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RESUMO

Fosfolipases Az (PLA2 EC 3.1.1.4) sdo proteinas abundantes em sucos
pancreaticos de mamiferos e em venenos de serpentes e insetos. Elas hidrolisam
especificamente as ligagbes éster na posigéo sn-2 de fosfolipidios, desempenhando
um papel central em diversas e importantes fungdes bioldgicas.

A atividade catalitica dessas enzimas depende da ligagao de um cofator, o ion
calcio, além dos residuos altamente conservados His48, Asp49 e Asp99. Um grupo
de PLA2s em que o residuo Asp49 é substituido por uma lisina, tem sido isolado do
veneno de serpentes da familia Viperidae. Embora os trabalhos iniciais indicassem
baixos niveis de atividade catalitica para essas enzimas, subseqiientes estudos tém
falhado em detectar a hidrélise de substratos fosfolipidios. Apesar da auséncia de
atividade catalitica detectavel, estas Lys49-PLA,s ainda retém a capacidade de
causar danos a membranas (por um mecanismo independente da atividade
hidrolitica) exibindo efeitos farmacol6gicos comparaveis aos apresentados pelas
fosfolipases Asp49. Com o intuito de determinar as bases para tal mecanismo, nos
ultimos anos, muita atengdo tem sido dedicada na identificagdo e caracterizagéo
dessas enzimas.

Nesta dissertagdo é apresentada a estrutura cristalografica da miotoxina-Il,

uma Lys49-PLA,, isolada do veneno da serpente Artropoides (Bothrops) nummifer.

A estrutura foi determinada a 2.1 A pelo método de substituicdo molecular e

refinada até um residual cristalografico de 22% (Rfree = 27%).
Os resultados de difragdo de raios X mostraram que a miotoxina-ll se
empacota no cristal como um monémero, contudo, uma forma dimérica da

proteina foi identificada em solugdo, indicando que a forma monomérica é na




realidade, uma conseqiiéncia das condig¢des de cristalizagao.
Além disso, foi proposto que a miotoxina-ll, assim como todas as Lys49-

PLA2s nédo sdo enzimas e que os baixos niveis de atividade catalitica sdo devidos a

contaminagao por Asp49-PLA,s presentes no mesmo veneno. Sugeriu-se também

que a densidade eletrénica encontrada no interior do canal hidrofébico dessas
proteinas poderia ser atribuida a uma molécula de PEG e ndo a uma molécula de
acido graxo (produto de uma catdlise interrompida) como descrito por alguns

autores.




ABSTRACT

Phospholipases A; (PLA; EC 3.1.1.4) are abundant enzymes in the pancreatic
juice of mammals and in the venoms of snakes and insects. These enzymes catalyse
the hydrolysis of the sn-2 ester bonds of phospholipids, and play key roles in diverse

and important physiological functions.

The catalytic activity of secreted PLAzs depends on the binding of Ca** and the

highly conserved residues His48, Asp49 and Asp99. A group of PLAzs in which the
Asp49 is substitued by lysine have been identified in the venom of Viperid snakes.
Initial reports suggested that these Lys49-PLA;s retained low levels of catalytic
activity; however, subsequent studies have failed to detect hydrolysis of phospholipid
substrates. Despite the absence of detectable catalytic activity, these Lys49-PLAzs
retain the ability to disrupt membranes by a non-hydrolytic mechanism. With the aim
of determinig the structural basis for this mechanism, in recent years, much attention
has been directed toward the identification and characterization of these enzymes.

In this work, we have presented the crystal structure of a myotoxin-ll, a Lys49-
PLA; isolated from the venom of Artropoides (Bothrops) nummifer. The structure has
been solved at 2.1 A by molecular replacement and refined to a final crystallographic
residual (Reactor) Of 22% (Rfree = 27%).

Results of X-ray diffraction demonstrated that the myotoxin-Il packs in the
crystal as a monomer. However, a dimeric form of the protein has been identified in
solution, indicating that the monomeric form could be a consequence of the
crystallization conditions.

In addition, we have proposed that the myotoxin-Il like all Lys49-PLAgs, are

non-enzymes and the low levels of catalytic activity is due to the contamination by




Asp49-PLAzs present in the same venom. We also have suggested that the

electronic density observed within the substrate channel and described by some

authors as a fatty acid, product of the interrupted catalysis, is a PEG molecule.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

1.1 AS FOSFOLIPASES A;

As fosfolipases sdo enzimas que catalisam a hidrélise de fosfolipidios, sendo
separadas em varias classes: A4, A2, B, C e D, de acordo com o local de hidrolise
(figura 1.1.1). As fosfolipases A; (PLA2, EC 3.1.1.4), catalisam especificamente a
hidrolise de grupos 2-acil (posi¢ao sn-2) dos fosfolipidios de membrana, liberando
acidos graxos e lisofosfolipidios (van Deenen e de Haas, 1963). Entre os produtos
formados, podemos destacar o acido araquidénico, um precursor de eicosandides

( potentes mediadores de  processos inflamatérios, cancerigenos e

Fosfolipase A,

Fosfolipase C—> |
0—=P—0

| << Fostolipase D

[

Figura 1.1.1 - Sitios de clivagem das fosfolipases. X corresponde a um grupo polar associado ao
fosfato (ex: colina) e R1 e R2 representam as cadeias dos acidos graxos
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alérgicos (Bezzine et al., 2000).

As PLA2s podem ser classificadas como intracelulares ou extracelulares. Ao
contrario das PLAs intracelulares, que sdo produzidas em pequenas quantidades e
se encontram ligadas a membrana, as extracelulares sdo abundantes na natureza e
podem ser encontradas no suco pancreatico de mamiferos, no fluido sinovial e no
veneno de serpentes e insetos. Devido aos potentes efeitos farmacologicos (além
da sua caracteristica atividade catalitica), tais como, miotoxidade, neurotoxidade,
atividades hemoliticas e anticoagulantes, atividades convulsivas e indugdo de
edemas, as PLAzs presentes no veneno de serpentes e insetos, tém se destacado

como alvo de estudos quimicos e estruturais (Wang et al., 1996).

1.2 CLASSIFICAGCAO DAS PLAs

Baseado na similaridade seqiiencial e na posi¢do das pontes dissulfeto, as
PLA;s extracelulares, de baixo peso molecular, podem ser agrupadas em 3 classes:
I, I, Il (Renetseder ef al., 1985).

As PLA; da classe | sdo abundantes em venenos de serpentes das familias
Elapidae e Hydrophidae. As da classe Il, por sua vez, também se encontram em
venenos de serpentes (familias Viperidae e Crotalidae), ao contrario da classe IlI,
presentes em venenos de insetos e lagartos. As classes | e |l exibem alta homologia,
diferindo apenas na localizagdo de uma das suas sete pontes dissulfeto (formada
entre as cisteinas 50 e 133 na classe Il) e na seqiiéncia do C-terminal (Renetseder

et al., 1985).
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Nos ultimos anos, com a descoberta de novas enzimas, tornou-se necessaria
uma nova classificagdo. Em 1991, PLAzs intracelulares de alto peso molecular (85
KDa) sem nenhuma ponte dissulfeto e contendo uma serina catalitica ao invés de
uma histidina foram clonadas e seqiienciadas a partir de neutréfilos e plaquetas.
Classificadas no grupo [V, estas enzimas nao foram as Uunicas, pois

subsequentemente, mais enzimas foram descobertas e classificadas, totalizando

até o presente momento 11 grupos distintos (tabela 1.2.1) (Six e Dennis, 2000).

Tabela 1.2.1- Classificac@o das enzimas PLA;

P.M. Numero de
(KDa) pontes S-S

Extensdo do

Fontes comuns C-terminal

Pontes S-S dnicas

Veneno de serpente 13-15 7 11-77

Pancreas mamifero 13-15 11-77

Fluido sinuvial humano e veneno

da's te 13-15 50-137

Veneno de serpente 13-15 50-137
Testiculo de rato 15 50-137 e 86-92

Bago/pancreas de humano/rato 50-137

Cérebro/coragao/itero de

humano/rato 50-137

Testiculo/fembrido de rato 50-137
Abelhaflagarto/escorpido/humano 11-77 e 50-137
Coragdo/pulm&o humano
Bagoftimo humano
Venenos de serpente
Brotos de arroz (PLA,-I)

Brotos de arroz (PLA,-II)

* N/D = n&o disponivel
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1.3 MECANISMO CATALITICO

Estudos bioquimicos e cristalograficos envolvendo estruturas complexadas
com o analogo do estado de transi¢cdo L-I-O-octil-2-heptilfosfonil-sn-glicerol-3-

fosfoetanolamina [diCg(2Ph)PE] (figura 1.3.1) tém proporcionado uma base para a

compreensdo do mecanismo catalitico das PLAzs. Esse mecanismo € similar ao

proposto para as serinoproteases e envolve os residuos Asp99 e His48, alem de
uma molécula de agua ligada ao N&1 da His48 (triade catalitica) (Verheij et al., 1980;
Scott et al., 1990).

