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ESTUDO ESTRUTURAL DA INTERACAO DA CROTOXINA E
SUAS SUBUNIDAES COM MEMBRANAS MODELO

Resumo

A crotoxina (CTX) € a mais abundante toxina presente no veneno da Crotalus durissus
terrificus, representando cerca de 60% do peso seco do veneno bruto desta serpente. A CTX
possui atividades neurotoxica, miotdxica e coagulante, sendo a principal responsavel pelo
elevado nimero de 6bito em acidentes ofidicos causados por serpentes do género Crotalus.
Além dessas caracteristicas, foram descobertas acGes da crotoxina com possiveis aplicaces
terapéuticas, por conta de seus efeitos anti-inflamatorios, analgésicos, imunomodulatérios e
antitumorais. A CTX é um heterodimero composto por duas subunidades, uma &cida (CA) e
outra bésica (CB), sendo esta Ultima uma fosfolipase A, com atividade pré-sinaptica de
bloqueio da transmissdo neuromuscular que provoca paralisias motora e respiratoria nos
animais. Embora as estruturas cristalograficas e por espalhamento de raios X a baixo angulo
(SAXS) de CTX e CB tenham sido resolvidas, pouco se sabe sobre a agdo destas nas
membranas celulares bem como da localizacéo dos sitios de interacdo destas proteinas com as
membranas alvo. Lipidios DMPC e DMPG foram utilizadas para se estudar a interacdo entre
estas proteinas e membranas modelo. Técnicas de biofisica molecular, tais como
espectroscopia de fluorescéncia estatica e resolvida no tempo e espalhamento de raios X a
baixo angulo foram usadas para estudar o comportamento das proteinas na presenca dos
lipossomos. Os dados indicam auséncia de interacdo entre CA e CTX sobre os lipidios
isoteribnicos (DMPC), enquanto houve interacdo da CB com ambos sistemas lipidicos
(DMPC e DMPG). Nas amostras de membranas modelo com carga negativa (DMPG), foi
possivel identificar interacdo envolvendo as proteinas CA e CTX com essas membranas, as
quais ndo haviam interagido com as vesiculas de DMPC, sendo que a proteina CA néo
provocou a lise da bicamada, enquanto a CTX desencadeou a lise dos lipidios. Além disso, 0s
resultados sugerem que CA se dissocia de CB quando o heterodimero CTX se aproxima dos

lipossomos.

Palavras chave: Veneno de serpentes; Fosfolipase A»; Crotalus; Membranas modelo.



STRUCTURAL STUDY OF THE INTERACTION OF
CROTOXIN AND ITS SUBMUNDS WITH MODEL
MEMBRANES

Abstract

Crotoxin (CTX) is the most abundant toxin present in Crotalus durissus terrificus
venom, representing about 60% of its dry weight. CTX has neurotoxic, myotoxic and
coagulant activities, being the main responsible for the high death rate in snakebite accidents
caused by Crotalus snakes. Additionally, crotoxin actions with possible therapeutic
applications were recently discovered, due to its anti-inflammatory, analgesic,
immunomodulatory and antitumor effects. CTX is a heterodimer composed of two subunits,
one acidic (CA) and the other basic (CB). CB is a phospholipase Az with presynaptic activity
blocking neuromuscular transmission that causes motor and respiratory paralysis in animals.
Although the crystallographic and small angle X-ray scattering (SAXS) structures of CTX
and CB have been resolved, their mechanism of action on cell membranes and the exact
protein interaction sites with membranes are poorly understood. Lipids DMPC and DMPG
were used to study the interaction on between these proteins and model membranes.
Molecular biophysics techniques, such as static and time-resolved fluorescence spectroscopy
and small angle X-ray scattering, were used to study the behavior of these proteins in
presence of liposomes. The data obtained indricothere absence of interaction between CA and
CTX with zwitterionic lipids (DMPC), while pointed the interaction between CB with both
lipid systems (DMPC and DMPG). In the negatively charged model membrane samples
(DMPG), it was possible to identify the interaction of CA and CTX with these membranes,
which did not interact with the DMPC vesicles. CA did not cause bilayer lysis, while CTX
triggered lipid lysis. Finally, the results suggested that CA dissociates from CB when CTX
heterodimer approaches the liposomes.

Key Words: Snake venom; Phospholipase A2; Crotalus; Model membranes



Sumario

I 1011 0o 1 o= Uo OSSR PP P PTPTSPRPRON 2
S O O 1 {0 ) {1 - USSR 2
1.2 Membranas MOUEIO ........cuiiiiiiiee bbb 4
G T - Tod o ToF: T o (o) o USSR 9
131 Cromatografia liquida de ProteiNas.........coeireirriiiiiireiee e 9
1.3.2 Espalhamento de Luz DIinAMICO (DLS) .....coviieiiiiiicie et 10
1.3.3 Espectroscopia de FIUOIESCENCIA.........civieeiiie et 12
1.34 Espalhamento de raios X a Baixo Angulo (SAXS)......ccccveuereureureeeeeeeeesesesssesessesses s 15
2. ODJEEIVOS ...ttt bRt Rt Rt bbb r e ere s 19
3. MALErTAIS € IMELOUOS ... ettt ettt bbbttt ettt eneereens 21
3.1  Purificagdo da crotoxina e suas SUDUNIAAAES ...........ccooviiriiirienieieee s 21
T Y/ 1401 o] - U oL 1T T L] o TS 22
3.3, Espalhamento de LUz DINAMICO........cccviiiiiiiicic ettt sttt st 23
3.4.  Espectroscopia de FIUOIESCENCIA.........ccviiiiiiiiie et 23
3.5.  Espalhamento de Raios X @ BaiX0 ANQUIO ...........c.eveveverieieieicieceeieeeesieseesee s 24
N o (C TSI v o [0S 27
4.1.  Analises CromatOgrafiCas .......c.ccoviieiiiiiic ittt sre st et sre s 27
4.2.  Espalhamento de 1uz dinGmICO (DLS)......ccciiiiiiiiiiiiiiesesie et 28
4.3.  Espectroscopia de FIUOreSCENCIA ESTALICA .........cooveuirieiiriiiiieisiese s 29
4.4. Espectroscopia de Fluorescéncia Resolvida No TEeMPO.........cccveveiecieii i 34
4.5,  Espalhamento de Raios X a Baix0 ANQUIO (SAXS) .....coeueviieriieeiieeeieeeseesseeesesiesses s 36
LT B 1 1o 11T oSS 43
T O o Tod 11 Vo SO RTRSPRRSPRRON 50

