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Resumo

Os acidentes ofidicos constituem um problema de satde publica, afetando regides de
clima tropical e subtropical e areas rurais e pobres de paises da América Latina, Africa, Asia e
Oceania. No Brasil, o género Bothrops é responsavel por cerca de 90% dos acidentes ofidicos
notificados, cujo envenenamento é caracterizado por intensa mionecrose local ineficientemente
neutralizada pela soroterapia. O veneno botrdpico possui uma classe de proteinas miotdxicas
estruturalmente semelhantes as fosfolipases A2 (PLA2), responsaveis por induzir lesdes
musculares por um mecanismo ndo-catalitico parcialmente explicado por diferentes hipdteses.
Contudo, ha evidéncias que os efeitos miotdxico e paralisante in vitro sdo decorrentes de sua
atividade desestabilizadora de membranas e que atuam em sinergia com as PLA> cataliticas no
envenenamento. Neste estudo, foi desenvolvido um novo protocolo de purificagdo da miotoxina
ndo-catalitica (PLA2 homologas ou proteinas PLA2-like) botropica BthTX-1, a qual foi avaliada
em testes cristalograficos, calorimétricos, miograficos e morfol6gicos. Potenciais inibidores
vegetais da classe dos cinamatos foram co-cristalizados com a BthTX-I e testados em inibir as
lesGes e paralisia musculares in vitro promovida pela toxina a fim de evoluir no conhecimento
da relagdo estrutura/atividade das PLA> homdlogas miotdxicas. Dentre todos 0os compostos
testados, os acidos chicdrico e caftarico apresentaram-se como excelentes inibidores da BthTX-
I. Contudo, foi possivel apenas realizar a analise estrutural do complexo BthTX-I/acido
chicérico (AC), o qual apresentou caracteristicas diferentes de outros complexos estudados com
outros inibidores e toxinas botrépicas. De acordo com as propostas mais recentes dos
componentes estruturais envolvidos na atividade das PLA, homologas miotdxicas, bem como
pela interface apresentada entre BthTX-I e AC, é possivel que a interacdo proteina/inibidor gere
uma mudan¢a conformacional da toxina para um tetrdmero em solucdo, de modo que o
alinhamento dos sitios de ancoragem a membrana (MDoS) e de ruptura da mesma (MDiS)

estejam impedidos.

Palavras-chave: Veneno de serpente, Bothrops, Fosfolipase A2 homdloga, Cristalografia,
Miografia
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Abstract

Snakebites are a public health problem, concerning tropical and subtropical regions,
rural and poor areas of Latin America, Africa, Asia and Oceania countries. In Brazil, Bothrops
genus accounts for about 90% of reported snakebites, whose envenomation is characterized by
intense local myonecrosis inefficiently neutralized by antivenom. A class of myotoxic proteins
found in Bothrops venoms which is structurally similar to phospholipases A> (PLA?), is
responsible for inducing muscle injuries by a non-catalytic mechanism, partially explained by
different hypotheses. However, there are evidences that myotoxic and in vitro paralyzing effects
are due to their destabilizing-membrane activity and they act in synergy with the catalytic PLA>
myotoxins in envenomation. In this study, it was developed a new protocol for purification of
a non-catalytic botropic myotoxin (PLA2 homologues or PLA-like proteins) BthTX-I, which
was evaluated by crystallographic, calorimetric, myographic and morphologic assays. Potential
plant inhibitors of cinnamates class were co-crystallized with BthTX-I and tested to inhibit in
vitro paralysis and muscle injuries promoted by the toxin. Among all the compounds tested, the
chicoric and caftaric acids presented excellent BthTX-I inhibition characteristiscs. However,
only chicoric acid (CA) we were able to perform crystallographic experiments, which presented
different structural characteristics compared to other ligands and bothropic toxins. According
to the latest proposals of the structural components involved in the activity of PLA2 homologue
myotoxins, as well as by the interface presented between BthTX-I and AC, it was possible to
propose that the interaction between protein and the inhibitor leads to tetrameric
oligomerization, preventing the alignment between both in membrane-docking site (MDoS)

and membrane-disrupting site (MDiS).

Keywords: Snake venom, Bothrops, Phospholipase A2 homologue, X-ray crystallography,
Myography
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1. Acidentes ofidicos

Em paises de regifes tropicais e subtropicais, os acidentes ofidicos ocorrem em alta
frequéncia, promovendo morbidade e mortalidade as vitimas (Chippaux, 1998; Kasturiratne et
al., 2008; Gutiérrez et al., 2010; Warrell et al., 2010; Williams et al., 2010). Esses acidentes sdo
particularmente importantes em &reas rurais e pobres, nas quais a populacdo pode ndo possuir
acesso aos servicos de saude, bem como estar sujeita a escassez do soro antiofidico (Theakston
e Warrell, 2000; Gutiérrez et al., 2006; Kasturiratne et al., 2008; Harrison et al., 2009; Gutiérrez
etal., 2010; Warrell et al., 2010). Apos as ocorréncias, um grande nimero de vitimas sobrevive
com limitagdes fisicas permanentes e/ou com sequelas psicoldgicas (Kasturiratne et al., 2008;
Warrell et al., 2010; Williams et al., 2011). Apesar da dimensdo dos seus efeitos sobre as
populacdes, os acidentes ofidicos ndo tém recebido atencdo por parte dos 6rgaos competentes
nacionais e internacionais, sendo, portanto, adequadamente classificados pela Organizacéao
Mundial de Satde (OMS) como uma doenca tropical negligenciada (WHO, 2011).

O conhecimento acerca da gravidade clinica global dos acidentes ofidicos esta limitada
a informac6es baseadas principalmente em relatorios hospitalares (Swaroop e Grab, 1954),
dados epidemioldgicos (Chippaux, 1998; White, 2000) e, de modo recente, pela combinacgéo
dessas informacdes com os dados de mortalidade obtidos pela OMS (Kasturiratne et al., 2008).
Deste modo, através de estimativas conservadoras, podem ocorrer cerca de 5,4 milhdes de
acidentes ofidicos por ano, dos quais cerca de 125 mil casos evoluem a 6bito (Chippaux, 1998).
Em uma analise mais contemporanea de dados obtidos entre 1985 e 2006, foi sugerido que
podem ocorrer anualmente pelo menos 20 mil mortes dentre a estimativa minima de 420 mil
envenenamentos ofidicos. (Kasturiratne et al., 2008). Todavia, h4 a possibilidade dessa
avaliacdo estar subestimada pelo fato de uma consideravel parcela destes acidentes ocorrerem
em areas afastadas dos grandes centros, com estrutura ineficiente para notificacdo dos
envenenamentos. Ao considerar esses fatos, foi sugerida a incidéncia de até 94 mil mortes em
cerca de 1,8 milhdo de envenenamentos ofidicos por ano (Kasturiratne et al., 2008). Em nosso
pais, dados oficiais do Ministério da Saude e das instituicdes brasileiras de estudo de venenos
permitiram estimar cerca de 30 mil envenenamentos anuais causados por serpentes
(Kasturiratne et al., 2008).

No Brasil, do mesmo modo que no restante da America Latina, as serpentes do género
Bothrops séo as protagonistas dos envenenamentos, uma vez que sdo responsaveis por cerca de
90% dos acidentes ofidicos (Ribeiro e Jorge, 1997; Aradjo et al., 2003; Franca e Malaque,

2003). Apesar dos indices de letalidade do veneno botrépico serem inferiores aos demais
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acidentes ofidicos de importancia médica no pais (crotélico, laquético e elapidico,
respectivamente promovidos pelas serpentes dos géneros Crotalus, Lachesis e Micrurus), o
envenenamento botrépico torna-se particularmente relevante devido a caracterizada
manifestacdo de sintomas locais na vitima, tais como dor, edema, hemorragia, formacéo de
bolhas, abcesso e necrose (Ribeiro e Jorge, 1997; Franca e Malaque, 2003; Gutiérrez et al.,
2006).

A soroterapia, fundamentada nos estudos de Albert Calmette (Calmette, 1894) e Vital
Brazil (Brazil, 1903), ainda permanece como o0 Unico tratamento especifico para
envenenamentos ofidicos (Wen, 2003; Gutiérrez et al., 2006). Os soros antiofidicos consistem
de concentrados de imunoglobulinas (IgG) obtidas, principalmente, por sensibilizacdo de
equinos ou ovinos (Gutiérrez et al., 2006). Tais soros podem ser formulados por moléculas
inteiras de IgG ou por seus fragmentos, seja F(ab’)2> ou Fab, provenientes da digestdo destas
moléculas por pepsina e papaina (Gutiérrez et al., 2003; Lalloo e Theakston, 2003; Theakston
et al., 2003). De qualquer modo, apesar de investigacdes clinicas demonstrarem que a
soroterapia geralmente € eficaz na neutralizacdo das toxinas responsaveis pelos sintomas
sistémicos (Gutiérrez et al., 2006), este tratamento apresenta eficacia problematica em relacédo
aos sintomas locais dos envenenamentos (Warrell, 1992). Tal problema n&o ocorre pela
auséncia de anticorpos inibidores das toxinas que promovem o0s sintomas locais no soro
antiofidico, mas provavelmente é decorrente do rapido desenvolvimento da patologia local,
dificultando o acesso das imunoglobulinas do soro antes da ocorréncia dos danos teciduais
irreversiveis (Gutiérrez et al., 1998). Assim, as limitac6es da soroterapia elevam a importancia
da compreensdo do modo de a¢do dos componentes dos venenos, sobretudo os que promovem

as reacoes locais do envenenamento.

2. Miotoxinas ofidicas

Dentre os efeitos locais dos envenenamentos ofidicos, a mionecrose é particularmente
relevante, uma vez que pode resultar em perda tecidual permanente, incapacitacdo ou
amputacdo da regido afetada (Gutiérrez e Lomonte, 1995; Lomonte et al., 2003). Tal efeito é
promovido diretamente pelas miotoxinas dos venenos ofidicos, as quais podem ser classificadas
em trés principais grupos de proteinas estruturalmente diferentes (Harris e Cullen, 1990). Esses
grupos séo consistidos por ) miotoxinas pequenas, de baixa massa molecular, I1) cardiotoxinas
e 111) fosfolipases A2 miotoxicas (Gutiérrez e Ownby, 2003; Lomonte et al., 2003). Em adi¢do

a estes grupos, tém sido considerados como proteinas miotdxicas 0s componentes dos venenos
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ofidicos que podem promover lesdo na musculatura esquelética por mecanismos indiretos
(Gutiérrez e Cerdas, 1984; Lomonte et al., 2003). Deste modo, metaloproteases promovem a
lesdo muscular a partir de seu potencial isquémico (Gutiérrez et al., 1995), bem como por acéo

sinérgica entre estas proteases e fosfolipases Az (Bustillo et al., 2012).

2.1. Fosfolipases A2

As fosfolipases A (EC 3.1.1.4) sdo proteinas particularmente abundantes e difundidas
nos venenos de serpentes (Gutiérrez e Ownby, 2003; Lomonte et al, 2003; Gallacci e
Cavalcante, 2010). Tais proteinas sdo enzimas que promovem a catélise da hidrolise de
glicerofosfolipidios em sua posic¢do sn-2, convertendo-os em acidos graxos e lisofosfolipidios
(van Deenen e de Haas, 1963; Schaloske e Dennis, 2006; Burke e Dennis, 2009). Ambos
produtos dessa catalise representam precursores de moléculas de sinalizacdo em diversas
funcgBes bioldgicas (Schaloske e Dennis, 2006). Deste modo, os &cidos graxos liberados sdo
convertidos em eicosanoides, 0s quais estdo envolvidos em processos inflamatdrio,
hiperalgésico e pirogénico (Funk, 2001). Ao passo que os lisofosfolipidios estdo relacionados
com adesdo e motilidade celular, alteracbes no citoesqueleto, proliferacdo, angiogénese,
processo de retracdo e sobrevivéncia celular (Rivera e Chun, 2008).

As fosfolipases Az constituem atualmente uma superfamilia composta por 16 grupos
diferentes (Dennis et al., 2011). Esses grupos estéo dispersos entre os distintos tipos principais
dessas enzimas, de acordo com o0s respectivos mecanismos cataliticos, bem como suas
caracteristicas funcionais e estruturais (Schaloske e Dennis, 2006). De tal modo, esses grupos
compdem as fosfolipases A. secretadas, as fosfolipases A2 citosolicas, as fosfolipases A»
independentes do fon Ca?*, as acetil-hidrolases do fator de ativacéo plaquetaria, as fosfolipases
A: lisossomais e as fosfolipases Az especificas de tecido adiposo (Dennis et al., 2011).

De caréter geral, as fosfolipases A» secretadas séo proteinas pequenas (14-18 kDa),
exibindo 1) de 6 a 8 ligagdes dissulfeto, 1) um residuo de histidina em seu sitio ativo proximo
de um conservado residuo de acido aspartico e I11) a necessidade do jon Ca?* para realizar a
catalise (Schaloske e Dennis, 2006; Dennis et al., 2011). Deste modo, as fosfolipases A2 dos
venenos ofidicos participam da composi¢do dos grupos | e 11, os quais estdo distribuidos entre
as fosfolipases A2 secretadas (Six e Dennis, 2000; Schaloske e Dennis, 2006; Dennis et al.,
2011). Entre as proteinas de ambos 0s grupos, ha alta identidade na sequéncia de aminoacidos,
0 que permite a observacdo de ampla homologia de conformagdes estruturais das mesmas

(Ward et al., 1998). Assim, a principal caracteristica estrutural das proteinas desses grupos
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consiste na plataforma formada pelas duas longas a-hélices (H2 e H3) antiparalelas, mantida
por ligagdo dissulfeto (Arni e Ward, 1996; Ward et al., 1998). As estruturas a-hélice da regido
N-terminal, hélice curta (short helix), loop de ligacio de Ca?*, loop pancreético ou elapidico
(apenas nas proteinas do grupo 1), B-fitas antiparalelas (B-sheet ou B-wing) e extensdo C-
terminal consistem nas demais estruturas conservadas das proteinas dos grupos | e Il, porém

com orientac@es varidveis (Murakami e Arni, 2003; Magro et al., 2009).

Loop elapidico
ou pancreitico ||

C-terminal

_ N-terminal

4
Loop de ligacio
do Ca*

p-fitas
antiparalelas

\ Short helix

H1

Fig. 1 — Enovelamento e estruturas secundarias caracteristicos de um mondmero de fosfolipase A, secretada dos

grupos I/11.

Através de estruturas cristalograficas de fosfolipase Az de veneno de serpente e abelha
(Scott et al., 1990A, 1990B; White et al., 1990) se propds o mecanismo da acdo catalitica destas
enzimas, denominado “mecanismo da agua unica” (single-water mechanism) (Scott et al.,
1990A). Deste modo, o sitio catalitico destas enzimas em sua forma ativa possui um ion Ca®",
o qual esta coordenado pelos &tomos O do grupo carboxila da cadeia lateral do residuo de acido
aspértico na posicdo 49 (Asp49) e do grupo carbonila das cadeias principais dos residuos de
tirosina (Tyr28) e glicina (Gly30 e Gly32), bem como pelos atomos de O de duas moléculas de
agua estruturais. Ainda no sitio catalitico, o &tomo N3! da cadeia lateral do residuo de histidina
(His48) auxilia na coordenacdo de uma molécula adicional de dgua. A seguir, ha a formagéo do
complexo entre a enzima na forma ativa e o substrato apds a substituicdo da coordenacdo das

aguas estruturais, através do cofator Ca?*, por um dos atomos O do grupo fosfonato e outro do
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grupo carbonila da posi¢do sn-2 do substrato fosfolipidico. Esse &omo O do grupo carbonila
interage adicionalmente ao atomo de N da cadeia principal do residuo Gly30, assegurando a
orientacdo adequada do substrato. Ao mesmo tempo, o residuo His48 esta estabilizado por sua
interacdo com o residuo Asp99, o qual também permanece ao interagir com 0s conservados
residuos Tyr52 e Tyr73, formando a rede catalitica. Deste modo, o &tomo N% do residuo His48
realiza a desprotonacdo da molécula de &gua remanescente, acarretando no ataque nucleofilico
da mesma junto ao grupo carbonila da posicdo sn-2 do substrato e, portanto, no
desenvolvimento do complexo entre a enzima ativa e intermediario tetraédrico. No entanto, 0
residuo His48 se conserva proximo da regido desse ataque nucleofilico, permitindo a
protonacao do grupo alcoxido resultante de tal ataque, bem como o colapso do intermediario
tetraédrico em direcdo aos produtos finais. Apo6s a liberacdo do acido graxo e do
lisofosfolipidio, trés moléculas de &gua direcionam ao sitio ativo para substituir os produtos

liberados.
A N B
J/ "|
D49 0- i v 0~
\—<y~‘ -::;C:““‘“ '6 \ \O\.{f\ H48 74
0"~ O - e n\/% 0
oul
AREEAS
= . o’“r—“?>—/bw = o~ »".‘0>_/w’ = O‘N-‘.:E%/mg
SN ~ S
Y52 ¢

=

¥73

Fig. 2 — Mecanismo catalitico classico das fosfolipases A, secretadas. Etapas dos mecanismos cataliticos propostos
para as fosfolipases A secretadas. (A) Ataque catalitico ao substrato. (B) Colapso do intermediério tetraédrico.
(C) Produtos da catélise apds colapso e direcionamento das moléculas de dgua em substituicdo aos produtos.
Adaptado de Scott et al. (1990A).

