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RESUMO

As fosfolipases A, (PLA,s) de veneno de serpente s&o uma das principais toxinas responsavéis pela
miotoxicidade e necrose muscular observadas nos acidentes ofidicos. Essas toxinas podem ser
separadas em Asp49-PLA,s, cujo mecanismo é catalitico e dependente de caélcio, e as PLA,S
homdlogas, cuja estrutura € semelhante, porém atividade em mecanismo ndo catalitico e independente
de célcio. Apesar de os detalhes deste mecanismo nao serem bem conhecidos, estudos funcionais
ressaltam importancia da regido do C-terminal e estudos cristalograficos propdem, mais
especificamente, um sitio miotéxico composto por residuos basicos e um hydrophobic knuckle
composto por hidrofébicos, ambos situados na regido C-terminal da toxina. O presente trabalho tem
objetivo de oferecer mais detalhes acerca do mecanismo de a¢do miotdxico independente de calcio.
Para tanto, realizamos estudos cristalograficos com miotoxinas botrépicas BthTX-1l (uma Asp-
PLA,s), BthTX-1 e PrTX-l1 (duas PLA,s homdlogas), em presenca de ions relevantes para suas
atividades. Recentemente, foi demonstrado que ions, tal como manganés, calcio, zinco entre outros,
interferem na atividade bioldgica de PLA,s e PLA,s homologas. Assim, estudo cristalografico da
PrTX-1 e BthTX-l com ions manganés e zinco foram elucidados no estado nativo e complexado.
Experimentos in vivo indicam que tais ions promoveriam efeito inibitério da miotoxicidade. Enquanto
0s ions manganés ndo foram localizados ho modelo cristalografico, os ions zinco foram identificados
interagindo apenas no modelo nativo com uma His48 e com as His120 de ambos monémeros. Estudos
comparativos destas estruturas com a PrTX-Il (PLA,s hombloga) com &cidos graxos foi desenvolvido
e guiaram para elaboracdo de nova hipdtese do mecanismo de acdo independente de calcio de PLAS
homologas. Nesta, relacdo é estabelecida entre sitio miotdxico e hydrophobic knuckie e propde-se
participacdo inédita da His120. Diferentemente de maioria de PLA,s de veneno de serpentes, a
BthTX-II aparenta possuir ambos mecanismos miot6xicos, o catalitico e o independente de célcio. O
modelo cristalografico da BthTX-Il nativa e em presenga de ions calcio indicaram distor¢do no loop
de ligacdo de calcio que impede a coordenacdo do co-fator da atividade catalitica. Estudos
comparativos com outras PLA,s de veneno de serpentes auxiliaram a conclusdo de que a distorgdo
observada contribuiria para estabelecimento de nova interface dimérica em que ambos C-terminais
estdo proximos. O mecanismo de agdo independente de célcio da BthTX-1I pode apresentar
semelhangas com os de PLA,s homdlogas. Dessa maneira, os resultados desse trabalho podem
contribuir sobre papel dos residuos e da regido responsavel pelo mecanismo miot6xico independente

de célcio exercido pelas fosfolipases A, e PLA,s homdlogas botrdpicas.

Palavras chave: Biologia molecular estrutural; Fosfolipases A, homologas; Miotoxinas; Veneno
botrdpico.



ABSTRACT

Phospholipases A, (PLA,s) from snake venom are among the main toxins responsibles for miotoxicity
and muscular necrosis observed in offidic accidents. These toxins can be separated in Asp49-PLA,s,
whose catalytic mechanism of action is dependent of calcium, and in homologue PLA,s or PLA,s-like,
whose terciary structure is similar, although its activity is not catalytic in a calcium independent
mechanism of action. Despite the fact that this calcium independent mechanism is not well known,
functional studies highlight the C-terminal region and structural studies point to a myotoxic site,
composed by basic residues, and a hydrophobic knuckle, composed by aromatic and hydrophobic, in
the C-terminal region. The present study aims to gather more knowledge about this myotoxic calcium
independent mechanism of action. For this purpose, the botropic myotoxins BthTX-Il (an Asp49-
PLA,), BthTX-I and PrTX-I (homologue PLA,s) were studied in the presence of divalent ions by X-
ray crystallography. Recently, it was demonstrated divalent ions, such as manganese, zinc and
calcium, interfere with the biological activity of these toxins. The crystallographic structure of PrTX-I
and BthTX-1 with manganese and zinc ions in a native and complexed form were elucidated. In vivo
studies demonstrated that these ions inhibit the myotoxic activity of these proteins. Although
manganese ions were not found in the structures, zinc ions were found interacting with His48 and the
C-terminal residue His120. Comparative studies of this structure and PrTX-1lI (a homologue PLA,)
complexed with stearic acid were performed and support a new hypothesis for the myotoxic
mechanism of action for homologue PLA,s which includes both myotoxic site and hydrophobic
knuckle and, for the first time, His120. Differently from most PLA,s of snake venom, BthTX-Il seems
to present both the catalytic and calcium independent mechanism for myotoxicity. The
crystallographic structure of the apo BthTX-1lI and the one in the presence of calcium showed a
distortion in the calcium binding loop which may impair the co-factor coordination. Comparison of
this model with other snake venom PLA,s structures led to the conclusion that this distortion
contributes to a new dimeric interface formation in which both basic C-terminal regions would be
spacially related. This configuration for the C-terminal region is also found in other PLA,
homologues. Based on functional and phylogenetic studies, we suggest that the BthTX-I1I myotoxic
mechanism of action independent of calcium may possess similarities with the one from other PLA,s
homologues. Therefore, the results of this work add significant findings about the residues and the
region responsible for the myotoxic calcium-independent mechanism exerted by botropic PLA,s and

homologue PLA,s.

Key words: Botropic venom; Homologue Phospholipases A,. Myotoxins; Phospholipases A,.
Structural molecular biology.
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1 INTRODUCAO

1.1 Serpentes e seu veneno

As serpentes sdo animais pecilotérmicos pertencentes ao Filo Chordata, Classe
Reptilia e Ordem Squamata (Cardoso et al., 2003, p. 13-32). Possuem corpo alongado,
desprovido de patas e recoberto por escamas (Cardoso et al., 2003, p. 13-32). Este réptil
rastejante e escamoso esta enraizado na cultura do ser humano, seja pela sua presenga na
natureza, seja pelo simbolo que se tornou. Como simbolo, esta presente em praticamente
todas e quaisquer épocas dos cinco continentes, sendo visto como morte ou rejuvenescimento,
ignorancia ou sabedoria, mal ou bem, doenca ou terapia, veneno ou cura em uma dicotomia
universal (Antoniou et al., 2011). Atualmente, a simbologia da serpente continua sendo
observada, como o proprio simbolo da medicina, o bastdo de Esculdpio, ou o temor da
populacdo pela supersticdo ou pelo perigoso veneno (Retief e Cilliers, 2002). Essa dicotomia
da serpente de cura e doenca € observada nos avangos cientificos a partir do estudo do seu
veneno e nas sequelas provocadas pelos acidentes ofidicos, respectivamente.

As serpentes podem ser venenosas sem, contudo, serem peconhentas, ja que este
termo implica na capacidade de inocular este veneno. Na area de saude publica, as diversas
estimativas indicam que cerca de alguns milhdes de acidentes ofidicos ocorrem por ano. Um
recente estudo propondo uma metodologia nova e clara para contabilizar esses numeros
estima que, por ano, ocorrem pelo menos 421 mil envenenamentos ofidicos no mundo, sendo
20 mil evoluidos em mortes (Kasturiratne et al., 2008). Os autores deste trabalho ainda
alertam que os numeros poderiam chegar a mais de 1,8 milhdo de acidentes e 94 mil mortes,
avaliando que a cada 4 picadas de serpentes, 1 resultaria em envenenamento. Pela distribuicédo
dessas serpentes e pela ocupacdo humana na agricultura de subsisténcia, a principal area de
risco é o meio rural dos paises tropicais. O quadro das vitimas é geralmente prejudicado por
alguns fatores, como local de ocorréncia do acidente distante de hospitais, habito popular de
recorrer a curandeiros e dificil acesso ao soro antiofidico, que é escasso e necessita de
refrigeracdo para seu armazenamento, impedindo sua ampla distribuicdo. Uma consequiéncia

comum dos acidentes ofidicos € a perda tecidual permanente em decorrécia da necrose, fato
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gue incapacita as vitimas, as quais sdo geralmente jovens, 0 que representa um alto custo ao
Estado. Diante da alarmidade dos dados levantados e do pouco incentivo governamental, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classificou os acidentes ofidicos como uma das
doencgas ou condigdes tropicais negligenciadas

(http://www.who.int/neglected diseases/diseases/snakebites/en/index.html).

Especificamente no Brasil, as estimativas apontam que ha aproximadamente 20 mil
acidentes ofidicos por ano, sendo apenas 90 casos evoluidos em morte, destacando entdo o
Brasil como referéncia no tratamento contra acidentes ofidicos (Ministério da Saude, 2010).
Entre os acidentes ofidicos, os provocados pelas serpentes do género Bothrops (familia
Viperidae, subfamilia Crotalinae) sdo os mais comuns (84,0%), uma vez que essas serpentes
estdo distribuidas por todo territério nacional e apresentam comportamento agressivo
(Ministério da Saude, 2008). O predominio dos acidentes ocorre nos meses guentes e
chuvosos, em individuos adultos jovens, do sexo masculino durante o trabalho em zona rural
(Ministério da Saude, 2010). As serpentes deste género com maior importancia para a sadde
publica compreendem a urutu-cruzeiro ou cruzeira (Bothrops alternatus), jararaca ou jararaca-
do-norte (Bothrops atrox), jararaca-da-seca (Bothrops erythromelas), jararaca ou jararaca-
preguicosa (Bothrops jararaca), jararacucu (Bothrops jararacussu), jararaca (Bothrops
leucurus) e caicaca (Bothrops moojeni) (Cardoso et al., 2003, p. 46-50).

Apesar dos acidentes ofidicos provocarem sequelas e mortes, nas ciéncias da
natureza, o estudo dos componentes dos venenos das serpentes trouxe uma série de avangos,
principalmente no desenvolvimento de medicamentos e na compreensdo de processos
bioquimicos. Haja vista a elucidagdo de alguns mecanismos farmacologicos, tais como
neurotransmissao na juncdo neuromuscular, estrutura e funcdo de receptores nicotinicos,
processo inflamatorio, “cascata de coagula¢do™, dentre outros. O famoso captopril € um
exemplo de medicamento originado a partir dos estudos com toxinas botrdpicas conforme
descreve revisao recente de Antonio C. M. Camargo et al. (2011). O marco inicial deu-se em
1949, com a descoberta da bradicinina por um grupo de cientistas brasileiros, Mauricio Rocha
e Silva et al., quando estudavam a fisiopatologia do envenenamento de Bothrops jararaca
(Rocha et al., 1949). Posteriormente, esse mesmo grupo identificou peptideos presentes no
veneno da jararaca que provocavam contracdo de musculos lisos ao inibir degradacdo de

bradicinina (Ferreira e Rocha, 1962). Este peptideo é composto por uma cadeia polipeptidica
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de nove aminoacidos e provoca hipotensdo ao interagir com receptores especificos, antes de
ser metabolizado por enzimas somaticas conversoras de angiotensina. Estas descobertas
impulsionaram uma série de outros estudos sobre o papel da bradicinina na fisiologia e
patologia do sistema cardiovascular. No final da década de 70, o captopril, um inibidor de
enzimas somaticas conversoras de angiotensina, foi langcado no mercado e se tornou um
importante medicamento utilizado para tratamento de hipertensdo arterial, insuficiéncia
cardiaca congestiva e doenga arterial coronéria (Cushman et al., 1977). Ainda hoje esses
peptideos botrdpicos, conhecidos como peptideos potenciadores de bradicinina que estdo na
classe de oligopeptideos de serpente rico em prolina, ainda surpreendem os toxinologistas e
ainda indicam novos alvos e auxiliam no desenvolvimento de novas drogas (Camargo et al.,
2011).

O veneno das serpentes € constituido por uma série de compostos, de carboidratos,
lipidios, metais (conjugados a proteinas), aminas biogénicas, nucleotideos, aminoacidos livres
e, em sua maior parte, proteinas. Estas Ultimas apresentam variadas atividades, podendo ser
enzimas, receptores farmacoldgicos, toxinas ndo-enzimaticas e proteinas nao-toxicas.
Atualmente, o principal tratamento contra o efeito desses constituintes téxicos no
envenenamento provocado pelo veneno da serpente € a administragdo do soro antiofidico.
Este € produzido através da injecdo do veneno geralmente em equinos e, posterior, purificacdo
dos anticorpos gerados, sendo entdo composto de imunoglobulinas ou seus fragmentos
(Gutierrez et al., 2006). O soro administrado € eficiente contra os efeitos sistémicos, contudo
é incapaz de reverter a necrose muscular, destacando a caréncia por um componente
complementar ao tratamento atual (Gutierrez et al., 2006). Um dos principais constituintes

dos venenos botropicos responsaveis pelo dano muscular sdo as miotoxinas.

1.2 Miotoxinas

Miotoxinas podem ser definidas no ambito geral como compostos naturais
(geralmente pequenas proteinas e peptideos) que provocam danos irreversiveis em fibras dos
musculos esqueléticos (mionecrose), conforme é sugerido por Lomonte e colaboradores
(2003a). As miotoxinas de venenos de serpentes podem ser separadas em trés grupos

principais baseando-se em sua estrutura. O primeiro grupo & composto por pequenas
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miotoxinas; 0 segundo por cardiotoxinas e o terceiro de miotoxinas fosfolipases A, (PLA.S).
As PLA,s sdo as miotoxinas mais abundante e sdo subdivididos, com base em sua atividade,

entre neurotoxicas e ndo-neurotoxicas (Figura 1).

MYOTOXINS

P vsmalr myotoxing ————g basic, non-enzymatic, single chain peptides of 42-45 amino acids
L cardiotoxing —————— g basic, non-enzymatic, single chain proteins of ~60 amino acids

(11T 1o | —— -8 basic, single chain (~120 amino acids) or multimeric
’-. proteins with PLA., activity and presynaptic neurotoxicity

PLA,

""rnyrntnxins

enzymatically active e 4 basic, single chain (~120 amino acids)
|-. Asp49 PLA, myotoxins or dimeric proteins with PLA, activity

non-neurctoxic

L enzymatically inactive ——fg basic, single chain (~120 amino acids)
Lys48/5er49 PLA, myotoxins or dimeric proteins with PLA., structure

Figura 1. Grupos e subgrupos de miotoxinas de veneno de serpente. Extraido de Lomonte et al. (2003a).

As miotoxinas PLA,s neurotoxicas sdo principalmente encontradas em venenos de
serpentes Elapid, enquanto as ndo-neurotdxicas em Viperid e Crotalid. Uma grande diferenca
dessas neurotdxicas em comparagcdo com 0 outro subgrupo € o dano letal provocado no
acidente ofidico, ja que apresenta uma LDso reduzida decorrente de seu potente efeito nas
juncdes neuromusculares pré-sinapticas (Rosenberg, 1990). Se compararmos a miotoxicidade
das duas, enquanto as neurotoxinas causam necrose em roedores em baixas doses (1-2 pg), as
ndo-neurotoxicas necessitam de altas doses para provocar mesmo efeito (25-100 pg) (Homsi-
Brandeburgo et al., 1988; Rosenberg, 1990). Apesar dessa aparente reduzida atividade das
ndo-neurotoxicas, elas sdo importantes toxinas no envenenamento ofidico de serpentes
Viperid e Crotalid, uma vez que sdo abundantes na peconha e o volume de veneno injetado

nas presas é alto (Lomonte et al., 2003a).
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1.2.1 Miotoxinas fosfolipases A, ndo-neurotoxicas

As fosfolipases A, (PLA2s — E.C. 3.1.1.4) promovem a hidrolise da ligacao éster sn-2
de fosfolipidios, liberando lisofosfolipidios e acidos graxos (Schaloske e Dennis, 2006). A
liberacdo destes pode funcionar como estoque de energia, segundos mensageiros (Berk e
Stump, 1999; Gijon e Leslie, 1999) e como precursores de eicosandides, que sdo potentes
mediadores de inflamagdo (Austin e Funk, 1999; Bingham e Austen, 1999). J& os
lisofosfolipidios estdo envolvidos na sinalizacdo celular e remodelagem do fosfolipidio, além

de estar associado a perfuracdo de membrana (Moolenaar et al., 1997; Balsinde et al., 1999).

As PLA,s foram inicialmente classificadas em dois grupos de acordo com o padrdo
de pontes dissulfeto, sendo o primeiro de serpentes do velho mundo e o segundo do novo
(Schaloske e Dennis, 2006; Burke e Dennis, 2009). Posteriormente 0 numero de proteinas
conhecidas foi aumentando, levando a necessidade de novas classificacBes. Atualmente, 15
grupos e diversos subgrupos de PLA,s sdo conhecidas (Schaloske e Dennis, 2006). De
maneira geral, é possivel diferencia-las em PLA;s secretadas (SPLA,S), em PLA,s citosolicas,
em PLA,s independentes de calcio e em acetilhidroxilases de fator de ativacdo plaquetario /
lipidio oxidado associado a lipoproteinas (Schaloske e Dennis, 2006; Burke e Dennis, 2009).
As sPLA,s sdo caracterizadas por possuirem entre 14 e 18 kDa e 5 a 8 pontes dissulfeto,
serem estaveis em solucdo e necessitarem do ion calcio para exercer sua atividade catalitica
(Schaloske e Dennis, 2006). Entre as fosfolipases A, de veneno de serpentes destacam-se as
da familia Elapidae e Viperidae, sendo pertencentes ao grupo 1A e 11A/B respectivamente. As

subdivisdes sdo baseadas nas pontes dissulfeto e diferentes loops (Magro et al., 2009).

As PLA;s, alem da atividade catalitica como ja traduz seu proprio nome, apresentam
variada acdo farmacoldgica: neurotoxicidade (pds e pré-sinaptica), miotoxicidade (local e
sistémica) e cardiotoxicidade; iniciacdo e inibicdo de agregacao plaquetaria; acdo hemolitica,
anticoagulante, hipotensiva e edematogénica; capacidade de induzir convulsdo e
hemoglobindria; além de lesar 6rgdos e tecidos (i.e. figado, rim, pulmao, testiculos, glandula
pituitaria) (Kini, 2003). As fosfolipases A, apresentam estrutura altamente conservada e sua
estrutura cristalografica ja é bem estabelecida, sendo caracterizada por a-hélice do N-terminal
(hélice 1), o loop de ligagdo de calcio, duas longas a-hélices antiparalelas (hélices 2 e 3), p-

wing ou duas folhas B-pregueadas (B1 e p2) e uma regido C terminal (Figura 2) (Mais detalhes
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no artigo de revisao (Murakami e Arni, 2003)).

C-terminal
loop

B-wing

loop

Figura 2 Representacdo em cartoon da estrutura terciaria de Asp49-PLA,s de veneno de serpente, em sticks
residuos envolvidos na catalise. Extraido de Magro et al. (2009).

O mecanismo da catalise dessas fosfolipases A, de veneno de serpente foi
primeiramente apontado por Veiheij et al. (1980) e posteriormente por Scott et al. (1990b) a
partir de estudos estruturais com PLA,s nativas e complexadas com molécula analoga ao
estado de transicdo da clivagem do fosfolipidio (Figura 3 - Single Water). Duas regides sao
essenciais a essa atividade, i.e. a rede catalitica, compreendida pelos residuos His48, Tyr52,
Tyr73 e Asp99, e sitio ou loop de coordenacdo do calcio, Tyr28, Gly30, Gly32 e Asp49
(numeracao proposta por Renetseder et al. (1985) e adotada em toda essa dissertacdo). A rede
catalitica é importante para manutencdo da His48 em sua posi¢do (Figura 3 E*) (Scott et al.,
1990a). Na complexacéo com fosfolipidio, a His48 extrai o proton de uma molécula de &dgua
que inicia o ataque nucleofilico na ligacdo éster sn-2 de fosfolipidios ap6s formar um
oxianion tetraédrico intermediario (Figura 3 E*S) (Scott et al., 1990a). Essencial a catalise €
interacdo do co-fator célcio com um oxigénio do grupo fosfato e com a estabilizacdo do
oxianion (Figura 3 E*) (Scott et al., 1990a). Esse ion nas estruturas nativas € coordenado

pelos oxigénios da cadeia principal da Tyr28, Gly30, Gly32, pelos dois oxigénios da cadeia
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lateral da Asp49 e por duas moléculas de agua (Figura 3 E*). Apds a hidrolise da ligacao éster

sn-2 do fosfolipideo (Figura 3 E*S) desempenhada pela PLA,, ha a formacdo de
lisofosfolipideo e acido graxo (Figura 3 E*P).
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Figura 3 Mecanismo de acdo das PLA,s através de uma agua e de duas aguas. E é a superficie de interface da

proteina livre, E* esta interface interagindo com a membrana bioldgica, E*S interface com o substrato e E*P é a
interface e o produto da catalise. Adaptado de Bahnson (2005)
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Posteriormente, um mecanismo alternativo foi proposto por Rogers et al. (1996) e
Yu et al. (1993), sugerindo que duas moléculas de agua estariam relacionadas a formacéo do
intermediério teatraédrico (Figura 3 — “Assisting-Water””). Neste modelo, a agua que
promoveria o ataque nucleofilico estaria participando da coordenagdo do co-fator célcio e
estaria estabilizada por outra 4&gua mantida esta por uma ligacdo de hidrogénio com a diade
His48/Asp99 (Bahnson, 2005). Esse mecanismo alternativo ndo exclui o anterior, apenas
possibilita a existéncia de dois intermediarios tetraédricos (Para mais detalhes, vide artigo de
reviséo de Bahnson (2005)).

1.3 Fosfolipases A; homélogas ou Lys49-PLA,s

Em 1984, Maraganore et al., estudando o veneno de Agkistrodon p. piscivorus e
Bothrops atrox, identificaram um novo subgrupo das fosfolipases A, ndo-neurotoxicas, que
chamaram de Lys49-PLA,s (Maraganore et al., 1984). Este nome lhes foi atribuido pelo fato
dessas toxinas apresentarem a substituicdo do acido aspértico na posi¢do 49 por uma lisina
(Asp49Lys), residuo considerado essencial para catalise ao participar da coordenacdo do co-
fator calcio. Esses autores observaram na época que essas toxinas apresentavam baixa
atividade catalitica e interagiam com vesiculas bilipidicas mesmo na auséncia de célcio,
capacidade esta ultima ausente nas Asp49-PLA.s. A diferenca entre a atividade de Asp49 e
Lys49-PLA,s também foi observada por outros grupos (Diaz et al., 1991; Rufini et al., 1992),
contudo, a atividade catalitica dessa nova classe de toxinas foi refutada por van den Bergh e
colaboradores (1988). Estes observaram que uma Asp49-PLA,s de pancreas suino perdia a
atividade catalitica quando realizaram a mutacdo Asp49Lys ou Asp49Glu, no entanto, a
afinidade pelo substrato (fosfolipideo) era mantida. VVan den Bergh e colaboradores atribuiram
essa baixa atividade catalitica observada por alguns grupos (Maraganore et al., 1984; Diaz et
al., 1991; Rufini et al., 1992) como uma contaminacdo de Asp49-PLA,s nas etapas de
purificacdo do veneno, sugerindo que o processo de separacdo ndo seria totalmente eficaz.
Scott e colaboradores, em 1992, corroboram os dados de van den Bergh et al (1988) através
de estudos cristalograficos com uma Lys49-PLA,s da serpente Agkistrodon p. piscivorus
(Scott et al., 1992). Diante das opinides e evidéncias contraditorias, as Lys49-PLA,s passaram

a ser consideradas como PLA,s de baixa ou muito baixa atividade catalitica. Outros estudos



23

defenderam essa baixa atividade catalitica de Lys49-PLA,s, como descreve a revisdo de
Lomonte e colaboradores (2003a); porém, importantes passos foram dados para solucionar a
duvida quando Ward et al. (2002) produziram uma Lys49-PLA, recombinante de Bothrops
jararacussu (BthTX-1). Ward et al. (2002) observaram nesse estudo que tanto a BthTX-I
recombinante como essa toxina com substituicdo de Lys49Asp ndo apresentaram a atividade
catalitica, indicando que outros fatores, alem da reversdo do Asp49, sdo necessarios para

catélise.

As Lys49-PLA,s apresentam um amplo espectro de ac¢do variando de acordo com 0s
tipos de experimentos realizados conforme sintetiza o artigo de revisdo de Lomonte et al.
(2009). In vivo, observa-se miotoxicidade local, edema, liberacdo de citoquinina,
recrutamento de leucdécitos, hiperalgesia, analgesia, inibicdo de crescimento tumoral
(Lomonte et al., 2009). Ex vivo, observa-se efeitos miotoxicos e de bloqueio neuromuscular
(Lomonte et al., 2009). J&4 nos experimentos in vitro, os efeitos toxicos sdo vastos, tais como
citotoxicidade em diferentes tipos de células humanas, acdo bactericida, fungicida e
antiparasitaria (Lomonte et al., 2009). Especificamente em bactérias, as Lys49-PLA,s tém a
capacidade de se ligar a lipopolissacarideos da membrana de bactérias (gram negativas)
impedindo o efeito pro-inflamatério destas moléculas (Lomonte et al., 2009). Nas células
sanguineas e do sistema imune, tem a capacidade de promover ativacdo de fagocitose de
macrofagos, degranulagdo de mastdcitos, migragdo ou quimiotaxia de neutréfilos e
capacidade de se ligar ao fator de coagulacdo Xa (Lomonte et al., 2009). Além disso, tem a
capacidade de romper lipossomos (membranas artificiais), principalmente 0s ricos em
fosfolipideos com cargas negativas ou anionicos (Diaz et al., 1991; Bultron et al., 1993b).
Como citado, os efeitos tdxicos sao diferentes de acordo com o tipo de experimento, o efeito
neurotoxico observado ex vivo, por exemplo, ndo pode ser extrapolado para modelos in vivo
onde a toxina ndo exerce tal efeito (Gallacci e Cavalcante, 2010). Assim, é importante analisar
cada um dos efeitos separadamente. Os efeitos farmacoldgicos in vivo sdo relevantes no
envenenamento ofidico. Os demais auxiliam na compreensdo da acdo das toxinas e no
desenvolvimento de medicamentos, ja que os efeitos ocorrem em ambiente controlados
diferentes dos naturais (Lomonte et al., 2009).

