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RESUMO

Este trabalho apresenta um estudo estrutural dos complexos formados entre as
toxinas botropicas BthTX-I e PrTX-I e os inibidores de fosfolipases A, (PLAjs) 12-
metoxi-4-metil-voachalotina (MMV) de Tabernamontana catharinensis e 4cido
rosmarinico (Ro-RA) de Rosmarinus officinalis. Para tanto foram empregados
experimentos de co-cristalizagdo com as toxinas e inibidores. No futuro, as estruturas
tridimensionais experimentais destes complexos sejam obtidas por intermédio da
técnica de cristalografia. Concomitantemente, ocorreram trabalhos de construgdo in
silico dos inibidores Ro-RA ¢ MMV e tentativas de docking entre tais ligantes e as
estruturas cristalograficas protéicas. Estes dados teodricos fornecem importantes
informagdes a respeito da natureza das interagdes entre inibidores e toxinas e das
modificacdes estruturais induzidas nas proteinas pelas moléculas inibidoras.
Possivelmente, a aquisicdo destas informacdes tenha grande valia para a identificacio,
caracterizagdo e desenvolvimento (drug design) de compostos com grande potencial de
uso biotecnoldgico e farmacoldgico. Neste ultimo caso, tais compostos poderiam ser
utilizados para o controle de sintomas em muitos casos de envenenamento ofidico e,
também, no combate a uma miriade de processos patologicos (doengas inflamatdrias
degenerativas e auto-imunes, mal de Alzheimer, esquizofrenia, entre outras) cujas
etiologias estdo relacionadas as moléculas pertencentes aos mesmos grupos de proteinas
onde se encontram classificadas as toxinas botropicas que foram estudadas neste

projeto.

Palavras chave: Cristalizacdo - Fosfolipases A, - Inibidores de Fosfolipases A, -

Toxinas Botrdpicas.



ABSTRACT

This research presents a study of structural complexes formed between the
bothropstoxin BthTX-I and PrTX-I and phospholipase A, (PLAjs) inhibitor 12-
methoxy-4-methyl-voachalotine (MMV) of Tabernamontana catharinensis and
rosmarinic acid (Cv-RA) of Rosmarinus officinalis. For both were used co-
crystallization experiments with the toxins and inhibitors. In the future, the
experimental three-dimensional structures of these complexes will be obtained through
the technique of crystallography. Simultaneously, construction occurred in silico of
inhibitors Cv-RA and MMV and attempts of docking between these binders and protein
structures. These theoretical data provide important information regarding the nature of
interactions between inhibitors, toxins and structural changes induced by the protein
molecule inhibitors. Therefore, the acquisition of this information has great value to
identification, characterization and development (drug design) of compounds with great
potential for biotechnology and drug use. Considering further and more relevant
aplications, these compounds could be used to control symptoms in many cases of
ophidic poisoning and also in combating of pathological processes (degenerative
inflammatory diseases and auto-immune diseases, Alzheimer's disease, schizophrenia,
among others) whose causes are related to molecules belonging to the same groups of

proteins which are classified bothropstoxin that were studied in this project.

Key-words: Crystallization - Phospholipase A, - Phospholipase A, inhibitor -

Bothropstoxin.
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1. INTRODUCAO

As serpentes sempre despertaram curiosidade e fascinio entre os homens, o
que pode ser comprovado pela influéncia destes animais em varios aspectos da vida
humana (mitos, religido, simbolos). Este interesse também se refletiu na Ciéncia, com a
conseqiiente realizagdo de muitos estudos a respeito das propriedades e componentes
dos venenos de serpentes. A importancia dada a tais estudos € claramente evidenciada
pelo volume majoritario de artigos que tratam do estudo dos venenos destes animais e
seus constituintes publicados em periodicos especializados em toxinologia [1].

No Brasil, o estudo dos venenos de serpentes do género Bothrops ¢
especialmente relevante, uma vez que estes animais sdo responsaveis por mais de 70%
dos acidentes ofidicos que ocorrem no pais [2]. Além disso, em virtude da grande
variedade de efeitos farmacologicos e bioquimicos apresentados pelas proteinas que
compdem os venenos destes répteis, o estudo aprofundado destas toxinas pode ser
grande utilidade para o desenvolvimento de novos medicamentos e produtos de
interesse biotecnologico e na aquisicdo de novos e importantes dados a respeito de
processos bioquimicos, fisioldgicos e patologicos que ocorrem nos seres vivos. Um
caminho que vem sendo utilizado para a obtencdo de informagdes que possam permitir
a concretizacdo destes objetivos ¢ o do estudo de complexos destas toxinas com
inibidores, tanto naturais quanto sintéticos.

Nos fundamentos tedricos serdo descritas as propriedades e atividades
bioquimicas das fosfolipases A, e fosfolipases A, homdlogas, duas classes de toxinas de
elevado interesse cientifico encontradas em venenos botropicos, além de alguns
inibidores antiofidicos de origem vegetal que vem sendo estudados e caracterizados ao
longo dos ultimos anos. Do mesmo modo, serdo mencionadas e discutidas as técnicas
experimentais e tedricas que podem ser utilizadas para o estudo destas proteinas e de

seus complexos com inibidores.
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2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 FOSFOLIPASES A, E FOSFOLIPASES A; HOMOLOGAS

Um dos principais componentes dos venenos botrdpicos sdo as fosfolipases A,
(PLAs — E.C. 3.1.1.4). Estas substancias sdo pequenas enzimas estdveis e calcio-
dependentes, com um peso molecular aproximado de 14 kDa, que promovem a hidrélise
da ligagdo éster sn-2 de fosfolipidios, liberando lisofosfolipidios e 4cidos graxos [3]. A
superfamilia das PLA,s ¢ composta por um conjunto de onze diferentes grupos que, a
despeito de suas distribuigdes e ocorréncias variadas, caracterizam-se por apresentar um
alto grau de homologia seqiiencial. A diferenciag@o entre estas moléculas somente pode
ser realizada com base na localizagdo de suas pontes dissulfeto e no comprimento de
seus loops [4]. Cinco dessas classes (I, II, III, V e X) sdo abundantemente encontradas
em uma grande variedade de fluidos bioldgicos, particularmente em secreg¢des
pancreaticas, exudatos inflamatorios e venenos de répteis e artrépodes [5]. As PLAs
dos grupos I e II também sdo os componentes principais dos venenos de serpentes,
sendo aquelas do segundo grupo os compostos predominantes dos venenos das
serpentes pertencentes a familia Viperidae (entre as quais também se incluem as
espécies do género Bothrops) [5].

