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Estrutura e mecanismo de um peptideo célula-penetrante extraido do veneno da

serpente brasileir@rotalus durissus terrificus.

Monika Aparecida Coronado

RESUMO

Este trabalho relata a cristalizacdo e a difracdo de raios-X de duas proteinas do veneno da
cascavel sul-american@rotalus durissus terrificus a determinagéo estrutural da crotamina,

um polipeptideo basico com acdo miotoxina e célula-penetrante. A estrutura da crotamina foi
determinada por meio da técnica de SAD e refinada a 1,7 A de resolugcdo. O modelo trimérico
é formado pela associacdo de trés monbmeros estabilizados por meio de contactos
intermoleculares, pontes de hidrogénio e contactamudeler WaalsEstudos (DLS e SAXS)
indicaram que a crotamina se comporta como um mondémero em solucdo, e o0 comportamento
trimérico € formado provavelmente, por componentes presentes na cristalizagdo. A estrutura
secundéria compreende uma pequena regido N-termimglice, seguido por uma follfae

uma segunda-hélice, a segunda follfaé antiparalela a primeira. A estrutura apresenta um
topologiaa,fia2p, € revela regides de superficies hidrofébicas e catidnicas distintas, que estao
localizadas em lados opostos da molécula. Esta distribuicdo de carga da superficie indica seu
possivel modo de interacdo com fosfolipidios carregados negativamente e outros alvos
moleculares, que explicam suas diversas atividades farmacoldgicas. Embora a identidade de
sequéncia entre a crotamina efadefensinas humanas seja baixa, a estrutura tridiomead

destes peptideos, funcionalmente relacionados, exibefoldemelhante e um comparavel
potencial eletrostético de superficie. Sendo a crotamina um dos principais membros de uma
grande familia de peptideos com funcdo miotOxica, sua estrutura servira de base para ao

desenvolvimento de novas moléculas com funcéo célula-penetrantes.

Palavras-chaveCrotalus durissus terrificus, cascavel, miotoxina, peptideo célula-penetrante,

crotamina, giroxina, crotoxina, cristalografia, raios-X.



Structure and mechanism of a cell penetrating peptide from the Brazilian

rattlesnakeCrotalus durissus terrificugenom.

Monika Aparecida Coronado

ABSTRACT

This work reports the crystallization and X-ray data collection of two proteins from the
venom of the South American rattlesnakerotalus durissus terrificysand structure
determination of myotoxic, cell penetrating, basic polypeptide crotamine. The crotamine
structure was determined by SAD techniques and refined at 1.7 A resolution. The trimer
model is formed by association of three monomers stabilized by intermolecular contacts,
hydrogen bond and van der Waals contacts. Solution studies (DLS and SAXS) indicated that,
crotamine exists as a monomer in solution and the trimeric arrangement is likely due an
artifact of crystallization. The secondary structure comprises a short N-termheallx
followed by a strand@-sheet and a second sharhelix, the second stranddiisheet is
antiparallel to the first. The structure is ahpla2p2 topology and reveals distinct cationic

and hydrophobic surface regions that are located on opposite sides of the molecule. This
surface charge distribution indicates its possible mode of interaction with negatively charged
phospholipids and other molecular targets to account for its diverse pharmacological
activities. Although the sequence identity between crotamine and hgHohafiensins is low,

the three-dimensional structures of these functionally related peptides display a similar fold
and a comparable net positive potential surface. Since crotamine is a leading member of a
large family of myotoxic peptides its structure will provide the basis for designing novel, cell

penetrating molecules.

Keywords Crotalus durissus terrificysrattlesnake, myotoxin, cell-penetrating polypeptide,

crotamina, gyroxin, crotoxin, crystallography, X-ray.
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1. INTRODUCAO

O ser humano, desde a antiguidade faz uso de produtos de origem animal ou vegetal com o
intuito de tratar seus males. A Natureza sempre foi fornecedora de matéria prima para
“medicamentos” utilizados na forma de infusdes e/ou emplastos. Mas com a necessidade de
se saber qual o mecanismo bioquimico ou bioldgico realizado por esses produtos, muitas
pesquisas foram realizadas e muito se aprendeu sobre diversos produtos naturais.