As Lys49-PLA,s atrairam a atencdo dos pesquisadores por essa variada gama de

efeitos farmacoldgicos e por promoverem a miotoxicidade por um mecanismo ainda
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desconhecido independente de calcio. Além das Lys49-PLA,s, foram identificadas outras
variantes de acordo com a posi¢do 49, como Asn, GIn, Arg e Ser49-PLA,s, sendo algumas
cataliticas e outras ndo cataliticas. Uma classificagcdo mais apropriada para as ndo cataliticas é
o de fosfolipases A, homologas ja que compartilham de um acestral comum, nesta inclue-se
Lys49 e Arg49-PLA,s. Portanto, diante dessas peculariedades, essa classe passou a ser

estudada através de diferentes abordagens.

1.3.1 Regido responsavel pela atividade miotoxica das Fosfolipases A, homdlogas

Um dos primeiros estudos que apontou uma regido responsavel pela atividade
miotoxica das fosfolipases A, homdlogas de veneno de serpentes foi a analise destas com
inibidores. Lomonte e co-autores, em 1994, ap0s as evidéncias de que a heparina neutralizaria
tanto o efeito tdxico do veneno de Bothrops jararacussu (Melo e Suarez-Kurtz, 1988) como
da abundante BthTX-I (Lys49-PLA;) (Melo et al., 1993), selecionam segmentos candidatos
da miotoxina-Il (Mt-11) de Bothrops asper para interagir com a heparina (Lomonte et al.,
1994). Atraves da sintese de peptideos idénticos a esses segmentos, Lomonte e colaboradores
concluem que a regido do C-terminal (mais especificamente residuos 115-129) € o sitio de
interacdo com a heparina. Ainda neste artigo € mostrado o efeito citotoxico deste peptideo
(115-129), apesar de menor do que o provocado pela toxina inteira, efeito este inibido pela
presenca da heparina. Posteriormente, Nunez e co-autores (2001) sintetizaram um peptideo
baseado nessa mesma regido (115 a 129) de uma Lys49-PLA, de Agkistrodon piscivorus
piscivorus e observaram que, diferentemente do peptideo da Mt-Il (Lomonte et al., 1994), o
mesmo efeito toxico da toxina inteira era obtido, resultado que indica que este seria um
dominio miotoxico da proteina. Interessantemente, esses Ultimos autores testaram também
peptideos baseados no C-terminal de duas Asp49-PLA;s, a Mt-111 de Bothrops asper e outra
de Agkistrodon piscivorus piscivorus, contudo ndo observaram efeitos toxicos (Nunez et al.,
2001).

Diante da observacdo de que alguns peptideos sintéticos seriam capazes de
reproduzir atividade tdxica parcial ou total de Lys49-PLA,s, Lomonte e colaboradores
(2003b) decidiram analisar se essa caracteristica poderia ser extrapolada para demais toxinas

desta classe. Entdo, novos peptideos foram sintetizados baseando-se na sequéncia do C-
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terminal de outras fosfolipases A, homodlogas e submetidos a testes de miotoxicidade
(Lomonte et al., 2003b). Porém, os autores ndo conseguiram encontrar um padrdo nos
resultados, uma vez que alguns peptideos foram capazes de provocar acdo miotoxica em igual
ou menor intensidade, enquanto outros se mostraram indquos (Lomonte et al., 2003b). Ainda,
observaram que a ordem dos residuos desses peptideos & importante para a atividade
miotdxica e que a sintese de aminoacidos iguais com disposicdo da cadeia lateral diferente
(dos naturais levogenos para os destrogenos) ndo o é. Uma provavel explicagdo para tal
incongruéncia de resultados é que outros residuos da toxina seriam importantes para a
atividade miotoxica, seja na propria interacdo com a membrana ou na manutencdo de uma
conformacdo especifica do C-terminal, o qual ndo seria observada em alguns peptideos

sintéticos.

A regido do C-terminal ndo € muito conservada entre PLA,s homdlogas de mesma
familia, com excecdo das lisinas 115 e 122 (Lomonte et al., 2003a). Regides responsaveis por
mecanismos de ag¢do sdo denominadas dominios e geralmente tém seus residuos conservados
entre proteinas de mesma classe, ja que mutacdes implicariam em mudanca conformacional e
eventual perda de funcdo. Apesar de a regido do C-terminal de PLA,s homdlogas nao ser
conservada, essa regido € rica em residuos basicos e com aneis aromaticos (Lomonte et al.,
2003a). A importancia desse carater basico foi ressaltada por Diaz e colaboradores (1991),
guando mostraram que Lys49-PLA,s sdo capazes de romper lipossomos ricos em
fosfolipideos anidnicos e ndo o sdo em catidnicos. Nesse mesmo sentido, Falconi e co-autores
(2000) destacaram a importancia de uma superficie positiva nessas toxinas para interacéo e
desestabilizacdo da membrana bilipidica, seja no rompimento dos lipossomos ou na
citotoxicidade. Esses estudos indicam que, neste caso em particular das miotoxinas PLA,S
homdlogas, a combinacdo do carater hidrofobico e basico desses residuos é possivelmente o
responsavel pela desestabilizacdo da membrana. Dessa maneira, contanto que o carater dos
residuos seja mantido, variabilidade desta regido ndo implica em auséncia de atividade como
é observado nas diversas toxinas. Diferentemente dos indicativos do C-terminal como
responsavel pela toxicidade, outras regibes foram levantadas em estudos com PLA,S
cataliticas como destaca Kini (2003). Além disso, ha ainda alguns grupos de pesquisa que
defendem um mecanismo miotéxico mediante receptor de membrana (Lambeau e Lazdunski,
1999; Delatorre et al., 2011) ao estabelecer uma semelhanca entre a atividade de PLA,s de

serpentes e a de mamiferos (Valentin e Lambeau, 2000).
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Em 1990, Lampbeau et al. (1990) identificam interacdo de alta afinidade de uma
PLA, de Oxyuranus scutellatus com receptores de células musculares esqueléticas de coelho,
conhecidos como “receptores do tipo M” (M de muscular). Em artigo de revisdo de 1999,
Lambeau e Lazdunski organizaram os estudos acerca da afinidade das sPLAys por diferentes
tipos de receptores. De acordo com sua estrutura, o “receptor do tipo M” esta classificado em
uma superfamilia de lectinas do tipo C, cuja exata funcdo ainda ndo € conhecida; contudo,
elas estdo relacionadas com um processo de internalizagédo celular. Portanto, o suposto
mecanismo da acdo de fosfolipases A, homologas através da interacdo com esses receptores
seria relacionado a um processo de internalizacdo destas toxinas e eventual dano em regido
intracelular. Cabe ressaltar que o “receptor do tipo M” ndo é especifico de musculo, sendo
encontrado em outros tecidos, como pulmao, rim e figado. Esse indicio é fundamental para
sustentar a hipdtese de um mecanismo mediante receptor, j& que é observado acao
farmacoldgica em diferentes células e tecidos (Lomonte et al., 2009). Uma regido do
“receptor do tipo M” foi destacada como responsavel pela interacdo com PLA,s, 0 CRD5
(repeticdo em tanden de tipo-C), que € um dominio de reconhecimento de carboidratos ja bem
estabelecido. Além disso, esse dominio, quando sintetizado em forma sollvel, apresenta
atividade inibitoria de PLA,s homdlogas. Curiosamente, 0 CRD5 apresenta semelhanga com
inibidores tipo a de PLA, presentes no plasma sanguineo das serpentes. Esses ultimos
inibidores possuem papel protetor das PLA; enddgenas das serpentes. Uma conclusdo
preliminar é que o “receptor do tipo M” apresentaria afinidade pela toxina unicamente pela
semelhanca estrutural com inibidores naturais das serpentes. Entdo, a afinidade da PLA;
homdloga pelo receptor ndo teria necessariamente relacdo com seu mecanismo de acgéo,
mesmo porque nenhuma evidéncia de que a toxina seria internalizada foi encontrada. Para

mais detalhes e referéncias, vide o artigo de reviséo de Lambeau e Lazdunski (1999).

Algumas evidéncias contrariam a hipotese de a atividade das PLA,s homdlogas
serem relacionadas a receptores de membrana. A toxicidade em diferentes culturas celulares e
em procariotos em conjunto com a capacidade de romper lipossomos aniénicos dessas toxinas
sdo evidéncias de carater inespecifico do mecanismo de ac¢do, ja que em tais membranas ndo
ha a presenc¢a do “receptor do tipo M” (Diaz et al., 1991; Rufini et al., 1992) (para mais
referéncias, vide sessdo 7 do artigo de revisdo de Lomonte et al. (2003a)). Outra forte

evidéncia é a manutencdo da toxicidade quando peptideos sdo sintetizados com aminoacidos
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destrogenos ao invés dos naturais levdgenos (Lomonte et al., 2003b), uma vez que se sabe

gue a mudanca da natureza do aminoacido leva a alteracdo da especificidade.

Os estudos das PLA,s homologas com mutacdo sitio-dirigida contribuiu também
para determinar quais seriam os residuos responsaveis pelo mecanismo miotoxico entre outras
atividades. Essa técnica consiste em substituir alguns residuos na proteina alvo possibilitando
submeter os mutantes a experimentos funcionais e estruturais, analisando as eventuais
alteracdes. Van den Bergh et al. (1988) e Ward et al. (2002) utilizaram-se dessa técnica com
uma mutacdo na posicdo 49 de Asp49 e Lys49-PLA, para caracterizar essa Ultima classe em
nédo cataliticas conforme citado anteriormente. Chioato et al., em 2007, desenvolveram um
estudo com 31 mutacGes pontuais na BthTX-I e submeteram o0s mutantes a testes de
miotoxicidade, de ruptura de lipossomos e de avaliacdo da atividade bactericida. Segundo os
resultados obtidos, a regido C-terminal (115 a 125) foi destacada como importante para todas
as atividades avaliadas, contudo houve diferencas entre alguns poucos residuos. Por exemplo,
a miotoxicidade foi reduzida na proteina recombinante com o mutante Pro37Ala enquanto
observou-se a atividade bactericida nos mutantes Lys7Ala, Glu86Gly, Lys100Ala, o que
indica diferentes regides participando das diferentes toxicidades. Outro achado importante foi
a manutencdo das atividades testadas com a mutacdo preservando carater hidrofébico de
Phel25Trp, o que ressalta a importancia da caracteristica eletrostatica do residuo e ndo sua
especificidade.

As proteinas de veneno de serpentes tém sido estudados por diversas técnicas e,
apesar de o mecanismo de acdo das PLA,s homdlogas ndo ter sido elucidado, muitos
resultados j& foram obtidos, conforme ha pouco descrito. Os avangos nesses estudos estdo
mais adiantados se comparados com PLA,s de outros seres vivos. Apesar de haver diferencas
entre estas, alguns resultados da PLA,s de serpentes guiam e inspiram o estudo das de
mamiferos (Valentin e Lambeau, 2000). Por exemplo, PLA,s de mamiferos foram clonadas e
mostraram diversidade de funcdo e afinidade a inibidores semelhante as observadas em
serpentes (Valentin e Lambeau, 2000). Outro exemplo é o efeito dessas toxinas contra o virus
HIV-1, cancer ou isquemia, 0 que destaca novas perspectivas para desenvolvimento de
medicamentos, como o exemplo bem sucedido do captopril anteriormente descrito no item
1.1. Tais perspectivas ressaltam a importancia dos estudos com PLA,s de serpente, contudo é

necessario a compreensao dos seus mecanismos de acdo. Os resultados funcionais com
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peptideos, proteinas recombinantes, entre outros indicam a regido do C-terminal e alguns
outros residuos pontuais como resposaveis pela miotoxicidade e outras atividades
farmacoldgicas, contudo por meio de estudos cristalograficos maiores detalhes podem ser

observados acerca dos &tomos em interacdo desses eventuais mecanismos.

1.3.2 Estudos cristalograficos com PLA,; homologas

Uma estratégia eficiente para a inferéncia do mecanismo de acdo € a utilizacdo da
técnica de cristalografia de raios X para determinar estruturas protéicas. Com a presenca de
modelos cristalograficos de uma proteina em diferentes estados, como o nativo, o complexado
com um inibidor, com o substrato e com moléculas intermediarias, é possivel analisar as
interacdes e diferentes conformacdes em uma escala de tempo nos diferentes estagios da acédo
da proteina. Foi essa a estratégia utilizada por Bahnson (2005) no artigo de revisdo sobre
mecanismo catalitico das Asp49-PLA,s. Este ressaltou a importancia da oligomerizacdo na
atividade catalitica das Asp49-PLA,s com a formagdo de um dimero quando a toxina entra em

contato com a membrana (estado E*S da Figura 3).

Entre as Lys49-PLA.s, a oligomerizacdo também € importante. Da Silva Giotto et al.
em 1998, estudando a BthTX-I (Lys49-PLA;,) através da cristalografia de raios X e
espectroscopia de fluorescéncia, estabeleceram dois estados diméricos diferenciados por uma
variagdo entre a angulagdo de seus mondmeros, chamando-os de “aberto” e “fechado” (Da
Silva Giotto et al., 1998). Segundo os autores, a interface dimérica funcionaria como uma
dobradi¢ca quando a proteina interagisse com a membrana, havendo exposi¢do diferente da

regido do C-terminal, sendo esta entdo importante para sua atividade.

Em 2001, Lee et al. geraram um modelo cristalografico da PrTX-1l (Lys49-PLA,)
contendo um é&cido graxo (produto da catalise) presente no canal hidrofébico da toxina.
Segundo os autores, esse dados indicam que essas toxinas poderiam ser cataliticas, sendo essa
atividade interrompida pela incapacidade de liberar o acido graxo (Lee et al., 2001). O acido
graxo encontrado na estrutura foi atribuido como vindo da purificacdo, uma vez que nao
estava presente na condigédo de cristalizacdo. No modelo, os oxigénios de uma extremidade do

acido graxo interage com uma molécula de agua e esta por sua vez com a His48 catalitica.
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Estes autores observaram através da sobreposicdo de Lys49 com Asp49-PLA,s diferente
posicdo ocupada pelo loop de ligacdo de calcio entre esses dois grupos, sendo entre as
cataliticas menor variacdo observada. Outro aspecto observado, foi a conservacao da Lys122
entre Lys49-PLA,s, j& que este residuo estaria aumentando a afinidade da proteina pelo &cido
graxo por meio da interagdo com Cys29. Magro et al. (2003), complementando os estados
diméricos aberto e fechado apontados por da Silva Giotto et al. (1998), afirmaram existir pelo
menos 6 diferentes conformacg6es. Contudo, essas toxinas poderiam ser divididas entre
inativas, com Lys122 hiperpolarizando a Gly32, e ativas, com essa interacdo fraca ou
inexistente (Magro et al., 2003).

Em 2005, Ambrosio et al. contribuiram para esclarecer a divida de como seria a
interacdo com membrana ao propor uma relacdo entre sitio catalitico e C-terminal (sitio
miotdxico) (Ambrosio et al., 2005). Nesse trabalho, trés diferentes cristais foram obtidos da
mesma proteina, ACL miotoxina (uma Lys49-PLA, de Agkistrodon contortrix laticinctus),
sendo diferenciadas pelos ligantes nela presentes. Em um dos conjuntos de dados dos cristais
coletados, Ambrosio et al. (2005) encontraram densidade eletrénica na mesma regido do
acido graxo da PrTX-Il. Apos investigarem qual molécula estaria ocupando o canal
hidrofébico, refinaram tanto um &cido laurico como um polietileno glicol de baixa massa
molecular presente na condi¢do de cristalizacdo obtendo resultados semelhantes, entéo
optaram pela manuten¢do do &cido graxo pela relevancia bioldgica. Os outros dois cristais
eram isomorfos (apresentaram mesmas caracteristicas), cuja diferenca foi o comprimento de
onda da coleta de dados, ja que em um dos cristais foi explorado o fenémeno de espalhamento
andmalo do enxofre para localizacdo de ions sulfato (maiores detalhes acerca do
espalhamento andmalo no item 3.5). A elucidacéo dessas duas estruturas mostrou a auséncia
de ligantes no canal hidrofobico e presenca de ions sulfato adicionais ao modelo anterior,
sendo essa diferenca provocada possivelmente pelo aumento da concentracdo do sulfato de
amonio na condicdo de cristalizacdo. Os sulfatos foram encontrados interagindo com His33,
Arg34, Lys49 e Tyr52 ou Tyr53, no entanto nenhuma explicacdo foi encontrada. Com a
comparacao dos modelos protéicos da ACL miotoxina, o grupo identificou duas posicdes da
Lys122, uma nativa onde esse residuo estaria exposto ao solvente e outra complexada com
acido graxo, onde a Lys122 estaria voltada para regido interna da proteina interagindo com
Cys29, interacdo esta que aumentaria 0 numero de ligacGes de hidrogénio entre o loop de

ligacdo de calcio e o C-terminal. Essa conformacéo estrutural especifica foi denominada de
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estrutura canénica. Uma observacdo interessante nos estudos estruturais com Lys49-PLA,s é
gue, nos modelos nativos (estado ativo sugerido por Magro et al. (2003)), os C-terminais
apresentam maior flexibilidade e algumas das cadeias laterais de seus residuos ndo possuem
densidade eletrénica clara tanto que sdo omitidas, ja nas complexadas com acidos graxos
(estado inativo sugerido por Magro et al. (2003)), C-terminais estdo mais estaveis. Ambrosio
et al. (2005) explicam tal estabilidade pela interacdo da Lys122 com Cys29. Além disso, estes
autores prop6em um hydrophobic knuckel, um motivo comum das miotoxinas desprovidas de
atividade catalitica, que no caso da ACL miotoxina seria composto pela fenilalaninas 121 e
124 que ficam expostas quando hd a presenca do ligante. O hydrophobic knuckel seria
acompanhado por residuos basicos ao seu redor que auxiliariam na formacgdo de uma interface
catibnica. Segundo os autores, ainda, o hydrophobic knuckel, o sitio ativo e o sitio de ligacao
do sulfato estdo dispostos no mesmo lado da proteina, o que poderia indicar um aumento na
afinidade de ligacdo pela membrana, ja que diferentes regides interagiriam simultaneamente.
Enquanto o hydrophobic knuckel interagiria com a membrana via carater hidrofébico, o sitio
ativo via ligacdo do lipidio e o sitio de ligacdo do sulfato via interacdo com o fosfato do
fosfolipideo. Esse modelo sinérgico de interacdo com a membrana seria a razdo da
manutencdo dos residuos do sitio ativo nas ndo cataliticas Lys49-PLA,s. Os resultados dos
peptideos sintéticos e das mutagdes sitio-dirigidas estdo em acordo com essas idéias (Lomonte
et al., 2003b; Chioato et al., 2007). O mecanismo miotoxico entdo proposto por Ambrosio et
al. (2005) seria pelos seguintes passos: i) interacdo da toxina com um acido graxo; ii) Lys122,
gue estava exposta ao solvente, é direcionada e estabilizada na posi¢cdo canoénica através da
interacdo com ligante e residuos Cys29 e Cys30; iii) rearranjo do C-terminal com formacéo
do hydrophobic knuckel e residuos basicos ao seu redor; e iv) interagdo desta regido com a
membrana biologica. Apesar de as estruturas anteriores desse estudo serem monomericos,
Ambrosio et al. (2005) levantam a possibilidade de haver um dimero que os C-terminais

estariam dispostos lado a lado.

Em 2005, Murakami et al. publicaram a primeira estrutura cristalografica de uma
proteina complexada com a molécula de suramina, no caso a Mt-I1 ou BaspTX-Il (Murakami
et al., 2005). O dimero escolhido € diferente e mais compacto do que os anteriormente
adotados para resolucdo das estruturas cristalograficas de Lys49-PLA,s (Arni et al., 1995; Da
Silva Giotto et al., 1998; Arni et al., 1999; De Azevedo et al., 1999; Lee et al., 2001; Magro
et al., 2003; Watanabe et al., 2005). Uma das explica¢des para tal mudanca é a localizacéo do
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inibidor suramina entre os monémeros; caso o dimero antigo fosse escolhido para elucidagédo
da estrutura, o ligante estaria voltado para o solvente, enquanto no modelo escolhido 0 mesmo
estd voltado para o canal hidrofobico (Dos Santos et al., 2009b). A interface de contato no
dimero antigo ¢ a a-hélice do N-terminal e a f-wing principalmente por meio dos residuos
Glul2, Trp77, Asp79 e Lys80; ja no dimero proposto por Murakami et al., pelas ligacdes de
hidrogénio das Tyr119 e Asnl7 e interacGes hidrofdbicas entre loop de ligagéo de calcio e C-
terminal. Em 2007, Murakami et al. reforcam a idéia do dimero mais compacto existir em
solucdo com dados de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) com a BthTX-I
nativa, de dindmica molecular do complexo BthTX-l/suramina e de analise estrutural
(Murakami et al., 2007). Segundo suas analises estruturais, ao observar as moléculas na
unidade assimétrica, a escolha do dimero depende do critério utilizado. No dimero compacto,
o canal hidrofébico ndo esta voltado para o solvente, sendo, entdo, o indicado pelo programa
online PISA (Mais informagdes no item 3.7) (Krissinel e Henrick, 2007). Na dindmica
molecular com suramina, Murakami et al. (2007) observam uma maior estabilidade do novo
dimero e interacao dos residuos Arg34 e Lys53 com o inibidor, ja observada no complexo Mt-
Il/suramina (Murakami et al., 2005). Além disso, nesse mesmo trabalho (Murakami et al.,
2007), moléculas de polietileno glicol 400 (PEG400) mostraram mais de 90% de inibi¢do do
efeito miotdxico provocado pela BthTX-I in vivo por dosagem de creatina quinase em
comparacdo a 60% da suramina. O modelo cristalografico da BthTX-1/PEG400 foi gerado e
esse inibidor foi observado em mesma regido ocupada pelos acidos graxos da PrTX-Il (Lee et
al., 2001) e da Mt-11 (Murakami et al., 2005).

Em 2009, dos Santos et al. propdem um novo sitio miotéxico botrépico presente no
C-terminal ao publicar a estrutura da PrTX-I apo (nativa) e complexada com vitamina E, um
inibidor natural (Dos Santos et al., 2009b). O dimero escolhido foi 0 compacto, uma vez que,
semelhante a suramina, o ligante estaria voltado para o solvente, situagdo improvavel e
energeticamente desfavoravel (Figura 4). Dos Santos et al. (2009b) realizaram uma revisao
dos modelos cristalograficos das Lys49-PLA,s e fundamentaram que o dimero bioldgico seria
0 compacto, chamando-o de “alternativo”, e o antigo, de “dimero convencional”. Dos Santos
et al. (2009b) propéem uma nova classificacdo entre Lys49-PLA,s nativas e Lys49-PLA,S
complexadas baseado na existéncia unica do dimero alternativo em solucdo e em dois
angulos, o de abertura (64) e 0 de torsdo (67). Esses angulos sdo obtidos a partir da construcéao

de dois vetores dos Ca das a-hélices H2 ¢ H3, sendo nas complexadas 64 maior 61 menor e
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nas nativas, o contrario. Dos Santos e colaboradores (2009b) atribuiram o reordenamento dos
C-terminais ocorrido nas estruturas nativas para as complexadas a ligacdo de hidrogénio entre
as tirosinas 119 dos monémeros e pelo aumento da simetria, além da alteracdo do loop de
ligagdo de célcio provocada por um ligante no canal hidrofébico j& apontado por Ambrosio et
al. (2005). Ainda seria possivel caracterizar as nativas como representantes de um “estado
inativado” e as complexadas, “estado ativado”, semelhantes a forma aberta e fechada de
Silva-Giotto et al. (1998) adaptada por Magro et al. (2003). Na estrutura em “estado ativo”, os
C-terminais estariam dispostos lado a lado, o que facilitaria o contato com a membrana
bioldgica, conforme sugeriram Ambrosio et al. (2005). Por ultimo, Dos Santos et al. propdem
0 sitio miotdxico do género Bothrops analisando, conforme sugerido por Bahnson (2005), os
ions sulfato como representantes das cabecas dos fosfolipideos também negativas. Entdo, o
sitio miotoxico seria formado primariamente pelos residuos Lys115, Argl18 e, pela primeira
vez, Lys20 e auxiliado pelas Lys80 e Lys 127 que teriam papel secundario na “ancoragem’ ou

direcionamento destas proteinas na membrana (Dos Santos et al., 2009b).

Figura 4 Dimero convencional (em lilas) e alternativo (em verde) das Lys49-PLA,s complexadas com
suramina (em amarelo) e vitamina E (em laranja). Extraido de dos Santos (2009b).
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Ainda em 2009, o modelo da PrTX-l modificada quimicamente pelo BPB (p-
bromophenacyl bromide) foi publicada, inibidor classico de miotoxinas cataliticas que possue
a capacidade de se ligar covalentemente histidinas, no caso a His48 (Marchi-Salvador et al.,
2009). Os autores propdem duas regides de interacdo das Lys49-PLA,s e membranas, 0 sitio
miotdxico proposto por dos Santos et al. (2009), responsavel pela desestabilizacdo da
membrana, e o sitio ativo ou canal hidrofobico, responsavel pela ancoragem do fosfolipidio.
Os autores ainda sugerem que na miotoxicidade, ambos os sitios estariam relacionados, o que
explicaria a inibicdo parcial da molécula BPB e toxinas Lys49-PLA,s (aproximadamente
50%). Em 2010, Fernandes et al. publicam novas observagdes com novos modelos
cristalograficos, BthTX-I/PEG4000 dimérico e BthTX-I nativa e BthTX-I/BPB tanto na
forma dimérica quanto monomeérica (Fernandes et al., 2010). Estes autores fazem uma revisdo
da conservada Lys122 das Lys49-PLA,s disponiveis até a data e concluem que na realidade
esse residuo estaria relacionado com a ancoragem do fosfolipidio e ndo necessariamente com
a hiperpolarizacdo da Cys29/Gly30. Além disso, observam que a interacdo entre Oy Tyr28 e
grupo amina da Gly35 é importante para estabilizacdo do loop de ligacdo de calcio entre
Asp49-PLA,s, sendo a BthTX-11 e PrTX-I1l excecbes a regra. Nas Lys49-PLA,s, hd uma
substituicdo Tyr28Asn que impede a interagdo com Gly35 e desestabiliza essa regiéo.