Apesar da pequena variacdo seqiiencial e estrutural mencionada, as PLA;s
destacam-se pelo seu grande espectro de atividades bioldgicas, entre as quais incluem-
se: neurotoxicidade, miotoxicidade, cardiotoxicidade, efeitos na agregacdo de plaquetas,
acdo anticoagulante, atividade convulsiva e hipotensiva, capacidade hemolitica e de
indu¢do de edema, entre outros efeitos [5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16]. Nossa equipe
de pesquisa isolou duas moléculas representantes das PLAjs: a BthTX-II e a BthA-I,
ambas purificadas a partir do veneno de Bothrops jararacussu [14,17]. A BthTX-II ¢
uma PLA, béasica enzimaticamente ativa, miotoxica ¢ com baixa atividade catalitica
frente a fosfatidilcolina, um substrato lipidico [18]. J4 a BthA-I ¢ uma PLA, acida (pl =
4,3) ndo-letal desprovida de atividade miotoxica ou citotoxica e que apresenta um poder
de catélise trés a quatro vezes superior a outras PLA,s bésicas miotdxicas presentes no
veneno de Bothrops jararacussu (BthTX-I e II) ou em outros venenos de serpentes do
género Bothrops [14]. Esta enzima também induz edema dependente de tempo (apesar

de ser atoxica), o qual pode ser inibido pela presenga de EDTA, e apresenta uma



atividade hipotensora em ratos, além de possuir a capacidade de inibir a agregacdo
plaquetaria [14].

Outro grupo de proteinas especialmente relacionadas as PLAjs, também
encontradas no veneno de serpentes pertencentes ao género Bothrops, € aquele
composto pelas PLA,s homologas ou Lys49-PLA;s. Estas proteinas se diferenciam das
demais PLA,s por ndo possuirem atividade catalitica frente a substratos lipidicos. A
razdo da auséncia de a¢do enzimatica destas moléculas esta relacionada a uma mutagao
especifica responsavel pela substituicdo de um residuo de acido aspartico (Asp) por
outro de lisina (Lys), na posicdo 49 da cadeia polipeptidica [19,20,21]. A mutagdo em
questdo ocorre numa conhecida regido de ligacdo de Ca™ das PLAjs cataliticamente
ativas. Este ion, coordenado pelo residuo Asp49, é responsavel, conjuntamente com
outros aminoacidos, pelo posicionamento do substrato no sitio enzimatico das PLA;s.
Conforme alguns autores, a troca do residuo Asp49 por uma lisina torna impossivel a
coordenagio do fon Ca'’, o que conseqiientemente inviabiliza a ocorréncia da reagio
catalitica [22]. Mais recentemente, foi sugerido que o residuo Lys122 das Lys49-PLA;s
polariza a ligag¢@o peptidica entre os residuos Gly29 e Cys30, favorecendo, desta forma,
a retengdo do produto da catalise no sitio ativo da proteina [23]. A ndo liberagdo deste
produto explicaria, de acordo com os autores, a reduzida ou inexistente atividade
catalitica desta classe de proteinas. Justamente em fun¢do da muta¢do mencionada, as
PLA,s homdlogas sdo também conhecidas como Lys49-PLAjs, enquanto que suas
correspondentes enzimaticamente ativas sdo freqiientemente designadas como Asp49-
PLAjs.

Entre as Lys49-PLAj,s ja isoladas e caracterizadas tanto funcionalmente
quanto estruturalmente estdo a BthTX-I de Bothrops jararacussu [24], a PrTX-I e
PrTX-II de Bothrops pirajai [23,25], a MjTX-1 e MjTX-Il de Bothrops moojeni
[26,27,28] e a BnSP-7 de Bothrops neuwiedi [29]. Um aspecto interessante a respeito
destas toxinas e das Lys49-PLA,s em geral é que todas as moléculas deste tipo ja
identificadas sdo basicas. Além disso, apesar da notdria incapacidade das Lys49-PLA;s
de promover a hidrolise de substratos lipidicos, estas moléculas apresentam um
pronunciado efeito miotdxico tanto in vivo quanto in vitro [9] e sdo capazes de romper
membranas bioldgicas e sintéticas. Estas atividades aparentemente ndo sdo dependentes
da ligagdo do fon Ca™" ao sitio ativo, ao contrario do verificado no processo normal de
catalise de lipidios [30,31]. Foi proposto, como forma de explicar estes fatos, que as

regides C-terminais das Lys49-PLAjs seriam as responsaveis pelos mecanismos em



questdo, por apresentarem uma grande quantidade de residuos hidrofobicos e bésicos
[32,33]. Aparentemente, tais regides poderiam se insinuar através de membranas
celulares ou artificiais, promovendo a desestabilizacdo das camadas fosfolipidicas, ou
atuariam como espécies de “ancoras”, possibilitando o contato de sitios protéicos
reativos desconhecidos.

O aparente paradoxo relacionado a incongruéncia existente entre a
uniformidade estrutural e o leque de a¢des farmacoldgicas e bioquimicas esta na base do
amplo interesse despertado pelas PLA>s e PLA,s homologas na comunidade cientifica.
As pequenas variagdes existentes entre estas moléculas facilitam a identificacdo de
provaveis relacdes estruturais e funcionais, o que pode ser de extrema valia para o
desenvolvimento de medicamentos e/ou derivados sintéticos com as mais variadas
aplicagdes. No caso das PLA;s, esta caracteristica é especialmente importante, ja que as
moléculas desta classe encontradas em mamiferos atuam de maneira bastante ativa no
estabelecimento de processos inflamatorios através da sintese de eicosandides [34] e
estdo relacionadas a varios processos patoléogicos que ocorrem em humanos, tais como
doengas inflamatorias degenerativas, mal de Alzheimer, mal de Parkinson e
esquizofrenia [35,36,37,38]. Desta forma, estudos comparativos entre as Asp49-PLAjs
e Lys49-PLA;s provenientes de venenos de serpentes e suas moléculas homdlogas
presentes em mamiferos também podem fornecer informagdes valiosas para uma melhor

compreensdo e controle destas doencas.