R T IBINCIAS ..ottt e et e e e e ettt e e e ettt e e ee et eeae et eeee et e e ea—eeeaa—eeeaa—eeeaaeeenans 52



Lista de Figuras

Figura 1: Estrutura da crotoxina (CTX), com distin¢do de suas subunidades (CA e CB): A)
Estrutura obtida por difracdo de raios X; B) Estrutura obtida por SAXS; Em A, é possivel
identificar CB em amarelo, a cadeia alfa de CA em verde e a cadeia beta de CA em azul
escuro; Em B, é possivel identificar CB em amarelo, cadeia alfa de CA em azul claro, cadeia
beta de CA em rosa e a cadeia gama em magenta. Os residuos de triptofano estdo destacados
como sticks verdes (FAURE, XU, & SAUL, 2011; FERNANDES et al.,

Figura 2: : Grau de organizacdo dos lipidios nas vesiculas, dependente da temperatura; A)
temos a fase gel (geralmente a temperaturas por volta aos 20 °C); B) transicao entre a fase gel
e a cristalina; C) temos a fase cristalina (geralmente em temperaturas acima de 25°C) (A. &

Figura 3: Representacdo esquematica de um extrusor, constituido por dois filtros e uma
membrana de policarbonato, com poros com diametros de 100 nm. Avanti Mini Extruder
<https://avantilipids.com/divisions/equipment-products> 15 de setembro de

Figura 4: Estrutura quimica dos fosfolipidios usados nas membranas modelo e dos
marcadores fluorescentes utilizados em experimentos de espectroscopia de fluorescéncia: A)
DMPC; B) DMPG; C) NBD-PE e D) C12-NBD-PC. (Avanti Polar Lipids,
] 1 T TSRS S TP UR PRSP 6

Figura 5: Representacdo dos processos empregados para a formacdo de LUV (Large
Unilamellar ~ Vesicles) e SUVv (Small Unilamellar ~ Vesicles). Fonte:
<http://avantilipids.com/indes.php?optin=com_content&view=article&id=1384&itemid=372
> 15 de setembro de

Figura 6: Representacdo estrutural da bicamada lipidica resultado do processo de extruséo.
Fonte: <https://slideplayer.com.br/slide/384440/>15 de setembro de

Figura 7: A) Representagdo esquematica de um objeto espalhador, sobre o qual esta
representado duas radia¢Ges incidentes que séo espalhadas a um angulo de 28; B) Esboco de
3 curvas de espalhamento (GLATTER,


https://avantilipids.com/divisions/equipment-products
http://avantilipids.com/indes.php?optin=com_content&view=article&id=1384&itemid=372
http://avantilipids.com/indes.php?optin=com_content&view=article&id=1384&itemid=372
https://slideplayer.com.br/slide/384440/

Figura 8: Purificacdo da crotoxina (CTX) e suas subunidades isoladas (CA e CB) a partido
do veneno bruto das serpentes Crotalus durissus terrificus. (A) Cromatografia liquida de
exclusdo molecular; (B) Cromatografia liquida de fase reversa; (C) Espectros de dicroismo
circular da CTX (Azul), CA (Vermelho) e CB

Figura 9: Dependéncia da intensidade de emissdo fluorescente com a temperatura, utilizando-
se 0os marcadores NBD-PE incorporados as membranas de DMPC (A) e DMPG (B). Foram
coletados dados das vesiculas com e sem a presenca das proteinas CTX, CA e CB. O
fluordforo foi excitado em 470 nm e a intensidade maxima fluorescente foi obtida em 533,4

Figura 10: Dependéncia da intensidade de emissdo fluorescente com a temperatura,
utilizando-se o marcador C12-NBD-PC incorporados as membranas de DMPC (A) e DMPG
(B). Foram coletados dados das vesiculas com e sem a presenca das proteinas CTX, CA e CB.
O fluoroforo foi excitado em 470 nm e a intensidade maxima fluorescente foi obtida em 536,6

Figura 11 Curvas de espalhamento de raios X das vesiculas de DMPC (a 18 °C) e de
vesiculas de DMPG (a 18 e 36 °C). (A) curva de espalhamento do DMPC (preto), DMPG em
18 °C (Azul) e 36 °C (vermelho). (B) Funcao de distribuicdo de distancia normalizada para as
amostras de DMPC (preto), DMPG em 18 °C (Azul) e 36 °C
(VEIMEIN0) ..ttt bbbt 37

Figura 12: Curva de espalhamento de raios X a baixo angulo de vesiculas de DMPC na
presenca das proteinas de CA € CT X . sttt sre e ens 38

Figura 13: Gréafico de espalhamento de raios X a baixo angulo de vesiculas de DMPC, na
presenca da CB; (A) Curva de espalhamento de DMPC com CB; (B) Funcéo de distribuicédo
de distancia normalizada para vesiculas de DMPC na presenga de CB.........c.cccceeevereeniennn. 38

Figura 14: Curva experimental de SAXS de DMPG na presenca de CB, medidas realizadas a

Figura 15: Graficos de espalhamento de raios X a baixo angulo de vesiculas de DMPG na
presenca da CTX, realizados a 18 e 36 °C; (A) curva de espalhamento de DMPG com CTX;
(B) Funcdo de distribuicdo de distancia normalizada para vesiculas de DMPG com CTX.....40

Figura 16: Gréafico de espalhamento de raios X a baixo angulo de vesiculas de DMPG, na
presenca da CA; (A) Curva de espalhamento de DMPG com CA; (B) Funcéo de distribuicdo
de distancia normalizada para vesiculas de DMPG na presenga de CA........cccccevevereieiennnnn. 40



Lista de Tabelas

Tabela 1: Dados de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) das vesiculas unilamelares de
DMPC com marcador fluorescente NBD-PE............ccccooiiiiiiiiiiecce e 28

Tabela 2: Dados de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) das vesiculas unilamelares de
DMPG com marcador fluorescente NBD-PE............cccoiiiiiiiiniiie e 29