Posteriormente, foi sugerido alternativamente o “mecanismo da agua assistente”
(assisting-water mechanism) a partir de evidéncias cinéticas da catalise (Rogers et al., 1996;
Yu et al., 1998). Em comparacdo ao anterior, tal mecanismo necessita que o complexo inicial
formado por enzima ativada e substrato apresente uma molécula de agua catalitica, coordenada
pelo fon Ca®* (Bahnson, 2005). Neste complexo, a agua catalitica estd vinculada ao residuo
His48 através de uma molécula adicional de agua (Bahnson, 2005). A seguir, espera-se que a
molécula de agua “assistente” promova interacdes com o residuo His48, bem como com o

intermediario tetraédrico anteriormente vinculado a agua catalitica (Bahnson, 2005). Em
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adicdo, deve ocorrer a formacgéo de um segundo intermerdiario antes da liberacdo dos produtos
da catélise (Bahnson, 2005).

2.2. Fosfolipases A2 homdlogas

Todavia, a partir da década de 1980, foram descobertas novas proteinas em venenos de
serpentes viperideas, estruturalmente semelhantes as fosfolipases Az ja encontradas nos demais
venenos ofidicos, bem como as fosfolipases A de origem pancreatica (Maraganore et al.,
1984). Essas proteinas apresentaram algumas alteracBes em sua sequéncia de aminoéacidos,
entre as quais a substituicdo do residuo de &cido aspartico na posicao 49 (Asp49) pelo residuo
de lisina (Lys) (Maraganore et al., 1984). Posteriormente, diferentes substitui¢cdes para a mesma
posicdo dessas proteinas foram encontradas em alguns venenos de serpentes elapideas e
viperideas, como os residuos de alanina (Liu et al., 1992), arginina (Chijiwa et al., 2006; Mebs
et al., 2006), asparagina (Pan et al., 1998; Wei et al., 2006), cisteina (Jabeen et al., 2006),
glutamina (Bao et al., 2005) e serina (Krizaj et al., 1991; Polgér et al., 1996). A despeito da alta
semelhanca estrutural entre essas proteinas (com substituicdes na posicdo 49) e as fosfolipases
A; ofidicas (com o residuo Asp49 conservado), as mesmas ndo apresentam atividade catalitica
(Liu et al., 1992; Ward et al., 2002; Bao et al., 2005; Mebs et al., 2006; Wei et al., 2006; Petan
et al., 2007; Zhou et al., 2008). A auséncia de tal atividade se deve as altera¢des estruturais na
regido equivalente ao loop de ligagdo de Ca?* dessas proteinas e as modificacdes dos residuos
de aminoacidos responsaveis pela interacdo com este ion, respectivamente apontadas as
substituicdes observadas nas posicdes 28 e 49 destas proteinas de espécies viperideas, com
consequente incapacidade de coordenacdo do cofator Ca®* (Fernandes et al., 2014). Deste
modo, devido as suas essenciais diferencas com as fosfolipases A. secretadas (Asp49), as
proteinas com as substitui¢cbes naturais em sua posicao 49 sdo frequentemente referidas como
proteinas fosfolipase Az-simile (PLA2-like) ou fosfolipases A> homologas (Lomonte et al.,
2009).

As fosfolipases A2 homdlogas dos venenos ofidicos frequentemente encontradas e, por
conseguinte, analisadas em maior extensdo sdo as proteinas que apresentam a substituicéo por
um residuo de lisina na posicéo 49 (Lys49-PLA>) (Gutiérrez e Lomonte, 1995; Ownby et al.,
1999; Lomonte et al., 2003, 2009; dos Santos et al., 2009; Gallacci e Cavalcante, 2010;
Lomonte e Gutiérrez, 2011; Lomonte e Rangel, 2012; Fernandes et al., 2014). Visto que essas
proteinas sdo cataliticamente inativas, as Lys49-PLA, atuam por um mecanismo independente

de Ca?*, devido ao impedimento estérico promovido pelo atomo N& do residuo de lisina na
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posicdo 49 (Ward et al., 1998) e a desestabilizacdo da regido equivalente ao loop de ligagéo de
Ca?* resultante da substituicdo do residuo de tirosina pelo de asparagina na posicdo 28 que
evitam a coordenacdo deste cofator (Fernandes et al., 2010). Apesar da auséncia de atividade
enzimatica, essas proteinas mantém a capacidade de comprometer a integridade de membranas

bioldgicas (eucarioticas e procaridticas) e artificiais (Lomonte et al., 2003).

. Lys49-PLA, . Aspd9-PLA,

Fig. 3 — Regido do loop de ligacdo de Ca?* de fosfolipases A, (Asp49) e fosfolipases A, homdlogas (Lys49). (A)
Coordenacdo do cofator pela fosfolipase A, (Asp49). (B) Impedimento estérico em fosfolipases A, homologas
(Lys49). (C) Desestabilizagdo da regido equivalente ao loop de ligacdo de Ca?* em fosfolipases A, homdlogas
(Lys49) decorrente da substituicdo natural Asn28Tyr. Adaptado de Ward et al. (1998) e Fernandes et al. (2010).

A capacidade de induzir lesbes musculares locais constitui a atividade principal das
Lys49-PLA; dos venenos ofidicos (Lomonte et al., 2003). Embora a atividade miotdxica in vivo
dessas proteinas esteja acompanhada de determinados efeitos inflamatorios, compreendendo a
formacdo de edema, o recrutamento leucocitario e hiperalgesia (Teixeira et al., 2003), ndo
existem evidéncias relatadas de neurotoxicidade (Lomonte et al., 2003; Gallacci e Cavalcante,
2010). Apesar disso, estudos demonstram a paralisia muscular in vitro efetuada por proteinas
Lys49-PLA: de venenos botropicos em preparacfes neuromusculares de diferentes espécies
(Soares et al., 2000; de Oliveira et al., 2003; Cavalcante et al., 2007; Ponce-Soto et al., 2007).
Deste modo, a partir da revisdo das evidéncias experimentais disponiveis, sugeriu-se que 0s

efeitos miotdxico e paralisante in vitro sdo consequéncia da desestabilizacdo das membranas
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das fibras musculares promovidas por essas proteinas (Gallacci e Cavalcante, 2010). Portanto,
a avaliacdo dos efeitos das Lys49-PLA; sobre o processo de transmissdo neuromuscular em
preparacdes isoladas revela-se como uma abordagem util para o avanco no conhecimento da
atividade desestabilizadora de membranas destas proteinas.

Tendo em vista a participa¢do fundamental das proteinas Lys49-PLA; na patogénese da
mionecrose, 0 esclarecimento do mecanismo de agdo destas proteinas e dos determinantes
estruturais envolvidos é fundamental para o aperfeicoamento do tratamento dos acidentes
promovidos por serpentes viperideas. Para tanto, é possivel empregar uma série de técnicas,
abrangendo modificacOes da estrutura quimica dessas proteinas (Andrido-Escarso et al., 2000),
analise comparativa da sequéncia de aminoécidos (Chioato e Ward, 2003), estudo com
peptideos sintéticos (Lomonte et al., 2010), mutagénese sitio-dirigida (Ward et al., 2002;
Chioato e Ward, 2003) e interacdo com moléculas neutralizadoras (dos Santos et al., 2011;
Fernandes et al., 2015). Particularmente, o emprego da ultima metodologia mencionada
desponta como uma conveniente abordagem, pois além de auxiliar no esclarecimento da
atividade das proteinas Lys49-PLA., revela potenciais moléculas inibidoras a serem avaliadas

em estudos posteriores.

2.3. Interacéo entre inibidores e fosfolipases A2

As espécies vegetais representam uma fonte de compostos bioativos, com a
possibilidade de apresentar capacidade terapéutica aos efeitos toxicos dos acidentes ofidicos
e/ou agir em complemento a soroterapia (Soares et al., 2005). Ao mesmo tempo, o emprego de
extratos vegetais como antidoto aos venenos animais consiste em uma antiga pratica adotada
por comunidades tradicionais, com acesso tardio ou inviavel ao soro especifico (Soares et al.,
2005). Nos ultimos anos, foram divulgadas compilacdes das espécies vegetais medicinais com
propriedades antiofidicas, bem como de seus extratos, fracfes e compostos envolvidos (Mors
et al., 2000; Soares et al., 2005; Guimardes et al., 2014). Igualmente, foram descritas revisoes
acerca dos estudos de interagdo entre extratos vegetais, ou seus compostos bioativos, e
fosfolipases A> (Marcussi et al., 2007; Carvalho et al., 2013; Hage-Melim et al., 2013). Nesse
contexto, a relativa eficacia de compostos derivados do acido cindmico em combater os efeitos
miotdxico (Ticli et al., 2005; Aung et al., 2011; dos Santos et al., 2011; Toyama et al., 2014;
Fernandes et al., 2015), paralisante (dos Santos et al., 2011), hemolitico (Agoro, 1978),
hemorragico (Aung et al., 2010A, 2010B, 2011) e edematogénico (Ticli et al., 2005; Aung et

al., 2011; Toyamaet al., 2014) de diferentes venenos ofidicos e/ou suas toxinas isoladas suporta
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o aprofundamento dos estudos acerca da atividade antiofidica destes derivados
fenilpropanoides.

No sentido de avancar no entendimento do mecanismo de desestabilizacdo de
membranas exercido pelas fosfolipases A> homdlogas dos venenos ofidicos, buscou-se no
presente estudo novas evidéncias experimentais dos determinantes estruturais desta acdo. Deste
modo, através das técnicas cristalografica e calorimétrica, foi avaliada a possibilidade de
interacdo entre diferentes derivados do &cido cindmico e a Bothropstoxina-1 (BthTX-I), a
principal fosfolipase A2 homologa encontrada no veneno de Bothrops jararacussu (Homsi-
Brandeburgo et al., 1988). Entre os cinamatos testados estdo o acido cindmico e seus derivados
acido p-cumarico, &cido ferdlico, &cido clorogénico, &cido caftarico e acido chicorico.
Finalmente, as consequéncias da incubacdo dos compostos sollveis junto a toxina foram
avaliadas em preparacdo neuromuscular isolada de camundongos, através das técnicas

miografica e histoldgica
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Objctivos

Em busca de novas alternativas para o tratamento dos efeitos irreversiveis do
envenenamento por acidentes ofidicos, este estudo teve por objetivo evoluir no conhecimento
da relagéo estrutura/atividade das fosfolipases A2 homologas, bem como encontrar os inibidores

de melhor eficiéncia dentre os compostos cinamatos.
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Material e Métodos

1. Material

1.1. Toxina
A Bothropstoxina-1 (BthTX-I) foi isolada a partir do veneno bruto de Bothrops
jararacussu, coletado de espécimes adultos e liofilizados pelo CETA (Centro de Extracdo de
Toxinas Animais, Morungaba/SP). Deste modo, foram realizados dois protocolos de

purificacdo da toxina-alvo.

1.1.1.Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A principio, o protocolo do isolamento da BthTX-l foi baseado nos trabalhos
primordiais para esta toxina (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Cintra et al., 1993) e
complementado por cromatografia de fase reversa, a fim de avaliar a pureza da amostra. Deste
modo, a cromatografia de exclusdo molecular foi realizada em sistema de HPLC AKTA Purifier
(GE Healthcare), utilizando a coluna Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare) e fase mével
bicarbonato de aménio (50 mM, pH 7,9). O veneno bruto liofilizado (10 mg) foi solubilizado
em 500 uL da fase movel, centrifugado (10000 rpm) durante 10 minutos a 0 °C, injetado no
sistema e fracionado em um fluxo de 0,5 mL/minuto. A cromatografia de troca i6nica, do tipo
cationica, foi realizada no mesmo sistema, com a coluna HiTrap SP FF (GE Healthcare). A
fragdo onde se encontram as fosfolipases A2 do veneno, obtida na cromatografia de exclusdo
molecular (Homsi-Brandeburgo et al., 1988), foi concentrada em torno de 10 mg/mL por filtros
concentradores Vivaspin MWCO 3000 PES (GE Healthcare). Desta amostra, 1 mL foi injetado
no sistema e fracionado em um fluxo de 0,5 mL/minuto, através do gradiente de bicarbonato de
amonio (50-1000 mM, pH 7,9). Por fim, a cromatografia de fase reversa foi realizada no sistema
de HPLC AKTA Purifier (GE Healthcare), com a coluna pRPC C2/C18 SC 2.1/10 (GE
Healthcare), através do gradiente de acetonitrila (0-66,7% em TFA 0,1%) e em um fluxo de 0,5
mL/minuto. A fracdo onde se encontra a BthTX-1 (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Andrido-
Escarso et al., 2000; Bonfim et al., 2001; Barbosa et al., 2005), foi dialisada e concentrada em
torno de 10 mg/mL. Desta amostra, 500 pg foram solubilizados em 200 pL da fase mével inicial
(TFA 0,1%) e injetados no sistema para o teste de pureza.

O segundo protocolo foi desenvolvido por otimizagao dos trabalhos primordiais e mais
recentes para a BthTX-I e outras miotoxinas botropicas. Assim, a BthTX-1 foi isolada a partir
da cromatografia de exclusdo molecular seguida pela cromatografia de fase reversa. A primeira

etapa foi realizada com os mesmos parametros do protocolo anterior e a Gltima etapa foi

23



Material e Métodos

realizada nos sistemas de HPLC AKTA Purifier (GE Healthcare) e UFLC Prominence
(Shimadzu), com as colunas URPC C2/C18 ST 4.6/100 (GE Healthcare) e Shim-Pack CLS-
ODS (M) (Shimadzu), através do gradiente de acetonitrila (0-66,7% em TFA 0,1%) em um
fluxo de 1 mL/minuto. A fracdo onde se encontram as fosfolipases A2 do veneno, obtida na
cromatografia de exclusédo molecular, foi dialisada e concentrada em torno de 10 mg/mL. Desta
amostra, 5 mg foram solubilizados em 500 uL da fase mdvel inicial (TFA 0,1%) e injetados no
sistema para a realizacdo da cromatografia de fase reversa. A fragdo majoritaria isolada nesta
ultima etapa foi considerada como a BthTX-I, a qual foi liofilizada para armazenamento. A
confirmacdo sequencial da proteina purificada com o segundo protocolo foi realizada por

espectrometria de massas.

1.1.2.Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A cada etapa cromatogréafica foi realizada a averiguacdo do tamanho molecular das
fracbes por SDS-PAGE, no intuito de encontrar as proteinas de tamanho semelhante as
fosfolipases A2, bem como verificar as contaminagdes por proteinas de outros tamanhos
moleculares (SDS-PAGE em condi¢cdes redutoras) ou possiveis variacbes no estado
oligomérico da amostra (SDS-PAGE em condig¢des ndo-redutoras).

A eletroforese com agente desnaturante dodecil sulfato de sodio (SDS) foi realizada
segundo a técnica descrita por Laemmli (1970). O sistema de SDS-PAGE descontinuo consistiu
do gel de concentracdo (poliacrilamida 6%, Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 e SDS 0,1%) e do gel de
separacdo (poliacrilamida 15%, Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 e SDS 0,1%), além de persulfato de
amonio 10% e tetrametiletilenodiamina (TEMED), mantendo a relagdo de acrilamida/bis-
acrilamida em 30%:0,8%. Tais géis foram preparados no sistema Mini-PROTEAN® Tetra Cell
(Bio-Rad). As amostras proteicas foram solubilizadas em Tris-HCI 0,0625 M pH 6,8, glicerol
10%, B-mercaptoetanol 5%, SDS 2% e azul de bromofenol 0,001% (condi¢fes redutoras). Nas
condi¢Bes ndo-redutoras, as amostras eram mantidas na mesma solu¢do na auséncia de -
mercaptoetanol. As amostras das condic¢des redutoras foram submetidas a aquecimento (95 °C)
por 5 minutos, ligeiramente centrifugadas (10000 rpm) e aplicadas em gel de eletroforese. Para
efeito de comparagdo de massa molecular das amostras, foram utilizados os padrdes da Thermo
Scientific, contendo nove proteinas entre 10 e 250 kDa. O tampéo do eletrodo continha Tris-
HCI 0,025 M, glicina 0,19 M e SDS 0,1% pH 8,3. Os ensaios de eletroforese foram realizados

em potencial constante de 70 V durante aproximadamente 2,5 horas. Os géis foram corados em
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solucéo de Coomassie Blue R250 (Bio-Rad) 0,1%, &cido acético 10% e etanol 50% e descorado
em solucdo de acido acético 10% e etanol 30%, para posterior analise.