Estudos com venenos de serpentes tém possibilitado a elucidacdo de diversos processos
bioquimicos e fisioldgicos manifestados durante o envenenamento, bem como contribuido na
modelagem molecular de novos principios ativos farmacolégicos para diversos fins
(GUTIERREZ, 2002).

Os venenos de serpentes em geral, sdo misturas complexas, sendo que 90% do peso seco Sé
proteinas enzimaticas ou ndo enzimaticas, carboidratos, lipidios, aminas biogénicas,
aminoacidos e peptideos (BJARNASON; HAMILTON; FOX, 1988; DEUTSCH; DINIZ,
1955). Atualmente, ha um grande namero de proteinas purificadas e caracterizadas a partir de
venenos de serpentes, dentre estas, o complexo enzimatico das fosfolipdEhAN

Enzimas proteoliticas que interferem em processos hemostaticos tém sido bem investigadas
(HUANG, M. Z.; GOPALAKRISHNAKONE; KINI, 1997; MARKLAND, 1998; SANO-
MARTINS et al., 1995).

A importancia dos estudos dos venenos de serpentes vem contribuindo para o conhecimento
de diversos processos fisioldégicos. Consequentemente, muitas pesquisas tém sido dirigidas
com o intuito de melhorar nossa compreenséo sobre a acdo dos venenos das serpentes e da
toxinas isoladas. Com isso estabelecerem um conhecimento das caracteristicas farmacologicas
e moleculares das toxinas das serpentes, sendo este ainda um campo fértil de
pesquisa(CARDOSO et al, 2003). Além disso, o constante desenvolvimento nas
metodologias utilizadas em biologia celular e molecular tem oferecido oportunidades que
possibilitam descobrir novas e inesperadas atividades biolégicas das toxinas e biomoléculas
derivadas das mesmas. O presente projeto tem como foco a determinagao estrutural por raios-
X da crotamina, uma miotoxina presente no veneno da cascantalus durissus terrificys

isolada e purificada pela primeira vez ha mais de 60 anos(GONCALVES; POLSON, 1947).
Desde entdo, surgiram diversos trabalhos relacionados a crotamina que vem contribuindo para
a compreensdo nos aspectos estruturais, genéticos, moleculares, farmacologicos e

terapéuticos. No banco de dados PPBofein Data Bankestédo disponiveis duas estruturas



da crotamina, ambas resolvidas por NMiu¢lear Magnetic ResonanceEntretanto, estas
estruturas apresentam algumas divergéncias estruturais entre si. Um melhor esclarecimento da
estrutura tridimensional sera de grande contribuicdo em linhas de pesquisas para 0 uso deste
polipeptideo no desenvolvimento de agentes farmacoldgicos e terapéuticos. Neste trabalho
sera apresentada a estrutura cristalografica da crotamina, assim como, resultados estruturais

com outras proteinas provenientes do veneno da cascavel.

1.1 Crotalus durissus terrificus

As serpentes sdo encontradas em quase todo globo terrestre, sendo mais frequentes nas
regides tropicais e subtropicais por serem pecilotérmicos (ajustam a temperatura corporal de
acordo com o ambiente).

As serpentes da famili®iperidae possuem o mecanismo de injecdo de veneno mais
desenvolvido e sdo divididas em duas outras subfamilipsrinaee Crotalinae No Brasil, a

familia Viperidaecompreende trés géner@otalus (conhecidas como cascaveiBpthrops

(as chamadas jararacad)achesis(surucucus). As serpentes do géneérotalussao no total

de 26 espécies de serpentes de habitos terrestres e pouco ageis, representadas no Brasil pc
uma unica espéci€(otalus durissuscom ampla distribuicdo geografica, desde os cerrados

do Brasil central, regides aridas e semiaridas do Nordeste, campos e areas abertas do Sul,
Sudeste e Norte. S&o distinguidas cinco espécies de acordo com a regido geografica: Crotalus
durissus terrificus(regido Sul);Crotalus durissus cascavella (regido Nordestjptalus

durissus collillineatus(Centro Oeste)Crotalus durissus ruruima (savanas de Roraima) e
Crotalus durissus marajoengigha de Marajo - Pard).