2.2 MOLECULAS INIBIDORAS DAS ATIVIDADES BIOQUIMICAS DE
TOXINAS BOTROPICAS

Virios estudos estruturais com toxinas de venenos de serpentes complexadas a
moléculas inibidoras vém sendo realizados ao longo dos ultimos anos. Tanto
substancias naturais quanto outras de origem sintética incluem-se entre as inimeras
moléculas com propriedades inibitérias frente a venenos brutos de serpentes e/ou
toxinas especificas ja identificadas nestes trabalhos. Moléculas isoladas de plantas
compdem a maioria destes compostos inibidores e possuem um enorme potencial para
serem utilizadas como drogas ou modelos para o desenvolvimento de substancias
sintéticas que possam ser Uteis para o tratamento de casos de envenenamento ofidico e
inimeras enfermidades. No Brasil, o estudo de moléculas inibidoras naturais obtidas a

partir de plantas assume um papel estratégico, uma vez que somente 8% das espécies



vegetais brasileiras estdo sendo sistematicamente analisadas com o intuito de se
identificarem compostos bioativos [39]. Em um artigo cientifico publicado
recentemente, foram listadas varias substancias vegetais que apresentam propriedades
inibitorias frente a venenos brutos e toxinas de varias serpentes da familia Viperidae,
incluindo-se ai muitas espécies do género Bothrops [39]. Varias destas substincias sdo
classificadas como compostos fenolicos (flavonodides, coumestanos, pterocarpanos e
alcaldides), esteroides e terpendides [39]. Assim, com base neste grande numero de
moléculas vegetais com propriedades antiofidicas, € bastante provavel que um estudo
aprofundado destes inibidores possa identificar importantes agentes terapéuticos e
elucidar muitas questdes referentes aos mecanismos de funcionamento de vérias

toxinas e outras moléculas a elas relacionadas.

2.3 CRISTALOGRAFIA DE PROTEINAS E FERRAMENTAS
COMPUTACIONAIS TEORICAS

Nos itens anteriores foram citados varios exemplos de proteinas de venenos de
serpentes cujas conformacgdes tridimensionais foram determinadas através da técnica de
cristalografia. Isto demonstra a importancia deste método experimental para o estudo
das toxinas de serpentes, principalmente em fun¢do da acurdcia das informacdes
estruturais obtidas a partir dos experimentos de difracdo de raios-X. Contudo, devido ao
aumento exponencial do nimero de seqiiéncias de proteinas disponibilizadas em bancos
de dados nos tultimos anos, algumas ferramentas computacionais passaram a ter um
papel relevante na execucdo de estudos estruturais e funcionais de moléculas protéicas.
Estes softwares, que também vém sendo otimizados e melhorados a uma velocidade
crescente, sdo capazes de prever, construir e aperfeicoar modelos tridimensionais
tedricos de proteinas. No entanto, devido ao fato de ndo dependerem da producdo de
cristais protéicos para executarem a constru¢do dos modelos (como € o caso da técnica
de cristalografia), estes recursos computacionais se mostram bastantes uteis para a
realizacdo de estudos estruturais que envolvam um vasto numero de proteinas e/ou
complexos. Desta forma, estas ferramentas sdo ideais para o estudo de grande parte das
proteinas cujas seqiiéncias de aminoacidos ja sdo conhecidas, mas que ainda ndo foram
objeto de qualquer tipo de andlise estrutural.

Dois dos recursos computacionais mais conhecidos e utilizados para a

elaboragdo de modelos estruturais tedricos de proteinas sdo a modelagem por homologia



e as técnicas de threading. No primeiro método, uma molécula de estrutura nio
conhecida (targef) é comparada com outra(s) que possua(m) uma estrutura
tridimensional j& determinada (template). Caso estas moléculas tenham um grau de
identidade adequado, que depende basicamente do nuimero de residuos usado no
alinhamento das duas seqiiéncias, elas sdo consideradas homologas, o que possibilita
que as coordenadas espaciais da(s) molécula(s)-modelo (femplate) sejam utilizadas para
a geracdo do modelo tridimensional tedrico da molécula-alvo (fargef). Os métodos de
threading (igualmente conhecidos como fold recognition techniques), por sua vez, nao
apenas se baseiam na identidade seqiliencial para a execucdo do(s) alinhamento(s)
necessario(s) a constru¢do dos modelos estruturais tedricos, mas também no fold das
moléculas envolvidas (no caso da molécula-alvo, a predi¢do de sua estrutura secundaria
¢ realizada com base em sua seqiiéncia de residuos de aminoacidos). Ambos os métodos
sdo bastante eficientes, porém as técnicas de threading parecem mostrar-se mais
adequadas quando o grau de identidade entre a molécula-alvo e a(s) molécula(s)-modelo
estd aquém de valores considerados tradicionalmente mais adequados. Em alguns casos,
a construcdo de modelos tedricos através do emprego de técnicas de threading foi
realizada com sucesso mesmo quando os valores de identidade entre as moléculas
utilizadas eram inferiores a 25% [40].