1.1.3. Espectrometria de massas

Com a técnica de espectrometria de massas avaliou-se a identidade da proteina isolada
pelo novo protocolo de purificagdo desenvolvido, uma vez que se obteve a estrutura primaria
da fracdo, ou seja, a sequéncia dos residuos de aminoacidos. Para tanto, as amostras foram
reduzidas (submetidas a ditiotreitol 5 mM, por 25 minutos, a 56 °C) e alquiladas (submetidas a
iodoacetamida 14 mM, por 30 minutos) anteriormente a adi¢do de tripsina (Sequence Grade
Modified Trypsin, Promega). Apos a adi¢do de tripsina (20 ng/uL, em solucdo de bicarbonato
de aménio 50 mM), as amostras foram incubadas por 16 horas, a 37 °C. Assim, interrompeu-
se a reacdo adicionando acido férmico 0,4% e, em seguida, as amostras foram centrifugadas
(2500 rpm, por 10 minutos). Apenas o sobrenadante foi aproveitado, ap6s secagem em
concentradores SpeedVac (Thermo Scientific). Os peptideos resultantes foram separados por
uma coluna C18 (100 um x 100 mm) RP-UPLC (NanoACQUITY UPLC, Waters) acoplada ao
espectrometro de massas (Q-Tof Ultima API, MicroMass/Waters) com eletropulverizacéo, em
um fluxo de 600 nL/minuto. O gradiente utilizado foi de acetonitrila 0-90% em acido férmico
0,1%, por 20 minutos. Antes de realizar os espectros de massas, um espectro ESI-MS (modo
TOF MS) foi adquirido para cada fragéo ao longo da faixa de massas de 100-2000 M/Z, a fim
de selecionar o ion de interesse, onde tais ions foram posteriormente fragmentados na cela de
colisdo (modo TOF MS/MS). Os dados obtidos a partir do LC-MS/MS foram processados no
pacote de softwares MassLynx 4.1 (Waters) e analisados com o sistema de buscas MASCOT
2.3 (Matrix Science) e um banco de dados conhecido.

Os procedimentos citados no presente item foram realizados sob assisténcia da Dr.
Bianca A. Pauletti e de Roménia R. Domingues do Laboratério de Espectrometria de Massas
do Laboratorio Nacional de Biociéncias (LNBio, CNPEM, Campinas/SP).

1.1.4.Espalhamento de luz dindmico (DLS)

O espalhamento de luz dindmico possibilita o célculo do coeficiente de difusdo
translacional de uma macromolécula (D), a partir de seu movimento browniano em solugéo
(Ferré-D’ Amaré e Burley, 1994). Apds a obtencdo do Dr, calcula-se o raio hidrodinamico da
molécula (Rn) pela equacdo de Stokes-Einstein. Em seguida se obtém a massa molecular,

estimada com a curva de calibracéo de proteinas globulares de massa conhecida.
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Ensaios de DLS sdo empregados para verificar a polidispersividade (Pd) de uma amostra
em solucdo, uma vez que amostras com baixo indice de Pd (< 15%) apresentam probabilidade
80% maior de cristalizacdo em relagdo as amostras com alto indice de Pd (Ferré-D’Amaré e
Burley, 1994). Ainda, com a estimativa da massa molecular da amostra € possivel se obter, em
amostras com baixa polidispersividade, uma indicacdo do estado oligomérico da proteina em
solucéo.

Os experimentos de DLS foram executados com o sistema DynaPro™ Titan (Wyatt
Technology). Com o software Dynamics 6.10, foram analisadas 100 medidas da toxina em cada
temperatura (10 °C, 18 °C e 25 °C), apo0s calibracdo automatica da intensidade do feixe e

estabilizagdo da amostra por 5 minutos em tais temperaturas.

1.2. Drogas e reagentes
As drogas e reagentes utilizados no presente estudo foram adquiridos junto a Sigma-
Aldrich, a fim de garantir um elevado grau de pureza dos sais e solventes. Os compostos
vegetais adquiridos possuem os seguintes registros CAS: 140-10-3 (acido trans-cinamico), 501-
98-4 (acido p-cumarico), 537-98-4 (4cido trans-ferulico), 397-97-9 (acido clorogénico), 67879-
58-7 (&cido caftarico) e 6537-80-0 (&cido chicdrico). As estruturas moleculares destes

compostos encontram-se representadas a seguir (Fig. 4).
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Fig. 4 — Estruturas moleculares dos compostos vegetais utilizados no presente estudo. A) &cido cindmico. B)

acido p-cumérico. C) acido clorogénico. D) acido caftarico. E) acido chicérico.
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2. Estudo cristalogréafico

2.1. Testes de cristalizacao

Os experimentos de co-cristalizacdo da BthTX-I e 0s compostos vegetais foram
realizados pelo processo de salting-out, que consiste na preparacdo de uma solugdo contendo
agente precipitante (sais, polietileno glicol ou solvente organico) e proteina, com aumento
gradativo da concentracdo deste agente até a supersaturacdo da proteina. Neste processo,
observa-se a precipitacdo ou cristalizacdo da proteina, caso ocorra lentamente (McPherson,
2009).

Os agentes precipitantes adequados para a cristalizacdo da proteina foram selecionados
através do método de matriz esparsa (Jancarik e Kim, 1991). Deste modo, as solucdes
empregadas com sucesso na formacdao de cristais (a partir de kits comerciais para cristalizacdo
de proteinas ou de condi¢fes anteriormente utilizadas para miotoxinas botrdpicas) foram
refinadas até a obtencdo da condicéao de cristalizacao.

No intuito de se obter o aumento gradativo da concentracdo do agente precipitante, foi
empregado o método de difusdo a vapor, onde o processo de equilibrio de duas solucGes (a
primeira constituida pela solugdo do agente precipitante e a seguinte por esta solugcdo em adicéo
a solucdo de proteina) através da fase de vapor, em meio hermeticamente fechado (McPherson,
2009). Neste método, foram utilizados os sistemas de “gota suspensa” (hanging drop) e “gota
sentada” (sitting drop). Tais sistemas sdo 0s mais adequados para 0s testes iniciais com uma
grande variedade de condicGes de cristalizacdo, uma vez que utilizam volumes pequenos de
proteina (0,5 uL a 5,0 uL) e facilitam a andlise dos experimentos (McPherson, 2009). Nestes
sistemas, a solucdo de cristalizacdo (precipitante) fica no reservatorio e a solucéo de proteina
com a adi¢do de solucdo precipitante ficam na gota.

Apds a realizacdo dos testes iniciais de cristaliza¢do, a obtencdo de monocristais e/ou
aprimoramento dos cristais previamente adquiridos pode ser realizada pelo método de
“semeadura” (seeding) (Stura, 1999). Especificamente, através do método de microseeding
novos cristais foram formados a partir de micronucleos oriundos de monocristais triturados e

n&o utilizados para posterior etapa de coleta de dados de difragéo de raios X.

2.2. Coleta de dados de difracao de raios X
Os cristais obtidos foram retirados de suas respectivas gotas, montados em loops de

nylon e resfriados em nitrogénio liquido (-196 °C) sem a necessidade da adi¢&o de crioprotetor,
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uma vez que as condigdes de cristalizacdo utilizadas ja possuiam agentes crioprotetores em sua
composicdo. Em seguida, foram coletados os dados provenientes da difracdo provocada pela
incidéncia do feixe de raios X sobre o cristal, resfriado em nitrogénio gasoso (-173,15 °C). Tal
feixe € obtido através da utilizacdo de uma fonte de raios X convencional, com um anodo
rotatorio, ou raios X gerados a partir de luz sincrotron (Drenth, 1994). Neste estudo foi utilizada
a fonte disponivel no Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron do Centro Nacional de Pesquisa
em Energia e Materiais (LNLS, CNPEM, Campinas/SP).

A partir do conjunto de dados obtido, é possivel determinar informacgdes como grupo
espacial, parametros de rede do cristal, nimero de mondmeros da proteina na unidade
assimétrica cristalina e previsao da porcentagem de agua no cristal (McPherson, 2009). O
processamento dos dados coletados foi realizado pelo software HKL (Otwinowski e Minor,
1997). A partir do processamento dos dados, gerou-se 0 mapa de densidade eletronica, o qual

foi utilizado para a modelagem da estrutura da proteina.

2.3. Elucidacao das estruturas cristalograficas

A obtencdo da distribuicdo eletrénica dos atomos das moléculas que formam o cristal é
necessaria para a determinacdo da estrutura tridimensional. Deste modo, o conhecimento da
intensidade e da fase da radiacdo difratada pelo cristal é indispensavel. No entanto, apenas as
intensidades da radiacdo difratada sdo mensuradas, tornando obrigat6ria a determinacdo das
fases da radiacdo por outros procedimentos (Drenth, 1994). Para tanto, foi utilizado o método
de substituicdo molecular através do software Phaser (McCoy et al., 2007), a partir de um
modelo proteico previamente elucidado e de alta identidade a amostra. Assim, o0 modelo foi
devidamente posicionado na cela unitaria da amostra por funcdo de rotacdo e translacédo,
baseado na comparacdo dos fatores de estrutura do modelo utilizado (Fcaic) € da amostra (Fobs).

Em seguida, foram realizados ciclos de refinamento e ajustes manuais do modelo através
dos softwares PHENIX (Adams et al., 2010) e Coot (Emsley et al., 2010), respectivamente.
Deste modo, o modelo foi aprimorado ao minimizar a energia livre e ao refinar as distancias
das ligagdes peptidicas, angulos diédricos, interacGes atbmicas, entre outros parametros, de
acordo com os dados coletados. Esse ciclo foi realizado até atingir a maxima concordancia entre
Fcaic € Fobs, avaliada pelos valores de Reree € Reryst (McPherson, 2009). Atraves dos softwares
MolProbity (Chen et al., 2010) e PyMOL (DeLano, 2015), respectivamente, foi avaliado o

modelo final e realizada a geracdo das imagens.
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Ap0s a elucidacdo da estrutura tridimensional, foi possivel iniciar os estudos funcionais

e avaliar a relacdo estrutura/atividade da toxina.

3. Estudo miogréfico
A partir da preparagdo neuromuscular isolada de camundongos, foram registradas as
contragbes musculares evocadas por estimulagcdo elétrica. Tais contragdes podem ser
promovidas direta- ou indiretamente, respectivamente pelo estimulo direto do musculo ou pela
inervacdo do mesmo. Assim, os efeitos de diferentes tratamentos foram observados pela analise

da amplitude das contragdes musculares no decorrer do tempo.

3.1. Animais
Foram utilizados camundongos Swiss (= 25 g), machos, adultos, fornecidos pelo
Biotério Central da UNESP, Campus Botucatu e alojados no Biotério do Departamento de
Farmacologia do Instituto de Biociéncias (IBB) da referida universidade. Os animais foram
mantidos em gaiolas higienizadas regularmente (20 animais/gaiola), abastecidas com agua e
racao ad libitum, em ambiente com temperatura (24 + 2 °C) e umidade relativa do ar controladas
(55 + 5%) e ciclo claro-escuro (12-12 h).

3.2. Preparacdo nervo frénico-musculo diafragma de camundongos

O camundongo foi sacrificado por deslocamento cervical e exsanguinado por seccao
dos grandes vasos cervicais. Ap0Os toracotomia ampla, a preparacdo do nervo frénico-masculo
diafragma foi removida (Bulbring, 1946). Durante este periodo a preparacao foi perfundida
intermitentemente com solucgéo nutriente de Ringer (NaCl 135 mM, KCI 5 mM, MgCl> 1 mM,
CaCl> 2 mM, NaHCO3 15 mM, NaoHPO4 1 mM e glicose 11 mM). A seguir, o hemidiafragma
esquerdo foi cortado em formato triangular e montado verticalmente no sistema de cubas para
6rgdo isolado (Tecnal, Modelo TE-051), contendo 15 mL da solucdo nutriente, constantemente
borbulhada com carbogénio (95% O e 5% CO.) e mantida a 35 °C (= 2 °C). O bordo costal
diafragmatico foi conectado a um suporte de vidro de formato “L” e o centro tendineo do
musculo diafragma foi conectado a um transdutor de tensdo isométrica (Grass Telefactor,
Modelo FT03), o qual estava acoplado a um amplificador de sinal (Gould Systems, Modelo 13-
6615-50). Os sinais foram registrados em um computador através do sistema de aquisi¢cdo de
dados Summit ACQuire (Gould Systems) e posteriormente submetidos a analise utilizando o

software Summit DataViewer (Gould Systems).
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Os procedimentos do presente item foram realizados sob assisténcia do Dr. Walter L.
G. Cavalcante do Departamento de Farmacologia/Fisica e Biofisica do Instituto de Biociéncias

de Botucatu

3.3. Registro das contragdes evocadas indiretamente
Para evocar as contracfes musculares indiretas, a extremidade livre do nervo frénico foi
aspirada por um eletrodo de platina “de succdo”, que se encontrava acoplado a um estimulador
elétrico (Grass Telefactor, Modelo S88). Um segundo eletrodo, constituido por um fio de
platina enrolado em um suporte de vidro de formato “L”, serviu como eletrodo “de referéncia”
e consistiu no local em que o musculo foi conectado. As contrag@es musculares foram evocadas
indiretamente, por pulsos elétricos retangulares com duracdo de 0,5 ms, intensidade

supraméaxima e frequéncia de 0,2 Hz.

3.4. Protocolo experimental
As preparacdes foram mantidas a 35 °C (£ 2 °C) e submetidas a um periodo de
estabilizacdo de 45 minutos, durante os quais houve renovacao da solucdo nutriente a cada 15
minutos e estimulacdo elétrica na frequéncia de 0,2 Hz. Em seguida, foram registradas as
contragdes na auséncia de qualquer substancia durante 15 minutos. Subsequentemente, a
BthTX-1, o composto vegetal ou o produto de pré-incubagdo da toxina com o composto por 30
minutos em temperatura ambiente, foi adicionado ao banho. A seguir, as contracdes musculares

foram registradas por um periodo de 90 minutos.

3.5. Analise estatistica
Os resultados experimentais foram expressos como média e erro padrdo da média
(EPM). A analise estatistica dos resultados foi realizada através da Analise de Variancia e
complementada pelo Teste de Tukey-Kramer (Snedecor e Cochran, 1989). Foi estabelecido o
nivel de significancia de 5%.

4.  Estudo morfolégico
ApoOs os experimentos miograficos, fragmentos do musculo diafragma foram fixados
por solugédo de Bouin (acido acético 5,0%, formaldeido 9,0% e &cido picrico 0,9%) durante 24
horas. Ap0s a retirada do excesso da solugdo fixativa pela lavagem com solugédo de hidroxido

de amobnio, os fragmentos foram desidratados por sucessivas solucdes de etanol em
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concentracdo crescente (70, 95 e 100%). Em seguida, os fragmentos foram processados e
embebidos em historresina (HistoResin, Leica). Subsequentemente, cortes transversais de 5 um
de espessura foram obtidos em micrétomo e submetidos a coloracdo hematoxilina e eosina
(coloracdo HE) para a avaliacdo da morfologia geral das fibras musculares por microscopia
otica (McManus e Mowry, 1960).

Os danos morfol6gicos foram analisados a partir das imagens obtidas dos cortes corados
em HE atraves do sistema Analysis Imaging System Software (Leica QWin). Deste modo, a
fracdo do numero de fibras lesadas em relacdo ao namero total de fibras (i.e., o indice de
lesdo/dano muscular) foi quantificada a partir de cinco &reas aleatérias, ndo-sobrepostas e nao-
adjacentes, observadas na mesma ampliagcdo em todos os cortes analisados. A partir dos valores
dos indices de cada grupo, foi possivel indicar o tipo de interferéncia dos tratamentos dos grupos
experimentais nas fibras musculares.

Os procedimentos referentes ao preparo das laminas foram realizados sob assisténcia de
Vivian T. H. Cypriano do Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu.

5. Estudo calorimétrico

Os ensaios calorimétricos foram realizados por titulagdo isotérmica (ITC), em que cada
composto vegetal foi titulado a toxina (respectivamente, titulante e titulado), a fim de verificar
a interacdo entre tais moléculas através da mensuracgdo da variacgao de calor.

No estudo, foi utilizado o microcalorimetro iTC20 (GE Healthcare), o qual é
basicamente composto por duas celas (uma de reacdo e outra de referéncia), sensor e
controlador de temperatura e micropipeta automatizada. O principio utilizado pelo equipamento
consiste na compensacdo dindmica da poténcia. Nesse tipo de equipamento, anteriormente a
titulacdo, uma poténcia constante (< 1 mW) é aplicada a célula de referéncia. Este sinal aciona
0 aquecedor da célula de reacdo, e esta poténcia aplicada representa a linha de base. A
quantidade mensurada diretamente em um experimento de ITC é a poténcia de entrada
dependente do tempo para manter as celas de referéncia e de reacdo a mesma temperatura.
Durante a injecdo do titulante na cela de reacéo, calor é absorvido ou liberado de acordo com a
natureza da interacdo entre as macromoléculas avaliadas (respectivamente, endotérmica ou
exotérmica). Para uma reagdo exotérmica, a temperatura na cela de reacédo tende a subir e, com
iss0, a poténcia de feedback deve diminuir para manter as duas celas a mesma temperatura. Nas
reacOes endotérmicas, a poténcia deve aumentar para a manutencdo da temperatura constante

(Velazquez-Campoy e Freire, 2005). O calor gerado ou absorvido durante a titulagdo €
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proporcional a fragdo de ligacdo de titulante ao titulado. Deste modo, deve-se determinar
corretamente as concentragdes iniciais das espécies titulante e titulada para as inje¢@es iniciais,
bem como promover a interacdo completa (ou mais préxima possivel) destas espécies,
resultando em consideravel sinal exotérmico ou endotérmico (Freire et al., 1990; Pierce et al.,
1999).