Apesar de haver muito estudo nessa area com variados resultados, estruturas
cristalogréficas e diferentes estratégias para propor um mecanismo de a¢do nos ultimos anos,
poucas conclusdes foram obtidas. Uma forma de auxiliar essa compreensdo pode ser a
elucidacdo da estrutura das proteinas em estado inedito, seja este gerado por modificacdes
quimicas, complexados com inibidores ou simplesmente diferentes por interagir com ions

importantes para sua atividade ou para sua inibicéo.

1.4 Fosfolipases A; e ions

A atividade catalitica das Asp49-PLA,s é dependente de ions calcio, contudo foram
identificadas duas toxinas botropicas (BthTX-I1I e PrTX-Ill) com resultados controversos
(Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Mancuso et al., 1995; Pereira et al., 1998; Soares et al.,
2001; Rigden et al., 2003). Estas proteinas sdo intrigantes e constituem uma excecdo, ja que,

apesar de serem classificadas como Asp49-PLA,s, apresentam elevada atividade miotoxica e
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moderada ou reduzida atividade catalitica se comparadas as outras proteinas de mesma classe
(Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Mancuso et al., 1995; Pereira et al., 1998; Soares et al.,
2001). O modelo cristalografico da PrTX-11l foi gerado por Rigden e colaboradores (2003),
sendo observado uma distor¢do no sitio de ligacdo de célcio que inviabilizaria a coordenagédo
deste ion. A justificativa encontrada pelos autores foi que o modelo cristalografico se tratava
de um estado inativo que seria transformado no ativo, observado nos modelos de outras
Asp49-PLA,s, quando houvesse interacdo com fosfolipideo. Essa mesma distor¢do foi
observada por Correa e colaboradores (2008) no modelo da BthTX-Il e no modelo da BthA-I
(Asp49-PLA, é&cida catalitica e ndo miotoxica) complexado com BPB (brometo de p-
bromofenacil), inibidor que interage com His48 (Magro et al., 2005). A explicacdo de Correa
e colaboradores (2008) para a distor¢do do sitio de ligacdo de célcio observado nessas toxinas
foi a ligacdo de hidrogénio formada entre Asp49 e Tyr28 em conjunto com o Trp31 voltado
para um lado oposto quando comparado com outras Asp49-PLA,s. Um padrdo da distancia
entre Tyr28 e Gly35 para classificar as PLA,s foi proposto por Fernandes et al. (2010),
classificando a BthTX-Il e a PrTX-1ll como excecdes as Asp49-PLA,s. Dessa maneira, a
reduzida atividade catalitica poderia ser atribuida a uma contaminacgéo de outras PLA,S como
ocorreu nos primeiros estudos de Lys49-PLA,s (Van Den Bergh et al., 1988). Essa divida
seria aparentemente esclarecida com a producdo da toxina recombinante, garantindo sua
pureza. Dois diferentes grupos estudando toxinas semelhantes propuseram hipGteses
diferentes para explicar a distor¢do do sitio de coordenacdo do célcio, sendo assim, mais

experimentos sao necessarios para concluir essa questéo.

A atividade catalitica das Asp49-PLA,s é dependente de ions calcio, enquanto
atividade miotdxica das Lys49 é independente deste ion. Em 2002, Soares et al., analisando a
atividade da BthTX-1 em presenca de ions divalentes, observaram uma possivel capacidade
inibitéria do manganés (Soares et al., 2002). Experimentos de edema em pata de rato,
liberacdo de creatina quinase (miotoxicidade), blogueio neuromuscular do nervo frénico do
diafragma e lise em células mostraram que o manganés tem capacidade de inibi¢do do efeito
da toxina principalmente quando pré-incubado ou administrado conjuntamente (Soares et al.,
2002). Algumas hipoteses foram levantadas para avaliar se 0 manganés estaria participando
indiretamente protegendo a célula ou diretamente inibindo a toxina, contudo até entdo a
interacdo é desconhecida. Foi analisado também a atividade enzimatica e curiosamente o

resultado foi positivo para essa PLA, homodloga; uma possivel explicacdo levantada é a
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ativacdo de PLA,s endégenas ou mesmo a contaminacao nas etapas de purificacdo (Soares et
al., 2002).

Entdo, a reduzida atividade catalitica pode estar relacionada a alteracdo no loop de
coordenacdo do célcio no caso das Asp49-PLA,s com baixa atividade catalitica assim como a
reduzida atividade miotoxica das Lys49-PLA,s em presenca de Mn** deve ocorrer por alguma
alteracdo na regido com o qual este ion interage. Uma peculariedade do estudo com os ions é
que a alteracdo na conformacdo da proteina é mais sutil do que a provocada por ligantes de
maior massa molecular, assim o estudo cristalografico desta situacdo poderia indicar
modificagOes inéditas. Portanto, ressalta-se a importancia dos estudos estruturais com os ions
calcio em Asp49-PLA,s com baixa atividade catalitica e ions manganés em PLA,s homoélogas

para a melhor compreensao do mecanismo miotdxico.
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2 OBJETIVOS

Estudar as fosfolipases A, homologas em presenca de ions através de cristalografia
de raios X para compreender seu mecanismo miotoxico independente de calcio. Para tal
finalidade, a PrTX-1 e BthTX-l (Lys49-PLA,s) foram cristalizadas em presenca de ions
manganés e zinco e a BthTX-11 (Asp49-PLA,), de célcio.
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3 MATERIAL E METODOS

As etapas esquematizadas e simplificadas para resolucdo de uma estrutura protéica
por difracdo de raios X de PLA,s por substituicdo molecular de venenos de serpentes sao

mostradas no fluxograma a seguir:

Figura 5 Etapas para resolucéo de uma estrutura protéica por difracéo de raios X por substituicdo molecular a
partir do veneno bruto.
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3.1 Proteinas utilizadas

As miotoxinas PLA,s PrTX-I, BthTX-1 e BthTX-1I foram utilizados, sendo a
primeira extraida do veneno de Bothrops pirajai (De Azevedo et al., 1998) e as demais de
Bothrops jararacussu (Mancuso et al., 1995; Toyama et al., 1998). As amostras foram obtidas
a partir do veneno bruto. Ambas as proteinas utilizadas nos experimentos de cristalizagdo em
presenca de ions foram fornecidas por nosso colaborador, o Prof. Dr. Andreimar Martins
Soares (que na época era docente da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, USP/Ribeirdo

Preto), na forma liofilizada.

As proteinas liofilizadas foram solubilizadas em agua. Para certificar uniformizacéo
na quantidade de proteina utilizada nos diferentes experimentos, as toxinas foram
quantificadas por espectofotometria (Thermo Scientific NanoDrop™ 1000c). As principais
condicdes de cristalizacdo das toxinas PrTX-1 e BthTX-I sdo: 1) 0,1 M (mol/L) TrisHCI pH
7,5 (PrTX-1) e pH 8,5 (BthTX-I), 30% PEG4000 (m/v) e 0,1 M ou 0,2 M sulfato de litio
(m/v); 2) 0,1 M citrato de sodio pH 5,6, 20% PEG4000 e 20% isopropanol (v/v). No caso dos
experimentos feitos com a BthTX-1 e PrTX-lI e ions, variacbes da primeira solucao
precipitante foram utilizadas e a concentracao de proteina determinada por espectrofotometria
foi entre 10 e 11 mg/mL. J& a BthTX-II teve sua concentracdo determinada entre 8 e 9

mg/mL.

3.1.1 A proteina PrTX-I

A PrTX-1 é uma Lys49-PLA, miotoxica ndo catalitica composta por 121
aminoéacidos, com pl 8,3 e massa molecular aproximado de 13kDa (Mancuso et al., 1995;
Toyama et al., 1998). Esta enzima foi cristalizada na sua forma nativa e pertence ao grupo
espacial P3;21, apresentando duas moléculas na unidade assimétrica. Os dados foram
coletados a 1,87 A de resolucdo (Dos Santos et al., 2009b) e essa estrutura se encontra
disponivel no banco de dados de proteinas (PDB) (cddigo de identificacdo no banco de dados
de proteinas (PDB id): 2Q2J).
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3.1.2 A proteina BthTX-I

A BthTX-l é uma Lys49-PLA, miotoxica ndo catalitica composta por 121
aminoacidos, com pl 7,7 e massa molecular de aproximadamente 13,2 kDa (Homsi-
Brandeburgo et al., 1988; Cintra et al., 1993). Essa proteina é praticamente idéntica a PrTX-I,
sendo diferenciada apenas por 3 aminoacidos, havendo substituicdo do Asn67, Leull6 e
Asp132 por Asp, Lys e Pro, respectivamente (Cintra et al., 1993; Toyama et al., 1998). Os
modelos cristalograficos nativos sdo praticamente idénticos (Dos Santos et al., 2009b;
Fernandes et al., 2010).

3.1.3 Proteina BthTX-I1

A BthTX-Il € uma Asp49-PLA, composta por 122 aminoacidos, com pl 6,9 e possui
massa molecular de aproximadamente 13,8 kDa (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Gutierrez
et al., 1991; Pereira et al., 1998). Além da atividade miotoxica, a toxina apresenta efeitos
hemoliticos e inducdo de edema (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Gutierrez et al., 1991).
Esta enzima foi cristalizada na sua forma nativa, seus dados foram coletados a 2,19A de
resolucdo, apresentam duas moléculas na unidade assimétrica e pertencem ao grupo espacial
C2 (PDB id: 20QD) (Correa et al., 2008).

3.2. Experimentos de cristalizacao

O principio da cristalizacdo de uma proteina consiste na elevacdo da concentracéo
desta até o ponto de supersaturacdao. Neste ponto, a proteina deixa de ser sollvel e de estar no
estado homogéneo, favorecendo agregacdo de parte das moléculas (estado solido), podendo
assim precipitar ou cristalizar (Asherie, 2004). O processo de cristalizacdo € dificil, uma vez
que € necessario haver alteracdo da solubilidade ao ponto em que forgas externas provoquem
0 empacotamento ou agrupamento da proteina em uma forma menos energética e mais
organizada, a cristalina. Para atingir tal forma, deve-se considerar uma série de fatores, como
a concentracdo da proteina, concentracdo do agente precipitante, pH, forca i6nica, velocidade

de troca gasosa, entre outros.
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O processo utilizado nos experimentos de cristalizacdo foi o salting-out, que se
fundamenta no fato de que, em solucgdo, a alta concentracdo de um sal diminuir a solubilidade
da proteina. Entdo, a proteina é adicionada a uma solucéo contendo o agente precipitante e,
através do aumento gradativo da concentracdo do agente precipitante, havera precipitacdo ou
cristalizacdo da proteina. Caso seja possivel estabelecer os pardmetros ideais (temperatura,
concentracdo do agente precipitante, concentragdo da proteina, tipo de agente precipitante,
dentre outros) que propiciem a nucleacdo da proteina, havera cristalizacdo da mesma
(Mcpherson, 2003).

Um método bastante eficiente para o aumento gradativo da concentracdo do agente
precipitante é aquele baseado na difusdo de vapor. Este método consiste em um ambiente

fechado que proporciona troca gasosa entre duas solugGes com diferentes concentraces.

O sistema utilizado nos experimentos de cristalizacdo foi o gota suspensa (hanging
drop) (Figura 6). Neste sistema, a gota suspensa € a solu¢do que contém a proteina e o agente
precipitante, enquanto a outra solugdo € a do poco ou do recipiente. Cabe ressaltar que o
volume do agente precipitante no recipiente, no caso 0,5 mL, € muito maior que o da
laminula, no caso 1 pL, sendo possivel, desta maneira, considerar o volume do recipiente
como infinito em relacdo a gota. A solugdo do agente precipitante é adicionada no poco e na
gota suspensa na mesma concentragéo, contudo a menor concentracdo do agente precipitante
na gota suspensa deve-se ao fato de haver a adicdo da proteina, que estd a uma concentracdo
de aproximadamente 10 mg/mL e diluida em &gua ultra-pura ou tampéo, aumentando o
volume e diluindo a concentracdo de cada um dos componentes do agente precipitante.
Portanto, a medida que o sistema entra em equilibrio, a gota suspensa perde agua para a
solucdo do pogo, conseqlientemente aumenta gradativamente a concentracdo da proteina e do

agente precipitante, favorecendo entdo, a cristalizacéo.

Para que a cristalizagdo de uma proteina ou complexo seja alcancada com sucesso, €
necessario definir as melhores condi¢fes de crescimento dos cristais, conforme ja
mencionado. Os cristalégrafos utilizam-se do diagrama de fases e da curva de solubilidade
para guiar os experimentos de cristalizacdo bem como otimizacdo dos mesmos (Mikol et al.,
1990; Saridakis e Chayen, 2003). Com o diagrama de fases (Figura 7), é possivel diferenciar

trés zonas além da insaturada: a de precipitacdo, onde as concentracdes de proteina e agente
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precipitante sdo elevadissimas havendo surgimento de solugcdo amorfa ou repleta de agregados
e/lou precipitados; a de nucleacdo, onde ha alta concentracdo de proteina e de agente
precipitante havendo surgimento dos pequenos e microscopicos aglomerados organizados de
proteinas, mais conhecidos como nucleos de proteina (Kashchiev, 2001), que sdo o inicio da
formacéo do cristal; e a Gltima, a regido metaestavel, a que viabiliza que os cristais, desde que
ja nucleados, crescam, ou seja, que as moleculas livres de proteina passem a se agrupar
ordenadamente no nicleo. Cabe lembrar que as diferentes zonas sdo qualitativas, ja que se
trata de um processo cinético, restando ao cristalégrafo analisar o estado em que a gota se
encontra e se basear nisso para realizar alteragdes nas condicdes de cristalizagdo (Mikol et al.,
1990; Saridakis e Chayen, 2003).

Figura 6 Processo de cristalizacdo através do método de difusdo de vapor através da gota suspensa

Figura 7. Diagrama de fases do processo de cristalizacdo com variagdo de concentracdo de proteina e de agente
precipitante.
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Para obter cristais com boa qualidade para a proxima etapa, a difracdo de raios X, é
necessario que o processo seja lento, viabilizando o crescimento organizado do cristal. A
nucleacé@o ocorre a partir do momento em que as forgas presentes na solucdo supersaturada
ultrapassam a barreira enérgica para formacao dos nucleos, ou seja, a energia livre da proteina
diminui @ medida que ha aumento das interacGes favoraveis, favorecendo a interacao entre as
moléculas protéicas em solucdo. A presenca de impurezas pode prejudicar o processo de
cristalizacdo, porque a nucleacéo pode ocorrer sobre essas particulas, provocando crescimento

desorganizado.

A proxima etapa €, entdo, o crescimento do cristal. Esse processo ocorre com a
incorporagdo de mais moléculas de proteinas no ndcleo ou mindsculo cristal. A morfologia do
cristal depende da velocidade do crescimento do mesmo, que é proporcional a supersaturacao
da solucéo, sendo que cristais maiores sdo resultados de crescimento mais lento. A medida
que novas moléculas de proteina vao se empacotando no cristal, a concentracao protéica do
sistema diminui, isso pode provocar uma reducdo no crescimento do cristal ou até na sua
estabilidade, uma vez que o sistema entraria na fase soltvel do diagrama de fases. Outra razéo

para tal interrupcdo pode ser o acumulo de defeitos nas faces do cristal.

Para ocorrer cristalizacdo de forma lenta e organizada, ha uma série de fatores e
parametros que necessitam ser ajustados, pois estes influenciam no diagrama de fases. Tais
fatores sdo estabelecidos através da combinagdo da concentracdo da proteina, da temperatura
do ambiente e das caracteristicas do solvente, que sdo: a concentra¢éo, o pH, a forca iénica, o
tipo de tampado e a presenca de aditivos, como polietilenoglicol (PEG) e 6leo. Para estabelecer
tais parametros, pode-se utilizar o método da matriz esparsa (Jancarik e Kim, 1991) ou
alguma variacdo desta metodologia, que consiste em utilizar varias condic¢des de cristalizacao
previamente estabelecidas abrangendo diferentes combinages de sais, precipitantes e pHs em
menos de uma centena de solucdes. Algumas empresas oferecem Kkits de cristalizagdo com
diversas solugOes prontas, sendo estas formuladas com base em pesquisas das condicdes de
experimentos de cristalizacdo bem sucedidos. Apo6s a utilizacdo do método de matriz esparsa,
é possivel otimizar da condicdo em que foram obtidos cristais com a variacdo de alguns
parametros desta solucdo. Dessa forma é possivel estabelecer os pardmetros corretos para
viabilizar o surgimento e crescimento de cristais cuja forma e tamanho sejam adequados a

difracdo de raios X.
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3.3 Coleta de dados de difracéo de raios X

A coleta de dados de difracdo de raios X é a Unica forma pela qual podemos obter
uma estrutura cristalografica. Os dados sdo provenientes da difracdo provocada pela
incidéncia do feixe de raios X sobre o cristal e podem ser obtidos através da utilizagdo de uma
fonte de raios X convencional, com um anodo rotatorio, ou raios X de um sincrotron (como o

existente no Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron, Campinas - SP).

Para realizar a coleta dos dados nestes equipamentos, o cristal de proteina imerso na
solucdo da gota suspensa é colocado em um loop com didmetro adequado ao tamanho do
cristal. O loop contendo o cristal é alinhado ao feixe de raios X de tal maneira que, durante os
movimentos oscilatorios que o mesmo sofrerd, o cristal fique exposto a radiacdo de maneira
homogénea. O cristal €, entdo, exposto ao feixe de raios X e também a um fluxo de nitrogénio
gasoso, a temperatura controlada (normalmente 100 K). A temperatura reduzida produzida
com o fluxo de nitrogénio é importante para diminuir a degradagdo do cristal que ocorre com
a incidéncia da radiacdo do cristal, possibilitando a manutencéo da morfologia e qualidade do

cristal por longas coletas de dados.

A coleta de dados ¢ realizada por placas de imagens reutilizaveis com leitura a laser
ligadas a uma estacdo grafica. A placa de imagens é constituida por material semicondutor e a
leitura ocorre com a excitacdo dos elétrons desse material provocado pela incidéncia dos
fétons difratados, sendo assim, armazenando a localizagdo dos fotons. A leitura ocorre quando
0 material semicondutor € levado a um estado intermediario de energia, produzindo
luminescéncia proporcional ao nimero de fotons de raios X incidentes na placa; em seguida,
estas informacdes vdo para uma fotomultiplicadora, que mede o numero de fotons
fluorescentes emitidos. Esses dados sdo transmitidos a uma estacdo grafica na qual as imagens
de difracdo de raios X podem ser visualizadas (através da intensidade das difracdes). As
intensidades com seus respectivos desvios-padrdo sdo os Unicos dados disponiveis para a

determinacéo da estrutura tridimensional.

Inicialmente, pode-se determinar a partir deste conjunto de dados informacdes como
grupo espacial, pardmetros de rede do cristal, nUmero de monémeros da proteina na unidade

assimétrica e previsdo da porcentagem de solvente no cristal. O processamento dos dados
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obtidos € feito utilizando-se o programa HKL2000 (Otwinowski e Minor, 1997), que é

largamente utilizado pela comunidade cristalogréfica.

3.4 Elucidacéo de estruturas tridimensionais

Apbs coleta e processamento do conjunto de dados, é necessario resolver o problema
das fases. Para isso, pode-se utilizar o0 método indireto ou os diretos. Dentre estes, ha 0 MIR
(Multiple isomorphous replacement) e o MAD (Multiwavelength anomalous diffraction),
sendo que a diferenca entre eles é a de que este ultimo consiste na coleta de dados com
diferentes comprimentos de ondas de acordo com 0 A (comprimento de onda) em que ha
maior absorcdo de energia por um determinado metal pesado, facilitando a localizagdo dos
metais. No método indireto, a substituicdo molecular consiste em utilizar as fases de uma
proteina com alta homologia e com estrutura ja resolvida, sendo, portanto, um processo mais
simples e rapido. A determinacdo de uma estrutura protéica pelo método de Substituicao
Molecular pode ser realizada usando um modelo cristalografico de uma proteina com alta
homologia seqiiencial com a proteina cuja estrutura se deseja elucidar. O procedimento
baseia-se no fato de proteinas com sequéncia semelhante de aminoacidos possuirem

enovelamentos similares (Mcree, 1993; Drenth, 1994)

Apo6s o processamento dos dados provenientes da coleta de dados de difracdo de
raios X, é gerado um mapa de densidade eletrbnica. Quanto maior o nimero de elétrons de
um atomo, mais intenso sera o sinal observado no mapa de densidade eletrénica. O modelo
gerado pela substituicdo molecular €, entdo, refinado até a maxima concordancia entre dados
experimentais e a estereoquimica da molécula, o que pode ser feito utilizando-se o0s
programas CCP4 (Brunger et al., 1998), PHENIX (Adams et al., 2010) e o CNS (Brunger,
1992). A substituicdo molecular foi realizada utilizando-se os programas Molrep (Vagin e
Teplyakov, 2010) e Phaser (Mccoy et al., 2007). No caso do refinamento da ocupacdo do
modelo da BthTX-Il com ions calcio, o programa CNS foi utilizado, e dos demais complexos,
0 PHENIX. Durante as etapas de refinamento, ajustes manuais do modelo a densidade
eletronica foram também realizados, sendo utilizado o programa grafico Coot (Emsley e
Cowtan, 2004).
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3.5 Espalhamento anémalo

Os atomos tém a capacidade de absorver e emitir raios X (Rhodes, 2006). Caso a
energia do feixe de raios X seja muito proxima da energia necessaria para provocar a
transicdo de um elétron para outro orbital atbmico de maior energia, ocorre a emissdo de uma
energia de luz visivel, fluorescéncia, e o espalhamento ou dispersdo anémala (Walsh et al.,
1999). Essa energia especifica ou comprimento de onda (um tem relacdo direta com o outro) é
conhecida como borda de absorcdo (Rhodes, 2006). Cada &tomo possui uma borda de
absorcdo de acordo com seu numero de elétrons; ja que quanto maior o for, maior sera a
energia necessaria para provocar a transicao eletronica (Rhodes, 2006). Cabe ressaltar que ha
a borda de absorcdo especifica para cada orbital atbmico. Diferente do espalhamento normal,
onde os atomos espalham a mesma energia incidente com mesma fase em todas as direcdes,
no espalhamento anémalo ha a alteracdo da fase e da amplitude dos raios X (Walsh et al.,
1999). Assim, em uma coleta de dados utilizando o comprimento de onda referente a borda de
absorcdo, haverd o fenbmeno de espalhamento anémalo de um atomo especifico e o
espalhamento normal dos demais, sendo possivel separar o fator vindo do espalhador anémalo
e identificar posicdo deste (Walsh et al., 1999; Rhodes, 2006).

Os experimentos realizados nos laboratorios de luz sincrotron permitem alteracdo
do comprimento de onda dos raios X de maneira que seja possivel explorar espalhamento
anodmalo de diferentes elementos. A linha MX2 do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron
foi utilizada para coleta de dados de espalhamento andémalo dos cristais. Cabe ressaltar que ¢
importante realizar uma varredura experimental do comprimento de onda para estabelecer
ponto de maior espalhamento (borda de absorcdo), pois o valor experimental e o teorico
podem ter ligeira diferenca dependendo do microambiente onde o 4&tomo esta inserido (Walsh
et al., 1999). Foi utilizado um sensor de fluorescéncia ja disponivel na linha para calcular o
comprimento de onda referente a borda de absorcdo, ou seja, ponto que haveria o maior
espalhamento andémalo. Essas operacdes foram realizadas através do programa “Blu-Ice”
(Mcphillips et al., 2002) com auxilio técnico da equipe do LNLS. O processamento dos dados
foi realizado com o programa HKL2000 (Otwinowski e Minor, 1997) com alguns ajustes

manuais para separar as reflexdes provenientes do espalhamento anémalo.
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Apbs processamento de dados, os mapas anémalos foram gerados para localizacao
dos ions em pesquisa utilizando-se o aplicativo FTT Map, disponivel no pacote CCP4
(Brunger et al., 1998). Inicialmente, o0 mapa foi gerado com o conjunto de reflexdes referente
a borda de absor¢do do atomo utilizando o modelo contendo apenas os atomos da proteina
sem as cadeias laterais proximas das regifes candidatas previamente estabelecidas. Apos o
estabelecimento dos picos contendo o sinal anémalo, o0 modelo foi concluido com os dados do
comprimento de onda remoto, j& que este possui maior resolucdo. Entdo, novo mapa anémalo
foi gerado com as reflexBes do espalhamento anémalo retirando apenas os ions para validacédo

dos picos anteriores, ja que o modelo esta mais adequado e com melhores estatisticas.

3.6 Localizacdo e analise do sitio de coordenacdo dos metais

A localizacdo dos sitios de ligacdo dos metais pesquisados foram realizados atraves
de inspe¢do manual e do recurso automético find ligands ou Difference Map Peaks do
programa Coot com sinal minimo de 36 ou 7o, respectivamente, N0 mapa diferenca de
densidade eletrénica (Fqps - Fcac), mapa este comum para localizar atomos e ligantes que ainda
ndo estdo presentes no modelo. Este recurso € utilizado para localizacdo dos ions em estudo
pela técnica de difracdo de raios X ja que a intensidade do mapa de densidade eletrbnica €
relacionada ao numero de elétrons do atomo que ocupa aquela regido. Como o calcio,
manganés e zinco apresentam maior nimero de elétrons que os atomos protéicos (hidrogénio,
carbono, oxigénio e enxofre) ou de moléculas de agua (hidrogénio e oxigénio), espera-se

encontrar uma densidade eletrdnica maior para os ions do que para os demais (30).

