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Estudos estruturais de complexos entre fosfolipases A, homologas isoladas

do veneno de Bothrops moojeni e inibidores da atividade miotoxica

Serpentes do género Bothrops representam cerca de 90% dos acidentes ofidicos que ocorrem
no Brasil. Um componentes presente em venenos de serpentes sao as fosfolipases A, (PLA3s),
que podem apresentar diversas atividades bioldgicas. Diversos estudos com PLAjs e PLAjs-
homologas de venenos de serpentes buscam melhor compreender o mecanismo da acdo
miotoxica, sugerindo diferentes sitios de agdao. Neste trabalho, sdo apresentados estudos com
PLA;s-homodlogas do veneno de Bothrops moojeni, conhecida popularmente como caigaca. A
miotoxina II (MjTX-II) foi estudada na forma nativa, complexada com &cidos graxos e os
inibidores acido rosmarinico e suramina, enquanto a miotoxina I (MjTX-I) foi estudada em
complexo com o ligante suramina. Para a obteng¢do dos dados, foram utilizadas diferentes
técnicas biofisicas como espalhamento dindmico de luz, calorimetria por titulacao isotérmica
e cristalografia de raios X. Estes estudos foram complementados com estudos funcionais por
técnicas miograficas e estudos computacionais por dindmica molecular realizados por outros
membros do Laboratorio de Biologia Molecular Estrutural. As estruturas cristalograficas da
MjTX-II nativa e complexada com acidos graxos revelaram particularidades para esta toxina,
como a independéncia da ligagdo de acidos graxos na estrutura para a sua ativagdo -
alinhamento dos residuos importantes para a atividade miotoxica. A estrutura da MjTX-II
com o acido rosmarinico revelou que o ligante interage com uma das regides relacionada com
a atividade miotoxica da toxina, o que possivelmente explica a inibi¢do da atividade
miotoxica da toxina por técnicas miograficas e estd de acordo com mecanismo previamente
proposto. Dados cristalograficos do complexo MjTX-II/suramina mostram que ha duas
moléculas inibidoras interagindo com os sitios relacionados a atividade miotdxica da proteina,
0 que auxilia na formag¢ao de um oligdmero induzido pela molécula inibidora corroborando
com outros experimentos biofisicos e funcionais. A estrutura cristalografica do complexo
MjTX-I/suramina foi obtida a alta resolu¢do, mostrando mudanga oligomérica da forma
tetramérica (nativa) para a forma dimérica, com a presenca do ligante entre os mondmeros,

corroborando com dados de calorimetria obtidos.

Palavras-chave: Venenos de serpentes; fosfolipases A, homologas; Bothrops moojeni;

inibidores da atividade miotdxica; cristalografia de raios X.



Structural studies of complex between phospholipases A, homologues

isolated from Bothrops moojeni venom and myotoxic activity inhibitors

Bothrops genus represents approximately 90% of the ophidian accidents that occur in Brazil.
One of the compounds of the venom is the phospholipases A, (PLA;s), which are proteins
with a wide range of biological activities. Several studies with PLA;s and PLA;-homologues
from snake venom were performed to better understanding the myotoxic mechanism,
suggesting different activity sites. This work presents studies with PLAj;s-homologues
isolated from Bothrops moojeni, known in Brazil as caicaca. The myotoxin II (MjTX-II) was
studied in native, complexes to fatty acids, rosmarinic acid and suramin inhibitors. Myotoxin I
(MjTX-I) was studied complexed to suramin. X-ray crystallography, dynamic light scattering
and isothermal titration calorimetry were used to characterize the protein and complexes.
Furthermore, functional studies by myographic techniques and computational studies using
molecular dynamics were performed by other members of the Laboratory. Crystallographic
structures of MjTX-II in native form and complexes to fatty acids reveals particularities for
these toxin, such as the independence of the fatty acids binding for myotoxic residues
alignment. The structure of MjTX-II complexed to rosmarinic acid showed that this ligand
interact to a of regions related to myotoxic activity of toxin, which probably explaining its
inbitory action demonstrated by myographic techniques and is according to previous
proposed mechanism. Crystallographic data of the MjTX-II/suramin complex shows two
inhibitor molecules interacting to toxin surface, inducing its oligomerization and
corroborating with other biophysical experiments. In contrast, MjTX-I/suramin complex
crystal structure displayed an oligomeric change from the tetrameric (native) to dimeric

structure.

Keywords: Snake venom; phospholipases A, homologue; Bothrops moojeni; myotoxic

activity inhibitor; X-ray crystallography
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Abreviaturas

AG: Acidos graxos compostos por diferentes quantidades de carbonos em sua cadeia
AR: Acido rosmarinico

BthTX-I: Bothropstoxina I, Lys49-PLA,; isolada do veneno de Bothrops jararacussu
CD: Dicroismo circular

DLS: Espalhamento de Luz Dindmico

ITC: Calorimetria de Titulagdo Isotérmica

Lys49-PLA;s: Fosfolipases A, miotoxicas sem atividade catalitica que possuem um residuo

de lisina na posi¢ao 49

MDiS: Sitio de desestabilizacdo da membrana (Membrane Disruption Site)
MDoS: Sitio de ancoragem a membrana (Membrane Docking Site)
MjTX-I: Miotoxina I, Lys49-PLA,; isolada do veneno de Bothrops moojeni
MjTX-II: Miotoxina II, Lys49-PLA,; isolada do veneno de Bothrops moojeni
PEG: Polietilenoglicol

PDB: Protein Data Bank

PLA,: Fosfolipases A,

PrTX-I: Piratoxina I, Lys49-PLA,; isolada do veneno de Bothrops pirajai
Ry: Raio Hidrodinamico

RMSD: Desvio da raiz quadratica média

SAXS: Espalhamento de raios X a baixo dngulo

SDS: Sodium dodecyl sulfate
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1.1. Acidentes ofidicos

Acidentes causados por animais peconhentos representam um importante
problema de satude publica, principalmente em areas rurais de paises da Asia, Africa e
América Latina. Geralmente, os acidentes causados por serpentes pegonhentas causam maior
nimero de mortes que outras doengas negligenciadas como a dengue hemorréagica, colera,
leishmaniose, esquistossomose e doenca de Chagas, despertando assim, a atencdo da
comunidade cientifica que ultimamente vem publicando trabalhos cientificos de alto impacto
nesta area e também levando Organizagao Mundial de Saude (OMS) a classificar os acidentes
ofidicos como uma doenga negligenciada (Kasturiratne et al., 2008; Williams et al., 2010).

Na América Latina, o género de serpente que causa o maior nimero de acidentes
ofidicos (cerca de 85%) ¢ o Bothrops (Gutierrez e Lomonte, 1995; Kasturiratne ef al., 2008;
De Oliveira, 2009), onde o principal efeito causado neste acidente ¢ a mionecrose, resultante
principalmente do sinergismo de diferentes componentes do veneno, incluindo
metaloproteases hemorrdgicas que induzem isquemia da area afetada e fosfolipases Aj
homologas miotoxicas, as quais promovem citotoxidade direta em células musculares
(Gutierrez et al., 2009). Este efeito local ndo ¢ eficientemente neutralizado pelos soros
antiofidicos disponiveis, podendo levar a perda permanente de tecido, amputacio e

deficiéncia fisica das vitimas (Otero et al., 2002; Lomonte ef al., 2003).

1.2. Fosfolipases A, e Fosfolipases A, homdélogas

Fosfolipases A, (PLA;s, E.C. 3.1.1.4) sdo enzimas célcio-dependentes que podem
participar de diversos processos fisiologicos, como o remodelamento de membranas,
mediagdo de processos inflamatorios e digestdo de fosfolipidios (Moreira et al., 2002; Soares
et al., 2004). Além disso, esta classe de proteinas pode ser encontrada de forma abundante em
venenos de artropodes (insetos) e répteis (lagartos e serpentes) (Arni e Ward, 1996; Ownby et
al., 1999). As PLA,s (incluindo as toxinas apresentadas neste trabalho) apresentam sete
pontes dissulfeto e também os seguintes elementos de estrutura secundaria: N-terminal com
hélice-a (h1), uma hélice curta, o loop de ligagao do ion célcio, duas hélices-a (h2 e h3), uma
folha f formada por duas fitas anti-paralelas (conhecidas também como f-wings) e o loop C-
terminal (Arni e Ward, 1996; Magro et al., 2009).

Além das PLA,, podem também estar presentes nos venenos de serpentes outras
proteinas com semelhangas estruturais em relagao as PLA,, porém cataliticamente inativas.

Estas proteinas conhecidas como PLAj;s-homologas ou PLA;-like apresentam mutacdes
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tipicas nos residuos da posicdo 49 (Lys49, Ser49 ou Arg49), sendo entdo conhecidas como
Lys49-PLA;s, Ser49-PLA;s ou Arg49-PLAjs. Em serpentes do género Bothrops, encontram-
se as Lys49-PLA;s, que sdo caracterizadas por serem cataliticamente inativas, pois a ligacao
do fon Ca™ no seu sitio ativo ¢ impedida por vérios fatores estruturais, como por exemplo as
mutacoes naturais dos residuos Asp49—Lys e Tyr28—Asn (Holland et al., 1990; Fernandes
et al., 2010). Estas toxinas possuem a estrutura terciaria semelhante as das PLA;s cataliticas,
porém suas diferentes fungdes podem estar associadas com a diferenca na conformacgao
oligomérica e sitios funcionais (Dos Santos et al., 2009; Dennis et al., 2011; Gutierrez et al.,
2013; Salvador, Fernandes, ef al., 2013; Fernandes et al., 2014).

Diferentes técnicas biofisicas demonstram que as Lys49-PLAj,s sdo proteinas
diméricas em solu¢do (Da Silva Giotto et al., 1998; Arni et al., 1999, Soares, Guerra-Sa, et
al., 2000; Murakami et al., 2007b; Fernandes et al., 2013; Salvador, Cavalcante, ef al., 2013),
porém, pode-se observar duas possibilidades de dimeros na rede cristalina destas toxinas, as
quais foram denominadas "dimero convencional" e "dimero alternativo" (Figura 1).
Inicialmente, a conforma¢do dimérica convencional era adotada para a resolu¢do destas
estruturas, porém, em 2005, Murakami e colaboradores apresentaram a estrutura
cristalografica da BaspTX-II (toxina isolada do veneno de B. asper) co-cristalizada com o
inibidor suramina, sendo que a configuragao dimérica alternativa apresenta ser o inico modo
em que o inibidor poderia interagir com os dois mondmeros sem ficar exposto ao solvente.
Além disso, as estruturas da PrTX-I (toxina isolada do veneno de B. pirajai) e BthTX-I
(toxina isolada do veneno de B. jararacussu) elucidadas por cristalografia na presenca de a-
tocoferol (vitamina E), também demonstraram que a interagdo entre o ligante e os dois
monodmeros da proteina era energeticamente mais favoravel quando estas se encontrava na
forma alternativa (Dos Santos et al., 2009). Em 2007, Murakami e colaboradores também
mostraram que a conformacdo alternativa ¢ mais bem ajustada ao envelope protéico obtido
por experimentos de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) com a toxina BthTX-I.
Além destes dados, a andlise para a melhor configuragdo oligomérica para Lys49-PLAjs
utilizando-se o programa online PDBe PISA (Krissinel e Henrick, 2007), indicou que a
conformagdo dimérica alternativa apresenta maior area de interface e valores de energia livre

mais favoraveis (Dos Santos et al., 2009; Fernandes et al., 2010).
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Dimero convencional

Dimero
alternativo

Figura 1: Duas possiveis conformagdes de dimeros na rede cristalina das Lys49-PLA,s. As regides em vermelho
representam as hélices-a, em amarelo as folhas B e os loops sdo representados em verde.

Algumas possiveis regides envolvidas no mecanismo miotoxico das Lys49-PLA;s
vem sendo destacadas por varios autores ao longo dos anos (Arni e Ward, 1996, Dos Santos
et al., 2009; Fernandes ef al., 2010; Fernandes et al., 2013; Fernandes et al., 2014), como por
exemplo, a regido C-terminal (chamado também anteriormente de sitio de ligacdo de heparina
- residuos 115-129), que estaria envolvida com o mecanismo miotdxico em colaboragdo com
aminoacidos de carater basico (lisinas e argininas) de outras regides da proteinas formando
um sitio de agdo cationico (Lomonte ef al., 1994; Kini, 2003).

Em 2009, dos Santos e colaboradores destacaram uma por¢ao basica na estrutura
das Lys49-PLA;s, que era composto por uma lisina do N-terminal (Lys20) e outros dois
residuos do C-terminal, sendo uma lisina (Lys115) e uma arginina (Argl18), onde esta regiao
foi denominada "sitio miotoxico". Foi observada a interacdo de ions sulfato nesta regido em
varias estruturas, onde estes ions se assemelham a cabecas de fosfolipideos (Bahnson, 2005),
propondo este local como o sitio de interacdo destas toxinas com a membrana. Porém, para o
alinhamento e correta posi¢cdo destes residuos para a acdo da toxina, estes mesmos autores
sugeriram que a toxina deveria estar na forma ativa, ou seja, a partir da entrada de um
substrato no canal hidrofobico da toxina e na conformagdo de "dimero alternativo"
(Murakami et al., 2007b; Dos Santos et al., 2009; Fernandes et al., 2014).

Posteriormente, Fernandes ¢ colaboradores em 2013 (Fernandes et al., 2013)
propuseram um complemento ao sitio miotoxico proposto em 2009. Nesta proposta, os
autores sugerem que a regido anteriormente chamada de "sitio miotdxico" seria a responsavel

pelo contato e ancoragem da toxina na membrana da célula muscular, passando entdo a
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denominar este sitio de “Membrane Docking Site — MDoS”, e também propondo a existéncia
de uma regido hidrofobica da toxina composta pelos residuos leucina (Leul21) e fenilalanina
(Phel25) que seria a responsavel pela ruptura da membrana, passando a denominar esta de
“Membrane disruption site — MDiS”.

No ano de 2014, Fernandes e colaboradores (Fernandes et al., 2014) propuseram
um mecanismo completo para a acdo das Lys49-PLAjs, composto por cinco passos: 1°
Entrada de um substrato (4cidos graxos e/ou estruturalmente, moléculas de PEG4000 — que
podem simular 4cidos graxos) no canal hidrofobico da toxina; 2° Ativacao alostérica da
proteina, alinhando os aminoacidos do MDoS e MDiS para a a¢do da toxina; 3° Ligacao da

toxina na membrana através do MDoS; 4° Penetragdo da toxina pelo MDiS; 5° Morte celular.

1.3. Moléculas inibidoras da mionecrose

A busca por inibidores para proteinas com atividade miotoxica (Lys49-PLA;s por
exemplo) tém sido muito intensa recentemente (De Oliveira et al., 2003; Murakami et al.,
2005; Ticli et al., 2005; Marcussi et al., 2007; Murakami et al., 2007a; Lomonte et al., 2009;
Dos Santos, Cardoso, et al., 2011; Salvador et al., 2015). O uso de plantas para fins
medicinais e terapéutico ja sdo validados cientificamente, pois varias plantas sdo usadas na
medicina popular e contribui para a descoberta de varias drogas, como a morfina (anestésico
alcaléide do 6pio) e a rutina (potente vasodilatador) (Calixto et al., 2000).

Sabe-se que varias espécies de plantas sdo usadas no tratamento contra
envenenamento ofidico por comunidades que nao possuem pronto acesso ao uso de soros
anti-ofidicos (Soares et al., 2005; Samy et al., 2008). Como exemplo, um composto que
demonstra atividade anti-ofidica ¢ o 4cido rosmarinico (AR — Figura 2A), que pode ser
isolado do alecrim (Rosmarinus officinalis), pertencente da familia Lamiaceae e da planta
erva baleeira (Cordia verbenacea), pertencente a familia Boraginaceae. Experimentos feitos
com a incubacdo do AR e toxinas isoladas de venenos de serpentes mostraram que este
composto pode possuir a propriedade de inibir a formagdo de edema e miotoxidade (Soares et
al., 2005; Ticli et al., 2005).

Outro composto que também pode ser usado no tratamento da mionecrose
causado por venenos de serpentes, ¢ a suramina (8,8-/carbonylbis [imino-3,1-
phenylenecarbonylimino (4-methyl-3, 1-phenylene) carbonylimino]] bis-1,3,5-
naphtalenetrisulfonic acid hexasodium salt) (Figura 2B). Este composto polisulfonado

sintético € altamente carregado negativamente e ja ¢ usado clinicamente no tratamento de
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doencas causadas por parasitas, como a Tripanossomiase Africana e Oncocercose (Burch e
Ashburn, 1951; Williamson e Desowitz, 1956; Cherry, 1960; Schneider, 1963; Murakami et
al., 2005). Alguns experimentos realizados com a suramina contra a a¢do de venenos de
serpentes, mostraram que este composto pode inibir o bloqueio neuromuscular causado por
neurotoxinas pré-sinapticas, como a crotoxina e f-bungarotoxina (Lin-Shiau e Lin, 1999) e

prevenir a necrose muscular (Arruda et al., 2002; De Oliveira et al., 2003).

A B
HO (@) OgSNHg C NHtso3
= 0] Q S0; QCH; CHg/Q/ 038
HO OH 0.8 NH B NH S0;
O OH . 7=°
@NH%}—NH
OH o}

Figura 2: Compostos inibidores da atividade miotoxica. A. Acido rosmarinico; B. Suramina.

Como estas moléculas auxiliam na inibicao das atividades bioldgicas das toxinas,
futuramente, podem ser usadas como complemento para a soroterapia convencional ja usada
em acidentes ofidicos (De Oliveira et al., 2003; Murakami et al., 2005; Ticli et al., 2005;
Marcussi et al., 2007; Murakami et al., 2007b; Lomonte ef al., 2009).

1.4. Bothrops moojeni e miotoxinas I e 11

Serpentes do género Bothrops sao representantes da subfamilia Crotalinae e sdo
de grande interesse cientifico, médico e social no Brasil, pois sdo responsaveis pela grande
maioria dos acidentes ofidicos que ocorrem no pais (Cardoso, 2003). Uma espécie
representante deste género ¢ a Bothrops moojeni a qual ¢ popularmente conhecida como
caicaca e pode medir 1,5 m, além de apresentar comportamento bastante agressivo, o que
aumenta sua importancia bioldgica, sendo que esta espécie consegue se adaptar a varios
ambientes, sendo a principal espécie de Bothrops do cerrado (grandes areas de formagao
aberta que se estendem do Brasil central até o sul do estado do Parana) (Hoge, 1965; Cardoso,
2003).

A miotoxina I (MjTX-I) ¢ uma toxina isolada do veneno de B. moojeni e ¢ uma
PLA; homologa (Lys49-PLA;) que apresenta uma massa molecular de 13,737 kDa (forma
reduzida) estimada pela sequéncia de aminodcidos. Esta proteina ¢ composta por 121
aminoacidos e contém uma elevada propor¢cdo de residuos basicos e hidrofébicos, podendo

14



apresentar formas diméricas, triméricas e tetraméricas em solucdo (Soares, Andriao-Escarso,
et al., 2000; Salvador, Fernandes, et al., 2013). Os efeitos farmacoldgicos da MjTX-I sao
similares aos das demais Lys49-PLA,, apresentando miotoxicidade, cardiotoxicidade,
formacdo de edema, rompimento dos lipossomos e letalidade. A MjTX-I, na sua forma nativa,
ndo apresenta diretamente atividades hemoliticas ou anticoagulante (Soares, Andriao-Escarso,
et al., 2000) e além disso, para exibir a mesma eficacia que outras Lys49-PLA,s em estudos
realizados em preparagdes de musculos, € necessaria cinco vezes mais quantidade de toxina
(Salvador, Fernandes, et al., 2013). A estrutura cristalografica nativa da MjTX-I ¢
diferenciada das outras Lys49-PLAjs por se apresentar tetramérica; além desta proteina
destacar-se por ndo possuir alguns dos residuos responsaveis pela atividade miotoxica
recentemente sugerida para as Lys49-PLA;s de serpentes do género Bothrops (Dos Santos et
al., 2009; Salvador, Fernandes, et al., 2013; Fernandes et al., 2014).

A miotoxina II (MjTX-II) ¢ uma PLA, homologa (Lys49-PLA,) basica com
massa molecular de 13,887 kDa (forma reduzida - estimada pela sequéncia de aminoacidos)
composta por 122 residuos. O ponto isoelétrico de 8,9 ¢ préximo do valor de outras
miotoxinas, como bothropstoxinas (Homsi-Brandeburgo et al., 1988) e piratoxinas (Mancuso
et al., 1995). A toxina apresenta drastica indu¢do de edema e necrose quando aplicada em
concentragdo de 50 ug (Soares et al., 1998). A estrutura da MjTX-II nativa apresenta-se como
dimero, assim como a maioria das Lys49-PLA,s depositadas no banco de dados, porém
apresenta algumas particularidades no modo de interagdo de moléculas de acido graxo e
PEG4000 no canal hidrofobico, possivelmente causado pela mutacao Leu32Gly e a inser¢ao
do aminoéacido Asn na posicdo 120, o que também pode alterar o modo de ligagdo de

moléculas inibidoras nesta toxina (Salvador, Cavalcante, ef al., 2013).

15



OBJETIVOS
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Compreender o mecanismo da agdo miotoxica das toxinas MjTX-1 e MjTX-II
isoladas do veneno da serpente Bothrops moojeni, sugerindo os sitios de acdo e de ligacdo de
moléculas inibidoras da atividade miotdxica para estas proteinas, podendo assim, contribuir
para o desenvolvimento de farmacos que complementem o tratamento da soroterapia

convencional utilizado em pessoas envolvidas em acidentes ofidicos.
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METODOS
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3.1. Purifica¢ao das toxinas

O processo de purificagdo das toxinas MjTX-1 e MjTX-II foi previamente descrito
em 1998 por Soares e colaboradores (Soares et al., 1998). Seguindo o protocolo, as toxinas
que foram utilizadas neste trabalho foram isoladas por cromatografia de troca idnica na coluna
CM-FF de 5 mL (GE) em equipamento de cromatografia liquida em alta pressdo (HPLC).
Para cada experimento de purificacdo, foram pesados cerca de 200 mg de veneno bruto
liofilizado e adicionado o tampao bicarbonato de amonio pH 8,5 na concentragao de 50 mM,
centrifugado a 10000 rpm a 4 °C e aplicado na coluna (previamente equilibrada com o mesmo
tampao). A eluicdo foi iniciada com o mesmo tampao, seguida de um gradiente de 50 mM até
500 mM de bicarbonato de amoénio pH 8,5. A medida em que a concentragdo da solugdo
tampao ¢ aumentada, as proteinas que estavam em interagdo com a coluna sdo eluidas e
detectadas por uma lampada ultra violeta (UV) ajustada para deteccao de residuos com anéis
aromaticos (280 nm) presente no equipamento, emitindo sinais que sdo captados e
apresentados por meio de um grafico (cromatograma).

ApoOs esta primeira etapa de purificagdo por troca idnica, as fragdes
correspondentes as toxinas de interesse sao submetidas a uma segunda etapa de purificagdo
por cromatografia de fase reversa, onde a intencdo ¢ obter amostras com maior grau de
pureza. Estes experimentos sdo realizados em coluna Shim-pack CLS-ODS (C-18)
(Shimadzu), onde as fragdes diluidas em 0,1% de acido trifluoroacético (TFA) sdo submetidas
a um gradiente de 0 a 70% de acetonitrila (em 0,1% de TFA).

As amostras dos picos correspondentes as toxinas foram preparados em tampao de
corrida desnaturante (Tris HCl pH 6,8; Sodium Dodecyl Sulfate (SDS); Glicerol; B-
mercaptoetanol; azul de bromofenol) e submetidos a experimentos de eletroforese em gel de
poliacrilamida a 13% (seguindo o protocolo de Laemmli (Laemmli, 1970)), podendo-se
assim, observar o grau de pureza das amostras.

Assim que obtido o nivel de pureza desejado, estas podem ser liofilizadas ou
tratadas em filtros concentradores (Vivaspin - GE) na finalidade de se obter diferentes

concentragoes para diferentes experimentos.
3.2. Estudos funcionais

Os estudos funcionais foram realizados pelo Dr. Walter L. G. Cavalcante no

Laboratorio de Juncdo Neuromuscular do Departamento de Farmacologia, onde todos os
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procedimentos foram realizados de acordo com a comissdo de ética no uso de animais de
experimentacdo (CEUA - Processo numero 033/05).

Camundongos adultos (25 - 30 g) foram sacrificados por exsanguinagao apos
deslocamento cervical, sendo posteriormente retirado a preparagdo nervo frénico-musculo
diafragma e montado verticalmente em uma cuba para o 6rgdo isolado com temperatura
controlada (35 °C £ 2), que continha 15 mL de solugdo fisiologica (NaCl; KCl; MgCly;
NaHCOs; Na,HPOy; glicose) e borbulhada com carbogénio (95 % O, e 5 % CO,). O bodo
costal diafragmatico foi conectado a um suporte de vidro em formato de "L", e o centro
tendineo do musculo foi conectado a um transdutor de tensdo isométrica (Grass Telefactor,
Modelo FTO03), acoplado a um amplificador de sinal (Gould Systems). Apés isso, foram
aplicados estimulos elétricos de forma direta e indireta, onde o primeiro consiste em de um
eletrodo bipolar de platina acoplado a um estimulador elétrico (Grass Telefactor, Modelo S88)
proximo a preparacao, e para evitar alguma contribuicdo de contragdo indireta, foi adicionado
pancurdnio (bloqueador do receptor nicotinico) a solugdo nutriente. As contragdes
estimuladas de forma indireta sdo feitas a partir da succdo da extremidade livre do nervo
frénico por um eletrodo de platina e assim, aplicado pulsos elétricos retangulares com duragao
de 0,5 ms, intensidade supramaxima e frequéncia de 0,2 Hz. Assim, os sinais sdo registrados
em um computador através de um sistema de aquisicdo de dados Summit ACQuire (Gould
Systems) e analisados utilizando o programa Summit DataViewer (Gould Systems).