No termograma gerado em um experimento tipico de ITC, os calores iniciais gerados
pela reacdo entre ambas as espécies sdo maiores que os gerados nas inje¢des subsequentes do
titulante, pois no inicio da titulacdo ha um excesso de sitios de ligacdo ndo ocupados na espécie
titulada. Com isso, os calores gerados no inicio da titulacdo sdo resultado da reacdo completa
do titulante adicionado. Com o prosseguimento da titulacdo, menores quantidades de titulante
se ligam a espécie titulada e novas espécies passam a aparecer na célula de reacdo (titulante
livre, titulado com sitios de ligacdo ndo ocupados e complexo formado). Nas Gltimas injecdes,
a espécie titulada deve estar saturada e o calor gerado ou absorvido ser proporcional ao calor
de diluicdo do titulante (Biswas e Tsodikov, 2010), terminando a titulacdo apenas com
moléculas do titulante livres e moléculas do complexo titulante-titulado formadas.

A andlise dos dados é realizada pelo célculo das areas dos picos decorrentes do calor
gerado ou absorvido pela interagdo entre titulado e titulante. Os dados sdo apresentados na
forma de isotermas, as quais correspondem as curvas da energia liberada ou absorvida
normalizada pela concentracdo do titulante (eixo das ordenadas) em func¢ao da razdo molar do
titulante pelo titulado (eixo das abcissas) (Wiseman et al., 1989). As caracteristicas
termodinamicas como variacdo de entalpia (AH) corresponde a diferenca de energia entre a
primeira e Ultima injegdo decrescido do valor do calor de dilui¢do da espécie titulante, enquanto
a constante de dissociacdo (Kp) corresponde a inclinacéo da reta que melhor se ajusta no ponto
de inflexdo da isoterma de ligacdo (Veldzquez-Campoy, 2015). Apesar das caracteristicas
geométricas da curva permitirem o calculo inicial das constantes, os dados sdo ajustados com
base em polindmios de ligacéo (Vega et al., 2015).

Como forma de otimizar os experimentos, foram realizadas uma série de titulagdes com
diferentes concentracdes de titulante e titulado, visando a saturagdo dos sitios de ligacdo deste
titulado ao final dos testes. A fim de se determinar quais seriam as concentracOes ideais para
tanto, foram realizados ensaios com a BthTX-I (espécie titulada) e os inibidores (espécie
titulante) em diferentes concentracdes, a 18 °C e 25 °C com agitacdo de 1000 rpm. As injecdes,

com volume de 2 uL administrado em 4 segundos, foram realizadas a cada 2,5 ou 3 minutos.
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Os dados das titulagbes foram tratados no software fornecido pelo fabricante (Origin 7.0) ou
com os softwares NITPIC (Keller et al., 2012) e SEDPHAT (Zhao et al., 2015).

Os procedimentos citados no presente item foram realizados sob assisténcia do Me.
Thiago R. Dreyer do Departamento de Fisica e Biofisica do Instituto de Biociéncias de

Botucatu.
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1. Purificacdo da BthTX-I a partir do veneno bruto

1.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HLPC)

A principio, as etapas de purificacdo dos componentes do veneno de Bothrops
jararacussu foram realizadas a temperatura ambiente, em duas etapas: cromatografia de
exclusdo molecular (Fig. 5) e cromatografia de troca idnica (Fig. 6). Em seguida, a fracdo da
BthTX-I foi submetida a cromatografia de fase reversa (Fig. 7) a fim de testar a pureza da

amostra.
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Fig. 5 — Cromatografia de exclusdo molecular do veneno de Bothtops jararacussu.
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Fig. 6 — Cromatografia de troca idnica (catiénica) da fracdo de fosfolipases A, (EMy;) do veneno de Bothrops

jararacussu.
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Fig. 7 — Cromatografia de fase reversa da fracdo Tlv (Fig. 6), onde se encontra a BthTX-I.
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O grau de pureza da BthTX-I obtida através dos protocolos convencionais foi aquém do
esperado, uma vez que o teste de pureza ap0s duas etapas de cromatografia apresentou um pico
predominante acompanhado, em menor expressdo, de pelos menos quatro entidades
desconhecidas. Deste modo, foi desenvolvido um novo método para o isolamento da BthTX-I
e outras miotoxinas do veneno de B. jararacussu, em um grau maior de pureza e em menor
intervalo de tempo, através do refinamento dos protocolos convencionais. Assim, as toxinas
BthTX-1 e BthTX-II foram isoladas a partir de uma cromatografia de exclusdo molecular (Fig.

5) seguida por uma cromatografia de fase reversa (Fig. 8).

1500 S— - 100
1250 - L 30
EMvi-FR|

< 1000
2 - 60
E
=
§ 750 4 <
= 40 =
1]
(5
2 500
—
z
< EMwvi-FRy - 20

250 4

EMvi-FRm
-0
0 -
1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Volume (mL)

Fig. 8 — Cromatografia de fase reversa da fracdo de fosfolipases A, (EMvi) do veneno de Bothrops jararacussu.
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1.2.  Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
A seguir, sdo mostradas as imagens de SDS-PAGE das fraces das cromatografias de
exclusdo molecular (Fig. 9), de troca iénica (Fig. 10), de fase apds a cromatografia de troca

i6nica (Fig. 11) e de fase reversa ap6s a cromatografia de exclusdo molecular (Fig. 12).

25 kDa
(- “ -
15 kDa
- -
10 kDa
A B © D B F G H | J

Fig. 9 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das amostras de marcadores padréo (A) e das fracGes
da cromatografia de exclusdao molecular EM; (B), EMy; (C), EMy; (D), EM (E), EMy (F), EMvi (G), EMvy (H),
EMvii (I) e EMix (J). Todas as amostras foram submetidas a condigdes desnaturantes e redutoras (SDS, B-

mercaptoetanol e aquecimento).

25 kDa

15 kDa
— e — D W e - ..

10 kDa
A B C D E F 6 [~ I J
Fig. 10 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das amostras de marcadores padréo (A) e das fraces
da cromatografia de troca iénica Tl (B), Tl (C), Tl (D), Thy (E), Tlv (F), Tlwi (G), Tlvi (H), Tlvin (1) € Thx (J).
Todas as amostras foram submetidas a condi¢des desnaturantes e redutoras (SDS, B-mercaptoetanol e

aguecimento).
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25 kDa

15 kDa

10 kDa
A B © D E =

Fig. 11 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das amostras de marcadores padrdo (A) e das fracdes
da cromatografia de fase reversa ap6s a de troca idnica Tlv-FR; (B), Tlv-FRyi (C), Tlv-FRu (D), Tlv-FRywv (E) e
Tlv-FRy (F). Todas as amostras foram submetidas a condi¢des desnaturantes e redutoras (SDS, B-mercaptoetanol

e aquecimento).

25 kDa
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— -—
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Fig. 12 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das amostras de marcadores padrao (A) e das fraces
da cromatografia de fase reversa apés a de exclusdo molecular EMvi-FR; (B), EMvi-FR;; (C) e EMyi-FRy; (D).
Todas as amostras foram submetidas a condigdes desnaturantes e redutoras (SDS, B-mercaptoetanol e

aquecimento).

A partir do primeiro ensaio de SDS-PAGE (Fig. 9), observa-se que a BthTX-I e as
demais fosfolipases A> estdo majoritariamente presentes na fragdo EMvi, uma vez que as
proteinas de tal fracdo apresentam massa molecular entre 10 e 15 kDa, intervalo em que se
encontram as PLA, (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Andrido-Escarso et al., 2000; Barbosa et
al., 2005; Ponce-Soto et al., 2006).

Baseando-se apenas na massa molecular, a fragdo EMv, aparentemente j& apresenta um
alto grau de pureza. Contudo, no segundo ensaio (Fig. 10), observa-se que existem diversas

proteinas presentes nesta fragdo. E, para observar todas em SDS-PAGE, foi necessaria a
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concentracdo das amostras, com excecdo das frages Tl e Tly. Como esperado, todas as
fracOes apresentaram massa molecular entre 10 e 15 kDa, uma vez que a amostra de origem
(EMv) exibiu banda Unica de mesma massa.

A purificacdo da BthTX-I a partir de protocolos constituidos pela cromatografia de troca
ibnica, constituiu-se na coleta da maior e ultima fracdo (Homsi-Brandeburgo et al., 1988;
Spencer et al., 1998; Andrido-Escarso et al., 2000; Barbosa et al., 2005). Assim, no presente
estudo, foi coletada a fragdo Tlv (Fig. 10). Assim como a fragdo EMv, a Tlv apresentou mais
de uma proteina em cromatografia de fase reversa (Fig. 7), como observado no terceiro ensaio
de SDS-PAGE (Fig. 11). Nesse teste, apenas a fracdo majoritaria Tlv-FR; ndo foi concentrada
para observagao em gel.

No quarto ensaio (Fig. 12), observam-se as fracdes obtidas da cromatografia de fase
reversa apos a de exclusdo molecular (Fig. 8). Neste ensaio, observou-se trés fracbes mais

evidentes, em que a mais abundante (EMvi-FR;) foi considerada como a BthTX-I.
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1.3.  Espectrometria de massas

A amostra majoritaria da fragdo total de fosfolipases foi considerada constituida pela

BthTX-I, assim como ja descrito anteriormente (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Cintra et al.,

1993). Para confirmar a identidade da toxina purificada pelo método desenvolvido no

Laboratério de Biologia Molecular Estrutural (LBME), os residuos identificados por

espectrometria de massas foram comparados as BthTX-I encontradas no banco de dados NCBI

(National Center For Biotechnology Information) e PDB (Protein Data Bank) (Tab. 1).

Tab. 1 — Alinhamento da sequéncia de residuos de aminoacidos da BthTX-I depositada no banco de dados (NCBI

e PDB) e da toxina identificada por espectrometria de massas

NCBI
PDB
Exp.

NCBI
PDB
Exp.

NCBI
PDB
Exp.

SLFELGKMILOETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCNPK
SLFELGKMILOETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCDPK

SLFELGKMILOETGKNPAKSYGAYGCNCGVLG-—=——=———— RCCYVH----KKLTGCDPK

AKAKAAKRKAAKAAA AR A A AKA A A AR AR A AR XKk Xk %k * kK k kKK Ak kKhkKkk ok Kk

KDRYSYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRYHLKPFCKKADP

KDRYSYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRYHLKPFCKKADP

—-—-YSYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRYHLKPFCK----

KA KA KA A AR A AR A A AR A A AR A A AR A AR A AR A AR A AR A AR A Ak A A kA Ak Ak kk k%

C

C

Os sinais ( *) e (:) correspondem, respectivamente, as semelhangas e diferengas entre os residuos comparados.

A partir desses resultados e considerando os residuos de aminoacidos identificados,

observou-se 100% de identidade da proteina purificada com a BthTX-I depositada no PDB (dos

Santos et al., 2009B). Em relagdo a proteina encontrada no NCBI (Cintra et al., 1993), ocorreu

apenas a mutacdo Asp58Asn. Deste modo, a proteina purificada pelo novo protocolo no LBME

trata-se realmente da BthTX-I.
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2. Avaliacéo da oligomerizagdo da BthTX-1 em solugéo
A andlise do comportamento da toxina-alvo do estudo em solucéo foi realizada por
espalhamento de luz dindmico e, em seguida, avaliou-se o seu comportamento oligomérico em

diferentes condicdes por eletroforese em gel de poliacrilamida.

2.1. Espalhamento de luz dinamico (DLS).

Por ensaios de DLS foi possivel avaliar a polidispersividade, a presenca de agregados
na amostra e estimar o raio hidrodinamico e a massa molecular da toxina. Abaixo estdo 0s
resultados do espalhamento de luz dindmico da BthTX-I (Tab. 2-4), em diferentes meios e

temperaturas, ap6s concentracao, filtracdo e centrifugacdo adequadas.

Tab. 2 — Dados de espalhamento de luz dindamico (DLS) da BthTX-I (3,0 mg/mL em formato de aménio 50 mM,
pH 3,5)

Ru (nm) Pd (%) MM (kDa) Int (%) Massa (%)
10 °C 19 11,0 14 100 100
18 °C 19 10,5 15 100 100
25°C 19 57 15 100 100

Tab. 3 — Dados de espalhamento de luz dindmico (DLS) da BthTX-I (4,0 mg/mL em bicarbonato de aménio 50
mM, pH 8,0)

Ry (nm) Pd (%) MM (kDa) Int (%) Massa (%)
10 °C 2,3 18,6 23 85,0 100
18 °C 2,3 14,0 23 83,5 100
25°C 2,3 20,4 25 77,9 100

Tab. 4 — Dados de espalhamento de luz dindmico (DLS) da BthTX-1 (3,7 mg/mL em agua deionizada)

Ry (nm) Pd (%) MM (kDa) Int (%) Massa (%)
10 °C 50 10,0 148 2,7 78,0
18 °C 4,9 11,5 139 2,7 80,3
25°C 8,7 9,7 530 2,9 335

Os primeiros testes (Tab. 2) foram realizados com a fase mdvel utilizada da primeira
etapa cromatogréafica (exclusdo molecular) para o isolamento da BthTX-1 (Homsi-Brandeburgo
et al., 1988). Em meio &cido (formato de amo6nio 50 mM, pH 3,5), o baixo indice de
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polidispersividade (Pd) indica que a distribuicdo de tamanho molecular estd homogénea. Os
valores de raio hidrodinamico (Rx) e massa molecular (MM) sugerem que a amostra esteja
monomérica em solucdo. Além disso, ndo ha formacéo de agregados da proteina, uma vez que
a intensidade de espalhamento (Int) da amostra e sua massa referente representaram a totalidade
(100%) do analisado.

Em seguida (Tab. 3), as aferi¢ces foram realizadas com a fase movel utilizada na etapa
cromatografica de troca idnica utilizada em diversos trabalhos para o isolamento da BthTX-I
(Spencer et al., 1998; Andrido-Escarso et al., 2000; Barbosa et al., 2005). Assim, em meio
alcalino (bicarbonato de aménio 50 mM, pH 8,0), os indices de Pd ndo sugerem grande
homogeneidade na distribuicdo de tamanho molecular, em comparacéo a amostra analisada em
meio acido. Os valores do raio hidrodinamico e massa molecular sugerem gque a BthTX-I esteja
dimérica nesta solucdo. Ainda, por mais que a porcentagem da massa amostra seja praticamente
a totalidade da amostra (entre 99,9 e 100%), a intensidade de espalhamento desta massa foi no
maximo 85%, provavelmente devido a formacdo de agregados responsaveis por, no maximo,
0,1% da massa total da amostra.

Por fim, a toxina foi solubilizada sem tamponamento salino, ou seja, apenas em agua
deionizada (Tab. 4). Neste meio, em 10 °C e 18 °C, a maior parte da amostra (78% e 80,3%,
respectivamente) mostrou-se em uma conformacdo oligomérica de alta ordem
(aproximadamente decamérica). Entretanto, essa fracdo respondeu por apenas 2,7% da
intensidade de espalhamento. Assim, as aglomeracdes da toxina foram responsaveis pelos
97,3% da intensidade restante. Enquanto isso, aos 25 °C, ocorreu a formacdo de diversos
aglomerados proteicos, sendo apresentado apenas a entidade com o percentual de massa
majoritario.

Através dos dados coletados por espalhamento de luz dindmico das amostras de BthTX-
I, descartou-se a utilizacdo da agua deionizada para solubilizar a toxina. Com os valores de
polidispersividade obtidos com a solubilizacdo da BthTX-I em formato de aménio (Ferré-
D’Amaré e Burley, 1994), ndo houve restricdes nas temperaturas avaliadas para o emprego do
tamponamento acido. Por outro lado, os dados obtidos com a solubilizagdo em bicarbonato de
amonio ndo foram tdo satisfatorios (Ferré-D’Amaré e Burley, 1994), o que implicou sua

utilizacdo sem restricbes em apenas uma das temperaturas avaliadas (18 °C).
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2.2.  Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
Em complemento aos dados obtidos acerca do comportamento oligomérico da BthTX-
| observado por DLS, foi realizado ensaios de SDS-PAGE em diferentes condicdes de

tratamento (Fig. 13).

25 kDa o S
15 kDa
C—
10 kDa
A B ( D E

Fig. 13 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das amostras de marcadores padrdo (A), fracdo EMy,
(B) e BthTX-1 (C, D, E). B ¢ C foram submetidas a condigdo redutora (SDS, p-mercaptoetanol e aquecimento); D,

a uma condicao intermedidria (SDS e aquecimento) e E, a condi¢do ndo-redutora (apenas SDS).

Em condicOes desnaturantes e redutoras, as fosfolipases A2 (fracdo EMv) e a BthTX-I
apresentam-se na forma monomérica (entre 10 e 15 kDa). A amostra em condi¢des ndo-
redutoras foi observada como dimero (cerca de 25 kDa). Possivelmente, as sete ligacdes
dissulfeto do monémero da BthTX-I lhe conferem ampla estabilidade, pois mesmo sem
interacdes dissulfeto entre mondmeros (Murakami et al., 2007; dos Santos et al., 2009B;
Fernandes et al., 2010), a toxina mantém-se como dimero. Deste modo, ainda sob condi¢des
desnaturantes (SDS e aquecimento, ou apenas SDS), a BthTX-I apresentou-se em gel na forma

dimérica.