Na figura 1.3.2 (A) é mostrado o inicio da reagdo. O grupo fosfato da molécula
de fosfolipidio e o oxigénio da molécula do acido graxo (posigao sn-2) se prendem
ao ion calcio, causando o deslocamento de duas moléculas de agua (figura 1.3.3).
O ataque nucleofilico da molécula de agua ligada ao N1 da His48 com a carbonila
do substrato, ocorre quase que concomitantemente com a remog¢édo de um préton
dessa molécula pela His48. A carga positiva adquirida pela enzima com a retirada
desse préton é presumivelmente estabilizada por uma rede de ligagbes de
hidrogénio envolvendo os residuos His48 e Asp99 (figura 1.3.2 (B)) (Scott et al.,
1990).

Como pode ser visto na figura 1.3.2 (B) o oxianion do intermediario tetraédrico
(formado pelo ataque nucleofilico da “agua catalitica” com o carbono da carbonila do
substrato), é estabilizado eletrostaticamente pelo ion calcio e pelo NH da Gly30. Na
realidade, a carga positiva desse ion ja havia sido neutralizada pelas cargas
negativas do residuo Asp49 e do fosfato sn-3, antes mesmo da carga do oxianion

ser considerada. Contudo, nas estruturas utilizadas para a descricdo desse
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Figura 1.3.1 - O anélago do estado de transigdo [diCs(2Ph)PE] (A) € um membro da classe de
inibidores de PLA;s estudado por Gelb e colaboradores com um segundo grupo fosfato na posicéo
sn-2 (Yuan e Gelb, 1988). Por ter geometria tetraédrica e possuir carga negativa, este imita o estado
de transigéo (B) formado na hidrélise do 1,2-dioctanol-sn-3-fosfoetanolamina (C).

modelo, observa-se a presenga de um segundo ion calcio, coordenado pelo oxigénio

da carbonila do residuo Cys29. Esse segundo ion é descrito como o responsavel
pela polarizagdo da ligagdo peptidica entre os residuos Cys29 e Gly30 e
conseqiientemente pela neutralizacdo de maneira indireta da carga negativa que
aparece no oxianion durante a catalise (Scott et al., 1990).

O colapso do intermediario é seguido pela desprotonagdo da His48 pelo
oxigénio da posigdo sn-2 do lisofosfolipidio. Realizada a hidrélise da ligagéo éster
sn-2, os produtos sdo liberados, com o retorno de outras trés moléculas de agua,
duas coordenando o primeiro ion calcio e a outra restaurando a triade

catalitica (figura 1.3.2 (C)) (Scott et al, 1990).
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Figura 1.3.2 - Mecanismo catalitico das PLA,s baseado no complexo da Naja naja atra com o inibidor
[diCs(2Ph)PE] (Scott et al., 1990).
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Figura 1.3.3 — Superficie catalitica da PLA, isolada do veneno da serpente Naja naja atra na
auséncia (A) e na presenga (B) do [diCs(2Ph)PE]. As letras C e W representam respectivamente o
ion célcio e as moléculas de agua. P2 corresponde ao intermediario tetraédrico e P3 ao grupo fosfato
da posig¢do sn-3.

1.4 AS Lys49-FOSFOLIPASES A;

Como ja demonstrado anteriormente, o residuo Asp49 desempenha um papel
fundamental na ligagdo do ion calcio, estando presente em todas as PLA;s ativas. A
substituicdo desse residuo por uma lisina deu origem a uma subfamilia conhecida

como Lys49-PLAs (figura 1.4.1) (Maraganore et al.,1984).

A analise cristalografica dessas enzimas mostrou que o grupo g-amino da

cadeia lateral da lisina 49 (figura 1.4.2) ocupa o sitio de ligagdo do cofator caicio,

impedindo deste modo a sua ligagdo (Scott et al., 1992; Arni et al., 1995). Embora
alguns estudos tenham mostrado que essas enzimas apresentam atividade catalitica
em baixos niveis (Shimohigashi et al., 1995; Yamaguchi et al., 1997), elas sdo
consideradas inativas (van den Bergh ef al., 1989), j& que sem a presencga do ion

calcio o intermediario tetraédrico ndo pode ser estabilizado durante o ciclo catalitico.
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C-terminal - -
y ¢ ¥
. . /
Hélice 2 // / b A
" Hélice 3

Figura 1.4.1 — Enovelamento de uma Lys49-PLA; ilustrando as caracteristicas gerais presentes nas
classesl e ll.

Mesmo assim, elas ainda sdo capazes de danificar membranas, por um mecanismo

independente de calcio, apresentando atividades farmacolégicas como, por

exemplo, a formagao de edemas e miotoxidade (Gutiérrez e Lomonte, 1995).

B

Figura 1.4.2 — Regido do sitio de ligagdo de calcio. (A) llustragéo do ion ca® presente na PLA;
pancreatica bovina (Dijkstra et al., 1981). Este geraimente se encontra heptacoordenado por residuos
do sitio de ligagao de calcio (residuos 25-33). (B) llustragdo da mesma regido na Lys49-PLA; isolada
do veneno da serpente Bothrops asper (cadeia A - Ami et al., 1995).

AV
cm 1 2 3 4 5, 6 i Eunespw 12 12 14 15 16 17 I8
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CAPITULO 2

OBJETIVO

As enzimas Lys49-PLA;s, especialmente aquelas presentes no veneno de
serpentes do género Bothrops, tém sido amplamente estudadas devido ao seu papel
central na modulagao de reacgdes inflamatorias e miotoxicas em vitimas de acidentes
ofidicos. Todavia, algumas questdes sobre esse aspecto ainda nao foram totalmente
esclarecidas. Uma delas seria a correlagdo ou ndo entre a manifestagdo desses
efeitos farmacolégicos e a atividade catalitica residual dessas enzimas
(conseqliéncia de uma catalise interrompida), a outra seria uma explicagdo mais
detalhada sobre tal atividade residual, se é que esta exista, uma vez que a literatura
sobre esse assunto apresenta-se bastante divergente. De qualquer maneira,
independentemente da diversidade de idéias, espera-se que o estudo cristalografico
dessas enzimas possa, juntamente com outras técnicas, contribuir mais para o
entendimento dessas questdes.

Este trabalho tem por objetivo geral a determinagdo da estrutura
cristalografica da miotoxina-ll isolada do veneno da serpente Bothrops nummifer
(Anum-ll), procurando destacar algumas similaridades estruturais com outras Lys49-

PLAzS.
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CAPITULO 3

CRISTALIZAGAO DA MIOTOXINA-II

A obtencdo de cristais de macromoléculas, com qualidade e tamanho
suficiente para permitir a analise estrutural, constitui uma das etapas criticas na
cristalografia por raios X (McPherson et al., 1995). Embora avangos tenham
ocorrido, a cristalizagdo de proteinas ainda é um procedimento de tentativas e erros
devido ao grande numero de fatores envolvidos (pH, temperatura, agente
precipitante, pureza da proteina e etc.) (Ducruix & Giegé, 1999).

E importante ressaltar que varios métodos podem ser utilizados na
cristalizagdo de proteinas, entretanto o mais comum e utilizado neste trabalho é o
método de difusao de vapor (McPherson, 1982).

Neste capitulo faremos uma breve descrigdo sobre os métodos utilizados para

isolar, purificar e cristalizar a miotoxina-II.

3.1 EXTRAGAO E PURIFICACAO

A miotoxina-1l, uma Lys49-PLA;, representa uma segunda isoforma isolada
do veneno da serpente Bothrops nummifer. Essa espécie (figura 3.1.1), conhecida

popularmente como “mano-de-piedra” ou “jumping viper” habita as florestas tropicais
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da Costa Rica (Solérzano, 1989) e seu veneno é responsavel pela indugéo de uma

série de danos aos tecidos musculares, tais como, hemorragia, edema e mionecrose

(Gutiérrez e Chaves, 1980).