A espécieC.d.t(Figura 1) é conhecida popularmente como cascavel, boigininga, cascavel de
quatro ventas, cobra de cascavel, maracabdia e maraca (BARRAVIERA, 1994b;
BARRAVIERA et al., 1989).
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Figura 1 Serpente Brasileira Crotalus durissus terrifiEente desconhecida)

As serpentes do géner@rotalus encontradas no Brasil apresentam caracteristicas
consideradas também em outras serpentes peconhentas da Yapdlidae como, por
exemplo, a cabeca triangular, escamas na cabeca, olhos pequenos com pupilas em fendas ¢
um par de fossetas loreal, situada entre as narinas e a boca. Apresentam dentes inoculadore:
de veneno do tipo solendglifos (dentes tubulares). A referida fosseta funciona como detector
térmico muito sensivel, captando também as vibrac¢des do ar por intermédio da membrana que
reveste 0 septo entre suas duas camaras, na extremidade da cauda encontra-se 0 guizo O
também chamado de chocalho com anéis que estao relacionados ao niumero de mudas de pele
uma caracteristica das cascaveéis (BARRAVIERA, 1994a).

O acidente crotélico é responsavel por cerca de 7,7% dos acidentes ofidicos registrados no
Brasil, podendo representar até 30% dos acidentes em algumas regides. Apresenta 0 maior
coeficiente de letalidade, devido a frequéncia com que evolui para insuficiéncia renal aguda
(IRA). Sé&o trés as acdes principais do veneno crotalico: neurotoxica, miotdxica e coagulante.

A acao neurotdxica produzida principalmente pela crotoxina (Crtx), uma neurotoxina de acao
pré-sinaptica, atua nas terminagfes nervosas inibindo a liberacdo de acetilcolina. Esta inibi¢cao
€ o principal fator responséavel pelo blogueio neuromuscular, do qual decorrem as paralisias
motoras apresentadas pelas vitimas. A acdo miotoxica produz lesdes de fibras musculares
esqueléticas (rabdomidlise) e acdo coagulante, decorre da atividade do tipo trombina, que
converte o fibrinogénio diretamente em fibrina. O consumo do fibrinogénio pode levar a
incoagulabilidade sanguinea. As manifestacdes hemorragicas, quando presentes, séo discretas
S&o poucas as manifestacdes locais observadas, ndo ha dor, ou esta pode ser de pequen

intensidade. Ha parestesia local ou regional que pode persistir por tempo variavel, podendo



ser acompanhada de edema discreto ou eritema no ponto da picada. Geralmente ocorre mal-
estar, prostracdo, sudorese, nauseas, vOmitos e sonoléncia ou inquietacdo. A secura da boce
pode aparecer precocemente e estar relacionada a estimulos de origens diversas. As
manifestacdes neuroldgicas decorrem da acéo neurotdxica do veneno, surgem nas primeiras
horas ap6s a picada, e caracterizam facies miasténica (facies neurotoRcsenéeld)
evidenciadas por ptose palpebral uni ou bilateral, flacidez da musculatura da face (Figura 2A),
alteracédo do diametro pupilar, incapacidade de movimentacéo do globo ocular (oftalmoplegia)
podendo existir dificuldade de acomodacao (visdo turva) e/ou visdo dupla (diplopia). Como
manifestacbes menos frequentes, pode-se encontrar paralisia velopalatina, com dificuldade a
degluticdo, diminuicdo do reflexo do vomito, alteragbes do paladar e olfato. A acdo miotoxica
provoca dores musculares generalizadas (mialgias) que podem aparecer precocemente. A
fibra muscular esquelética lesada libera quantidades variaveis de mioglobina que é excretada
pela urina (mioglobindria), conferindo-lhe uma cor avermelhada ou de tonalidade mais
escura, até o marrom (Figura 2B). A mioglobinuria constitui a manifestacdo clinica mais
evidente da necrose da musculatura esquelética (rabdomiolise). Pode ocorrer
incoagulabilidade sanguinea ou aumento do Tempo de Coagulacdo (TC), em
aproximadamente 40% dos pacientes, observando-se raramente sangramentos restritos as

gengivas (gengivorragia) (SAUDE, 2001).