43



Kcsultaclos

3. Estudo cristalografico

Nesta etapa, a toxina purificada pelo protocolo convencional (fracdo Tlv, Fig. 6) e pelo
desenvolvido no estudo (fragdo EMvi-FR,, Fig. 8) foram utilizadas para os testes de
cristalizacdo. Em suma, os cristais obtidos com a amostra de BthTX-l proveniente da
cromatografia de troca ibnica (Fig. 6) consistiram em policristais, de baixa qualidade para
difracdo de raios X. Por outro lado, os cristais da amostra de BthTX-l proveniente da
cromatografia de fase reversa (Fig. 8) consistiram majoritariamente em monocristais, de melhor
qualidade para difracdo de raios X.

Apesar do sucesso em gerar cristais com a BthTX-I na presenga de cada composto
vegetal, apenas o acido chicorico foi encontrado na estrutura tridimensional elucidada. Os
conjuntos de dados obtidos com os cristais da BthTX-1 pré-incubada com acido trans-cindmico,
acido p-cumarico e acido trans-feralico foram processados e refinados em alta resolucéo (entre
1,4 e 2,0 A), no grupo espacial primitivo hexagonal. Entretanto, ndo foi encontrada densidade
eletronica referente a estas moléculas em interacdo a proteina, uma vez que a estrutura se
encontra no estado ndo-ligado (i.e., estado nativo). Os dados obtidos com os cristais da toxina
pré-incubada com acido clorogénico e caftarico foram processados e refinados em resolucgdes
inferiores aos demais compostos vegetais (acima de 2,0 A), nos grupos espaciais primitivo
ortorrdmbico e primitivo hexagonal. A seguir sdo apresentados os resultados do complexo
BthTX-1/&cido chicérico (BthTX-1/AC).
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3.1.  Co-cristalizacao de BthTX-I/acido chicorico

A toxina liofilizada, oriunda do protocolo de purificagcdo desenvolvido no LBME, foi
solubilizada em bicarbonato de amonio (50 mM, pH 9,0), na concentracao de 12 mg/mL apds
filtracdo (membrana de PVDF, 0,22 um de poro e 13 mm de diametro). O &cido chicorico foi
dissolvido em etanol (50%, v/v) em diferentes concentragdes, a fim de se obter a razdo molar
de 1:10 (toxina/ligante) nas gotas de cristalizacdo. Os cristais (Fig. 14) foram obtidos através
do método de difusdo a vapor, em sistema de “gota sentada” (sitting drop), a 10 °C, em cerca
de 10 semanas. O cristal coletado pertencia a gota composta por 0,385 uL da solucéo de BthTX-
I, 0,115 pL da solucdo de é&cido chicérico e 0,500 pL da solugdo de reservatorio, equilibrado
contra 50 pL desta mesma solucdo. A solucdo de cristalizacdo consistiu de polietileno glicol
4000 (PEG 4000, 30%, p/v), trisaminometano (Tris-HCI, 0,1 M, pH 8,0) e sulfato de litio (0,1
M).

Fig. 14 — Cristais de BthTX-I/AC. A estrutura apontada refere-se ao cristal coletado e posteriormente submetido

a coleta de difragdo de raios X.

45



Kcsultaclos

3.2.  Coleta e processamento de dados de difracdo de raios X

Os dados de difracdo de raios X do monocristal (Fig. 14) foram coletados em um
comprimento de onda de 1,459 A, com a placa detectora de imagens MAR CCD (MAR
Research) da linha de luz MX2 (LNLS, CNPEM, Campinas/SP). O cristal, mantido a 80 mm
do detector, teve cada imagem dos pontos de difracdo obtida através da oscilacdo de 1° e em
100 segundos de exposi¢do ao feixe. Os dados processados foram realizados na resolucdo de
1,92 A, com o programa HKL2000. As estatisticas de coleta e processamento dos dados estdo

descritas na tabela abaixo (Tab. 5).

Tab. 5 — Estatisticas de coleta de dados e processamento do cristal de BthTX-1/AC

Cela unitaria (A, °) a=51,50; b = 64,08; ¢ = 88,69
a=90; p=109; y=90

Grupo espacial P2:

Resolucéo (A) 27,35-1,93(2,00-1,92) 2
Reflexdes Unicas 17598 (1695) @
Completeza (%) 97,8 (99,8) ®

Rwerge (%) ° 7,9 (25,2)
Linha de luz Sincrotron (MX2, LNLS)
Temperatura de coleta de dados (°C) -173,15
I/o (1) 8,21 (3,96) ¢
Multiplicidade 3,2(3,2) ¢
Moléculas na unidade assimétrica 2

a\/alores para a camada de maior resolucdo representados entre parénteses.
® Ryterge = Zhia [ Zi (| Ikt - <ln> | ) 1/ Zni<lpa>, onde Iniai € a intensidade de uma medida individual da reflexdo
com os indices de Miller “h”, “k”e “1”, e <Inw> € a média das intensidades da reflexdo. Calculado para | > -3c (I).
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3.3.  Refinamento e elucidagéo da estrutura do complexo BthTX-1/AC

A substituicdo molecular foi realizada utilizando, como modelo, a estrutura da BthTX-
I modificada pelo brometo de p-bromofenacil (PDB 3HZW, Fernandes et al., 2010). A melhor
solucdo encontrada pelo software Phaser foi submetida a ciclos de refinamento no software
PHENIX. Os processos de modelagem manual e inspecdo da densidade eletronica foram
realizados no software Coot. Assim, foram inseridos os ions sulfato e bicarbonato, bem como
as moléculas de agua, etanol e &cido chicdrico, para posteriores refinamentos restritos no
software PHENIX. Os dados gerados pelo refinamento das estruturas estdo descritos na tabela

a sequir (Tab. 6).

Tab. 6 — Estatisticas de refinamento do modelo BthTX-I/AC

Resolucéo (A) 27,35-1,92
Reryst 16,15
RFree 18,99
NUmero de dtomos (exceto H)
= Proteina 1829
= Ligante 69
= Agua 253
Fator B médio (A?) 28,73
Fator B do ligante (A?) 41,16
Residuos em regides favoraveis (%) 97
Residuos em regides ndo permitidas 0,42

Pela auséncia de densidade eletrdnica em algumas regides, as cadeias laterais dos
residuos Leu31, Lys52, Lys60, Lys61, Lys69, Pro113 e Lys117 do monémero A e Phe3, Lys19,
Lys35, Lys52, Lys53, Thr55, Lys60, Lys61, Arg63, Lys106 e Lys117 do monémero B ndo
foram modeladas. A estrutura final revelou um dimero (Fig. 15), 5 ions sulfato, 1 ion
bicarbonato, 1 molécula de acido chicdrico, 2 moléculas de etanol e 253 moléculas de agua. Os
residuos Phe3, Gly6 e Lys7 do monémero A e Gly6, Asnl6 e Prol7 do monémero B se

relacionaram com o &cido chicorico por interacdo hidrofébica (Fig. 16).
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Fig. 15 — Estrutura cristalografica do complexo BthTX-I/AC. Observa-se a molécula de &cido chicérico (em
amarelo/vermelho) e sua densidade eletronica (em azul) entre os dois mondmeros da BthTX-1 (em verde). Os

mapas foram calculados com os coeficientes 2 | Fops | - | Fcalc | € contorno de 1,0 o.

Prol7

Fig. 16 — InteragBes entre os residuos de aminoacidos dos mondmeros da BthTX-I (em dimero convencional) e 0

acido chicdrico. Desenvolvida no software LigPlot (Wallace et al., 1995).
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4. Estudo miografico

Nesta etapa, devido aos resultados obtidos com a cristalizacdo da BthTX-I e os
compostos vegetais, a toxina utilizada para os ensaios foi obtida pelo protocolo desenvolvido
no estudo (fracdo EMvi-FR, Fig. 8).

Apesar de ter sido resolvida apenas a estrutura cristalografica do complexo BthTX-
I/AC, procurou-se avaliar a influéncia de todos os compostos vegetais propostos frente a
atividade desestabilizadora de membranas da BthTX-I. Contudo, os acidos cinamico, p-
cumarico e feralico foram posteriormente descartados no estudo miografico devido a
insolubilidade dos mesmos em solventes que ndo afetassem a preparacdo neuromuscular de

camundongos.
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4.1. Efeito da BthTX-I sobre as contragdes evocadas indiretamente em preparacoes
frénico-diafragma de camundongo
A BthTX-1 (1 uM, isto é 13,725 pg/mL) promoveu bloqueio irreversivel e tempo-
dependente das contragdes musculares evocadas indiretamente nas preparacdes frénico-
diafragma de camundongo (Fig. 17). Ao final do protocolo experimental, o blogueio das

contrages musculares indiretas foi de 89,8% em relagdo ao seu grupo Controle.
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Fig. 17 — Efeito da BthTX-I sobre o decurso temporal da amplitude das contra¢cbes musculares evocadas

indiretamente em preparacdes frénico-diafragma de camundongos. Dados apresentados em média £+ EPM. *

Momento a partir do qual ocorreu diferenca significativa entre os grupos BthTX-I e Controle (P < 0,05).
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4.2.  Influéncia do &cido chicorico sobre o efeito da BthTX-1 em preparac@es frénico-

diafragma de camundongo

O produto de pré-incubacdo da BthTX-1 com o &cido chicérico na proporcao 1:10
(peso/peso) ndo promoveu paralisia significativa das contracdes musculares evocadas
indiretamente em relacdo ao grupo Controle. Deste modo, o &cido chicorico conferiu protecdo
total ao efeito paralisante da BthTX-I.

O é&cido chicorico, administrado isoladamente na concentracdo de 137,25 pug/mL, nao
alterou a amplitude das contracdes evocadas indiretamente em relacdo ao grupo Controle. Os

dados referentes aos ensaios realizados com este inibidor estéo representados a seguir (Fig. 18).
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Fig. 18 — Efeito da BthTX-I, do &cido chicorico e do produto de interagdo entre ambos sobre o decurso temporal
da amplitude das contracfes musculares evocadas indiretamente. Dados apresentados em média + EPM. *
Momento a partir do qual ocorreu diferenga significativa entre os grupos BthTX-1 e BthTX-I pré-incubada com
acido chicérico (P < 0,05).

51



Kcsultaclos

4.3. Influéncia do &cido caftarico sobre o efeito da BthTX-1 em preparacGes frénico-

diafragma de camundongo

O produto de pré-incubacdo da BthTX-1 com o acido caftarico na proporcéo 1:10
(peso/peso) ndo promoveu paralisia significativa das contracdes musculares evocadas
indiretamente em relacdo ao grupo Controle. Deste modo, a prote¢do conferida pelo &cido
caftarico ao efeito paralisante da BthTX-I foi de 91,6%.

O éacido caftarico, administrado isoladamente na concentracdo de 137,25 pg/mL, ndo
alterou a amplitude das contracdes evocadas indiretamente em relacdo ao grupo Controle. Os

dados referentes aos ensaios realizados com este inibidor estéo representados a seguir (Fig. 19).

=l Controlc (N =3)
——BthTX-1 1 uM (N =4)

Ae, Caltérico 137.25 pgiml (N =3}
—— BihTX-l + Ac. Calfiarico 1:10 p/p (N = 3)
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Fig. 19 — Efeito da BthTX-I, do &cido caftérico e do produto de interagdo entre ambos sobre o decurso temporal
da amplitude das contracfes musculares evocadas indiretamente. Dados apresentados em média + EPM. *
Momento a partir do qual ocorreu diferenga significativa entre os grupos BthTX-1 e BthTX-I pré-incubada com
acido caftarico (P < 0,05).
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4.4.  Influéncia do &cido clorogénico sobre o efeito da BthTX-1 em preparacdes frénico-

diafragma de camundongo

O 4cido clorogénico ndo apresentou a mesma eficacia contra o efeito paralisante da
BthTX-I, em comparacao aos dois inibidores anteriores. Na propor¢édo 1:10 (peso/peso) entre
toxina e composto vegetal, o produto de pré-incubacdo de ambos promoveu paralisia parcial
das contragdes musculares evocadas indiretamente em relagéo ao grupo Controle. Deste modo,
a protecao conferida pelo &cido clorogénico ao efeito paralisante da BthTX-I foi de 40%.

O éacido clorogénico, administrado isoladamente na concentracao de 137,25 pug/mL, ndo
alterou a amplitude das contragcdes evocadas indiretamente em relacdo ao grupo Controle. Os
dados referentes aos ensaios realizados com este inibidor estdo representados a seguir (Fig. 20).

—W—BthIX-1 1 pM (N =4)
Ac. Clorogénico 13.725 pgiml (N — 4)

—fl— Controlc (N =3}
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Fig. 20 — Efeito da BthTX-I, do &cido clorogénico e do produto de interacdo entre ambos sobre o decurso temporal
da amplitude das contragbes musculares evocadas indiretamente. Dados apresentados em média + EPM. *
Momento a partir do qual ocorreu diferenca significativa entre os grupos BthTX-I e BthTX-I pré-incubada com

acido clorogénico (P < 0,05).
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5. Estudo morfologico

Nesta etapa, as prepara¢Ges neuromusculares avaliadas pelos ensaios miogréficos foram
submetidos as avaliagdes morfologicas por microscopia optica, onde foi possivel demonstrar o
aspecto geral das fibras musculares em cada tratamento realizado, bem como quantificar as

lesGes ou a protecdo determinada pelos mesmos.

5.1. Morfologia 6tica das preparacdes neuromusculares apos os tratamentos realizados

no estudo miogréfico

As figuras 21, 22 e 23 expdem imagens dos musculos diafragma de camundongos
obtidas por microscopia 6ptica. Observa-se que o grupo Controle (Fig. 21-A, 22-A e 23-A), 0s
grupos dos tratamentos com os compostos vegetais (Fig. 21-C, 22-C e 23-C), bem como dos
tratamentos com os produtos da pré-incubacdo entre a BthTX-1 com o acido chicérico (Fig. 21-
D) e o acido caftarico (Fig. 22-D) apresentaram a maioria das fibras com aspecto normal (fibras
poligonais), sarcoplasma aciddfilo e nucleo periférico. O grupo BthTX-I (Fig. 21-B, 22-B e 23-
B) apresentou danos musculares, apresentando alteracdes como fibras arredondadas, edema
entre as fibras, areas do sarcoplasma desprovidas de miofibrilas e nucleo central. O grupo do
tratamento com o produto da pré-incubacéo entre a toxina e o acido clorogénico (Fig. 23-D)
apresentou algumas caracteristicas do grupo tratado isoladamente com a toxina, porém, de

forma moderada.
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Fig. 21 — Microscopia 6tica de musculo diafragma de camundongo submetido a coloragdo por hematoxilina e
eosina (HE). Grupos: Controle (A), BthTX-1 (B), Ac. Chicérico 13,725 pg/mL (C) e BthTX-I + Ac. Chicorico
1:10 p/p (D). Marcagdes: Fibras poligonais (F), fibras arredondadas (FA), perda de miofilamentos (PM) e edema
(E). Escala: 1 cm =10 pm.
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Fig. 22 — Microscopia 6tica de musculo diafragma de camundongo submetido a coloragdo por hematoxilina e
eosina (HE). Grupos: Controle (A), BthTX-I (B), Ac. Caftarico 13,725 pg/mL (C) e BthTX-1 + Ac. Caftarico 1:10
p/p (D). Marcacdes: Fibras poligonais (F), fibras arredondadas (FA), perda de miofilamentos (PM) e edema (E).

Escala: 1 cm =10 pm.
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Fig. 23 — Microscopia 6tica de musculo diafragma de camundongo submetido a coloragdo por hematoxilina e
eosina (HE). Grupos: Controle (A), BthTX-I (B), Ac. Clorogénico 13,725 ug/mL (C) e BthTX-1 + Ac. Clorogénico
1:10 p/p (D). Marcagdes: Fibras poligonais (F), fibras arredondadas (FA), perda de miofilamentos (PM) e edema
(ED). Escala: 1 cm =10 pum.
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5.2. Indice de lesdo muscular promovido pelos tratamentos realizados no estudo

miografico

As figuras 24, 25 e 26 apresentam o indice de lesdo muscular (ILM), calculado a partir
das imagens obtidas por microscopia éptica. Nessas imagens, podemos observar que 0 grupo
BthTX-1 (1 uM) apresentou indice de lesdo muscular significativamente maior em relagdo ao
grupo Controle e aos grupos dos compostos vegetais administrados isoladamente (P < 0,001).