Para os ensaios com as toxinas MjTX-II nativa, MjTX-II/AR e MjTX-II/suramina,
as preparacoes foram mantidas a 35 °C e submetidas a estabilizacdo por um periodo de 45
minutos, sendo renovada a solugdo nutriente a cada 15 minutos, aplicando estimulos elétricos
na frequéncia de 0,2 Hz. Apos este periodo, as solugdes contendo MjTX-II (1 uM) e a mistura
MjTX-II/inibidor pré incubada (inibidor na concentragao de 10 uM) a 35 °C por 15 minutos
foram adicionadas a cuba, sendo registradas as contracdes musculares na forma direta e

indireta por 90 minutos.

3.3. Espalhamento de luz dinimico

Experimentos de espalhamento de luz dindmico (DLS) com amostras purificadas
de MjTX-I e MjTX-II com e sem a presenca de moléculas inibidoras foram realizados no
intuito de se avaliar o estado oligomérico das amostras em diferentes temperaturas e em
solucdes com diferentes pHs, sendo que a partir dos resultados obtidos, pode-se observar o

raio hidrodindmico das populagdes que estao em solucao. Estes experimentos podem também

20



guiar experimentos de cristalizacdo, pois as placas de cristalizacdo sdo colocadas na
temperatura em que as amostras apresentam menor valor de polidispersidade e menor
formacao de agregados.

O experimento consiste no uso de uma microcubeta contendo a solucdo de
proteina (com ou sem inibidores) onde ocorre a incidéncia de um laser (Figura 3). As
moléculas ali presentes se encontram em movimentos de rotacdo e translagdo (movimento
Browniano), onde em geral, as particulas menores se movimentam com maior velocidade que
as particulas maiores, causando assim, flutuacdes na intensidade da luz espalhada. Estas
flutuacdes sao medidas por um detector que pode, por exemplo, estar colocado a um angulo

de 90° da fonte de luz (Borgstahl, 2007).

A
Laser

\i Correlator de Fbtons

Figura 3: Esquema simplificado do funcionamento de um equipamento de DLS.

Dado o valor do coeficiente de difusdo translacional (D;), pode-se calcular o raio

hidrodinamico (R;) das moléculas em solucdo, fazendo o uso da relagdo Stokes-Einstein

KT . , , . .
(Dt = p—y onde k ¢ a constante de Boltzmann, T ¢ a temperatura, # € a viscosidade do

solvente e R, € o raio hidrodindmico). Além disso, a massa molecular (MW) pode também ser
estimada, assumindo que as moléculas presentes sdo esféricas. Com o resultado obtido pelo
experimento de DLS, ¢ possivel observar as diferengas na agregacao e estados oligoméricos
das moléculas em solugdo, onde pode-se encontrar moléculas monomodais monodispersas
(somente um tipo de molécula em somente um estado oligomérico), monomodais
polidispersas (um tipo de molécula em diferentes estados oligoméricos), multimodais
monodispersas (duas ou mais moléculas diferentes em somente um estado oligomérico cada)
e multimodais polidispersas (duas ou mais moléculas em diferentes estados oligoméricos)

(Borgstahl, 2007).
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Todos os experimentos de DLS foram conduzidos a 18 °C e 25 °C, tanto com
amostras nativas e pré-incubadas com inibidores, no equipamento DynaPro TITAN (Wyatt
Technology). As amostras das toxinas MjTX-I e MjTX-II diluidas em 20 mM bicarbonato de
amoénio pH 8,5 foram utilizadas na concentragao de 2,5 mg/mL. Nos experimentos de DLS
das toxinas com inibidores, foi adicionado uma solugdo contendo inibidores na concentragao
de 15 mg/mL, onde a concentracdo final de toxina em solucao foi de 2,5 mg/mL e se obteve a
propor¢ao molecular de 1:10 (proteina:inibidor respectivamente). Foram realizadas cem
medidas para cada experimento e analisadas no software Dynamics v. 6.10 (Wyatt

Technology).

3.4. Cromatografia de exclusdo molecular analitica

O experimento de cromatografia de exclusdo molecular analitica foi feito na
intencdo de se obter informagdes sobre o estado oligomérico das toxinas em solugdo,
utilizando-se 20 pL. das amostras de MjTX-II e MjTX-II pré incubada com suramina, ambas
na concentragdo de 4 mg/mL utilizando coluna Superdex 200 5/150 (GE Healthcare)
equilibrada previamente com 50mM Tris HCI pH 5,9 a 20 °C, com fluxo de 0,5 mL/min. As
massas moleculares padroes foram obtidas com o kit de calibragdo de baixa massa molecular
(Sigma-Aldrich), o qual contém: blue dextran (2000 kDa), alcool desidrogenase (200 kDa),
albumina de soro bovino (66 kDa), anidrase carbonica (29 kDa) ¢ citocromo C (12,4 kDa). Os
volumes de reten¢do para cada padrdo e amostra foram mensurados e calculados a partir do
coeficiente de particao (K,y), que € definido pela formula K,, = (V-V)/(V.-Vy), onde V; € o
volume de retengao, Vy € o volume nulo (calculado baseado no volume de retengao do padrao
blue dextran) e V. € o volume necessario para ocupar toda a coluna. O coeficiente K,, de cada
padrao foi colocado no grafico pelo /og da massa molecular a fim de gerar a curva padrao,
usada para a determinagdao da massa molecular aproximada de cada estado oligomérico

encontrados na amostra.

3.5. Calorimetria de titulacio isotérmica

Os experimentos de calorimetria de titulacdo isotérmica foram realizados pelo Me.
Thiago R. Dreyer e em colaboragdo para anélise dos dados o Dr. Adrian Velazquez Campoy
(Universidade de Zaragoza). Estes experimentos sdo realizados pela titulagdo, a temperatura
constante, de dois ou mais compostos a fim de medir a variacdo de calor relacionada a

interacao entre as moléculas.
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O equipamento de microcalorimetria utilizado foi o iTC200 (GE) que é composto
por duas células (uma de reacdo e outra de referéncia), sensor e controlador de temperatura e
uma micropipeta automatizada, que sera responsavel pela titulagdo do ligante na biomolécula
(Figura 4). O principio utilizado pelo equipamento ¢ o da compensagao dinamica da poténcia,
no qual mede a quantidade de poténcia (pcal/s) necessdria para manter as duas células em

temperatura constante e iguais entre si.

Seringa

Cela de referém:ia| | Cola e teaska
"‘--..____________..-:-"’

Figura 4: Representacdo esquematica do experimento de microcalorimetria. O titulante ¢ injetado pela seringa
na cela de reagdo, a qual tem que se manter na mesma temperatura da cela de referéncia.

A cada injecdo da solugdo pela micropipeta, ocorre a interacdo de um determinado
numero de macromoléculas e ligantes, dependendo da afinidade de ligagao e da concentracao
dos reagentes. A formagao do complexo ¢ acompanhada pela liberagdo ou absorcao de calor
(reacdo exotérmica ou endotérmica, respectivamente), que causa uma diferenca de
temperatura entre as duas células, a qual ¢ prontamente compensada pela poténcia térmica
aplicada na célula de reagdo, mantendo ambas a mesma temperatura. Apos cada inje¢ao, o
sistema entra novamente em equilibrio e o sinal registrado ¢ de um padrao de deflexdo na
forma de um pico. Pelo célculo da area de cada pico, € obtido o calor associado com a inje¢ao
e conforme a macromolécula fica saturada, a quantidade de calor liberado ou absorvido
diminui até que apenas o calor de diluicdo da molécula injetada seja registrado. Pela taxa de
varia¢dao da troca de calor entre célula e o ambiente, ¢ determinada a taxa de ocorréncia da
reacdo e a variacdo de entalpia da reagdo (Velazquez-Campoy et al., 2004; Freyer e Lewis,

2008).
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Anteriormente as titulagdes, € necessario que as solugdes em que a proteina e os
ligantes (inibidores) estdo sejam idénticas a fim de se evitar que ocorra variagdo na
temperatura devido a interagdo entre solugdes diferentes.

A anélise de dados pode ser realizada em trés etapas: i) ajuste da concentragao da
proteina para garantir que a estequiometria (n) das ligagdes correspondesse a valores inteiros
(n=1 ou n=2); ii) calculo do calor gerado ou absorvido em cada injecdo e normalizagdo deste
pela razdo molar dos ligantes pela proteina, feito no software Nitpic, uma vez que este
apresentou melhores resultados quando comparado ao software Origin (Scheuermann e
Brautigam, 2015) e iii) o ajuste dos dados (constante de dissociacdao (kg) e entalpia (AH))
feitos através de polinomios de ligacdo (Freire et al., 2009; Vega et at., 2015). Os parametros
de energia livre de Gibbs (AG) e variagdo de entropia (AS) sdao determinados
matematicamente através da constante de dissociacdo e da variacdo de entalpia. Por fim, os
graficos dos calores de titulacdo e os termogramas podem ser confeccionados em softwares
como o Origin.

Para os experimentos de ITC dos complexos MjTX-I/suramina, MjTX-
[I/suramina e MjTX-II/AR, foi utilizado um microcalorimetro iTC200 (GE) nas seguintes
configuragdes: temperatura de 25 °C, agitagdo de 1000 rpm, tempo entre injecdes de 240
segundos, primeira inje¢do com 0,4 puL e as demais 19 inje¢des de 2 pL (duragdo das injegdes
de 0,8 e 4 segundos, respectivamente) em 50 mM de bicarbonato de amoénio pH 8,5. As
concentracdoes utilizadas para as proteinas foram de 45 uM (determinada por
espectrofotometria) e a dos ligantes de 600 uM. A andlise dos dados foi realizada com os
softwares Origin (Origin 7.0, OriginLab, Northampton, Massachusetts) e Nitpic utilizando-se
modelos previamente descritos (Zhou et al., 2008; Freire et al., 2009; Vega et al., 2015).

3.6. Experimentos de dinAmica molecular

Os experimentos de dindmica molecular foram feitos pelo aluno Fabio F. Matioli,
onde foram realizadas um conjunto de simula¢des de dindmica molecular dos complexos para
analisar a estabilidade, conformacao apos a simulacdo, posi¢do dos inibidores e das proteinas,
interacdo proteina/inibidor, dentre outras possibilidades utilizando o software Gromacs
v.4.5.3 (Groningen Machine for Chemical Simulation) (Hess et al., 2008). As simula¢des
foram realizadas utilizando-se as configuragdes padrdes: campo de forca GROMOS 96 53a6
(Oostenbrink et al., 2005), protonacao dos grupos carregados ajustados para pH 7,0, adi¢ao de

moléculas de solvente (agua) explicitas (Berendsen, 1981), adicdo de ions para promover o
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equilibrio do sistema e a distancia minima permitida entre qualquer atomo dos modelos ¢ a
parede da caixa de solvente/agua fixadas para 0,5 nm. Apds isso, uma minimizacdo de energia
(EM — energy minimization) foi realizada com o emprego de um algoritmo do tipo steepest
descent, gerando-se as configuragdes iniciais dos sistemas. Apds este passo, simulacdo de
dindmica molecular com restri¢do de posicionamento (PRMD) foi realizada com o objetivo de
relaxar o sistema de forma gradual. Em seguida, uma nova simulagdo de dinamica molecular
foi executada para avaliar a estabilidade dos modelos em uma caixa periddica cubica de
solvente sob temperatura (298 K) e pressao (1,0 bar) constantes (Berendsen et al., 1984).

Para o complexo MjTX-I/suramina, foram feitas duas simula¢des: a primeira foi a
fim de checar a estabilidade do complexo formado na presenga da molécula de suramina e a
segunda foi na intengdo de checar a estabilidade do dimero alternativo formado sem a
molécula inibidora entre os mondmeros (estrutura cristalografica da proteina nativa ¢ um
tetramero formado por dois dimeros na forma convencional).

Também foram feitas duas simulagdes para o complexo MjTX-II/suramina, porém
com o complexo tetramérico com as moléculas de suramina e o complexo tetramérico sem as

moléculas de suramina.

3.7. Ensaios de cristalizaciao

Os testes iniciais de cristalizacdo foram feitos utilizando quites comerciais com
diferentes solug¢des pré-determinadas (geralmente, 96 solugdes diferentes), que sdo compostas
por sais, polimeros e solventes organicos, € em conjunto com outras variaveis que podem
afetar a cristalizacdo como pH, aditivos (sais e/ou agentes organicos) e temperatura, temos
evidéncias iniciais sobre as condi¢des que possibilitam a obtengdo de cristais (como pequenos
cristais ou policristais) (Mcpherson, 1989; Jancarik et al., 1991; Ducruix, 1992). O processo
mais utilizado para testes de cristalizagdo € o salting-out, que compreende em adicionar uma
solucdo concentrada a um reservatorio presente na placa de cristalizagdo e na solucdo de
proteina, onde posteriormente, ird ocorrer o aumento gradativo da concentracdo da proteina
presente nesta mistura e assim, fazer com que a proteina atinja o ponto de supersaturacao, que
se ocorrido na forma desejavel, acarretard na formagao de cristais (Jancarik et al., 1991,
Kobe, 1999).

Um método bastante eficiente para o aumento gradativo da concentracdo da
proteina € aquele baseado na difusdo de vapor, que ocorre em um sistema fechado e com

temperatura controlada, com a adicdo de duas solugdes que irdo realizar trocas apenas pela
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fase gasosa. Para isto, dois métodos largamente utilizados e eficientes sdo os sistemas

Hanging drop (gota suspensa) e Sitting drop (gota sentada) (Figura 5).

A B

_

Figura 5: Esquema representativo dos métodos de difusdo de vapor. A. Hanging drop e B. Sitting drop.

Em ambos, a solugdo precipitante presente no reservatorio possui alta
concentragdo, enquanto a solucdo de proteina em mistura com esta solugdo precipitante se
encontra em menor concentragdo, ocorrendo assim, a perda de 4gua em forma de vapor para a
solucdo mais concentrada. Para que ocorra a formacao de cristais convenientes para a coleta
de dados, ¢ necessario definir as melhores condi¢des para o crescimento dos cristais, sendo
necessario a alteracdo de alguns parametros, como por exemplo, a concentragdo e forga iOnica
dos sais utilizados, pH e temperatura do processo (que pode aumentar ou diminuir a
velocidade da troca gasosa). Estas alteragdes sdo feitas de forma cautelosa, pois se a proteina
atingir o ponto de saturagao rapidamente por exemplo, pode ocorrer a precipitacdo da proteina
(Mcpherson, 1989; Ducruix, 1992).

Os cristais apresentados neste trabalho foram obtidos em temperatura de 18 °C
pelo método de difusdao de vapor no sistema hanging drop, onde as proteinas usadas estavam
na concentra¢do de 10 mg/mL diluidas em agua ultra pura. As gotas eram constituidas por 1
uL de solugdo de proteina ou 0,7 pL de solucdo de proteina + 0,3 pL solugdo de moléculas
usadas para os complexos (os ligantes foram ajustados para se obter a propor¢do de 1
molécula de proteina para 8 moléculas de ligantes) e 1 pL de solug¢do do reservatorio, o qual

era composto por 500 nL de solugdo precipitante, descritos na Tabela 1.
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Tabela 1: Solugdes precipitantes para os cristais obtidos no trabalho.

Toxina / complexo Solugdo precipitante *
MjTX-I /suramina 32 % PEG4000; 0,1 M Tris HCI pH 8,5; 0,15 M Cloreto de
Magnésio
MjTX-II nativa 30 % PEG4000; 0,1 M Tris HCI pH 8,5; 0,2 M Sulfato de
Litio
MjTX-1I/AG6 15 % PEG4000; 15 % Isopropanol; 0,1 M Citrato de Sodio pH
5,6
MjTX-II/AGS8 24 % PEG4000; 0,1 M Tris HCI pH 8,5; 0,2 M Sulfato de
Litio
MjTX-II/AG14 24 % PEG4000; 0,1 M Tris HCI pH 8,5; 0,2 M Sulfato de
Litio
MjTX-II/acido rosmarinico 15 % PEG4000; 15 % Isopropanol; 0,1 M Citrato de Sédio pH
5,6
MjTX-II/suramina 30 % PEG4000; 0,1 M Tris HCI pH 8,5; 0,2 M Sulfato de
Litio

* Composi¢do das solugdes precipitantes foram preparadas tendo como base protocolos apresentados na

literatura, para a MjTX-I (Marchi-Salvador ef al., 2005) e para a MjTX-II (Salvador; Cavalcante et al., 2013).

3.8. Coleta de dados de difracio de raios X

Ap0s o crescimento com sucesso de monocristais, estes sdo montados em um loop
de nylon ficando presos neste por tensao superficial (Figura 6), mergulhados em nitrogénio
liquido e levados para coleta de dados em geradores de raios X ou fontes de radiagdo
sincrotron que, quando comparado com uma fonte convencional, possui menor divergéncia

vertical e maior brilho (Mcree, 1993).

Figura 6: Modo em que o cristal ¢ colocado ao loop de nylon. A-D. Cristal na gota e posterior posicionamento
no loop de nylon. E. Cristal posicionado no loop e preso por tensdo superficial.
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O método de coleta de dados de difragdo de raios X mais conhecido ¢ utilizado é o
de roto-oscilagdo, onde o cristal ¢ colocado em uma cabec¢a goniométrica e alinhado ao feixe
de raios X, realizando-se movimentos de rotagao entre 0,5° e 2° de forma perpendicular ao
feixe (Mcree, 1993; Drenth, 1994) (Figura 7). Além disso, o loop de nylon com o cristal
recebe constantemente um fluxo de nitrogénio gasoso em temperatura criogénica (em torno de
-173 °C) com o intuito de reduzir os danos causados pela radiagdo e aumentar o tempo de vida

do cristal que estd sendo submetido a analise.

Detector
Cristal em

Fonte de raios X movimento

Figura 7: Figura esquematica que representa o processo da coleta de dados por difracao de raios X.

Com a incidéncia do feixe de raios X, os elétrons presentes no cristal sdo capazes
de difratar raios X, sendo que este espalhamento ¢ coletado por um detector ligado a um
computador, permitindo visualizar as imagens da difracdo. A coleta de dados completa dos
cristais se da por multiplas imagens coletadas onde inicialmente podemos obter informagdes
como os parametros de rede do cristal, grupo espacial, nimero de moléculas de proteina na
unidade assimétrica e também calcular a porcentagem de 4gua presente no cristal (Mcpherson,
1989). O processamento dos dados podem ser feitos com o uso dos programas HKL2000
(Otwinowski e Minor, 1997) e/ou iMosflm (Battye et al., 2011), que sdo amplamente

utilizados pela comunidade cientifica.

3.9. Processamento e refinamento dos dados

ApoOs o processamento dos dados obtidos, obtém-se a intensidade e o desvio
padrao dos pontos de difragdo devidamente indexados de acordo com cada uma das reflexdes
dos cristais. As reflexdes sdo tratadas como ondas, apresentando intensidade ou fator de
estrutura (F) ¢ fase (a).

No entanto, ap6s os experimentos de espalhamento de raios X, somente podemos
conhecer a intensidade de cada reflexao, sendo necessario algum método para se descobrir as
suas fases (Drenth, 1994). Ha a possibilidade de se obter as fases pelo método de substituicao

molecular, sendo o método mais simples e usual, que se da pelo uso de uma proteina modelo
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homologa com estrutura tridimensional ja resolvida (com valores de identidade sequencial
proximos a proteina de objeto de estudo). Esta proteina modelo deve ser posicionada
corretamente na densidade eletronica obtida, sendo necessaria fungdes de rotagao e translagao
por comparacao dos fatores de estrutura da proteina modelo (F.,) com os fatores de estrutura
medidos (Fqbs) (Navaza, 1997). Este processo pode ser feito por programas como o Molrep
(Vagin e Teplyakov, 2010) ou Phaser (Mccoy et al., 2007), os quais sdo bastante utilizados
pela comunidade cristalografica.

Assim que determinada a estrutura por meio da técnica de substituicao molecular,
sdo iniciados os ajustes e refinamentos manuais da estrutura cristalografica considerando-se
os mapas de densidade eletronica, por meio de programas graficos, como o software Coot
(Emsley e Cowtan, 2004). Seguidamente, o modelo deve ter a energia livre minimizada e
alguns parametros estereoquimicos refinados, como as distancias das ligacdes peptidicas,
angulos diédricos e interagdes, considerando os dados experimentais. O refinamento se da
pelo uso dos programas Refmac (Murshudov et al., 1997), do pacote de programas CCP4
(Potterton et al., 2004), e Phenix (Adams et al., 2010). Ap6s o final do processo, o modelo ¢
acertado manualmente novamente com novos ajustes e refinado novamente de forma
automatizada. Este processo ¢ repetido até se obter a estrutura final da proteina, que ¢
considerado quando se atinge a maxima concordancia entre os valores de Fcye € 0 Fops,
mostrada pelos valores de Reryst € Riee (Mcpherson, 2003). Os valores de Reryst € Rree S30
basicamente idénticos, com excecdo de que o Ry ¢ calculado com a retirada de um conjunto
de 5-10% de reflexdes que ndo sdo usadas durante o refinamento da estrutura (Brunger,
1992).

O modelo final pode ser avaliado por meio do grafico de Ramachandran e outros
critérios estereoquimicos, utilizando-se programas como o Phenix (Adams et al., 2010) e/ou o
programa online Molprobity (Chen et al., 2010), que avaliam a qualidade da estrutura por
meio da coeréncia estereoquimica entre 0 modelo obtido e outras estruturas depositadas no
banco de dados PDB (www.rcsb.org).

Apo0s a obtencdo do modelo final refinado, o processo de comparacao estrutural e
os estudos que visam relacionar a estrutura com a fun¢do miotoxica destas proteinas podem

ser iniciados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Purificacio das toxinas MjTX-I e MjTX-II

O veneno bruto submetido ao processo de purificagdo foi aplicado em coluna de
troca i6nica e com isso, foi obtido o cromatograma da Figura 8A. Os picos marcados no
cromatograma correspondem as toxinas MjTX-I e MjTX-II respectivamente, bem como as
aliquotas de ntimero 3 e 4 observadas em gel de poliacrilamida a 13 %, evidenciadas

proximas ao marcador molecular de 15 kDa (Figura 8B).
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Figura 8: Cromatograma do veneno bruto de B. moojeni em troca idnica e gel de poliacrilamida a 13 % das
fracdes correspondentes as toxinas de interesse. A. Cromatograma da troca idnica em coluna CM-FF com picos
destacados correspondentes as toxinas MjTX-I e MjTX-II e a linha em azul corresponde a concentragdo do
tampdo de eluicdo; B. Gel de eletroforese de poliacrilamida a 13% onde o pogo 1 ¢ o marcador de massa
molecular, pogo 2 é o veneno bruto ¢ as fragdes correspondentes a MjTX-I (3) e MjTX-II (4).

Apos esta etapa de purificacdo, ainda foi possivel observar impurezas nas
amostras que foram aplicadas no gel, sendo necessario outra etapa de purificacdo por
cromatografia de fase reversa em coluna C18, cujos resultados sdo demonstrados nos
cromatogramas das Figuras 9A e 9B (MjTX-I e MjTX-II respectivamente), além do gel de

poliacrilamida com as fragdes correspondentes (9C).
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Figura 9: Cromatograma dos picos correspondentes a MjTX-I e MjTX-II submetidos a fase reversa e gel de
poliacrilamida a 13 %. A e B. Cromatografia de fase reversa em coluna C18 com os picos correspondentes as
toxinas MjTX-I e MjTX-II, respectivamente. C. Gel de eletroforese de poliacrilamida a 13% onde o poco 2 é o
marcador de massa molecular e as fracdes correspondentes a MjTX-I (1,3 e 4.), e MjTX-II (5, 6, 7 € 8).
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As fragdes correspondentes as toxinas separadas por cromatografia de fase reversa
foram concentradas para serem usadas posteriormente nos experimentos funcionais, DLS,

ITC, SAXS e cristalizagao.
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4.2. MjTX-II nativa e dos complexos MjTX-Il/acidos graxos

Como ja apresentado e discutido por dos Santos e colaboradores (2009) e
Fernandes e colaboradores (2014), os acidos graxos possuem um papel importante para a
atividade das toxinas Lys49-PLAjs. Esta importancia se da a partir da entrada destas
moléculas no canal hidrofébico da toxina que causa a movimentagao alostérica do mondmero,
expondo os sitios MDoS e MDiS para a acdo miotoxica.

Os cristais obtidos com amostra de MjTX-II nativa e pré-incubada com acidos
graxos e foram obtidos por difusdo de vapor em gotas montadas no sistema hanging drop a
18°C (Figura 10). Trés acidos graxos com diferentes quantidades de carbonos na composigdo
foram usados: 4cido hexanoico (6 carbonos - AG6), acido octandico (8 carbonos - AG8) e
acido tetradecanoico (14 carbonos - AG14) na propor¢ao de 1 molécula de proteina para § de

ligantes.

Figura 10: Monocristais de MjTX-II nativa e crescidos na presenca de acidos graxos. A. Cristais da MjTX-II
nativa; B. MjTX-II crescidos na presenca de um acido graxo de 6 carbonos de tamanho; C. Cristais de MjTX-II
crescidos na presenca do acido graxo de 8 carbonos de tamanho e; D. Cristais de MjTX-II obtidos na presenca de
acido graxo de 14 carbonos.

Todos os conjuntos de dados obtidos foram processados e as estruturas foram
resolvidas pelo método de substituicdo molecular, usando como modelo o monémero B da
estrutura da MjTX-II depositada no banco de dados (PDB id: 4KF3). Os dados de

processamento e refinamento estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2: Estatisticas de coleta de dados e refinamentos estruturais das estruturas da MjTX-II

nativa e dos complexos MjTX-II/AG.