Figura 2 Efeito da peconha da cascavel. A) Ptose palpebral, flacidez da musculatura da face. B)
Coleta de urina sequencial entre a admissao e 48 horas apés o acidente: diurese escurecida (direita
para esquerda, respectivamente) (Fonte desconhecida).

1.2 Composig¢ao do veneno d€rotalus durissus terrificus

No caso especifico do veneno da subesp@eialus durissus terrificysquando fracionado

por exclusdo molecular, se obtém quatro fracées farmacologicamente ativas identificadas até
entdo, sédo elas: convulxina (PRADO-FRANCESCHI; BRAZIL, 1981), giroxina (SEKI,
VIDAL; BARRIO, 1980), crotoxina (SLOTTA, K.; PRIMOSIGH, 1950; SLOTTA, K. H.;
PRIMOSIGH, 1951) e crotamina (GONCALVES; POLSON, 1947). Estudos de protedmica
(GEORGIEVA et al., 2010) demonstraram que a composicdo da toxina do veneno
correlaciona-se com a manifestacdo clinica das picadas da sefpatiaienae e explica os

efeitos patologicos do veneno, como neurotoxicidade, mionecrose sistémica, disturbios
hemostaticos, mioglobindria que pode levar a insuficiéncia renal aguda. A grande maioria das
toxinas esta potencialmente envolvida na neurotoxicidade, miotoxicidade e coagulopatia. Os
componentes predominantes do veneno neurotéxico séo fosfolipases A2 e serino proteinases.
O veneno € uma fonte rica de 5'- nucleotidases (7,8% das toxinas identificadas) que induz

desordens hemostéticas. A composicao vendmida.dieé e o transcriptoma da glandula de



veneno da subespéciz d. collilineatusmostraram diferencas na presenca de familias de
proteinas e na quantidade das toxinas. Alguns dos componentes do veneno identificados pela

analise protedbmica néo foram relatados no transcriptoma da C.d.c..

1.2.1 Convulxina:

As proteinas semelhantes as lectinas tipo-C dos venenos de serpentes desempenham diverso
efeitos bioldégicos como, por exemplo, a ativacdo da agregacao plaquetaria. Entretanto, nao
apresentam atividade hemoaglutinante, apresentadas para as lectinas tipo-C verdadeiras
(MORITA, 2005).

A convulxina (Cvx) é uma lectina tipo-C isolada do venen€@ dkt, estudos farmacologicos

da convulxina observou o aparecimento de movimentos convulsivos, alternados com periodos
de torpor e relaxamento, e disturbios respiratorios, cuja toxicidade foi estuda em varios
modelos animais. Quando inoculada por via intravenosa, provoca efeitos como: perda de
equilibrio, alteracdes circulatorias, gastrointestinais e respiratorias, e alteracdes visuais logo
apos sua inoculacdo, aléem de ativar e agregar plaguetas na auséncia de fibrinogénio
(RANDON et al., 1982; VARGAFTIG, 1982). Entretanto, Mello e cols. (1989)
demonstraram que a convulxina € um potente ativador de plaguetas do sangue, néo
apresentando atividade convulsiva (MELLO et al., 1989).

A Cvx é formada por duas cadeias polipeptidicas,oC{@3,9kDa) e Cvg (12,6 kDa)
conectadas por pontes dissulfeto entre os aminoacidos €ys8lys77p formando um
heterodimero (LEDUC; BON, 1998; MURAKAMI; WATANABE; et al., 2003;
MURAKAMI; ZELA,; et al., 2003).

Murakami e col. (2003) demonstraram que a estrutura da convulxina era formada por um
heterodimero. Varios estudos indicaram que a convulxina se apresentava com uma topologia
a3p3, baseado no comportamento hidrodindmico da me&m@etanto, no mesmo ano,
Murakami e cols. determinaram pela primeira vez a estrutura da convulxina através da técnica
de cristalografia, eles demonstraram que a presenca de uma ponte dissulfeto adicional
formada entre a vizinhanca dg-heterodimero, resultava em um anel tetramerig®t, na
estrutura da convulxina (Figura 3). A Cvx se comporta em condi¢des fisiolégicas como um
hetero-octamero ciclico, o que leva a formagdo de um grande canal de solvente (Figura 3).
Entretanto, o comportamento anémalo da Cvx em cromatografia de exclusdo molecular e em
gel nativo, sugerindo que a Cvx é unB3, pode ser atribuido pela presenca desse grande
canal de solvente (MURAKAMI; ZELA,; et al., 2003).