Durante o refinamento do modelo, é gerado o B-factor ou fator temperatura para
cada um dos atomos. Esse fator pode ser compreendido como a oscilacdo ou vibracdo do
atomo na densidade eletronica (Drenth, 1994, p. 93-95; Harding et al., 2010, p. 258). O fator
temperatura é importante para se avaliar a qualidade do modelo, sendo que altos valores
indicam que o &tomo em questdo estd mal posicionado ou entdo ndo se corresponde ao
elemento presente na densidade eletrénica (Drenth, 1994, p. 93-95). A andlise desse valor é
sempre comparativa com o fator temperatura dos atomos ao seu redor, ja que regides mais
flexiveis da proteina bem como cadeias laterais tendem a possuir valores mais elevados

(Drenth, 1994, p. 93-95). Desta forma, nos sitios de coordenagdo de metais é esperado que 0s



49

atomos doadores e o metal tenham fatores temperatura préximos (Harding et al., 2010, p.
258). Caso a inspecdo deste mapa e o fator temperatura ndo sejam suficientes para localizacao
e confirmacdo dos ions, pode-se gerar 0 mapa diferenca anémalo, onde havera apenas picos

provientes do &tomo que teve seu espalhamento anémalo explorado.

A andlise do sitio de coordenacdo dos metais em estudo foi feita de acordo com as
informacbes  disponiveis no  website da  pesquisadora  Marjorie  Harding

(http://tanna.bch.ed.ac.uk/). Uma série de estudos alimentam esse website, que possui tabelas

e indicacbes do numero, carater e distancia das ligagdes mais comuns e das aceitaveis

envolvidas na coordenacdo de diferentes metais (Marjorie et al., 2010).

A investigacdo de dois ions metalicos foram realizados nos estudos cristalograficos,
manganés e zinco. O manganés é um metal de transicdo com 25 elétrons e adota a forma
ibnica com carga 2+ ou 3+. Os atomos e aminoacidos que doam elétrons sdo, usualmente,
oxigénio de Asp e Glu e o nitrogénio da His e, ocasionalmente, oxigénio da cadeia principal,
Asn, GIn, Ser e Thr. O numero de coordenacdo usual é 5 a 6 e, raramente, 4 e 7. A distancia
tipica do manganés ao oxigénio é 2,15 — 2,20A, ao nitrogénio 2,21A e ao enxofre 2,35A
(Marjorie et al., 2010).

O zinco é um metal de transicdo com 30 elétrons e adota a forma ibnica com carga
2+. Os atomos e aminoacidos que doam elétrons sdo, usualmente, o nitrogénio imidazolico da
His, o enxofre da Cys e o oxigénio das cadeias laterais dos Asp e Glu e, ocasionalmente, 0
oxigénio da cadeia principal, Asn, GIn, Ser e Thr. O nimero de coordenacdo usual é 4 e,
raramente, 3, 5 e 6. A distancia tipica do zinco ao oxigénio é entre 2,00 e 2,10A, do nitrogénio
2,03A e do enxofre 2,31A. Moléculas de d4gua podem estar presentes completando o niimero

de coordenacao tanto para o zinco como para 0 manganés (Marjorie et al., 2010).

No caso do calcio, metodologia diferente foi utilizada, uma vez que a intencéo foi
investigar se esse ion estaria coordenado no loop de ligagdo de célcio. Para certificar que os
Ca®* realmente estavam presentes, 0s seguintes pré-requisitos foram verificados: 1) valor de
ocupacdo maior do que 0,7 apds refinamento (programa CNS (Brunger, 1992)); Il) corte do
mapa de densidade eletronica (relacdo sinal ruido, i.e., I/ ¢) maior do que 2,5 no mapa 2Fqps -
Feac; 111) preferéncia de interacdo com &tomos de nitrogénio, enxofre e especialmente

oxigénios (incluindo caracteristicas de ligantes bidentados) (Goyal e Mande, 2008).
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3.7 Analise e comparagcao das estruturas cristalograficas

A comparacdo das estruturas cristalograficas obtidas com as presentes no banco de
dados de proteinas foi realizada usando o programa Coot (Emsley e Cowtan, 2004). As
analises das interfaces de contato e das estruturas quaternarias do modelo cristalografico
foram realizadas usando a ferramenta online PISA (Protein, Interfaces, Surfaces and
Assemblies) (Krissinel e Henrick, 2007) disponivel no site do European Bioinformatics

Institute Server (http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.ntml). Todas as figuras foram

geradas no programa Pymol (Delano, 2002).

Algumas proteinas ou complexos apresentam estrutura quaterndria, i.e. interacao
entre duas ou mais cadeias polipeptidicas ou monémeros. Apesar de ndo se tratar da maioria
dos modelos cristalograficos, algumas estruturas quaternarias observadas nestes podem existir
apenas no empacotamento do cristal, ndo tendo relevancia bioldgica (Krissinel e Henrick,
2007). O programa PISA identifica de maneira automatizada a provavel estrutura quaternaria
bioldgica de uma proteina ou complexo em solucdo baseando-se nas interacbes fisico-
guimicas e na termodindmica envolvidas entre monémeros ou proteina-ligante (Krissinel e
Henrick, 2007). Atualmente, ndo existe nenhum método totalmente eficaz para diferenciar
estruturas quaternarias sem relevancia bioldgica e estimar suas unidades bioldgicas; no
entanto, o programa PISA é uma ferramenta que auxilia nesta predi¢do (Krissinel e Henrick,
2007). Os autores avaliaram a eficacia do programa em conjuntos de dados de teste (1,35% de
todos os dados de cristalografia de raios X disponiveis na época no PDB) e obtiveram 90% de
acerto (Krissinel e Henrick, 2007), sendo este, portanto, um método eficaz para prever estado

oligomérico com relevancia bioldgica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos estruturais com a PrTX-1 e BthTX-I em presenca de ions manganés

Os estudos estruturais da PrTX-lI e BthTX-1 em presenca de ions manganés sao
importantes para compreender, do ponto de vista estrutural, o efeito inibitério deste ion
observado por Soares e co-autores (2002). Diversas estruturas cristalograficas de Lys49-
PLA,s complexadas ja foram elucidadas, sendo a presenga de inibidores observada no canal
hidrofébico e no sitio de ligacdo de calcio da proteina (Lee et al., 2001; Ambrosio et al.,
2005; Murakami et al., 2005; Murakami et al., 2007; Dos Santos et al., 2009b; Fernandes et
al., 2010). Os estudos com ions teriam relevancia por se tratar de um atomo apenas em
comparacdo a alta massa molecular dos ligantes, de maneira que manganés poderia provocar

alteracdes pontuais, indicando novas informacdes acerca do mecanismo de acao das PLA.S.

Os estudos estruturais da PrTX-I1/Mn?" foram iniciados no doutorado da Dra. Juliana
Izabel dos Santos (Dos Santos, 2011) e em minha Iniciacdo Cientifica (Borges, 2009), quando
esta aluna me co-orientou. Nesta época, a PrTX-I foi cristalizada em duas condigdes de
cristalizacdo diferentes (Borges, 2009). Uma delas idéntica a nativa (0,1M TrisHCI pH 7,5,
30% PEG4000 (m/v) e 0,1M sulfato de litio (v/v)) (Dos Santos et al., 2009b), sendo o0s
cristais obtidos em gota suspensa contendo 0,8 pL de proteina (12 mg/mL), 0,8 uL de solucdo
precipitante ¢ 0,2 uL. de MnCl, (1 M). A outra é semelhante a nativa, com excecdo do sulfato
de litio, cuja concentragdo foi aumentada de 0,1 M para 0,2 M, sendo os cristais obtidos em
gota suspensa 0,8 uL de proteina (12 mg/mL), 0,8 uL de solugdo precipitante e 0,4 uL de
MnSO, (12,5 mM). Comparando a morfologia dos cristais dessas duas condicOes de
cristalizacdo, no primeiro caso observamo-os volumosos em um formato hexagonal
(semelhantes aos cristais da Figura 8), enquanto no segundo, finos em formato retangular
(semelhantes aos cristais da Figura 11). Apos coleta de dados, observamos mais uma
diferenca entre esses dois tipos de cristais: no primeiro caso, o conjunto de dados, apds
processamento de dados, indicou grupo espacial era o P3;21; enquanto o segundo, P2;.
Possivelmente o aumento da concentracdo de ions sulfato na segunda condi¢do de
cristalizacdo provocou o diferente empacotamento e morfologia dos cristais (Borges, 2009). O
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refinamento de ambos os conjuntos de dados foram concluidos e algumas regies candidatas
aos ions manganés foram levantadas no grupo espacial P3;21; no entanto, nao foi possivel
concluir que este ion estava realmente presente em cada uma das regides, pois havia a
possibilidade da presenca do cloreto e da molécula de &gua provenientes da condi¢do de
cristalizacdo que geravam ocupacéo e B factor coerentes (Borges, 2009). Entdo, optamos por
responder, nessa dissertacdo, a essa duvida através da coleta de dados explorando o
espalhamento anémalo do manganés (mais informagdes no item 3.5). Esse estudo foi
realizado em conjunto com a Dra. Juliana Izabel dos Santos, sendo entdo parte também de seu

projeto de doutorado (Dos Santos, 2011).

4.1.1 Estudos estruturais com a PrTX-1/Mn®" em grupo espacial P3;21

Experimentos de cristalizacdo semelhantes aos anteriormente citados foram
realizados com o intuito de obter mais cristais e submeté-los a coleta de dados em
comprimento de onda referente a borda de absorcdo do manganés. Cristais da PrTX-I foram
obtidos na mesma condicdo de cristalizacdo da proteina nativa (Dos Santos et al., 2009b) em
gota suspensa contendo 1,0 uL de proteina (12 mg/mL), 0,6 uL de solugdo precipitante e 0,4
uL de MnCl, (0,1 M) (Figura 8). Os cristais foram levados a linha MX2 do LNLS e, ap6s
incidéncia de raios X no cristal, detectamos a fluorescéncia no comprimento de onda referente
a borda do manganés, confirmando a presenga desse ion metalico no cristal. O processamento
dos dados foi realizado de modo a separar as reflexdes do espalhamento anémalo (Tabela 1).

A substituicdo molecular foi realizada utilizando-se alguns modelos de PrTX-I em
alta resolucdo disponiveis no banco de dados, 20K9 (Marchi-Salvador et al., 2009), 2Q2J e
3CYL (Dos Santos et al., 2009b), e os modelos gerados em minha Iniciacdo Cientifica (PrTX-
I/Mn* em grupo espacial P3;21 e resolucdo 1.9A) (Borges, 2009). Duas configuragdes
diméricas foram encontradas na unidade assimétrica, “dimero convencional”, estabilizado
pelas ligagdes a-hélice do N-terminal e a B-wing principalmente por meio dos residuos Glu12,
Trp77, Asp79 e Lys80, e o “dimero alternativo”, estabilizado pelas ligacGes de hidrogénio das
Tyr119 e Asnl7 e interacBGes hidrofébicas entre loop de ligacdo de célcio e C-terminal.
Optamos por utilizar o “dimero alternativo” que foi sugerido por Dos Santos et al. (2009b)

como o relevante biologicamente com base em alguns argumentos, dentre 0s quais cabe citar
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os resultados do programa PISA. Apos o refinamento de corpo rigido, os melhores resultados
foram utilizando 0 mondmero B do nosso préprio modelo da PrTX-1/Mn®" a 1.9A, R=39,1% e
Riree=41,0%. Entdo realizamos o refinamento do modelo e adi¢cdo de moléculas de agua e
omissdo de algumas cadeias laterais que ndo apresentavam densidade eletronica Lys70,
Glu86, Lys115, Lys116, Lys127 e Aspl32 do mondmero A e Lys57, Lys70, Glu86, Lys127,
Lys129, Alal30, Asp119, Aspl32 do monémero B. Vale ressaltar que todos estes residuos
estdo ou expostos ao solvente ou na interface de contato do monémero. Concluimos o modelo
com as estatisticas de R=20,0% e Rsee=23,2%. Apenas o residuo Asp132B esta fora do grafico
permitido de Ramachandran e esta entre os residuos que constituem a regido do C-terminal.
Cabe ressaltar que essa regido é altamente flexivel nos modelos nativos (sem ligante no canal
hidrofobico) e essa maior vibracao é observada nos valores do B factor e a omisséo de cadeias
laterais sdo esperadas (Da Silva Giotto et al., 1998; Ambrosio et al., 2005; Dos Santos €t al.,
2009b). Mesmo caso € observado nesta estrutura, a densidade eletrénica ndo € clara, ja que a
relacdo intensidade/ruido (/o) é baixa, o que impede a modelagem precisa. Além disso, a

cadeia lateral de grande parte do C-terminal foi omitida, incluindo Asp132B.

O mapa anémalo foi entdo gerado (conforme descrito no item 3.5) e a busca de
densidade eletrdnica correspondente aos ions foi realizada utilizando um sinal minimo de 5o,
sendo observadas apenas duas regides candidatas (Figura 9). Cabe ressaltar que outras
densidades eletrdnicas correspondentes a &tomos de enxofre de cisteinas e metioninas foram

encontradas neste mapa em intensidade semelhante.

Figura 8. Cristais de PrTX-I em presenca cloreto de manganés
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Tabela 1. Estatisticas de coleta de dados de difracdo de raios X da PrTX-I/MnCl, em grupo espacial P3;21 em
dois comprimentos de ondas diferentes

borda de absor¢édo remoto
Comprimento de onda (A) 1,89226 1,37757
Energia da linha (eV)* 6.552,20 9.000,20
Grupo Espacial P3,21 P3,21

Cela unitaria (A) a=b=57,08c=131,62 a=b=57,10c=131,64

Resolucdo (A) 40,0-2,15 (2,24-2,15)* 40,0-1,85 (1,92-1,85)*

Reflexdes Unicas 24910 (2817) * 21134 (2239)°
Redundancia 1,9 (1,8)* 3,3(3,2)
R merge” (%) 4,6 (17,9)* 6,8 (38,9)°
Completeza (%) 95,2 (96,4)%* 96,1 (94,6)°
/s (1) 17,6 (6,3)* 15,0 (6,1)?
Quantidade solvente (%) 46,2
Coeficiente de Matthews (A%/Da) - 2,3
Desvio RMSD dos valores ideais

Comprimento das ligagdes (A) - 0,015
Angulos das ligacdes (°) 1,572
Grafico de Ramachandran (%)

Regido mais favoravel i 93,8
Regido aceitavel 5,8
Regido desfavoravel 0,6

B factor Médio (Ocupacéo)

Proteina 36,64 (1,0)
SO, i 54,26 (0,9)
cr 31,5 (0,67)
TRIS 52,84 (0,9)
H.0 42,27 (1,0)
Rcrist ¢ (%) _ 2010
Riree * (%) 23,2

# NUimeros em parénteses sdo para a faixa de mais alta resolugo. b Rumerge = Zria(Zilll it i<l it D)/ Zniati <l >, onde I i é a
intensidade de uma medida individual de uma reflexdo com indices de Miller h, k e I, e <l> é a intensidade média daquela
reflexdo. Calculado para | > -36 (I). © Ryist = R (| [Fobsyql - |Fcalcnq| | ) / |[Fobsygl, onde |Fobsygl e |Fcalcyg| sdo as
amplitudes dos fatores de estrutura observados e calculados. ¢ Ry é equivalente ao Rgiq, porém calculado com 5% das
reflexdes omitidas no processo de refinamento. ° Estatisticas do espalhamento anémalo. RMSD root-mean-square deviation.
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Figura 9. Regibes candidatas de ligacdo dos ions manganés na estrutura PrTX-I/MnCl,. As esferas em roxo e em
vermelho correspondem a 4tomos de manganés e moléculas de agua, respectivamente. (A) A posicdo do atomo
de manganés estd em simetria cristalografica, portanto interage com N da Lys100A e seu simétrico. (B)
Manganés sendo coordenado pelos Nnl e Nn2 Arg34A, pelo oxigénio da cadeira principal Alal9B e por uma
molécula de 4gua. Somente as distancias abaixo de 3,6A foram consideradas.

4.1.2 Andlise das regides candidatas da PrTX-I de interacéo dos ions manganés

Conforme as restrices de coordenacdo do manganés descritas no item 3.6,
observa-se que a distancia méaxima de ligacéo aceitavel é de 2,35A, o nimero de coordenacio
de 4 a 7 e a preferéncia por interacdo com residuos acidos ndo foram satisfeitas pelas regides
candidatas (Figura 9). Tais observagdes indicam que ou a densidade eletronica néo
corresponde a de um sitio comum de ligagdo de manganés ou se trata do sitio de ligacdo de
outro atomo. Optamos por analisar no PDB se a Arg e a Lys seriam encontradas interagindo
com manganés em outros modelos cristalograficos. Para tanto utilizamos a ferramenta
MESPEUS_10 (Hsin, 2008) (disponivel em
http://mespeus.bch.ed.ac.uk/MESPEUS _10/index.html) (Banco de Dados atualizado com
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PDB em janeiro de 2010) selecionando o metal manganés com coordenacéo de 4 interacdes
com a Arg (Figura 9A) e 2 da Lys (Figura 9B). Nestas analises, nenhum caso foi encontrado,

ressaltando a inviabilidade de coordenagéo.

As exigéncias de coordenacdo do ion manganés ndo foram cumpridas nas regides
candidatas a esses ions. Dessa forma, a densidade eletrénica observada no mapa andémalo
provavelmente se refere ao espalhamento andmalo de outro atomo. Esse fendmeno € possivel,
ja que ao realizarmos a difracdo de raios X com energia referente a borda de absorcdo do
manganés, aproximadamente 6500 eV, todos os a&tomos mais leves que o Mn também
produzem espalhamento andémalo, contudo em menor intensidade. O sinal andmalo observado
poderia ser proveniente de um dos compostos da condicdo de cristalizacdo, isto €, dos ions
manganés, cloro, sulfato (enxofre), litio ou molécula de agua (oxigénio e hidrogénio). O
hidrogénio, o litio e oxigénio podem ser descartados, ja que apresentam reduzido nimero de
elétrons e a intensidade do espalhamento anémalo gerado ndo seria suficiente para ser
mensurado (Walsh et al., 1999). Dessa maneira, o cloro, 0 manganés e o enxofre sdo

potenciais ligantes dessa regido.

Os gréaficos do espalhamento anémalo tedrico do manganés, do cloro e do enxofre
em funcdo do comprimento de onda indicam que no comprimento referente a borda de
absorcdo do manganés hé intensidade suficiente para estes trés elementos serem observados
no mapa anémalo (Figura 10). Essa observacdo € confirmada pelos nossos dados
experimentais, ja que, no mapa andmalo gerado, foi possivel observar densidade para os
enxofres das cisteinas (pontes dissulfeto) e metioninas. Apesar de as caracteristicas levantadas
no item 3.6 inviabilizarem a possibilidade do manganés ser coordenado naquela regido, existe
a hipotese deste metal de transicao estar realizando leve interacdo com ocupacdo parcial nos
cristais em sitio de coordenacdo ndo usual, apesar de pouco provavel. Para comprovar tal
hipotese, é necessario realizar nova coleta de dados em comprimento inferior a borda de
absorcdo do manganés, pois dessa maneira 0 espalhamento anémalo de atomos mais leves
seria aumentado e o do manganés seria reduzido como ilustra a Figura 10. A comparacdo da
intensidade dos picos desses diferentes mapas andmalos serviria para concluir entdo, qual

atomo esté provocando o espalhamento observado nas regides apontadas na Figura 9.

Diante da possibilidade dos picos observados serem referentes a atomos de cloro
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ou de enxofre, optamos por realizar ciclo de refinamento utilizando mesmos parametros com
uma variavel em cada uma das situacGes, refinar ou ndo ocupacdo dos possiveis ligantes
(Tabela 2). Cabe ressaltar que o enxofre poderia ocupar a regido candidata na sua forma
ibnica, sendo, portanto, o SO, utilizado no refinamento. Contudo, o ion sulfato pode ser
descartado das possibilidades pela presenca dos quatro oxigénios que torna a densidade

eletrbnica mais triangular e volumosa, ja que observamos uma densidade esférica.

Tabela 2. Ocupacdo e B-factor de possiveis ligantes nas regides candidatas para interagdo com ions manganés
com respectivas estatisticas de refinamento (R € Rye).

Regido 1 Regido 2
ocupacédo B-factor ocupacéo B-factor R (Rfree)
Mn2* 1 71,52 1 49,28 20,6% (25,0%)
0,44 44,93 0,6 37,35 20,3% (24,8%)
cr 1 68,01 1 36,82 20,2% (24,7%)
0,59 40,51 0,75 30,78 20,2% (24,7%)
] 1 41,9 (55,57) 1 148,44 (147,62) 20,7% (25,4%)
S(04)

049  2378(381) 032  3242(39,34) 20,3% (24,9%)

Como o ion de cloreto apresentou valores bem proximos do manganés e em
acordo com os valores comparativo da proteina, optamos por analisar coordenacao do ion
cloreto com mesmo cuidado que o utilizado no caso do manganés. Infelizmente, ndo existe
um servidor ou ferramenta online de anions que possibilite organizacdo das distancias,
geometria e nimero de coordenacgdo assim como € possivel com MESPEUS (Hsin, 2008) ou
MetalloScripps Database (MDB)  (Castagnetto et al., 2002) (disponivel em

http://metallo.scripps.edu/). Contudo, com Metal Interactions in Protein Sructures (MIPS)

(Hemavathi, 2010) (disponivel em http://dicsoft2.physics.iisc.ernet.in/cgi-bin/mips/mindex.pl)

é possivel realizar buscas por qualquer elemento e obter listas de PDBs com restricdes de
resolucdo, ligante, tipo e nimero de interacdo. Realizamos busca restrita a estruturas, em
resolucdo entre 1 e 2A e Rycor 1 € 25%, com cloreto interagindo em distancia entre 1 e 4A
com apenas residuos Arg da proteina ou com apenas Lys, ja que sdo esses 0s dois residuos de
interacdo nas regides candidatas (Figura 9). 1437 modelos foram encontrados na busca pela
Arg e 625 na pela Lys, em um total de 3067 modelos contendo CI respeitando as restricdes da
resolucdo e Rscor apontadas acima. Na literatura, ndo encontramos nenhum artigo que

sintetize as informacdes do ion cloreto ou outros anions, apenas em relacéo aos ions sulfato e
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fosfato (Chakrabarti, 1993). Contudo, Vaney et al. (2001) tentaram estipular requisitos para
coordenacao e diferenciacdo de anions em cristais polimorfos de lisozima. Infelizmente, ndo
obtiveram sucesso, ja que observaram uma somatéria de fatores influenciando os diferentes
sitios de coordenacdo dos anions em estudo (Vaney et al., 2001, p. 935). Porém, um padréo
observado é a preferéncia por residuos basicos Asn, Arg e Lys (Vaney et al., 2001). Além
dessa preferéncia, a distancia entre interacbes também € importante, entdo optamos por
analisa-la com os modelos cristalograficos do artigo de revisdo Mueller-Dieckmann et al.
(2007). Realizamos essa opcao porgue 0s autores nesse trabalho exploraram o espalhamento
anémalo para diferenciar ions, portanto um embasamento experimental para confirmacdo dos
sitios de coordenacéo do cloreto, caracteristica ndo realizada no estudo de Vaney et al. (2001).
Para auxiliar nossa analise, realizamos uma triagem com a ferramenta Ligand-Protein

Contacts (LPC) (Sobolev et al., 1999) (disponivel em http://bip.weizmann.ac.il/oca-

bin/lpccsu) para identificar em quais dos modelos do trabalho de Mueller-Dieckmann et al.
(2007) o cloreto interagia com nitrogénios da cadeia lateral da Lys (NC) ou Arg (Nn) em
distancia maxima de 4A. Ento, contabilizamos todas as interacdes atdmicas num raio de 4A
através de inspecdo manual no programa Coot (Tabela 3). Analisando os dados, confirmamos
a falta de padrdo nas intera¢fes do cloreto dito por Vaney et al. (2001), j& que o nUmero e o
tipo de interagdo, com oxigénios e nitrogénios de diferentes aminoéacidos, foram observados
(Tabela 3). Além disso, a distancia dessas interacdes é acima de 2,8A, valor superior do
observado na coordenacdo do manganés. Encontramos confirmagdo das distancias e
preferéncias por coordenacao do ion cloreto levantadas na Tabela 3 no trabalho de Irimia et al.
(2003). Estes autores geraram um modelo cristalografico de uma proteina contendo cloreto,
sendo este ion importante para manutencdo da oligomerizacdo ao participar da interface de
contato dos mondmeros (Irimia et al., 2003). Diferentes regides de coordenacdo do cloreto
sdo encontradas nesse modelo, sendo todas envolvendo residuos acidos e basicos, além da His
e de oxigénios das moléculas de agua, em distancia entre 2,49A e 3,85A. Portanto,
corroboramos a identificacdo do cloreto através do espalhamento anémalo nos estudos de
Dieckmann et al. (2007) com as observacdes da interacdo cloreto-proteina de Irimia et al.
(2003) em uma proteina cuja estabilidade depende de cloreto.

No sitio de coordenacdo candidato manganés 1 (Figura 9A), observamos duas
interacbes com N da Lys com distancia de 2,98 A considerando a simetria cristalografica.

Situacdes semelhantes a essa sdo observadas nos casos ions cloreto #5 e #6 (Tabela 3), isto é,



60

duas interacdes de 2,97 A ao N¢ Lys e ao N Lys no primeiro caso e uma interacdo de 3,50 A
ao NC Lys no segundo. No sitio de coordenacdo candidato manganés 2 (Figura 9B),
observamos quatro interacdes, 3,03 A com oxigénio de uma moléculas de &gua, 3,26 e 3,56 A
com interagbes com Nn da Arg e 3,42 A com N da cadeia principal da Ala. As interagbes com
situacbes semelhantes sdo encontradas nos ions cloreto #3, #7, #9, #10 e #11. No primeiro
caso, é encontrado interacdo da Nn da Arg com N da cadeia principal; no #11, #7 e #10 duas,
trés e quatro interaces envolvendo Arg e H,O, respectivamente; e no #9 duas interagdes com
Arg. As distancias do sitio de coordenacdo candidato manganés 2 estdo dentro do observado
nesses modelos, isto é, a distancia ao oxigénio da molécula de agua (2,97 A) em acordo com
#11 e #12; a distancia a Arg (3,26 e 3,56 A), #3, #7 e #10; e a distancia ao nitrogénio da
cadeia principal, #1, #6 e #13. Dessa maneira, comprovamos que tanto as distancias quanto os
numeros de interacGes sdo observadas em outras situacfes, confirmando a possibilidade da
presenca do ion cloreto nas regibes candidatas (Figura 25). As interagdes desse ion com a
lisina e com a arginina sdo comuns conforme observacdo de Vaney et al. (2001) e nossas

analises através do Metal Interactionsin Protein Sructures (MIPS).