MjTX-II nativa

MjTX-I/AG6

MjTX-I/AGS

MjTX-1/AG14

Cela Unitaria (A, °) a=b=63,7;

c=126,3; y=120 b=62,9; c=88,1

Resolugdo (A) 27,41 —1,74
(1,81 —1,74)"
Grupo espacial P3,21
Reflexdes tnicas 30761 (3035)*
Completeza (%) 99,68 (100)*
/o (1) 12,52 (4,34)"
Multiplicidade 6,1 (5,8)"
Moléculas na UA 2
Coeficiente de 2,67
Matthews Vy
(A’Da™")
Ruerge” (%) 7.8 (37,7)
Reryst 18,07
Riice 20,97
Numero de atomos
Proteina 1888
Agua 361
Acidos graxos -
fons sulfato 6
Fator de temperatura 21,23
médio (A%
Ramachandran (%)°
Favoraveis 96,0
Nao favoraveis 0,0

a=51,2;

26,83 -1,70
(1,78 - 1,70)*

P2:2:2,
31375 (3872)"
97,5 (98,2)°
25,65 (3,78)"
4.8 (4,6)"

2
2,60

5,1 (39,6)°
18,87
20,51

1893
304
1
7
24,84

95,0
0,83

a=51,0;
b=61,6;
c=54,0;
B=118,9

26,67 1,75
(1,81 -1,75)"

P2,
28286 (2895)"
96,12 (98,64)"
8,35 (3,18)"
3,0 (3,0)°
2
2,68

10,7 (55,7)°
17,30
20,16

1916
374
2
4
17,09

96,0
0,45

a=50,5; b=62,7;
c=86,8

35,86 — 1,94
(2,01 — 1,94)*

P2:2:2,
20107 (1913)*
96,59 (92,68)"
7,76 (1,97)°
5,3 (5,3)°
2
2,48

17,2 (67,8)*
16,98
19,83

1900
311
2
6
21,76

95,0
0,45

* Numeros entre parénteses sdo para a camada de maior resolugio.
b Rerge = Znal Zildpia,i = <Dni™ )1/ 2w, <Iniw™>, onde Iy ; € a intensidade de uma medida individual da reflexdo com os
indices de Miller 4, k e [, e <Ij;;> ¢ a média das intensidades da reflexdao. Calculado para I >3 (I).

¢ Calculado pelo programa MolProbity
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Além das quatro estruturas finais (nativa, MjTX-II/AG6, MjTX-II/AGS8, MjTX-
II/AG14 - Figura 11), foram usadas as duas estruturas de MjTX-II (MjTX-II/PEG4K - PDB
id: 4KF3 e MjTX-II/acido estearico - PDB id: 1XXS) previamente depositadas no banco de
dados para a andlise comparativa, sendo possivel observar algumas alteragdes estruturais e

também no modo de liga¢do das moléculas hidrofobicas na toxina.
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Figura 11: Estruturas cristalograficas da MjTX-II nativa e dos complexos MjTX-II/acidos graxos e os
respectivos mapas de densidade eletronica dos ligantes. A. MjTX-II nativa; B. MjTX-II/AG6; D. MjTX-II/AGS;
F. MjTX-II/AG14 e os acidos graxos mostrados em detalhe com os mapas de densidade eletronica (C, Ee G - 6
carbonos, 8 carbonos e 14 carbonos respectivamente). As moléculas foram adicionadas para facilitar a
visualizagdo. Os mapas foram calculados com os coeficientes 2|F | - [Feare| € contorno de 1,0 o.
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4.2.1. Papel dos acidos graxos na estrutura da MjTX-II e nas Lys49-PLA;s e evidéncias
estruturais da independéncia de dacido graxo para a ativagao da MjTX-11

As duas estruturas de MjTX-II depositadas no banco de dados possuem moléculas
de acidos graxos ou PEG4000 (PDB id: 1XXS e 4KF3, respectivamente) ligadas no canal
hidrofébico da toxina. Porém esta proteina apresenta uma maneira particular de interagdo
quando comparada a outras Lys49-PLA;s. Isto se d4 devido a mutacao Leu32Gly e a inser¢ao

do residuo Asn120 na sequéncia de aminoacidos desta toxina (Figura 12).

MTX-II
BthTX-I
PrTX-1
PrTX-11
BnSP-6
BnSP-7
BnlV
BaspTX-11 EIRJaE

MjTX-I1
BthTX-I
PrTX-1
PrTX-11
BnSP-6
BnSP-7
BnlV
BaspTX-11

Figura 12: Alinhamento de sequéncia de aminoacidos das Lys49-PLA,s do género Bothrops com estruturas
cristalograficas conhecidas. A mutagdo natural Gly32 ¢ a inser¢do Asnl20 estdo destacados na figura.

Devido a inser¢ao na posi¢ao 120, as estruturas da MjTX-II com moléculas de
acidos graxos maiores ou PEG4000, ndo apresentam a ligagdo de hidrogénio entre os residuos
Tyr119 em ambos os mondmeros (que auxilia na estabilizagdo do dimero nas estruturas de
outras Lys49-PLA;s), porém a mutacao natural do residuo His121Tyr proporciona a interagao
entre a Tyr121 e o aminoacido Asnl7, fazendo que esta ligagdo tenha o papel de estabilizar
esta toxina (Salvador, Cavalcante, et al., 2013).

Além da mutagdo natural de His121Tyr, o modo de interacdo das moléculas de
PEG4000 ou acido estedrico (AG18) nas estruturas depositadas e na estrutura da MjTX-
II/AG14 altera a posicao da cadeia lateral do aminoéacido Tyr121, que auxilia estabilizagdo do

dimero na toxina (Figura 13).
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Figura 13: Alteracdo estrutural que modifica a regido da ligagdo Tyr119-Tyr119. A-C. Estrutura da MjTX-I1I/AG14; D-F. Estrutura da MjTX-II/PEG4000; G-I. Estrutura da
MjTX-II/AGI8.
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Nas estruturas elucidadas da MjTX-II nativa, MjTX-II/AG6 ¢ MjTX-II/AGS, a
auséncia ou o modo diferenciado de ligacdo destas moléculas de 4cido graxos de menor
tamanho, provocam algumas mudancas no canal hidrofébico, como a movimentacdo da
cadeia lateral do aminoacido Tyrl21, deixando este residuo em uma posi¢ao distinta. Com
isso, para que o dimero volte a ficar estabilizado, a ligacdo entre as cadeias laterais dos

aminoacidos Tyr119 ¢ observada novamente (Figura 14).

Figura 14: Ligacdes de hidrogénio Tyr1 19A-Tyr119B. A. Estrutura da MjTX-II nativa; B. Estrutura da MjTX-
II/AG6; C. Estrutura da MjTX-1I/AGS.

A inexisténcia da ligacdo do residuo Tyrl21 e Asnl7 ndo interfere no
posicionamento para a acdo da toxina, pois ligacdo de hidrogénio entre as cadeias laterais da
Tyr119 possibilitam a correta posicdo e alinhamento dos sitios funcionais para a acao da
toxina, sugerindo que a entrada das moléculas no canal hidroféobico da MjTX-II seria

dispensavel para a expressao da atividade miotoxica desta toxina.
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Outra evidéncia para a independéncia das moléculas de éacido graxo para a
ativacao da MjTX-II ¢ a presencga dos ions sulfatos proximos aos sitios MDoS de ambos os
mondmeros da estrutura nativa e complexada com acido graxo de 6 e 8 carbonos, como

observado nas Lys49-PLA;s complexadas (Figura 15).
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Figura 15: Localizagdo dos ions sulfatos nas estruturas cristalograficas das Lys49-PLA,s. A. PrTX-I/vitamina E
(PDB id: 3CYL); B. MjTX-1I/AG6; C. MjTX-II/AGS8; D. MjTX-1I/AG14; E. MjTX-II nativa.

Portanto, pelas evidéncias observadas, pode-se dizer que independentemente da
presenca ou do tamanho da molécula de acido graxo no canal hidrofobico da MjTX-II, esta ira
sempre se encontrar na forma ativa, diferentemente de outras Lys49-PLA;s como PrTX-I ou

BthTX-I, por exemplo.
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4.3. Complexo da MjTX-II com o inibidor acido rosmarinico

Os resultados apresentados por Salvador e colaboradores (2013) mostram que a
MjTX-II apresenta atividade miotoxica similar a outras Lys49-PLA,s (Heluany et al., 1992;
Soares et al., 2001; De Oliveira et al., 2003; Oshima-Franco et al., 2004; Rodrigues et al.,
2004; Cavalcante et al., 2005; Gallacci et al., 2006; Stabeli et al., 2006; Cavalcante et al.,
2007; Randazzo-Moura et al., 2008; Ponce-Soto et al., 2009; Dos Santos, Cardoso, et al.,
2011), promovendo o bloqueio das contragdes em preparagdes de musculo diafragma
produzidas por estimulos de forma direta e indireta. A paralisia promovida por PLA;s
miotoxicas pode ser atribuida a diminui¢do da excitabilidade da fibra muscular, resultante da
despolarizacao prolongada decorrente da alteragdo da permeabilidade da membrana celular.

Apos a pré-incubagdo da MjTX-II (1 uM) com acido rosmarinico (38,57 uM), foi
prevenido cerca de 80% da paralisia promovida pela toxina. O composto AR aplicado

sozinho, ndo interferiu na contracdo muscular quando comparado com o controle (Figura 16).
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Figura 16: Grafico que representa a amplitude das contragdes de forma indireta. O grupo controle (sem toxina e
acido rosmarinico— quadrado preto), acido rosmarinico sozinho (circulo azul), MjTX-II (tridngulo magenta) e
MjTX-II/acido rosmarinico (circulo sem preenchimento) sdo mostrados no grafico. A amplitude das contragdes
se manteve proximo a 80% apds a adigdo do complexo MjTX-II/AR.

A Figura 17 mostra o termograma resultante da titulagdo da MjTX-II com acido
rosmarinico utilizando o equipamento de ITC. Nao foi possivel obteras constantes
termodindmicas da reacdo, indicando que o ligante apresenta baixa afinidade pela proteina.
Tal fato pode ser comprovado pela forma do termograma, uma vez que este apresentou
semelhante a sistemas com baixa constante de Wiseman (Wiseman et al., 1989), calculada em

funcdo da constante de afinidade e da concentracdo da macromolécula em questdo. Dessa

41



forma, objetivando-se determinar a constante de dissociagdo do sistema seria necessario
aumentar muito a concentragdo do ligante em uma nova titula¢do (Perozzo et al., 2004), o que

pode inviabilizar o experimento.
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Figura 17: Titulagdo calorimétrica de acido rosmarinico em MjTX-II. Painel superior mostra os dados brutos
(poténcia térmica em fungdo do tempo) da titulagdo de 200 pL de acido rosmarinico a 450 uM em MjTX-II & 45
puM. Painel inferior mostra a isoterma de ligacdo (calor integrado normalizado pelo ligante em funcdo da razdo
molar).

Experimentos de cristalizagdo com amostra pré-incubada de MjTX-II/AR
resultaram em cristais convenientes para experimentos de difracdo de raios X apos

aproximadamente 60 dias (Figura 18).
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Figura 18: Monocristais do complexo MjTX-II/AR crescidos na temperatura de 18 °C.

O cristal montado no /loop de nylon foi levado para coleta de dados por difragao
de raios X, sendo coletados 360 imagens usando o detector (PILATUS 2M - Dectris),
presente na linha de luz MX-2 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron.Apos
processamento com o programa HKL2000 (Otwinowski e Minor, 1997), a estrutura foi
determinada por substituicado molecular e revelou duas moléculas na unidade assimétrica, no
grupo espacial P2,2,2;. Ao final do processo de refinamento, foi obtido os valores de
Reis=15,71 % e Rgee=19,10 % com 1,60 A de resolugdo. Os dados de coleta de dados e

refinamento estdo mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3: Estatisticas de coleta de dados e refinamento estrutural do complexo MjTX-II/AR

Cela unitaria (A) a=46,1; b=65,8; ¢=90,4
Grupo espacial P2,2:2;
Resolugdo (A) 23,75 -1,60 (1,67 — 1,60)*
Reflexdes tnicas 37066 (4479)*
Completeza (%) 99,7 (98,3)"
/o (I) 21,82 (2,96)"
Multiplicidade 9,7 (4,7)*
Moleculas na UA 2
Rierge” (%) 10,5 (72,3)°"
Rerypst 15,71
Riice 19,10
Numero de atomos (ndo hidrogénios)

Proteina 1913

Aguas 398
Moléculas de Acido Rosmarinico 1
Fator de temperatura médio (A%) 20.6

Grafico de Ramachandran (%)°
Favoraveis 96,92

Nao Favoraveis 0,0

* Nimeros entre parénteses sdo para a camada de maior resolugéo.

meerge = th;[Ei(IhkL,« - <Ihk1>|)]/2hk1, <[hkl>7 onde [hkl,i ¢ a intensidade de uma medida individual da reflexdo com os
indices de Miller 4, k e [, e <[> ¢ a média das intensidades da reflexdao. Calculado para I >3 (I).

¢ Calculado pelo programa MolProbity

A estrutura final mostrou um dimero na unidade assimétrica (Figura 19A) com a
interagdo de uma molécula de 4cido rosmarinico (Figura 19B) préximo aos residuos do MDiS

e 398 moléculas de agua.
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Figura 19: Estrutura cristalografica da MjTX-II/AR. A. Pode se observar a molécula de AR interagindo com a
por¢do C-terminal de ambos mondmeros. B. Mapa de densidade eletronica da molécula de AR na estrutura da
MjTX-II. A molécula em amarelo foi adicionada para facilitar a visualizagdo. Os mapas foram calculados com
os coeficiéntes |Fy| - [Fea| € contorno de 1,0 o.

Como mostrado acima, a pré-incubagao da MjTX-II com AR neutraliza o efeito
miotdxico da toxina de forma eficiente e similar aos descritos para as Lys49-PLAjs
complexadas com inibidores de origem vegetal e sintéticos (PrTX-I/AR, MjTX-I/suramina,
MjTX-II/suramina e BaspTX-II/suramina).

Como proposto em 2011, o modo em que o inibidor interage com a toxina no
complexo PrTX-I/AR, causa o bloqueio da entrada de substratos ao canal hidrofobico da
toxina, impedindo a ativacao alostérica necessaria para o alinhamento dos residuos do MDoS,
e posteriormente a agdo da toxina (Dos Santos, Cardoso, et al., 2011). Em contraste com a
estrutura da PrTX-I/AR, a estrutura cristalografica do complexo MjTX-II/AR mostra a
ligagdo uma molécula do inibidor interagindo com a estrutura protéica (Figura 20A) em uma
regido distinta (Figura 20B). Na estrutura da MjTX-II/AR, a molécula inibidora se posiciona
bloqueando os residuos do sitio MDiS (Figura 20C).
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Figura 20: Estrutura cristalografica das Lys49-PLA,s complexadas com AR. A. MjTX-II/AR (verde); B. PrTX-
I/AR (ciano); C. Local de interagdo da molécula de acido rosmarinico com a estrutura da MjTX-II/AR, o qual
estdo destacados os residuos do MDiS (Leul22 e Phe126) interagindo com a porgao rigida da molécula inibidora
e o residuo Asnl7, que interage com a regido flexivel de AR.

Como observado na Figura 20, a molécula inibidora possui duas regides de
interacdo, a "rigida" (fator de temperatura médio 31,53 A?) interagindo com a por¢io N-
terminal do mondmero A (Prol8, Ansl7 e Alal9) e o residuo Leul22 do mondmero B, e a
"flexivel" (a baixa qualidade do mapa de densidade eletronica mostrado na Figura 19 indica
uma alta variacio de posicionamento da molécula - fator de temperatura médio 37,81 A?)
pode estar interagindo com a por¢ao C-terminal (incluindo o residuo Phel26 - MDiS) do

monodmero B ou exposta ao solvente (Figura 21).
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Prol8

Figura 21: Interagdo da molécula de acido rosmarinico na estrutura da MjTX-II. A liga¢do de hidrogénio entre o
inibidor e o residuo Alal9 é mostrada pelas linhas pontilhadas e os contatos hidrofobicos sdo mostrados pelo
pelos arcos. Figura feita usando o programa Ligplot (Wallace et al., 1995).

Além disso, a superposi¢ao das estruturas de MjTX-II/AR com outras Lys49-
PLA;s (Figura 22) mostra diferencas na estrutura quaternaria associada com a presenga da
molécula inibidora nesta regido, a qual impossibilita a entrada de substratos no canal
hidrofobico da toxina e impede o correto alinhamento dos residuos do MDoS, semelhante ao

modo de inibi¢do sugerido para a PrTX-I/RA.
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Figura 22: Sobreposicdo das estruturas cristalograficas representadas em ribbons. MjTX-1I/AR (verde), PrTX-
I/AR (ciano), MjTX-II/PEG4K (vermelho) e BthTX-I (amarelo). Pode-se notar a diferenca estrutural da
molécula de MjTX-II/AR (verde) que foi provavelmente causada pela presenca da molécula inibidora de AR.
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4.4. Complexo MjTX-II/suramina

A toxina MjTX-II (1 pM) promove o bloqueio da contracdo com estimulos na
forma direta e indireta nas preparagdes neuromusculares, porém apds a pré-incubagdo da
toxina (1 uM) com suramina (10 M), a paralisia promovida pela toxina foi prevenida em
aproximadamente 85 %, independentemente se o estimulo era feito de forma direta ou
indireta. A suramina quando aplicada sozinha, ndo alterava a contracdo muscular, quando

comparado com o controle (Figura 23).

A —m—Controle(n=5) B B Controle(n=5)
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Figura 23: Grafico que demonstra a amplitude das contragdes. Forma direta (A) e indireta (B). O grupo controle
(sem toxina ou inibidor — quadrado), suramina sozinha (circulo branco), MjTX-II (tridngulo) e MjTX-
II/suramina (circulo preto) sdo mostrados no grafico. A amplitude das contragdes se manteve em torno de 85 %
apos a adi¢do do complexo MjTX-II/suramina.

A pré-incubagdo da MjTX-II com suramina, neutraliza o efeito da toxina sobre o
musculo, semelhante aos resultados descritos anteriormente para outras PLA,s homologas,
como a BthTX-I (De Oliveira et al., 2003), BaspTX-II (Murakami et al., 2005) e Ecarpholina
S, uma Ser49-PLA; (isolada do veneno de Echis carinatus - (Zhou et al., 2008)).

Os cristais do complexo MjTX-II/suramina obtidos (Figura 24) foram levados a

coleta e o conjunto de dados composto por 127 imagens (oscilagdo de 1°) foram processados a

1,9 A de resolucio.
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Figura 24: Monocristais do complexo MjTX-II/suramina crescidos na temperatura de 18 °C.

O cristal pertence ao grupo espacial P2,2,2; e a estrutura resolvida por
substitui¢ao molecular ¢ composta por duas moléculas na unidade assimétrica. As estatisticas
de refinamento da estrutura final feita pelo programa PHENIX v.1.8.4 (Adams et al., 2010) e
os valores de andlise estereoquimica obtidos pelo programa online Molprobity (Chen et al.,

2010) estdo na Tabela 4.
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Tabela 4: Estatisticas de coleta de dados e refinamento estrutural do complexo MjTX-
[I/suramina.

Cela unitaria (A) a=50,8; b=63,6; c=87,7
Grupo espacial P2:2:2,
Resolugio (A) 31,82 -1,90 (1,96 — 1,90)"
Reflexdes tnicas 23031 (2258)"
Completeza (%) 99,9 (99,7)"
Vo (I) 8,6 (2,5)°
Multiplicidade 4,9 (4,7)
Moleculas na UA 2
Rmergeb (%) 14,4 (78,9)"
Reryst 19,7
Riree 22,8
Numero de atomos (nao hidrogénios)

Proteina 1916

Aguas 197
Moléculas de suramina 2
Moléculas de PEG 4000 3
fons Sulfato 7
Fator de temperatura médio (A?) 20,6

Grafico de Ramachandran (%)°
Favoraveis 95,0

Nao Favoraveis 0,91

* Nimeros entre parénteses sdo para a camada de maior resolugéo.

b Rerge = Znal Zillpia,i = <Dni™ )1/ 2w, <Iniw™>, onde Iy ; € a intensidade de uma medida individual da reflexdo com os
indices de Miller 4, k e [, e <Ij;;> ¢ a média das intensidades da reflexdao. Calculado para I >3 (I).

¢ Calculado pelo programa MolProbity

A estrutura final revelou um dimero na conformacao alternativa, 3 moléculas de
PEG4000, 7 moléculas do ion sulfato, 2 moléculas de suramina e 259 moléculas de 4gua
(Figura 25A) na unidade assimétrica. Assim como observado em outras Lys49-PLA;s, duas
moléculas de PEG4000 se localizam préximo a cadeia lateral do residuo His48 em cada
mondmero e a terceira se localiza préximo a Lys7 do mondmero B (esta molécula de
PEG4000 também se liga a Lys7 do mondomero A, quando aplicado a operagdo de simetria)

(Figura 25B). As moléculas de suramina interagem com a superficie dos monomeros da
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MjTX-Il/suramina de maneira simétrica, tendo contato com residuos presentes no C e N
terminal da toxina. Este modo de ligagdo na superficie da toxina, também auxilia na interagao
com outras suraminas adjacentes e outros aminodcidos, formando um oligobmero com quatro
moléculas (Figura 25B) na cela unitaria cristalina, onde curiosamente, ha também a formacgao

de dois dimeros na conformagao alternativa.

Figura 25: Estrutura cristalografica do complexo MjTX-II/suramina. A. Cartoon do estrutura mostrada em
verde e as moléculas de suramina estdo mostradas em sticks amarelos. O mapa de densidade eletronica
(coeficientes |Fobs| 1 Fcalc|) do inibidor com o contorno de 1,0 5. B. Conformagdo tetramérica do complexo
formado por dois dimeros na unidade assimétrica, conformagdo também sugerida pelo programa PISA (Krissinel
e Henrick, 2007).

Na estrutura da MjTX-II/suramina, pode-se observar varios contatos hidrofobicos
e trés interagdes polares (Figura 26) entre o inibidor e a superficie da toxina em ambos
mondmeros, que ocasiona a formagao do complexo tetramérico, principalmente pela interacao

entre as moléculas de suramina.

51



A @, .
303 s T Phed(A)
= . e 14
Phe126(5) @ " i
o o L)

. =
c; O s
oo ) @) %;;;:m
o & 1
= e
o
s @,
@) . GIy6(A)
8 .
$
ProlS(A)
Tyri21(B)
Suramina 1
o cft AsnlTA)
deso
J LI
[

=

oy = . 4
d&i"
e e -n
02 - . 4 Tyr119(B)
g s
o ‘," e Lys115(B)
-
/
e

Lys116(B)

Phel26(A)

Lys'.'{l]‘]%
Len l‘:%

Asnl7(B)

Suramina 2

Asnll4{A)

Figura 26: Interacdo das moléculas de suramina na estrutura da MjTX-II. A e B representam a interacdo das suraminas 1 e 2 nos mondémeros A ¢ B da MjTX-II,
respectivamente. As ligacdes de hidrogénio sdo mostrados pelas linhas pontilhadas e os contatos hidrofébicos sdo mostrados pelo pelos arcos. Figura feita pelo programa

Ligplot (Wallace et al., 1995).
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Dados estes resultados, foram executados experimentos de dindmica molecular
com o intuito de verificar a estabilidade da estrutura tetramérica do complexo observado na
cela unitaria. Para isso, foram usados dois modelos diferentes: o primeiro era composto por
um complexo tetramérico (quatro moléculas de proteina e quatro moléculas de suramina
ligadas na interface do complexo) e o segundo era composto por quatro moléculas da proteina
sem nenhuma molécula de suramina.

Apos o tempo de 50 ns de simulagdo o complexo tetramérico com a suramina
demonstrou valores mais baixos de RMSD e de flutuagao dos residuos quando comparado
com a estrutura tetramérica sem o inibidor (Figura 27). Portanto, podemos dizer que a
estrutura tetramérica ligada com as moléculas de suramina apresenta menor tendéncia de
movimento dos dimeros, pois as moléculas de suramina auxiliam na estabilizacdo deste

tetramero formado.
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Figura 27: Média do RMSD dos carbonos alfa das cadeias principais do complexo tetramérico da MjTX-II. O
grafico para a estrutura sem os ligantes (vermelho) e o complexo tetramérico MjTX-II/suramina (preto) sdo
mostrados ao longo do tempo de 50 ns de dindmica molecular.

A interagdo entre a MjTX-II e a suramina foi avaliada por ITC. Uma
representacdo de uma titulacdo calorimétrica ¢ mostrada na Figura 28. O termograma exibe
comportamento bifasico, indicando ao menos 2 eventos distintos de ligagdo. Para evitar
restrigdes em relagdo aos sitios de ligagdo, foi adotado um modelo geral com 2 sitios de
ligacdo (uma molécula de ligante para cada mondmero de MjTX-II) baseado nas constantes
gerais de associacdo (B; e ) e entalpias de ligagdo (AH; e AH;). A andlise de regressdo nao

linear permitiu estimar os pardmetros de ligacdo (Tabela 5). A constante de interagdo o
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(=4B2/B1%) de 0,1 e coeficiente de Hill de 0,5 indicaram que os sitios de ligacdo sdo ndo
idénticos ou tem cooperatividade negativa (Brown, 2009). Além disso, devido a simetria
estrutural na MjTX-II (como mostrado nos dados cristalograficos) os sitios de ligacao das
moléculas inibidoras podem ser considerados idénticos com cooperatividade negativa.

Tempo (minutos) Tabela S: Parametros termodinamicos globais e

SO especificos da titulagdo MjTX-II/suramina
10 g Parametros Valor
= osh i kq1 (UM) 0,6+0,1
E| Constantes de
E ’H N | dissociacaos Al (keal/mol) 5,040,2
e | Tmfw | entalpia das ko (uM) 6,2+1,2
o5t : ligages Ahs (keal/mol)  -18,240.6
-, ] B (M) 3,1+0,5 x 10°
3 st ‘*.\ - AH; (kcal/mol) 5,2+40,3
i o ann Parametros de B, (M?) 2,5+0,4 x 10"
s sl \‘f - ligagdo
) determinados por AH; (kcal/mol) -13,0+0,3
Sl i regrcllz§sﬁo nao- A 0,10+0,03
1 " 1 1 " 1 1 " Il " lnear
o 0'5[sur;fnin;]'f/[l)fﬁ,]_r 220 Ah (kcal/mol) -23,440,4
ny 0,5+0,2

Figura 28: Titulagdo calorimétrica de
suramina em MjTX-II. O painel superior
apresenta o termograma (poténcia térmica
pelo tempo) para titulagdes de 200 pL de
45 uM MjTX-IT com 600 uM suramina. O
painel inferior mostra o isoterma de
ligacdo (calor integrado normalizado pelo
ligante em funcdo da razdo molar).
Alteracdes de afinidade e entalpia foram
determinadas por um modelo de regressao
ndo-linear considerando-se dois sitios de
ligagdo (linha continua).

kgie kqp, constantes intrinsicas de dissociacdo para a ligagdo do
primeiro e segundo inibidores. Ah; e Ah,, entalpias de ligacdo
intrinsicas para o primeiro e segundo evento de ligacdo. 3, e [3,,
constantes de associa¢do gerais para o primeiro e segundo evento
de ligagdo. AH; e AH,, entalpia da ligacao geral dos dois eventos
de ligacdo. a constante de cooperatividade (:4[32/[312). Ah entalpia
de cooperatividade. ny coeficiente de Hill (= 2/(1+a?)).