No caso especifico do estudo das interagdes entre moléculas de inibidores e
proteinas, a utilizagdo de programas de docking e de simulacdo de dindmica molecular é
bastante importante. Os softwares de docking sdo responsaveis pelo “encaixe” de
pequenas moléculas em sitios especificos de proteinas. Esta etapa ¢ essencial para a
identificacdo de moléculas com potencial de uso farmacolédgico e para a elaboragdo de
drogas sintéticas baseadas nestes compostos, além de servir de ponto de partida para um
estudo mais aprofundado a respeito das interagdes ligante/receptor por meio do
emprego de softwares de simulacdo de dindmica molecular. A execu¢do destes
processos de simulacdo de dindmica molecular ¢ crucial para a determinacdo de
importantes parametros relativos ao real grau de estabilidade das interagdes entre
inibidor e proteina inicialmente estabelecidas pelos programas de docking. Isto ¢
possivel devido ao controle das condig¢des fisico-quimicas do meio onde ocorre a
simulagdo e ao emprego de campos de for¢a que ditam o tipo, grau e evolugdo temporal
das interagdes que ocorrem entre as varias moléculas do sistema. E importante salientar
que durante a simula¢do de dindmica molecular também estdo presentes no meio

moléculas de solvente (dgua), o que ndo ocorre durante os processos de docking. Tal



fato ¢ essencial para um estudo acurado das interagdes em questdo, visto que as
moléculas de d4gua formam uma camada de solvatagdo em volta da proteina, o que afeta

tanto a sua estrutura quanto a natureza dos seus contatos com eventuais inibidores.
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3. OBJETIVOS DO TRABALHO

1) Execugdo de ensaios de cristalizagdo com a toxina botropica BthTX-I nativa, co-
cristalizacdo com a toxina botrépica BthTX-I e os inibidores MMV e Ro-RA e co-

cristaliza¢do com a toxina botropica PrTX-I e o inibidor Ro-RA.

1) Coleta e processamento dos dados de difracdo de raios-X do cristal de BthTX-I
obtido na presenca do inibidor MMV e do cristal de PrTX-I obtido na presenca do
inibidor Ro-RA.

iii) Treinamento em técnicas de bioinformatica que inclui a constru¢do de compostos
com atividade inibitdria e a realizagdo de simulagdes iniciais de docking dos compostos

inibidores vegetais, por meio do emprego de ferramentas computacionais tedricas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 TECNICAS EXPERIMENTAIS

4.1.1 ORIGEM DAS TOXINAS E DOS INIBIDORES UTILIZADOS NOS
EXPERIMENTOS

As toxinas botrdpicas BthTX-I e PrTX-I foram purificadas e disponibilizadas
pela equipe do Prof. Andreimar M. Soares, do Departamento de Analises Clinicas,
Toxicologicas e Bromatologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — USP/Ribeirdo Preto. Da mesma forma, a equipe de trabalho do Prof. Andreimar

M. Soares foi responsavel pelo fornecimento dos inibidores MMV e Ro-RA.

4.1.2 EXPERIMENTOS DE CO-CRISTALIZACAO

A técnica utilizada nos experimentos de co-cristalizagdo foi o salting-out. Esta
consiste na preparacdo de uma solucido de um agente precipitante (sal, PEG ou solvente
organico) a qual serdo adicionadas a proteina e a molécula inibidora de interesse. Em
seguida, um aumento gradativo da concentragdo do agente precipitante fard com que o
ponto de super satura¢do da proteina seja alcangado. Caso o processo seja conduzido de
forma adequada, ocorrera a precipitacao e cristalizagdo da proteina.

Um método bastante eficiente para o aumento gradativo da concentragdo do

agente precipitante é aquele baseado na difusdo de vapor. Neste método s@o colocadas,

em um recipiente fechado, duas solugdes que realizam trocas apenas pela fase gasosa.
Uma das solugdes contém um agente precipitante em alta concentragdo, enquanto que a
outra ¢ formada pelo mesmo agente e pela proteina e mais o composto que deverao
formar o complexo desejado. Para tanto, pode-se utilizar o sistema denominado hanging
drop (gota suspensa).

Neste sistema a gota suspensa € constituida pela solugdo que contém a
proteina, a molécula inibidora e o precipitante, enquanto que a solucdo altamente
concentrada do precipitante € colocada no recipiente. Deve-se lembrar que o volume do
agente precipitante no recipiente (normalmente de 0,2-1,0 ml) ¢ muito maior que o da
laminula (1-5 pl), podendo-se, desta maneira, considerar o volume do recipiente como

infinito em relagdo a gota. A concentracdo final do agente precipitante da gota sera,



portanto, apds um periodo de um tempo suficientemente grande, igual ao do agente
precipitante do recipiente, devido ao principio de difusdo gasosa.

Para que a cristalizacdo de uma proteina ou complexo seja alcangada com
sucesso, ¢ necessario definir-se as melhores condi¢gdes de crescimento dos cristais. Tais
parametros sdo estabelecidos por meio da combinacdo de fatores como pH da solugdo
de cristalizagdo (dai a necessidade da adi¢do de solugdes-tampdo as solugdes que

contém proteina), concentracdo e tipo do agente precipitante utilizado (além de outros

aditivos que também podem ser empregados) e temperatura do processo. Normalmente,
o processo ¢ executado sob temperatura constante (geralmente a 4°C ou 18°C),
variando-se a concentragdo dos componentes da solugdo, tipos dos agentes precipitantes
utilizados e pHs. Para tanto, pode-se utilizar o método da matriz esparsa [41] ou alguma
variagdo desta metodologia, o que proporciona a verificagdo de um grande numero de
condi¢des de cristalizagdo (utilizando-se diferentes sais, precipitantes e pHs) em menos
de uma centena de solugdes.

Outras metodologias de cristalizagdo, tais como o macroseeding (que consiste
basicamente na colocacdo de um pequeno monocristal em uma solugdo estavel de
precipitante e proteina, com o intuito de promover o crescimento do mesmo) ¢ a
utilizacdo de oOleos nos reservatorios para diminuir a velocidade de crescimento dos
cristais, entre outras técnicas, também poderdo ser utilizadas para a obtencdo de cristais

de tamanho adequado.