Na figura 24, foi observado que os grupos Controle e Acido Chicérico (137,25 pg/mL)
apresentaram baixo indice de lesdo muscular (5,4% e 7,5%, respectivamente), ndo havendo
diferenga significativa entre ambos. A pré-incubacdo com o acido chicorico (1:10, p/p) (ILM =
7,9%) reduziu de forma significativa a miotoxicidade da BthTX-1. Desse modo, a protecdo

conferida pelo &cido chicorico ao efeito miotdxico da BthTX-1 foi de 99,2%.
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Fig. 24 — Efeito do acido chicdrico sobre o indice de lesdo muscular induzido pela BthTX-I. Dados apresentados

em média + EPM. Diferentes letras correspondem as diferencas significativa entre os tratamentos (P < 0,001).
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Observa-se na figura 25 que o grupo Acido Caftarico (137,25 pg/mL) apresentou baixo
indice de lesdo muscular (7,3%), o qual nédo foi significativo em relacdo ao do grupo Controle.
O produto de incubacéo entre a BthTX-I e tal composto (1:10, p/p) (ILM = 9,9%) reduziu de
forma significativa o indice de lesdo muscular em relacdo ao indice observado para o0 grupo
BthTX-1 (1 puM). Desse modo, o &cido caftarico promoveu protecdo de 95,1% ao efeito

miotéxico da toxina.
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Fig. 25 — Efeito do &cido caftérico sobre o indice de lesdo muscular induzido pela BthTX-I1. Dados apresentados

em média + EPM. Diferentes letras correspondem as diferencas significativa entre os tratamentos (P < 0,001).
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Como ilustrado na figura 26, a pré-incubacdo com &cido clorogénico (1:10, p/p) (ILM
= 23,2%) reduziu significativamente o dano muscular promovido pela BthTX-1 e, isoladamente,
o grupo Acido Clorogénico (137,25 pg/mL) ndo apresentou indice de lesdo muscular (7,6%)
significativo em relacdo ao do grupo Controle. Deste modo, 0 composto vegetal protegeu em
70,6% o efeito miotoxico da toxina.

No entanto, a pré-incubacdo da toxina com o acido clorogénico (1:10, p/p) também
apresentou diferenca significativa com o tratamento com este composto isoladamente,

caracterizando a protecdo observada como parcial.
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Fig. 26 — Efeito do acido clorogénico sobre o indice de lesdo muscular induzido pela BthTX-I. Dados apresentados

em média = EPM. Diferentes letras correspondem as diferencas significativa entre os tratamentos (P < 0,01).
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6. Estudo calorimétrico

Nesta etapa, devido aos resultados obtidos com a cristalizagdo da BthTX-I e os
compostos vegetais e com a observacao da atividade bioldgica em preparacdo neuromuscular
de camundongo, foi continuada a utilizacdo da toxina obtida pelo protocolo desenvolvido no
estudo (fracdo EMv-FR, Fig. 8).

Além disso, os testes de calorimetria ndo sofreram restricdes de solubilizacdo dos
compostos vegetais, permitindo a avaliacdo de interacdo em solucdo da BthTX-I e tais

compostos em condi¢cBes em que ndo se observaram precipitacdo das espécies.
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6.1.  Interacdo entre &cido chicérico e BthTX-I

Ap0s a realizacdo de algumas titulagGes a fim de otimizar as condi¢Ges experimentais,
foi verificada interacdo entre o acido chicorico e a BthTX-I, conforme representado no
termograma abaixo (Fig. 27).
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Fig. 27 — Dados do experimento de calorimetria de titulacdo isotérmica entre BthTX-I (50 uM) e acido chicorico
(400 pM, em 5% de piridina e 5% de etanol) realizada a 20 °C. (Parte superior) Dados brutos da titulacdo. (Parte
inferior) Isoterma da titulacdo obtido pela integracdo da area dos picos (calor total liberado na adigdo de cada
injecdo do titulante) normalizado pela concentracéo do titulante (eixo das ordenadas) em funcéo da raz&o molar

da espécie titulante pela titulada (eixo das abcissas), corrigida pelos calores de diluigdo do titulante.

Para a obtencdo das constantes termodinamicas que governam a reacdo de interacao
entre toxina e composto vegetal, foi subtraido o calor de dilui¢do e agitacdo do acido chicérico
através de uma linha de base concentracdo-dependente (de Barros et al., 2016). A
estequiometria da reacdo obtida inicialmente apresentou valor ndo inteiro para a especie
titulante (1,458), possivelmente devido a erros na determinagdo da concentragcdo de uma ou
ambas espécies (titulante e titulado). Como a determinacdo da concentracdo da proteina foi
realizada por método espectrofotométrico, esta foi assumida como a concentracdo fidedigna,
ajustando-se a concentracdo do titulante visando garantir a estequiometria de 1:1, como

observado na unidade assimétrica da estrutura cristalografica do complexo BthTX-1/CA. Tal
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ajuste se faz necessario em alguns casos para melhor determinacdo das demais constantes
termodindmicas e cinética da reacdo, uma vez que passam a ser determinados apenas dois
parametros (Kp e AH) e néo trés (n, Kp e AH) a partir dos dados experimentais (Hansen et al.,
2011). Deste modo, foi considerada a interacdo entre um dimero de BthTX-I e uma molécula
do &cido chicorico, a qual apresentou constante de dissociagdo (Kp) de 8,19 + 0,91 uM,
caracteristica de interacdo de média afinidade. A reagdo € entalpicamente favoravel, pois
apresentou perfil exotérmico (AH = -5,93 + 0,18 kcal/mol) e é entropicamente impulsionada (-
T.AS =-0,90 kcal/mol).
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6.2. Interacdo entre 4cido caftarico e BthTX-I

ApoGs experimentos de otimizagdo da isoterma de interacdo entre o &cido caftarico e a
BthTX-1 (Fig. 28), foi possivel determinar apenas a variacdo de entalpia da reacdo, de
aproximadamente -1,5 kcal/mol. Os demais parametros cinéticos (Kp), estequiométrico (n) e
mesmo a variacdo de entalpia para o processo ndo foi determinada com margem de erro, pois
ndo foi possivel ajustar os dados com confiabilidade a isoterma de interagdo. Apesar disso, ndo
se deve descartar a interacdo entre ambas as espécies. Um dos fatores que pode ter influenciado
a auséncia de interacao nas titulacoes é a baixa solubilidade do titulante em solu¢des aquosas
com baixa porcentagem de solvente organico. Deste modo, novos ensaios devem ser realizados

utilizando-se diferentes solventes organicos que permitam a solubilidade do titulante, sem
interferir na estabilidade da toxina.
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Fig. 28 — Dados do experimento de calorimetria de titulacdo isotérmica entre BthTX-1 (50 uM) e &cido caftarico
(800 pM, em agua deionizada) realizada a 20 °C. (Parte superior) Dados brutos da titulacdo. (Parte inferior)
Isoterma da titulagdo obtido pela integracdo da area dos picos (calor total liberado na adigdo de cada injecéo do
titulante) normalizado pela concentracao do titulante (eixo das ordenadas) em fungdo da razdo molar da espécie

titulante pela titulada (eixo das abcissas), corrigida pelos calores de diluigdo do titulante.
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6.3. Interacdo entre &cido clorogénico e BthTX-I

De modo similar a titulacdo da BthTX-I com o &cido caftarico, a titulacdo dessa toxina
com o acido clorogénico também apresentou dificuldades a otimizacdo experimental (Fig. 29).
Esse fato pode estar também relacionado a solubilidade do titulante em meios aquosos com
baixa concentracdo de solvente organico.

Na melhor isoterma obtida nas titulacdes realizadas ndo foi possivel ajustar os dados
cinéticos e termodinadmicos. Entretanto, ndo pode ser descartada a interacao entre as espeécies,
pois a curva obtida pode ser representada como um sistema de baixa afinidade. Deste modo, é
necessario elevar a concentracdo da proteina e do composto vegetal, visando a obtencéo de um
padrdo sigmoide da curva e maiores valores de energia liberada em cada injecéo, possibilitando
melhor definicdo dos picos. Contudo, ha o desafio de elevar a concentracdo do composto

vegetal em concentracfes de solvente organico que nao interfiram na estabilidade da proteina
e no sinal obtido nas titulagdes.
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Fig. 29 — Dados do experimento de calorimetria de titulagdo isotérmica entre BthTX-I (50 uM) e &cido clorogénico
(1000 puM, 1% etanol) realizada a 25 °C. (Parte superior) Dados brutos da titulacdo. (Parte inferior) Isoterma da
titulacdo obtido pela integracdo da area dos picos (calor total liberado na adicdo de cada injecdo do titulante)
normalizado pela concentracdo do titulante (eixo das ordenadas) em funcdo da razdo molar da espécie titulante
pela titulada (eixo das abcissas), corrigida pelos calores de dilui¢do do titulante.
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6.4.  Interacdo entre 4cido trans-feralico, p-cumarico e trans-cindmico e BthTX-I

A titulacdo dos cinamatos ndo-esterificados do presente estudo junto a BthTX-I, todos
solubilizados em seus melhores meios testados, ndo permitiram a determinacdo das constantes
termodinamicas de interacdo. Ademais, as isotermas apresentadas referem-se as titulacbes em
que as espécies titulada (BthTX-I) e titulante (acido trans-feralico, p-cumérico e trans-

cindmico) ndo apresentam interacdo (Fig. 30).
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Fig. 30 — Dados do experimento de calorimetria de titulagdo isotérmica entre (A) BthTX-1 (50 uM) e &cido trans-
feralico (800 uM, em 5% de piridina e 5% de etanol) realizada a 20 °C, (B) BthTX-I (20 uM) e acido p-cumarico
(800 UM, em 5% de piridina) realizada a 10 °C e (C) BthTX-I (20 uM) e acido trans-cindmico (400 uM, em 5%
de piridina) realizada a 25 °C. (Parte superior) Dados brutos da titulacdo. (Parte inferior) Isoterma da titulacdo
obtido pela integracdo da area dos picos (calor total liberado na adi¢do de cada inje¢do do titulante) normalizado
pela concentracdo do titulante (eixo das ordenadas) em fun¢do da razdo molar da espécie titulante pela titulada

(eixo das abcissas), corrigida pelos calores de dilui¢do do titulante.
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1.  Elementos estruturais e funcionais das fosfolipases A2 homologas envolvidos na
desestabilizacdo de membranas bioldgicas

As fosfolipases A2 homologas dos venenos de serpentes sdo capazes de proporcionar
diversos efeitos tdxicos in vitro e in vivo (para maior aprofundamento, Lomonte et al., 2003).
Neste contexto, foi sugerido pelas evidéncias experimentais disponiveis que estes efeitos estdo
relacionados com sua capacidade de interacdo com membranas bioldgicas, assim como sua
competéncia em desestabiliza-las (Lomonte et al., 2003). Do mesmo modo, pelos dados
experimentais reportados ao longo dos anos, correlacionou-se os efeitos miotdxico e paralisante
in vitro das fosfolipases A> homdlogas como decorréncia da desestabilizacdo da membrana
plasmética da musculatura esquelética (Gallacci e Cavalcante, 2010).

Algumas proposicbes foram realizadas acerca do envolvimento de receptores de
membrana para agdo direta das fosfolipases A2 homologas (Yamazaki et al., 2005; Fujisawa et
al., 2008; Cintra-Franscischinelli et al., 2009). Contudo, a maioria das hipéteses foram baseadas
na interacdo eletrostatica entre essas proteinas miotoxicas e o sarcolema (Lomonte et al., 1994;
Lomonte et al., 2003; da Silva-Giotto et al., 1998; Ambrosio et al., 2005; dos Santos et al.,
2009B; Fernandes et al., 2013, 2014). Inicialmente, foi proposta a importancia da regido C-
terminal na inducdo da lesdo de membranas provocada por tais miotoxinas (Lomonte et al.,
1994). Anos mais tarde, empregando a conformacdo convencional do dimero da BthTX-I, foi
sugerido que a desestabilizagdo do sarcolema era dada pelas alteragdes entre as formas “aberta”
e “fechada” da toxina no momento de interagdo com o sarcolema, resultando em desarranjo da
camada lipidica e perda de sua integridade (da Silva-Giotto et al., 1998). Tal proposta foi
aprimorada, relacionando o mecanismo miotdxico das fosfolipases A2 homdlogas a fraca
interacdo eletrostatica dos residuos positivamente carregados da regido N- e C-terminal dessas
proteinas com regides negativamente carregadas da membrana (Lomonte et al., 2003). Em
seguida, essa interacdo poderia ser refor¢ada pela contribuicdo dos residuos aromaticos e
hidrofébicos da regido C-terminal das toxinas (Lomonte et al., 2003). Apds a revisdo de
Lomonte et al. (2003) acerca do tema, foi proposto um mecanismo de ativacao das fosfolipases
A homologas, o qual relaciona a retencdo de acidos graxos por essas toxinas a mudangas
conformacionais na regido C-terminal (Ambrosio et al., 2005). Deste modo, a interagcdo do
acido graxo no sitio catalitico putativo dessas miotoxinas promoveriam a exposi¢do de uma
superficie hidrofébica em direcdo a regido C-terminal, sugerindo o envolvimento de ambas

regides no mecanismo de a¢do das miotoxinas ndo-cataliticas (Ambrosio et al., 2005).
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Até 0 momento, as proposi¢Oes descritas dos componentes estruturais envolvidos no
mecanismo de acdo das fosfolipases A2 homdlogas foram fundamentadas nas conformacdes
monomeérica e dimérica convencional de miotoxinas botropicas. No entanto, uma conformacéo
dimérica alternativa foi proposta apds elucidacéo cristalografica e analise do envelope proteico
por espalhamento de raios X a baixo angulo (Murakami et al., 2005, 2007; dos Santos et al.,
2009B). Através desta conformacéo, foi proposto um novo mecanismo de acdo nao-catalitico
ao analisar residuos positivamente carregados da regido N- e C-terminal de fosfolipases A
homologas botropicas em interacdo com ions sulfato (dos Santos et al., 2009B). Deste modo,
ao sugerir que esses ions poderiam mimetizar a porcdo carregada negativamente dos
fosfolipidios do sarcolema, os residuos Lys20, Lys115 e Argl 18 poderiam constituir um “sitio
miotoxico” das proteinas fosfolipases A2 homdlogas botropicas. Posteriormente, foi indicado
que tais residuos basicos eram responsaveis pela interacdo com o grupo fosfatidil da camada
lipidica da membrana plasmatica (Fernandes et al., 2013). Tais residuos foram relacionados a
outros residuos catidnicos expostos (Lys80, Lys122 e Lys127) e denominados como “sitio
cationico de ancoragem/acoplamento a membrana” (MDoS) (Fernandes et al., 2013). Neste
estudo, com a presenca de uma molécula hidrofobica no canal de mesma denominacéo,
observou-se uma alteragdo na conformacdo das miotoxinas, a qual promoveu o alinhamento
dos residuos do MDoS do dimero, provavelmente resultando na melhor interago ao sarcolema.
Os autores ainda evidenciaram dois residuos hidrofobicos (Leul21 e Phel125) conservados em
98% das fosfolipases A2 homdlogas botrdpicas, expostos ao solvente e alinhados apos a
interacdo de uma molécula no canal hidrofébico. Devido aos indicadores de hidrofobicidade e
permeabilidade desses residuos, foi proposto que ambos estariam envolvidos no desarranjo da
membrana, sendo denominados como “sitio hidrofébico de desestabilizacdo/rompimento a
membrana” (MDIiS) (Fernandes et al., 2013, 2014).

Deste modo, adotando o dimero alternativo como a conformacdo ativa
farmacologicamente, o mecanismo da acdo desestabilizadora de membranas proposto
recentemente para as fosfolipases Az botropicas (dos Santos et al., 2009B; Fernandes et al.,
2013, 2014) (Fig. 31) inicia-se com a ativacdo das mesmas pela interacdo de uma molécula de
acido graxo no canal hidrofobico, promovendo a reorientacdo de um mondmero. Tal alteracéo
conformacional resulta na transi¢do do estado “inativo” ao “ativo” da toxina, expondo ao
solvente os residuos das regibes MDoS e MDiS, assim como alinhando tais sitios no mesmo

plano. Através dos residuos catidnicos (MDoS), a toxina promove interagdo com o grupamento
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fosfatidil dos fosfolipidios da membrana. Por fim, por meio dos residuos hidrofébicos (MDiS),

a proteina se insere na matriz lipidica, promovendo seu desarranjo estrutural.

Fig. 31 — Etapas estruturais das fosfolipases A; homologas botrdpicas envolvidas na desestabilizacdo de
membranas. (A) Toxina em estado “inativo”. (B) Ativacao “alostérica” pela interagdo com o acido graxo no canal
hidrofobico, expondo e alinhando os residuos do MDoS (em verde) e MDIS (em amarelo). (C) Interagdo com a
membrana atraves dos residuos do MDoS e inser¢do na matriz lipidica realizado pelos residuos MDIS. Adaptado
de Fernandes et al., 2014.