Figura 3.1.1 - Exemplar da serpente Bothrops nummifer

A miotoxina-II foi purificada e liofilizada na Costa Rica e gentilmente cedida ao
nosso laboratério para testes de cristalizagdo. O veneno foi extraido de mais de 15
serpentes coletadas na Costa Rica. A miotoxina-ll foi purificada através de
cromatografia de troca catidnica utilizando uma coluna CM-Sephadex C-25
(Pharmacia). Sua pureza foi verificada por eletroforese em gel de poliacrilamida
tanto na presenca de dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE) como na presenca de
uréia (uréia-PAGE) e por cromatografia liquida de alta performance em fase reversa
(RP-HPLC), utilizando uma coluna C4 (Vydac) eluida a 1,0 ml/min com um gradiente

de 0 a 60% de acetonitrila em 0,1% de acido trifluoroacético (Angulo et al., 2000).
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3.2 CRISTALIZACAO

A proteina liofilizada foi ressuspensa em agua deionizada na concentragao
de 10 mg/ml. Como mencionado anteriormente, foi adotado o método de difusdo de
vapor com gota suspensa conhecido como hanging drop (figura 3.2.1). Com o intuito
de se obter uma condicdo de cristalizagdo para a miotoxina-Il, testes iniciais,
utilizando o kit de matriz esparsa com 50 solugdes do fatorial | (Hampton Research;
Jancarick e Kim, 1991), foram realizados. Os melhores cristais (figura 3.2.2) foram
obtidos numa solugdo contendo acetado de sédio 0,1M a pH 4,6, 20% de PEG 3350

e sulfato de aménio 0,2 M (solugéo 20) (Watanabe et al., 2004).

laminula siliconizada

Gk

Figura 3.2.1 - Esquema do método de difusdo de vapor com gota suspensa. A gota contém uma
mistura de volumes iguais (1ul) de solugdo de proteina (M) e solugéo precipitante (A.P.). Como a
concentragéo do agente precipitante (A.P.) na gota € menor que no reservatério, as espécies volateis
(agua e solventes organicos) irdo se difundir da gota para a solugdo precipitante do reservatério até
que as pressdes de vapor de ambas se igualem. Isto acarretara uma diminuigdo do volume da gota e
no aumento das concentragdes de todos os seus constituintes, podendo conduzir a proteina ao
estado de supersaturagdo e a sua consequiente cristalizagéo.
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Figura 3.2.2 — Cristal da Anum-Il (~ 0,4 mm)

Figura 3.2.3 - Cristal da Anum-Il (~ 0,3 mm)
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CAPITULO 4

PROCESSAMENTO DOS DADOS DE DIFRAGAO DE
RAIOS X

A cristalografia é o estudo da estrutura interna de um cristal. Para distinguir
atomos individuais o comprimento de onda da radiagao utilizada deve ser no minimo
igual ou menor que a distancia entre os atomos. Tais distancias atingem em média
alguns angstroms e a radiagdo eletromagnética com comprimento de onda nessa
faixa € o raio X. Atualmente, a maior parte das estruturas de macromoléculas
biolégicas é resolvida utilizando radiagao sincroton. As vantagens derivam do fato de
que o acelerador de elétrons sincroton produz raios X de alta intensidade (alto
fluxo - um termo que descreve o numero de foétons por unidade de tempo), sob uma
extensa faixa de energia (o que permite o uso de técnicas que requerem multiplos
comprimentos de onda, como por exemplo MAD, Dispersdao Anémala Multipla) e
altamente polarizados e colimados. Além disso, a radiagcdo apresenta baixo
background (ruido), favorecendo nao s6 a coleta de dados a uma maior resolugéo,
mas também de cristais que difratam fracamente (Blundell, 1976; Drenth, 1999).

Quando um cristal é irradiado, cada um dos seus atomos espalha ondas de
raios X de amplitude muito pequena, que se propagam em todas as diregées.
Devido ao arranjo regular e periédico dos atomos no cristal, essas ondas interferem

entre si, anulando algumas (interferéncia destrutiva) e amplificando outras
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(interferéncia construtiva), produzindo desta maneira, um padrdo de difragéo
caracteristico da molécula de proteina em estudo. Hoje, essas reflexdes sao
coletadas através de uma placa de imagem digitalizada, sendo possivel medir

diretamente a intensidade de difragao (Drenth, 1999).

4.1 COLETA

Através do método de rotagdo, 78 imagens foram coletadas de um cristal
crioprotegido na linha PCr do Laboratério Nacional de Luz Sincroton
(LNLS/Campinas, Polikarpov et al., 1998). As intensidades de difragdo foram
medidas utilizando uma placa de imagem MAR345 (MAR RESEARCH). O angulo de

rotagdo entre cada imagem (Ag/foto) foi de 1° e a resolugdo nominal obtida de

2,08 A.

Figura 4.1.1 - Padrao de difragdo da Anum-Il. Os circulos correspondem as resolugdes de 2,1, 2,8,
41e83A.
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4.2 PROCESSAMENTO DOS DADOS

A primeira imagem foi autoindexada utilizando o programa MOSFLM (Leslie,
1992), onde valores aproximados dos parametros de cela (a, b, ¢, a, B, v) € a
orientagdo do cristal foram encontrados. Uma lista de possiveis solugbes com
diferentes simetrias é produzida. Para cada solugdo é atribuido um valor de
penalidade que avalia a distor¢éo sofrida pela cela para que esta cumpra com as
restrigdes inerentes aquele grupo espacial. A selegdo se baseia na escolha de uma
solugdo que apresente maior simetria e mais baixa penalidade (menor distorgéo)
(figura 4.2.1). No caso da Anum-Il, a rede de Bravais que apresentou maior simetria
e menor penalidade foi a primitiva tetragonal. Imposta esta simetria, uma estimativa
da mosaicidade foi realizada, de modo que nenhuma reflexdo ficasse fora das
predi¢cdes. O valor obtido para esta primeira imagem foi de 0,6°. A mosaicidade para
cristais de proteinas geralmente varia entre 0,25° e 0,5°, de acordo com a desordem
da estrutura cristalina (quanto maior este valor, maior o grau de desordem) (Drenth,
1999).

Em seguida foram integrados os dados de difragdo das 72 imagens
coletadas, utilizando-se as intensidades resultantes para refinar os parametros de
cela, a mosaicidade e a orientagao do cristal.

Através do programa SCALA (Evans, 1997), incluso no pacote de programas
cristalograficos CCP4 (Collaborative Computational Project Number 4, 1994) foram

realizados o escalonamento dos dados e a conversao das intensidades reduzidas em

fatores de estrutura, |F(hkl)|. Nesta etapa, também foram escolhidas (aleatoriamente)
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e separadas 5% das reflexdes, que mais tarde serdo utilizadas no controle do
processo de refinamento (Riee-apéndice A).

Embora o processamento tenha sido concluido, ainda ndo & possivel afirmar
que o grupo espacial esteja correto, uma vez que, para uma rede primitiva tetragonal,
ha varias possibilidades de grupos espaciais, sendo necessaria uma analise das
reflexées. Através dessa analise, verificou-se, que somente as reflexées do tipo (00/)
para /=4n e (0k0) para k=2n estavam presentes. De acordo com a International
Tables for Crystallography Vol. A (Kluwer Academic, 1996), essas extingdes
sistematicas sdo proprias dos grupos P43212 e P442,2, sendo impossivel a distingdo
entre eles. Baseado nisto, um novo processamento, seguindo os mesmos passos ja
descritos, foi realizado. Desta vez, o grupo espacial escolhido foi o de maior simetria,
ou seja, P4;2,2. E claro que também poderia ser o grupo espacial P41212, ja que
ambos sao enantiomorfos, entretanto, veremos adiante, através da substituicao
molecular, que o grupo P43242 € o correto. As principais estatisticas e os valores
finais deste processamento sdo mostrados na tabela 4.2.1

A estimativa do nimero de moléculas presentes na unidade assimétrica foi
realizada pelo programa Mathews_coeff (CCP4, 1994). Assumindo-se que a massa

molecular do monémero da miotoxina-ll seja de 14KDa, estima-se que haja apenas

um mondmero com volume de Matthews equivalente a 2,7A3!Da e conteudo de

solvente no cristal de 54,4%.




List of possible Laue groups. sorted on penalty index.
The lower the PENALTY, the better
Only solutions with PENALTY less than 200 are listed, a complete list is given in the terminal window
No PENALTY LATT b alpha beta ganna Possible 3pacegrougs
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Figura 4.2.1 — Indexagéo realizada com o programa MOSFLM. A escolha do sistema cristalino correto se baseia na selegdo da
solugdo com menor penalidade e maior simetria.
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Tabela 4.2.1 — Parametros e valores finais do processamento dos dados

Parametros Resultados

Grupo espacial P4,2,2
Dimensdes da cela unitaria (A) a=68,9
b=68,9
c=64,1
a=pB=y=90,0°
Resolugdo (A) 2,04 - 2,08 (2,19-2,08)
Reflexdes totais 119638
Reflexdes Unicas 9730
Completeza dos dados (%)°® 99,1 (94,1)
Reym® (%) 8,9 (52,0)
Rmeas (%) 9,8 (57,1)
Redundancia® 5,8 (5,7)
(Vo) ® 5,4 (1,0)

*Reym (F) : R, (F)= ZZIF} (hk!)— F(hki 1/22 F(hkl) : discrepancia entre os fatores de
i hkl i

hkl i
estrutura simetricamente relacionados

® Reveas (F) : Ry (F) =D | N |E(hki)— Fihqu/iz;ﬂ(hkl) : discrepancia corrigida pela
N -1 hkl T

hkl i
multiplicidade do conjunto

“(I/o(l)) : intensidade média dividido pelo erro médio associado a cada medida
¢ Redundancia = média das reflexdes ponderadas pelo n® de observacdes

®Completeza = (n° reflexdes observadas/ n° reflexdes possiveis)
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CAPITULO 5

OBTENGAO DAS FASES E REFINAMENTO

Para determinar a estrutura de uma proteina & necessario conhecer do
padrao de difragao: os fatores de estrutura e os angulos de fase relacionados. Os
fatores de estrutura podem ser obtidos a partir das intensidades de difracao
(apéndice A), ja as informagbées de fase sdo perdidas durante o experimento,
impossibilitando a determinagao direta da estrutura. Com o intuito de resolver esse
problema varios métodos foram desenvolvidos: substituicido molecular, substituicao
isomorfica multipla, dispersao anémala a maltiplos comprimentos de onda e métodos
diretos. O primeiro e mais facil, exige o conhecimento prévio da estrutura
tridimensional de uma proteina (0 modelo), com pelo menos 30% a 50% de sua
seqiéncia de aminoacidos idéntica a que esta em analise. Tais modelos se
encontram disponiveis no banco de dados PDB (Brookhaven Protein Data Bank)
(http://www.rcsb.org/pdb/). O modelo prévio permite atribuir aos dados de difragcao ja
coletados valores iniciais para as fases. Neste trabalho o método escolhido foi o de
substituigdo molecular, devido ao grande numero de estruturas (modelos) de Lys49-
PLA; depositadas no PDB (Drenth, 1999).