Tabela 3 — Tempos de vida e fatores pré-exponenciais dos Trp’s presentes na crotoxina ¢ suas
subunidades (1 pM), em solucio aquosa® e em vesiculas extrusadas de DMPC? (1 mM), & 25

Tabela 4 — Tempos de vida e fatores pré-exponenciais dos Trp’s presentes na crotoxina e suas
subunidades (1 pM), em solucdo aquosa® e em vesiculas extrusadas de DMPG? (1 mM), a 25

Tabela 5: Representacdo esquematica sobre a interpretacdo dos dados obtidos através das
técnicas de espectroscopia de fluorescéncia estatica (F.E.), usando o marcador fluorescente
NBD-PE e C12-NBD-PC, espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo (F.R.T.) e de
espalhamento de raios X a baixo Angul0 (SAXS).....cviiiciiiieiieieee e 47



Lista de Abreviacgoes
CTX: Crotoxina.
CA: Crotoxina A ou Crotapotina.
CB: Crotoxina B.
PLA:: Fosfolipase A..
SAXS: Espalhamento de raios X a baixo angulo.
SUV: Small unillamelar vesicles.
LUV: Large unillamelar vesicles.
GUV: Giants unillamelar vesicles.
DMPC: 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine.
DMPG: 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol) (sodium salt).
NBD: nitro benzoxadiazol.

NBD-PE: 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(7-nitro-2-1,3-
benzoxadiazol-4-yl) (ammonium salt).

C12-NBD-PC: 1-palmitoyl-2-{12-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]dodecanoyl}-sn-
glycero-3-phosphocholine.

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid.

DLS: Espalhamento de luz dindmico.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

Trp: Triptofano.

HPLC: High performance liquid chromatography.

HPLC-RF: High performance liquid chromatography reverse phase.
TFA: Acido trifluoroacético.

CD: Dicroismo circular.



INTRODUCAO

1



1. Introducéo

1.1. Crotoxina

As serpentes da espécie Crotalus durissus, popularmente conhecidas como cascaveéis,
possuem uma ampla distribuicdo geografica, de forma que cinco subespécie sdo catalogadas,
sendo as mais conhecidas e estudadas a Crotalus durissus terrificus e a Crotalus durissus
collilineatus (CARDOSO, FRANCA, WEN, MALAQUE, & HADDAD Jr., 2003). Estudar
essas serpentes € especialmente relevante uma vez que os acidentes crotalicos representam 7,5
% dos acidentes ofidicos no Brasil e possuem a maior taxa de mortalidade (cerca de 2,5 %)
dentro esses acidentes no Brasil. O veneno crotalico apresenta atividades neurotoxica,
miotdxica e coagulante, que causam paralisia muscular, mioglobindria e insuficiéncias renal
aguda e respiratoria, acarretando nos sintomas que levam ao 6bito das vitimas (CARDOSO et
al., 2003; MELGAREJO, 2009).

A crotoxina (CTX) e a principal toxina presente no veneno da Crotalus durissus
terrificus (até 60 % do seu peso seco) possui atividades neurotdxica, miotdxica e coagulante.
Recentemente foram descobertas caracteristicas da CTX com possiveis aplicacdes
terapéuticas, devido aos seus efeitos imunomodulatérios, anti-inflamatorios, analgésicos e
antitumorais (SAMPAIO et al., 2010). A CTX é um heterodimero formada pela associacéo
ndo covalente de duas subunidades: uma 4cida, ndo enzimética e ndo tdxica conhecida como
Crotoxina A, Crotapotina ou CA; e outra subunidade basica e catalitica denominada
Crotoxina B ou CB (HENDON & FRAENKEL-CONRAT, 1971). A CB é uma fosfolipase A
dependente de calcio (Ca*"), com potente atividade de bloqueio na transmissdo neuromuscular
pré-sinaptica, o que acarreta na paralisia motora e respiratoria nos animais, sendo responsavel
pelos efeitos neurotoxico e miotoxico (CHANG & LEE, 1977; DELOT & BON, 1993;
HENDON & FRAENKEL-CONRAT, 1971). Por sua vez, a CA ndo apresenta atividade
toxica. Entretanto, ela potencializa as atividades farmacoldgicas de CB, elevando o bloqueio
da atividade neuromuscular e a necrose muscular e restringindo a ligacdo da CB a jungéo
neuromuscular (BON, 1982; CHOUMET et al., 1993; KOUYOUMDIJIAN, HARRIS, &
JOHNSON, 1986). Atualmente, ja sdo conhecidas as estruturas cristalograficas e a resolvida
por espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS), onde é possivel verificar divergéncias
entre as estruturas (FAURE et al., 2011; FERNANDES et al., 2017). Além disso, ha também
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a estrutura cristalografica da CB, indicando que esta proteina permanece, quando isolada da
CA, em forma de tetrdmero e dimero, dependendo da concentracdo (FERNANDES et al.,
2017; MARCHI-SALVADOR et al., 2008).

A figura 1A apresenta o modelo estrutural cristalografico da CTX, formado pela
associacao das isoformas CA2-CBy, sobre a qual esta descrito os sitios de interacdo entre o
complexo CA/CB, descrevendo a relevancia de cada residuo de triptofano na interface entre
ambas subunidades (FAURE et al.,, 2011). A figura 1B representa a estrutura da CTX
resolvida por espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS), que unido com os dados de
espectroscopia de fluorescéncia estatica e resolvida no tempo demonstram a importancia dos
residuos de triptofano na interface CA/CB (FERNANDES et al., 2017). Em ambas as
estruturas apresentas na Figura 1 é possivel notar que a maioria dos Triptofanos da proteina
(CTX) estdo na interface entre as subunidades CA/CB.

Figura 1: Estrutura da crotoxina (CTX), com distin¢do de suas subunidades (CA e CB): A)
Estrutura obtida por difracdo de raios X; B) Estrutura obtida por SAXS; Em A, é possivel
identificar CB em amarelo, a cadeia alfa de CA em verde e a cadeia beta de CA em azul
escuro; Em B, é possivel identificar CB em amarelo, cadeia alfa de CA em azul claro, cadeia
beta de CA em rosa e a cadeia gama em magenta. Os residuos de triptofano estdo destacados
como sticks verdes (FAURE et al., 2011; FERNANDES et al., 2017).