O desarranjo da membrana celular resulta, inicialmente, na perda da regulagéo da
permeabilidade a ions e macromoléculas (Rodrigues-Simioni et al., 1983; Gutiérrez e Lomonte,
1995; Ownby et al., 1999). Desse modo, ocorre despolarizacdo celular, provavelmente, em
virtude do reequilibrio dos ions Na*, K™ e CI- (Rodrigues-Simioni et al., 1983; Montecucco et
al., 2008; Gallacci e Cavalcante, 2010). A perturbacdo da membrana promove também o influxo
de Ca?* extracelular para o interior da fibra muscular (Gutiérrez e Ownby, 2003; Villalobos et
al., 2007), bem como a liberagdo de Ca?* das reservas intracelulares (Johnson e Ownby, 1994).
Assim, 0 aumento da concentragio de Ca?" sarcoplasmatico gera uma série de eventos, tais
como contratura muscular (Rodrigues-Simioni et al., 1983), hipercontracdo de miofilamentos,
danos mitocondriais e ativacdo de proteases e fosfolipases dependentes de Ca?* (Gutiérrez e
Lomonte, 1995; Ownby et al., 1999), que ampliam o processo de lesdo muscular (Gutiérrez e
Ownby, 2003; Montecucco et al., 2008). Por fim, a ATP liberada pelo sarcolema lesado
difunde-se para locais distantes da les&o inicial e ativa receptores purinérgicos P>x na fibra
muscular, aumentando a condutancia para os fons K*, Na* e Ca?* (Burnstock, 2007; Di Virgilio,
2007; Abbracchio et al., 2009; Cintra-Francischinelli et al., 2010). O fluxo destes ions causa
despolarizacdo e amplifica o processo de lesdo muscular em regides afastadas do ponto de

interacdo da toxina com o sarcolema.
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Conforme ja afirmado, a analise dos dados disponiveis na literatura levou a hipdtese de
que a desestabilizacdo de membrana também desempenharia ac¢do crucial no estabelecimento
da paralisia muscular in vitro promovido pelas fosfolipases A2 homologas dos venenos ofidicos
(Gallacci e Cavalcante, 2010). No entanto, € essencial ressaltar que o processo de transmissao
neuromuscular envolve uma série de eventos elétrico-quimicos que resultam na contracdo
muscular. Como detalhado no trabalho de revisdo citado (Gallacci e Cavalcante, 2010), a
despolarizacdo da terminacdo nervosa motora, pelo potencial de acdo, promove a abertura de
canais de Ca?* voltagem-dependentes e o influxo deste fon para seu meio intracelular. A
concentracdo elevada deste ion no citoplasma procede a liberacdo exocitética de acetilcolina.
Esse neurotransmissor se difunde pela fenda sinaptica (entre a terminagdo nervosa e a fibra
muscular), interagindo com receptores nicotinicos presentes na regido da placa motora da fibra
muscular. Assim, é gerada uma despolarizacdo desta regido, denominada potencial de placa
terminal. Este potencial se difunde para regides adjacentes a placa motora. A ativacao de canais
de Na* voltagem-dependentes nestas regifes deflagra o potencial de acdo muscular, liberando
fons Ca?* do reticulo sarcoplasmatico e, assim, inicia o0 processo de contragdo muscular.

Levando isso em consideracdo, a ampliacdo do processo das lesdes em regides distantes
auxilia no estabelecimento da paralisia muscular pela disfuncdo das fibras afetadas, porém
outros fatores podem influenciar no bloqueio neuromuscular in vitro exercido pela toxina.
Assim, foi proposto que a entrada de ions Na* em direcdo ao meio intracelular provocaria a
despolarizacdo persistente da fibra muscular e, consequentemente, a inativacdo dos canais de
Na* voltagem-dependentes (Gallacci e Cavalcante, 2010). Portanto, seriam criadas areas de
inexcitabilidade no sarcolema, tornando-o incapaz de gerar e propagar os potenciais de acéo
necessarios a contracao da fibra muscular (Gallacci e Cavalcante, 2010). Ainda, o efluxo de
fons K* oriundos da fibra lesada poderia promover a despolarizacdo parcial da terminacéo
nervosa motora e, assim, reduzir a liberacdo de acetilcolina, uma vez que os potenciais de a¢do
entdo gerados apresentam menor magnitude (Bowman e Rand, 1980; Gallacci e Cavalcante,
2010; Correia de Sa et al., 2013). Esse decréscimo na liberacdo no neurotransmissor tambem
poderia ocorrer pelo excesso de ATP liberada das fibras lesadas (Correia de Sa et al., 2013),
por acdo direta (Giniatullin e Sokolova, 1998; Salgado et al., 2000) e indireta (Ribeiro e Walker,
1975; Correia de S et al., 1996; Silinsky et al., 1999; Noronha Matos et al., 2011) sobre os
receptores purinérgicos P2 e P1, respectivamente. Em suma, a atividade das fosfolipases Az

sobre a terminacdo nervosa e fibras musculares devem reduzir a margem de seguranca da
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transmissdo neuromuscular e, consequentemente, contribui para o desenvolvimento da paralisia

muscular in vitro (Fig. 32).
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Fig. 32 — Transmissdo neuromuscular na vigéncia das fosfolipases A, homdlogas. (1) Desestabilizag8o estrutural
do sarcolema pela toxina. (2) Colapso dos gradientes idnicos e despolarizacdo do sarcolema e da terminacéao
nervosa, devido ao re-equilibrio dos gradientes de Na* e K*. (3) Inativacdo dos canais de Na* voltagem-
dependentes e criacdo de areas de inexcitabilidade elétrica. (4) Incidéncia do impulso nervoso na terminagdo
despolarizada. (5) ATP liberada da fibra interage com os receptores purinérgicos inibitérios. (6) Diminui¢do da
liberacdo de acetilcolina. (7) Diminuicdo do potencial de placa (PPT). (8) ATP liberado da fibra interage com
receptores Pax. (9) Aumento da concentracéo citoplasmatica de Ca®* pelo evento 8 e pelo influxo desse fon pelo

sarcolema lesado, com consequente ampliacéo da lesdo muscular. Adaptado de Gallacci e Cavalcante, 2010.

Uma vez abordado os possiveis determinantes estruturais das atividades farmacoldgicas
expostas até entdo, buscou-se aprimorar o conhecimento acerca do tema. Com este intuito, a
relacdo entre os efeitos miotdxico e paralisante in vitro das fosfolipases A2 homologas foi
avaliada pela interacdo da BthTX-1 (um exemplar das fosfolipases A2 homoélogas de veneno
ofidico) e derivados do acido cindmico (possiveis neutralizadores destas proteinas de origem
vegetal). No entanto, anteriormente aos estudos de interacao entre toxina e compostos vegetais,
foram realizados o isolamento da toxina de seu veneno bruto e breves estudos acerca de seu

comportamento em solucgéo e atividade nos sitios farmacoldgicos de interesse.
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2. lIsolamento/purificagio da BthTX-I a partir do veneno bruto

As fosfolipases A2 (EC 3.1.1.4) sdo proteinas particularmente abundantes e difundidas
nos venenos de serpentes (Gutiérrez e Ownby, 2003; Lomonte et al, 2003; Gallacci e
Cavalcante, 2010). Assim, é imprescindivel possuir o conhecimento da identidade da proteina,
bem como de suas possiveis varia¢des e contaminagdes, antes da realizacdo dos ensaios para
avaliacdo da relagéo estrutura/atividade da toxina-alvo.

A proteina-alvo do presente estudo, a BthTX-I, foi isolada do veneno bruto de Bothrops
jararacussu pela primeira vez por Homsi-Brandeburgo et al. (1988), em um estudo em que foi
avaliado o potencial miotdxico desta toxina e desvendada a identidade dos residuos iniciais de
sua regido N-terminal. A identidade completa desta toxina foi divulgada anos mais tarde por
Cintra et al. (1993), corroborando a presenca da mutacdo natural Asp49Lys e os efeitos
miotdxicos promovidos por um mecanismo ndo-catalitico.

A partir dos estudos primordiais com a BthTX-I, surgiram diversos outros trabalhos com
esta toxina, avaliando outras propriedades farmacoldgicas (Heluany et al., 1992; Landucci et
al., 1998; Gebrim et al., 2009; Correia de Sa et al., 2013; Ayres et al., 2015). A obtencdo da
BthTX-I para estes estudos seguiu 0 método de isolamento de Homsi-Brandeburgo et al. (1988),
com sutis modifica¢des técnicas empregadas no isolamento desta e outras proteinas fosfolipases
A> homdlogas (Cintra et al., 1993; Spencer et al., 1998; Andrido-Escarso et al., 2000; Bonfim
et al., 2001; Barbosa et al., 2005). Esses métodos foram reproduzidos neste estudo, porém o
grau de pureza alcancado através destes protocolos foi aquém do esperado, uma vez que o teste
de pureza por cromatografia de fase reversa apresentou uma fracdo predominante
acompanhada, em menor expressdo, de pelos menos quatro entidades desconhecidas (Fig. 7).
Deste modo, a utilizagdo destes métodos de purificacdo foi questionada no presente estudo, uma
vez que tais entidades contaminantes poderiam influenciar nos ensaios realizados ainda que
presentes em menor concentracao (Mora-Obando et al., 2014).

Nos trabalhos de purificacdo do veneno da B. jararacussu esta amplamente difundido a
utilizacdo, em cromatografia de troca ionica, de fase movel com valores de pH (7,8-8,0)
relativamente préximos ao ponto isoelétrico (pl) da proteina a ser purificada (8,2, para BthTX-
I) (Homsi-Brandeburgo et al., 1988). Isto, possivelmente, pode influenciar na separacdo da
BthTX-1 de outros componentes do veneno. Os contaminantes obtidos no presente estudo
poderiam ser isoformas da BthTX-1, apesar de ndo haver relatos para mais de uma isoforma
desta toxina (dos Santos et al., 2008), como podemos observar para a BthTX-11 (Ponce-Soto et

al., 2006) ou, em maior frequéncia, para a CB encontrada em espécies de serpentes do género

72



Discusssgo

Crotalus (Faure et al., 1994; Marchi-Salvador et al., 2008; Pereafiez et al., 2009). Além disso,
concluiu-se que havia etapas em demasia para o isolamento e confericdo de pureza (Fig. 4-7 e
9-11), bem como a necessidade de outras etapas para purificacdo de diferentes miotoxinas da
mesma amostra de veneno bruto. Deste modo, os métodos de purificacdo de fosfolipases A>
foram otimizados as necessidades de um grau maior de pureza, diminuicdo de etapas e
isolamento de um ndmero maior de toxinas. Com o protocolo desenvolvido no presente estudo,
a BthTX-1 e outras toxinas de mesmo tamanho molecular foram isoladas do restante do veneno

bruto e seus respectivos niveis de pureza foram avaliados junto ao processo de separacéao.

73



Discusssgo

3. Comportamento da BthTX-I em solugdo e em preparacdes frénico-diafragma de
camundongo

Diversas fosfolipases A2 homologas foram observadas em dimeros em solugéo através
de técnicas eletroforéticas e espectroscopicas (Arni et al., 1995; da Silva-Giotto et al., 1998;
Murakami et al., 2007). Contudo, em algumas situacfes essas proteinas comportam-se de modo
diferente em solucéo, apresentando outras conformagdes oligoméricas (Salvador et al., 2013).
No que diz respeito a BthTX-I, seu comportamento oligomérico foi previamente avaliado na
conformacdo dimérica pela técnica de espalhamento de raios-X a baixo angulo (Murakami et
al., 2007), corroborando os dados cristalograficos para a mesma toxina (Fernandes et al., 2010).

No presente estudo, para avaliar as melhores condi¢des para solubilizagcdo da BthTX-I
para os testes cristalograficos, estudou-se indiretamente o estado oligomérico desta toxina em
solucdo por meio das técnicas de espalhamento de luz dindmico. Assim, verificou-se que tal
estado era alterado conforme o controle salino e do potencial hidrogenionico (pH) do meio
(Tab. 2-4). A BthTX-I exibiu comportamento dimérico préximo ao pH fisiolégico (Tab. 3),
confirmando os dados para esta toxina e outras proteinas fosfolipases A2 homdlogas (Arni et
al., 1995; da Silva-Giotto et al., 1998; Murakami et al., 2007; Fernandes et al., 2010). Do mesmo
modo, os resultados obtidos em meio acido (Tab. 2) ratificaram os experimentos que
demonstravam a possibilidade de dissociacdo dos dimeros por manipula¢do do pH do meio (de
Oliveira et al., 2001).

Com a intencdo de avaliar as etapas de purificacdo realizadas no presente estudo, pela
afericdo do tamanho molecular das proteinas isoladas em cada etapa cromatografica, foi
empregada a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida. Nesse contexto, foi possivel
observar o comportamento e estabilidade da BthTX-1 em diferentes solugcfes (desnaturantes,
redutoras e ndo-redutoras) e condicdes (temperatura ambiente ou sob aquecimento). Deste
modo, foi possivel observar a manutencéo dessa toxina em dimeros em tratamento nao-redutor
como revisado previamente (Arni et al., 1995; Murakami et al., 2007), bem como sua ampla
estabilidade apesar de seu pré-tratamento sob aquecimento.

Em concordéncia aos estudos com fosfolipases A2 homologas de venenos de serpente
(Cavalcante et al., 2007; dos Santos et al., 2011; Fernandes et al., 2015), observou-se no
presente estudo que a BthTX-I induziu decréscimo (89,8%) da amplitude das contracGes
evocadas indiretamente em preparacdes frénico-diafragma de camundongo. Este efeito esteve
acompanhado de lesGes em cerca de 60,5% das fibras musculares. A ocorréncia de ambos 0s

efeitos em concomitancia foi previamente descrita para esta e outras fosfolipases A2 homdélogas

74



Discusssgo

(Cavalcante et al., 2007; dos Santos et al., 2011; Fernandes et al., 2015). Em adi¢do, 0s
experimentos miograficos e morfoldgicos foram realizados em pH fisioldgico (ligeiramente
alcalino, pH 7,4), evidenciando a relevancia da conformacdo dimérica da BthTX-I para o

desenvolvimento de suas atividades farmacoldgicas avaliadas.
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4. ImplicagOes da interacéo entre a BthTX-1 e 0 4cido chicorico

O écido chicérico € um composto vegetal fenolico derivado do &cido caféico e acido
tartarico, isolado pela primeira vez a partir das folhas de Cichorium intybus (Scarpati e Oriente,
1958). Apds sua descoberta, tal composto ja foi encontrado em plantas de 13 ordens diferentes,
em maior frequéncia em espécies da familia Asteraceae (Lee e Scagel, 2013). Além disso,
diversas propriedades foram relacionadas ao acido chicorico, através de estudos contra
obesidade (Xiao et al., 2013), diabetes (Tousch et al., 2008; Schlernitzauer et al., 2013),
envelhecimento (Schlernitzauer et al., 2013), cancer (Tsai et al., 2012), infec¢des virais (King
e Robinson Jr., 1998; Charvat et al., 2006; Queffélec et al., 2008; Zhang et al., 2014), estresse
oxidativo e inflamagéo (Park et al., 2011; Jiang et al., 2014).

No presente estudo, foram realizados os primeiros testes do acido chicérico frente aos
efeitos toxicos de um componente de veneno ofidico. De tal modo, este composto neutralizou
completamente (100%) o bloqueio das contragcfes indiretas promovido pela BthTX-I, bem
como inibiu 99,2% das lesbes causadas pelo tratamento com esta toxina. Vale ressaltar que néo
foi verificada diferenca significativa entre os grupos da interacédo toxina/inibidor e Controle em
ambos o0s ensaios. Além disso, 0 composto vegetal administrado isoladamente néo interferiu na
resposta do tratamento, uma vez que ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo
Controle.

A partir dos resultados observados nos ensaios miograficos, buscou-se o entendimento
sobre os mecanismos envolvidos na inibicdo da BthTX-1 pelo cido chicérico, por meio de
estudos cristalograficos. Deste modo, foram coletados dados de difracdo de raios X de um
monocristal do complexo BthTX-I/AC, cuja estrutura tridimensional resolvida mostra a toxina
disposta na forma dimérica em interacdo com uma molécula do inibidor. Embora os trabalhos
estruturais contemporaneos das fosfolipases Az ofidicas disponham suas estruturas diméricas
em uma conformacdo alternativa (dos Santos et al., 2009B, 2011; Fernandes et al., 2010, 2013,
2015), a estrutura elucidada da BthTX-1/AC foi representada na conformacao convencional (da
Silva Giotto et al., 1998; Ward et al., 1998), da mesma forma que eram apresentadas nos estudos
anteriores a proposta dos dimeros atuais (Fig. 33). No dimero alternativo, o &cido chicérico
apresenta menos interagdes com a BthTX-I, resultando em regides livres expostas ao solvente
(Fig. 34). Enquanto isso, na conformacdo convencional, o inibidor apresenta um numero maior

de interacGes com a toxina, mantendo-se estavel em comparacdo ao dimero alternativo.
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I Dimero Convencional
. Dimero Alternativo

Fig. 33 — Representacdo tetramérica do complexo BthTX-I/AC. Em evidéncia, os dimeros convencional e

alternativo.
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Fig. 34 - Interagdes entre o acido chicorico e as duas conformacfes diméricas da BthTX-1. Os residuos marcados
em azul representam as interacGes do inibidor com o dimero alternativo. Os residuos marcados em vermelho
representam as interagdes do inibidor com o dimero convencional. Os residuos evidenciados em verde representam
as interagdes do inibidor com ambas as conformacfes diméricas. Desenvolvida no software LigPlot (Wallace et

al., 1995).
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Existem evidéncias de que a BthTX-1 em solucdo apresenta melhor ajuste de seu
envelope proteico pela conformacdo alternativa (Murakami et al., 2007), bem como tal
conformacdo apresentar maior area de interface e melhores valores de energia livre para as
interfaces hidrofébicas (dos Santos et al., 2009B; Fernandes et al., 2010, 2013). De acordo com
as hipdteses recentemente propostas, as miotoxinas botrdpicas devem se apresentar na
conformacdo dimérica alternativa e em sua forma ativa para promover sua atividade
desestabilizadora de membranas (dos Santos et al., 2009B; Gallacci e Cavalcante, 2010;
Fernandes et al., 2014). Esta forma pode ser observada pela “ativagdo alostérica” da toxina ao
interagir com alguma molécula em seu canal hidrofobico, tal como acidos graxos ou moléculas
de polietileno glicol (Fernandes et al., 2014). Apesar de presente na condi¢do de cristalizacdo
do complexo BthTX-I/AC, nao foram encontradas moléculas de PEG 4000 interagindo com o
canal hidrofébico da proteina. E, observando o complexo na conformacdo dimérica alternativa
por operagdo de simetria da rede cristalina, o acido chicorico bloqueia a entrada do canal
hidrofobico (Fig. 35), de forma semelhante ao realizado pelo acido rosmarinico junto a PrTX-I

isolada do veneno de Bothrops pirajai (dos Santos et al., 2011).