Os parametros de liga¢do especificos de cada sitio foram calculados a partir dos
parametros gerais de constante de associacao: as constantes de dissociagdo para a ligagcdo do
primeiro e segundo eventos e suas correspondentes entalpias (Tabela 4). O primeiro evento de
ligacdo apresentou uma constante de dissociacao de 0,6 uM, enquanto o segundo evento de
ligacdo apresentou constante de dissociagdo de 6,2 uM (redugdo de 10 vezes na afinidade de
ligacdo). Houve uma consideravel diferenca na entalpia de ligagdo: o primeiro evento exibiu

entalpia desfavordvel (ligagdo guiada entropicamente), enquanto o segundo evento exibiu
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entalpia favordvel (ligagdo guiada entalpicamente, com uma diferenca de -23,4 kcal/mol).
Considerando a menor afinidade de ligagdo do segundo evento e sua entalpia de ligagdo mais
favoravel, a ligagdo do segundo evento ¢ acompanhada por uma grande e desfavoravel
entropia, que pode ser associada com a oligomerizagao da MjTX-II (tetramerizagao).

Para melhor estudar o processo de oligomerizagdo, foram realizados experimentos
de DLS com as amostras de MjTX-II nativa e MjTX-II/suramina na concentracdo de 2,5
mg/mL. Para a amostra nativa, temos uma populacdo predominantemente dimérica em
solugdo (polidispersividade de 12,0 %) com raio hidrodindmico de 2,3 nm. A amostra pré
incubada da MjTX-II com suramina mostrou a forma¢ao de um oligdmero (polidispersividade
de 14,9%), com o raio hidrodindmico calculado de 5,4 nm, sugerindo assim, que a suramina
induz a formacao de um oligdmero.

Além disso, o experimento de cromatografia de exclusao molecular analitica
exibiu 3 picos no cromatograma resultante, sendo eles correspondentes a amostra de MjTX-II
tetramérica, MjTX-II dimérica e agregados do ligante suramina (Figura 29A). As massas
moleculares dos padrdes e dos picos obtidos foram calculadas pelo utilizando o coeficiente de

particao K,, e colocados no grafico a partir do /og da massa molecular (Figura 29B).
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Figura 29: Analise da conformagdo oligomérica da MjTX-II/suramina por cromatografia de exclusdo molecular
analitica. A. Cromatograma obtido por cromatografia de exclusdo molecular analitica da MjTX-II pré incubada
com suramina em 50 mM de Tris HCI pH 5,9. A curva mostra a MjTX-II/suramina em diferentes posi¢cdes no
cromatograma, além de ser possivel observar um pico correspondente a agregados de suramina. B. Curva de
calibragdo determinada usando proteinas padrao mostram diferentes conformagdes oligoméricas da MjTX-II. As
proteinas padrdo foram obitidas do kit de calibragdo de proteinas de baixo peso (Sigma-Aldrich) contendo:
Alcool desidrogenase (200 kDa), Albumina de soro bovino (66 kDa), Anidrase carbonica (29 kDa) e Citocromo
C (12,4 kDa).
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4.4.1. Oligomerizagdo da estrutura MjTX-1l/suramina

A maioria das estruturas cristalograficas de Lys49-PLA;s depositadas no banco de
dados estao na conformagao dimérica, sendo esta configuracao suportada por experimentos de
DLS, SAXS e cromatografia de exclusao molecular (Murakami et al., 2007b; Dos Santos et
al., 2009; Fernandes et al., 2010; Fernandes et al., 2014).

Assim como as outras Lys49-PLA;s, a unidade assimétrica da estrutura
cristalografica da MjTX-II também apresenta um dimero (De Azevedo et al., 1997; Watanabe
et al., 2005; Salvador, Cavalcante, et al., 2013), bem como estrutura da MjTX-II/suramina
apresentada aqui. Porém, a andlise da disposi¢do das moléculas na unidade assimétrica e o
modo de ligacdo das moléculas inibidoras, indica que esta interacdo das moléculas de
suramina na superficie da toxina pode auxiliar na formag¢ao de um oligdmero composto por
quatro moléculas, sendo este formado por dois dimeros, como observado na cela unitaria.

Para se confirmar a hipotese da formacao da estrutura tetramérica na cela unitaria
induzida pelo inibidor e sua estabilidade, os resultados de dinamicas moleculares do
complexo tetramérico com a molécula inibidora mostram que o complexo fica mais estavel
até o final da simulacao quando comparado ao complexo sem o inibidor.

Além disso, também pelos resultados obtidos por DLS, podemos dizer que a
presenga da molécula inibidora induz a formacdo de oligdbmeros, pois ocorre a alteracdo do
raio hidrodindmico ap6s a adi¢do da suramina. Os resultados de experimentos de ITC
mostraram dois eventos de ligagdo com cooperatividade negativa caracterizados pelas
constantes de dissociagdo. O primeiro evento com os valores de constante de dissociagdo
maiores € entalpia positiva, sdo provavelmente correspondentes a ligagdo da suramina na
superficie da toxina e os valores de constante de dissociacdo menores e entalpia negativa,
podem estar relacionados com a interagdao entre os dimeros, com consequente formagao do

complexo tetramérico.

4.4.2. Evidéncias estruturais para a inibi¢do da MjTX-1I pela suramina

Pode-se observar na estrutura cristalografica em alta resolu¢do a interacdo da
molécula inibidora em regides importantes da toxina (considerando o atual mecanismo
miotdxico para estas toxinas - (Fernandes ef al., 2013)), propondo um mecanismo de inibi¢ao
especifico para esta toxina.

Como ja descrito por dos Santos e colaboradores em 2009, um residuo do N-

terminal (Lys20) e outros dois residuos basicos do C-terminal (Lysl15 e Argll8) sdo
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responsaveis pela expressdo da miotoxicidade, sendo recentemente este sitio chamado de sitio
de ancoragem a membrana (MDoS), e também complementado por um sitio responsavel pela
ruptura da membrana (MDiS), composto por residuos hidrofébicos do C-terminal (Leul21 e
Phel25 para as Lys49-PLA;s e Leul22 e Phel26 para a MjTX-II, devido a inser¢ao de um
residuo na sequéncia de aminoacidos) (Fernandes et al., 2013) (Figura 12).

Além do impedimento do contato dos aminoacidos dos sitios MDoS e MDiS com
a membrana (Figura 30A e B), podemos adicionar a ocorréncia da oligomerizagao da MjTX-
[I/suramina induzida pela molécula de suramina como forma de inibicao, pois a presenca da
molécula de suramina na superficie auxilia na formagao de oligdmeros, os quais deixam os

sitios funcionais inacessiveis fisicamente para a interacdo com a membrana (Figura 30C).
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Figura 30: Sitios MDoS (sitio catiénico de docagem na membrana) e MDiS (sitio hidrofobico para a ruptura da
membrana) na estrutura da MjTX-II/suramina, onde estdo destacados a molécula inibidora nestes sitios. A.
Representagdo em cartoon da MjTX-II/suramina com os sitios ¢ molécula desenhados em sticks (MDoS -
residuos em cor verde; sitio MDiS - residuos em cor vermelha). B. Visdo detalhada da interacdo entre a suramina
¢ um mondmero da MjTX-II (mostrado somente a superficie), destacados 0 MDoS (verde) e MDiS (vermelho).
C. Conformagao tetramérica do complexo MjTX-II/suramina com o inibidor interagindo com os sitios MDoS
(verde) e MDiS (vermelho).

A formacdo de oligdmeros induzidos por suramina também foi reportado para a
Ecarpholina S (Zhou et al., 2008), uma Ser49-PLA,; isolada do veneno de E. carinatus (Figura
31). Neste caso, além da inibicdo da atividade miotoxica, a suramina também induziu a
oligomerizagdo da toxina que foi essencial para a inibigdo, pois a estrutura nativa monomérica

tornou-se dimérica na unidade assimétrica e octamérica na cela unitaria (Zhou et al., 2008).
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.MjTX-IIlsuramina . Ecarpholina S/suramina

Figura 31: Sobreposicdo das estruturas de MjTX-II e Ecarpholina S/suramina. A. Sobreposi¢do do complexo
MjTX-II/suramina com o complexo Ecarpholina S/suramina, mostrando o desvio entre as estruturas
cristalograficas. B. Moléculas de suramina mostradas em sticks, onde é possivel observar partes expostas ao
solvente, que seriam responsaveis pelo contato com suraminas e moléculas de mondmeros adjacentes, auxiliando
na formagdo de oligdmeros.

Considerando os resultados obtidos por experimentos de cristalografia e outros
métodos biofisicos, o processo de oligomerizagdo que ocorreu com a MjTX-II pode ser
sugerido como uma forma de inibi¢do das PLA;s homdlogas pela suramina, onde os sitios

responsaveis para a a¢do das toxinas ficam inacessiveis para a interacao toxina-membrana.
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4.5. Complexo da toxina MjTX-I com o ligante suramina

Para elucidarmos os mecanismos de interagdo entre a ligacdo da MjTX-I e a
suramina, recorremos a estudos por cristalografia de raios X e diferentes estudos em solugao,
0s quais mostraram que este ligante causa modificacdes importantes na estrutura, como a
mudanga no seu estado oligomérico.

Os cristais do complexo MjTX-I/suramina obtidos (Figura 32) foram submetidos
a experimentos de difracdo de raios X, resultando em um conjunto de dados composto por

121 imagens.

Figura 32: A. Monocristais de MjTX-I/suramina; B. Detalhe da regido com o monocristal de MjTX-I/suramina
que foi levado para experimentos de difra¢do de raios X.

Os dados foram processados no grupo espacial P2,2,2; a 2,14 A de resolucio ¢ a
estrutura cristalografica do complexo MjTX-I/suramina foi resolvida por substituicdo
molecular, usando como modelo o0 mondomero A da estrutura da MjTX-I nativa (PDB id:
3TOR), onde foram encontradas duas moléculas na unidade assimétrica na conformagdo
alternativa.

O complexo (composto pelas moléculas de proteina, PEG4000, molécula de
suramina ¢ moléculas de solvente) foi refinado e devido a auséncia de densidade eletronica
para algumas cadeias laterais, estas foram removidas e ndo modeladas (Glu86 e Lys69 do
mondémero A e Lys128 do mondmero B). Os valores finais de Reyis; € Rfee cOnvergiram para
19,87 % e 24,82 % respectivamente, € o modelo final apresentou 161 moléculas de agua, 2
moléculas de PEG4000 (uma localizada proximo a cadeia lateral da His48 do mondmero A e
a outra proximo a cadeia lateral da lisina 7 do mondmero B) e 1 molécula de suramina no

canal hidrofobico (Figura 33).
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Figura 33: Estrutura cristalografica da MjTX-I/suramina. A. Pode se observar a molécula de suramina (amarelo)
entre os dois mondmeros da proteina e as moléculas de PEG4000 (azul). B. Mapa de densidade eletronica da
molécula de suramina na estrutura da MjTX-I. A molécula em amarelo foi adicionada para facilitar a
visualiza¢do. Os mapas foram calculados com os coeficiéntes [Fobs| - |Fcalc| e contorno de 1,0 o.

A estrutura finalizada foi submetida nos programas online MolProbity (Chen et
al., 2010) e PDBe PISA (Krissinel e Henrick, 2007), onde este ultimo sugere que a
conformagdo dimérica alternativa ¢ a mais estdvel e mais provavel de ocorrer em solugdo,
baseados nos valores do indice de complexacgao (1,0 - Complexation signification score -
CSS), area de interface (637,3 A%) e A'G=-24.3 kcal/mol (indica a energia livre de solvatagio
ganha na formacdo da interface. Valores negativos indicam interfaces hidrofobicas). Os

valores de dados de processamento e refinamento da estrutura estdo descritos na Tabela 6.
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Tabela 6: Estatisticas de coleta de dados e refinamento estrutural do complexo MjTX-
I/suramina.

Cela unitaria (A) a=48,7; b=60,2; c=102,2
Grupo espacial P2:2:2,
Resolugio (A) 51,93 -2,14 (2,21 - 2,14)*
Reflexdes tnicas 16822 (1614)*
Completeza (%) 98,18 (95,50)"
/o (1) 9,61 (3,84)"
Multiplicidade 4,6 (4,8)"
Moléculas na UA 2
Coeficiente de Matthews Vy (A’Da™) 2,73
Ryerge” (%) 12,6 (36,4)"
Reryst 19,87
Riice 24,81
Numero de atomos (nao hidrogénios)

Proteina 1862

Aguas 161
Moléculas de suramina 1
Moléculas de PEG 2
Fator de temperatura médio (A?) 28,49

Grafico de Ramachandran (%)°
Favoraveis 95,0

Nao favoraveis 0,0

* Nimeros entre parénteses sdo para a camada de maior resolugéo.

b Rerge = Znal Zillpia,i = <Dni™ )1/ 2w, <Iniw™>, onde Iy ; € a intensidade de uma medida individual da reflexdo com os
indices de Miller 4, k e [, e <Ij;;> ¢ a média das intensidades da reflexdao. Calculado para I >3 (I).

¢ Calculado pelo programa MolProbity.

A fim de comprovar que ha interacdo entre a suramina e¢ a toxina, foram
realizados experimentos de ITC e os dados estdo apresentados na Figura 34 e Tabela 7. A
titulagdo apresentou termograma bifasico, o que pressupde dois eventos distintos de ligagdo.

A analise das constantes termodindmicas mostrou dois eventos bastante diferentes
em termos termodindmicos e com constantes de dissociagdo (K4) com uma ordem de grandeza
de diferenca. Estes dois eventos nos dados de calorimetria podem ser distinguidos pela

ligagdo da molécula de suramina na proteina (maior valor da constante de dissociagdo e
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entalpia positiva) e ligacdo entre as moléculas de proteina induzida pela suramina (menor
valor da constante de dissociagdo e entalpia negativa). Interessantemente, os valores de K4 sdo
bastante similares com a da MjTX-II/suramina (Tabela 5), porém com a ordem dos eventos
invertidos (primeiro evento K4 maior e o segundo evento com Ky menor para a MjTX-I e
inverso para a MjTX-II) . Estes dados podem sugerir que um dos eventos pode estar associado
com o processo de dissociagdo da proteina nativa e o segundo com a ligacdo do ligante e
formac¢do do dimero alternativo. Outra possibilidade seria o processo de ligacdo da suramina
em um mondmero da MjTX-I e posteriormente a ligagdo do outro monomero, causando a

oligomerizacao da toxina.
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O»ﬁo—'l s, T . T s, T ! T b T bl T L T o} I-
0.40 .
5 020 ’ .
= ]
g oo Lr] S ~rrrrrr~— Tabela 7: Dados termodinamicos intrinsecos da
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St \ \ ] 1° Evento 2° Evento
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@ 1 N
g e - 2 1 AH (kcal/mol) -14,80 + 2,96 5,97+ 0,85
= ] 4
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% . " kg, constante intrinsica de dissociacdo para a ligagdo do
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= | : : - : : : : segundo evento de ligacdo. AS entropia de ligagdo. n
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Figura 34: Titulacdo calorimétrica de
suramina em MjTX-I. Painel superior mostra
os dados brutos (poténcia térmica em fungdo
do tempo) da titulagdo de 200 pL de
suramina a 750 uM  em MjTX-I a 50 uM.
Painel inferior mostra a isoterma de ligagéo
(calor integrado normalizado pelo ligante em
fungdo da razdo molar) e o ajuste dos dados,
baseado em um modelo de ajuste ndo linear
(linha continua).

O estudo de DLS mostrou que ocorre o aumento do raio hidrodindmico das
moléculas de proteina em solucdo, pois a amostra nativa possui um raio hidrodinamico de 2,0
nm (amostra com polidispersidade de 13.1 %) e apds a incubag¢do da MjTX-I com o ligante

suramina na proporcao de 1:10 (proteina:ligante), o raio hidrodinamico passa a ser de 3,4 nm
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(polidispersidade de 11,3 %), sugerindo a formagdo de um oligdmero, fato ja observado para

nos estudos apresentados anteriormente com o complexo MjTX-II/suramina e Ecapholina

S/suramina.
Podemos observar na estrutura cristalografica que a interacao entre a molécula de

suramina € os monomeros da toxina ¢ estabilizada por 7 ligacdes de hidrogénio (4 no

monodémero A e 3 no mondmero B - Figura 35).
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Figura 35: Interacdo da molécula de suramina na estrutura da MjTX-1. As 4 ligacdes polares entre os residuos
do mondmero A e as 2 do mondmero B sdo mostrados pelas linhas pontilhadas e os contatos hidrofébicos sao

mostrados pelo pelos arcos. Figura feita pelo programa Ligplot (Wallace et al., 1995).

A menor quantidade de interagdes entre a suramina € o mondomero A pode estar
associada a presenga de uma molécula de PEG4000 em interagdo com a His48, que altera as

ligagdes da molécula de suramina. A MjTX-I também apresenta a muta¢ao Tyr119Val (Figura
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36), onde a presenca da molécula de suramina entre os mondmeros auxilia na formagdo do

dimero alternativo e sua estabilizagdo na estrutura da MjTX-I.

Valll9 B

Figura 36: Regido destacada da interacdo entre os residuos de numero 119. A. Estrutura cristalografica da
BthTX-I nativa (PDB id: 31Q3); B. Estrutura do complexo PrTX-I/AR (PDB id 3QNL); C. Estrutura do
complexo MjTX-I/suramina. E possivel observar que a mutagio Tyrl19Val na sequéncia de aminoacidos da
MjTX-I causa modificagdes estruturais fazendo a toxina perder a ligagdo Tyr119-Tyr119 que € essencial para a
estabilizagdo do dimero alternativo.

A presenca deste residuo na posicdo 119 ¢ essencial na estabilizacdo do dimero
alternativo nas Lys49-PLA;s presentes em venenos de serpentes do género Bothrops, devido a
ligacao de hidrogénio feita pelas Tyr119 presentes em ambos os mondmeros, € assim, auxiliar
na expressao da atividade miotoxica (Dos Santos et al., 2009; Marchi-Salvador et al., 2009;
Salvador, Cavalcante, et al., 2013). A atividade miotoxica ¢ uma caracteristica das Lys49-
PLA;s descrita por varios autores na literatura (Heluany et al., 1992; Soares et al., 2001; De
Oliveira et al., 2003; Oshima-Franco et al., 2004; Rodrigues et al., 2004; Cavalcante et al.,
2005; Gallacci et al., 2006; Stabeli et al., 2006; Cavalcante et al., 2007; Randazzo-Moura et
al., 2008; Ponce-Soto et al., 2009; Dos Santos, Cardoso, et al., 2011; Salvador, Cavalcante, et
al.,2013).
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A MjTX-I também apresenta atividade miotdxica, porém ha a necessaria da
amostra estar cinco vezes mais concentrada para se obter o mesmo efeito das outras Lys49-
PLA;s (Salvador, Fernandes, et al., 2013). Este fato se deve provavelmente a mutacdes em
residuos essenciais para a formacao do dimero alternativo (como a Tyr 119) e também de um
dos residuos conservados nos sitios MDoS (Argl 18 Asp). Porém, a atividade miotoxica ndo €
totalmente perdida devido a alguns residuos basicos encontrados na por¢ao C-terminal, além

da conservacao dos residuos do MDiS (Leul21 e Phe 125) (Figura 37).
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Figura 37: Alinhamento das sequéncia de aminoacidos das Lys49-PLA,s isoladas do veneno de serpentes do
género Bothrops. BaTX: Lys49-PLA,; do veneno de Bothrops alternatus (NCBI GI: 292630846); BnlV: Lys49-
PLA, isolada do veneno de Bothrops pauloensis (NCBI GI: 333361256); BnSP-6: Lys49-PL A, do veneno de
Bothrops pauloensis (NCBI G1:49258448); BnSP-7: Lys49-PLA,do veneno de Bothrops pauloensis (NCBI GI:
239938675); BthTX-I: Bothropstoxina-I isolada do veneno de Bothrops jararacussu (NCBI GI: 51890398);
MjTX-I: Miotoxina-I do veneno de Bothrops moojeni (NCBI GI: 17368325); MjTX-II: Miotoxin-II do veneno
de Bothrops moojeni (NCBI GI: 62738542); Myo-II: Miotoxin-II do veneno de Bothrops asper (BaspTX-II)
(NCBI GI: 166215047); PrTX-I: Piratoxina-I isolada do veneno de Bothrops pirajai (NCBI GI: 17433154);
PrTX-II: Piratoxina-II isolada do veneno de Bothrops pirajai (NCBI GI: 17368328).

Como j& demonstrado anteriormente, a regido C-terminal possui residuos
carregados positivamente € com isso, pode ter acdo miotdxica (Lomonte ef al., 1994; Kini,
2003). Ja que a estrutura nativa da MjTX-I apresenta uma conformacdo oligomérica distinta

quando comparado com outras Lys49-PLA;s, ¢ sugerido a presenga de residuos basicos na
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porcdo C-teminal da toxina e o sitio MDiS (Figura 38A), que ficariam expostos
independentemente da conformacdo oligomérica ser monomérica, dimérica ou tetramérica

(Figura 38B), seriam os responsaveis pela expressao da miotoxicidade desta toxina.

Figura 38: Estrutura cristalografica da MjTX-I e a superficie de cargas. A. Residuos apontados que compdem o
sitio MDiS (coloridos em verde) pelas setas (Leul21 e Phel25). B. Superficie de cargas da estrutura da MjTX-I,
destacando-se com as setas o local onde se localizam os sitios MDiS da toxina. Também ¢é possivel notar a alta
quantidade de porcdes carregadas positivamente na molécula que sdo mostrados na cor azul (também ¢é possivel
observar as regides neutras na cor branca e regioes carregadas negativamente na cor vermelha).

4.5.1. Bases estruturais para a inibi¢ao da MjTX-I pela suramina

Estudos mostrados anteriormente e nesta tese mostram que a suramina pode inibir
a acao miotdxica de PLA»s homologas como a Ecarpholina S, BaspTX-1I e MjTX-II. Porém,
atualmente, ndo h4 dados funcionais que comprovam a eficiéncia da suramina contra a acao
miotoxica da MjTX-I.

Esta proteina pode assumir diferentes estados oligoméricos em solucao
(monomérica em 4&gua ultra pura ou em tampao com baixa for¢a idnica e outros estados
oligoméricos em solugdo tampdo) (Salvador, Fernandes, et al, 2013). A estrutura
cristalografica da MjTX-I nativa apresenta quatros moléculas na unidade assimétrica,
composta por dois dimeros convencionais, diferentemente do complexo observado na
estrutura cristalografica da MjTX-I/suramina, onde a unidade assimétrica ¢ composta por duas
moléculas de toxina na conformacdo alternativa conectadas por uma molécula de suramina,

semelhante ao complexo BaspTX-II/suramina (Figura 39).
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B MjTX-1

B BaspTX-II

Figura 39: Sobreposicdo dos complexos MjTX-I/suramina ¢ BaspTX-II/suramina. A. Estrutura
cristalografica do complexo MjTX-I/suramina com a molécula de suramina em amarelo. B. Estrutura
cristalografica do complexo BaspTX-II/suramina com a molécula de suramina em azul. C. Sobreposi¢do das
estruturas mostrando que as moléculas de suramina estdo em regides semelhantes..

A ligacdo da molécula de suramina entre os mondmeros nas estruturas da
BaspTX-II/suramina ¢ MjTX-I/suramina sugere que a molécula de suramina pode inibir de
modo semelhante estas duas toxinas, onde ocorre na alteracdo da carga positiva para negativa

na area de reconhecimento da membrana pela toxina (Murakami et al., 2005).

68



4.6. Inibicao de PLA;s homologas por diferentes moléculas

Devido a molécula de suramina ser carregada negativamente, ela se liga nas
porcdes positivas das toxinas, como observado nas estruturas da BaspTX-II/suramina e
MjTX-I/suramina, onde o inibidor se liga ao N-terminal e ao sitio putativo de ligacdo de
calcio da proteina, diferentemente da estrutura do complexo MjTX-II/suramina, que o inibidor
se encontra na superficie do dimero, em contato com as por¢des N e C-terminal, contribuindo
para ligacao de outras moléculas de suramina e proteina e da Ecarpholina S/suramina, onde
inibidor se liga as por¢des N e C-terminal da toxina para formar um complexo oligomérico

(Figura 40).

Figura 40: Estruturas de PLA,s complexadas com suramina e os locais de interagdo com estas proteinas. A.
MjTX-I/suramina e B. BaspTX-II, ambas com a molécula interagindo no C-terminal e sitio putativo de ligagdo
do ion calcio. C. MjTX-Il/suramina com as moléculas inibidoras na superficie da toxina. D. Ecarpholina
S/suramina com duas moléculas de suramina entre os mondmeros com uma por¢ao da molécula exposta para o
solvente, contribuindo para a ligagdo de outras moléculas inibidoras e outras moléculas de proteina.

Na estrutura da MjTX-II/suramina, pode-se observar diferentes tipos de contatos
entre o inibidor e a superficie da toxina em ambos mondmeros, que ocasiona a formacdo do

complexo tetramérico, principalmente pela interacdo entre as suraminas.

69



Tendo como evidéncia estes dados estruturais e funcionais e dados anteriormente
publicados, podemos propor diferentes classes de inibidores para as PLA,s homologas: i)
ligacao de inibidores no canal hidrofébico (como o brometo de p-bromofenacil), e restringem
o acesso de moléculas no canal hidrofobico e ii) inibidores que se ligam a por¢ao C-terminal
MDoS ou MDiS (baseados nos novos mecanismos miotoxicos propostos).