Estudos apontam que a crotoxina possui diversas formas de atuacGes sobre a
membrana pré-sinaptica, como a internalizacdo por endocitose independente de Ca®
(LOMEQO et al., 2014), interacdo direta na membrana ou via receptores e ainda atraves da
clivagem dos fosfolipidios (CHANG & LEE, 1977; FAURE et al., 2003). Entretanto, pouco
se sabe sobre os sitios de inibicdo e interacdo da crotoxina responsaveis pela atividade

neurotoxica da CB.



1.2 Membranas modelo

Membranas modelo, também conhecidas como bicamadas lipidicas, vesiculas ou
lipossomos, sdo sistemas controlados de fosfolipidios que mimetizam as membranas
bioldgicas, onde pode-se excluir algumas variaveis e determinar a existéncia e o nivel da
interacdo entre uma molécula e as membranas modelo. Uma divergéncia importante entre as
membranas celulares e as membranas modelo é a auséncia de algumas substancias, como
proteinas, glicoproteinas e colesterois, entre outras moléculas. Desse modo, € possivel
verificar apenas a interacdo entre a molécula estudada e as membranas, desconsiderando
assim, possiveis reacdes que ndo contribuem para a acdo da molécula (LEWIS &
MCELHANEY, 2011). E possivel acrescentar variaveis nos sistemas lipidicos visando
estudar o comportamento dos lipossomos na presenca destas moléculas. O sistema que
contenha apenas lipidios é favoravel para a interagdes mais “simples”, em que a molécula a
ser estudada age apenas sobre os fosfolipidios. Além disso outro ponto que diferencia o
sistema de membranas modelo das membranas bioldgicas é a presenca da temperatura de
transicdo de fase (Tm), representado pela figura 2, que reflete o estado organizacional dos
lipidios na bicamada. Esta é caraterizada pela separagdo entre uma fase extremamente
organizada, denominada fase gel, e uma fase desorganizada, denominada fase liquido-
cristalina, a qual se aproxima da fluidez de uma membrana celular (LEWIS &
MCELHANEY, 2011; PABST et al., 2003).

A AR LA TS : B 11 0000ann 000y c RRRAPRRARS RS
SOV s i Tp NN P ‘xi,l.g“:,!".h",j/{xltu
R — LR L LS T i shnbbhiieeiy
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Figura 2: Grau de organizacdo dos lipidios nas vesiculas, dependente da temperatura; A)
temos a fase gel (geralmente a temperaturas por volta aos 20 °C); B) transicdo entre a fase gel
e a cristalina; C) temos a fase cristalina (geralmente em temperaturas acima de 25°C) (A. &
K., 2013).

Além dessas caracteristicas especificas pertencentes as membranas modelo, ha
também uma variacdo do didmetro das vesiculas, resultado do método de formagdo desses
sistemas. Essa variagdo é compreendida no intervalo de nanémetros (nm) a micrometros (pum)

e resulta na classificacdo das vesiculas em Small Unillamelar Vesicles (SUV), Large
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Unillamelar Vesicles (LUV) e as Giants Unillamelar Vesicles (GUV). Com a finalidade de se
estudar interagbes com proteinas, a membrana mais utilizada, por suas vantagens,
relacionadas com o tamanho, concentracdo de lipidios e custos de producdo, é a LUV
(ELLENA, LACKOWICZ, MONGOMERY, & CAFISO, 2011). Para este estudo, as
bicamadas lipidicas foram produzidas a partir do processo de extrusdo. Este processo consiste
na formacdo de um filme lipidico que é dissolvido em uma solugdo tampdo aquosa; em
seguida, esta amostra é passada em uma série de filtros e membranas, o que reduzira o
tamanho das vesiculas para o tamanho de 100 nm (FERNANDEZ & LAMY-FREUND,
2000). E possivel entender o processo de extrusdo através da figura 3, onde temos o
posicionamento dos filtros e membranas que serdo responsaveis pela formacdo das

membranas modelo.
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Figura 3: Representacdo esquematica de um extrusor, constituido por dois filtros e uma
membrana de policarbonato, com poros com didmetros de 100 nm. Avanti Mini Extruder
<https://avantilipids.com/divisions/equipment-products> 15 de setembro de 2019.

Além das diferencas ja vistas anteriormente entre as membranas bioldgicas e as
membranas modelo, ha também diferencas entre a variedade de estruturas quimicas dos
fosfolipidios. Ou seja, em membranas modelo temos um ou poucos tipos de fosfolipidios que
a constituem, enquanto em uma membrana celular tem-se inumeros tipos de fosfolipidios (Y.
XU, SETO, TANG, & FIRESTONS, 2000). Desse modo, ha a necessidade de analisar as
caracteristicas de cada molécula a ser estudada para determinar a matriz lipidica correta para
cada sistema. Sendo assim, foi determinado a utilizagdo de dois tipos de lipidios neste estudo
sendo possivel verificar a interacdo das proteinas em vesiculas de vesiculas de 1,2-

dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine  (DMPC) e de 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-
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phospho-(1'-rac-glycerol) (sodium salt) (DMPG), a escolha destes lipidios foram relacionadas
as caracteristicas e os efeitos da crotoxina, sobre a qual atua em membranas pré-sinapticas, ou
seja, que possui cargas. Outra caracteristica desse sistema ja relatado em estudos anteriores
(BON, 1982) é a necrose muscular provocada pela CB, desse modo foi utilizado lipidios
isoteriénicos. Os fosfolipidios foram selecionados por serem isoteridnicos (somatéria das
cargas nos fosfolipidios é igual a zero) e com carga negativa em sua superficie,
respectivamente. Para aprofundar mais os estudos realizados, foram utilizados também
marcados (sondas) fluorescentes embebidas na bicamada lipidica, o que possibilita uma
andlise mais acurada da regido de interacdo com a toxina, mediante as técnicas de
espectroscopia de fluorescéncia. Neste sentido foram selecionado lipidios com o marcados na
porcdo polar do fosfolipidio 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(7-nitro-2-
1,3-benzoxadiazol-4-yl) (ammonium salt) (NBD-PE) e posicionadas no interior da bicamada
lipidica no décimo segundo carbono do fosfolipidio 1-palmitoyl-2-{12-[(7-nitro-2-1,3-
benzoxadiazol-4-yl)amino]dodecanoyl}-sn-glycero-3-phosphocholine (C12-NBD-PC)
(BONG, JANSHOFF, STEINEM, & GHADIRI, 2000; FERNANDEZ, VIEIRA, NAKAIE,
ITO, & LAMY, 2005). As estruturas quimicas desses lipidios estdo representadas na figura 4.
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Figura 4: Estrutura quimica dos fosfolipidios usados nas membranas modelo e dos
marcadores fluorescentes utilizados em experimentos de espectroscopia de fluorescéncia: A)
DMPC; B) DMPG; C) NBD-PE e D) C12-NBD-PC. (Avanti Polar Lipids, inc).