Figura 3 Estrutura oligomérica da convulxina. Representacaaamoon do tetrameroaf), da
convulxina, a subunidade (vermelho) e a subunidade (verde). Cadeia lateral das cisteinas
envolvidas nas ligacbes dissulfidicas intra-subunidades, conectandg-teterodominios e as
cisteinas formando as ligacdes inter-subunidades, formando o tetrégfiproAS cisteinas séo
mostradas enball stick (carbono em cinza e enxofre em amarelo), indicadas por setas. As regides N-
e C-terminal estdo destacadas (18).

1.2.2 Giroxina uma trombina-simile:

As serino proteinases sdo encontradas em microorganismos, plantas e diversos animais, sao
divididas em sete principais clas: SA, SB, SC, SE, SF, SH e TA. As serino proteinases séo
subdivididas em familias, com base na sequéncia e similaridade funcional (MEROPS - The
Peptidase Database)(MEROPS - The Peptidase Database). As serino proteinases de veneno:s
de serpentes (SPSV) pertencem a familia S1 do cla SA (EC=3.4.21.-) (BARRETT;
RAWLINGS, 1995). A maioria das enzimas na cascata de coagulacéo e fibrindlise sado serino



proteinases caracterizadas pela triade catalitica: His57, Aspl02 e Serl95. No entanto, a
maioria das SVSPsShake Venom Serino Protegdsésriginaria da calicreina glandular, que
depois evoluiu para adquirir atividades de coagulacéo, fibrinolitica/fibrinogenolitica. Isto
pode explicar os efeitos hipotensores de algumas enzimas, devido a atividade calicreina-
simile, produzindo cininas. O maior grupo de enzimas de veneno desta familia € conhecido
como trombina-simile devido a sua atividade, e ndo a origem evolutiva.

A trombina é sintetizada no figado como um precursor de 622 aminoacidos, com um peptideo
sinal de 24 residuos de aminoacidos e um pro-peptideo de 19 residuos de aminoacidos. A
cadeia madura pode ser processada em varias formas, incluindo aquelas designadas como
B- e ytrombina, é ativada somente apds a clivagem dérpnabina pelo faltor X.

A trombina € uma serino proteinase formada por uma cadeia A com 36 residuos de
aminoacidos, ligada por uma ponte dissulfeto a uma cadeia B com 259 residuos de
aminoacidos (Figura 4). A trombina exibe o enovelamento caracteristico das serino
proteinases tipo tripsina, mas apresentam varias regides caracteristicas que regulam a
interacdo com outras moléculas e contribuem para a alta especificidade da molécula
(STUBBS; BODE, 1995). A alta especificidade da trombina aos seus substratos e receptores é
atribuida a ligacéo anidnica dos residuos cataliticos denominados exositios | e 1l. A trombina
apresenta uma fenda que abriga a triade catalitica (Figura 4), sendo esta cercada por dois
polos positivos conhecidos como exositio | e 1. O exositio I, responsével pela interacdo da
trombina com o fibrinogénio, ja o exositio Il € responsavel pela ligagcdo da trombina com a

heparina.
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Figura 4 Estrutura tridimensional da trombina humana (1PPB) representadarimn, em ciano a
cadeia A e em purpura a cadeia B. Em vermelho, a cldssica triade catalitica presente nas serino
proteinases (His57, Aspl102 e Serl95). Em amarelo os exositios | e Il.