Tabela 3. Diferentes sitios de ligagdo e suas respectivas distancias a atomos de proteinas e/ou moléculas de agua.

PDB #Cl- Dist At/Res Dist At/Res Dist At/Res Dist At/Res Dist At/Res
2G4l 1 365 NLys
2G4J 2 2,83 Nn2Arg 3,32 NeArg 3,1 Ne2GIn 3,75 O Ala 3,1 N Phe
2G4K 3 342 NnlArg 3,71 N Ser
2G4Q 4 3,23 N lle 3,52 Nn2Arg 357 O081Asp 3,72 Ne2His

5 35 NCLys
2G4L 6 297 N¢Lys 297 NLys
2G40* 7 28  H,0 307 NnplArg 3,2 Nn2Arg

8 3,52 H,O 368 Nn2Arg 3,81 031 Asp

9 376 NnlArg 398 NnlArg

10 283 H,O 352 NnlArg 363 H20 3,76 NnlArg

11 299 H,O 318 NnlArg
2G4V 12 268 HO 298 H,O 304 OnTyr 307 NnlArg 3,62  NylArg
2G4Z 13 3,09 N Asp 3,23 NZLys 3,46 N Leu 3,55 H,O 3,55 052 Asp

13cont 355 OAsp 372 NGly 372 NGly 392 NVal
14 332 NeArg 3,48 Nn2Arg
15 3,656 NnlArg 3,99 Ne2Gln

# Modelo tetramérica, por isso maior nimero de fons cloreto em interagdes semelhantes. Os demais modelos sdo
monomeéricos. Dist é a distancia entre o &tomo (At) do residuo (Res) ou oxigénio da molécula de H,O. Distancias e residuos
em negrito se tratam das interagfes observadas nas regides candidatas, i.e. Nn1 e 2 da Arg, N¢ da Lys, oxigénio da H,O e N

da cadeia principal do residuo.
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4.1.3 Estudos estruturais da BthTX-1 em grupo espacial P2;

O estudo do espalhamento andmalo dos conjuntos de dados em grupo espacial P3;21
auxiliaram bastante a localizacdo de ions, portanto optamos por utilizar mesma metologia em
cristais da segunda condicdo de cristalizagdo , isto é, com 0,2 M de sulfato de litio. Em vista
da escassez do veneno da serpente Bothrops pirajai que esta em extingdo, utilizamos a
BthTX-1 em substituicdo PrTX-I. Essa substituicdo pode ser realizada sem problemas, ja que
apenas trés residuos sao diferentes num total de 121 e as estruturas cristalograficas nativas em
mesma condi¢do de cristalizacdo sdo praticamente idénticas (Dos Santos et al., 2009b;
Fernandes et al., 2010). Cristais foram obtidos em gota suspensa contendo 0,8 uL de proteina
(10,45 mg/mL), 0,6 uL de solugdo precipitante ¢ 0,2 uL de MnSO4 (125 mM) (Figura 11).
Confirmamos a morfologia retangular (Figura 11), diferente do formato hexagonal dos
anteriores (Figura 8). Esses cristais foram submetidos a experimentos de difracdo de raios X
na linha MX-2 do Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) e, apds incidéncia de raios
X no cristal, detectamos a fluorescéncia no comprimento de onda referente a borda do
manganés, confirmando a presenca desse ion metalico no cristal. O processamento dos dados
foi realizado com o cuidado de separar as reflex6es do espalhamento anémalo (Tabela 4). O
processamento dos dados foi no grupo espacial P2; a uma resolucdo de 1,55 A no

comprimento de onda remoto.

A substituicdo molecular foi realizada com o modelo da PrTX-1 complexada com vitamina E
(PDB id: 3CYL) (Dos Santos et al., 2009b) que apresenta mesmo grupo espacial que esse
conjunto de dados. Apos alguns ciclos de refinamento, realizamos inspecdo por ligantes
conforme indicado no item 3.6, encontramos densidades eletrénicas com alta intensidade em
dois formatos diferentes, piramidal e segmentar. Nestes, optamos por adicionar PEG4000
(polietilenoglicol de alto massa molecular) e naquelas SO4’, ambos presentes na condicao de
cristalizacdo. Diferentemente do modelo anterior, em grupo espacial P3;21, neste ha presenca
de moléculas de PEG no canal hidrofébico da proteina e ions sulfato. Uma das possiveis
razBes para haver esse empacotamento diferente e a presenca desses ligantes é o aumento da
concentragdo de ions sulfato. As cadeias laterais dos residuos lisinas 69 e 70 e Asp79 de
ambos os monémeros A foram omitidas, pois ndo possuiam densidade eletrdnica bem
definida. A estrutura apresenta as estatisticas R=19,1% e Rge=22,6 € boa qualidade

estequiométrica conforme indicado na Tabela 4. Comparando com os dados em grupo
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Figura 10: Valores tedricos do > e > do manganés (Mn), em magenta, enxofre (S), em verde, e cloro (Cl), em

azul. Gréfico gerado pelo site: http://skuld.bmsc.washington.edu/scatter/AS_form.html que utiliza a biblioteca de

Brennan and Cowan (Brennan e Cowan, 1992)

Figura 11. Cristais de PrTX-I em presenca de sulfato de manganés.
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Tabela 4. Estatisticas de coleta de dados de difracdo de raios-X da BthTX-1/MnSO, em grupo espacial P2; em
em dois comprimentos de ondas diferentes

Comprimento de onda (A)
Energia da linha (eV)*

Grupo Espacial
Cela unitéria (A)
Resolucéo (A)
Reflexdes Unicas
Redundancia média
R merge’ (%)
Completeza (%)

/s (1)

Quantidade solvente (%)
Coeficiente de Matthews (A%/Da)

Desvio RMSD dos valores ideais
Comprimento das ligagdes (A)
Angulos das ligacdes (°)

Grafico de Ramachandran (%)
Regido mais favoravel
Regido aceitavel

B factor Médio (Ocupacéo)
Proteina

SO,

PEG4000

H,O

c
Rcrist

d
Rfree

borda de absorgéo remoto
1,8922 1,4590
6.553,1 8.497,8
P2, P2,
a=39,41b=7222c=44,78 a=39,45h=72,38 c =44,87
40 - 2,05 (2,12 - 2,05)* 40,0 - 1,58 (1,66 - 1,58)
26881 (2557)* 32516 (4526)*
1,7 (1,6) 35(34)
4,8 (7,9)% 6,2 (31,8)
88,7 (84,6)* 96,1 (94,1)°
32,7 (18,6)* 17,5 (4,2)%
47,0
2,3
0,018
1,8
97,1
2,9
26,5 (1,0)
46,3 (0,93)
38,2 (1,0)
38,3(1,0)
19,1
23,2

4 N(imeros em parénteses sdo para a faixa de mais alta resolucéo. ° Rimerge = Znki(Eilll nie,ir<! it >D)/Zniai <l hia™>, onde Iy € @
intensidade de uma medida individual de uma reflexdo com indices de Miller h, k e I, e <I> € a intensidade média daquela
reflexdo. Calculado para | > -36 (I). © Ryist = Rua (| [FObSwql - |Fcalcnq| | ) / |[Fobsygl, onde |Fobsyg| e |Fcalcyy| sdo as
amplitudes dos fatores de estrutura observados e calculados. 9 Rpree € equivalente ao Rgg, porém calculado com 5% das
reflexdes omitidas no processo de refinamento. ® Estatisticas do espalhamento andmalo. RMSD root-mean-square deviation.
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espacial P3;21 anteriores, é possivel destacar que essa estrutura se apresenta bem mais
estavel, conforme observado pela menor necessidade de omitir cadeias laterais e pelos fatores

R inferiores.

Realizamos a inspecdo de ions manganés e geramos 0 mapa andémalo, porém nao
encontramos regides candidatas como foram encontrados no conjunto de dados anterior.
Nesse mapa anomalo, o ruido era demasiadamente intenso e ndo foi tdo facil diferenciar
picos. Esses resultados indicam que néo foi perceptivel densidade eletrdnica para 0 manganés,
contudo problemas na coleta de dados poderiam também ser os responsaveis pela dificuldade

de encontrarmos o pico do manganés.

4.2 Estudos estruturais com a BthTX-1 em presenca de Mn*" e Zn**

Assim como os dados estudos estruturais da BthTX-1 em presenca de ions manganés
sdo imporante, o estudo com zinco também o é. Apesar de ndo ter sido dicutido por Soares e
colaboradores (2002), os seus experimentos com ratos avaliando o efeito edematogénico
provocado pela administracdo da toxina BthTX-I, de ions divalentes e de ambos indicam que
0 zinco reduz a atividade da toxina. O edema observado pela toxina (25ug) é menor (75%) do
que o provocado por solucdo com concentracdo 1 mM de zinco (aproximadamente 86%).
Curiosamente, quando a mesma massa da toxina é administrada em presenga de ions zinco, ha
uma reducdo no edema & medida que a concentracdo do zinco é reduzida, sendo 70% para 1,0
mM e, aproximadamente, 52% para 0,25 mM. Seria interessante realizar esse mesmo
experimento reduzindo ainda mais a concentracdo do zinco para avaliar até qual concentracdo
a reducdo do edema seria observada. Além dessas observagdes, 0 ion zinco e a toxina
sozinhos provocam um edema maior do que quando os dois sdo administrados juntos, o que
indica uma possivel inibicdo reciproca, ou seja, o efeito edematogénico provocado pela toxina
é inibido pela complexacdo toxina/Zn*" e vice-versa. A literatura ainda carece de estudos
funcionais de Lys49-PLA,s e esses ions, novos experimentos analisando outras atividades
farmacoldgicas com concentracdes reduzidas desse ion e/ou outros poderia oferecer mais

subsideos para compreensdo da inibicdo e do proprio mecanismo de acéo.

Experimentos de cristalizacdo foram realizados com a BthTX-1 e ions manganés e

zinco utilizando a condicéo de cristalizacdo nativa (Dos Santos et al., 2009b). A gota suspensa
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foi preparada utilizando diferentes proporc6es de proteina, ions e solucdo precipitante com
objetivo de obter melhores cristais. Monocristais com formato hexagonal foram obtidos em
gota montada a partir de 0,8 uL de proteina (10,4 mg/mL), 0,32 uL. de MnSQ4 (12,5 mM),
0,09 uL de ZnCl, (1 M) e 0,48 uL de solucédo precipitante (Figura 12) e foram submetidos a
difracdo de raios X na linha MX1 LNLS (Tabela 5).

A substituicdo molecular foi realizada com modelo PrTX-1/MnCl, com resolugéo de
1,85 A (item 4.1.1). Apds ciclo de refinamentos, realizamos uma busca com a ferramenta
Difference Map Peaks e encontramos um pico de 14,0 o proximo da His120A, outro de 8,0 o
proximo da His48A, outro de 7,7 o proximo da His120B. Diferentemente dos outros picos,
encontramos densidade eletrénica a 8,2 o em formato tridngular e mais volumoso, cuja
localizacdo é distante de 4&tomos protéicos e proxima do pico da His120B. Entdo, realizamos
adicdo de sulfato nesta densidade eletronica triangular e ions zinco nos outros trés picos e de
moléculas aguas. Optamos por refinar a ocupacdo dos ligantes, ja que a densidade ndo era téo
intensa. Apds inspecdo da proteina, curiosamente a Arg34A possuia dupla ocupacdo com
conformacdo idéntica a esse mesmo residuo da estrutura PrTX-I/MnCl, anteriormente
elucidada. Entao, notamos a interacdo com os nitrogénios da cadeia lateral desse residuo com
um pico que optamos por adicionar o ion cloreto também. Devido a baixa relagdo sinal ruido

(I/o), optamos por omitir as cadeias laterais de Lys20, Leu32, Lys116, Lys127 do mondmero

Figura 12. Cristais de BthTX-1 em presenca de sulfato de manganés e de cloreto de zinco obtidos
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Tabela 5. Estatisticas de coleta de dados de difracéo de raios X da BthTX-I1/Mn®*Zn®* em grupo espacial P3,21

Linha coletada (LNLS) MX1
Grupo Espacial P3;21
s a=b=56,39
Cela unitaria (A) ¢ 212914
Resolucdo (A) 40,0-2,00 (2,07-2,00)
Reflexdes Unicas 16340 (1614)a
Redundéncia media 3,8 (3.9)
b (o
R merge (/0) 7,9 (5674)’d
0
Completeza (%) 97,2 (98,2)a
Us (1) 13,7 (2,6)"
Quantidade solvente (%) 44,0
Coeficiente de Matthews (A%/Da) 2,2
Desvio RMSD dos valores ideais
Comprimento das ligagdes (A) 0,008
Angulos das ligacdes (°) 1,16
Gréafico de Ramachandran (%)
Reg!zzlo mal's ,favoravel 96,7
Regido aceitavel 29
Regido desfavoravel 0.4%
B factor Médio (Ocupagdo)
Proteina 33,7 (1,0)
SO, 47,5 (0,7)
Cr 42,3 (0,8)
zn? 40,6 (0,6)
H,0 37,0(1,0)
Rcrist ¢ (%) 2171
Rfree ‘ (%) 24’9

4 N(imeros em parénteses sdo para a faixa de mais alta resolucéo. ° Rimerge = Znki(Eill ni,ir<! tiat >D)Zniai <l hia>, onde |y € @
intensidade de uma medida individual de uma reflexdo com indices de Miller h, k e I, e <I,> € a intensidade média daquela
reflexdo. Calculado para | > -36 (I). © Ryist = Rua (| [FObSwq| - |Fcalcnq| | ) / |[Fobsygl, onde |Fobsyg| e |Fcalcyy| sdo as
amplitudes dos fatores de estrutura observados e calculados. d Riee € equivalente ao R, porém calculado com 5% das
reflexdes omitidas no processo de refinamento. RMSD root-mean-square deviation.
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A e Lys57, Lys69, Lys70, Lys78 e Lys122 do monémero B. Entdo, obtivemos as estatisticas
de R=20,5% e Rfe.=24,5% e boa qualidade estequiométrica conforme indica Tabela 5. Apenas
o0 residuo Leu32A se apresentou na regido nao permitida do Grafico de Ramachandran, que
teve sua cadeia lateral omitida devido a densidade eletrénica ndo clara e provavelmente essa
distorcdo foi provocada pela mudanga conformacional da Arg34A que interage com ion

cloreto. As regides de interagcdo com zinco estao ilustradas na Figura 13.

4.2.1 Anédlise das regides candidatas da BthTX-I de interagdo os ions zinco e manganés

A regido candidata 2 da estrutura PrTX-1/Mn?* (Figura 9 B) e a regido candidata 4 da
estrutura BthTX-I/Mn?* e Zn?* (Figura 13 D) sdo equivalentes, i.e. regido da Arg34A e
Alal9B, portanto a mesma discussdo dos dados do espalhamento anémalo BthTX-1/Mn**
disponivel no item 4.1.2 é cabivel para esse conjunto de dados. Esse sitio deve provavelmente

se tratar do ion cloreto também.

Dentre as restrigdes do ion zinco levantadas no item 3.6, cabe ressaltar que a
distancia esperada do zinco ao oxigénio (no caso, da agua) é de 2,10A ao oxigénio e ao
nitrogénio, 2,03A; a coordenacdo usual de 4 interacdes e rara de 3, sendo aceitavel
complementar nimero de coordenacdo por moléculas &guas; e que a interacdo preferencial
por nitrogénio da His. A intera¢do do ion zinco encontrada é semelhante nos trés casos, uma
interacdo com nitrogénio imidazélico e duas com oxigénio de duas moléculas de dgua (Figura
13 A, B e C). As regides de interacdo da His120 com o zinco foram encontradas em ambos 0s
monomeros (Figura 13 B e C). As distancias estdo dentro do aceitavel, ja que uma pequena
variacdo entre o valor esperado (valor tedrico) e o experimental € aceitavel. Dessa maneira,
trés ions zinco foram mantidos nas regides da His48 e His120 apontadas e na Arg34, optamos
por refinar ion cloreto. Para confirmar se 0 manganés é o atomo que esta interagindo com a
Arg34 é nessério realizar novas coleta de dados em diferentes comprimentos de onda

correspondentes a borda do manganés e do cloro conforme sugerido no item 4.1.2.
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4.3 Estudos estruturais com a BthTX-1 em presenca de Zn?*

Experimentos de cristalizacdo foram realizados com a BthTX-I e ions zinco. A gota
suspensa foi preparada com 0,6 pL de proteina (10,4 mg/mL), 0,2 uL de ZnCl;, (1 M) e 0,4 uL.
de solugdo precipitante, mesma da nativa (Dos Santos et al., 2009b). Cristais dessa gota
(Figura 14) apresentaram morfologia semelhante aos retangulares obtidos com MnSO, e
foram submetidos a difragdo de raios X na linha MX2 no LNLS (Tabela 6). Semelhantemente

a estrutura PrTX-1/MnSQ,, esse conjunto também apresentou grupo espacial P2;.

A substituicdo molecular foi realizada com modelo PrTX-1/MnSQO,4 com resolucéo de
1,58 A (item 4.1.3). Entdo, realizamos uma busca por ligantes e encontramos quatro picos
intensos com formato piramidal e outros trés em segmentos. Nos picos piramidais
adicionamos ions sulfato e nos segmentos moléculas de PEG4000, ambos presentes na
condicdo de cristalizacdo. Nenhum outro pico foi encontrado préximo a distancia comum de
coordenacdo do zinco ou a regido com interface eletrostatica negativa ou composta por
residuos &cidos, indicando que o zinco nédo foi capaz de complexar com essa forma da toxina.
Entdo, realizamos adi¢do de moléculas de agua, refinamento de ocupacdo dos sulfatos e
PEG4000 e adicdo de mais 3 sulfatos cujas densidades se tornaram mais claras a medida que
melhoramos o0 modelo posteriormente. Os mesmos residuos da estrutura BthTX-1/MnSO,
tiveram suas cadeias laterais omitidas, i. e., lisinas 69 e 70 e Asp79. O modelo foi concluido
com as estatisticas de R=18,6% e Rf¢=23,2 e boa qualidade estequiométrica conforme indica

valores da Tabela 6.
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Tabela 6. Estatisticas de coleta de dados de difracéo de raios X da BthTX-1/Zn?* em grupo espacial P2,

Linha coletada (LNLS) MX2

Grupo Espacial P2,

Cela unitaria (A) a=39,45b=72,17 ¢ =44,83
Resolucdo (A) 40,0-2,00 (2,07-2,00)

Reflexdes Unicas 15967 (1540)a

Redundéancia média 3,3 (3.1)
b (g

Rmerge (/0) 8,7 (3711)3

0

Completeza (%) 95.8 (92,9);,

Vo (1) 12,1(33)

Quantidade solvente (%) 46.8

Coeficiente de Matthews (A*/Da) 2’3

Desvio em RMSD dos valores ideais

Comprimento das ligacdes (A) 0,009

Angulos das ligagdes (°) 1,182

Grafico de Ramachandran (%)

Regido mais favoravel 96,3

Regido aceitavel 3,7

B factor Médio (Ocupacdo)

Proteina 31,7 (1,0

SO, 50,5 (0,9)

PEG4000 40,8 (1,0)

H,O 38,1 (1,0)

Ferist ¢ (%) 18,6

Ifree ‘ (%) 23,2

4 N(imeros em parénteses sdo para a faixa de mais alta resolucéo. ° Rimerge = Znki(Eill nic,ir<! it >D)Zniai <l hia>, onde |y € @
intensidade de uma medida individual de uma reflexdo com indices de Miller h, k e I, e <I> € a intensidade média daquela
reflexdo. Calculado para | > -36 (I). © Ryist = R (| [FObSual - |Fealcnq| | ) / |[Fobsygl, onde |Fobsygl € |Fcalcyy| sdo as
amplitudes dos fatores de estrutura observados e calculados. 9 Ryree 6 equivalente ao Ry, porém calculado com 5% das
reflexdes omitidas no processo de refinamento. RMSD root-mean-square deviation.
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Figura 13. Regides candidata de ligacdo dos ions zinco e manganés na estrutura PrTX-I/MnCl, e BthTX-
I/Mn?*Zn%*. As esferas em laranja, em roxo, e em vermelho correspondem a 4tomos de zinco, de manganés e a
moléculas de agua, respectivamente. (A) Zinco interagindo com N3& da His48A e uma molécula de agua. (B)
Zinco interagindo com N3 da His120B e duas moléculas de agua, a 3% agua apresenta distancia muito superior
(C) Zinco interagindo com N6 da His120A e duas moléculas de agua. (D) Manganés sendo coordenado pelos
Nnl e Nn2 Arg34A, pelo oxigénio da cadeira principal Alal9B. As distancias abaixo de 3,6A foram
consideradas.

Figura 14. Cristais de BthTX-1 em presenca de cloreto de zinco.
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4.4 Estudos comparativos da PrTX-1 e BthTX-1 em presenca de ions

Os estudos estruturais da PrTX-I e BthTX-I com ions divalentes foram estimulados
pelos resultados de Soares et al. (2002), dentre 0s quais 0 zinco € 0 manganés mostraram-se
potenciais inibidores da toxina. O estudo desses complexos no presente estudo abrangeram
quatro estruturas cristalograficas, PrTX-I/MnCl, e BthTX-I/Mn?*Zn** em grupo espacial
P3;21 e BthTX-I/MnSO4 e BthTX-1/Zn** em P2;, contudo apenas na estrutura BthTX-
I/Mn?*Zn*" encontramos fons zinco, enquanto nas demais nenhum cation. Os outros modelos
cristalograficos gerados nessa dissertacdo também podem fornecer alguma informacao
adicional as estruturas atualmente disponiveis no banco de dados (PDB), ja que alguma
mudanca conformacional pode ter sido provocada pela adi¢cdo do MnCl,, MnSO4 ou ZnCl,

como aditivo na cristalizagéo.

Uma observacéo curiosa € que em condicdes de cristalizacdo semelhantes, obtivemos
estruturas em grupos espaciais diferentes, P3; e P2;. E interessante mencionar que em nossos
experimentos de cristalizagdo, os cristais hexagonais foram facilmente obtidos se comparados
com os retangulares, ja que o crescimento destes ultimos em cristais unicos e separaveis foi
custoso. Em ordem de tentar entender o motivo desse diferente empacotamento cristalino,
calculamos a proporcao de moléculas de composto por molécula de proteina de cada um dos
constituintes presentes na gota que originaram os quatro conjuntos de dados (Tabela 7). Se
compararmos as proporcdes dos conjuntos de dados contendo apenas Mn?* como aditivo,
podemos concluir que o aumento sutil da concentracdo de PEG4000 (de 7 para 9) e o
significante do sulfato (de 78 para 238) provocam o empacotamento cristalino em P2;.
Contudo, ndo encontramos nenhum padrdo extrapolando a analise para dados contendo zinco,
aparentemente este ion muda a dindmica da cristalizacdo. Curiosamente notamos em nossos
experimentos de cristalizacdo que quando o aditivo cloreto de zinco ndo é adicionado na gota
que originou os cristais da estrutura BthTX-I/Mn?Zn®* (0,8 uL de proteina (10,4 mg/mL),
0,32 uL de MnSO4 (12,5 mM), 0,09 uL de ZnCl, (1 M) e 0,48 uL de solugéo precipitante),
obtivemos cristais em formato hexagonais (P3;21), portanto podemos concluir que ou o zinco
ou o cloreto provocaram a mudanca neste caso. Outro dado interessante é observar que ions
zinco foram encontrados interagindo na estrutura P3;21, contudo ndo na P2;, mesmo esta

tendo trés vezes mais zinco por molécula de proteina.
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Tabela 7. Proporcdo em nimero inteiros de ligantes por molécula de proteina em cada um dos conjuntos de
dados da PrTX-I e BthTX e jons Mn?* e Zn**,

Grupo Proporg&o ligante por molécula de proteina
Espacial Mn?** zn** SO, CI  TRIS Li* PEG4000
PrTX-1/MnCl, 52 - 78 183 78 78 7
BthTX-I/Mn**Zn?* P3.21 7 148 105 396 99 99 9
BthTX-1/MnSO, 5 41 - 238 98 98 197 9
BthTX-1/Zn** ! - 440 88 967 88 88 8

Uma estratégia eficiente para estudar o mecanismo de acéo das proteinas através da
comparacdo de estruturas cristalograficas € a classificacdo em diferentes estados ou estagios
de acdo. Essa estratégia foi empregada por Bahnson (2005), quando este classificou diferentes
estruturas Asp49-PLA,s em estados ativos, intermedidrios e inativos auxiliando a melhor
compreensdo do mecanismo catalitico. Nesse sentido, Dos Santos e colaboradores (2009b)
dividiram os modelos das PLA,s homologas de veneno botrépico em duas categorias com
base em angulos de abertura (0,) e de torséo (67), 0 estado inativo e o ativo, sendo 0 primeiro
caracteristico do grupo espacial P2; e o segundo, P3;. Seguindo tal classificacdo, obtivemos
dois modelos em estado ativo (PrTX-I/MnCl, e BthTX-1/Mn®*Zn?*) e dois em inativo (PrTX-
I/MnSO,4 e BthTX-1/Zn*"). Caso seja comprovada atividade inibitéria dos fons de zinco na
proteina, 0 modelo BthTX-1/Mn®*Zn?* apesar de estar em estado ativo, teria alteracdes que

neutralizariam regifes importantes para desempenhar seu mecanismo de agéo.