Apoés a determinagao das fases, a etapa seguinte consiste na construgdo do
modelo que representara a estrutura da proteina em estudo. Como mencionado

no apéndice A, os raios X sdao espalhados pelos elétrons dos atomos presentes
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nos aminoacidos. Portanto, o que é visto, & a chamada densidade eletronica, ou

seja, a area onde se encontram os elétrons associados ao seu respectivo atomo. A

densidade eletrénica é aprimorada por refinamento. O refinamento € um processo
de ajuste do modelo para tentar encontrar uma melhor concordancia entre os fatores
de estrutura observados (F,) e os fatores de estrutura calculados (F...) (apéndice
A). Esse ajuste consiste na modificagdo dos parametros posicionais (X, y € z) € no
fator de temperatura para todos os atomos da estrutura, exceto os hidrogénios, os
quais possuem apenas um elétron e portanto, espalham pouca radiagédo (apéndice
A). No caso da estrutura da Anum-ll que possui 1880 atomos (apéndice B), o
numero de parametros a serem refinados é de aproximadamente 7520.
Considerando-se para isso somente as informagdes das 9730 reflexdes medidas, a
relagdo entre os parametros conhecidos e as variaveis a serem refinadas € muito
pequena, em torno de 1,3. Mas, como o refinamento necessita em média de um
nimero de parametros no minimo 10 vezes superior ao numero de variaveis,
“‘observagdes” adicionais sdo incluidas (Giacovazzo, 1992). Neste caso, sao
incorporadas no processo de refinamento simetrias nao-cristalograficas (a excegao
de estruturas monomeéricas), informagées sobre o contetdo de solvente e restrigdes
estereoquimicas (provenientes de pequenos peptideos e aminoacidos determinados

a alta resolugao) (Drenth, 1999).
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5.1 A ESCOLHA DOS MODELOS

A escolha dos modelos para a substituicio molecular foi feita através do
programa BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/) (Altschul et al., 1997). A partir
da sequéncia primaria da Anum-ll, o programa realiza uma busca no PDB por
sequéncias similares. Havendo dados que possam ser comparados, é feita uma
classificagdo por afinidade residual na forma de “score”. A sele¢do se baseia na
escolha das seqiiéncias que apresentam maior score, ou seja, maior homologia. A
tabela 5.1.1 mostra as cinco proteinas selecionadas. Nesta classificagdo sdo
fornecidas a seqiiéncia de aminoacidos da proteina e a sua identificagdo no PDB. O
alinhamento entre essas seqiiéncias foi realizado com o programa CLUSTALW

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) (Thompson et al., 1994) e é mostrado na figura 5.1.1.

Tabela 5.1.1- Lista das fosfolipases usadas como modelo na substituicdo molecular
Serpente PDB ID Resolugio (A)

Bothrops godmani 1GOD 2,8

Bothrops asper 1CLP 2,8

Lys49-PLA,s Bothrops pirajai 1QLL 2,04
Agkistrodon piscivorus piscivorus 1PPA 2,0

Agkistrodon acutus 1MC2 0,85

Pelo alinhamento & possivel constatar que a proteina que apresentou maior

identidade seqiiencial em relagdo a Anum-ll foi a Lys49-PLA; isolada da serpente

Bothrops godmani (1GOD), onde dos 121 residuos, apenas 11 eram diferentes.
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Figura 5.1.1 - Alinhamento seqiiencial. A porcentagem de similaridade é referente & comparagéo das seqiiéncias dos cinco
modelos em relacdo a miotoxina-1l da Bothrops nummifer (Anume-Il)
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Entretanto, durante a substituicdo molecular, os monémeros de todas as cinco

fosfolipases foram testados como modelo de busca para a obtencéo das fases.

5.2 SUBSTITUICAO MOLECULAR

A substituigao molecular foi realizada utilizando o programa MOLREP (Vagin e
Teplyakov, 1997). De posse da estrutura modelo e do arquivo de reflexdes

(proveniente do experimento de difracdo) partiu-se entdo para a busca de uma

solucdo para as fungbes de rotagéo e translacdo (apéndice A). A tabela 5.2.1

mostra os resultados obtidos para os 5 modelos.

Tabela 5.2.1-Melhores solu¢des para as fungdes de rotagdo e translagdo para as cinco fosfolipases
utilizadas como modelo

Modelo Reactor CcC
PDB ID o B %) (%)

1GOD 0,536 0,440

1PPA 0,516 0,485
1CLP 0,535 0,451
1QLL 0,505 0,504

1MC2 0,488 0,539

Curiosamente, a Lys49-PLA; isolada do veneno da serpente Agkistrodon
acutus (1MC2) obteve o melhor resultado (maior correlagdo e menor Ractor). Porém,
dentre todas, ela foi a que apresentou a mais baixa identidade seqiiencial em

relacdo a Anum-Il.
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Pela substituicdo molecular também foi possivel confirmar que o grupo
espacial &€ sem duavida P43;2:2. A escolha se baseia na analise do coeficiente de
correlagédo e do Riactor das solugdes da fungdo de translagédo dos dois grupos, uma
vez que a fungdo de rotagdo é independente das relagdes de simetria dos grupos
espaciais. Como mostra a tabela 5.2.2, o grupo espacial P432,2 & realmente o

correto, devido a maior correlagdo com os dados e ao menor valor do Ryactor.

Tabela 5.2.2 — Melhores solugdes para as fungdes de rotagéo e translagéo obtidas a partir do modelo
da Agkistrodon acutus para os dois grupos espaciais enantiomorfos P4;2,2 e P4:2,2

Rfactor  CC

Grupo

Espacial % B Y % y i (%) (%)

P432:2 27,45 27,57 22521 0,584 0,244 0,441 0,488 0,539

P4,2,2 27,45 27,57 225,21 0,080 0,242 0,187 0,533 0,359

5.3 REFINAMENTO

O modelo da miotoxina-ll, obtido por substituicdo molecular, foi submetido
inicialmente a um refinamento de corpo rigido pelo programa REFMACS5 (CCP4,
1994; Murshudov et al., 1997). Apés 10 ciclos de refinamento o valor de Rgactor
convergiu para 43%. A visualizagao dessa estrutura, assim como também dos
mapas de densidade eletrbnica gerados, foi feita pelo programa grafico
TURBO-FRODO (Roussel e Cambillau, 1991).

Através da analise dos mapas de densidade eletrénica (2F os-Fcaic € Fobs-Fcalc)
foram realizados a substituicdo dos residuos e alguns ajustes posicionais das

cadeias laterais. A cada ajuste manual, a estrutura foi submetida a ciclos de
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refinamento, utilizando o algoritmo de maxima verossimilhanga (Maximum

Likelihood) (Adams et al., 1997), também implementado no programa REFMACS.

A figura 5.3.1 mostra os residuos importantes do sitio de ligagéo de calcio

modelados dentro do mapa de densidade eletronica do tipo 2Fws—Fcac (nivel de

contorno 1o).

Figura 5.3.1 — Mapa de densidade eletrénica na regido correspondente ao sitio de ligagdo de caicio
nas Asp49-PLA;s

Cadeias laterais pertencentes a residuos que estdo expostos ao solvente e
que, portanto, apresentam uma grande mobilidade conformacional (como € o caso
das lisinas), ndo puderam ser localizadas (Figura 5.3.2). Outra regido que também

apresentou falhas na densidade eletronica foi o C-terminal (Figura 5.3.3).
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Figura 5.3.2 — Mapa de densidade eletronica 2F.ps—Fcaic (Nivel de contorno 1c). As figuras (a) e (b)
correspondem a mesma regido. Os residuos presentes nesta regido (Lys80 e Trp77) estdo envolvidos
na formagao da interface de dimerizagao.
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Figura 5.3.3 — As figuras acima representam a densidade eletronica na regido do C-terminal
(2F gps—F caic , Nivel de contomoic).
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Durante o refinamento, foi observada uma forte densidade eletrénica a qual foi

interpretada pela forma e pelo tamanho como sendo de um ion sulfato (Figura 5.3.4).
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Figura 5.3.4 — Mapa de densidade eletrénica 2F ps—Fcaic (Nivel de contorno 1c) na posigdo do ion
sulfato.