O processo utilizado na formagdo de bicamadas unilamelares é denominado de
extrusdo, que sera descrito com maiores detalhes adiante. A extrusdo, basicamente, é a
passagem de vesiculas multi-lamelares por uma séria de filtros e membranas, o que as tornam
unilamelares, assumindo uma configuracdo semelhante a apresentada na figura 5. Neste
estudo, foram utilizadas membranas modelo constituidas de DMPC + NBD-PE, DMPC +
C12-NBD-PC, DMPG + NBD-PE e DMPG + C12-NBD-PC.

O processo de extrusao consiste na diluicdo dos fosfolipidios descritos acima em um
meio apolar, que possui ponto baixo ponto de ebulicdo e que preferencialmente sua
evaporagdo ocorra de forma rapida. Para este processo, a substancia mais utilizada é o
cloroférmio. Apos esta diluicdo, todo o solvente apolar é evaporado e um filme lipidico é
formado no fundo do recipiente. Em seguida, esse filme ¢é diluido em um tampéo polar,
formando as vesiculas multilamelares em suspensdo. Para que haja a formacdo das vesiculas
unilamelares, € necessario passar a amostra por uma série de filtros e membranas com
didmetro de poros pré-determinados (100 nm). Este processo é descrito na figura 6. Ap6s o
processo de extrusdo, é formada uma bicamada lipidica como a apresentada na figura 6.
Contudo, o processo de extrusdo apresenta uma polidispersividade alta com relacdo a

amostras monodispersas, considerando vesiculas constituidas de uma unica molécula.
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Figura 5: Representacdo estrutural da bicamada lipidica resultado do processo de extruséo.
Fonte: <https:/slideplayer.com.br/slide/384440/>15 de setembro de 2019.
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Figura 6: Representacdo dos processos empregados para a formacdo de LUV (Large
Unilamellar  Vesicles) e SUvV (Small Unilamellar ~ Vesicles). Fonte:
<http://avantilipids.com/indes.php?optin=com_content&view=article&id=1384&itemid=372
> 15 de setembro de 2019.
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1.3 Técnicas biofisica

1.3.1 Cromatografia liquida de proteinas

Esta técnica € utilizada para a separacdo de biomoléculas através de suas
caracteristicas quimicas e fisicas. Existem cinco técnicas mais aplicadas as proteinas, que séo
as técnicas de exclusdo molecular (gel filtracdo), fase reversa, afinidade, troca ibnica e
hidrofobicidade. No caso deste trabalho, as duas primeiras foram utilizadas e serdo abordadas
aqui. A técnica de cromatografia por exclusdo molecular (gel filtracdo) consiste na separacédo
das moléculas de acordo com o tamanho, na qual a interacdo entre o analito e a matriz da
coluna ndo interferem na separacdo das moléculas, separando-as apenas com relacdo ao seu
tamanho. A separacdo por tamanho molecular ocorre devido a presenca de poros presentes na
matriz da coluna cromatografica, onde cada coluna possui suas especificacdes, as moléculas
menores interagem com 0s poros, 0 que reduz a velocidades, enquanto as moléculas maiores
passam sem que haja interacdo com a matriz da coluna. No final do processo as moléculas sdo
separadas das maiores para as menores. Diversos estudos anteriores ja utilizaram esta técnica
para o0 isolamento de proteinas de venenos de serpente (SILVA, AANDERSON, &
GUILHERME, 2014).

A cromatografia de fase reversa, por sua vez, separa as moléculas de acordo com a
afinidade entre a matriz hidrofébica presente na coluna e as proteinas da amostra. A
separacdo das proteinas ocorre com a diminuicdo da polaridade do solvente, que ocorre
através de um gradiente de 0% a 100% de um solvendo que possui 0,1% de TFA e 66,6% de
acetonitrila. As moléculas que possuem uma menor afinidade pela coluna sairdo antes que as
moléculas que possuem uma maior afinidade pela coluna. Esta técnica ja foi descrita
anteriormente na separacdo de proteinas a partir de veneno bruto de serpentes e também para
a separacdo da crotoxina (DOS-SANTOS, 2014).



1.3.2 Espalhamento de Luz Dindmico (DLYS)

Espalhamento de Luz Dinamico (DLS), também conhecido como espectroscopia de
fétons correlacionados, € um meétodo eficiente para determinar o tamanho, a distribuicdo de
tamanhos (polidispersidade) e a forma das particulas em suspensdo através do movimento
Browniano e deslocamento Doppler induzido por um feixe de laser (G. & HALLETT, 1995;
LIU, CAIl, ZHANG, & XU, 2015; C. XU, CAIl, ZHANG, & LIU, 2015). Quando uma
amostra com particulas em suspensdo possui movimento Browniano e sobre ela é incidido
um feixe de laser monocromatico, 0 comprimento de onda da radiacdo luminosa incidente é
alterada ap6s colidir com as particulas em movimento, produzindo o deslocamento Doppler,
que corresponde a uma pequena alteracdo da frequéncia da luz espalhada comparada com a
luz incidente (CUMMINS, KNABLE, & YEH, 1964; WANG, SHEN, WANG, YU, & XU,
2010; WEBER & SCHWEIGER, 1998). Essas mudancas fornecem informacdes a respeito do
tamanho, distribuicdo de tamanhos, forma e estrutura das particulas em solucdo. Assim, em se
tratando de proteinas, pode-se verificar até o seu estado oligomérico. A luz espalhada por
pequenas particulas varia rapidamente com pequenas alteracdes no deslocamento Doppler,
enquanto que particulas maiores, que se propagam mais vagarosamente, exibem uma grande
alteracdo do deslocamento Doppler. Geralmente, devido ao deslocamento Doppler ser
extremamente pequeno, as energias dos fétons incidentes e espalhados sdo quase idénticas, ja
que a relacdo entre e energia e comprimento de onda é dada pela equacédo de Planck, em que o
comprimento de onda é inversamente proporcional a energia do foton. Isso resulta em um
espalhamento quase estatico, uma que a alteracdo da energia € minima. Como resultado, a
técnica de DLS é comumente referida como “técnica de espalhamento de luz quase elastico”

(G. & HALLETT, 1995).