4.1.3 EXPERIMENTOS DE DIFRACAO DE RAIOS-X E OBTENCAO DE DADOS

Os dados de difragdo de raios-X correspondem as unicas informagdes
experimentais para a elucidacdo de uma estrutura cristalografica. Estes dados podem ser
obtidos utilizando-se uma fonte de raios-X convencional, como um anodo rotatério, ou
utilizando-se raios-X provenientes de um sincrotron (Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron, Campinas - SP). Nestes equipamentos a coleta de dados ¢ realizada por
placas reutilizdveis de imagens com leitura a laser, que sdo ligadas, através de uma
interface, a uma estagcdo grafica. Nesta € possivel visualizar-se as imagens de difragdo
de raios-X obtidas a partir do cristal utilizado no experimento e processar-se os dados
para a obtencdo das intensidades das reflexdes obtidas e seus respectivos desvios
padrdo, que sdo as Unicas medidas experimentais disponiveis para a determinacdo da

estrutura tridimensional da(s) proteina(s) ou complexo(s) cristalizado(s). O



processamento destes dados e a obtencdo de certas informacdes tais como a
determinag@o do grupo espacial e parametros de rede do cristal foram realizados através

da utilizacdo do programa DENZO/SCALEPACK [42].

4.2 METODOS COMPUTACIONAIS TEORICOS

4.2.1 ESTUDO A ESTRUTURAL PROTEICO E CONSTRUCAO DOS
INIBIDORES VEGETAIS

Algumas ferramentas computacionais passaram a ter um papel relevante na
execucdo de estudos estruturais e funcionais de moléculas protéicas. Estes softwares sdo
capazes de prever, construir ¢ aperfeicoar modelos tridimensionais teoricos de proteinas.
Com a inten¢do de estudar a estrutura e origem da proteina botropica BthTX-I, foi
acessado o servidor ExPASy Proteomics (Expert Protein Analysis System)

(http://ca.expasy.org/), que faz analise protéica. Outras analises dos dados foram feitas

usando o programa Procheck [43].
Primeiramente, a constru¢do dos compostos inibidores foi feita com o acesso ao
servidor HIC-Up (Hetero-compound Information Centre - Uppsala - Release 10.2)

(http://xray.bmc.uu.se/hicup/). Diante essas informagdes, utilizou-se o programa Pymol

[44] para criar os modelos de inibidores. Com o acesso ao servidor The Dundee

PRODRG2 (http://davapcl.bioch.dundee.ac.uk/programs/prodrg/prodrg.html), foi feita

a minimizagdo da energia entre os atomos da molécula. Posteriormente, os inibidores
Ro-RA ¢ MMV foram construidos in silico através do emprego do programa

HyperChem v.7.52 ®.
4.2.2 SIMULACAO DE DINAMICA MOLECULAR
As simula¢des iniciais de docking para a validagdo dos modelos estruturais

teoricos foram realizadas através do programa Hex v.4.5 [45] e em seguida com o

programa AutoDock [46].
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTOS DE CRISTALIZACAO

5.1.1 CRISTALIZACAO DA TOXINA BOTROPICA BTHTX-I NATIVA

Uma vez que a amostra liofilizada de BthTX-I destinada para a execucdo deste
projeto ¢ distinta daquela cristalizada anteriormente em nosso laboratorio, foram
realizados novos experimentos de cristalizacdo da forma nativa da toxina a fim de
confirmar-se as condi¢gdes de cristalizagdo da toxina.

Para cristalizagdo, se fez necessario uma busca das melhores condi¢des
precipitantes que atuam na nucleagdo e no crescimento dos cristais.

Foram analisados trés pardmetros como varidveis principais que afetam a
cristalizacdo: pHs (tampdes), aditivos (sais e/ou agentes orginicos) e polimeros
(polietileno glicol — PEG e 2-metil-2,4-pentanediol — MPD).

Inicialmente uma solug@o de proteina foi preparada com uma concentragdo de
12,0 mg/ml utilizando-se como solvente dgua destilada e deionizada. A técnica de
cristalizagdo utilizada foi a do tipo hanging drop [41] e os volumes empregados foram
de 500 pl para o pogo, 0,5 ul para a gota de proteina e 0,5 pl para a gota de solucdo do
pogo.

O melhor cristal foi encontrado na condicdo 30% PEG 4000; 0,1 M Tris HCl pH
8,5, 0,20 M Li,SOy, (figura 1).

Figura 1 - Maior policristal de BthTX-I nativa formado apds 9 dias.



Devido a formacao de policristais do tipo agulha maiores, a condi¢do 30% PEG
4000; 0,1 M Tris HCI pH 8,5; 0,20 M Li»SOy foi otimizada para a obten¢do de cristais
adequados para a realizagdo de experimentos de difracdo de raios-X. Assim, para o
crescimento de cristais maiores, o volume das novas gotas foi aumentado (1,0 ul da
solugdo de proteina + 1,0 pl de solugdo do pogo). Também foram testadas gotas
compostas por 1,2 pl de solucdo de proteina e 0,8 pl de solucdo do poco. A partir deste

segundo experimento foram obtidos os cristais mostrados na figura 2.

"1

Figura 2 - Policristais de BthTX-I nativa em gotas com volume total de 2,0 ul formados apds

10 dias.

Numa terceira etapa, foram adicionados 300 pl de oleo sobre a solugdo de poco
de gotas com a mesma composi¢do daquelas mostradas na figura 2. Tal procedimento
foi executado com o intuito de desacelerar o estabelecimento do equilibrio do sistema,
permitindo, assim, o crescimento de um menor numero de cristais. Para este fim, foram
utilizados dleo de parafina, 6leo al’s (figura 3) e d6leo de silicone. O emprego do dleo de
parafina ndo apresentou bons resultados, porém a adi¢do de 6leo de silicone e 6leo al’s

resultou no crescimento de policristais com dimensdes € volumes maiores.



Figura 3 - Policristais de BthTX-I nativa formados apos 11dias depois da adi¢cdo de 6leo al’s a

soluc@o de cristalizagdo do pocgo.

5.1.2 CRISTALIZACAO DA TOXINA BOTROPICA BTHTX-I COM INIBIDOR
MMV

Com base nos experimentos realizados com a BthTX-I nativa, foram realizados
testes de co-cristaliza¢do da toxina com o inibidor MMV. Uma solugdo contendo 30%
de PEG 4000, 0,1 M de Tris Hcl pH 8,5 e 0,2 M de Li,SO, apresentou a formacdo de

alguns policristais (figura 4) e cristais irregulares (figura 5).