Na etapa final do refinamento, foram inseridas automaticamente pelo
programa ARP (pacote CCP4), as moléculas de agua. Ajustes manuais foram feitos.
De acordo com o mapa de densidade eletrénica Fops-Fcac (nivel de contorno 2c),
algumas moléculas de agua foram manualmente retiradas por se tratar
provavelmente de ruido. O refinamento foi interrompido quando valores minimos
para o0 Rrcor € Rfee foram atingidos. As estatisticas finais do refinamento sao

mostradas na tabela 5.3.1
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Tabela 5.3.1-Valores dos coeficientes de confiabilidade e parametros estereoquimicos para a
estrutura final da Anum-ll, calculados pelo programa REFMACS.

Estatisticas finais do refinamento da estrutura da Anum-l|

Riactor (%)
Riee (%)

Desvio observado em relagdo a geometria ideal
R.m.s. dos comprimentos das ligagdes (A)

R.m.s. dos angulos de ligagdes (°)

Média dos valores do fator de temperatura (A?)

Cadeia principal
Cadeias laterais
Moléculas de agua

fon sulfato
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CAPITULO 6

RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 DESCRIGAO DO MODELO CRISTALOGRAFICO

A estrutura da Anum-Il & constituida por 121 aminoacidos, um ion sulfato e 71
moléculas de agua. De acordo com alguns padrées como seqiéncia de
aminoacidos, estrutura secundaria e pontes dissulfeto, a miotoxina-Il & caracterizada
como pertencente a classe |l de PLA2s secretadas (Renetseder ef al., 1985; Arni e
Ward, 1996; Six e Dennis, 2000). Como em outras PLA,s pertencentes a esta
classe, a estrutura é estabilizada por sete pontes dissulfeto (residuos 27:125, 29:45,
44:105, 50:133, 51:98, 61:91 e 84:96), apresentando como caracteristica principal
uma rigida plataforma formada por duas a-hélices antiparalelas (hélices 2 e 3,
residuos 37-54 e 90-109) interligadas por duas destas pontes. Os aminoacidos
importantes para a hidrolise (com excegdo do Asp49) permanecem conservados e
se localizam nessas hélices (Figura 6.1.1).

A regido do N-terminal (residuos 1-17) forma parte do colar hidrofébico e é
altamente conservada nas miotoxicas Lys49-PLA;s com a respectiva seqiiéncia
SLFELGKMILQETGKN. Embora substituicbes ja tenham sido observadas, é a
primeira vez (até o presente momento) que uma Lys49-PLA; apresenta um residuo
de asparagina (posi¢do1) ao invés de uma serina. Substituicdo semelhante ja foi

observada para a Asp49-PLA; isolada do veneno da serpente Agkistrodon piscivorus
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piscivorus (Maraganore e Heinrikson, 1986). Contudo, € improvavel que este residuo
esteja relacionado com a atividade miotdxica, uma vez que a Anum-Il apresenta os
mesmos efeitos téxicos que as outras enzimas desta familia. Selistre e
colaboradores tém sugerido o envolvimento dos residuos Lys7, Glu12, Thr13 e

Lys15, todos conservados na Anum-Il, na atividade miotoxica (Selistre et al., 1996).

\ igacao dgf _ 4 N—teminal‘
N =<
\\-'._'T? $
.\ ion znlfato
W\ )
N—r=

C-terminal

) .
- - ]'
- v Hélice 3

Figura 6.1.1 — Representag&o da estrutura cristalografica da Anum-Il. Com exceg&o do Asp49, todos
o0s outros residuos importantes na atividade catalitica se encontram conservados.

Varios experimentos tém identificado o C-terminal (115-133) (figura 6.1.2)
como a regido responsavel pela atividade miotoéxica nas Lys49-PLA;s. A formagéo
de um sitio catibnico nesta regido é considerada envolvida na mediagdo de

interagbes eletrostaticas com lipidios carregados negativamente. Experimentos
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in vitro, utilizando peptideos correspondentes a regido 115-129 (KKYRYYLKPLCKK)
da miotoxina-ll da Bothrops asper, mostraram que a heparina (a qual se mostrou in

vivo capaz de inibir a atividade miotdxica) se liga a esta regido de carater

predominantemente catidnico (Lomonte et al., 1994). Além disso, mutagdes sitio-

dirigidas especificamente dos residuos catidnicos e aromaticos (115-119) e a
substituicdo das argininas e lisinas por alanina nas regiées 117-122 (exceto para a

Lys122) mostraram uma redugao significativa da miotoxidade (Chioato ef al., 2002).

Figura 6.1.2 — Contatos entre o C-terminal e a regido correspondente (nas Asp49-PLA;s) ao sitio de
ligag&o de calcio. Participam das ligagdes de hidrogénio: o nitrogénio do grupo amida da Tyr120 com
o oxigénio da carbonila da Phe24 (2,81 A), o oxigénio da carbonila da Pro121 com o nitrogénio do
grupo amida da Leu124 (3,00 A), o nitrogénio do grupo amida da Cys29 com o oxigénio da carbonila
da Tyr25 (3,15 A), o nitrogénio (NC) da cadeia lateral da Lys122 com os oxigénios das carbonilas dos
residuos Gly26 (2.69 A) e Cys29 (2,87 A), o nitrogénio do grupo amida da Cys125 com o oxigénio da
carbonila da Lys122 (3,08 A), o oxigénio da carbonila da Lys128 c¢cm o nitrogénio do grupo amida da
Lys36 (2,93 A) e o nitrogénio (Nn1) da Arg34 com o oxigénio da carbonila da Asp131 (3,02 A). Ha
também duas pontes dissulfeto: Cys27-Cys125 e Cys50-Cys133.

| X
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A regido correspondente ao sitio de ligagéo de calcio nas Asp49-PLAgs (25-

33) é exibida em detalhes na figura 6.1.3. Como explicado anteriormente, a Anum-II
€ incapaz de ligar calcio, ja que o grupo g-amino (N) da Lys49 esta ocupando a
posi¢ao que seria do ion. A auséncia desse cofator torna esta regido muito flexivel,
assim como também a regido da interface dimérica, onde estao localizadas as duas
folhas-pB antiparalelas (residuos 74-84).

A figura 6.1.4 mostra o grafico do desvio médio quadratico (r.m.s.d) entre a
Anum-ll e as outras Lys49-PLA;s. A superposicao (figura 6.1.5) foi feita por meio do
programa LSQKAB (pacote CCP4), utilizando atomos de carbono-a das trés hélices.
Como esperado, desvios significativos foram obtidos nas regides das duas folhas-p,

do sitio de ligagado de calcio e principalmente do C-terminal.

Figura 6.1.3 — Regido correspondente (nas Asp49-PLA;s) ao sitio de ligagéo de calcio. Em destaque,
estdo as pontes de hidrogénio. As distancias estdo em angstrons.
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provéavel sitio
de ligagdo de calcio

REsiDUO

Figura 6.1.4 — R.m.s.d. entre a Anum-Ill e as outras Lys49-PLA; isoladas das serpentes Bothrops
godmani (1GOD), Bothrops asper (1CLP — cadeia A), Agkistrodon piscivorus piscivorus (1PPA),
Bothrops pirajai (1QLL — cadeia A) e Agkistrodon acutus (1MC2).

l Bottvops nummiter

Wl Bothrops goaman (PDAID 16O

D&ﬂhwps asper - codeia A (PD3ID 1CLPY

B Agiistrodon piscivonas pecivons (FDAID 1PPA)
W Borvops praser - coces A (PDID 1GLL)

B Aghistrodon acutus (PODAD IMC2)

Figura 6.1.5 — Sobreposi¢do da Anum-Il com outras Lys49-PLA;s. As principais diferengas estruturais
ocorrem nas regides | (sitio de ligagcdo de calcio), Il (C-terminal) e Ill (regido correspondente a
interface dimérica, asa-B).
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Como ja mencionado, préximo do sitio de ligagao de calcio foi identificado um
ion sulfato. Provavelmente proveniente do meio de cristalizagdo (devido a alta
concentracdo de sulfato de aménio utilizado na cristalizagdo), este se encontra
coordenado por ligagdes de hidrogénio com as cadeias laterais dos residuos Arg34
e Lys53. Essa posi¢cao é semelhante a posicao ocupada pelo ion sulfato presente na
forma | da miotoxina isolada da serpente Agkistrodon contortrix laticinctus (PDBID
1S8G; Ambrosio et al., 2005). Como pode ser visto na figura 6.1.6, o oxigénio O1 do
ion sulfato, faz ligagdo de hidrogénio com o Ne da Arg34 (2,90 A), com o N da
Lys53 (3,38 A) e com uma molécula de agua (2,45 A), o oxigénio 02 é coordenado
pelo grupo amida da Arg34 (3,02 A) e o oxigénio O4 interage com o N da Lys53

(3,38 A) e com 0 Nn2 da Arg34 (2,68 A).