A descricdo do movimento da particula e da distribuicdo de tamanhos das particulas
em um meio pode ser obtida usando uma funcdo de autocorrelacdo e pelo coeficiente de
difusdo da particula, a qual permite analisar as flutuacbes dependentes de tempo na
intensidade da luz espalhada. A taxa de decaimento exponencial da correlagdo do sinal (G), é
dependente da difuséo da particula a ser analisada, representada pela equacdo 1 (CAROLINE,
1984).
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G= [TIt)I(t+1)dt=B+4 e2a" (1)

Em que B é a medida realizada apenas com o meio em que a particula estd diluida
(tampdo), A é a amplitude da onda eletromagnética e D é o coeficiente de difusédo

translacional. O vetor de espalhamento (g) é terminado pela seguinte equagéo 2:

0= % o () g

Em que n é o indice refrativo do solvente, A, € o comprimento de onda do laser no
vacuo, e £ é o angulo de espalhamento, normalmente 90 graus. A velocidade do Browniano é
calculada, através do deslocamento do comprimento de ondas causado pelo efeito Doppler, e
nos fornece o coeficiente de difusdo translacional p, determinado pela equagdo 3. O
coeficiente de difuséo pode ser convertido em um diametro hidrodinamico (D) usando a
equacdo de Stokes-Einstein, descrita pela equacéo 3, onde x zé a constante de Boltzmann, T é

a temperatura e 1 € a viscosidade:

Dy = — 3

A técnica de DLS possui numerosas vantagens para avaliar o tamanho das particulas e
tem sido extensamente usado para determinar o raio hidrodinamico de varias particulas. O
tempo de exposicdo ao feixe de luz € pequeno e automatizado. Pequenas particulas como
pontos quéanticos (MA, DING, & XIONG, 2015; TARASOV et al., 2013), grafeno (CHUA et
al., 2015; NOGUEIRA, NAKABAYASHI, & ZUCOLOTTO, 2015), nanotubos de carbono e
fulerenos (DATTANI et al., 2015; WEI et al., 2015), as quais espalham fracamente a luz e
possuem um rapido movimento em uma suspensdo liquida concentrada, tem sido estudado
através da técnica de DLS. Desde o ano de 2010, e devido ao crescente interesse em
nanociéncias e nanotecnologia, DLS ndo estdo apenas sendo apenas na area académica, mas

também em laborato6rios de varias industrias, o que inclui aqueles que trabalham com terras
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raras, revestimentos, materiais, ciéncias de alimentos, produtos farmacéuticos, pds
fluorescentes e proteinas (CHEN & ELIMELECH, 2006).

Biologicamente, os estudos realizados através da técnica de DLS, quando realizado
com proteinas, fornece informagfes com respeito a oligomerizacdo destas, bem como a
polidispersividade, estimar a massa da amostra e determinar o raio hidrodinamico da amostra
(FERNANDES et al., 2017). Além de conseguir determinar a oligomerizacdo das proteinas
em um estudo que compara concentracdo, variagdo de pH ou temperatura. Outra
aplicabilidade desta técnica estd em analisar os tamanhos e a integridade das membranas
modelo apds o processo de extrusdo.

1.3.3 Espectroscopia de Fluorescéncia

Durante os ultimo 20 anos houve um notéavel crescimento no uso de espectroscopia de
fluorescéncia em ciéncias biologicas (ELLENA et al., 2011; FERNANDES et al., 2017). As
formas mais utilizadas como ferramentas em bioquimica e biofisica sdo espectroscopia de
fluorescéncia estatica e resolvida no tempo. Ao longo do tempo, a empregabilidade dessas
técnicas foi ampliada em diversas areas, com aplicacdes na biotecnologia, na citometria de
fluxo, em diagnoésticos médicos, no sequenciamento de DNA, na &rea forense e em analises
genéticas ja que estas técnicas possuem alta sensibilidade de detec¢do e a manipulacdo das

amostras ocorre de maneira pratica e facil (LAKOWICZ, 2006).

O fenébmeno da fluorescéncia é muitas vezes confundido com o fendémeno da
fosforescéncia ja que ambos consistem em uma emissdao luminescente que ocorrem devido a
estados eletricamente excitados. Na emissdo fluorescente, que ocorre na ordem de tempo de
10x10° s, no estado de excitacdo singleto, o elétron excitado permanece pareado (com spin
oposto) ao elétron que permaneceu no estado fundamental (ground-state). Isto permite que o
elétron retorne ao estado fundamental rapidamente pela emissdo de um foton, pois ambos os
elétrons estdo com o spin opostos. (LAKOWICZ, 2006; LUCIO, VEQUI-SUPLICY,
FERNANDEZ, & LAMY, 2010). J& a emissdo fosforescente é a emissdo de fétons de luz na
forma de tripleto, que consiste na excitacdo de elétrons como mesmo sentido de spin, ou seja,
0 elétron excitado possui 0 mesmo spin do elétron no estado fundamental. Desse modo, 0
retorno ao estado fundamental nfo é permitido e o decaimento é muito mais lento (10° s).

12



Geralmente, as substancias nas quais ocorrem o fendmeno de fosforescéncia sdo conhecidas
como “glow-in-the-drak” (brilham no escuro) (LAKOWICZ, 2006).