Figura 4 - Policristal de BthTX-I formado na presenga do inibidor MMV apds 10 dias.



Figura 5 - Cristal irregular de BthTX-I formado na preseng¢a do inibidor MMV ap6s 10 dias.

A tentativa de otimizacdo dos cristais deu-se entdo através da variacdo da
concentracdo dos componentes da solucdo de cristalizagdo (26% a 36% de PEG 4000;
0,16 M a 0,26 M de Li,SO,, Tris HCI: 0,1 M apH 8,1 e 0,1 M a pH 9,0). Em vista dos
resultados obtidos nos experimentos de cristalizagdo da proteina nativa, foram
adicionados 300,0 pul de 6leo al’s as solucdes de poco de cada um destes testes.

Apos um periodo de sete dias, verificou-se que o crescimento de cristais nao
ocorria nas solugdes com concentragdo de 26% de PEG 4000. Com isso, foi possivel
inferir que o crescimento de cristais ocorria quando a concentragio de PEG 4000
variava entre 34% e 28%, sendo que a 30% os cristais eram maiores em comparacio a
outros com um periodo de crescimento similar (uma ou duas semanas apos a montagem
das placas). Apos quatorze dias a taxa de crescimento dos cristais diminuiu
consideravelmente; cerca de um més apds o inicio dos experimentos o incremento das
proporg¢des dos mesmos foi desprezivel de acordo com as observagdes feitas através de
lupa.

A solugdo contendo 30% PEG 4000; 0,1 M Tris HCI pH 8,5; 0,22 M Li>SO,
(figura 6) possibilitou o crescimento de um cristal regular de grande volume que foi
submetido a experimentos de difragdo de raios-X com sucesso. Outros cristais também
foram obtidos nas seguintes condi¢des: 32% PEG 4000, 0,1 M Tris HCI pH 8,5; 0,20 M
Li>SO4 (monocristais regulares de pequeno volume) e 30% PEG 4000; 0,1 M Tris HCI
pH 9,0; 0,20 M Li»SO, cristais irregulares na condigdo (figura 7).



Figura 6 — Cristal de BthTX-I obtido na preseng¢a do inibidor MMV apds um periodo de doze

dias e, posteriormente, submetido a experimentos de difragdo de raios-X.

Figura 7 — Monocristais regulares de pequeno volume e cristais irregulares de BthTX-I obtidos

na presenga do inibidor MMV ap6s um periodo de doze dias.

5.1.3 CRISTALIZACAO DA TOXINA BOTROPICA BTHTX-I COM INIBIDOR
RO-RA

Com base nos ensaios de cristalizagdo da BthTX-I nativa, foram realizados
multiplos experimentos de co-cristalizagdo da toxina com o inibidor Ro-RA, porém os
resultados iniciais obtidos ndo foram promissores.

A solugdo de cristalizacdo da toxina botropica BthTX-I com inibidor Ro-RA
(20% de PEG 4000; 0,1 M de citrato de sodio pH 5,6 e 20% de 2-propanol) foi

estabelecida apds diversos testes e emprego de variadas técnicas de cristalizag@o (adig@o



de dleo no poco; diferentes temperaturas; diversos screens comerciais - comercializados

pela Hampton Research - dentre outras).

Nesta condig@o descrita acima, um policristal foi formado (figura 8).

Figura 8 — Policristal de BthTX-I obtido na presenga do inibidor Ro-RA apds um periodo de

sete dias .

Usando uma maior propor¢do de inibidor, 6 moléculas de inibidor : 1 mondémero
de proteina, a solugdo de cristalizagdo contendo 20% de PEG 4000, 0,1 M de citrato de
sodio pH 5,6, 18% de 2-propanol propiciou a formacdo dos melhores cristais, figura 9.
Esses cristais possuem boa dimensédo e, por isso, sdo adequados para a realizagdo dos
experimentos de difracdo de raios-X. Esses experimentos ja foram agendados no

Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) (Campinas/SP).

Figura 9 — Policristais de BthTX-I obtidos na presenca do inibidor Ro-RA apds um periodo de

vinte dias.



5.1.4 CRISTALIZACAO DA TOXINA BOTROPICA PRTX-I COM INIBIDOR RO-
RA

Devido a grande semelhanga entre as proteinas BthTX-1 de Bothrops
jararacussu e PrTX-1 de Bothrops pirajai, j& que ambas sdo Lys49-PLAjs com
estruturas e funcionamento bastante similar, e a disponibilidade da proteina em nosso
laboratério, uma nova etapa do trabalho se iniciou com a cristalizacdo da toxina
botropica PrTX-I com inibidor Ro-RA.

Com base nos ensaios anteriores de cristalizagdo da proteina BthTX-I com o
inibidor Ro-RA, foram feitos multiplos experimentos de co-cristalizagdo da toxina
PrTX-I com o inibidor Ro-RA. Os resultados obtidos foram bastante promissores, pois,
rapidamente, foi obtido um policristal (figura 10) de dimensdes adequadas e assim
foram realizados experimentos de difracdo de raios-X.

As solugdes de cristalizagdo contendo 20% de PEG 4000; 0,1 M de citrato de
sodio pH 5,6, 22% de 2-propanol ¢ 20% de PEG 4000; 0,1 M de citrato de sodio pH

3,6, 24% de 2-propanol propiciaram as formag¢des dos melhores cristais.

Figura 10 — Policristal de PrTX-I obtidos na presenga do inibidor Ro-RA apds um periodo de

quinze dias e, posteriormente, submetido a experimentos de difragdo de raios-X.

Também usando uma maior propor¢do de inibidor, a solucdo de cristalizagdo
contendo 20% de PEG 4000; 0,1 M de citrato de sodio pH 5,6; 22% de 2-propanol

propiciou a formacdo dos cristais mostardos na figura 11. Esses cristais possuem boa



dimensdo e, por isso, sdo adequados para a realizagdo dos experimentos de difracdo de
raios-X. Esses experimentos ja foram agendados no Laboratorio Nacional de Luz

Sincrotron (LNLS) (Campinas/SP).