&

Figura 6.1.6 — lon sulfato, proveniente do meio de cristalizago.
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A sobreposigdo da Anum-ll com a estrutura de uma Asp49-PLA; em complexo
com o analogo do estado de transicao (PDBID 1POB, White et al., 1990) mostrou
que o ion sulfato, embora quimicamente semelhante ao grupo fosfato do analogo,
ocupa uma posicao diferente (figura 6.1.7). Essa posi¢cédo ocupada pelo ion sulfato
parece ser uma conseqiéncia do ambiente quimico favoravel, com fortes cargas
positivas presentes naquela regido, ja que nao ha evidéncias que mostrem que essa

posi¢ao seja relevante no processo catalitica.

Figura 6.1.7 — Sobreposicdo da Anum-Il (azul) com a estrutura de uma Asp49-PLA; (lilas) em
complexo com o analogo do estado de transi¢do (PDBID 1POB).
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6.2 ANALISE DO MODELO

Os parametros estereoquimicos do modelo final foram analisados pelo
programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993).

O modelo final apresentou boa configuracao estereoquimica. O grafico de
Ramachandran, o qual afere as medidas dos angulos diédricos ¢ e ‘¥, indicou que
87% dos residuos estdo nas regidbes mais favoraveis, 12% em regides
adicionalmente permitidas e somente 1% (Asp38, de acordo com a numeragédo de

Renetseder, Asp39) em regides generosamente permitidas (Figura 6.2.1).

PROCHECK

Ramachandran Plot

Psi (degrees)

-

ASP A8 (A)

] -P
o] i'|
4 ) B
80 -135 90 45 0 45

Phi (degices)

Figura 6.2.1- Diagrama de Ramachandran da molécula da miotoxina-I|
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Outras andlises feitas pelo programa PROCHECK abordam parametros
estereoquimicos da cadeia principal e mostram como a estrutura (indicada por um
quadrado preto, figura 6.2.2) se comporta quando comparada com outras resolvidas
na mesma resolugédo. A regido hachurada representa a faixa de resultados obtida
para essas estruturas, a linha central representa a média (em fungéo da resolugéo),
enquanto que a largura da banda corresponde a variagéo do desvio padrao sobre a
média. Algumas propriedades sao dependentes da resolugéo, ja outras nao.

A qualidade do diagrama de Ramachandran (Figura 6.2.2a) &€ medida pela
porcentagem de residuos que estdo na regido mais favoravel do diagrama. Para um
bom modelo obtido a alta resolugdo essa porcentagem deveria estar em torno de
90%, entretanto, conforme a resolugdo diminui, essa porcentagem também
decresce. A regido hachurada corresponde a esse decréscimo. A figura 6.2.2b avalia
a planaridade da ligagdao peptidica. Essa propriedade € medida calculando-se o
desvio padrao para os angulos o das diversas estruturas. Quanto menor o valor,

mais proximo de 180° (o que representa uma ligagdo peptidica planar perfeita).

Outra propriedade avaliada (Figura 6.2.2c) é a distorgdo do Ca , a qual é medida,

calculando-se o desvio padrdao do angulo de torgdo imaginario £, definido pelos
atomos Ca-N-C-CB. Isto fornece informagdo sobre a quiralidade dos Ca e se
negativo, indica um D-aminoacido. A ultima figura (Figura 6.2.2d) mede 0 Gtactor total,
que nada mais € do que uma media dos Gracior de cada residuo na estrutura. O Gyactor
€ uma propriedade que esta associada aos angulos de tor¢do e a geometria das
ligagdes covalentes. Um Geactor baixo para um determinado residuo pode indicar, por

exemplo, que a sua conformagao tem pouca probabilidade de ocorrer. Pela analise
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dessas figuras, observa-se que a estrutura da Anum-ll esta melhor em

termos estereoquimicos do que a média das estruturas nesta mesma resolugao.

HCHECK

Main-chain parameters
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Figura 6.2.2- Estatisticas geradas pelo programa PROCHECK
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6.3 ATIVIDADE CATALITICA X ATIVIDADE MIOTOXICA

Embora as Lys49-PLAzs sejam descritas como inativas devido a auséncia do

ion calcio (cujo sitio de ligagdo esta ocupado pelo grupo e-amino da cadeia lateral da

lisina), alguns trabalhos tém mostrado que essas enzimas apresentam atividade
catalitica em baixos niveis, porém detectaveis (Shimohigashi et al., 1995;
Yamaguchi et al., 1997).

Com a determinagdo da estrutura cristalografica da Piratoxina-Il (PDBID
1QLL; Lee et al., 2001), sugeriu-se que a baixa atividade das Lys49 seria devido a
uma falha no mecanismo catalitico durante o estagio de liberagdo do produto. Tal
argumento foi sustentado pela presenca de uma molécula de acido graxo (produto

de uma catalise interrompida) encontrada no interior do sitio “ativo” desta enzima.

N, 0
o__>:r1<‘

Figura 6.3.1- Sitio “ativo” da Piratoxina-Il em complexo com um &cido graxo (PDBID 1QLL, Lee et al.,
2001).
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Como pode ser visto na figura 6.3.1, a Lys122 (conservada em todas as

Lys49-PLAzs) seria a principal responsavel pelo aumento da afinidade da enzima

pelo acido graxo. A interagdo deste residuo com a carbonila da Cys29 estaria
induzindo a polarizagéo da ligagao peptidica Cys29-Gly30 dificultando desta forma, a
liberagao do acido graxo do interior do canal hidrofébico.

Recentemente, com a identificagdo de uma outra molécula de acido graxo no
interior do sitio “ativo” da Lys49-PLA; do veneno da Agkistrodon contortrix laticinctus
(PDBID 1S8G; Ambrosio et al., 2005), foi proposto um mecanismo correlacionando a
atividade catalitica residual destas enzimas com os efeitos miotéxico e de danos a
membranas atribuidos ao C-terminal. De acordo com Ambrosio e colaboradores, a
presenga do acido graxo no interior do sitio “ativo” (devido a ligagdo peptidica
fortemente polarizada pela Lys122) deveria servir ndo apenas para ancorar na
membrana, mas também para a exposi¢cdo de residuos hidrofébicos do C-terminal
ao solvente. Apesar de néo ser essencial para a atividade farmacol6gica, a presenga
do acido graxo no sitio “ativo”, estabilizaria a forma do C-terminal com a exposigdo
do calo hidrofébico. Presente também na estrutura da Piratoxina-ll, este calo
hidrofébico parece estar essencialmente correlacionado com a manifestagiao dos
efeitos toxicos (figura 6.3.2)

Todavia, a conformagao proposta por Ambrosio e colaboradores ndo pode ser
unica e exclusiva das Lys49-PLA;s complexadas com acido graxos. Pela figura
6.3.2, nota-se que a configuragdo adotada pela Lys122 é a mesma tanto na
estrutura cristalografica da Anum-Il como na estrutura da Piratoxina-ll e da miotoxina
isolada da Agkistrodon contortrix laticinctus. Mesmo os residuos hidrofébicos nao

sendo iguais, ainda assim observa-se a formagdo de um calo hidrofébico na
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estrutura da Anum-ll, com a exposigao das cadeias laterais dos residuos, Pro121,

Leu124 e Pro123 ao solvente (figura 6.3.3).

Figura 6.3.2 — Sobreposi¢do da estrutura da Anum-ll (vermelho) com as estruturas da Piratoxina-Il
(Branco) e da miotoxina ACL (azul). Em destaque esta a Lys122, além dos residuos que formam o
calo hidrofébico na Anum-ll (Pro121/Pro123/Leu124), Piratoxina-ll (Leu121/Pro123/Phe124) e

miotoxina ACL (Phe121/Phe123).

Figura 6.3.3 — Exposigao de residuos hidrofébicos, mostrada através da superficie de van der Waals,
em contato com o solvente. A regido azul representa os nitrogénios, a regido vermelha os oxigénios e

a regido branca os carbonos.
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Figura 6.3.4 — Sobreposigcdo da Anum-ll (verde) com a estrutura de uma Asp49-PLA; (azul) em
complexo com o analogo do estado de transigdo (PDBID 1POB). Como pode ser visto, s6 a lisina 49
n&o € capaz de estabilizar a carga do oxianion.

Apesar da semelhanga entre as duas estruturas (figura 6.3.2), nenhuma
molécula de acido graxo foi identificada no interior do sitio “ativo” da Anum-II.

De acordo com o mecanismo catalitico proposto por Scott (Scott et al.,
1990), seria praticamente impossivel a presenga desse acido graxo no interior do
sitio “ativo”. Afinal, como explicar a formagao de um produto se a enzima nao é

capaz nem mesmo de estabilizar o intermediario tetraédrico (figura 6.3.4). Como

uma enzima deve ser capaz de ligar o estado de transicdo com uma afinidade

superior a seu substrato ou a seu produto, certamente as Lys49-PLAzs ndo podem
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ser consideradas enzimas, ja que elas sdo incapazes de estabilizar o estado de

transigao.