O fendmeno de emissdo fluorescente geralmente ocorre em moléculas aromaticas que
sdo conhecidas como fluordforos. No caso de proteinas, essas moléculas podem provir de
duas origens, sendo intrinsecas ou extrinsecas. Os fluoroforos intrinsecos, ou naturais, sdo
aqueles que estdo naturalmente presentes nas proteinas, como os residuos de triptofano (Trp),
tirosina (Tyr) e a fenilalanina (Phe). Sendo o mais utilizado, nas medidas de espectroscopia de
fluorescéncia estética e resolvida no tempo, o Trp, pois este possui 0 maior rendimento
quantico (Q), como demonstrado na equacgdo 4. J& os fluoréforos extrinsecos sdo marcadores
a serem adicionados nas amostras afim de interagirem com as proteinas (GUILBAULT,
1990).

O fenémeno de fluorescéncia pode ser estudado de duas maneiras, que consistem na
avaliacdo da intensidade luminescente com relacdo ao comprimento de onda dos fétons
excitados e emitidos e na determinacdo do tempo em que o elétron permanece no estado
excitado. O tempo que um elétron demorar para transitar entre os niveis energéticos na
eletrosfera estdo na ordem de 10™°s, e o tempo em que este permanece no estado excitado é
de 10° s (ns). Desse modo, qualquer alteracio deste valor esta relacionado a perturbacdes
causadas no orbital do estado excitado devido ao meio ou a interacdo com a molécula
fluorescente (LAKOWICZ, 2006).

Apds esta breve introducdo sobre a emissao fluorescente é possivel falar sobre as
técnicas de espectroscopia fluorescente utilizadas neste trabalho, que foram a espectroscopia
de fluorescéncia estatica e a espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo. A
espectroscopia de fluorescéncia estética consiste na excitagdo de um marcador fluorescente.
Ao incidir fétons de determinado comprimento de onda, ocorre a absorcdo destes e a
excitacdo dos elétrons no estado singleto. Ao retornarem ao estado fundamental, é emitido um
féton com maior comprimento de onda, consequentemente com menor energia do que o do
foton incidente. Nesta técnica, € detectada a quantidade (intensidade) dos fétons produzidos
pelo decaimento dos elétrons excitados ao estado fundamental (LAKOWICZ, 2006). O
rendimento quantico fluorescente representa a razdo entre a taxa de decaimento fluorescente e
a taxa de decaimento total (ou seja, 0 somatorio entre a taxa de decaimento fluorescente e o

decaimento ndo-fluorescente), sendo representado pela equacdo 4 (GUILBAULT, 1990).
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Q=— (4)

.

Em que Q é o rendimento quantico fluorescente, I" é a taxa de decaimento fluorescente

e x,,, € a taxa de decaimento ndo-radiativo (decaimento néo fluorescente).

A espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo é uma técnica utilizada para
detectar a intensidade de decaimento fluorescente ou a anisotropia da amostra. Nesta técnica,
a amostra é exposta a pulsos curtos de luz, os quais sdo tdo curtos quanto o tempo de
decaimento das amostras. Essa intensidade é detectada e armazenada com uma velocidade de
deteccdo, 0 que permite construir uma relacdo entre intensidade, ou anisotropia, em uma
escala de tempo. No caso dos residuos de Trp presente nas proteinas, a curva da intensidade
fluorescente pelo tempo de decaimento é ajustada em uma funcdo tri-exponencial,
representada na equacdo 5 (BIRCH & IMHOF, 2006).

Er

I(t) =% aie ' (5)

Em que «, séo fatores pré-exponenciais, e € o nimero de Euler, | € a intensidade e ¢

é o0 tempo de decaimento.

Com o ajuste para o decaimento radiativo do Trp presente nas proteinas, € possivel
calcular o tempo de decaimento médio, onde sdo considerado os valores dos trés tempos da
equacdo 5. O célculo do tempo médio é realizado pela equacdo 6. A partida da analise das
equacdes 5 e 6 € possivel determinar 0 meio ao qual o Trp esta inserido, se em meio lipidico

Ou meio aquoso, por exemplo.

_ Limt}
Taw — El'ﬁ'[l'[ (6)

ce, Sdo fatores pré-exponenciais, e r, S0 0s tempos de decaimentos, obtidos na

equacdo 5. A alteragbes dos valores de dos tempos de decaimento e dos fatores pré-

exponenciais indicam alteragdes no orbital atdmico excitado.
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1.3.4 Espalhamento de raios X a Baixo Angulo (SAXS)

A técnica e espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) é utilizada em estudos
estruturais de moléculas em suspensdo. Os processos de espalhamentos de radiacdes sao
caracterizados pela lei da reciprocidade, sobre a qual se estabelece a relagdo inversa entre o
tamanho do objeto irradiado e o &ngulo de espalhamento. As dimensdes das moléculas
(geralmente representadas entre algumas dezenas e alguns milhares de 4) sdo consideraveis
guando comparados com o comprimento de onda feixe de raios X, fazendo com que o alcance
angular da radiacédo espalhada seja consideravelmente pequeno. Considerando que a radiacao
é espalhada principalmente pelos elétrons, podemos resumir o evento da seguinte forma: o
espalhamento de raios X a baixo angulo é observado apenas quando existe inomogeneidade
da densidade eletronica das moléculas existentes nas amostras. Estamos limitados apenas ao
espalhamento coerentes, desde que o espalhamento incoerente seja insignificante a baixos
angulos (GLATTER, 1977).

O processo de espalhamento de raios X a baixo angulo pode ser visualizado da
seguinte forma: o elétron ressoa com a mesma frequéncia do féton incidente, emitindo um
féton secundario e coerente, causando interferéncias entre si (GLATTER, 1977,
ORTHABER, BERGMANN, & GLATTER, 2000).

Observamos dois fotons que sdo desviados em dois pontos distintos de nossa molécula
em um angulo de 28, consideramos que estas ficaram com uma defasagem de 1 comprimento
de onda (). Ao considerarmos os espalhamentos promovidos por todo o volume de nossa
molécula com ondas em todas as possiveis fases, nos dard um resultado nulo no angulo de
espalhamento de 2 &, devido as interferéncias destrutivas. Em um outro cenario, se

considerarmos angulos de espalhamentos menores, a diferenca de fase das ondas sera menor e
estas comecardo a se sobrepor (interferéncia construtiva). O maior espalhamento serd no
angulo 0°, em que todas as ondas estdo em fase (MITTELBACH & GLATTER, 1998).
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Figura 7: A) Representacdo esquematica de um objeto espalhador, sobre o qual estd
representado duas radiacOes incidentes que sdo espalhadas a um angulo de 2@; B) Esboco de
3 curvas de espalhamento (GLATTER, 1977).