Comparamos a semelhanca entre as estruturas cristalograficas através da
sobreposi¢do dos Co em valores RMSD (RMSD (root-mean-square deviation ou valor de
desvio calculado através da raiz quadrada da média dos quadrados das distancias entre atomos
equivalentes)) de cada um dos monémeros (Tabela 8). Como era de se esperar pela presenca
de ligantes PEG4000 nos canais hidrofobicos dos modelos em P2; e auséncia nos em P3;,
estruturas em mesmo grupo espacial apresentam menores valores de desvio (RMSD). A
sobreposi¢ao dos Ca dos mondmeros das estruturas cristalograficas em grupo espacial P3;21
(PrTX-1/MnCl, e BthTX-1/Mn*Zn®") resulta em desvio (RMSD) de 0,45 e 0,63 A entre
mondmeros A e B, respectivamente. A maior diferenca entre 0os mondmeros A é dos residuos
85 a 88 (Figura 15). A regido compreendida por estes residuos se encontra entre folhas [

antiparalelas e a-hélice 3 e ¢é altamente flexivel entre PLA,s homdlogas. Nos monémeros B,



73

outras diferencas sdo observadas além da regido dos residuos 85 a 88 observada no monémero
A, a Gly60 e a regido do C-terminal (Figura 15), sendo esta ultima ja mencionada como tendo
alta flexibilidade e altos valores de B factor. Cabe ressaltar que apenas um ion esta
relacionado as mudancas conformacionais acima citadas, que € o zinco que interage com a
His120B do Cterminal (Figura 15), interacdo esta que poderia provocar a diferenca estrutural
observada na comparagdo dos dois modelos (em ciano na Figura 18 A e B). A Figura 15
provoca a ilusdo de que a Gly60 circulada estd proxima a um sulfato, contudo é o angulo da

imagem que provoca tal observacdo, quando, na realidade, estes estdo distantes.

A sobreposicio dos monémeros A e B das P2; tém desvio (RMSD) de 0,29 e 0,13A,
respectivamente. Esses valores demonstram BthTX-1/MnSO,4 e BthTX-1/Zn*" como estruturas
praticamente idénticas (Figura 16), com excecdo das Val32A que estdo voltadas para lados
opostos (Figura 17). Observamos que a posicdo do PEG4000 interfere na direcdo que a
Val32A adota. Apesar desta ligeira diferenca, é possivel afirmar que a anélise de uma estrutura
pode ser extrapolada para a outra e a alteracdo dos cétions em estudo é indiferente para
estrutura cristalografica. Essa semelhanca pode se relacionar com a maior estabilidade
estrutural, j& que cada um dos dois casos trata-se de cristais provenientes de condi¢cdes de
cristalizacdo distintas, seja pela diferenca entre o aditivo ion metélico utilizado, manganés ou
zinco, ou pela diferentes proporgdes e quantidades de agentes precipitantes (Tabela 7). Essa
estabilidade estrutural é chamada de estrutura canonica e é observada através de valores
inferiores de R, de menos residuos sem cadeia lateral definida e menor flexibilidade dos C-
terminal em comparacdo ao estado nativo (Magro et al., 2003; Ambrosio et al., 2005; Dos
Santos et al., 2009b). A estrutura candnica estaria relacionado & intera¢do da Lys122 ao loop
de ligacdo de calcio (Ambrosio et al., 2005) ou com o ligante no canal hidrofébico (Fernandes
et al., 2010) e a exposicdo da Tyrl19 a regido externa (Figura 18, em A e B, Tyr119 (sticksem
vermelho) do mondmero B (verde). Em C3 e D3, ambas Tyr119) (Dos Santos et al., 2009b) e a
formacdo do hydrophobic knuckle (residuos em amarelo na Figura 18 C; e , e D; € )
(Ambrosio et al., 2005). No estado nativo, P3;21 sem o PEG4000, apenas um dos monémeros
apresenta a estrutura canénica, sendo, no nosso caso, 0 mondémero A, cuja estabilidade é
observada através da maior semelhanca com ambos 0s monémeros das estruturas
complexadas (Tabela 8 — desvios (RMSD) dos monémeros A da P3; em comparacdo ao A e B
da P2; sdo menores que 1, enquanto os valores dos monémeros B, maior que 1). Na estrutura

ndo canodnica, mondmero B, mais cadeias laterais ndo possuem densidade definida (pontilhado
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onde supostamente a cadeia de lisinas (em laranja) ocupariam na Figura 18 A e B) e mais
desvios sdo observados (Figura 15). Quanto a Lys122 do mondmero ndo candnico, na
estrutura BthTX-I/MnCl; sua cadeia lateral estd voltada para lado oposto do encontrado na
estrutura candnica e na BthTX-1/Mn?*Zn?* ndo apresenta densidade eletronica clara, indicio

de sua alta vibracao.

Tabela 8. Desvio RMSD da sobreposi¢do dos Ca. dos mondmeros das estruturas cristalograficas PrTX-1/MnCl,,
BthTX-1/Mn*Zn?*, PFTX-1/MnSO, e BthTX-1/Zn*",

P3,21 P2,
BthTX-1/Mn*zn* PrTX-1/MnSO, BthTX-1/Zn**
A B A B A B
A 0,45 1,15 0,61 0,74 0,69 0,79
PrTX-1/MnCl,
B 1,11 0,63 1,29 1,17 1,06 1,16
P3,21
e 0e A - - 0,61 0,74 0,59 0,69
BthTX-1/Mn?*Zn
B - - 1,29 1,17 1,18 1,15
A 0,61 1,29 - - 0,29 0,77
P2, PrTX-1/MnSO,
B 0,74 1,17 - - 0,84 0,13

Em negrito, valores com menor desvio.

Figura 15. Sobreposicdo da estrutura PrTX-1/MnCl, (vermelho) e da BthTX-1/Mn?* Zn2+’(azul) em ribbons.
Regides mais varidveis em coloracdo escura com destaque pontilhno e maior variacdo. lons de sulfato sdo
ilustrados em sticks e cloreto na coloracio da toxina e os fons zinco do complexo BthTX-11/Mn?* Zn?* em preto.
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Figura 16. Sobreposicéo da estrutura BthTX-1/MnSO, (verde) e da BthTX-1/Zn** (magenta) em ribbons. Em
sticks moléculas PEG4000 com ocupacdo parcial e ions SO, .

Figura 17. Desvio no loop de ligacéo de calcio do mondmero A em BthTX-1/MnSO, (verde) e em BthTX-1/Zn**

(magenta) em cartoon com a Val32 direcionada para regido oposta & molécula de PEG4000, em sticks.
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Figura 18. Regido do C-terminal das estruturas cristalograficas botropicas em presenca de ions. Em A e B,
estruturas nativas em grupo espacial P3;, PrTX-1/MnCl, e BhTX-I/Mn?*Zn%, respectivamente. Em C e D
estruturas complexadas com polietilenoglicois em grupo espacial P2;, BthTX-I/MnSO, e BthTX-1/zn*,
respectivamente. Em cartoon, monémero A em azul e o B em verde. Sitio miotdxico proposto por Dos Santos et
al. (2009b) (Lys20, Lys115 e Arg118) em sticks laranjas com ions sulfato ilustram sua semelhanca apenas em
estruturas de mesmos grupos espaciais, sendo nas P2, maior proximididade observada entre o sitio miotdxico de
cada um dos mondmeros. Sicks em vermelho Tyr119 fundamentais para manutencdo da configuracdo dimérica
P2, (em vermelho C; e D3), porém ndo na P3;21 (em vermelho A e B) (Dos Santos et al., 2009b). Sicks em
amarelo ilustram o hydrophobic knuckel (Leul2l, Pro123 e Phel25) proposto por Ambrosio et al. (2005) nas
estruturas cristalograficas P2, (em amarelo em C; e, e D; e,), porém ndo nas P3,21 (em amarelo A e B), quando
os residuos estdo espagados. Em ciano, His120 nas P2, esta voltada a regido interna da toxina (C;e, e Dye,) e
em P3;21 (A e B), a externa. As esferas em azul e verde sdo ions cloreto referentes ao monémero A e B,
respectivamente. Esferas em preto sdo ions de zinco, sendo um destes responsavel pela mudanc¢a conformacional
da His120B (ciano entre A e B). Ligantes em sticks magenta (C; e ,) e em amarelo (D; e ,) representam
moléculas de PEG4000 que indicam nenhuma diferenga conformacional na proteina apesar de variacdo destes,
contudo no mondmero B (C; e D;) dois polietileno glicois sdo encontrados em comparagdo a um do mondmero
A(C,eD,).

A comparacdo dos modelos da PrTX-1 e BthTX-I cristalizadas em presenca de ions
divalentes com PLA,s indica que conservam a estrutura da a-hélice do N-terminal (hélice 1),
o loop de ligacédo de calcio, duas longas a-hélices anti paralelas (hélices 2 e 3), as duas folhas
B-pregueadas (Bl e B2) e C terminal (Figura 2) e residuos da rede catalitica, His48, Tyr52,
Tyr73 e Asp99 (Murakami e Arni, 2003). Além disso, os modelos contém todos os
aminoacidos previstos pela sequéncia de aminoacidos (Cintra et al., 1993; Toyama et al.,
1998), com excec¢do de algumas cadeias laterais que nao possuiam densidade eletrénica bem

delimitada.

Diversas PLA,s homdlogas de veneno botrépico foram elucidadas em estados
nativos e complexados nos ultimos anos. Estas toxinas podem ser classificadas em nativas em
grupo espacial P3;21, em complexadas (P2;) (Dos Santos et al., 2009b). A estrutura da toxina
complexada com 4&cido graxo indica a presenca de um ligante por monémero em regides
equivalentes, isto €, no canal hidrofébico com oxigénios da extremidade desse acido proximos
da His48. Ja nas com PEG4000, além de ocupar regido semelhante aos acidos graxos (PrTX-
Il/&4cido graxo PDB id: 1QLL), uma outra molécula do polietilenoglicol é encontrada em
regido externa da toxina e proxima da entrada do canal hidrofébico. Ndo encontramos
diferencas conformacionais em comparacdo da BthTX-1/MnSO, e a BthTX-1/Zn?* com
demais PLA,s homdlogas em estado complexado. Os ligantes de cadeia longa,
polietilenoglicois e acidos graxos, que ocupam o canal hidrofébico da toxina, estdo em

mesmas regides, contudo flexibilidade é observada nas extremidades destes, incluindo a
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BthTX-1/PEG4k (PDB id: 3IQ3) que € praticamente idéntica aos nossos modelos
complexados (Lee et al., 2001; Murakami et al., 2007; Fernandes et al., 2010).

Alguns peptideos sintetizados a partir da estrutura do C-terminal de PLAyS
homdlogas séo capazes de mimetizar acdo da toxina inteira (Nunez et al., 2001), de forma que
optamos por tentar entender seu mecanismo de acdo a partir dessa regido. Na regido do C-
terminal na estrutura PrTX-1/MnCl,, observamos dois ions sulfato em um dos sitios
miotdxicos (proposto por Dos Santos et al. (2009b)) e uma molécula de TRIS no outro
(Figura 18 A), esses ligantes poderiam mimetizar a membrana biol6gica e fosfolipideos
aniodnicos de lipossomos pelo grupo fosfato dos fosfolipideos. Essa estratégia foi utilizada por
Bahnson (2005) ao analisar PLA;s e posteriormente por Dos Santos et al. (2009b) ao analisar
PLA,s homologas. Diversos estudos funcionais apontam carater basico do C-terminal
fundamental para interacdo com membrana (Falconi et al., 2000; Lomonte et al., 2003a),
tanto que a capacidade de romper lipossomos ou toxicidade celular é aumentada com o
enriquecimento de fosfolipideos aniénicos nestas membranas (Diaz et al., 1991; Diaz et al.,
2001). Portanto, analisamos a superficie do C-terminal das toxinas PLA,s homdlogas
botropicas em trés estados: 1) nativo; 2) complexado com acido graxo e; 3) complexado com
PEG4000. Na auséncia do modelo cristalografico da BthTX-I ou PrTX-l com acido graxo,
utilizamos a PrTX-Il para analisar estado 2 (Lee et al., 2001). Essas trés toxinas sdo
praticamente idénticas, a PrTX-11 e a BthTX-I possuem apenas um e trés residuos diferente

em relacdo a PrTX-I, respectivamente (Alinhamento disponivel em Figura 22).

Para andlise dos diferentes modelos cristalograficos, utilizamos da classificacdo das
PLA,s homdlogas sugerida por Dos Santos et al. (2009b) com base em dois angulos entre 0s
mondmeros, 0 de abertura (04) € 0 de torsdo (071). Essa anélise € recomendada ja que diversos
estudos cristalograficos apontaram diferentes estados dessas toxinas com base na alteracao da
interface dimérica (Da Silva Giotto et al., 1998; Magro et al., 2003; Murakami et al., 2005;
Murakami et al., 2007). Além destes, resultados de eletroforese, analises espectroscépicas e
de SAXS indicam que essas toxinas adotam conformacdo dimérica em solucdo (Murakami et
al., 2007). Seguindo tal proposta, selecionamos os “dimeros alternativos”: 1) PrTX-I/MnCl,
nativa, 2) PrTX-ll/acido graxo (PDB id: 1QLL) (Lee et al., 2001), um estado complexado
com molécula de relevancia bioldgica em grupo espacial P2,2:2;; 3) BthTX-I/PEG4000 em

grupo espacial P23, ja que possui uma molécula a mais interagindo em um dos monémeros.
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Cabe ressaltar que a estrutura da molécula do PEG4000 é semelhante a do &cido graxo e,
conforme Ambrosio et al. (2005) testou no modelo cristalografico da ACL miotoxina com
acido graxo, o refinamento dessas duas moléculas ndo é diferenciado pelas estatisticas
geradas, sendo entdo um representativo da outro.

Dessa maneira, comparamos a superficie dos C-terminais desses trés diferentes
estados divididos em dois planos opostos separados por uma rotacdo de 180°: o hydrophobic
knuckle do mondémero A (Figura 19 Ay, By, Cy); e 0 do mondmero B (Figura 19 A;, B,, C,).
Conforme indicado por experimentos funcionais e estruturais, agrupamos as duas propostas
do mecanismo miotoxico ser decorrente de residuos do C-terminais, o hydrophobic knuckle
(Leul21, Pro123 e Phel25) (Ambrosio et al., 2005) e do sitio miotdxico (Lys18, Lys105 e
Arg108) (Dos Santos et al., 2009b), além da Lys16 adicionada por interagir com sulfatos do
mondmero A e TRIS do B. No “dimero alternativo”, o hydrophobic knuckle de um mondmero
possui relacdo com sitio de coordenacdo de célcio do outro. Na estrutura nativa, o
hydrophobic knuckle do mondmero A juntamente com a interface de contato com mondmero
B ndo canbnico impedem o acesso ao canal hidrofébico até His48B (Figura 19 A;). Tal
fechamento é explicado pela orientacdo entre os mondmeros 0,=7° e 0 61=60° e presenca do
mondmero B ndo candnico (Figura 19 A;). J& no mondmero B, esses residuos hidrofébicos
ndo estdo organizados, o que possibilita a existéncia de abertura para entrada do acido graxo
(Figura 19 A;). Cabe ressaltar que este ligante foi inserido através da sobreposi¢do dos
mondmeros candnicos A da PrTX-I/MnCl, e PrTX-Il/acido graxo, artificio que é reforcado
pela presenca de polietilenoglicol de menor massa molecular em estrutura de grupo espacial
P3;21 nesta mesma regido (Figura 19 D), a BthTX-I/PEG400 (PDB id: 2H8I) (Murakami et
al., 2007). Entdo, em A,, observamos a interacdo do um acido graxo com His120B e
Leul21B, loop de ligagdo de calcio e His48 do mondmero A, interacdo esta que provocaria
alteracdo da estrutura desordenada do monémero B em candnica. Nesta mudanga no
mondmero ndo candnico, os residuos His120 e Lys122 seriam direcionados para regido
interna da toxina em conjunto com a exposi¢cdo da Tyrll9 e formacdo do hydrophobic
knuckle. Portanto, ocorreriam as seguintes alteracbes no mondmero ndo canonico: 1) alteracéo
da Lys122 voltada do solvente para o loop de ligacdo de célcio ou para o ligante amplamente
discutida por Ambrosio et al. (2005) e Fernandes et al. (2009); 2) a His120 na entrada do
canal hidrofébico seria direcionada para regido interna do mondmero; 3) Tyrll9 seria

direcionada a regido externa e interagiria através de ligacdo de hidrogénio com a outra Tyr119
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do mondmero candnico; 4) aproximacdo da Leul2l, da Pro123 e da Phel25 e formacgédo do
hydrophobic knuckle. Essas mudancas provocariam uma reducdo na abertura presente no
hydrophobic knuckle do monémero B (Figura 19 B,) e origem dessa mesma abertura no A
(Figura 19 B;), que estava anteriormente fechado (Figura 19 A;). Essa abertura é originada
também pelo aumento do 6 para 23° e o do 01 para 82° e permite a entrada de outro acido
graxo conforme indica ligante da Figura 19 B;. Apés essa interacdo, aparentemente a toxina
recebe outro acido graxo (no caso PEG4000) reduzindo 0+ para 40° adotando conformacéo
indicada pelo Figura 19 C. Em nossa hipotese partimos da premissa que o C-terminal das
PLA,s homologas seria capaz de desestabilizar a membrana do musculo ou do lipossomo de
modo a atrair a por¢ao correspondente ao &cido graxo dos fosfolipideos primeiramente em um
canal hidrofobico e posteriormente no outro. Essa premissa explicaria os efeitos de
desestabilizacdo de membrana da toxina in vitro. In vivo no envenamento ofidico, um efeito
sinérgico ocorreria entre PLA,s e PLA,s homdlogas, ou seja, a catélise em fosfolipideos
promovida pelas PLA,s deixaria &cidos graxos livres as homologas para se organizarem do

dimero nativo para o complexado.

Se considerarmos que 0 zinco realmente possui atividade inibitoria da BthTX-I
conforme nossa interpretacdo dos resultados de Soares et al. (2002), a BthTX-1/Mn**Zn?*
indica um estado ativo sem ligantes no canal hidrofébico (P3;21), porém inibido pelas
interagOes i0nicas do zinco. Essas interages ocorrem com as His120 dos C-terminais e com
apenas a His48 da rede catalitica do mondmero candnico (Figura 13 A, B e C). Para
complementar nossa anélise, o agente alquilante BPB (p-bromophenacyl bromide) é capaz de
modificar histidinas, sendo nas modificaces quimicas de PLA,s e PLA,s homologas, apenas
His48 alterada (Soares e Giglio, 2003). Os experimentos funcionais com a BthTX-1 e a PrTX-
I com essa modificacdo indicam reducdo em 50% da atividade miotdxica e quase total da
citotoxica, enquanto capacidade de clivar lipossomos e atividades edematogénicas e
bactericidas ndo sdo tdo reduzidas (Soares e Giglio, 2003). Os estudos cristalograficos dessa
modificacdo quimica indicam que as interagdes da molécula de BPB distorcem loop de
ligagdo de calcio e induzem formacdo do mesmo “dimero alternativo” complexado (04=23° e
0 0:=53°), apesar de que nesse caso o canal estd desocupado (Marchi-Salvador et al., 2009).
Estes autores explicam a inibicdo de 50% da toxina propondo a hipotese de que a toxina teria
duas regibes de interacdo com a membrana muscular, o sitio miotdxico proposto por Dos

Santos et al. (2009b) e o sitio ativo/canal hidrofébico. Diferentemente do BPB, os ions zinco
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Figura 19. Superficies dos C-terminais de Lys49-PLA,s botrdpicas em diferentes estados classificados pelos
angulo de abertura (64) e angulo de torsdo (81) sugeridos por Dos Santos et al. (2009b). Toxinas estdo separadas
em: 1) reduzido 0, e elevado 01, estado nativo sem ligantes no canal hidrofobico em grupo espacial P3,21,
representado pela PrTX-I/MnCl, (A); 2) moderado 0 e elevadissimo 0y, estado complexado com duas
moléculas de &cido graxo em grupo espacial P2,2,2; representado pela PrTX-1l/acido graxo (PDB id: 1QLL)
(B); e 3) moderado 0, e reduzido 6+, estado complexado com trés moléculas de PEG4000 (molécula homdloga
ao acido graxo) pela BthTX-1/PEG4000 (PDB id: 31Q3) (C). Conforme indicagBes das coloragfes na imagem,
estruturas bem definidas na literatura por Ambrosio et al. (2005) e Dos Santos et al. (2009b) sdo apontadas
através de sticks e superficie. Além disso, Lys16 em laranja é indicada como auxiliar do sitio miotdxico em
vermelho ao interagir com ions sulfato do mondmero A e molécula de TRIS no monémero B (A; e 5). Em 4 é
mostrado o hydrophobic knuckle do mondmero A das toxinas e em ,, hydrophobic knuckle do monémero B,
sendo ambas imagens diferentes por um giro de 180° em eixo Y. Em sticks magenta, ligantes no canal
hidrofébico, isto é, acido graxo em B; e ,; PEG4000 em C; e ,; e PEG400 em D. A superficie em A; indica que o
acesso ao canal hidrofobico estd totalmente ocluido pelos residuos do hydrophobic knuckle (presente no
mondmero A pela estrutura candnica deste) e pelos residuos do monémero B. Em A, a inexisténcia do
hydrophobic knuckle no monémero B junto a sua proximidade com residuos do monémero A oferece espaco para
que um &cido graxo tenha acesso ao canal hidrofobico e His48A através da His120B em ciano e Leul21B. Este
ligante (magenta A;) ndo esta presente no modelo P3;21, foi inserido apds sobreposicdo dos mondmeros
candnicos A de BthTX-I/MnCl; e de PrTX-Il/acido graxo (PDB id: 1QLL), o que indica que este ligante ocupa
exatamente a mesma regido de acesso ao canal hidrofobico proximo da His120B e Leul21B. Tal andlise é
corroborada pela estrutura BthTX-I/PEG400 em grupo espacial P3;21 que indica presenca de pequeno ligante
nessa mesma regido (D). Apds interacdo com &cido graxo na His48 candnica e residuos do hydrophobic knuckle
do mondémero ndo candnico, ha aumento de ambos 0, e 6. Essa mudanca de angulacdo possibilita que outro
canal hidrofébico esteja acessivel a moléculas de &cido graxo (B; e ,), quando uma molécula é observada em
cada mondmero. Comparando o acesso ao canal hidrofébico em A, e B; € ,, a abertura € bem maior em A,,
sendo entdo reduzida pela interacdo das Tyr119 em roxo e pela His120B que se volta ao interior da toxina. Com
a redugdo do 0,4, outro ligante similar ao acido graxo (PEG4000) é encontrado préximo ao ligante presente no
hydrophobic knuckle do monémero A. Cabe ressaltar que a estrutura quaternaria analisada é referente ao “dimero
alternativo”, sendo o dimero PrTX-Il1/acido graxo submetido ao programa PISA para obtermos tal conformacéo,
ja que o autor optou por refina-lo no “dimero convencional”.

ndo promoveram a dimerizagdo em grupo espacial P2;, portanto € improvavel que seu suposto

mecanismo inibitorio seja semelhante a este no sitio ativo/canal hidrofobico.

O fon zinco na BthTX-1/Mn*Zn** foi identificada apenas na His48 do mondmero
candnico, observacdo curiosa, ja que os ions poderiam ter acesso aos canais hidrofébicos no
lado oposto ao C-terminal da toxina. Contudo, encontramos aparente explicacdo através da
hipétese levantada anteriormente. Nesta, o “dimero alternativo” P3;21 interagiria
primeiramente com um &cido graxo por meio da entrada deste ligante pela His120 e Leul21
ndo candnicas em direcdo a His48 canbnica, 0 que provocaria estabilizacdo do mondmero
flexivel em canénico, alteracdo de 0, 61 e da oligomerizacdo em dimero P2,2;2;. Dessa
maneira o ion zinco estaria interagindo a His48 por ser constituinte da estrutura canénica, ja
que a comparacdo dessa regido entre mondmero ndo candnico e candnico ndo indica
diferencas estruturais proximas ao ion. Dessa maneira, a interacdo com His48 candnica e
His120 ndo candnica prejudicaria a docagem do acido graxo, dificultando a entrada deste. A

importancia levantada nesse estudo para His120 é coerente com peptideos sintéticos que
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ressaltam a regido do 115 ao 129 como fundamentais para mecanismo miotoxico. Além disso,
a localizacdo da His120 é proxima de residuos importantissimos, como a Lys122 (Fernandes
et al., 2010), a Tyr119 e os constituintes do sitio miotoxico (Dos Santos et al., 2009b) e do
hydrophobic knuckle (Ambrosio et al., 2005). Entdo, ressaltamos importéncia de toda essa
regido. A mutacéo sitio-dirigida da His120 para Ala ndo indicou alteragdes substanciais na
atividade miotoxica (Chioato et al., 2007), contudo a mutacdo pontual para Ala mantém
carater hidrofobico e teria mesma funcdo da His120 de, no primeiro momento, delimitar
regido de entrada do acido graxo e num segundo de ser direcionada para regido interna do

monodmero com a formacéo do hydrophobic knuckle.

Dessa maneira, encontramos explicacfes acerca dos sitios de interacdo dos ions
zinco e apontamos uma relevancia biolégica nos diferentes estados das toxinas botrépicas em
presenca e auséncia de ligantes no canal hidrofébico. Apesar desses ions ndo terem provocado
alteracdo conformacional quando a BthTX-1/Mn?*Zn* é sobreposta com PrTX-1/MnCls,
outras regides em Co estdo diferentes (Figura 15) principalmente entre mondmeros nao
candnico, B. Selecionamos modelos cristalograficos com toxinas botrépicas em estado nativo
P3,21 para realizar analise comparativa, BnSP-6 e BnSP-7 de Bothrops (PDB id: 1PAQO e
1PC9) (Magro et al., 2003), PrTX-1 (PDB id: 2Q2J) (Dos Santos et al., 2009b) e BthTX-I
(PDB id: 3HZD) (Fernandes et al., 2010). Todos os desvios ressaltados em Figura 15 foram
encontrados também em outras toxinas, com excecdo da Gly60 que aparentemente ndo possui

nenhuma relagdo com outros residuos importantes para atividade miotoxica.