Recentemente, mutagdes sitio-dirigidas na regido de ligagao do substrato da

Bothropstoxina-l  (Leu®Phe/Val'®Ala/Leu'®Phe) mostraram que existe uma

correlagao funcional entre esta regiao e a regiao do C-terminal (Sa et al., 2004). Tal
correlagao é consistente com os dados da literatura, pois explicaria a diminuigdo da
atividade midtoxica das Lys49-PLA;s ap6s modificagées quimicas da His48 por
bromofenilacil brometo (BPB) (Soares et al., 2000). Baseado nisto pode-se concluir
que as Lys49-PLA;s nao s6 sao inativas, mas que também necessitam de um
sitio acessivel para expressar seus efeitos miétoxico e de danos a membranas, o
que desta forma, torna impossivel a presenga de uma molécula de acido graxo no
seu interior. Como todas as estruturas (NumMT-l, de Azevedo et al., 1999;
Piratoxina-ll, Lee et al., 2001; miotoxina ACL, Ambrosio et al., 2005) onde foram
encontradas moléculas de acido graxo continham PEG (polietilenoglicol) na sua
solugao de cristalizagao € muito provavel que a densidade observada no interior do
sitio “ativo” seja correspondente a uma molécula de PEG e que a atividade catalitica

residual seja o produto da contaminagao destas com as ativas Asp49-PLA;s.
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6.4 DIMERO X MONOMERO

Estudos da interface dimérica da estrutura cristalografica da Piratoxina-I
(Azevedo et al., 1998), Bothropstoxina-l (da Silva Giotto et al., 1998) e da

miotoxina-ll da Bothrops asper (Arni et al., 1995), tém identificado reciprocas

interagdes envolvendo os residuos Glu12, Trp77 e Lys80 de cada monémero. Estes

residuos (Figura 6.4.1), localizados na a-hélice N-terminal e nas duas folhas-§ estdo
envolvidos na formacdo de ligagcbes de hidrogénio e de pontes salinas que
estabilizam a estrutura dimérica. (Ward et al., 1998; Arni et al., 1995; da Silva Giotto
et al., 1998). Embora eles sejam completamente conservados na Anum-ll, a
superposi¢cdo da estrutura com os dois monémeros da BaspMT-ll ndo mostrou
qualquer tipo de interagao que pudesse favorecer a formagdo do dimero. Como
mostra a figura 6.4.2 a principal mudanga conformacional ocorre na cadeia lateral da
Lys80. Na realidade, nenhuma densidade foi observada para a cadeia lateral deste
residuo (figura 5.3.2), sendo impossivel determinar a sua correta localizagao. Isto é
caracteristico de residuos que se encontram expostos ao solvente e que apresentam
uma alta flexibilidade, a qual poderia ser atribuida neste caso, a perda das pontes
salinas envolvendo o residuo Glu12. A dissociagdo dos dimeros (devido a perda
destas interagdes) poderia ser uma consequéncia do pH utilizado nos experimentos
de cristalizagao (Arni et al.,1999). Este argumento também é suportado por outras
estruturas monomeéricas cristalizadas a pH acido: a miotoxina-ll isolada da serpente
Bothrops godmani, obtida a pH 4,6 (Arni et al.,1999), a miotoxina ACL isolada
da serpente Agkistrodon contortrix laticinctus a pH 6,5 (PDBID 1S8G;
Ambrosio et al., 2005) e a Lys49-PLA; da serpente Deinagkistrodon acutus a pH 5,6

(PDBID 1MG6; Huang et al., nao publicado).
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Figura 6.4.1-Interface dimérica da miotoxina-ll isolada do veneno da serpente Bothrops asper (a). Em
destaque (b), estdo as possiveis ligagbes de hidrogénio e pontes salinas dos residuos envolvidos na
dimerizagao.
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Em pH 4,6 (pH utiizado nos experimentos de cristalizacdo), o anion

carboxilato da cadeia lateral do residuo Glu12 poderia estar protonado, portanto

neutro, inviabilizando desta forma, a formagédo das pontes salinas.

Figura 6.4.2 - Sobreposicio da estrutura da Anum-ll com os dois mondémeros da BaspMT-1l. Como
pode ser visto, a mudanga conformacional da lisina impossibilita a formagao das pontes salinas. Note
também, pelas distancias representadas acima, que ndo é possivel nem mesmo a formagdo de
pontes de hidrogénio entre o Trp e o oxigénio das carbonilas dos residuos Glu e Gin.

Além disso, estudos sobre o efeito do pH no equilibrio monémero-dimero da
BthTX-I, usando as propriedades fluorescentes do Trp77, demonstraram que a pH
acido (pH 5,0) a forma monomérica da proteina é favorecida (de Oliveira et al.,
2001). Como a miotoxina-ll foi identificada em solugdo como um dimero (Angulo et
al., 2000), tudo indica que o estado monomérico observado por cristalografia de
raios X, seja na verdade um artefato de cristalizagédo, sendo a dissociagao induzida

pela diminuigdo do pH. Embora esta hipotese fornega uma explicagdo razoavel para
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a dissociagao dos dimeros, os argumentos descritos neste trabalho se baseiam em
uma interface estabelecida por ligagbes de hidrogénio e pontes salinas de
configuragdo semelhante aquela exibida pela figura 6.4.1. Contudo, recentes
estudos com espalhamento de raios X (ndo publicado) tém identificado um novo
modelo de interface dimérica similar ao apresentado pela Asp49-PLA; da Crotalus

atrox (Brunie et al., 1985) (figura 6.4.3). De qualquer maneira isto nao invalida a

hipétese de que o estado monomérico seja uma conseqiiéncia da diminui¢cdo do pH,

uma vez que outros residuos desta nova interface poderiam estar protonados.

Figura 6.4.3 — Novo modelo de interface dimérica proposto em nosso |aboratério para a miotoxina
isolada do veneno da Bothrops asper. Ao contrario do modelo anterior, a regido hidrofébica de ligagéo
do substrato lipidico nao fica exposta ao solvente.
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CAPITULO 7

CONCLUSOES

A estrutura da miotoxina-ll isolada do veneno da serpente Bothrops nummifer
(Anum-l1) foi determinada a 2.1 A pelo método de substituicdo molecular e refinada
até um residual cristalografico de 22% (Rfree = 27%).

Os resultados estruturais obtidos da superposigéao da estrutura cristalografica
da Anum-ll com uma Asp49-PLA; complexada com o analogo de estado de
transicdo sugerem que, assim como todas as Lys49-PLAgs, ela é inativa, uma vez
que sem a presenca do ion calcio, elas sdo incapazes de estabilizar o intermediario
tetraédrico. Baseado neste argumento, podemos certamente concluir que a
densidade observada no canal hidrofébico das estruturas da Piratoxina-ll e da
miotoxina do veneno da Agkistrodon contortrix laticinctus, seja na verdade,
correspondente a uma molécula de PEG, ja que este estava presente nas
condigoes de cristalizagdo de ambas as estruturas.

Com relagéo ao arranjo oligomeérico, podemos inferir que independentemente
do tipo de interface dimérica, a forma monomérica da Anum-Il é provavelmente uma
conseqiéncia do ambiente quimico em que a proteina se encontra (particularmente
pH e forga i6nica). Todavia, novos estudos do estado de oligomerizagdao da Anum-Il
em forga iGnica baixa, sob diversas condi¢gées de pH, usando DLS ou espalhamento

de raios X a baixo angulo seriam necessarios para confirmar isto.




APENDICE A

INTENSIDADE DE DIFRAGAO

Quando um feixe de raios X incide sobre um cristal, a intensidade espalhada

por um determinado plano (kk/) € definida por:

1(hk) = 1, A% [(e*)/(2? m? c*)] [LPA (V/V?)] |F(hkD)?

Onde I, é a intensidade da radiagdo incidente, 1 € o comprimento de onda da

radiagao, V; é o volume do cristal, ' & o volume da cela unitaria, m e e sdo a massa

e carga do elétron, |F(hkl)| € o modulo (amplitude) do fator de estrutura e r é a

distancia cristal-detector. L, P e 4 representam respectivamente o fator de Lorentz, o
fator de polarizagdo e o fator de absorgdo. Observe que o fator de massa no
denominador justifica o desprezo pela dispersdo do ntcleo, uma vez que a massa

do préton é aproximadamente 2000 vezes maior que a massa do elétron.

ESPALHAMENTO POR UM ATOMO

O espalhamento de raios X por um atomo esté relacionado com o nimero de
elétrons e com suas posicoes na nuvem eletrénica. A densidade eletrénica na
posicao r em relagdo ao centro do atomo é denotada por p(r). A radiagdo espalhada
por um elemento de volume dv a uma distancia r tera, portanto, amplitude p(r) dv e
diferenca de fase 2n /L r- S (onde S = (s - so)/ A). Considerando-se que a densidade

eletrébnica é esfericamente simétrica, somando-se sobre todos os elementos




de volume, obtemos a radiagdo espalhada por um atomo.