Fig. 35 — Sobreposicdo das estruturas dos complexos PrTX-I/acido rosmarinico (PDB 3QNL) (em azul) e do

complexo BthTX-I/AC (em verde) na conformagdo dimérica alternativa.
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A despeito das recentes evidéncias e hipoteses acerca da estrutura das fosfolipases Az
homologas, foi observado o dimero convencional na unidade assimeétrica da estrutura
cristalografica do complexo BthTX-1/AC. Deste modo, a formacdo de um dimero sem teorica
atividade bioldgica pode resultar na inibicdo das atividades miotoxica e paralisante in vitro da
BthTX-I. No entanto, foi possivel observar quatro moléculas de BthTX-I na cela unitaria da
estrutura do complexo (Fig. 36). Levando-se isso em consideracdo, aliando os dados
cristalogréficos obtidos, as informacGes sobre o dimero em solucéo, os resultados dos ensaios
miograficos e morfoldgicos, bem como a instabilidade da solucéo toxina/inibidor observada
nos testes estruturais e funcionais, a neutralizacdo do bloqueio neuromuscular pode ser
consequéncia da formacdo de um complexo tetramérico em solucéao (Fig. 36). Neste modelo, 0
acido chicorico realiza interacGes de carater hidrofébico com todos os monémeros da toxina
(Fig. 37). Deste modo, o &cido chicorico estabiliza dois dimeros alternativos, com resultante

formacdo do complexo tetramérico (Fig. 33 e 36).

Fig. 36 — Representacdo tetramérica do complexo BthTX-I/AC. Residuos do MDoS (responsaveis pela ancoragem

a membrana) (em vermelho) e residuos do MDiS (responsaveis pelo desarranjo da membrana (em azul).
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Fig. 37 - InteragBes entre os residuos de aminoacidos dos mondmeros da BthTX-I (em tetrdmero) e o acido

chicorico. Desenvolvida no software LigPlot (Wallace et al., 1995).

Portanto, na hipotese da formacao deste complexo tetramérico em solucdo, inicialmente
ocorre a interacdo do acido chicorico na regido da entrada do canal hidrofobico do dimero
alternativo livre em solugdo, de forma analoga ao &cido rosmarinico (dos Santos et al., 2011).
Todavia, o inibidor ndo permanece completamente estavel junto a esta conformacdo dimérica
da toxina, pois expBe ao solvente parte de sua estrutura, com inclusdo da porcéo catecol do
inibidor, um grupamento altamente reativo dos compostos hidroxicinamicos (Razzaghi-Asl et
al., 2013; Sgrensen et al., 2014). Por fim, essa porcao reativa do inibidor inicia interagdes fisico-
quimicas com a aproximacao de outro dimero alternativo. Deste modo, o tetramero formado
pela estabilizacdo do inibidor parcialmente exposto seria incapaz de promover os efeitos
toxicos, uma vez que seus respectivos sitios de aproximagdo a membrana (MDoS) foram
impossibilitados de alinhar-se devidamente (Fig. 36).

Essa proposta de novo método de inibicdo das fosfolipases A2 homdélogas promovido
pelo acido chicorico ndo constitui uma forma totalmente inovadora, uma vez que foi

recentemente observado pela interagcdo entre a suramina e a MjTX-I1 (Salvador et al., 2015). O
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acido chicdrico, do mesmo modo que a suramina, interagiu com regides da proteina de grande
relevancia para a atividade desestabilizadora de membranas, induzindo sua oligomerizagdo com

resultante perda de tal atividade (Fig. 38).

Fig. 38 — Estruturas tetraméricas dos complexos BthT X-I/AC e MjTX-Il/suramina (PDB 4YV5). (A) BthTX-I/AC.
(B) MjTX-Il/suramina. (C) Sobreposicdo das estruturas dos complexos MjTX-Il/suramina (em cinza) e do
complexo BthTX-1/AC (em verde).

A partir dos dados calorimétricos, porém, foi estimada a relacdo entre 1 molécula
dimérica da BthTX-1 e 1,458 molécula do é&cido chicérico, considerando-se que as
concentragfes de ambos permaneceram invaridveis no decorrer dos ensaios (i.e., sem a
ocorréncia de precipitacdo da toxina e/ou inibidor). Assim, os valores ndo inteiros observados
na estequiometria de interacdo estdo relacionados a concentragcdes reais das substancias
diferentes das mensuradas inicialmente para os ensaios realizados (Freyer e Lewis, 2008). Esse
fato frequentemente ocorre, uma vez que tais concentragbes sdo determinadas
espectrofotometricamente ou por determinagdo da massa (em balangas analiticas,
preferencialmente) e diluicbes da mesma, gerando imprecisdes dos valores obtidos. Deste
modo, a concentracdo da solu¢do do acido chicorico foi ajustada, com resultante relacéo
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estequiométrica de 1:1, pois equivocos na determinacgdo da concentracdo fidedigna do titulante
distorcem a mensuragéo da variagdo da entalpia (Freyer e Lewis, 2008). A solugéo inicial do
acido chicorico foi selecionada para sofrer ajuste em sua concentracdo, pois a mesma esteve
sujeita a maiores imprecisdes experimentais, tais como o fato de sua massa ser determinada por
pesagem, sofrer diluigOes posteriormente, bem como apresentar solubilidade menor ao solvente
utilizado em relacdo a espécie titulada (BthTX-I). Com base nos ajustes propostos e com a linha
de base subtraida, foi verificada que a interacdo entre BthTX-l e acido chicorico €
entalpicamente favoravel, caracterizada como uma reagao exotérmica (AH < 0). Pelo fato das
interacOes entre as espéecies ser de natureza hidrofobica (Fig. 16), a variacdo de entalpia foi
modesta (AH =-5,93 £ 0,18 kcal/mol). Além disso, a interacdo foi entropicamente impulsionada
(-T.AS =-0,90 kcal/mol), sugerindo a ligacéo do acido chicdrico a proteina em um evento Unico,
sendo a variacdo de entropia relacionada majoritariamente a entropia de solvatacdo (Leavitt e
Freire, 2001) da liberacdo/deslocamento de moléculas de &4gua na regido de interacdo entre
toxina e composto vegetal. Ao considerar 0 modelo dimérico da BthTX-1 em solu¢do na
conformacao alternativa (Murakami et al., 2007; dos Santos et al., 2009B; Fernandes et al.,
2010, 2013), a variacdo da entropia também estaria relacionada a entropia conformacional
(Leavitt e Freire, 2001), pois a molécula do &cido chicérico apresentaria uma de suas
extremidades livre a solu¢do, com incremento de seu grau de liberdade e, consequentemente de
sua vibracdo. Pelo modelo cristalogréfico, corrobora-se esta afirmacéo, uma vez que os atomos
da referida regido apresentaram fator B maior em relacdo ao restante da molécula, bem como
aos residuos de aminoacidos da toxina.

Apesar das observacOes calorimétricas ndo favorecerem a hipétese da formacdo em
solucdo de tetrameros (ou complexos de maior ordem) da BthTX-l na presenca de acido
chicorico, ndo se exclui tal possibilidade. A técnica calorimétrica sugeriu o evento da formacéo
do complexo BthTX-I/AC decorrente de sua parcela soltvel. Contudo, ela ndo explana a
precipitacdo e/ou formacdo de agregados tempo-dependente dessas espécies ap0s promover a
pré-incubacdo dos mesmos. Esse evento foi observado anteriormente aos ensaios
cristalograficos e miograficos, bem como nas tentativas de experimentos de espalhamento de
luz dindmico e de raios X a baixo &ngulo com a interagdo da BthTX-1 e AC. Deste modo, €
possivel que ambos complexos (dimeros e tetrdmeros) coexistam em solugdo, bem como

elementos de maior ordem e menor estabilidade.
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5. Implicagdes da interacdo entre a BthTX-1 e o &cido caftarico

O 4cido caftarico € um composto derivado do &cido caféico e &cido tartarico,
extensivamente analisado a partir de diferentes variedades de uvas (género Viti) e seus vinhos
(Vanzo et al., 2007; Blanco et al., 1998). Este composto analogo ao acido chicérico pode ser
obtido a partir de outras espécies vegetais, principalmente através de plantas do género
Echinacea (Pellati et al., 2005). Recentemente, diversas propriedades foram credenciadas ao
acido caftarico, demonstrando este composto potencialmente util contra fatores mutagénicos
(Zhang et al., 2011) e carcinogénicos (Arimoto-Kobayashi et al., 2013), faléncia hepatica
(Koriem e Soliman, 2014), efeitos toxicos de proteases (Silhéar et al., 2010), oxidacdo (Pellati
et al., 2004; Giordo et al., 2013; Koriem e Soliman, 2014) e inflamac&o (Arimoto-Kobayashi et
al., 2013). Ainda, o acido caftarico pode estar envolvido no melhoramento da memaria espacial
através da modulacdo na sinalizacdo do hipocampo e expressdo proteica do cértex cerebral
(Corona et al., 2013).

Da mesma forma como realizado para o acido chicérico, foram realizados 0s primeiros
testes do &cido caftarico frente aos efeitos toxicos de um componente de veneno ofidico. Assim
este composto reduziu em 91,6% o bloqueio das contragdes indiretas promovida pela BthTX-I,
assim como em 95,1% as lesdes musculares oriundas do tratamento com esta toxina. Igualmente
ao tratamento com o acido chicérico, o acido caftarico apresentou tais percentuais de inibicao
sem apresentar diferenca significativa entre os grupos da interac@o toxina/inibidor e Controle.
Embora o acido caftarico apresente atividade anticolinesterasica (Szwajgier, 2013), a inibicao
da paralisia muscular provavelmente ndo esta relacionada a esta acdo, pois este composto tem
a mesma capacidade do &cido rosmarinico para esta atividade, o qual fora avaliado no mesmo
modelo experimental (dos Santos et al., 2011). O fato do &cido caftarico, administrado
isoladamente, ndo proporcionar alteracfes significativas na amplitude das contracdes
musculares corrobora tal suposicao.

A investigacdo dos componentes estruturais envolvidos na inibigdo das atividades
farmacologicas observadas foi impossibilitada pela auséncia de estruturas cristalograficas do
complexo formado por BthTX-I e acido caftarico. Entretanto, é possivel que 0 mecanismo de
inibicdo desse composto seja semelhante ao efetuado pelo &cido chicérico, pela semelhanca de
suas estruturas quimicas e pelos resultados obtidos no presente estudo. Ou, ainda, observar nesta
relacdo toxina/inibidor o impedimento do acesso ao canal hidrofébico da proteina, como

realizado pelo acido rosmarinico (dos Santos et al., 2011).
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6. Implicacfes da interacdo entre a BthTX-I e o &cido clorogénico

A primeira alusdo ao &cido clorogénico, provavelmente, foi realizada por Robiquet e
Boutron (1837) através do estudo dos polifendis encontrados no café. Entretanto, tal
denominacao foi utilizada inicialmente por Payen (1846A, 1846B) em descri¢des de uma fracao
isolada de grdos de café verde. VVéarias décadas depois, Fisher e Dangschat (1932) demonstraram
que o principal componente desta fragdo era um composto conjugado pelo &cido caféico e acido
quinico. Contudo, os acidos clorogénicos sdo classicamente referidos aos ésteres formados
entre diferentes &cidos trans-cindmicos e acido quinico (Clifford, 1999).

O é&cido clorogénico apresenta diversas atividades bioldgicas, incluindo antagonismo
aos efeitos toxicos da fosfolipase A, de Crotalus durissus terrificus (Toyama et al., 2014).
Informacdes geradas por modelagem in silico sugeriram a interacdo deste composto com a
regido do sitio ativo da toxina de Daboia russelii (Viperinae) (Nirmal et al., 2008). Além disso,
esse composto pode estar envolvido na inibicdo da paralisia muscular in vitro promovida pelo
veneno de Bothrops jararacussu, pois 0 extrato vegetal utilizado em interacdo ao veneno
contém, principalmente, os compostos quercetina e acido clorogénico (Tribuiani et al., 2014).
No presente estudo, porém, o acido clorogénico proporcionou protecdo parcial do blogqueio
neuromuscular in vitro (40,0%) e das lesdes musculares (70,6%) causados pela BthTX-I. A
protecdo foi caracterizada como parcial, uma vez que o grupo da interacdo entre a toxina e o
composto vegetal apresentou diferencas significativas das amplitudes das contragdes indiretas
e do indice de lesdo muscular com o grupo Controle e o grupo tratado com a BthTX-I
isoladamente.

Apesar do estudo realizado por Tribuiani et al. (2014) expor as preparacOes a diferentes
miotoxinas de forma atrelada, a melhor eficiéncia da neutralizacéo da paralisia em comparagédo
ao presente estudo pode ser esclarecida pelas concentracdes de inibidor e extrato utilizadas.
Enquanto foi empregada a relacdo 1:10 (p/p, toxina/ligante) no presente estudo, Tribuiani et al.
(2014) observaram a neutralizacdo da paralisia ao utilizar a propor¢cdo 1:25 (p/p,
veneno/extrato). Alem disso, o extrato vegetal utilizado também era constituido por quercetina,
cujos efeitos provavelmente influenciaram na neutralizacdo da paralisia. Este composto
apresenta relatos de inibigdo de fosfolipases Az (Lindahl e Tagesson, 1993; Chiou et al., 2012),
provavelmente devido a sua interacdo com membranas e a modificagdo da forma de interacdo
entre fosfolipase A: e tais membranas (Chiou et al., 2012). Deste modo, a melhor eficacia obtida
com o extrato vegetal provavelmente esta relacionada as concentracfes elevadas do mesmo,

bem como ao sinergismo entre seus componentes.
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A investigacdo dos componentes estruturais envolvidos na inibicdo das atividades
farmacoldgicas observadas também foi impossibilitada pela auséncia de estruturas
cristalogréaficas do complexo formado por BthTX-I e &cido clorogénico. Além disso, em
comparacdo aos resultados de protecao dos efeitos miotdxico e paralisante in vitro oferecidos
pelo &cido chicdrico e &cido rosmarinico (dos Santos et al., 2011), especula-se que a regido de
interacdo da BthTX-1 com o &cido clorogénico nédo esteja relacionada com o canal hidrofébico

da proteina.

7. Auséncia de interacdo entre a BthTX-I e os derivados cindmicos ndo-esterificados
Os compostos vegetais acido trans-cindmico, acido p-cumarico e acido trans-ferdlico
apresentaram previamente reduzida acdo contra o efeito hemorragico provocada pelo veneno
de Protobothrops flavoviridis (Aung et al., 2011). Esses compostos cinamicos ndo-esterificados
foram submetidos aos ensaios cristalografico e calorimétrico no presente estudo. Contudo, tais
compostos ndo foram encontrados presentes nas estruturas tridimensionais elucidadas. Em
solucdo, por calorimetria, a interacdo entre a BthTX-I e esses compostos ndo ocorreu nas
condicdes experimentais testadas. Além disso, os experimentos miograficos e morfoldgicos ndo
foram realizados pela impossibilidade de solubiliza-los em meio inerte as preparacdes frénico-
diafragma de camundongo. Em suma, no presente estudo, nao foi possivel avaliar o potencial

antiofidico desses compostos vegetais com os métodos empregados.
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A partir do exposto no presente estudo, é possivel pontuar algumas consideracgdes acerca
do trabalho:

= O novo protocolo de isolamento da BthTX-1 apresentou-se satisfatorio pela diminuigéo
da quantidade de etapas necessarias, pelo grau de pureza atingido, pela melhora na
qualidade dos cristais obtidos, bem como pela conservacdo das caracteristicas fisico-

quimicas e farmacoldgicas da proteina isolada.

= O 4cido chicorico e o &cido caftarico sdo potenciais agentes neutralizadores de
fosfolipases A2 homologas de veneno ofidico.

= O &cido chicdrico é uma importante ferramenta farmacoldgica para o estudo da relagédo
estrutura/atividade das fosfolipases A> homoélogas de veneno ofidico ao indicar a
possibilidade de oligomerizagdo como modo de inibi¢do da BthTX-I.

= O &cido caftarico e acido clorogénico apresentam grande potencial como importantes
ferramentas farmacolégicas para o estudo da relacdo estrutura/atividade das fosfolipases
Az homdlogas de veneno ofidico.

= Cinamatos nao-esterificados, ou de caracteristicas lipossollveis, devem ser repensados

como ferramenta farmacoldgica, de acordo com as limitacGes técnicas do método a ser

utilizado.
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