Qualitativamente, na curva de espalhamento é possivel observar um decaimento muito
mais suave do que o esperado. Vamos aplicar uma situacdo de acordo com a curva de
experimental, quando as dimens@es do objeto estudado se assemelham ao comprimento de
onda da radiacdo. Neste sistema, a diferenca de 1 comprimento de onda estara presente em
menores valores de 2 & (Figura 7A), caracterizando uma curva de espalhamento com
decaimento mais acentuado (Figura 7B, curva 2). Quando temos o0 cenario em que O
comprimento de onda é muito menor do que o objeto observado ira ocorrer o espalhamento de

raios X a baixo angulo, representado nas curvas 1 e 3 da Figura 7B (GLATTER, 1977).

Desse modo, é possivel calcular a curva de espalhamento esperada por qualquer forma
de particula. Em particulas anisotrdpicas, deve-se calcular o espalhamento em todas as
orientacdes e o resultado da curva de espalhamento € a média do espalhamento em todas as
orientacdes. Uma técnica usada para calcular a curva de espalhamento envolve a funcédo de
distribuicdo de distancia dos elétrons p(r), a qual € obtida levando em consideracéo a forma
da molécula. A curva de espalhamento 7(h) é calculada a partir da transformada inversa de

Fourier, descrita pela equacgdo 7 (GLATTER, 1977; ORTHABER et al., 2000).

I(h) = 4n f:p[r) Bi:rr dr, h = 4_1131:: ? @)

Entende-se que a curva de espalhamento permanecerd inalterada se os elétrons se
deslocarem dentro de uma particula em distancias pequenas quando comparadas com o

tamanho da particula. Dessa forma, particulas com pequenas inomogeneidade podem ser
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tratadas como se fossem particulas com densidade eletronica uniforme (MITTELBACH &
GLATTER, 1998; ORTHABER et al., 2000).

Até o presente momento, assumimos que as moléculas estdo no vacuo, sobre o qual a
amplitude de espalhamento € proporcional a densidade eletrénica o. Para particulas em
solugdo, apenas a diferenca de densidades eletronicas p, — p, (Sendo p., a densidade
eletronica do soluto e o, a densidade eletronica do solvente) é efetiva. Se ambas as
densidades eletronicas forem iguais, o feixe ndo esta “vendo” a molécula, desde que a solugédo
seja uma densidade eletrdnica homogénea e continua, e as ondas espalhadas em todas as
dire¢cdes serdo extintas. O termo “densidade eletronica” ¢ frequentemente usado para a
diferenca de densidade eletrénica entre o solvente e o soluto, ou seja, o “contraste”
(ORTHABER et al., 2000).

Estamos estudando o espalhamento de raios X a baixo angulo apenas por uma
particula isolada na teoria apresentada acima, conhecida como particula espalhadora,
postulada em estudos anteriores (GUINIER, 1938). Considerando uma amostra contendo
particulas monodispersas, ou seja, que possuem aproximadamente o mesmo tamanho, as
intensidades da curva de espalhamento das particulas individuas simplesmente se
acrescentam. A problemaética relacionado com as analises de resultados a baixo angulos se
relaciona com a deducdo dos tamanhos, formas, massa e possivelmente até a distribui¢do da
densidade eletrdnica da curva de espalhamento. Para a resolucdo deste desafio é necessario
encontrar uma particula modelo, que possua um equivalente de espalhamento com as
particulas em solucdo, por exemplo, do qual a curva de espalhamento se ajusta com o erro
experimental e com a curva experimental. Quanto mais preciso for este ajuste melhor sera a
analise do problema. Para encontrar um modelo equivalente ao espalhamento, gerando uma
solucdo completa, frequentemente se requer muitos ciclos de aproximacdo, e muitas vezes é
uma mera questdo de tentativa e erro (GLATTER, 1977; GUINIER, 1938; ORTHABER et
al., 2000).

Como foi descrito anteriormente e falando mais especificamente do que é apresentado
neste trabalho, quanto maior for o didmetro da proteina e da vesicula a ser estudada menor
dever ser o comprimento de onda da radiacdo, para que haja o espalhamento detectavel.
Contudo, quando consideramos principalmente lipossomos, que possuem diametros médios
maiores do que uma proteina, é exigido uma andlise mais criteriosa dos resultados, pois

estamos trabalhando proximo aos limites de resolucdo da técnica.
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6. Conclusao

As técnicas utilizadas neste trabalho forneceram dados suficientes para determinar as
interacdes/lise entre as proteinas e as membranas, além de suportar uma hipétese sobre o
mecanismo de acdo do heterodimero de CTX sobre as membranas celulares. Essa hipotese
descreve a CA como uma carreadora da CB, a qual € direcionada para a juncéo
neuromuscular, em seguida ocorre a dissociacdo do heterodimero, onde a CA permanece
fracamente ligada a membrana celular ou em solucéo, enquanto CB desempenha a funcédo de
fosfolipase lisando os lipidios na cadeia sn-2. Além disso, os dados demonstram que ha uma
possivel interacdo (CA com DMPG), mesmo que fraca ou transiente, a qual ndo havia sido
observada anteriormente. Com os dados apresentados é possivel verificar a interacdo da CB e
CTX sobre as vesiculas de DMPG, o que ndo havia sido relatado anteriormente. Acreditamos
gue o0 cenario que seja mais compativel com os resultados aqui relatados, é a interacdo e a
dissociacdo do heterodimero de CTX na presenca de cargas, sobre a condi¢do de a proteina
CA se ligar fracamente ao lipossomo e a proteina CB, ap6s a dissociacdo de CA,

desempenhar o papel de fosfolipase A..

Com isso, 0s experimentos aqui realizados geraram resultados que contribuem para a
compreensdo do mecanismo de acdo da proteina, bem como para novas pesquisas envolvendo
as técnicas ou as proteinas aqui estudadas. Demonstrando a importancia da utilizacdo de
sistemas miméticos para complementacdo de estudos ja realizados, implicando em vantagens

para a utilizagdo destes sistemas.
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