A1S) =] p(r) expQm ir-S) dv

Esta expressao representa o fator de espalhamento atémico, que na pratica sdo
calculados usando mecéanica quantica. Valores para o fator de espalhamento
atémico podem ser encontrados em tabelas. Esses valores estéo relacionados com
o tipo de atomo e com o angulo de espalhamento, sendo independente do

comprimento da radiagao incidente.

FATOR DE ESTRUTURA

Considere um atomo j a distancia r; da origem da cela unitaria. O fator de

espalhamento desse atomo é definido como:

f; =] p(r) exp[2m i(r+ r) - S]adv

fi=fiexp2n ir;- S)

Expressdes similares podem ser obtidas para todos os atomos na cela

unitaria. O espalhamento total € a soma do espalhamento de cada atomo que a
constitui
FS)=X1

F(S)=Y fiexp2n ir;- S)

Como as coordenadas dos atomos podem ser reescritas como fragdes dos

lados da cela unitaria, a posi¢@o do jssimo atomo é dada por:




Utilizando as relagdes de Laue,

2r /M) (@-S)=2n h/A
Qrn /N)B-S)=2rn k/A
2rn /A)(c-S)=2n I/A

o produto r; - S pode ser definido como:

T S=xja-S+yjb-S+zjc-S
=hxj+ky+1z
Reescrevendo F(S), obtemos:

F(hkl) =} fiexp2n i(hxj+ky;+1z)

Esta &€ a equagdo do Fator de estrutura. Ela representa a radiagdo total
espalhada por uma cela unitaria e pode ser escrita também em termos da amplitude

|F(hkl)| e da fase o(hkl).

F(hkl) = |F(hkl)| exp [2n i p(hkl)]

FATOR DE TEMPERATURA

A expressdo desenvolvida para o célculo do fator de espalhamento é valida
somente para atomos a temperatura zero Kelvin. Como as mudangas na
temperatura afetam o movimento térmico dos atomos e conseqilentemente as
intensidades de espalhamento, este valor deve ser multiplicado por um termo

dependente da temperatura.

f=1° exp[-B(sin’0/A?)]




onde 1 é o fator de espalhamento corrigido , /° & o fator de espalhamento calculado
para uma dado atomo a zero Kelvin e B (isotrépico) = 8z %(u’) (onde (u®) representa o
deslocamento médio quadratico de um atomo em torno da sua posicdo de
equilibrio). A expressao acima, conhecida como equagao de Debye-Waller, apenas

reduz a intensidade dos picos, nado interferindo em sua forma.

DENSIDADE ELETRONICA

A densidade eletrénica pode ser obtida a partir da expressdo do fator de
estrutura, o qual pode ser reescrito como um somatério continuo sobre todo o

volume da cela unitaria.

F(S) =] p(r) exp 2n irj-Sdv

Multiplicando ambos os lados da expressdo acima por exp -2z i rj - S e integrando

sobre todo o volume do espago de difragdo (espago reciproco) , obtemos a

densidade eletrénica da cela unitaria:

p(r)= | F(S) exp -2m i rj-Sdv

Substituindo esta integral por um somatério sobre os trés indices h, k, e I, temos:

p(xyz)=1/VY Y Y F(hkl)exp -2n i(hx+ky+12)

p(xyz) = 1/V X 3 3 |F(hkD)| exp -2m i[hx + ky + 1z - p(hk])]

Pela expressao acima é possivel calcular a densidade eletrénica para cada

posicao (xyz) da cela unitaria. Entretanto, como do padréo de difragéo s6 é possivel




obter as intensidades e conseqiientemente os fatores de estrutura (I(hkl)oc|F(hkI)),
outros métodos (como por exemplo substituicdo molecular) devem ser empregados

na obtengado dos angulos de fase perdidos durante o experimento.

FUNCAO DE PATTERSON

A fungdo de Patterson é importante por que ela pode ser calculada sem
considerar a informacdo de fase. Em resumo, a fun¢do de Patterson fornece um
mapa vetorial. Esses vetores podem ser intramoleculares (de um molécula a outra)

ou intermoleculares (vetores entre atomos da mesma molécula). Ela é defina por:

P = [pwp(r+u)dv

volume

da cela
unitdria

P(uvw) = %Z[F(hkl)rcos[Zn(hu +hv+1w)]

hki

Onde uvw sd@o as coordenadas no espaco (cela) de Patterson

FUNGAO DE ROTAGAO

A fungao de rotagao é usada para encontrar a orientagdo correta da molécula
modelo (proteina utilizada para a obtengéo preliminar das fases) dentro do reticulo
cristalino. Isto é feito comparando-se os vetores intermoleculares de Patterson da
molécula alvo P(u) (obtidos das amplitudes dos fatores de estrutura da proteina em

analise) com os da molécula modelo a diferentes orientagées P(u). A superposi¢cao




de P(u) com P(u) define a fungéo de rotagdo, sendo o valor maximo obtido quando

os dois grupos vetoriais possuirem a mesma orientagao.

R(apy) = [P(u)xP,(w)
volume
da cela

A fungao de rotagao explora o fato de que os vetores intermoleculares s6 dependem
da orientagdo da molécula (ou seja, dos angulos de rotagdo) e ndo da sua posi¢édo

na cela unitaria.

FUNCAO DE TRANSLAGAO

Embora os angulos de rotagdo (apy) tenham sido determinados, resta ainda,
encontrar os parametros translacionais. A translagao necessaria para posicionar
corretamente a proteina modelo pode ser encontrada a partir da fungéo de

translacao:

T()= [Pric(u,t)x Py, (u)du

volume
da cela
unitdria

Onde P...(u) & a fungdo de Patterson observada, P,s(u) € a fungdo de
Patterson calculada e t a translagado aplicada sobre as coordenadas do modelo.
Quando o modelo estiver posicionado corretamente, a fungao devera ter picos com
valores correspondentes aos vetores intramoleculares.

Entretanto, a melhor maneira para se encontrar a translagao & através do
método de tentativa e erro. A molécula modelo é transladada dentro da unidade

assimeétrica, para cada nova posi¢cdo, fatores de estrutura (amplitudes) sao




calculados e comparados com os fatores de estrutura observados. O correto
posicionamento fornece o menor valor de Rgq,,. Outros parametros, tais como o

coeficiente de correlagao, também sao utilizados para medir essa concordancia.

Z" u.'n (,w.’gll Z(l‘c:n‘ul ‘F:ahsl Jx( calc m.‘ 2)

C pJEte hkl

1

el (il el ) (el -IEF) |

Rractor & Rrree

O Ruuor ©xpressa a concordancia entre as amplitudes observadas |Fp
derivada das intensidades de cada reflexdo (Fos < (Ins)'?), € as amplitudes
calculadas |F..| correspondentes a estrutura refinada.

O Rauor pode ser utilizado para medir o progresso do refinamento e a
qualidade do modelo. Entretanto é preciso ser cauteloso, 0 R, N0 deve ser usado
como unico critério, uma vez que esse valor também depende da resolugao, da
completeza e da precisdo dos dados observados. Em média, estruturas refinadas a
uma resolugdo de 2,0 A apresentam 0 Rgcor €M torno de 20%. Como 0 Rguor pode
ser minimizado artificialmente, um pequeno grupo de intensidades (5% a 10%), séo
escolhidas aleatoriamente e separadas do processo de refinamento. Esse conjunto
de teste é utilizado no calculo (de maneira analoga ao Rg.,) de um novo fator

conhecido como Rgee.
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APENDICE B

ANUM-II (miotoxina-ll isolada do veneno da serpente Bothrops nummifer)

Classificacdo: E.C.3.1.1.4, definida pela Enzyme Nomenclature, NC-IUBMB,
Academic Press, New York, (1992).

Caracteristicas Fisico-Quimicas (Protparam: http://us.expasy.org/cgi-bim/protparam)
Férmula quimica: CsgsHg2sN1620180S15
Numero de aminoacidos: 121 (1880 atomos)
Peso molecular: 13711,7
Pl teérico: 8,71

Seqiiéncia de aminoacidos

NLYQLWKMIL QETGKNAAPS YGFYGCNCGV GSRGKPKDAT DRCCFVHKCC YKALTDCSPK
TDSYSYSWKD KTIVCGKNNP CLKQECECDK AVAICLRDNL DTYNKNYKIY PKPLCKKADD
C

AMINOACIDO QUANTIDADE PORCENTAGEM
Ala (A) 7 .8%
Arg (R) 3 .5%
Asn (N) .6%
Asp (D) .3%
Cys (C) .6%
Gln (Q) 5
Glu (E) LT
Gly (G) .8%
His (H) .8%
Ile (I) .3%
Leu (L) .6%
Lys (K) .0%
Met (M) .8%
Phe (F) 7%
Pro (P) .0%
Ser (S) .0%
Thr (T) .0%
Trp (W) 7%
Tyr (Y) .4%
val (V) .3%
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PyMOL vs. 0.86 (Warren L. DeLano “ The PyMOL Molecular Graphics System “
DelLano Scientific LLC, San Carlos, CA, USA). http:// www.pymol.org
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