As estruturas cristalograficas dos complexos apresentados neste trabalho possuem
dois tipos de inibidores, de classe i e ii. Para o complexo MjTX-II/AR, temos que a molécula
promove o bloqueio da regido do MDiS e além de consequentemente pode impossibilitar a
ligacdo de substratos no canal hidrofobico por meio da alteracdo na estrutura quaternaria da
toxina (inibidor de classe 7),; O complexo MjTX-II/suramina apresenta a ligacdo da molécula
inibidora simultaneamente nos sitios MDoS e MDiS da proteina, podendo classificar este
inibidor como sendo de classe ii; Para o complexo da MjTX-I/suramina, vimos que a
molécula de suramina se liga no canal hidrofébico da toxina, onde podemos supor e propor
que o modo de inibi¢do para esta toxina, seria a partir da alteracdo da interface de interagdo

entre a toxina € a membrana (inibidor de classe 7).
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CONCLUSAO

71



Foram caracterizados por meio de estudos funcionais e estruturais as toxinas
MjTX-I e MjTX-II com diferentes ligantes/inibidores, isoladas do veneno de Bothrops
moojeni. Estas toxinas apresentam varias particularidades como mutagdes, diferencas na
estrutura oligomérica e na poténcia da atividade miotoxica, que podem ser provenientes do
processo de evolucdo sofrido pela serpente (Kini, 1997; 2003; Doley e Kini, 2009; Dos
Santos, Cintra-Francischinelli, et al., 2011). A MjTX-IL, por exemplo, apresenta a estrutura
nativa com diferente conformacgao oligomérica comparada com outras Lys49-PLA;s (Marchi-
Salvador et al., 2005; Salvador, Fernandes, et al., 2013) e atividade miotoxica
significativamente baixa quando comparada com outras Lys49-PLA,s (Andriao-Escarso ef al.,
2000; Salvador, Fernandes, et al., 2013). J& a MjTX-II apresenta uma inser¢cao e algumas
mutacoes na regido do C-terminal, que alteram parcialmente o modo de interagdao dos ligantes
nesta molécula (Salvador, Cavalcante, et al., 2013).

Temos também que o modo de ativagdo e inibicdo da MjTX-II ¢ diferenciado das
outras Lys49-PLA;s, pois a estrutura cristalografica da toxina na forma nativa dispensa a
presenca de uma molécula de 4dcido graxo em seu canal hidrofobico para a estabilizagao do
dimero e para a ativacao alostérica na toxina.

As moléculas de suramina e AR sdo potenciais inibidores para a ativade miotoxica
causada pelas Lys49-PLA,s de serpentes do género Bothrops. Primeiramente, as estruturas
obtidas a alta resolu¢do deram evidéncias do modo de inibi¢do da atividade da toxina pelas
moléculas de suramina e AR, pois se posicionaram nos sitios funcionais descritos
anteriormente para estas toxinas: MDoS (suramina) e MDiS (suramina e AR). Além disso, foi
possivel observar por estudos de DLS que a molécula de suramina pode induzir a formacao de
complexos oligoméricos, ocasionando ocultagdo dos sitios funcionais em ambas toxinas
(MjTX-1 e MjTX-II).

Baseado nestas evidéncias, também pode ser proposto o uso das moléculas
inibidoras estudadas aqui (suramina e AR) na forma clinica, a fim de se combater os efeitos
de mionecrose local induzidos por Lys49-PLA;s, os quais sdo possiveis complementos para o
tratamento de soroterapia aplicado na ocorréncia de acidentes ofidicos causados por serpentes

do género Bothrops.
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5.1. Perspectivas futuras

Ainda ¢ necessaria melhor andlise da conformagdo oligomérica para os dados do
complexo MjTX-I/suramina, onde que para o esclarecimento dos dados de ITC, DLS e
estruturais seria interessante realizar experimentos de espalhamento de raios X a baixo angulo
(SAXS), que ird fornecer evidéncias sobre a conformacgao oligomérica da toxina em solucao.
Para os estudos dos complexos MjTX-II/AR e MjTX-II/4cidos graxos ainda ¢ necessaria uma
analise mais aprofundada dos dados estruturais, pois ainda ha duvidas em relacdo ao
mecanismo de acdo da MjTX-II, ja que as alteragdes estruturais observadas aqui sao
exclusivas para esta toxina até o momento. O processo de obtencdo da PrTX-I de forma
recombinante se encontra em fase avancada, bastando apenas aumentar a eficiéncia do

processo de purificacdo e caracterizar a sequéncia, estruturalmente e funcionalmente a toxina.
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Producio da toxina PrTX-I na forma recombinante

1. Metodologia utilizada
1.1. Inser¢do do vetor e expressdo da proteina recombinante

O vetor pPicZaA contendo a ORF (open reading frame) para a expressao da
PLA, PrTX-I foi obtido a partir de sintese génica pela GeneArt (Life Technologies™). A
OREF referente a PrTX-I foi inserida no vetor a partir dos sitios de restricdo EcoRI (3 DNA) e
Notl (5 DNA) (Figura 1).

Figura 1: Vetor pPicZaA contendo a ORF para a expressao da PrTX-I.

Para propagagdo do vetor pPicZaA-PrTX-I em células de Eschirichia coli, foi
necessario tornar células da linhagem DHS5a competentes. Este processo foi realizado a partir
de um pré-indculo de bactérias originais, ou seja, que ainda ndo receberam o plasmidio. Este
pré-indculo foi cultivado em meio LB, até atingir a densidade optica (D.O.g00nm) de
aproximadamente 0,4. Em seguida, foi entdo centrifugado e as células foram ressuspendidas
em CaCl,, e deixados em repouso no gelo. ApoOs este procedimento, esta solucdo ¢
centrifugada novamente e o sobrenadante ¢ descartado, sobrando apenas as células, que sao
ressuspendidas em CaCl, e glicerol. Este material ¢ entdo separado em aliquotas e mantido em
freezer com temperatura de -80 °C.

O proximo passo € a transformagdo das células de E. coli DH5a., que recebem os

plasmidios recombinantes. Para isto, a solucdo permanece incubada a 42 °C e passada
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rapidamente para o gelo. Subsequentemente ¢ adicionado meio LB Jlowsalt (Triptona, extrato
de levedura, NaCl e pH ajustado para 7,0 com NaOH) a esta solucdo, que entdo ¢ plaqueada
em LB low salt dgar (Triptona, extrato de levedura, NaCl, pH ajustado para 7,0 com NaOH e
adicionado agar), contendo antibiotico zeocina. As placas contendo 50, 100 ¢ 200 puL de
bactérias transformadas foram preparadas e incubadas a 37 °C.

As colonias crescidas sdo selecionadas e submetidas a lise alcalina (Miniprep),
onde o plasmideo ¢ extraido, seguindo o protocolo de Sambrook e colaboradores (Sambrook
et al., 2001). Ap6s este procedimento, o material ¢ quantificado em espectrofotdometro com o
comprimento de onda a 260 nm (NanodropND-1000 spectrophotometer), sendo
posteriormente visualizado em gel de agarose a 1 % pela presenca de banda com peso em
pares de base compativel com o tamanho do vetor utilizado.

O plasmideo obtido que contém a sequéncia da PrTX-I (pPicZaA-PrTX-I) foi
linearizado a partir do uso da enzima de restrigdo Pmel, onde a reagdo ocorre pela incubagao
dos plasmideos a 37 °C seguida da inativagdo da enzima Pmel, sendo que a confirmacao da
linearizagdo se da pela analise em gel de agarose a 1 %. O material linearizado ¢ precipitado e
posteriormente centrifugado, onde o pellet é quantificado em espectrofotdmetro Nanodrop
(ND-1000 spectrophotometer).

A insercdo do plasmideo nas células competentes da linhagem KM71H de P
pastoris foi realizado segundo protocolo descrito por Cregg (Cregg, 2007), onde as células
originais de P. pastoris sdo colocadas em meio YPD (extrato de levedura, peptona, YNB,
glicerol e metanol) e incubadas até se D.O.¢oonm de 1,2. Esta cultura ¢ centrifugada e
adicionada em meio YPD acrescido de HEPES e ditiotreitol (DTT), sendo que apds
incubac¢do, ocorre novamente a centrifugacao e o sobrenadante ¢ descartado, sendo o corpo de
fundo ressuspendido em sorbitol estéril e mantido a temperatura de -20 °C. Apds isso, 0 DNA
linearizado ¢ inserido nas células competentes por meio de eletroporacdo e posteriormente
plaqueados 50, 100 e 200 uL das células em placas de petri contendo YPDS dgar com
zeocina, onde permanecem incubadas a 30 °C por 4 dias.

Foram selecionadas coldnias da transformagdo em P. pastoris e individualmente
sdao inoculadas em tubos com meio BMGY (extrato de levedura, peptona, YNB, biotina,
glicerol, fosfato de potassio), que sao incubados a 30 °C sob agitacao constante. Apos 48 h, as
culturas sdo centrifugadas e o sobrenadante ¢ descartado, ressuspendendo as células em meio
BMMY (extrato de levedura, peptona, YNB, biotina, metanol, fosfato de potassio pH 6.0)

para a inducao da expressao. Em seguida, a inducao foi mantida a partir a adi¢ao de metanol
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100% a cada 24 h em concentracao final de 0,75%. Foram coletadas aliquotas da indugdo nos
tempos de Oh a 144 h, centrifugadas e analisadas em gel SDS-PAGE a 13%, corado com
nitrato de prata para determinagdo dos niveis de expressao.

As colonias que apresentaram niveis de expressdo satisfatorios na triagem, sao
selecionadas e individualmente realizado pré-inoculo a 30 °C em frascos erlenmeyer contendo
meio BMGY. Ao atingir a D.O.¢ponm entre 5 e 6, a cultura ¢ centrifugada e o pellet
ressuspendido em meio BMMY (extrato de levedura e peptona; tampao fosfato de potassio pH
6,0; YNB; biotina e metanol). A inducdo foi promovida pela adicdo de metanol 100% a cada
24 horas para uma concentragdo final de 0,75%. Foram coletadas aliquotas de 1 ml a cada 24
horas durante os 7 dias de indug¢do que foram submetidas em experimentos de eletroforese em
SDS-PAGE a 13 %.

O sobrenadante obtido da indugdo foi filtrado em filtro Millex®HV PVDF, 0,45
um de Poro (Millipore®), concentrado e o tampdo alterado para formato de aménio 50 mM,
pH 3,5 e fracionado em coluna de gel filtragdo HiLoad™ 26/600 Superdex 75, previamente
equilibrada com este mesmo tampao. As fragdes obtidas foram analisadas em SDS-PAGE a

13 %.

1.2. Espectroscopia de dicroismo circular

A técnica de espectroscopia de dicroismo circular (CD) se da pela diferenca de
absor¢ao de radiagdo polarizada a direita e a esquerda, causada por moléculas que possuem
propriedade de serem opticamente ativas (como as proteinas, que possuem o carbono quiral
assimétrico dos aminoacidos). Esta radiacdo absorvida causa uma mudanca no sentido do

vetor resultante, que passa a ser elipticamente polarizado (0) (Figura 2) (Hofmann, 2010).
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Figura 2: Absorcdo das radiagdes circularmente polarizadas em um experimento de dicroismo circular (CD). A.
Radiagoes circularmente polarizadas a esquerda e a direita (preto) que incidem sobre a amostra em um
experimento CD e a resultante (vermelho); B. Transformagdo da radiagdo circularmente polarizada para uma
elipticamente polarizada pela absor¢do diferencial das radiagdes circularmente polarizadas a esquerda e a direita
pela amostra. A elipse € caracterizada por uma diferenca do tamanho de seus eixos, sendo 0 a elipcidade. Figura
adaptada de Hofmann, 2010.

Para proteinas, temos como principal uso desta técnica, a avaliagdo da estrutura
secundaria de proteinas nativas ou obtidas de forma recombinante, alteracdes causadas pela
ligacdo de inibidores, estabilidade das proteinas frente a alteracdo de temperatura e
estabilidade ap6s a adicdo de acidos ou bases e agentes desnaturantes. O grafico obtido pela
técnica de CD apresenta valores distintos para cada elemento da estrutura de proteina, sendo
que, as hélices-a sdo mostradas em picos negativos nos comprimentos de onda 190-195 nm e
positivos a 208 nm e 222 nm. As folhas [ sdo caracterizadas pela presenca de picos negativos
entre 215-220 nm e positivos a 195 nm, porém ndo tdo proeminentes quanto as hélices-a.
Além disso, temos os elementos desordenados da estrutura, que possuem picos negativos

proximos a 195 nm e positivos em 212 nm (Figura 3) (Kelly et al., 2005).
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Comprimento de onda
Figura 3: Conformacdo das estruturas secundarias e o espectro de CD dos elementos estruturais. A linha em

verde representa uma folha B, linha em vermelho representa uma hélice-o e a linha preta representa elementos
desordenados.

Neste trabalho, foram utilizados amostras de PrTX-I obtidas na forma
recombinante, onde as amostras concentradas a 0,250 mg/mL foram submetidas a

experimentos de CD em temperatura de 18 °C.

2. Resultados

O vetor pPicZaA, contendo o cassete de expressdao para a proteina PrTX-I foi
clonado, propagado e extraido das células de E. coli DH5a competentes, onde as bandas
correspondentes as pares de base de tamanho do vetor utilizado podem ser visualizadas em
gel de agarose a 1 % (Figura 4A). O vetor selecionado foi submetido a linearizacdo com

enzima Pmel e também visualizado em gel de agarose a 1 % (Figura 4B).

85



tigs
12,000

234567

- 5 AN}

P
= )65

[ HLa ]
HA
(2L ]
L]
$000
1]

2060

L]

Figura 4: Géis de eletroforese da lise alcalina e linearizagdo. A. Eletroforese da lise alcalina das células de E.
coli DH5a. competentes contendo o vetor pPicZaA-PrTX-I em gel de agrarose 1 %, corado com brometo de
etideo. (1) marcador de pares de base 1 Kb (Invitrogen); (2-7) lise alcalina das coldnias 1 a 6. B. Eletroforese da

linearizagdo com Pmel do vetor pPicZaA-PrTX-I em gel de agrarose 1 %, corado com brometo de etideo. (1)
marcador de pares de base 1 Kb (Invitrogen); (2) DNA Intacto; (3) DNA Linearizado.

O vetor pPicZaA-PrTX-I linearizado foi integrado no genoma da levedura P.
pastoris e apds a transformacao, as células foram cultivadas em meio contendo 100 e 500
pg/mL de zeocina para selecdo de coldnias resistentes (Figura 5). Nao foram encontradas
coldnias na placa com meio contendo 500ug/mL de zeocina, descartando a possibilidade de

possiveis transformantes multiclones.
M.

Figura 5: Placa dos transformantes em KM71H. O meio contém 100 pg/pL de zeocina, indicando a presenca de
coldnias positivas para o inserto referente a PrTX-I recombinante.
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Foram selecionadas 6 colonias para a expressao em tubos de 50 mL e, ao fim do
processo, temos como resultado o gel de poliacrilamida a 13 % da Figura 6A, que indica a
presenca da proteina recombinante em varias colonias, com destaque a colonia 9, selecionada
para as indugdes em larga escala por apresentar uma alta expressao da proteina recombinante

(Figura 6B).

~15

=10

L

Figura 6: Géis de poliacrilamida a 13 % corados com nitrato de prata A. Triagem da expressdo da PrTX-I a
partir de coldonias em relacdo aos tempos de indugdo de 144h. (1) Col9; (2) Coll0; (3) Padrao de massa
molecular; (4) Colll; (5) Coll2; (6) Coll3; (7) Coll4. B. Gel mostrando a expressdo da proteina PrTX-I pela
colonia 9 em relagdo ao tempo de indugdo. (1) Padrdo de massa molecular; (2) 0 h; (3) 24 h; (4) 48 h; (5) 72 h;
(6) 96 h; (7) 120 h; (8) 144 h.

O sobrenadante da inducao da expressao foi filtrado, concentrado e submetido a
experimentos de purificagcao em coluna de gel filtracdo. As fragdes obtidas foram nomeadas
de P1 a P9 (Figura 7A) e analisadas em SDS-PAGE a 13% (Figura 7B), determinando assim

as fragdes PS5 e P6 como contendo a proteina recombinante de interesse (Figura 7C).
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Figura 7: Fracionamento do sobrenadante com a indugdo da expressdo em P. pastoris e géis das fracdes. A.
cromatograma obtido usando coluna de gel filtragdo HiLoad™ 26/600 Superdex 75, onde nove fragdes foram
coletadas. B. Gel de poliacrilamida a 13 % das fragdes obtidas por gel filtragdo corado com coomassie blue. (1)
Marcador de Massa Molecular; (2) Fragdo P3; (3) Fragdo P4; (4) Fragdo P5a; (5) Fragdo P5b; (6) Fragdo P6; (7)
Fragdo P7; (8) Fragdo P8. C. Gel de poliacrilamida a 13 % das fragdes P5 e P6, concentradas em filtros Vivaspin
3 kDa MWCO (GE), que correspondem a amostras de PrTX-I. (1) Marcador de Massa Molecular; (2) Fracdo P5;
(3) Fragao P6.

O pico P6 foi submetido a experimentos de dicroismo circular (Figura 8) e
observou-se que a amostra possui os elementos de estrutura secundaria proximas a outras
PLA,s homologas, porém com algumas diferengas, devido a alta concentragdo de sais

presentes na amostra.
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Figura 8: Espectro de CD da PrTX-I recombinante. A linha em vermelho representa a PrTX-I recombinante e a
linha em azul representa o espectro de CD da BthTX-I purificada a partir do veneno bruto.

Atualmente, vém sendo conduzidos experimentos de purificagdo e espectrometria
de massa das amostras de PrTX-I recombinante, para que a partir destas técnicas, podermos
obter amostras com menor quantidade de sais e em maior quantidade para a sua
caracterizacdo completa e para que breve, possa-se realizar ensaios miotdxicos com a toxina

recombinante junto a jun¢do neuromuscular.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Lys49-phospholipases A; (Lys49-PLA;s) are proteins found in bothropic snake venoms
Received 15 February 2013 (Viperidae family) and belong to a class of proteins which presents a phospholipase A;
Received in revised form 16 May 2013 scaffold but are catalytically inactive. These proteins (also known as PLAs-like toxins) exert
Accgpted 11 June 2013 a pronounced local myotoxic effect and are not neutralized by antivenom, being their study
Available online 25 June 2013 . . g . . .
relevant in terms of medical and scientific interest. Despite of the several studies reported in
the literature for this class of proteins only a partial consensus has been achieved con-
cerning their functional-structural relationships. In this work, we present a comprehensive
Bothrops moojeni venom structural and functional study with the MjTX-II, a dimeric Lys49-PLA; from Bothrops
Oligomeric assembly moojeni venom which includes: (i) high-resolution crystal structure; (ii) dynamic light
X-ray crystallography scattering and bioinformatics studies in order to confirm its biological assembly; (iii)
Myographic studies myographic and electrophysiological studies and, (iv) comparative studies with other
Lys49-PLA;s. These comparative analyses let us to get important insights into the role of
Lys122 amino acid, previously indicated as responsible for Lys49-PLA;s catalytic inactivity
and added important elements to establish the correct biological assembly for this class of
proteins. Furthermore, we show two unique sequential features of MjTX-II (an amino acid
insertion and a mutation) in comparison to all bothropic Lys49-PLA;s that lead to a distinct
way of ligand binding at the toxin’s hydrophobic channel and also, allowed the presence of
an additional ligand molecule in this region. These facts suggest a possible particular mode
of binding for long-chain ligands that interacts with MjTX-II hydrophobic channel, a feature
that may directly affect the design of structure-based ligands for Lys49-PLA,s.
© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction regions (Gutierrez et al., 2006; Harrison et al., 2009;
Russell, 1991). Recent estimates indicate that at least

Envenoming by snakebites represents a relevant and 421,000 envenomations and 20,000 deaths related to
neglected global health problem, particularly in tropical ophidian accidents occur each year, mainly in Latin Amer-

ica, Asia and Africa (Kasturiratne et al., 2008); however, this
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much higher than the given by several neglected tropical
diseases, such as dengue haemorrhagic fever, leishmani-
asis, cholera, schistosomiasis and Chagas disease, which
leads the World Health Organization to include the
ophidian accidents in the list of neglected tropical diseases
(Williams et al., 2010).

Snakes from Viperidae family are found in many parts of
the world causing several accidents every year (Gutierrez
and Lomonte, 1995; Kasturiratne et al., 2008). Particularly
in Brazil, the majority of ophidian accidents occur with the
Bothrops genus (Viperidae family) (Rosenfeld and Kelen,
1971; Saidde, 2001) that are characterized by pronounced
local effects, including hemorrhage, edema, pain and
myonecrosis (Gutierrez and Chaves, 1980; Gutierrez and
Ownby, 2003; Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Mebs
et al., 1983; Queiroz and Petta, 1984; Rosenfeld and Kelen,
1971). These local effects are very relevant in terms of
medical and scientific interest since the proteins respon-
sible for the toxic process which may lead to permanent
tissue loss, disability and, in some cases may require the
amputation of the victim’s affected limb are not efficiently
neutralized by antivenom administration (Gutierrez and
Lomonte, 1995).

Phospholipases A, (PLA,s) are enzymes that catalyze
the hydrolysis of glycerophospholipids, in a calcium-
dependent manner, and represent the most abundant
myotoxic components in Viperidae snake venoms
(Gutierrez and Ownby, 2003). These proteins can be clas-
sified into two groups according to their evolutionary
pathway: i) the catalytically active enzymes, such as Asp49-
, Asn49- and GIn49-PLAjys and ii) the catalytically inactive
PLA; variants (Lys49-, Arg49-, and some Asp49-PLA;s) (dos
Santos et al., 2011b). In this latter group, the most studied
toxins are the basic and homodimeric Lys49-PLA,s that
induce noticeable local myonecrosis by means of a calcium-
independent mechanism (Lomonte and Rangel, 2012). In
addition, Lys49-PLA,s exhibit some effects found exclu-
sively in vitro, as the blockade of neuromuscular trans-
mission in isolated preparations, which has been directly
associated to their ability in destabilizing cell membranes
(Gallacci and Cavalcante, 2010; Correia-de-Sa et al., 2013).
Although these toxins are not able to block neuromuscular
transmission in vivo, it may be a useful experimental
approach to investigate both the mechanism of action and
the structural-activity relationship of the myotoxic Lys49-
PLAzs.

In this work we report structural and functional studies
with a basic Lys49-PLA; from Bothrops moojeni, known as
Myotoxin II or MjTX-II. B. moojeni snakes are found in
central and southeastern part of the Brazil and also in some
parts of Argentina, Paraguay and Bolivia, living mainly in
“cerrado” and “araucaria forests” ecosystems (Borges and
Araujo, 1998). Their study have clinical and scientific
importance because of the number of accidents caused by
these snakes due to their aggressive behavior, their large
size compared to other snakes from the same genus and
because their adaptive capacity against environmental
changes (Melgarejo, 2003). MjTX-II has 122 amino acids,
molecular weight of approximately 13.5 kDa (Lomonte
et al., 1990; Watanabe et al., 2005), and presents myo-
toxic activity that is characterized by increase of serum

creatine kinase and morphologic changes in mice muscles
when studied in vivo and in vitro (Stabeli et al., 2006;
Cavalcante et al., 2007). In addition, it was demonstrated
that this protein presents antimicrobial, antitumoral and
antiparasitic effects, having therefore potential to ther-
apeutical applications (Stabeli et al., 2006).

Although the crystal structure of MjTX-II had been re-
ported in the literature in 1997 (de Azevedo et al., 1997), the
article just presents the comparison of this structure with
BaspTX-II (myotoxin II from Bothrops asper) that was the
only Lys49-PLA, structure known at that data. Further-
more, the authors did not deposit the coordinates of MjTX-
Il structure in PDB data bank making any comparison with
other structures impossible. In 2005, the structure of the
complex formed between MjTX-II and stearic acid was
solved (Watanabe et al., 2005), revealing the ligand binding
sites and comparing it to PrTX-II/fatty acid structure that
was solved in 2001 (Lee et al., 2001). Since then, several
structures of native and complexed Lys49-PLA,s have been
solved revealing some consensual features of these pro-
teins (e.g. homodimeric conformation) but bringing many
controversial and intriguing issues (e.g. biological assem-
bly, myotoxic site, the role of Lys122 residue) (Murakami
et al.,, 2005; dos Santos et al., 2009; Fernandes et al.,
2010; Marchi-Salvador et al, 2009; dos Santos et al.,
2011b). Then, in this article we try to definitively address
these issues for Lys49-PLAjs in general and to highlight
some specific characteristics of MjTX-II which may be very
important considering the medical and scientific impor-
tance of Lys49-PLAjs proteins for the establishment of
myonecrosis.

2. Materials and methods
2.1. Crystallization, X-ray data collection and data processing

A lyophilized sample of MjTX-II was dissolved in ultra-
pure water at a concentration of 11 mg mL~L MjTX-II
crystals were obtained by the hanging-drop vapor-diffu-
sion method (Ducruix and Giegé, 1992) in which 1 pl pro-
tein solution and 1 pl reservoir solution were mixed and
equilibrated against 500 ul of the precipitant solution.
Single crystals were obtained using a solution containing
20% (v/v) 2-propanol, 20% (w/v) polyethylene Glycol 4000
and 1.0 M Sodium Citrate pH 5.6. The crystals measured
0.30 x 0.25 x 0.15 mm after growing approximately one
month at 291 K.

X-ray diffraction data were collected using wavelength
of 1423 A at a synchrotron-radiation source (MX2 beam-
line - Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, LNLS, Cam-
pinas, Brazil) using a MAR CCD imaging-plate detector
(MAR Research™). The crystals submitted to X-ray diffrac-
tion experiments were held in appropriate nylon loops and
flash-cooled in a stream of nitrogen at 100 K without
cryoprotectant. The best data set was collected with a
crystal-to-detector distance of 75 mm and an oscillation
range of 1° resulting in 104 images collected. The data were
processed at 1.92 A resolution using the HKL program
package (Otwinowski and Minor, 1997) showing the crys-
tals belong to P21212; space group and that they are
isomorphous to the crystals of MjTX-II complexed to stearic
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acid (Watanabe et al., 2005). X-ray diffraction data pro-
cessing and refinement statistics are shown in Table 1.