Figura 11 — Policristais de PrTX-I obtidos na presenc¢a do inibidor Ro-RA apds um periodo

vinte de dias.

5.1.5 COLETA E PROCESSAMENTO DOS DADOS DE DIFRACAO DE RAIOS-X

A coleta dos dados de difracdo de raios-X do cristal de BthTX-I obtido na
presenga do inibidor vegetal 12-metdxi-4-metil-voachalotina (MMV) e do cristal de
PrTX-I na presenga do inibidor acido rosmarinico (Ro-RA) foi realizada com o emprego
de radia¢do sincrotron, na linha MX-1 e MX-2, respectivamente, localizada nas
dependéncias do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) (Campinas/SP). Os
cristais foram acondicionados em um /oop de nylon e congelados sob um fluxo de
nitrogénio com temperatura de 100 K. As imagens foram obtidas através de uma placa
de detecgdo de imagens MAR CCD (MAR research®™) e apresentaram uma resolugio
aproximada de 1,9 A para o cristal de BthTX-I e 2,55 A para o cirstal de PrTX-1. O
processamento das imagens foi executado por meio dos programas DENZO e
SCALEPACK [42]. Os dados referentes destes experimentos de difracdo e

processamento das imagens sdo mostrados na Tabela 1.



Tabela 1 — Dados de difracdo de raios-X e processamento inicial das imagens do cristal de

BthTX-I obtido na presenga de MMV e do cristal de PrTX-I na presenca de Ro-RA.

BthTX-1 / MMV PrTX-I/Ro-RA

Cela unitaria (A) a=55.73 a=51,19

b=55,73 b=63,37

c=127,80 c=88,34

v=120,00 a=F=y=90,00
Grupo espacial P3,24 P2:2:2;
Resolucio (A) 40,0-1,95 (2,02-1,95)" | 40,0-2,55 (2,64-2,55)"
Reflexdes tnicas 17206 (1698)* 17102(1447)*
Completeza (%) 98,2 (99,4)" 97,6 (90,1)*
Runerge " (%) 9,9 (58,0)* 15,8 (55,5)"
Sigma cutoff (1) -3,0 -3,0
(processamento de dados)
I/c (I) 13,9 (2,8)" 7,9 (2,04)"
Redundincia 9,0 (9,1)* 3,0 (3,8)*

*Numeros entre parénteses representam a faixa de mais alta resolugéo.
b Riverge = Zael(ZAL i, i< s >)))/ Ziti <1 >, onde 1 ,; € a intensidade de uma medida individual da
reflexdo com os indices de Miller h, k and 1, e <I;;> é a intensidade média de cada reflexio.

Calculado para I > -3c (I).

¢ Processamento dos dados realizado com o pacote de programas HKL [42].

5.2 METODOS COMPUTACIONAIS TEORICOS

5.2.1 ESTUDO ESTRUTURAL PROTEICO

Com a finalidade de conhecer melhor a estrutura e origem das proteinas em
estudo, que ja tém estrutura elucida, mas ndo tém seus dados depositados como PDB,
foi acessado o servidor ExPASy Proteomics (Expert Protein Analysis System)

(http://ca.expasy.org/), que faz analise protéica.




A ferramenta HHpred (Protein homology detection and structure prediction by
HMM-HMM comparison) constrdi um perfil HMM de uma seqiiéncia e compara-o com
uma base de dados de HMMs, que representam as familias conhecidas das proteinas ou
os dominios com estruturas conhecidas (PDB, SCOP). Como resultado, temos uma lista
de homdlogos com alinhamentos.

Foi usada, com teste, a seqiiéncia dos aminoéacidos da proteina BthTX-I
(SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDADRCCYVHKCCYK
KLTGCNPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNK
KYRYHLKPFCKKADPCSLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKP
KDATDRCCYVHKCCYKKLTGCNPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNPCLKELCEC
DKAVAICLRENLGTYNKKYRYHLKPFCKKADPC).

Usando a op¢ao Alignment mode global e submetendo o trabalho, obtemos os

dados mostrados nas figuras 12 e 13.
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Figura 12 - Mostra, por cores, os aminoacidos que estdo alinhados da proteina submetida com a
proteina MyotoxinlI thospolip.
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Figura 13 - Alinhamento em histograma.

Com essas informagdes, foi possivel verificar que as duas proteinas comparadas
tém homologia em 70% de suas estruturas e o modelo da proteina MyotoxinlI thospolip
pode ser usado, com grande precisdo, para a obtencdo de um modelo tedrico da estrutura
da proteina BthTX-I.

Depois dessa avaliagdo, submetendo novamente o trabalho, € criado um modelo

tridimensional. Com isso, um arquivo, no nosso caso (PDB 31989119), ¢ gerado.

Figura 14 - Estrutura da proteina BthTX-I, arquivo (PDB 31989119) - programa Pymol [44]



Uma andlise dos dados pode ser feita com o programa Procheck [43]. Nele,
obtém-se muitas informagdes sobre a estrutura das proteinas, através da geracdo de
diagramas que auxiliam a modelagem manual. Um desses dados ¢ o diagrama de
Ramachandran que indica a disposi¢do estereoquimica do modelo em relagdo aos

angulos ¢ e y dos aminoacidos — ligacdo peptidica.

5.2.2 CONSTRUCAO DOS INIBIDORES VEGETAIS

Inicialmente, a constru¢do dos compostos inibidores foi feita com o acesso ao
servidor HIC-Up (Hetero-compound Information Centre - Uppsala - Release 10.2)

(http://xray.bmc.uu.se/hicup/), no qual foi possivel obter informacdes sobre hetero-

compostos encontrados em um banco de dados.

Diante essas informacgdes, utilizou-se a fun¢fo builder (“construg¢do”) do
programa Pymol [44] para criar os modelos de inibidores.