No mon6émero canénico em nossos modelos P3;21, encontramos uma mudanca na
cadeia principal do loop de ligacdo de calcio e direcdo oposta adotada pela cadeia lateral da
Arg34 (Figura 20 em azul e verde). Essa regido se trata justamente de uma das candidatas ao
ion manganés encontradas apds analise de mapa anémalo (Figura 9B). Possivelmente esse ion
foi o responsavel pela mudanca conformacional, sendo o ion cloreto o mais provavel
conforme discutido no item 4.1.2. Observamos nas proteinas disponiveis no banco de dados
que a posicdo da Arg34 € altamente conservada em ambos 0s monémeros de estruturas
nativas e complexadas (P3;21 e P2;), tendo sua cadeia lateral direcionada para o residuo 132
do C-terminal (Figura 20 em vermelho, laranja e magenta). Diferentemente dos outros
modelos, na PrTX-I/MnCl;,, a Arg34A se encontra em regido oposta (Figura 20 em azul)

estabelecendo proximidade com a regido N-terminal do monémero nédo canénico (B) e Leu32,
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Lys122 e residuos do hydrophobic knuckle do monémero candnico, regides fundamentais para
docagem do segundo 4cido graxo na hipétese proposta anteriormente. Na BthTX-1/Mn®*Zn?*,
o loop de ligagdo de célcio adota ambas conformagdes em ocupacgdes parciais (Figura 20 em
verde). Tentamos encontrar uma evidéncia para tal diferenca nas condigdes de cristalizacdo e
proporcGes moléculas de ligantes proteina entre cristais com MnCl, como aditivo e no outro
com MnSO, e ZnCl,, contudo ndo encontramos uma evidéncia. A ocupacao parcial em um
modelo cristalografico se refere a presenca de ambas as conformagdes nas moléculas que
constituem o cristal. Dessa maneira, 0 microambiente da gota de cristalizacdo em conjunto
com o ion cloreto foram capazes de atrair a regido do loop de ligacdo de calcio e Arg34 na
direcdo oposta observada no modelo PrTX-I/MnCl,. J4 no modelo BthTX-1/Mn?*Zn*" parte
das moléculas adotam conformacdo dessa regido semelhante aos demais modelos das PLA,S
homologas botrdpicas, parte diferente. Aparentemente o ion cloro ndo possui relevancia
bioldgica na atividade da PLA,s homologas, o que dificulta a inferéncia da importancia dessa
alteracdo conformacional. Essa regido do loop de ligacdo de célcio, logo anterior a Arg34, é
altamente flexivel, de maneira que a forca i6nica na cristalizacdo pode ter promovido essa

diferente conformacao.

A Arg34 ndo é um residuo apontado como importante para atividade da PLA.S
homdloga tantos em estudos funcionais como em cristalogréficos. Contudo, esse residuo é
descrita em trés estudos, nos modelos cristalograficos da ACL miotoxina de Ambrosio et al.
(2005) e da Mt-11 complexada com suramina de Murakami et al. (2005) e, posteriormente, na
dindmica molecular com BthTX-1 e suramina (Murakami et al., 2007). Ambrosio et al. (2005)
encontrou um sitio de coordenacdo de sulfato com participacdo da Arg34 nos modelos
cristalograficos da ACL miotoxina de Agkistrodon contortrix laticinctus, um complexada com
acido graxo (PDB id: 1S8G) e outro nativa (PDB id: 1S8H e 1S81). Comparamos essas duas
estruturas e notamos que os ions sulfato estdo em posicdes ligeiramente diferentes, contudo
mudancas conformacionais sédo observadas nessa regido. A sobreposicdo destes dois modelos
com o modelo da Mt-1l com a suramina nos indica que a posi¢do dos dois grupos fosfatos
(PO4) deste ligante ocupa a mesma regido dos dois sulfatos (SO,%) da ACL miotoxina.
Contudo ndo encontramos nenhuma evidéncia dessas diferentes anélises, além da
flexibilidade adotada pelo loop de ligacdo de célcio. Dessa maneira, ndo encontramos
importancia para diferente posicdo deste residuo, contudo realizaremos analises mais

detalhadas com objetivo de inferir sua relevancia biologica.
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Figura 20. Comparacdo da cadeia lateral da arginina 34 em mondmeros canfnicos de diferentes PLA,S
homélogas em estado nativo em ribbons. Em BthTX-1/Mn*Zn?* e PrTX-I/MnCl,, os nitrogénios da cadeia
lateral desse residuo estdo proximos de regides vistas como importantes para mecanismo de desestabilizacdo da
membrana, i.e. sitio de coordenacdo do calcio, hydrophobic knuckle e N-terminal do mondémero ndo candnico.
Em demais Lys49-PLA,s, essa proximidade é com residuo 132 da extremidade do C-terminal. Em verde é
possivel observar dupla ocupacdo da Arg34 de BthTX-1/Mn*Zn*".

4.5 Estudos da BthTX-11 em presenca de ions calcio

Os estudos estruturais das toxinas Asp49-PLA,s descritas como detentoras de baixa
ou moderada atividade catalitica PrTX-1I1 e BthTX-Il, demonstraram que seus sitios de
coordenacdo de calcio encontram-se distorcidos (Andriao-Escarso et al., 2000; Rigden et al.,
2003; Correa et al., 2008). Rigden et al. (2003) explicam que o modelo cristalografico da
PrTX-I1l estaria em um forma inativa, sendo o loop de ligacdo de calcio reordenado quando
em contato com fosfolipideo. Ja Correa et al. (2008) fundamentam que essa regido da BthTX-
Il permaneceria distorcida e 0 mecanismo de acédo seria diferente das demais Asp49-PLA,S e
independente de célcio. Portanto, avaliamos se haveria um ordenamento ou mudanca
conformacional do loop de ligacdo de célcio da BthTX-1l na presenca deste ion através da

técnica de cristalografia de raios X.

Com o intuito de corroborar as hipéteses levantadas pela estrutura cristalogréfica

BthTX-11/Ca®*, buscamos complementa-los com estudos experimentais e teéricos. Para tanto,



86

estabelecemos colaboragdo com a Dra. Mariana Cintra-Francischinelli (na época realizava o
doutorado no Laboratorio di Patogenesi Microbica, Dipartimento di Scienze Biomediche
Sperimentali, Universita di Padova, Italia) que avaliou a toxicidade da BthTX-Il em células
musculares em duas situacdes, em auséncia e em presenca de célcio extracelular. Os dados
cristalogréficos ainda foram complementados por estudos filogenéticos de PLA,S e PLA.S
homologas de veneno de serpente, desenvolvidos pelos alunos de nosso proprio laboratorio
(Dra. Juliana lzabel dos Santos e Me. Carlos Henrique Alexandre Fernandes, alunos do
orientador dessa dissertacdo, Prof. Dr. Marcos Roberto de Mattos Fontes), e pelo Prof. Dr.
Antonio Sérgio Kimuz Braz, atualmente professor da Universidade Federal do ABC. Por
motivos didaticos, os estudos funcionais e filogenéticos estdo organizados antes dos
cristalograficos. Todos esses dados foram organizados e publicados no periddico Proteins:
Sructure, Function, and Bioinformatics, com o titulo “Sructural, functional and
bioinformatics studies reveal a new snake venom homologue phospholipase A, class”
(disponivel no Apéndice).

4.5.1 Estudos funcionais da BthTX-11

A toxina BthTX-II adquire a forma dimérica em solugdo conforme observado em
experimentos de SDS-PAGE e espalhamento dindmico de luz (DLS) (Dos Santos et al.,
2011). A importancia da formacdo do dimero de PLA,s em solucdo é ressaltada por alguns
estudos (Bahnson, 2005). Teste de clivagem de fosfolipideos por miotoxinas botrdpicas
(Tabela 9), indicam que o valor observado da BthTX-II é muito inferior do que o de uma
Asp49-PLA; cataliticas (Mt-I de Bothrops asper) e é proximo dos valores das Lys49-PLAs,
indicando auséncia da atividade catalitica da BthTX-Il e PLA,s homdlogas (Dos Santos et al.,
2011). Esse teste é realizado com um kit comercial para avaliar atividade catalitica de PLA,
secretadas (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI), usando o analogo de 1,2-dithio of
diheptanoyl phosphatidylcholine como substrato. Se houver hidrolise da ligacédo tiol-éster na
posicdo sn-2 do fosfolipideo, tidis livres sdo detectados por DTNB (5,5-dithio-bis-(2-
nitrobenzoic acid)).

Ensaios de viabilidade celular em tempo real de miotubos C2C12 com e sem calcio

extracelular administrando-se 50ug da BthTX-Il na cultura celular resultam em progressiva
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degeneracdo das células observada por perda de morfologia, acimulo de agregados no citosol,
fragmentacdo e eventual perda de sarcolema (Dos Santos et al., 2011). A morte celular de
miotubos provocada pela toxina com auséncia e presenca de calcio também foi analisada e

mostrou ser dose e tempo-dependente em ambos as situagdes (Dos Santos et al., 2011).

Tabela 9 Capacidade de toxinas botropicas de clivar fosfolipideos.

Asp49-PLA,s de Bothrops

BthTX-1I . 0,097 + 0,017 pmol/min/mg ?
jararacussu
BthTX-I Lys4S-PLA.s de Bothrops 0,62 + 0,42 wmol/min/mg °
jaracussu
Mt-1 (catalitica) Asp49-PLA,s de Bothrops asper 282,0 + 24,6 pmol/min/mg ®
BaspTX-11 ou Mt-11 Lys49-PLA,s de Bothrops asper 0,028 + 0,003 pmol/min/mg °

2 Valores extraidos de (Dos Santos et al., 2011). ® Valores extraidos de (Cintra-Francischinelli et al., 2009b).

Conforme observado nos resultados funcionais acima citados é possivel questionar a
capacidade catalitica da BthTX-Il, ja que alguns resultados indicam auséncia de atividade
catalitica e outros experimentos, baixa ou moderada (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Pereira
et al., 1998; Andriao-Escarso et al., 2000; Dos Santos et al., 2011). Além disso, essa toxina é
miotdxica em mecanismo independente de calcio, tendo uma semelhanca funcional com
PLA,s homologas, conforme ilustra a Tabela 9. A polémica da reduzida ou inexistente
atividade catalitica das Lys49-PLA,s nos anos 80 aparenta, nesse momento, ressurgir para a
BthTX-1I, uma Asp49-PLA,. O mesmo questionamento levantado naquela época por van den
Bergh et al. (1988) pode ser analisado novamente, i.e., seria a baixa atividade catalitica
observada na BthTX-1l decorrente da contaminagdo de outras PLA,s cataliticas proveniente
da purificacdo do veneno bruto de Bothrops jararacussu? Analisando o método de purificacao
deste veneno de Homsi-Brandeburgo et al. (1988) na etapa de separacdo das fosfolipases A,
(22 etapa em cromatografia em coluna de troca i6nica em gradiente de concentracdo), a
BthTX-1 ¢ 0 5° e Gltimo pico, enquanto a BthTX-11, 0 4°. Os picos anteriores, 1°, 2° e 3°, dessa
etapa de separacdo continham PLA,s acidas com alta atividade catalitica (Homsi-

Brandeburgo et al., 1988). Conforme questionado anteriormente sobre a real eficiéncia do
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processo de separacdo, é possivel que haja contaminacdo de PLA,s acidas e cataliticas no 4°
pico referente a BthTX-Il. Experimentos com BthTX-Il recombinante seriam cruciais para
avaliar a real inatividade catalitica e comprovar ou descartar a hipotese de contaminacéo,
assim como Ward et al. (2002) comprovaram auséncia de atividade catalitica de Lys49-PLA,

recombinante.

4.5.2 Estudos filogenéticos e comparacfes de sequéncias entre PLA,s de veneno de

serpentes

Em colaboracdo com alguns alunos de nosso laboratério, estudos filogenéticos foram
realizados com maioria das fosfolipases A, e PLA,s homdlogas de veneno de serpente da
subfamilia Crotalinae (familia Viperidae) com sequencia de aminoécidos disponiveis no
banco de dados do NCBI (The National Center for Biotechnology Information disponivel em:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Dos Santos et al., 2011). A arvore filogenética foi gerada

através de analise Bayesiana com PLA,s com variagdes de Asp, Lys, Arg, GIn e Asn na
posicao 49 (Figura 21, para mais detalhes das sequéncias ndo especificadas na imagem, vide
Tabela V do nosso artigo (Dos Santos et al., 2011) no apéndice). A arvore obtida pode ser
dividida em dois grupos com um ancentral comum, um de ramo catalitico e outro com
atividade independente de célcio. O segundo ramo é formado pelas toxinas basicas Asp49-
PLA,s (BthTX-1I, PrTX-111 e Mt-111), Arg49 e Lys49-PLA.s, enquanto o primeiro, pelas
toxinas basicas Asn49 e GIn49-PLA,s e Asp49-PLA,s tanto basicas como &cidas. Cabe
ressaltar que todas as Arg49 e Lys49-PLA,s sdo PLA,s homdlogas, isto é, desprovidas de
atividade catalitica, e foram agrupadas em ramo B em conjunto com as “cataliticas” Asp49-

PLAs basicas (BthTX-11, PrTX-111 e Mt-111).

Portanto, os resultados desse estudo filogenético corroboram os dados funcionais (Dos
Santos et al., 2011) e cristalograficos da estrutura nativa da BthTX-1l e da PrTX-I1l (Rigden
et al., 2003; Correa et al., 2008), situando a BthTX-1l em conjunto com a PrTX-Ill e Mt-11l,
numa relacdo filogenética mais proxima de Lys49-PLA,s do que Asp49 &cidas. Outros
estudos filogenéticos foram realizados com objetivo semelhante de se conhecer a evolugdo
das toxinas, contudo menos sequéncias protéicas foram utilizadas e ndo foi encontrado uma

explicacdo semelhante da que encontramos (Ohno et al., 2003; Wei et al., 2006).
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Figura 21. Arvore filogenética de PLA,s e PLA,s homoélogas de veneno de serpente. A arvore filogenética pode
ser separada em ramo A, composto por toxinas cataliticas, e ramo B, por toxinas detentoras de mecanismo
independente de calcio.

Para estudar em mais detalhes as Asp49-PLA,s basicas que foram agrupadas em
ramo composto por toxinas desprovidas de atividade catalitica e detentoras de mecanismo
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independente de célcio, optamos por realizar analise de sequéncia dessas toxinas. Para tanto,
selecionamos trés candidatos da classe Asp49 e quatro Lys49-PLA;s, aléem da BthTX-lII,
PrTX-I11 e Mt-11l. A DacuTX de Deinagkistrodon acutus e a AhalTX de Agkistrodon halys
pallas foram selecionadas entre Asp49-PLA.s, j4 que apresentam os mesmos residuos da
regido do loop de ligacéo de calcio (residuos 26 a 33) da BthTX-1l e possuem seus modelos
cristalogréaficos elucidados. Ja as demais toxinas foram selecionadas por serem proveniente de
serpentes do mesmo género da serpente cujo veneno contém a BthTX-Il, Bothrops
jararacussu. A BthTX-I, analisada no item 4.1 e BthA-I (Asp49-PLA,) séo purificadas dessa
mesma serpente, Bothrops jararacussu, a PrTX-I, PrTX-1l (Lys49-PLA;) e a PrTX-IlI
(Asp49-PLA;) de Bothrops pirajai e a Mt-11 (Lys49-PLA;) e Mt-lll (Asp49-PLA;) de
Bothrops asper. Realizamos uma busca no banco de dados pelas sequéncias dessas toxinas
proveniente tanto do sequenciamento como dos modelos cristalograficos, algumas diferencas
em alguns poucos residuos foram encontradas conforme indica a Tabela 10. Diante do
detalhamento possibilitado pela técnica de cristalografia de raios X em alta resolucdo e do
pequeno erro do sequenciamento, optamos por dar preferéncia as sequéncias dos modelos
cristalograficos. No entanto, a sequéncia da PrTX-1lIl e da DacuTX provenientes do
sequenciamento e dos modelos cristalograficos apresentam diversos aminoacidos diferentes,

sendo entdo ambos selecionados para o alinhamento.

Realizamos o alinhamento (Figura 22) utilizando o programa Clustal X 2.1 (Larkin et
al., 2007). Optamos por realizar o alinhamento collmpleto das sequencias com configuracfes
padrdes, que inclui analise filogenética para organizar proteinas mais semelhantes proximas
entre si. Resultado semelhante a arvore filogenética foi obtido, as Asp49-PLA,s BthTX-II,
PrTX-111 (PDB id: 1GMZ) e Mt-lll foram organizadas mais préximas das Lys49 e mais
distantes das demais Asp49. Considerando essa proximidade e que a regido do C-terminal foi
apontada por estudos com peptideos sintéticos (Lomonte et al., 2003b) e mutagédo sitio-
dirigida (Chioato et al., 2007) como importante para as atividades farmacologicas de Lys49-
PLA,s, optamos por analisar minuciosamente o C-terminal (residuos 111 a 133). O critério
utilizado foi o carater dos residuos, ja que estudos demonstraram que os residuos basicos e
hidrofébicos seriam os responsaveis pela interacdo com os fosfolipideos da membrana
bioldgica encontrada em células musculares e dos lipossomos (Diaz et al., 1991; Falconi et
al., 2000; Diaz et al., 2001; Ambrosio et al., 2005; Dos Santos et al., 2009b).
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Tabela 10 Diferenca entre sequenciamento experimental e modelo cristalografico da PrTX-I e 1l e BthTX-I

Cadigo Residuo diferente
NCBI: 209572966 | 116: L
PrTX-I
PDB: 2Q2J 116: K
NCBI: 17368328 |132:D
PrTX-Il
PDB: 1QLL 132: K
NCBI: 209572966 | 67: D
BthTX-I
PDB: 2H81 e 31Q3 | 67: N
10 20 30 40 49 60 70
BthTX-II DLWQFGOMILKETGKLPFPYYTTYGCYCGWGGQGQPKDATDRCCFVHDCCYGKLTNCKPKTD
Mt-IIT SLIEFAKMILEETKRLPFPYYTTYGCYCGWGGQGQPKDATDRCCFVHDCCYGKLSNCKPKTD

PrTX-IIT|pdb
PrTX-1
PrTX-I1I
BthTX-I
Mt-I1
PrTX-I1T1|seq
DacuTX
DacuTX|seq
AhalTX
BthA-I

BthTX-IT
Mt-I11I
PrTX-III|pdb
PrTX-1I
PrTX-1I1
BthTX-I
Mt-I1
PrTX-I1T|seq
DacuTX | pdb
DacuTX|seq
AhalTX
BthA-I

DLWQFGKMILKETGKLPFPYYVTYGCYCGVGGRGGPKDATDRCCEVHDCCYGKLTSCKPKTD
SLFELGKMILOQETGKNPAKSYGAYGCNCGVEGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCNPKKD
SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVEGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCNPKKD
SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVEGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCNPKKD
SLFELGKMILOQETGKNPAKSYGAYGCNCGVEGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCNPKKD
DLWOQFGOMILKETGKLPFPYYTYGGCYCGVGGRRGLGTKDDRCCYVHDCCYKKLTGCPKTDD
SLIQFETLIMKVVKKSGMFWYSAYGCYCGWGGHGRPODATDRCCEVHDCCYGKVTGCDPKMD
SLIQFETLIMKVVKKSGMEFWYSAYGCYCGWGGHGRPQDATDRCCEVHDCCYGKVTGCDPKMD
SLIQFETLIMKVAKKSGMEFWYSNYGCYCGWGGQGRPQDATDRCCEVHDCCYGKVTGCDPKMD
SLWQFGKMINYVMGESGVLQYLSYGCYCGLGGOQGQPTDATDRCCEVHDCCYGKVTGCDPKID

* * * * Kk kK *kAhkkKk kk kkk Kk * *

80 90 100 111 115 122 132
RYSYSRENGVIICGEGTPCEKQICECDKAAAVCFRENLRTHM-KKR
RYSYSRKSGVIICGEGTPCEKQICECDKAAAVCEFRENLRT
RYSYSRKDGTIVCGENDPCRKEICECDKAAAVCEFRENLET
RYSYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGT
RYSYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGT
RYSYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGT
RYSYSWKDKTIVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLNT
RYSYSWLDLTIVCGEDDPC-KELCECDKAIAVCEFRENLGT
SYTYSEENGDIVCGGDDPCKREICECDRVAADCEFRDNLET
SYTYSEENGDIVCGGDDPCKREICECDRVAAVCEFRDNLET

* * * * * kK %k * Kk K * * * *

Figura 22 Alinhamento de Lys49 e Asp49-PLA,s. O simbolo * representa residuos conservados. Os residuos do
sitio de ligacdo de calcio estdo grifados em tons de cinza, sendo o tom claro caracteristico de Asp49-PLA,s como
residuos essenciais para coordenacdo. Numeragdo grifada em amarelo (residuos 111 a 133) representa a regiao
do C-terminal apontada por estudos como regido responsavel pelo mecanismo miotoxico independente de célcio
de Lys49-PLA,s (Lomonte et al., 2003b; Chioato et al., 2007). Nesta regido, os residuos hidrofébicos estdo
grifados em magenta (glicina (G), alanina (A), valina (V), leucina (L), metilalanina (M), isoleucina (1), prolina
(P)); os residuos com anel aromatico estéo grifados em vermelho (fenilalanina (F), tirosina (Y) e triptofano (W));
residuos polares com carater basico estdo grifados em verde agua (lisina (K), arginina (R) e histidina (H)); com
carater negativo em azul (&cido aspartico (D) e acido glutdmico (E)); e neutros ndo grifados (asparagina (N),
cisteina (C), serina (S), glutamina (Q) e treonina (T)). X é um aminoacido ndo identificado.

Nas analises realizadas, observamos que o C-terminal das PLAs e PLA,s homdlogas
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alinhadas pode ser separado entre acido e basico de acordo com o nimero de residuos
positivos e negativos (Tabela 11). Apesar de a estrutura primaria da PrTX-I11 proveniente do
sequenciamento (NCBI id: 17865540) apresentar muitas diferengas em comparacdo ao
modelo cristalografico (PDB id: 1GMZ), ambos C-terminais sdo bésicos. Contudo essa
diferenca ressalta a necessidade de repetir o processo de sequenciamento por espectrémetro
de massa e definir real sequéncia da PrTX-Ill. Os C-terminais basicos séo caracteristica
essencial de todas as Lys49-PLA,s analisadas e da BthTX-Il, PrTX-IIl (PDB id: 1GMZ) e
Mt-I11. Analisando-os, observamos a manutencdo das lisinas 115, 128 e 129. A Lys122 que
foi ressaltada em diversos estudos com Lys49-PLA,s como residuo crucial ao mecanismo
miotdxico (Ambrosio et al., 2005; Fernandes et al., 2010) ndo esta presente na BthTX-Il e
Mt-111, curiosamente a regido do C-terminal dessas duas Ultimas toxinas sdo idénticas.
Enquanto as toxinas com C-terminal basico possuem entre 5 e 8 residuos basicos e 1 e 3
acidos, as com &cido, entre 2 e 3 bésicos e 4 e 6 &cidos. A presenca de 3 a 5 residuos com
anéis aromaticos em todas as sequéncias analisadas indica que possivelmente essa regido é
importante para interacdo com a membrana bilipidica conforme indica outros estudos (Falconi
et al., 2000; Ambrosio et al., 2005). Apesar de haver diferencas entre sequenciamento da
DacuTX (NCBI id: 97180271) e da PrTX-111 (NCBI id: 17865540) e o modelo cristalografico
(DacuTX PDB id: 11JL e PrTX-I11 PDB id: 1GMZ), ndo foram observados diferengas quanto
ao carater total do C-terminal. Ressaltamos a necessidade de repetir processo de

sequenciamento por espectrometro de massa e definir real sequéncia dessas duas toxinas.

Segundo resultados da arvore filogénica (Figura 21), a BthTX-Il agrupa-se proxima
de outras duas Asp49-PLA.s, a Mt-11l1 e a PrTX-11l. Conforme os experimentos funcionais
indicam, a BthTX-II, apesar de possuir todos os residuos essenciais a catalise, ndo apresenta
tal atividade e possui mecanismo independente de célcio (item 4.5.1). E quanto a essas outras
duas toxinas? Comparando o cromatograma da purificagio do veneno de Bothrops
jararacussu (Homsi-Brandeburgo et al., 1988) e da Bothrops pirajai (Mancuso et al., 1995) é
possivel perceber que estes sdo praticamente idénticos. Contudo, na separacdo das PLA,s (22
etapa de purificacdo por troca ionica), a atividade catalitica observada pelos picos anteriores
ao da BthTX-II apresentam maiores valores (Homsi-Brandeburgo et al., 1988), enquanto os
anteriores da PrTX-11lI, menores (Mancuso et al., 1995). O pico seguinte da BthTX-II é
referente a BthTX-I que é reportada como sem capacidade catalitica e os picos seguintes da
PrTX-11l sdo Lys49-PLA,s com atividade catalitica residual, PrTX-1l e PrTX-I (Homsi-
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Brandeburgo et al., 1988; Mancuso et al., 1995). Segundo os estudos de Andrido-Escarso et
al. (2000), a atividade catalitica da BthTX-Il e da PrTX-11l sdo moderadas e com valores
semelhantes. No caso da 22 etapa de purificagdo do veneno da Bothrops jararacussu, a
presenca de fosfolipases A, &cidas com alta atividade catalitica nos picos anteriores ao da
BthTX-1I levanta a hipdtese da moderada atividade catalitica desta ser decorrente a atividade
das acidas, que seriam um vestigio em uma purificacdo ndo totalmente eficiente. A mesma
hipdtese ndo procede no caso da PrTX-lll, ja que esse pico apresenta atividade catalitica
maior do que o0s demais, a0 menos pelos experimentos apontados por Mancuso e
colaboradores (1995). Em nossos resultados funcionais, observamos auséncia da atividade
catalitica da BthTX-Il, contudo os acima abordados denominam-na como moderada (Homsi-
Brandeburgo et al., 1988; Andriao-Escarso et al., 2000). A diferenca de metodologia poderia
explicar tal incongruéncia de resultados, ja que em experimentos aqui apontados foi utilizado
0 anélogo de 1,2-dithio of diheptanoyl phosphatidylcholine como substrato (Dos Santos et al.,
2011) e nos demais (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Andriao-Escarso et al., 2000)
(Mancuso et al., 1995), gema de ovo. Cabe ressaltar que os protocolos de purificacdo foram
0s mesmos. Dessa forma, questionamos se o teste catalitico com gema de ovo como substrato
seria realmente eficaz para observar a atividade catalitica da BthTX-Il e se a atividade
catalitica da PrTX-I1l seria observada na metologia aqui empregada.