2.2. Structure determination and refinement

The crystal structure was solved by the Molecular
Replacement Method using the program MOLREP (Vagin
and Teplyakov, 1997) from CCP4 package v.6.1.13
(Potterton et al., 2004) and atomic coordinates of MjTX-II/
stearic acid complex (monomer A with the stearic acid
ligand omitted was used - PDB access code 1XXS)
(Watanabe et al., 2005). Rounds of crystallographic refine-
ment with CNS v.1.3 (Brunger et al., 1998) and manual
modeling using the program Coot v.0.7 (Emsley and Cowtan,
2004) were used to improve the model, considering Reryst
and free R-factors. Polyethylene glycol (PEG) 4000, iso-
propanol and solvent molecules were added by CNS v.1.3
and Coot v.0.7 programs. Due to the lack of electron density
in some regions of the model, the following amino acid side
chains were not modeled: monomer A - Lys16, Lys 36, Lys70,
Glu86, Asn88 and Lys128; monomer B - Lys16, Lys57, Lys69,
Lys70 and Lys128. The final model was checked in MolPro-
bity program (http://molprobity.biochem.duke.edu/) (Chen
et al,, 2010). The coordinates were deposited in the Protein
Data Bank with identification code 4KF3.

2.3. Comparative analysis

Molecular comparisons of the structures were per-
formed using the Coot v.0.7 program (Emsley and Cowtan,
2004) with only C, coordinates. The structures of MjTX-II/
stearic acid (PDB ID 1XXS) (Watanabe et al, 2005),
BaspTX-II (PDB ID 1CLP) in its native form (Arni et al., 1995)

Table 1
X-ray data collection and refinement statistics for the MjTX-II crystallo-
graphic structure.

Unit cell (A) a=500;b=622; c=860
Space group P212124

Resolution (A) 50.00-1.92 (1.99-1.92)*
Unique reflections 19571 (2036)?

Completeness (%) 92.4 (97.6)*
Yo () 10.4 (2.0
Redundancy 3.9(3.7)°
Molecules in ASU 7 2
Matthews coefficient Vi (A3Da~") 2.5
Rimerge” (%) 11.0 (41.9°
Reryst 22.8
Rpree 25.7
Number of non-hydrogen atoms
Protein 1916
Waters 186
PEG molecules 4
Isopropanol molecules 6
Mean B-factor (A%)
Overall 56.12
Ramachandran plot (%)¢
Residues were in favored 96.7
Residues were in allowed 33

2 Numbers in parenthesis are for the highest resolution shell.

® Rmerge = Znial =illniai — <Intr>1)1/ Shie, <Ipia>, where Iy is the intensity
of an individual measurement of the reflection with Miller indices h, k and
I, and <Ipy > s the mean intensity of that reflection. Calculated for I > —30
().

¢ Calculated with CNS program.

d Calculated with MolProbity program.

and complexed to suramin (PDB ID 1Y4L) (Murakami et al.,
2005), BthTX-I (PDB ID 3HZD), BthTX-I/PEG4000 (PDB ID
31Q3), BthTX-I/BPB (PDB ID 3HZW), PrTX-I/BPB (PDB ID
20K9) (Fernandes et al., 2010), BthTX-I/a. - tocopherol (PDB
ID 3CXI), PrTX-I (PDB ID 2Q2]J), PrTX-I/a - tocopherol (PDB
ID 3CYL) (dos Santos et al., 2009), PrTX-I/Rosmarinic acid
(PDB ID 3QNL) (dos Santos et al., 2011a), PrTX-II/fatty acid
(PDBID 1QLL) (Lee et al., 2001), BnSP-6 and BnSP-7 (PDB ID
1PC9 and 1PAO respectively) (Magro et al., 2003) and BnIV/
Myristic acid (PDB ID 3MLM) (Delatorre et al., 2011) were
used in the comparative analysis.

All the structural figures were generated using the Pymol
program (DeLano, 2002). Analysis of the quaternary as-
semblies and interfacial contacts of the crystallographic
models were performed using the online interactive tool
PISA (Krissinel and Henrick, 2007) available at the European
Bioinformatics Institute server (http://www.ebi.ac.uk).

2.4. Dynamic light scattering

Dynamic light scattering (DLS) experiments were
executed at 283 K using a DynaPro TITAN™ (Wyatt Tech-
nology™) device. One hundred measurements were acquired
with the protein dissolved in ultra-pure water at 3.5 mg mL ™"
concentration. Analyses of these data were performed
with Dynamics v.6.10 program (Wyatt Technology™).

2.5. Myographic study

Adult male Swiss mice (20-25 g) were killed by exsan-
guination after cervical dislocation. The mouse phrenic
nerve-diaphragm muscle was removed and mounted
vertically under a tension of 5 g in a conventional isolated
organ bath chamber containing 15 ml of Ringer solution,
with the following composition (mol/l): NaCl, 135; KCl, 5;
MgCly, 1; CaCly, 2; NaHCO3, 15; NayHPOy, 1; glucose, 11. This
solution was gassed with O; (95%) + CO, (5%) and kept at
35 £ 2 °C. The preparation was attached to an isometric
force transducer (Grass, FT03) coupled to a signal amplifier
(Gould Systems, 13-6615-50). The recordings were made on
a computer through data acquisition system (Gould
Sytems, Summit ACQuire and Summit DataViewer). The
preparation was stabilized for at least 45 min before the
toxin addition. Indirect contractions were evoked by
supramaximal strength pulses (0.2 Hz; 0.5 ms; 3 V),
delivered by an electronic stimulator (Grass S88K) and
applied on the phrenic nerve by suction electrode. Direct
contractions were evoked by supramaximal pulses (0.2 Hz;
5 ms; 13 V) through a bipolar electrode positioned on
opposite sides of the muscle. Experiments of direct con-
tractions were performed in the presence of p-tubocurarine
(5 pg/ml) previously to toxin addition. The amplitudes of
indirect and direct twitches were evaluated during 90 and
120 min respectively and the time required to reach 50%
paralysis (t1/2) was determined in each situation.

2.6. Electrophysiological study
The mouse phrenic diaphragm muscle was removed

and fixed in an isolated organ bath chamber containing
5 ml of Ringer solution. The resting membrane potentials


http://molprobity.biochem.duke.edu/
http://www.ebi.ac.uk

G.H.M. Salvador et al. / Toxicon 72 (2013) 52-63 55

(MP) and miniature endplate potentials (MEPP) were
measured by standard microelectrode techniques (Fatt and
Katz, 1951). The glass microelectrodes were filled with 3 M
KCI and introduced intracellularly in the muscle fibers with
a micromanipulator (Leitz). Microelectrodes were attached
to a preamplifier (World Precision Instruments, Electro 70s)
coupled to an amplification system (Biopac Systems,
MP450) and monitored on an oscilloscope (Tektronix,
2232) and on a computer with a data acquisition and
analysis system (AcqKnowledge®, version 3.8.2). The
resting MP was recorded at times 5, 15, 30, 60 and 90 min
and MEPPs at 5, 30, 60 and 90 min after MjTX-II adminis-
tration. Recording sites were rejected if the membrane
potential was less than - 65 mV on the initial impalement.

2.7. Ethics

Institutional Animal Care and Use Committee (Institute of
Biosciences — Sao Paulo State University - UNESP) approved
this study under the number 033/05. Animal procedures
were in accordance with the guidelines for animal care
prepared by the Committee on Care and Use of Laboratory
Animal Resources, National Research Council, USA.

2.8. Statistical analysis
Results are expressed as mean + S.E. Data were analyzed

by ANOVA complemented by the Tukey-Kramer test.
Values of P < 0.05 were considered significant.

3. Results and discussion
3.1. Overall crystallographic structure

The crystal structure of MjTX-II was solved at 1.92 A
resolution reveling an asymmetric unit containing two
monomers. As shown in Table 1, the refinement of the
model converged to a final Reryse of 22.8% and an Reree Of
25.7%. The final model is constituted by 1916 non-hydrogen
protein atoms, 186 water, four polyethylene glycol 4000
(PEG4K) and six isopropanol molecules. The overall ste-
reochemical quality of the final MjTX-Il structure was
judged as satisfactory since 96.7% and 100% of the total
number of amino acid residues are located in the favored
and allowed regions of the Ramachandran plot respec-
tively, according to their ¢/¢ angle combinations. MjTX-II
structure is stabilized by seven disulfide bridges and pre-
serves the classical secondary structure elements found in
this group of proteins, i.e., an N-terminal a-helix, a “short”
helix, a non-functional Ca%>*-binding loop, two anti-parallel
a-helices (2 and 3), two short strands of anti-parallel (-
sheet (known as B-wing), and a C-terminal loop (Fig. 1A).
MjTX-II structure presents four PEG4K molecules interact-
ing with it (Fig. 2): (i) two PEG4K (PEG 1 and 2) molecules
are found inside of the hydrophobic channels (one mole-
cule in each protein protomer), displaying hydrogen bond
with Gly30 and also other interactions with “active site”
residues; (ii) one PEG4K (PEG 3) molecule interacts at the
same time with the residues Lys49 and Tyr52 from both

)
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Fig. 1. Crystal structure of MjTX-II (A) and its superposition with MjTX-II/stearic acid (B) and with BthTX-I/PEG4K (C). The protein is represented in cartoon and
ligand molecules are shown in sticks: in yellow, PEG4K from MjTX-II structure, in green, stearic acid molecules from MjTX-II/stearic acid structure and in cyan,
PEG4K from BthTX-1/PEG4K structure. Drawn using PyMol program (DeLano, 2002). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader

is referred to the web version of this article.)
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Fig. 2. Electron density difference maps for PEG4K molecules from the MjTX-II structure: (A) PEG4K (1) in the hydrophobic channel region of monomer A; (B)
PEG4K (2) in the hydrophobic channel region of monomer B; (C) PEG4K (3) in the hydrophobic channel region connecting the monomers and (D) PEG4K (4)
around Lys7 residue from monomer A. The maps were calculated with coefficients |Fops|—|Fcalc| and contoured at 1.0 standard deviations. The ligands molecules
were not considered for electron density maps calculation but are drawn for clarity. Drawn using PyMOL program (DeLano, 2002).

monomers and (iii) one PEG4K (PEG 4) molecule interacts
with Lys7, Trp77 and several other residues of monomer A
(Fig. 3).

Dynamic light scattering experiments indicates a mean
hydrodynamic radius (Ry) of 2.3 nm with a polydispersity
of 12.0%. This Ry value corresponds to a molecular weight of
approximately 23 kDa and is, thus, equivalent to a dimer.
These results are in agreement with other literature data
for Lys49-PLAys since electrophoresis, spectroscopic (Arni
et al,, 1999; da Silva Giotto et al., 1998), crystallographic
(Arni and Ward, 1996; dos Santos et al., 2009; Magro et al.,
2003; Murakami et al., 2005), small angle X-ray scattering
(Murakami et al, 2007) and dynamic light scattering
(Fernandes et al., 2010) experiments demonstrates that
bothropic Lys49-PLA,s are dimeric in solution.

In addition, the inspection of unit-cell packing showed
that there are two possible dimeric configurations for the
MjTX-II structure. The first possibility is similar to the so-
called “conventional dimer” and the second one is similar
to the “alternative dimer” (Murakami et al., 2005). In the
conventional dimer, the monomers are stabilized by in-
teractions between the tips of B-wings and the residues of
the N-terminal helices (Arni and Ward, 1996) while in the
alternative dimer they are stabilized by contacts between
the putative calcium-binding loops and C-termini forming
a connection route between the “active sites” of both
monomers (dos Santos et al., 2009). Examination of the
unit-cell packing using PISA software (Krissinel and
Henrick, 2007) points the alternative dimeric configura-
tion is the most probable to occur in solution. According to
this analysis, MjTX-II/PEG4K crystallographic structure
presents an interfacial area of 552.6 A2, G = —9.8 kcal/mol
and Ggjss = 0.145 kcal/mol. Furthermore, this choice is also

supported by previous small angle X-ray scattering exper-
iments (Murakami et al., 2007) and functional aspects of
Lys-PLAys myotoxins (dos Santos et al., 2009; Murakami
et al., 2005).

3.2. Comparison between MjTX-II and MjTX-1I complexed to
stearic acid structures

The crystal structure of MjTX-II co-crystallized with
stearic acid (a fatty acid) has been previously solved
(Watanabe et al., 2005) and evidenced six stearic acid
molecules interacting with the protein: two of them in each
hydrophobic channel (two molecules in each protomer)
and other two in the dimeric interface interacting with Lys7
residue. Contrasting with the co-crystallized structure
(MjTX-II/stearic acid), the native MjTX-II (this study) only
presents four PEG4K molecules: three of them are inside
the hydrophobic channels and the fourth one interacts with
Lys7 residue (Fig. 1A). However, the comparison of both
structures reveals that all ligands occupy similar positions:
(i) PEG 1 and PEG 2 occupy the same sites that two stearic
acids from the MjTX-II/stearic acid complex (inside of the
hydrophobic channels) (Fig. 1B); (ii) PEG 3 is at the hy-
drophobic channels entrance (N-terminal face of the
dimeric structure), connecting both protomers of the
dimeric structure and is located approximately at the same
position that two stearic acids molecules in the MjTX-II
complexed structure (Fig. 1B); (iii) PEG 4 occupies
approximately the same position of two stearic acids in the
dimeric interface of MjTX-II/stearic acid structure which
presents 50% occupancy values and are sited in a tail-to-tail
conformation (Fig. 1B) (Watanabe et al., 2005). Due to the
alternative dimeric configuration adopted for the native
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MjTX-1I only one PEG ligand with 100% occupancy was
modeled at this site. Therefore, despite the differences
between both ligands (PEG4K and stearic acid), both
structures are essentially identical as evidenced by the
root-mean-square deviation (r.m.s.d.) of 0.52 A for their C,
atoms superposition. Important regions for this toxin
biological functions (e.g. the active site, Ca’*-binding
loop, C-termini (dos Santos et al., 2009; Fernandes et al.,
2010; Magro et al., 2003)) are conserved indicating that
PEG4K may structurally simulate a fatty acid molecule
bound to toxin’s hydrophobic channels since its backbone
is structurally similar to the protein substrate (Watanabe
et al., 2005). For this reason, we can state that the MjTX-II
structure may represent the protein in its active state
(attached to the membrane) (dos Santos et al., 2009).

3.3. Comparison of MjTX-II and other Lys49-PLA, structures

Several myotoxic Lys49-PLA;s in the apo and complexed
forms have been solved (Arni et al., 1999; dos Santos et al.,
2011a; dos Santos et al., 2009; Fernandes et al., 2010; Lee
et al., 2001; Magro et al.,, 2003; Marchi-Salvador et al.,
2009; Murakami et al., 2005, 2007; Watanabe et al., 2005).
Table 2 shows a structural comparison between the
monomers of MjTX-II and the same analysis for several
other apo and complexed Lys49-PLAjs. As previously
observed (dos Santos et al., 2009), all complexed structures
present lower r.m.s.d. values compared to their respective
apo structures. In other words, there is a clear structural
pattern for Lys49-PLAys whose apo and complexed states
can also be distinguished by the “two angle” model previ-
ously suggested (dos Santos et al., 2009). Applying this
model to MjTX-II structure, the aperture and torsional an-
gles between its monomers are 55° and 25°, respectively.
These values are in agreement to those calculated for MjTX-
[I/stearic acid structure (52° and 20°) and are also similar to
values found for other complexed Lys49-PLAjs (Table 3)
(dos Santos et al., 2009).

In 2001, Lee and colleagues solved the PrTX-II/fatty acid
structure and suggested an important role played by
Lys122. According to the authors, Lys122 interacts with the

Table 2
Superposition between Lys49-PLA,s monomers (root mean square devi-
ation of C, atoms).

Protein (PDB id) r.m.s.d. (A)
MjTX-1I/PEG4000 0.23
MjTX-II/Stearic acid (1XXS) 0.26
BaspTX-II/Suramin (1Y4L) 0.68
BthTX-I/a-tocopherol (3CXI) 0.76
PrTX-I/a-tocopherol (3CYL) 0.82
BthTX-I/BPB (3HZW) 0.67
PrTX-1/BPB (20K9) 0.47
BthTX-I/PEG4000 (31Q3) 0.79
PrTX-I/Rosmarinic acid (3QNL) 0.32
BnlV/Myristic acid (3MLM) 0.55
PrTX-II/Fatty acid (1QLL) 0.25
BaspTX-II (1CLP) 0.60
BnSP-6 (1PC9) 0.96
BnSP-7 (1PAO) 0.96
PrTX-1 (2Q2]) 1.04
BthTX-I (3HZD) 1.05

main chain carbonyl of Cys29 causing hyperpolarization of
the Cys29/Gly30 peptide bond and, consequently, increases
the affinity of the toxin for fatty acids (Lee et al., 2001). This
hypothesis suggested that Lys49-PLA,s are enzymes that
are able to hydrolyze phospholipids but fail to release the
products of its action. The fatty acid would stay retained in
the hydrophobic channel of the toxin consequently inhib-
iting it, therefore explaining why Lys49-PLA;s toxins do not
display significant catalytic activity. In contrast with this
hypothesis, Fernandes and colleagues (Fernandes et al.,
2010) performed a very comprehensive study using 16
different dimeric Lys49-PLAys and showed that Lys 122 is a
very flexible residue that may adopt random configurations
even though it usually interacts with different negative
charged sites. Despite the highlighted absence of pattern
for Lys122 interaction, PrTX-II complexed to fatty acid and
MjTX-II complexed to stearic acid structures are two
observed exceptions (Lee et al., 2001; Watanabe et al.,
2005). The Lys122 side chain interacts with main chain
carbonyl of Cys29 in both monomers of these dimeric
complexes indicating that the phenomena just occur when
fatty acids are present in the hydrophobic channels
(Fernandes et al., 2010). Interesting, the results presented
here for the MjTX-II can clarify this issue. As discussed in
the item 3.2, the structure of MjTX-II presents PEG4K
molecules in its hydrophobic channels at the same regions
where fatty acids are found in the MjTX-II/stearic acid
structure. Therefore, this finding suggests that the Cys29-
Lys122 interaction is not exclusive for Lys49-PLAjs-fatty
acid bound structures.

Additionally, comparison between BthTX-I/PEG4K
(Fernandes et al., 2010) and MjTX-II/PEG4K (this work)
structures reveals important features of MjTX-II in com-
parison to BthTX-I and other bothropic Lys49-PLA;s myo-
toxins. Despite the high sequential and structural similarity
between MjTX-II and BthTX-I (they share 95% of identity),
and the presence of two PEG4K molecules in the hydro-
phobic channels of both structures, their superposition
clearly demonstrates the ligand way of binding at these
proteins are somewhat different (Fig. 1C). The reason seems
to be the insertion of the residue Asn120 and the Leu32Gly
mutation since these characteristics apparently shifts the
orientation of PEG molecules inside the hydrophobic
channel by modification of the channel ends. Interestingly,
Asn120 insertion and Leu32Gly mutation are only found in
MjTX-II when comparing this protein to all the other
bothropic Lys49-PLAys whose structures are solved to date
(Fig. 4). Therefore, the Asn120 insertion is probably the
responsible for the binding of the interchain PEG 3 mole-
cule since this insertion leads to a distortion of the protein
protomers (Table 3). This evidence is enhanced by the fact
that other Lys49-PLAjs toxins that presents 121 amino
acids do not bind this interchain PEG4K or PEG3350
(Fernandes et al., 2010) whereas MjTX-II (122 residues)
allow a PEG4K interaction at this region. It is important to
highlight that bothropic Lys49-PLA,s that do not have
structures solved yet but present mutations and/or in-
sertions at the positions 32 and 120 are known (Fig. 4);
however their structural characteristics upon ligand bind-
ing will just be evidenced when these structures are
elucidated.
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Table 3

Torsional angles (ft), aperture angles (f4) and hydrogen bonds at the interface of Lys49-PLA,s from Bothrops genus.

Protein (PDB id) fr (torsional angle)?

0 (aperture angle)?

Hydrogen bonds at the interfaces®

Monomer A Monomer B Distance A
MjTX-II 55° 25° Ala19 [N] Tyr121 [OH] 2.88
Asn17 [ND2] Tyr121 [OH] 229
MjTX-II/Stearic acid (1XXS) 52° 20° Tyr121 [OH] Asn17 [ND2] 2.36
Tyr121 [OH] Ala19 [N] 2.58
Ala19 [N] Tyr 121 [OH] 3.64
BaspTX-II/Suramin (1Y4L) 51° 15° - - -
BthTX-I/a-tocopherol (3CXI) 40° 11° Tyr119 [O] Asn17 [ND2] 2.84
Tyr 119 [OH] Tyr119 [OH] 2.57
PrTX-I/a-tocopherol (3CYL) 41° 12° Tyr119 [O] Asn17 [ND2] 2.84
Tyr119 [OH] Tyr119 [OH] 248
BthTX-1/BPB (3HZW) 53° 22° Tyr119 [OH] Asn17 [ND2] 3.25
Tyr119 [OH] Tyr119 [OH] 3.09
PrTX-1/BPB (20K9) 41° 29° Tyr119 [O] Asn17 [ND2] 2.82
Tyr119 [OH] Tyr119 [OH] 2.16
BthTX-1/PEG4000 (31Q3) 41° 29° Tyr119 [O] Asn17 [ND2] 2.82
Tyr119 [OH] Tyr119 [OH] 2.56
PrTX-I/Rosmarinic acid (3QNL) 43° 23° Tyr119 [O] Asn17 [ND2] 3.16
Tyr119 [OH] Tyr119 [OH] 2.18
Asn17 [ND2] Tyr119 [O] 3.22
BnlV/Myristic acid (3MLM) 41° 27° Tyr119 [OH] Tyr119 [OH] 242
Tyr119 [O] Asn17 [ND2] 249
PrTX-1I/fatty acid (1QLL)* 81° 23° Tyr119 [OH] Tyr119 [OH] 3.09
BaspTX-II (1CLP)¢ 44° 22° Tyr119 [OH] Tyr119 [OH] 235
Tyr119 [OH] Lys20 [NZ] 3.86
BnSP-6 (1PC9) 60° 6° Tyr119 [O] Asn17 [ND2] 2.51
BnSP-7 (1PAO) 60° 6° Lys69 [NZ] Val31 [O] 2.74
Tyr119 [O] Asn17 [ND2] 2.68
PrTX-1 (2Q2]) 60° 7° Val31 [O] Lys69 [NZ] 2.57
Asn17 [ND2] Tyr 119 [O] 291
Asn17 [ND2] His120 [O] 3.36
BthTX-I (3HZD) 60° 14° Val31 [O] Lys69 [NZ] 2.72

2 Torsional and aperture angles were calculated according to the proposal of dos Santos et al., 2009.
b Hydrogen bonds were inferred using the online interactive tool PISA (http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/cgi-bin/piserver).
¢ PrTX-Il/fatty acid (PDB id 1QLL) crystallographic structure do not follow the torsional/aperture angle pattern for complexed structures as pointed by dos

Santos et al., 2009.

4 BaspTX-II (PDB id1CLP) crystallographic structure was deposited as an apo structure but according to dos Santos et al., 2009 it can be a complex.

The C-termini of Lys49-PLAjs toxins has been pointed as
containing their myotoxic site (Arni and Ward, 1996; Magro
et al., 2003; Ward et al., 2002). Afterward, dos Santos and
colleagues reviewed several native and complexed Lys49-
PLA;s and proposed that Arg118, Lys20 and Lys115 residues
constitute these toxins myotoxic site (dos Santos et al.,
2009). In the same study, the authors propose a two-step
mechanism for Lys49-PLA,s which allow the destabiliza-
tion of biological membranes. The first step of the mecha-
nism would be the interaction of the Lys20, Lys115 and
Arg118 of these proteins with the phospholipid head group
region (dos Santos et al., 2009); subsequently, a quaternary
rearrangement takes place in Lys49-PLA;s monomers
allowing long-chain hydrophobic portions of membrane
phospholipids to be inserted into the hydrophobic channel
of the toxin (dos Santos et al., 2009; dos Santos et al.,, 2011a).
Therefore, the hydrophobic channel was demonstrated to be
involved in one of the steps required for Lys49-PLA;s action
mechanism (dos Santos et al., 2009; dos Santos et al., 2011a).
It is also interesting to highlight that if the alternative dimer
is considered as biological dimer, the myotoxic sites from
both monomers are aligned at the same plane (side by side)
for the complexed structures (active state) and an interchain
Tyr119-Tyr119 hydrogen bond is formed (Table 3) which
increasing the toxin potency (dos Santos et al., 2009). The

sequence alignment of bothropic Lys49-PLA;s (Fig. 4) shows
that the residues of the myotoxic site (Lys20, Lys115 and
Arg118) and Tyr119 are conserved in MjTX-II, however, the
interchain Tyr119-Tyr119 hydrogen bond is not present in its
dimeric interface (these residues are at a distance of 4.7 A).
Analyzing MjTX-II sequence (Fig. 4) it is possible to observe
that the C-terminal region of this toxin presents some par-
ticularities as an insertion of a residue at position 120 and a
mutation at position 121 (His— Tyr) if compared to other
bothropic Lys49-PLA;s whose structures are known. There-
fore, Asn120 insertion may be the responsible for a diversion
of this region as evidenced by the lack of Tyr119-Tyr119
hydrogen bond which is probably compensated by the cre-
ation of two new hydrogen bonds with the participation of
Tyr121 residue (Table 3).

Then, taking into account these facts (Asn120 insertion
and mutations of residues 32 and 121) and their conse-
quences to PEG4Ks mode of binding, it is reasonable to
suggest that MjTX-II may require specific or modified in-
hibitors when compared to molecules that are able to
inhibit bothropic Lys49-PLA,s by interaction with their
hydrophobic channels. This is due to the different profile of
ligand binding presented at this region (Fig. 1C.) and may
have implications when considering structure-based ligand
design for Lys49-PLAjs.
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Fig. 4. Amino acid sequence alignment of Lys49-PLA,s from Bothrops genus. The natural substitution Gly32 and the Asn120 insertion are highlighted. NCBI GI
entry codes for the proteins represented are BnlV (Bothrops pauloensis): 333361256, BnSP-6 (Bothrops pauloensis): 49258448, BnSP-7 (Bothrops pauloensis):
239938675, BthTX-I (Bothrops jararacussu): 51890398, MjTX-II (Bothrops moojeni): 62738542; BaspTX-II (Bothrops asper): 166215047, PrTX-I (Bothrops pirajai):
17433154, PrTX-1I (Bothrops pirajai): 17368328, Basp-M1-3-3 (Bothrops asper): 17433168, BaTX (Bothrops alternatus): 292630846, Batr-1(Bothrops atrox):
82201805, BIK-PLA2 (Bothrops leucurus): 353678055, Myo-IVa (Bothrops asper): 166216293.

