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Estudos estruturais de complexos entre fosfolipases A, homologas isoladas

do veneno de Bothrops moojeni e inibidores da atividade miotoxica

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

corroborando com dados de calorimetria obtidos.

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

inibidores da atividade miotdxica; cristalografia de raios X.



Structural studies of complex between phospholipases A, homologues

isolated from Bothrops moojeni venom and myotoxic activity inhibitors

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

structure.

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

activity inhibitor; X-ray crystallography
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Abreviaturas

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

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

DLS: Espalhamento de Luz Dindmico

ITC: Calorimetria de Titulagdo Isotérmica

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

de lisina na posi¢ao 49

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

PDB: Protein Data Bank

PLA,: Fosfolipases A,

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

RMSD: Desvio da raiz quadratica média

SAXS: Espalhamento de raios X a baixo dngulo

SDS: Sodium dodecyl sulfate
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1.1. Acidentes ofidicos

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

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

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

1.2. Fosfolipases A, e Fosfolipases A, homdélogas

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

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

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

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

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

Dimero
alternativo

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

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

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

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

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

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

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

1.3. Moléculas inibidoras da mionecrose

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

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

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

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

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

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

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

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

1.4. Bothrops moojeni e miotoxinas I e 11

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

A miotoxina I (MjTX-I) ¢ uma toxina isolada do veneno de B. moojeni e ¢ uma
PLA; homologa (Lys49-PLA;) que apresenta uma massa molecular de 13,737 kDa (forma
reduzida) estimada pela sequéncia de aminodcidos. Esta proteina ¢ composta por 121
aminoacidos e contém uma elevada propor¢cdo de residuos basicos e hidrofébicos, podendo
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apresentar formas diméricas, triméricas e tetraméricas em solucdo (Soares, Andriao-Escarso,
et al., 2000; Salvador, Fernandes, et al., 2013). Os efeitos farmacoldgicos da MjTX-I sao
similares aos das demais Lys49-PLA,, apresentando miotoxicidade, cardiotoxicidade,
formacdo de edema, rompimento dos lipossomos e letalidade. A MjTX-I, na sua forma nativa,
ndo apresenta diretamente atividades hemoliticas ou anticoagulante (Soares, Andriao-Escarso,
et al., 2000) e além disso, para exibir a mesma eficacia que outras Lys49-PLA,s em estudos
realizados em preparagdes de musculos, € necessaria cinco vezes mais quantidade de toxina
(Salvador, Fernandes, et al., 2013). A estrutura cristalografica nativa da MjTX-I ¢
diferenciada das outras Lys49-PLAjs por se apresentar tetramérica; além desta proteina
destacar-se por ndo possuir alguns dos residuos responsaveis pela atividade miotoxica
recentemente sugerida para as Lys49-PLA;s de serpentes do género Bothrops (Dos Santos et
al., 2009; Salvador, Fernandes, et al., 2013; Fernandes et al., 2014).

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

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

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

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

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

do género Bothrops.
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5.1. Perspectivas futuras

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

processo de purificacdo e caracterizar a sequéncia, estruturalmente e funcionalmente a toxina.
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