A Mt-1l1 aparenta ser um caso diferente das anteriores, ja que a atividade catalitica
foi observado em diversos experimentos (Kaiser et al., 1990; Bultron et al., 1993a; Bultron et
al., 1993b; Chaves et al., 1998). Curiosamente, esta toxina apresenta também um mecanismo
de desestabilizacdo de membrana independente de calcio (Bultron et al., 1993a; Bultron et al .,
1993b; Chaves et al., 1998), fato incomum entre demais PLA,s de veneno de serpentes,
contudo também observado na PrTX-1I1 (Soares et al., 2001). O mecanismo independente de
calcio da Mt-11l também foi encontrado por Falconi e colaboradores (2000) em lipossomos,
contudo estes autores foram além ao analisar a interface eletrostatica da regido externa tanto
de Asp49 como de Lys49-PLA,s. Semelhante as duas divisdes aqui levantadas quanto ao
carater do C-terminal, Falconi e co-autores dividiram as toxinas entre duas classes, uma com
uma regido basica e outra com duas regides. A primeira classe seria exclusiva de PLA5S
cataliticas, enquanto a segunda seria composta por PLA,s homdlogas e pela Mt-111 (Falconi et
al., 2000). Outro experimento interessante é a sintese do peptideo referente a regido do C-
terminal (115 a 129) da Mt-111 e da BthTX-1l (Nunez et al., 2001) que interessantemente tém
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essa regiao idéntica (Figura 22). Este peptideo ndo foi capaz de exercer atividade miotoxica
nem a de induzir edema, contudo se complexa com o inibidor heparina. Segundo os autores,
aparentemente o C-terminal é uma regido importante para interacdo com fosfolipideos de
membrana, porém ndo com a desestabilizacdo desta (Nunez et al., 2001). Cabe ressaltar que
entre os peptideos sintéticos baseados no C-terminal de Lys49-PLAys, alguns se mostraram
inbgquos (Lomonte et al., 2003b), de forma que os observados de Nunez et al. (2001) nédo
excluem a possibilidade da regido C-terminal estar relacionada com mecanismo independente
de célcio da Mt-111 ou da BthTX-II.

Diante da discussdo acima levantada, as toxinas BthTX-Il, PrTX-1Il e Mt-llI
aparentam ter grandes semelhancas. Questionamos, porém, se a atividade catalitica da PrTX-
Il seria também observada em outras metodologias. Consequentemente, 0 mecanismo
miotdxico independente de céalcio apresentado pela BthTX-II, PrTX-1Il e Mt-Ill séo
semelhantes e tem relacdo com o C-terminal, porém de maneira diferente da apontado em
Lys49-PLA,S.

Tabela 11 Distribuicao de residuos separados por polaridade, cargas e presencga de anel aromatico entre Lys49 e

Asp49-PLA,s com denominacdo do C-terminal entre basico e acido

béasicos aromaticos | hidrofébicos neutros acidos

Asp49-PLA,S BthTX-II 7 (32%) 3 (14%) 7 (32%) 3 (14%) 2 (9%)
C-terminal Mt-I11 7 (32%) 3 (14%) 7 (32%) 3 (14%) 2 (9%)
béasico PrTX-lll1 pdb |5 (23%) 3 (14%) 3 (14%) 8 (36%) 3 (14%)
Lys49-PLA,s  PrTX-l 6 (29%) |4 (19%) |5 (24%) |4 (19%) 2 (10%)
C-terminal PrTX-II 7 (33%) 4 (19%) 4 (19%) 4 (19%) 2 (10%)
basico BthTX-I 7 (33%) 4 (19%) 5 (24%) 4 (19%) 1 (5%)
Mt-I1 6 (29%) 3 (14%) 6 (29%) 5 (24%) 1 (5%)

ACL-myo 7 (33%) 5 (24%) 2 (10%) 5 (24%) 2 (10%)

Asp49-PLAS PrTX-Illlseq |8 (38%) 3 (14%) 5 (24%) 4 (19%) 1 (5%)
Asp49-PLA,S DacuTX|pdb |2 (9%) 4 (17%) 3 (13%) 8 (35%) 6 (26%)
C-terminal DacuTX|seq |2 (9%) 4 (17%) 3 (13%) 9 (39%) 5 (22%)
acido AhalTX 3 (13%) 4 (17%) 6 (25%) 7 (29%) 4 (17%)
BthA-I 3 (14%) 5 (23%) 4 (18%) 6 (27%) 4 (18%)
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4.5.3 Estudos estruturais da BthTX-11 em presenca de ions célcio

A BthTX-Il, conforme anteriormente descrito, € uma Asp49-PLA, com atividade
catalitica questiondvel. A estrutura apo desta toxina apresenta distorcdo no loop de célcio
(Correa et al., 2008). Essa distor¢do poderia ser decorrente da auséncia de calcio na condi¢do
de cristalizacdo, portanto, optamos por cristalizar a toxina em presenca abundante de calcio

para observar se essa regido nao teria sua conformacao alterada.

Na minha Iniciacdo Cientifica, iniciei os estudos estruturais da BthTX-1I em
presenca de ions calcio (Borges, 2009). Nesta época tivemos grande dificuldade na
cristalizacdo, uma vez que obtinhamos cristais que ndo apresentavam padrdo de difracdo
satisfatorio para coleta de dados. A alta mosaicidade observada nas imagens inviabilizava ou o
processamento de dados ou o refinamento da estrutura. No entanto, ap0s sucessivas tentativas
de cristalizacdo deste complexo, coleta e processamento de dados, conseguimos realizar o

processamento (Tabela 12).

O modelo nativo (PDB ID: 20QD) foi utilizado para substituicdo molecular. Um
dimero foi encontrado na unidade assimetrica assim como indicou o coeficiente de Matthews,
0 que é corroborado pelos experimentos de DLS e eletroforese (Dos Santos et al., 2011). Duas
possiveis configuracfes diméricas na cela unitaria foram observadas para elucidacdo da
estrutura, como ja descrito por Correa e colaboradores (2008), sendo a sugerida por estes,
escolhida. Realizamos ciclos de refinamento e observamos auséncia ou baixa relagdo sinal
ruido (I/c) da densidade eletrdnica em algumas cadeias laterais, observacdo possivelmente
provocada pela alta vibracdo ou mais de uma ocupacgdo desses atomos. Em vista disso, as
cadeias laterais dos seguintes residuos foram excluidas: Arg43, Lys54, Lys69, Glu78, 11e82,
Glu86, Lys114, Lys115, Aspl22, Lys128 e Lys132 do mondmero A, e Arglll e Lys115 do
mondmero B, demonstrando uma maior estabilidade deste ultimo mondmero, j& que as
densidades eletrénicas estavam mais definidas. Cabe ressaltar que a maioria dos residuos
estdo na regido do C-terminal, regido que, nas PLA,s homdlogas, apresenta maior fator
temperatura quando comparada a média geral da proteina (Magro et al., 2003; Ambrosio et
al., 2005; Dos Santos et al., 2009Db).
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Tabela 12. Estatisticas de coleta de dados de difragdo de raios X da BthTX-IlI com a uma resolugéo de 2,10A.

Linha coletada (LNLS) MX2

Grupo Espacial Cc2

Cela unitaria (A) a=59,24; b=100,88; c=47,17
Resolucdo (A) 50,44-2,10 (2,20-2,10)*
Reflexdes Unicas 12718 (1625)*
Redundancia média 3,7(3,5)°

R merge” (%) 10,4 (51,0)*
Completeza (%) 97,4 (99,4)%

I/ (I) 10,79 (2,55)*
Desvio RMSD dos valores ideais

gomprimento das ligacdes (A) 0,019
Angulos das ligagdes (°) 1,68

Gréfico de Ramachandran (%)

Regido mais favoravel 89,2
Regido aceitavel 10,8
Rcrist ¢ (%) 21,9
Riree ¢ (%) 24,9

# NUmeros em parénteses sdo para a faixa de mais alta resolugio. b Rimerge = Zrki(Eilll nic,ir<! i =)/ Zhiti <l nir>, onde | é a
intensidade de uma medida individual de uma reflexdo com indices de Miller h, k e I, e <ly> é a intensidade média daquela
reflexdo. Calculado para | > -36 (I). ° R = Ryq (| [Fobsyq| - |Fealcuq| | ) / [Fobsql, onde [Fobsy| e [Fealcy| sdo as amplitudes
dos fatores de estrutura observados e calculados. ¢ R & equivalente a0 Rgig, porém calculado com 5% das reflexdes
omitidas no processo de refinamento.

A busca por regibes candidatas aos ions calcio foi realizada conforme especificado
no item 3.6, encontramos algumas regides candidatas aos ions calcio, no entanto, apenas duas
em cada um dos mondmeros satisfizeram as condi¢des pré-estabelecidas. Mdleculas de dgua
foram adicionadas no modelo e o refinamento foi concluido com as estatisticas finais de
R=21,9% e Rsree=24,9%. O modelo foi submetido ao PROCHECK (Laskowski et al., 1993) e
ndo apresentou nenhum residuo na regido generosamente permitida ou na nao permitida do
grafico de Ramachandran. Além disso, o modelo apresentou melhor qualidade

estequiométrica do que o esperado pelas estruturas com essa mesma resolucdo (Overall G-
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factor) (Laskowski et al., 1993). A estrutura foi depositada no banco de dados de proteinas
(PDB id: 3JR8). Cabe ressaltar que o estudo do local de intera¢do dos ions calcio bem como a
analise dessa estrutura cristalografica com demais modelos presentes no banco de dados foi
realizado em conjunto com Dra. Juliana Izabel dos Santos, sendo parte de seu doutorado (Dos
Santos, 2011).

4.5.3 Comparacéo da BthTX-11/Ca’*e outras PLAs

A primeira comparagdo da estrutura BthTX-I1/Ca** realizada foi com seu modelo
nativo (PDB id: 20QD) (Correa €t al., 2008). A sobreposicdo dos C“ desses dois modelos
cristalogréaficos, ambos diméricos, resultou em um desvio (RMSD (root-mean-square
deviation ou valor de desvio calculado através da raiz quadrada da média dos quadrados das
distancias entre atomos equivalentes)) de 0,38 e 0,83 A para os mondémeros A com A e B com
B, respectivamente, sendo o principal desvio observado na regido correspondente aos residuos
77 a 81 do mondémero B (regido pontilhada na Figura 23). Para compreender razdo para tal
diferenga, realizamos anélise minuciosa dessa regido (Figura 24). Com base na distancia
observada entre o ion célcio e os oxigénios das cadeias principais do &cido glutamico 78 do
mondmero B de ambas as estruturas, € improvavel que a diferenca estrutural ressaltada tenha
sido ocasionada pela presenca deste ion em regido adjacente (Figura 23). O Glu78B da
BthTX-11/Ca’* apresenta cadeia lateral e um de seus oxigénios estabelece uma ligagdo de
hidrogénio com uma molécula de agua, ja no modelo nativo, este residuo ndo apresenta cadeia
lateral delimitada e esta regido estd sendo ocupada por diversas moléculas de agua (Figura
24). Ainda no modelo nativo, uma dessas aguas estabelece ligacdo de hidrogénio com o
nitrogénio da cadeia lateral da Lys115A, sendo essa cadeia lateral ndo delimitada no modelo
com célcio (Figura 24). Diante dessas observagdes, é possivel inferir que a presenca da cadeia
lateral estavel do Glu78B provoca vibracdo da Lys115A no modelo com célcio e no nativo o
oposto ocorre, sendo entdo responsavel pela distor¢do observada. Além disso, cabe ressaltar
que essa regido dos residuos 77 a 81 é altamente varidvel nos diversos modelos
cristalogréaficos presentes em PLA,s homologas (Murakami e Arni, 2003, p. 906). O sitio de
coordenacdo do célcio da estrutura BthTX-11/Ca** permaneceu semelhante ao da nativa

mesmo com fonte abundante de célcio na cristalizagao.
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Figura 23. Sobreposicéo de C* da BthTX-Il nativa e com célcio. Em azul escuro e em azul claro, BthTX-11/Ca*"
e BthTX-Il (20QD), respectivamente. Em verde é a regido do loop de ligacéo de calcio. Em destaque em preto,
regido com maior RMSD.

Figura 24. Presenca e/ou auséncia de cadeia lateral dos residuos Glu78/B e Lys115/A nas formas complexada
(em roxo) e apo (20QD) (em ciano) da proteina BthTX-Il. As esferas (em ciano e em roxo) representam
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moléculas de agua presentes em ambas as formas. Em linhas pontilhadas sdo apresentadas as distancias entre o
fon célcio presente na BthTX-11/Ca*" e 0 4&tomo O/Glu78/B de ambas as formas.

A andlise da estrutura priméria e secundaria da BthTX-11/Ca’* aponta que esta
apresenta as caracteristicas comuns de PLAs, i.e. 7 pontes dissulfeto (Schaloske e Dennis,
2006), conservacdo dos aminoacidos do sitio catalitico His48, Tyr52, Tyr73 e Asp99 e 0s
envolvidos na coordenacdo do célcio Tyr28, Gly30, Gly32 e Asp49 (Scott et al., 1990a;
Murakami e Arni, 2003; Bahnson, 2005). Apesar de haver conservacdo dos supostos pre-
requisitos para coordenacdo do célcio e catalise, os ions de calcio ndo foram observados nessa

regiao.

A comparacao das sequéncias de PLA,s e PLA,s homologas, no item 4.5.2, indicou
que, possivelmente, o carater basico do C-terminal de algumas PLA,s esta relacionado com
sua capacidade de provocar efeito miotoxico independente de célcio. Entdo, analisamos suas
estruturas terciarias com objetivo de obter maiores detalhes desse mecanismo em comparagao
a BthTX-11/Ca®*. Essa analise foi realizada também por Correa e colaboradores (2008) que
observaram o loop de ligacdo de célcio da BthTX-I1 e da PrTX-1ll distorcido em comparacao
ao de Lys49-PLA,s (BthTX-I e PrTX-11) e de outras Asp49-PLA,s (BthA-I e duas toxinas de
Agkistrodon halys pallas). Entre as explicagdes estruturais para distor¢do, esses autores
apontaram o Trp31 da BthTX-1I voltado a direcdo oposta da Leu31 da BthA-1 e uma ligacao
de hidrogénio formada entre os oxigénios da cadeia lateral da Tyr28 e da Asp49. Em nossa
analise, optamos por sobrepor essa regido da BthTX-11/Ca** com a de outras toxinas, a
DacuTX de Deinagkistrodon acutus (PDB id: 1JL) (Gu et al., 2002) e a AhalTX de
Agkistrodon halys pallas (PDB id: 1PSJ). Essa escolha foi motivada por ambas serem Asp49-
PLA,S e possuirem, nessa regido, mesmos residuos, incluindo o Trp3l (Figura 25).
Confirmamos as observacdes de Correa e colaboradores (2008) apontadas anteriormente
(Figura 25A e B) e encontramos uma diferenca na distancia entre o oxigénio da cadeia lateral
da Tyr28 e o nitrogénio do grupo amina da Gly35 (Figura 25C) de Asp49-PLA,s cataliticas e
ndo cataliticas. Essa distancia pode ser padronizada entre as Asp49-PLA,s miotdxicas nao
cataliticas, com 7,64A e 7,87A na BthTX-I1 e PrTX-11I respectivamente, e as PLA,s cléssicas
com distancia entre 3A e 4,5A. Esse aspecto foi observado entre as Lys49-PLA,s com
distancia de 5A a 6,5A (Fernandes et al., 2010).
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Em vista da diferente posicdo da cadeia lateral do Trp31 entre a BthTX-II, PrTX-III,
DacuTX e AhalTX (Figura 25A), este residuo foi analisado minuciosamente e mostrou-se
voltado para regido externa das proteinas. Com o objetivo de obtermos mais detalhes dessa
regido nas diferentes toxinas acima comparadas, optamos por analisar suas estruturas
quaternarias. Ao analisar o dimero da BthTX-Il notamos que se trata da mesma configuracao
do chamado “dimero convencional” adotado pelas Lys49-PLA,s (Figura 26) (Arni e Ward,
1996; Correa et al., 2008; Dos Santos et al., 2009a), sendo mais uma evidéncia da semelhanca
entre essa proteina e essa classe conforme andlises filogenéticas e de cargas do C-terminal
apontaram (item 4.5.2). Cabe ressaltar que o estudo da oligomerizacédo € importante tanto que
a resolucdo de uma estrutura cristalografica PLA, dimérica ofereceu subsidios para
compreensdo da interacdo entre toxina e a interface da superficie (Bahnson, 2005). Para
analise se o dimero cristalografico possui relevancia bioldgica, submetemos os modelos
analisados na Figura 25 ao programa PISA (Tabela 13) (Mais informagdes no item 3.7), com
excecdo da AhalTX que é monomérica. Os resultados do PISA indicaram diferenca entre o
provavel dimero bioldgico da BthTX-Il e PrTX-IIl e o cristalogréafico, dado ndo observado na
DacuTX. Realizamos a andlise da interface de contato entre monémeros com superficie
eletrostatica da DacuTX e dos provaveis dimeros bioldgicos da BthTX-Il e PrTX-I1l (Figura
27). Na estrutura da primeira toxina (Figura 27C), o sitio de ligacdo do célcio esta voltado
para a regido externa sendo que os Trp31 ndo interagem entre si. No caso das duas Ultimas
toxinas, o sitio de coordenacao do calcio estd voltado para o centro da interface do dimero
com os residuos 31 préximos entre si e voltados a regido do C-terminal. Assim como foi
encontrado residuos hidrofébicos na estrutura primaria do C-terminal, encontramos o Trp31,
que € o residuo com maior desvio no sitio de ligagdo de calcio, proximo a essa regido, que é
apontada como possivel responsavel pela atividade miotoxica das Lys49-PLA,s na literatura
(Chioato et al., 2002; Chioato et al., 2007; Cintra-Francischinelli et al., 2009a).

Portanto, com o modelo critalografico da BthTX-Il na presenga de ions calcio
comprovamos que o loop de ligacdo de calcio esta distorcido de maneira que o co-fator do
mecanismo catalitico ndo serd coordenado. Encontramos explicacfes para distorcdo dessa
regido e relagdo com a atividade miotoxica independente de céalcio demonstrada nos
experimentos funcionais. Possivelmente, o carater basico da regido do C-terminal possui

relacdo com esse mecanismo e semelhangas com PLA,s homologas.
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Figura 25 Analise do sitio de coordenacdo do calcio de Asp49-PLA,s A. Sobreposicdo do sitio de coordenagdo
do célcio, em auséncia de calcio na BthTX-Il (em azul) e PrTX-IlI (em verde) e em presenca na DacuTX (em
rosa) e AhalTX (em roxo). B. Sobreposicao dos residuos Tyr28 e Asp49 de Asp49-PLA,. A orientacdo da Tyr28
das toxinas miotoxicas favorece a formagdo de uma ligacdo de hidrogénio entre O8 Asp49 e On da Tyr28,
enquanto nas cataliticas a interacdo é inexistente. C. Distancias entre On da Tyr28 grupo amino da Gly35 de
Asp49-PLA,s classicas (magenta) e miotoxicas (azul). As Asp49-PLA,s classicas estdo sendo representadas por
AhalTX, DacuTX e uma PLA, do veneno de Daboia russelli pulchella.

Figura 26 Semelhanca em cartoon da estrutura quaternaria da BthTX-IlI (Asp49-PLA, com baixa atividade
catalitica) e o “dimero convencional” de uma Lys49-PLA,, BnSP-7.
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Tabela 13. Anélise de 4rea de interface e energia livre de solvatacdo das Asp49-PLA, e BthTX-11/Ca®*. Valores
dados pelo programa online PISA (Krissinel e Henrick, 2007).

Proteinas / Dimero Area de interface (A%  A'G (kcal/mol)?
BthTX-11 (20QD)

Dimero cristalografico 456,5 -2,7
Dimero biolégico 669,5 -13,5

BthTX-11/Ca** (3JR8)
Dimero cristalogréafico 4225 -1,5
Dimero biologico 631,9 -14,6

PrTX-111 (1GMZ)
Dimero cristalografico 522,3 0,3
Dimero biol6gico 639,9 -10,4

DacuTX (11JL)
Dimero biologico e cristalografico 992,7 -15,6

Figura 27. Conformagdes oligoméricas dos dimeros biolégicos de BthTX-Il (A), PrTX-11l (B) e DakuTX (C).
A; e A, também representam conformagdo oligomérica da estrutura BthTX-11/Ca** conforme indicado por
andlises do programa PISA (Krissinel e Henrick, 2007). A,, B, e C, representam a distribuicdo das cargas da
superficie eletrostatica com C terminal (residuos 111 a 133) em cartoon. Em A, e B,, os residuo 31 estdo
préximos entre si e do C terminal, estabelecendo interagdo direta entre sitio de coordenacdo do célcio e o C-
terminal. Em C,, ndo existe relacdo entre Trp31 entre monémeros. Distribuicdo de cargas basicas na superficie
do C-terminal basico em A, e B,, e &cido em C.,.
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os estudos cristalograficos com PLA;s e PLA,s homologas contribuiram para
melhor elucidacdo do mecanismo de acéo independente de calcio. Com o estudo da PrTX-I e
BthTX-1 em presenca de manganés e zinco obtivemos dois estados da toxina, nativo e
complexado com PEG4000. Contudo, em apenas um modelo nativo foi encontrado ions de
zinco, cuja interacdo é com His48 do mondmero canbnico e em His120 de ambos
monbmeros. Para explicar essa suposta inibicdo nestes residuos, hipotetizamos como a toxina
desestabilizaria a membrana para, entdo, promover seu efeito toxico. A regido apontada como
responsavel pelo contato das PLA,s homologas com a membrana é a do C-terminal (Lomonte
et al., 2003a; Chioato et al., 2007), mais especificamente o sitio miotdxico proposto por Dos
Santos et al. (2009b) em conjunto com outros residuos basicos nesse plano. Ainda, ha relacéo
com os residuos do hydrophobic knuckle proposto por Ambrosio et al. (2005) em conjunto
com a Hisl20 do mondémero ndo candnico apontada nesse estudo. Sua interacao
desempenharia papel na entrada de um acido graxo em conjunto com Leul2l (porcdo
referente ao acido graxo no fosfolipideo) até His48 canbnica. Com a ocupagdo desse canal
hidrofobico, 0 mondmero instavel seria organizado em canénico, o0 que possibilitaria entrada
de outra molécula de acido graxo até outra His48. O zinco entdo impediria organizacdo do
monbémero instavel em candnico através de interacdo simultanea de His48 e His120. Dessa
maneira, a relevancia da His120 e a relacdo entre sitio miotdxico e hydrophobic knuckle e

mondmeros candnicos e ndo candnicos sao identificadas pela primeira vez.

Os estudos cristalograficos com a BthTX-II indicaram que mesmo em presenca do
co-fator célcio na condicdo de cristalizacdo, o loop de ligacdo de célcio encontra-se
distorcido. Observacdo semelhante é indicada nos estudos estruturais nativos da BthTX-II
(Correa et al., 2008) e da PrTX-1ll (Rigden et al., 2003). Encontramos as interaces que
provocam essa distor¢cdo (Correa et al., 2008) e possivel relevancia em seu mecanismo de
acao independente de calcio. A partir das analises do programa PISA, propomos que o dimero
com relevancia bioldgica da BthTX-1l € mantido pelas interacdes entre os loops de ligacdo de
calcio. Nessa diferente oligomerizacdo, o Trp31 participaria da interface de contato do
mondmero e teria relacdo com a regido do C-terminal, interacdo esta ndo observada no dimero

da DacuTX (PLA,s &cidas). Estudos filogenéticos de PLA,s e PLA,s homologas indica
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relacdo filogenética da BthTX-II, PrTX-111 e Mt-Ill (todas Asp49-PLA,s basicas descritas
como cataliticas) mais proxima de PLA,s homdlogas do que demais Asp49-PLA.s, sugerindo
possivel relagdo entre mecanismo de acdo independente de célcio (Dos Santos et al., 2011).
Diante das semelhancas observadas no estudo filogenético, ressaltamos o carater hidrofébico
e positivo da regido do C-terminal dessas Asp49-PLA,s basicas como fundamental para
exercer a atividade miotdxica independente de calcio em interacdo eletrostatica com
membrana bioldgica, assim como o0 é em Lys49-PLA,s.

Dessa maneira, maiores detalhes foram observados acerca do mecanismo de agéo
independente de calcio de PLA,s, caso BthTX-IlI realmente seja catalitica, e PLA.S
homologas. Hipotese do mecanismo de desestabilizacdo de membrana da BthTX-1 e PrTX-I
foi levantada com indicacdo da relevancia inédita do residuo His120 e relacdo entre sitio
miotdxico e hydrophobic knuckle. Apesar de ndo termos encontrado 0 manganés nos modelos
cristalogréficos, a observacdo da diferente conformacdo da Arg34 sugere que a importancia
desse residuo deve ser revisada. Além disso, nova coleta de dados em comprimento de onda
da borda de absorcdo dos potenciais ligantes poderiam concluir qual € o atomo responsavel
pela distorcdo da Arg34 e do loop de ligacdo de calcio na estrutura PrTX-1/MnCl..
Ressaltamos também a importancia do estudo estrutural da Mt-111 com objetivo de observar se
seu loop de ligacdo de célcio seria semelhante ao da BthTX-1I e PrTX-Ill. Ainda o estudo
estrutural destas Asp49-PLA,s basicas complexadas com inibidores trariam maiores detalhes
para compreensdo de seu mecanismo de agdo. Apesar de ndo termos encontrado respostas
para alguns dos questionamentos feitos, grandes avangos ja foram alcancados e as novas
perspectivas descritas bem como novos experimentos podem auxiliar ainda mais para
elucidacdo do mecanismo de acdo de independente de célcio de fosfolipases A, e PLAyS

homdlogas.
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