3.4. The crystal structure of MjTX-1I and the biological dimer
of Lys49-PLA, structures

As discussed in the last two sections, MjTX-II structure
was solved in the oligomeric assembly known as “alterna-
tive dimer” given that it has higher probability of occur-
rence in solution due to bioinformatic analyses and also
due to several experimental and functional reasons (dos
Santos et al., 2011a; dos Santos et al., 2009; Fernandes
et al., 2010; Marchi-Salvador et al., 2009; Murakami et al.,
2005, 2007). However, as discussed in a recent review in
this field (Lomonte and Rangel, 2012), this subject is still
controversial for some authors.

Although no experiment was able to definitively prove
the correct assembly adopted by Lys49-PLA;s toxins, MjTX-
Il structure added an important experimental evidence for
the choice of the alternative dimer as the probable qua-
ternary assembly found in solution for these proteins. As
shown in the Fig. 2, the PEG 3 binds simultaneously to both
monomers of the protein. This mode of binding is only
possible for the alternative dimeric conformation because if
the conventional dimer had been used to solve this struc-
ture a large portion of the ligand would be exposed to the
solvent which is energetically unfavorable. Similar results
were also obtained for PrTX-I/a-tocopherol and BaspTX-II/
suramin structures (dos Santos et al., 2009; Murakami
et al., 2005), leading these authors to choose the alterna-
tive assembly when solving both complexed structures.

3.5. Functional studies

Myographic studies show that MjTX-II (1.0 uM) pro-
duced an irreversible and time-dependent blockade of both
directly (12 = 40.0 &+ 2.3 min, n = 7) and indirectly (ty;
2 =32.1 £ 4.8 min, n = 5) evoked twitches (Fig. 5A and B).
The present findings were consistent with those already
described for other Lys49-PLA;s (Cavalcante et al., 2007;
Gallacci et al, 2006; Randazzo-Moura et al, 2008;
Rodrigues-Simioni et al., 1995; Soares et al., 2000, 2001;
Stabeli et al., 2006). Statistical comparison of the indirectly
evoked contractions t; of the MjTX-II with those of other
Lys49 PLAs, such as PrTX-1 from Bothrops pirajai (ty;
2 = 49.0 &+ 6.9 min, n = 8) and BthTX-I from Bothrops jar-
aracussu (ti2 = 40.3 &+ 3.5 min, n = 6), obtained at same
experimental conditions, indicates that these toxins have
similar potency (Cavalcante et al., 2007). In contrast, MjTX-
II presents a more potent neuromuscular blockade when
compared to MjTX-I from B. moojeni, since at 1.0 pM this
toxin depressed in only about 20% the twitches amplitude
after 90 min of contact with the preparation (Salvador et al.,
2013). Then, these results indicate MjTX-II has similar or
superior neuromuscular blockade action compared to other
Lys49-PLAjs.

It has been suggested that in vitro neuromuscular
blockade effect observed for Lys49-PLAs may be a conse-
quence of their membrane depolarizing activity (Gallacci
and Cavalcante, 2010). In order to clarify this issue, we
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Fig. 5. Effect of MjTX-II on indirectly (A) and directly (B) evoked twitches in mice phrenic-diaphragm preparations. The ordinate represents the % amplitude of
twitches relative to the initial amplitude. The abscissa indicates the time (min) after the addition of MjTX-II to the organ bath. Vertical bars represent the SEM,
*indicates the point from which there are significant differences relative to control (P < 0.05).

performed an electrophysiological study to evaluate
membrane depolarizing activity induced by MjTX-II. This
technique measures the resting membrane potential of the
sarcolemma and has been used as a more direct and sen-
sitive method to assess the initial events in myotoxicity
(Aragao et al., 2009). The results show a progressive in-
crease in the resting membrane potential of skeletal muscle
fibers from 15 min onwards (Fig. 6) and the increase of the
frequency of miniature endplate potentials after 5 min
(data not shown), probably as a consequence of the cell
depolarization. Taken together, these results show a direct
effect of MjTX-II increasing the permeability of the skeletal
muscle fibers plasma membrane.

Although the Lys49-PLAys mechanism of action is not
yet fully elucidated, several studies point the sarcolemma
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Fig. 6. The resting membrane potential of mice diaphragm muscle prepa-
rations under MjTX-II action. The ordinate represents the resting membrane
potential (mV) and the abscissa indicates the time (min) after the addition of
M;jTX-II to the organ bath. The data were grouped as mean = SEM (P < 0.05).
*indicates the point from which there are significant differences relative to
control (P < 0.05).

as the initial target of these myotoxins (Gutierrez and
Lomonte, 1995; Lomonte et al, 2003; Lomonte and
Rangel, 2012). A recent study suggests Argl18, together
with Lys20 and Lys115, are the residues responsible for
protein-membrane anchorage initial steps (dos Santos
et al., 2009; dos Santos et al., 2011a). After the establish-
ment of these electrostatic interactions, the protein un-
dergoes a quaternary rearrangement that allows
hydrophobic portions of membrane phospholipids to be
inserted in the protein hydrophobic channels, therefore
culminating with membrane destabilization (dos Santos
et al,, 2011a). The first consequence of this destabilization
is the loss of ionic permeability regulation, leading to a
reduction of the resting membrane potential, inactivation
of sodium channels and blockade of both directly and
indirectly evoked contractions (Gallacci and Cavalcante,
2010). In addition, the disruption of the muscle fiber
membranes induced by Lys49-PLAys also promotes an in-
crease of cytosolic calcium concentration, initiating a
complex series of degenerative mechanisms that culmi-
nates with the muscle cell damage (Gutierrez and Ownby,
2003; Lomonte and Rangel, 2012; Montecucco et al., 2008).

4. Conclusions

In this article, we fully characterize functionally and
structurally the Lys49-PLA, MjTX-II from B. moojeni. Despite
the fact that this class of proteins has been extensively
studied, several issues regarding the function-structure
relationships are still need to be clarified, as highlighted by a
recent review in this field (Lomonte and Rangel, 2012). This
requirement is probably due to the high evolutionary
pressure process by which snake venom molecules are
submitted, since proteins with few natural amino acid
mutations may present different oligomeric configurations,
variable toxic potency or even different functions when
compared to their ancestral toxins (Doley and Kini, 2009;
dos Santos et al., 2011b; Kini, 1997, 2003). An interesting
example is the MjTX-I, other myotoxic Lys49-PLA, from B.
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moojeni that presents unusual oligomeric characteristics
and displays lower myotoxic activity when compared to all
other bothropic Lys49-PLAjys that have already been struc-
turally and functionally characterized (Andriao-Escarso
et al., 2000; Salvador et al., 2013).

As demonstrated in this work, MjTX-II also presents
some particularities if compared to other Lys49-PLAjs
which seem to influence the mode of ligand binding along
the toxin hydrophobic channel, a feature that may directly
affect the design of structure-based ligands for Lys49-PLAs.
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Local myonecrosis resulting from snakebite envenomation is not efficiently
neutralized by regular antivenom administration. This limitation is considered to
be a significant health problem by the World Health Organization. Phospho-
lipase A,-like (PLA,-like) proteins are among the most important proteins
related to the muscle damage resulting from several snake venoms. However,
despite their conserved tertiary structure compared with PLAs, their biological
mechanism remains incompletely understood. Different oligomeric conforma-
tions and binding sites have been identified or proposed, leading to
contradictory data in the literature. In the last few years, a comprehensive
hypothesis has been proposed based on fatty-acid binding, allosteric changes
and the presence of two different interaction sites. In the present study, a
combination of techniques were used to fully understand the structural-
functional characteristics of the interaction between suramin and MjTX-II (a
PLA,-like toxin). In vitro neuromuscular studies were performed to characterize
the biological effects of the protein-ligand interaction and demonstrated that
suramin neutralizes the myotoxic activity of MjTX-II. The high-resolution
structure of the complex identified the toxin-ligand interaction sites. Calori-
metric assays showed two different binding events between the protein and the
inhibitor. It is demonstrated for the first time that the inhibitor binds to the
surface of the toxin, obstructing the sites involved in membrane docking and
disruption according to the proposed myotoxic mechanism. Furthermore,
higher-order oligomeric formation by interaction with interfacial suramins was
observed, which may also aid the inhibitory process. These results further
substantiate the current myotoxic mechanism and shed light on the search for
efficient inhibitors of the local myonecrosis phenomenon.

1. Introduction

Myonecrosis is an important local effect of envenomations
caused by snakebite accidents, which is not efficiently
neutralized by regular antivenom administration and may
evolve to permanent tissue loss, amputation and victim
disability (Lomonte et al., 2003; Otero et al., 2002). This toxic
manifestation is particularly serious in accidents involving
viperid snakes from the Bothrops genus, which are frequent
in Latin America (de Oliveira, 2009; Williams et al, 2010).
Myonecrosis results from the synergic action of different
venom components, including haemorrhagic metalloprotein-
ases that induce ischaemia and the myotoxic phospholipases
A,, which promote direct cytotoxicity towards skeletal muscle
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cells (Gutiérrez et al., 2009). Phospholipases A, (PLA,s; EC
3.1.1.4) comprise a large family of proteins that exhibit similar
tertiary structures and are widely found in snake venoms
(Dennis et al., 2011; Gutiérrez & Lomonte, 2013). PLA,-like
proteins (or PLA, homologues) comprise an important
subclass of these proteins that are often present in viperid
venoms, which are catalytically inactive because of a lack of
Ca”" coordination related to natural mutations of the Asp49
and Tyr28 residues (Fernandes e al, 2010; Holland et al.,
1990). PLA,-like proteins, particularly Lys49-PLA,s (with an
Asp49Lys mutation), are intriguing proteins. They are small
proteins with conserved tertiary structure whose functions are
usually associated with oligomeric conformation changes and
different functional sites (Fernandes et al., 2014). Crystallo-
graphic, biophysical, biochemical and functional studies
aiming to understand the structural basis for myotoxic activity
have been performed, resulting in some consistent results and
interesting hypotheses (for a recent review, see Fernandes et
al., 2014). The most feasible and broad mechanism involves
the toxin in a particular dimeric conformation (known as an
‘alternative dimer’ or a ‘compact dimer’) that undergoes an
oligomeric change after fatty-acid binding, resulting in
membrane docking by a cationic site (MDoS) and ultimately
in membrane disruption by a hydrophobic site (MDiS;
Fernandes et al., 2013).

Structural experiments have been performed with complexes
formed of PLA,-like proteins and molecules that are poten-
tially capable of neutralizing their biological activities (de
Oliveira et al., 2003; Lomonte et al., 2009; Marcussi et al., 2007,
Murakami et al., 2005, 2007; Ticli et al., 2005). Some of these
molecules may also serve as models for the design of drugs
with anti-ophidian properties and therefore may also be
applicable as supplements to conventional serum therapy
(Marcussi et al, 2007). Suramin [8,8'-{carbonylbis[imino-
3,1-phenylenecarbonylimino(4-methyl-3,1-phenylene)carbonyl-
imino]}di(1,3,5-naphtalenetrisulfonic acid) hexasodium salt] is
one such compound because of its neutralizing properties
against the myotoxicity of Lys49-PLA,s (Arruda et al., 2002;
de Oliveira et al., 2003). This synthetic molecule is a highly
charged polysulfonated compound that has been used clini-
cally to treat African trypanosomiasis and onchocerciasis
(Burch & Ashburn, 1951; Cherry, 1960; Murakami et al., 2005;
Schneider, 1963; Williamson & Desowitz, 1956). When inves-
tigated with snake venoms, suramin was shown to inhibit the
neuromuscular blockade induced by pre-synaptic neurotoxins
such as crotoxin and B-bungarotoxin (Fathi et al., 2011; Lin-
Shiau & Lin, 1999) and prevent the muscle necrosis promoted
by BthTX-I, a Lys49-PLA, from B. jararacussu venom (de
Oliveira et al., 2003; Arruda et al., 2002).

We have recently performed structural and functional
studies of MjTX-II, a myotoxic Lys49-PLA, from B. moojeni
(Salvador, Cavalcante et al, 2013). These experiments
revealed that this toxin presents structural peculiarities
compared with other Lys49-PLA,s that influence ligand
binding at the hydrophobic channel of the toxin. Furthermore,
we also demonstrated using myographic studies that MjTX-1I
produces an irreversible and time-dependent blockage of

directly and indirectly evoked twitches, similar to other Lys49-
PLA,s (Cavalcante et al., 2005, 2007; de Oliveira et al., 2003;
Heluany et al., 1992; dos Santos, Cardoso et al., 2011; Gallacci
et al.,2006; Oshima-Franco et al., 2004; Randazzo-Moura et al.,
2008; Ponce-Soto et al., 2009; Rodrigues et al., 2004; Stabeli et
al., 2006; Soares et al., 2001; Salvador, Fernandes et al., 2013).

In the present study, we explored the interaction of MjTX-
IT and suramin using functional and structural approaches to
advance knowledge regarding the structural basis for the
mechanism of action of MjTX-II. A functional myographic
study on a mice phrenic diaphragm preparation was
performed to characterize the myotoxic effects of MjTX-II
and its neutralization by suramin. The high-resolution crystal
structure of the MjTX-II-suramin complex revealed inter-
action sites between the toxin and the ligand and its oligo-
meric conformation. Calorimetric assays were used to quantify
the interactions between the protein inhibitors, and finally
dynamic light-scattering and bioinformatics assays were
performed to further evaluate the oligomeric characteristics of
the complex.

2. Experimental procedures
2.1. Toxin isolation and suramin

MjTX-II was isolated from B. moojeni venom by ion-
exchange chromatography using a gradient of 0.05-0.5 mM
ammonium bicarbonate pH 8.0, as described previously
(Soares et al., 1998). Suramin sodium salt (catalogue No.
S2671) was obtained from Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri,
USA.

2.2. Dynamic light scattering

Dynamic light-scattering (DLS) experiments were
performed with a protein concentration of 2.5 mgml~" for
native MjTX-II and its complex with suramin (MjTX-II:
suramin molar ratio of 1:10) using a DynaPro Titan device
(Wyatt Technology) at 291 K. Measurements were performed
with the protein dissolved in 50 mM ammonium bicarbonate
pH 8.0, 50 mM sodium citrate pH 5.6. 100 measurements were
acquired in each experiment. Analysis of the final data was
performed with DYNAMICS v.6.10 (Wyatt Technology).

2.3. Isothermal titration calorimetry

MjTX-II-suramin isothermal titration calorimetric experi-
ments were performed with an iTC,y microcalorimeter
(MicroCal, GE Healthcare). Titrations were performed in
triplicate with the following general conditions: 2 pl injection
volumes, a 240 s time spacing between injections, a stirring
speed of 1000 rev min~ ', a reference differential power (DP)
of 5 pcal s, 45 uM MTX-II (in the reaction cell) and 600 pM
suramin (in the syringe). Assays were performed at 298 K in
50 mM ammonium bicarbonate buffer pH 8.0. Heats of dilu-
tion and mixing of suramin sodium salt were determined in
separate control experiments and were subtracted from the
titrations. Data analyses were performed using scripts based
on binding polynomials implemented in Origin (v.7.0;
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OriginLab, Northampton, Massachusetts, USA) as described
previously (Freire et al., 2009; Zhou et al., 2008; Vega et al.,
2015).

2.4. Functional studies

In vitro neuromuscular studies were performed using a
myographic technique in order to verify the influence of
MjTX-II or its pre-incubation product with suramin upon the
contractile process of isolated phrenic nerve—diaphragm
muscle preparations of mice. Neuromuscular preparation has
proven to be an invaluable tool in the examination of snake
venoms and their components, since neuromuscular junctions
and muscle fibres are the main target of action of these
substances (for a review, see Hodgson & Wickramaratna,
2002). Diaphragm muscle can be stimulated either indirectly,
by brief pulses in the motor nerve, or directly on the muscle.
This allows discrimination between neurotoxic and myotoxic
effects of a snake venom or toxin (Harvey et al., 1994). While
neurotoxicity only causes the loss of the indirect twitches,
myotoxicity induces the depression of both direct and indirect
twitches (Harvey et al., 1994; Ownby et al., 1999).

Adult male mice (25-30 g) were sacrificed by exsanguina-
tion after cervical dislocation. The phrenic nerve-muscle
diaphragm preparations were removed and mounted verti-
cally in a conventional, isolated organ-bath chamber
containing 15 ml of a physiological solution with the following
composition: 135 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM MgCl,, 15 mM
NaHCO3;, 1 mM Na,HPO,, 11 mM glucose. This solution was
bubbled with carbogen (95% O, and 5% CO,) and maintained
at 308 £ 1 K. The preparation was attached to an isometric
force transducer (FT03, Grass Technologies) to record twitch
tensions. The transducer signal output was amplified and
recorded on a computer via a transducer signal conditioner
(Part No. 13-6615-50, Gould) with an AcquireLab Data
Acquisition System (Gould). The resting tension was 2 g.
Indirect contractions were evoked by supramaximal pulses
(0.2 Hz, 0.5 ms) delivered from an electronic stimulator
(S88K, Grass Technologies) and applied to the phrenic nerve
by means of a suction electrode. Direct contractions were
evoked by supramaximal pulses (0.2 Hz, 5ms) through a
bipolar electrode positioned on opposite sides of the muscle.
The direct contraction experiments were performed in the
presence of pancuronium bromide (2 x 10~® M). Preparations
were allowed to stabilize for 45 min before the addition of
MTX-II (1 pM) or of a mixture of MjTX-II plus suramin
(10 pM) pre-incubated at 308 K for 15 min. Animal proce-
dures were in accordance with the guidelines for animal care
prepared by the Committee on Care and Use of Laboratory
Animal Resources, National Research Council, USA.

2.5. Crystallization and X-ray data collection

The purified MjTX-II fraction was concentrated to
10 mg ml~! in 0.05 mM ammonium bicarbonate pH 8.0 and
suramin solution was added to give a 1:8 molar ratio. Crystals
of the MjTX-II-suramin complex were obtained at 291 K from
a mixture of 1 pl protein—suramin solution and 1 pl reservoir

solution equilibrated against 500 pl reservoir solution
[30%(w/v) PEG 4000, 0.1 M Tris—HCI pH 8.5, 0.2 M lithium
sulfate] by the hanging-drop vapour-diffusion method
(Ducruix & Giegé, 1992).

X-ray diffraction data were collected from a single MjTX-
II-suramin crystal at a wavelength of 1.459 A (at 100 K) using
a synchrotron-radiation source [MX2 station, Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), Campinas, Brazil] and a
MAR CCD imaging-plate detector (MAR Research). The
crystal was mounted in a nylon loop and flash-cooled in a
stream of nitrogen at 100 K without cryoprotectant. A crystal-
to-detector distance of 100 mm and an oscillation range of 1°
were used, resulting in the collection of 127 images. The data
were processed to 1.9 A resolution using the HKL-2000
program package (Otwinowski & Minor, 1997).

2.6. Structure determination and refinement

The crystal structure of the MjTX-II-suramin complex was
solved by the molecular-replacement method using Phaser
(McCoy, 2007) from the PHENIX package v.1.8.4 (Adams et
al., 2010) using the coordinates of MjTX-II (PDB entry 4kf3;
Salvador, Cavalcante et al., 2013) as the search model. The
modelling process was performed by manual rebuilding using
Coot v.0.7.1 (Emsley & Cowtan, 2004). Polyethylene glycol
(PEG) 4000, water and suramin molecules were added by
Coot and refined using the PHENIX package v.1.8.4 (Adams
et al., 2010). Because of a lack of electron density, the amino-
acid side chains of Glu86 and Lys69 in monomer A and Lys128
in monomer B were not modelled. The PHENIX package and
MolProbity (http://molprobity.biochem.duke.edu/; Chen et al.,
2010) were used to check the general quality of the final
model. The coordinates were deposited in the PDB as entry
4yvs.

2.7. Comparative analysis

The structures of MjTX-II-suramin, MjTX-1I (PDB entry
4kf3; Salvador, Cavalcante et al., 2013), BaspTX-II-suramin
(myotoxin II from B. asper venom; PDB entry 1y4l; Murakami
et al., 2005) and ecarpholin S—suramin (a myotoxic Ser49-
PLA, from Echis carinatus venom; PDB entry 3bjw; Zhou et
al., 2008) were used. Molecular comparison of the structures
was performed using Coot v.0.7.1 (Emsley & Cowtan, 2004).
All structural figures were generated using PyMOL v.1.3
(Schrodinger).

2.8. Molecular-dynamics simulations

Molecular-dynamics (MD) simulations were performed
using GROMACS (Groningen Machine for Chemical Simu-
lation) v.4.5.3 (Van Der Spoel et al., 2005) for two experi-
mental conditions: four protomers of MjTX-II (a tetramer)
without ligands and four protomers of MjTX-II (a tetramer)
and four suramin molecules. The simulations were performed
using the protein models in the presence of explicit water
molecules. The GROMOS96 53a6 force field (Oostenbrink et
al.,2005) was selected to perform the MD simulations, and the
protonation states of the charged groups were set to a pH
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value of 7.0. The minimum distance between any atom of the
models and the box wall was 0.5 nm. Energy minimization
using a steepest-descent algorithm was performed to generate
the starting configurations of the systems. After this step,
200 ps of MD simulation with positional restraints applied to
the protein (PRMD) was executed to gently relax the systems.
50 ns of unrestrained MD simulation was then performed to
evaluate the stabilities of the structures. All MD simulations
were performed in a periodic truncated cubic box under
constant temperature (298 K) and pressure (100 kPa), which
were maintained by coupling to an isotropic pressure system
and an external heat bath (van Gunsteren & Berendsen,
1984). The suramin topology and coordinate files used in the
MD simulations were generated by the PRODRG2.5 server at
the University of Dundee (http://davapcl.bioch.dundee.ac.uk/
cgi-bin/prodrg).

The overall stereochemistry and fold quality of the protein
structural models obtained after initial modelling and MD
simulations were further examined with RAMPAGE (Lovell
et al., 2003) and ProSA-web (Wiederstein & Sippl, 2007). To
assess the quality of the MD simulations, the average root-
mean-square deviation/time graphs of the protein backbone
atoms were analyzed to examine the differences between the
total averages of two equal sets of points (the points corre-
sponding to the transient part of the simulations were not
considered).

3. Results
3.1. In vitro myotoxicity

MjTX-II at 1 pM promoted a time-dependent blockade of
both indirectly and directly evoked twitches in mouse neuro-
muscular preparations (Fig. 1). Pre-incubation with suramin
prevented approximately 85% of the muscle paralysis
promoted by MjTX-II, independent of whether the stimulus
was applied directly into the muscle or indirectly into the
nerve. Suramin alone did not alter muscle contractions
compared with the control.

3.2. Dynamic light scattering

DLS experiments were performed using the toxin dissolved
in ammonium bicarbonate pH 8.0 and sodium citrate pH 5.6.
An Ry, value of 2.0 nm was obtained in both conditions, with
polydispersivity values of Pd = 9.5% at pH 5.6 and Pd =13.9%
at pH 8. An average molecular weight of approximately
17 kDa was calculated considering MjTX-II to be a globular
protein (the sequence-based monomeric molecular weight is
13.887 kDa). A similar value was obtained (R, = 2.3 A, Pd =
12%) for native MjTX-II dissolved in ultrapure water, as
described previously (Salvador, Cavalcante et al., 2013). These
results are also consistent with data obtained previously for
other Lys49-PLA,s (Fernandes et al., 2010). Thus, taking into
account that the structure is not perfectly globular, the data
suggest that native MjTX-II is predominantly dimeric, but the
presence of a fraction of the toxin in a monomeric confor-
mation may also be possible. Conversely, DLS measurements

of pre-incubated MjTX-II-suramin solution indicated protein
oligomerization (Ry, = 4.2 nm, Pd = 13.7% at pH 5.6 and R}, =
3.5 nm, Pd = 14.5% at pH 8). The calculated molecular weight
of the complex is 98 and 63 kDa at pH 5.6 and 8.0, respectively.
These data clearly demonstrated the oligomerization process
undergone by the complex, and also suggest that the tetramer
is the predominant assembly for the complex at pH 8.0,
despite the relatively high polydispersivity value in these
measurements.

3.3. Interaction between MjTX-Il and suramin

The interaction between MjTX-II and suramin was assessed
by ITC. A representative calorimetric titration is shown in
Fig. 2. The thermogram exhibited biphasic behaviour, indi-
cating at least two distinguishable binding events. To avoid a
priori constraints regarding the ligand-binding sites, a general
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Figure 1

Effects of MjTX-II and the product of its pre-incubation with suramin
on (a) directly and (b) indirectly evoked twitches in mouse phrenic
diaphragm preparations. The ordinate represents the percentage of
twitches relative to the initial amplitude. The abscissa indicates the time
(in minutes) after the addition of MjTX-II or a mixture of MjTX-II and
suramin to the organ bath. The data are grouped as means + standard
error of the mean (P < 0.05). The asterisk indicates the point after which
there was a significant difference compared with the control.
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Table 1
Thermodynamic values for the binding of suramin to MjTX-II.

k41 and kg, are the intrinsic dissociation constants for the binding of the first
and second ligand. Ak, and Ah, are the intrinsic binding enthalpies for the
binding of the first and second ligand. f; and B, are the overall association
constants for the first and second binding events. AH, and AH, are the overall
binding enthalpies for the first and second binding events. « is the interaction
cooperativity constant (= 48,/87). Ah is the interaction cooperativity enthalpy.
ny is the Hill coefficient [= 2/(1 + o).

Dissociation binding constants and binding enthalpies

ka1 (UM) 0.6 + 0.1
Ahy (kcal mol™) 52402
kqp (UM) 62+12
Ah, (kcal mol™) —182 4+ 0.6

Overall binding parameters determined by nonlinear regression

B (M7 (3.1 £0.5) x 10°
AH, (kcal mol™) 52403

B (M™2) (25 £04) x 10"
AH, (kcal mol™") —13.0 £ 0.3

a 0.10 £ 0.03

Ah (kcal mol™) —234+04

ny 0.5+£02

Table 2

X-ray data-collection and refinement statistics.