Com 0 acesso ao servidor The Dundee PRODRG2

(http://davapc].bioch.dundee.ac.uk/programs/prodrg/prodrg.html), foi possivel converter

pequenas moléculas inibidoras do formato PDB em formatos de topologia. Além disso,
as coordenadas para os atomos do hidrogénio sdo, também, geradas. O mais importante
feito nesse servidor ¢ a minimizacdo da energia entre os &tomos da molécula.

Visando futuros teste de simulagdo para dindmica molecular, foram construidos
varios inibidores vegetais. Temos como exemplos os inibidores acido rosmarinico (Ro-

RA) e clerodane diterpenoid (Bt-CD), respectivamente figuras 15 e 16.

Figura 15 - Inibidor acido rosmarinico (Ro-RA) - programa Pymol [44]



Figura 16 - Inibidor clerodane diterpenoid - programa Pymol [44]

Como os inibidores Ro-RA ¢ MMV sdo de maior interesse para o aluno, uma
nova fase do trabalho se iniciou com a construgao in silico destes por um programa mais
poderoso, o programa HyperChem v.7.52 ®.

Para tanto, modelos iniciais dos compostos com todas as moléculas de
hidrogénio foram gerados apds o desenho das moléculas utilizando-se a interface
grafica do programa. Entio, uma otimiza¢do de geometria dos modelos iniciais foi
realizada utilizando-se o método semi-empirico PM3 [47] até um gradiente de 0,01
kcal/(A.mol). Em seguida, uma nova otimizagio de geometria dos modelos foi
executada em uma caixa periodica contendo moléculas de agua explicitas. Os modelos
finais foram minimizados em um campo dielétrico constante também até um gradiente
de 0,01 kcal/(A.mol), por meio do campo de forca AMBER [48] presente no proprio
programa. Ambas as otimizacdes de geometria foram executadas através do algoritmo
Polak-Ribiere, o qual é bastante adequado para a minimizag¢ao de uma grande variedade
de sistemas, uma vez que ele calcula uma série de ciclos ou buscas unidimensionais
através de gradientes conjugados de forma bastante rapida. Tais procedimentos visaram
a constru¢do de modelos realisticos dos inibidores para a realizagdo de célculos de
docking entre os mesmos e os modelos cristalograficos das toxinas BthTX-I e BthTX-II.

Os modelos tridimensionais finais dos inibidores s3o mostrados nas figuras 17 e 18.



Figura 18 - Visualiza¢@o em estéreo da estrutura tridimensional final do inibidor MMV [44].

5.2.3 SIMULACOES INICIAIS DE DOCKING

As simulagdes iniciais de docking foram realizadas através do programa Hex
v.4.5 [45] utilizando-se os modelos dos inibidores e as estruturas cristalograficas da
BthTX-I [49] e BthTX-II [50]. O resultado dos célculos, porém, ndo indicou a
existéncia de sitios de ancoragem para os inibidores, apesar da clara existéncia de sitios
positivamente carregados na superficie das duas estruturas.

Com base nisso, estamos realizando novos screenings de docking molecular
com o programa AutoDock [46]. Este programa, ao contrario do Hex, possibilita o
estabelecimento de certos graus de flexibilidade as superficies das moléculas receptoras.
Os testes realizados até o momento vém se mostrando promissores, 0 que nos permite

acreditar que obteremos complexos proximos daqueles presentes in vitro e in vivo.



Eventualmente, nos casos em que os dockings moleculares ndo sejam satisfatdrios,
realizaremos de dindmica molecular com os inibidores em posi¢des proximas aos sitios
com maior potencial de complexacdo nas toxinas. Desta forma, poderemos avaliar o
possivel grau de afinidade dos inibidores aos sitios ativos da BthTX-I e BthTX-II e
inferir possiveis relagdes estruturais-funcionais que ajudem a elucidar o(s)
mecanismo(s) pelo(s) qual(is) estas moléculas vegetais sdo capazes de inibir muitas das

propriedades farmacologicas das duas toxinas botropicas em questao.



CAPITUILO VI

Conclusao



6. CONCLUSAO

A cristalizagdo da toxina botropica BthTX-I nativa foi feita para o
aperfeicoamento da técnica pelo aluno e para testar qual a condi¢do de cristalizagdo
ideal desta nova amostra de BthTX-I, que foi utilizada nos experimentos seguintes de
co-cristalizagdo.

Pela cristalizacdo da toxina botropica BthTX-I com o inibidor MMV, foram
obtidos monocristais de boa dimensdo que, quando submetidos a experimentos de
difracdo de raios-X, apresentaram imagens com uma resolugdo aproximada de 1,9 A.
Apds o processamento das imagens e refinamento foi revelada a ndo ligagdo do inibidor
MMV com a proteina BthTX-I, provavelmente pela sua pequena concentragio frente a
concentragdo protéica, por isso 0s novos experimentos de cristalizacdo estdo sendo
feitos com maior concentragdo de inibidor.

Devido a baixa qualidade dos dados estatisticos de difracdo de raios-X do
cristal obtido na presenca do inibidor acido rosmarinico, foram crescidos novos cristais
das toxinas botropicas BthTX-I e PrTX-I com inibidor Ro-RA que, no més de julho,
serdo submetidos a experimentos de difragdo de raios-X no Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS) (Campinas/SP).

A construcdo dos inibidores foi importante para o nosso grupo de pesquisa que
estuda fosfolipases e para os trabalhos de simula¢do e dindmica molecular. Com a
construgdo e aperfeicoamento de modelos tridimensionais tedricos dos inibidores,
através dos softwares citados no trabalho, é possivel tentar a realizagdo de estudos
estruturais com complexos envolvendo as toxinas botropicas BthTX-I (Lys49-PLA;) e
BthTX-II (Asp49-PLA;). Estas ferramentas de constru¢do e aprimoramento se
mostraram ideais para o estudo dessas substancias cujas formulas ja sdo conhecidas,
mas as sua informagdes ainda ndo foram depositados em banco de dados.

As simulagdes iniciais de docking realizadas ndo indicaram a existéncia de
sitios de ancoragem para os inibidores, apesar da clara existéncia de sitios positivamente
carregados na superficie das duas estruturas, por isso estamos realizando novos

screenings de docking molecular com o programa AutoDock.
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