Values in parentheses are for the highest resolution shell.

a=508,b=063.6,c=2877
P2,2,2,

31.82-1.90 (1.96-1.90)
23031 (2258)

Unit-cell parameters (A)
Space group
Resolution (A)

Unique reflections

Completeness (%) 99.9 (99.7)
(Ilo(1)) 8.6 (2.5)
Multiplicity 4.9 (4.7)
Molecules in asymmetric unit 2
Ruerge (%) 14.4 (78.9)
Rcrysl (%) 19.7
Riree (%) 22.8
No. of non-H atoms
Protein 1916
Waters 197
Suramin molecules 2
PEG 4K molecules 3
Sulfate ions 7
Wilson B factor (A%) 20.6
Ramachandran plotf (%)
Favoured 95.0
Outliers 0.91

T Ruerse = Dopir O (kD) — (I(RKD) /30 > 1,(hkl), where I,(hkl) is the intensity of
an individual measurement of the reflection with Miller indices ikl and (I(hkl)) is the
mean intensity of that reflection. Calculated for I > —3o(I). % Calculated with
MolProbity (Chen et al., 2010).

model with two binding sites based on the overall association
constants (8, and f,) and binding enthalpies (AH; and AH,)
was employed. Nonlinear regression analysis allowed the
estimation of binding parameters (Table 1). An interaction
constant o (= 48,/87) of 0.1 and a Hill coefficient of 0.5 indi-
cated that the binding sites are either non-identical or iden-
tical exhibiting negative cooperativity.

Intrinsic site-specific binding parameters were calculated
from the overall association parameters: the dissociation
constants for the binding of the first and second events and
their corresponding binding enthalpies (Table 1). The first
binding event presented a dissociation constant of 0.6 pM,
whereas the second binding event displayed a dissociation
constant of 6.2 uM (a tenfold reduction in binding affinity).

There was a considerable difference in the binding enthalpies:
the first event exhibited unfavourable enthalpy (entropically
driven), whereas the second event exhibited favourable
enthalpy (enthalpically driven, with a —23.4 kcal mol™
difference in enthalpy).

3.4. Crystallographic structure of the MjTX-Il-suramin
complex

The MjTX-II-suramin crystals belonged to space group
P2,2,2, and diffracted to 1.9 A resolution. The refinement
converged to an Ry value of 19.7% (Rgee = 22.8%) with a
final model (Fig. 3a) composed of 197 solvent molecules, two
suramin molecules (Fig. 3b), seven sulfate ions and three
polyethylene glycol 4000 (PEG 4K) molecules. This model
revealed two protomers (identified as A and B) in the asym-
metric unit. The refinement statistics and other information
are provided in Table 2. Suramin molecules bind to both
monomers of the MjTX-II-suramin complex in a symmetric
manner, establishing interactions with both the C- and
N-termini of the toxin (the Lys7, LeulO, Asnl14, Lys116,
Tyr119, Tyr121, Leul22 and Phel26 residues are involved in
these interactions; Figs. 4a and 4b).

Time (min)

o
[h*)
o
S
o
(2]
o
o]
o

05 -

00 - i

dQ/dt (ucal s7')

-05 | —

Q (kcal per mole of injectant)

| " | L 1 " 1 1 1 L | "
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0
[Suramin],/[PLA,];

Figure 2

Calorimetric titration of suramin sodium salt into MjTX-II. The upper
panel shows the raw data thermogram (thermal power as a function of
time) of the titration of MjTX-II (200 pl, 45 pM) with 600 pM suramin
sodium salt. The lower panel shows the binding isotherm (ligand-
normalized integrated heat as a function of the molar ratio). Affinities
and enthalpy changes were determined by a general nonlinear regression
model considering two ligand-binding sites (solid line).
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The crystallographic structure of MjTX-II complexed with
suramin presents a similar fold to other class II PLAs, is
stabilized by seven disulfide bridges and is composed of the
following secondary-structure elements: an N-terminal «-helix
(h1), a ‘short’ helix, a Ca®*-binding loop, two antiparallel
a-helices (h2 and h3), two short strands of antiparallel
B-sheets (known as S-wings) and a C-terminal loop (Arni &
Ward, 1996; Magro et al., 2009). The MjTX-II-suramin struc-
ture, like other PLA,-like structures, presents a hydrophobic
channel which links the protein surface to its putative active
site. This cleft is present for both catalytic PLA,s and PLA,-
like proteins, displaying conserved residues (e.g. His48) that
are fundamental for the catalytic process (in PLAs; Scott &
Sigler, 1994) or for the mechanism of toxicity (in PLA,-like
proteins; dos Santos et al., 2009).

The majority of PLA,-like toxins present dimeric arrange-
ments in their crystals and in solution (Fernandes et al., 2014).

®)

Figure 3

Crystal structure of the MjTX-II-suramin complex. (a) The overall structure of the MjTX-II-
suramin complex is depicted as a ribbon diagram. Suramin molecules (yellow) are illustrated as stick
representations. The electron-density map (coefficients |Fyps| — |Feaic]) of the MjTX-II-suramin
complex is shown in the area corresponding to the ligand and is contoured at 1.0c. (b) Tetrameric
configuration of the MjTX-II-suramin complex formed by two dimers in the asymmetric unit. This
oligomeric conformation was suggested by PISA (Krissinel & Henrick, 2007), dynamic light
scattering and molecular-dynamics simulations to be stable in solution. Both ‘alternative’ and
‘conventional’ dimers were observed in this oligomeric conformation (Fernandes et al., 2014).

Additionally, the unit-cell packing of MjTX-II-suramin and
most Lys49-PLA, structures presents two possible dimeric
configurations: (i) the ‘alternative dimer’ or ‘compact dimer’
and (ii) the ‘conventional dimer’ or ‘larger dimer’. This issue
has been extensively analyzed in different studies, with the
‘alternative dimer’ being the most likely conformation to
occur in solution (for a review, see Fernandes et al, 2014).
Inspection of the MjTX-II-suramin unit-cell packing using
PISA (Krissinel & Henrick, 2007) also suggested that the
‘alternative dimer’ conformation is the most probable
conformation to occur in solution: the ‘alternative dimer’ had
a complexation signification score (CSS) of 0.2, an interfacial
area of 512.5A2 and A'G = —9.4 kcal mol™!, while the
‘conventional dimer’ had a CSS of 0, an interfacial area of
3482 A% and A'G = —0.2 kcal mol™". Thus, the first assembly
(alternative dimer) was selected for the MjTX-II-suramin
structure and used in refinement.

The particular mode of suramin
binding on the toxin surface, in which
there is a ligand on each side of the
dimer (Fig. 3a), enables other toxin
dimers to interact with each side of the
complex, allowing higher-order complex
formation (Fig. 3c). Notably, this oligo-
meric organization of the MjTX-II-
suramin complex is composed of four
protomers that are composed of two
dimers in the ‘alternative dimer’
conformation (from two asymmetric
units) related by a twofold axis. The
majority of the contacts between the
dimers are between two suramin mole-
cules that are located in the dimeric
interface (Fig. 3¢). Further analyses with
PISA (using the protomers, suramin and
the interfacial PEG 4K molecules)
suggested a tetrameric conformation as
a stable assembly in solution. Another
interesting feature that is observed in
the tetrameric arrangement is the
presence of both ‘alternative’ and
‘conventional’ dimers (Fig. 3c¢). Thus,
despite the ‘alternative’ conformation
being more favourable in solution for
most Lys49-PLA,s, the ‘conventional’
conformation is found in the case of a
tetrameric arrangement, such as in
MjTX-II-suramin and MjTX-1
(Salvador, Fernandes et al., 2013).

> Alternative
dimer

3.5. Comparison between MjTX-Il and

the MjTX-ll-suramin complex
MjTX-II and the MjTX-II-suramin

complex displayed similar dimeric

structures (r.m.s.d. of 0.33 A) The main
differences between these structural
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models are observed in the ligand-binding regions (Figs. 5b
and 5d). The MjTX-II structure contains four PEG 4K
molecules: the PEG 4K(1) and PEG 4K(2) molecules inside
the hydrophobic channel of each dimer, PEG 4K(3) inter-
acting with the Lys7 region and PEG 4K(4) interacting with
the hydrophobic channels of both monomers simultaneously
(each tail is bound to each monomer). In the MjTX-II-
suramin complex there are only three PEG 4K molecules [the
PEG 4K(4) molecule is absent]. Additionally, the PEG 4K(3)
molecule observed in the vicinity of the Lys7 residue presents
a different configuration compared with that observed in the
MjTX-II structure. Part of this PEG 4K molecule interacts
with one of the monomers of the adjacent dimer of the
asymmetric unit of the MjTX-II-suramin structure (Fig. 3a).
Finally, the most important characteristic of the complex is the
presence of two suramin molecules on the surface of the toxin
dimer. This particular binding mode of the ligands on the
protein surface creates the possibility of the occurrence of a
high-order oligomeric assembly.

3.6. Comparison between PLA,-like toxins complexed with
suramin

Three structures of PLA,-like toxins complexed with
suramin have been solved: (i) MjTX-II-suramin (this work),
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(ii)) BaspTX-II-suramin (a Lys49-PLA, from B. asper; Mura-
kami et al., 2005) and (iii) ecarpholin S—suramin (a Ser49-
PLA, from E. carinatus; Zhou et al., 2008). Notably, the ligand
binds to different parts of each protein, leading to different
oligomeric conformations of the toxins.

A comparison between the crystal structures of the two
Lys49-PLA s complexed with suramin (MjTX-II-suramin and
BaspTX-II-suramin) in their dimeric arrangement is shown in
Fig. 5(a). The structure of the BaspTX-II-suramin complex
demonstrated that suramin interacts with the putative
calcium-binding loop and C-terminal regions. The ligand is
bound at the entrance to the hydrophobic channel of the toxin,
blocking the access to a possible activator molecule (see §4.3).
In MjTX-II-suramin, by contrast, the inhibitor is bound at the
external portion of the protein in both monomers (Fig. 3a)
by several hydrophobic contacts and three polar contacts
(Figs. 4a and 4b). This particular mode of interaction also
results in oligomerization of the complex, mainly by contacts
between the suramin molecules. The reasons for the ligand-
binding differences between these two proteins arise from two
unique sequence features of MjTX-II compared with all other
Lys49-PLA s (Salvador, Cavalcante et al., 2013): (i) a mutation
in the putative Ca®*-binding loop (Leu32Gly) causes the
binding of the additional PEG 4K(4) molecule (Fig. 5d) in the
structure of MjTX-II-PEG 4K and of an additional fatty-acid
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Interaction of suramin molecules in the MjTX-II structure. (a) and (b) represent the interactions of suramin 1 and suramin 2 bound to monomers A and
B of MjTX-II, respectively. Polar contacts are depicted as broken lines and hydrophobic contacts are indicated by arcs with radiating spokes. This figure

was drawn using LIGPLOT (Wallace et al., 1995).
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molecule in the structure of MjTX-II-stearic acid (Watanabe
et al., 2005) and (ii) an insertion in the MjTX-II C-terminus
(Asn120) also confers a different conformation to this region,
leading to the binding of the additional PEG 4K(3) (Fig. 5d) in
the MjTX-II-PEG 4K structure or a fatty-acid molecule in the
MjTX-II-stearic acid structure (Salvador, Cavalcante et al.,
2013; Watanabe et al., 2005). Indeed, phylogenetic studies with
PLA,-like toxins demonstrated that the MjTX-II sequence is
in an isolated and primitive branch of the Lys49-PLA, clade
(dos Santos, Cintra-Francischinelli et al, 2011; Salvador,
Fernandes et al., 2013).

A superposition of the MjTX-II-suramin and ecarpholin S—
suramin (Zhou et al., 2008) dimers is shown in Fig. 6. It can be
observed that although they present a conserved secondary
structure, their oligomeric structures are very different and the

}/ ¥=
MjTX-II-suramin

Figure 5

BaspTX-II-suramin
) (©)

C-terminal regions also display different conformations.
The ecarpholin S-suramin crystal structure contained three
suramin ligands interacting with different portions of
C-terminal and N-terminal regions of the toxin mainly by
polar contacts. Interestingly, despite structural and sequential
differences between the toxins (MjTX-II and ecarpholin S),
some parts of the suramin ligands bind to similar regions (the
C-terminal and N-terminal portions), and interaction between
the ligands resulted in the oligomerization of both proteins.

3.7. Molecular-dynamics studies

MD simulations were performed to check the stability of
the tetrameric structure of the complex observed in the unit
cell. Thus, two different models were used for the MD simu-

MjTX-IT-suramin

I BaspTX-II-suramin

MjTX-II-PEG 4K
@)

Structural comparison between the dimeric MjTX-II-suramin complex structure and other Lys49-PLA, structures. (@) Superposition of the MjTX-I1-
suramin (ribbon diagram in black and suramin molecules in yellow) and BaspTX-II-suramin (ribbon diagram in grey and suramin molecules in magenta)
structures. (b) Cartoon representation of the dimeric MjTX-II-suramin complex structure (black); the three PEG 4K molecules and two suramin
molexules are shown in green and yellow, respectively. (¢) Cartoon representation of the BaspTX-II-suramin complex structure (grey); the two PEG 4K
molecules are shown in green and the two suramin molecules are shown in magenta. (d) Cartoon representation of the MjTX-II structure (grey) with its
four PEG 4K molecules shown in green.
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lations: (i) a crystallographic tetrameric assembly of the
complex (four protomers and four interfacial suramin mole-
cules, named the bound assembly) and (ii) a crystallographic
tetrameric assembly without suramin ligands (four protomers,
named the unbound assembly).

The simulations showed that the bound assembly had a
lower average r.m.s.d. value and also a lower level of r.m.s.d.
fluctuations compared with the unbound assembly (Fig. 7).
Thus, these data showed that the bound tetrameric assembly
presented a lower tendency for movement between the dimers
along the tetrameric interface, indicating tight interactions
between the suramin molecules and toxin protomers.

4. Discussion
4.1. Myotoxic activity of MjTX-Il is neutralized by suramin

Functional myographic studies performed on isolated
neuromuscular preparations are suitable for screening the
neurotoxic and myotoxic components of snake venoms
(Gallacci & Cavalcante, 2010; Harvey et al., 1994; Ownby et al.,
1999). Although neurotoxic activity is characterized by the
exclusive blockade of indirect contractions, myotoxicity causes
a loss of both direct and indirect twitches (Ownby et al., 1999).
The present study demonstrates that MjTX-II, similar to other
Lys49-PLA s, induces a blockade of both indirect and direct
twitches in mouse phrenic diaphragm preparations (Caval-
cante et al., 2005; de Oliveira et al., 2003; Gallacci et al., 2006;

B MjTX-I1

. (@)
Figure 6

Heluany et al., 1992; Oshima-Franco et al., 2004; Ponce-Soto et
al., 2009; Randazzo-Moura et al., 2008; Rodrigues et al., 2004;
Salvador, Fernandes et al., 2013; Salvador, Cavalcante et al.,
2013; Soares et al., 2001; Stabeli et al., 2006). The muscle
paralysis induced by myotoxic PLA,s has been attributed to
muscle-fibre unexcitability consequent to prolonged depolar-
ization resulting from the alteration of cell-membrane
permeability. Even though morphological studies clearly
demonstrate that Lys49-PLA,s can induce muscle damage,
functional myographic approaches reveal the early stages of
this toxic effect (de Oliveira et al., 2003; Cavalcante et al., 2007,
dos Santos, Cardoso et al., 2011).

As described above, pre-incubation with suramin neutra-
lizes the muscle paralysis promoted by MjTX-II in mouse
phrenic nerve—diaphragm preparations, regardless of whether
the stimulus was applied indirectly on the nerve or directly
on the muscle. Thus, based on the above considerations, we
suggest that suramin neutralizes the myotoxic effect of MjTX-
II. Similar findings regarding the antimyotoxic effect of
suramin have previously been described against other PLA,-
like proteins, such as Lys49-PLA,s [BthTX-1 from B. jarar-
acussu (de Oliveira et al., 2003), BaspTX-1I (Murakami et al.,
2005)] and ecarpholin S (Zhou et al., 2008).

The mechanism of action of suramin at the neuromuscular
junction remains unclear, but it is known that suramin
blockades presynaptic voltage-dependent Ca®*channels on the
motor nerve terminal, reducing the release of acetylcholine
(Henning et al., 1996; Lin et al., 2000). However, this mode of

I Ecarpholin S
®)

Superposition of the dimeric MjTX-II-suramin and the Ser49-PLA, escarpholin S—suramin structures. (a) Cartoon representation of the MjTX-II-
suramin (green) and escarpholin S-suramin (light brown) structures. (b) The same superposition as in (@) but including the suramin molecules. One
monomer of each structure was superposed to illustrate the oligomeric differences between the complexes.
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action cannot account for the inhibitory effect of suramin on
muscle paralysis induced by MjTX-II and other PLA,-like
toxins. Indeed, these functional results also corroborate our
crystallographic and calorimetric assay results, indicating that
suramin can interact with MjTX-II with high affinity and form
complexes that are inactive.

4.2. Oligomerization of the MjTX-ll-suramin complex

Most apo and complexed PLA,-like structures are dimeric,
as demonstrated by crystallography, DLS, SAXS and size-
exclusion chromatography, among other techniques (Mura-
kami et al., 2007; dos Santos et al., 2009; Fernandes et al., 2010,
2014). In particular, the crystal structure of MjTX-II was also
solved as a dimer (de Azevedo et al., 1997, Watanabe et al.,
2005; Salvador, Cavalcante et al., 2013). The MjTX-II-suramin
structure also presents a dimeric conformation in its asym-
metric unit; however, analysis of its unit cell shows that owing
to crystallographic symmetry the tetrameric conformation
seems to be most likely to occur. Notably, the dimeric
conformation observed in the MjTX-II structure is also
preserved in the MjTX-II-suramin structure. However,
because the ligand binds on the surface of the toxin, a tetra-
meric arrangement formed by two dimers occurs in the unit
cell.

To test whether the tetrameric arrangement occurs in
solution, we also performed other experiments which, despite
the particularities and limitations of each technique, demon-
strated that a high-order oligomeric conformation is feasible.
MD simulations demonstrated that the tetrameric conforma-
tion is more stable in the presence of the ligand. DLS assays
indicated that the presence of the ligand induces the formation
of higher-order oligomers, and also suggested that the tetra-
meric assembly is predominant at pH 8. ITC experiments
indicated two binding events characterized by dissociation
constants in the low micromolar range with a tenfold differ-
ence. Thus, these two events may be attributed to binding of
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Average backbone r.m.s.d. during 50 ns molecular-dynamic simulations of
the tetrameric assembly of MjTX-II with (black) and without (grey)
suramin ligands. The simulations demonstrated that the bound assembly
(in black) presents a lower average r.m.s.d. value and a lower level of
r.m.s.d. fluctuations compared with the unbound assembly (grey).

suramin to the surface of MjTX-II (the first event with a
higher dissociation constant, with positive enthalpy and
entropically driven) and the interaction between the two
dimers (by suramin and S-sheet residues) forming the tetra-
meric arrangement (the second event with a lower dissociation
constant and enthalpically driven).

Suramin-induced oligomerization has also been reported
for ecarpholin S, a Ser49-PLA, from E. carinatus venom
(Zhou et al., 2008). The myotoxic activity of ecarpholin S is
significantly inhibited by suramin, and oligomerization may be
essential for this inhibition: the apo form of this protein
changed from a monomeric to a dimeric state (in the asym-
metric unit) and an octameric conformation (in the unit cell)
when in the presence of suramin (Zhou et al., 2008). Thus,
considering the crystallographic and biophysical experiments,
in which we showed that the oligomerization process also
occurs for MjTX-II, we suggest that this phenomenon may
also play an important role in the mechanism of inhibition of
PLA,-like toxins by suramin.

4.3. Structural basis for the inhibition of MjTX-Il by suramin

The mechanism of action of Lys49-PLA,s upon muscle
fibres has been much discussed over the last several years, and
great progress has been achieved regarding this topic. It is
already known that Lys49-PLA,s act as dimers through their
C-terminal region (Chioato et al., 2002; Ward et al., 2002). It
has been proposed that C-terminal (Lys115 and Argl18) and
other basic residues (such as Lys20) are the main residues
responsible for membrane anchorage (dos Santos et al., 2009).
More recently, this anchorage site was named the membrane-
docking site (MDoS) and other functional sites responsible
for membrane disruption (called membrane-disruption sites;
MDiS) consisting of the C-terminal hydrophobic residues
(Leul21 and Phe125 in Lys49-PLA,s and Leul22 and Phel26
in MjTX-II because of a residue insertion) have been identi-
fied (Fernandes et al, 2013). Thus, a myotoxic mechanism
composed of five steps was proposed: (i) fatty-acid binding at
the hydrophobic channel of the toxin, (ii) allosteric activation,
(iii) protein-membrane docking (MDoS), (iv) protein pene-
tration and disruption (MDiS) and (v) cell death (Fernandes et
al., 2013).

Based on the available structural and functional data,
different ‘classes’ of inhibitors of PLA,-like proteins have
been proposed: (i) ligands that bind in the hydrophobic
channel (e.g. p-bromophenacyl bromide; BPB), (ii) ligands
that block or restrict access to the hydrophobic channel (e.g.
rosmarinic acid) and (iii) ligands that bind to the C-terminus
or the MDoS (dos Santos et al., 2009; Fernandes et al., 2014).
Notably, the crystal structure of the MjTX-II-suramin
complex shows that suramin binds simultaneously to the
MDoS and MDiS regions (primarily localized at the C-termini
of PLA,-like toxins; Figs. 4 and 8). Suramin simultaneously
neutralizes the myotoxic and neuromuscular blocking activity
of MjTX-II when pre-incubated in vitro. Calorimetric data
demonstrated that suramin ligands bind to MjTX-II in the low
micromolar range, which corroborates the functional data.
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Thus, the interaction of suramin with MjTX-II is in agreement and explains its high efficiency as an inhibitor, as demon-
with the previous hypothesis for class (iii) inhibitors strated by functional and calorimetric assays.

(C-termini) but also reveals a broader class of inhibitor that is In addition to suramin binding at the MDiS and MDoS
able to bind to both the MDiS and MDoS regions. This is the regions of MjTX-II, the oligomerization process observed for
first report of a ligand that binds simultaneously to both sites the MjTX-II-suramin complex also strengthens the MDiS and
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Figure 8

MDoS (cationic membrane-docking site) and MDiS (hydrophobic membrane-disruption site) in the MjTX-II-suramin structure, highlighting the
interaction between the inhibitor and these sites. (a) Cartoon representation of the asymmetric unit of the crystal structure of the MjTX-II-suramin
complex with the inhibitor interacting with MDoS (residues in green) and MDiS (residues in red). Suramin and the MDoS and MDiS residues are shown
in ball-and-stick representation. (b) Detailed view of the interaction between a suramin molecule and a monomer of MjTX-II, highlighting the MDiS
(red) and MDoS (green) regions. The protein is represented as a surface and the suramin ligand is shown in ball-and-stick representation. (c) Tetrameric
conformation of the MjTX-II-suramin complex with the inhibitor interacting with the MDiS (red) and MDoS (green) regions.
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MDoS burial process. Therefore, two synergic mechanisms can
potentially explain the demonstrated inhibition of MjTX-II by
suramin: (i) the suramin-binding mode on the toxin surface
that results in a blockade of both the MDoS and MDiS sites,
thus impairing toxin-membrane contacts (Figs. 8a and 8b),
and (ii) MjTX-II-suramin-induced oligomerization resulting
in a special protein-ligand quaternary arrangement that
makes the MDoS and MDiS of all of the oligomerized toxins
physically inaccessible (Fig. 8¢).

4.4. Inhibitory mechanism of PLA,-like toxins

As shown in §3.6, in the crystal structure of the BaspTX-1I-
suramin complex the suramin ligand interacts with the puta-
tive calcium-binding loop and C-terminal regions, obstructing
the hydrophobic channel (Murakami et al., 2005). By contrast,
in the crystal structure of the ecarpholin S—suramin complex
(Zhou et al, 2008) interactions of the ligand with the
C-terminal region were observed, particularly with Asn114,
Lys115 and Lys116 (this basic cluster has been proposed to be
part of the putative MDoS; Fernandes et al., 2014). Similarly,
suramin interacts with MjTX-II residues from the MDoS
(Lys115 and Lys116) and MDiS (Leul22 and Phe126). Thus,
despite the particularities of the interaction between suramin
and MjTX-II or ecarpholin S, there are some similarities in the
regions where the ligand binds to the toxins (MDoS region)
and in the oligomerization process undergone by the toxins
after ligand binding. These facts indicate that the inhibitory
processes of suramin towards both proteins are related.

In addition to suramin, rosmarinic acid also showed efficient
neutralizing characteristics for Lys49-PLA s (Ticli et al., 2005;
dos Santos, Cardoso et al., 2011) and its complex has been
crystallographically characterized (dos Santos, Cardoso et al.,
2011). The authors of this study observed that rosmarinic acid
is bound at the entrance to the hydrophobic channel. There-
fore, based on the proposed myotoxic mechanism, dos Santos,
Cardoso et al. (2011) suggested that the inhibitory processes
occur because of ligand steric hindrance that blocks the access
of substrates to the hydrophobic channel.

Consequently, based on the effective inhibition by suramin
and rosmarinic acid, we propose two modes of inhibition of
PLA,-like proteins: (i) ligands binding in the hydrophobic
channel or blocking its access and (ii) ligands binding or
blocking access to the MDoS and MDiS regions. The first
inhibition mode avoids the binding of fatty acid to the toxin
that is necessary to activate the protein via an oligomeric
change, whereas the second mode avoids toxin docking and
membrane disruption. Because suramin and rosmarinic acid
act in both inhibitory processes, our experimental results are
promising for their potential use as drugs against the local
effects of myotoxic toxins.

5. Conclusions

In this study, we demonstrated that suramin is a potent inhi-
bitor that binds to MjTX-II with high affinity. The crystal
structure of the MjTX-II-suramin complex demonstrated for

the first time an inhibitor that binds simultaneously to the sites
of the toxin involved in membrane docking and disruption.
Furthermore, the crystal structure, DLS and MD simulations
identified the formation of higher-order oligomers (mainly
tetramers), which also aids in the inhibitory process. The
findings described in this work showed a great convergence
with the data in the literature and with mechanism of action of
PLA,-like toxins proposed by our group in recent years. Based
on these data, we suggest that suramin and other ligands (e.g.
rosmarinic acid) should be clinically studied as inhibitors of
the local myotoxic effects generated by PLA,-like proteins.
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