As serino proteinases sao abundantes nos venenos de serpentes, o grande interesse pela
enzimas semelhantes a trombina ganhou importancia com a possibilidade de utilizacdo no
tratamento de doencas trombdticas e como anticoagulantes (OUYANG; TENG; HUANG,
1990). Estas enzimas de venenos de serpentes tém como propriedade estrutural a triade
catalitica que € altamente conservada nas serino proteinases (SERRANO; MAROUN, 2005).
Os trés aminoacidos da triade catalitica desempenham um papel essencial na clivagem das
ligacBes peptidicas. Embora os membros da triade apresentem uma localizacdo distante na
sequéncia primaria da proteina, eles se apresentam muito préximos um do outro na estrutura
tridimensional, devido ao dobramento da mesma. A geometria particular dos membros da
triade é caracteristica para a especifica funcdo. A cadeia lateral da Serl95 forma ponte de
hidrogénio com o anel imidazélico da His57. O grupamento -NH deste anel, por sua vez,
forma ponte de hidrogénio com o grupo carboxilato do Asp102. Quando a histidina posiciona

a cadeia lateral da serina e polariza a sua hidroxila, ela age como catalisador basico geral
como aceptor de ion de hidrogénio, porque a hidroxila polarizada da serina fica pronta para
desprotonacao. A retirada do proton da hidroxila gera um nucledfilo. O aspartato ajuda a
orientar e a tornar a histidina um melhor aceptor de prétons, por efeitos eletrostaticos (BERG;
JOHN; LUBERT, 2002; NELSON; COX, 2004). Apés a ligacdo ao substrato, a reacéo
comeca com o ataque nucleofilico da hidroxila da Ser195 ao carbono carbonila do substrato.

Este ataque altera a geometria em torno deste carbono, de triangular plana para tetraédrica. O
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intermediario tetraédrico formado é portador de uma carga negativa no atomo de oxigénio
derivado da carbonila. Esta carga € estabilizada por interagdes com grupamentos NH da
proteina em um local denominado cavidade do oxianionte. Estas interacées também ajudam a
estabilizar o estado de transicdo que precede a formacédo do intermediario tetraédrico. Este
altimo intermediario sofre entdo um colapso, gerando acil-enzima. Esta etapa é facilitada pela
transferéncia de um proton da histidina, com carga positiva, para a amina formada pela
clivagem da ligacao peptidica. O componente aminico esta agora livre para sair da enzima e é
entdo hidrolisado por um processo que é essencialmente as etapas anteriores. Uma molécula
de agua ataca a carbonila, enquanto um préton é simultaneamente removido pelo radical da
histidina, que agora age como catalisador geral, formando um intermediario tetraédrico. Esta
estrutura se quebra, formando o acido carboxilico, produto que deixa pronta a enzima para
outra rodada de catalise (BERG et al., 2002; NELSON; COX, 2004). A seguir € mostrada a

representacdo esquematica do mecanismo catalitico das serino proteinases (Figura 5).
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Figura 5 Mecanismo de catélise da quimiotripsina. Na ligacdo do substrato, His57 atrai o préton do
grupo OH de Serl95 que lanca um ataque nucleofilico no atomo de carbono terminal (passo 2). Um
intermediario tetraédrico € formado e estabilizado por liga¢cdes de hidrogénio com o oxigénio da
cadeia lateral de Gly193 e a cadeia principal do grupo NH de Serl195. A amida aceita um préton da
His57 e se dissocia (passo 3). Depois da ruptura da ligacdo peptidica um intermediério acil-enzima é
formado (passo 4). His57 recebe um préton da agua que desloca a amina. O ion -OH resultante ataca o
atomo de carbono no grupo acilo (Passo 5). O segundo intermediério tetraédrico € criado e
estabilizado pelas mesmas ligactes de hidrogénio, conforme descrito anteriormente (Gly 93 e Ser195).
O oxigénio na cadeia lateral da Ser195 recebe um préton da His57 (passo 6). O grupo acilo se dissocia
e a triade catalitica é refeita (passo 1) (BERG et al., 2002).
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Em 1986, foi isolada do veneno @ed.t, uma enzima tipo trombina (RAW et al., 1986),

sendo esta caracterizada como uma fragcdo farmacologicamente ativa. Quando inoculada em
animais foi capaz de induzir alteracdes de equilibrio, ocasionando giros aleatérios ao longo do
eixo longitudinal do corpo (COHN; COHN, 1975; SEKI et al., 1980). Apresenta atividade
coagulante do fibrinogénio no plasma de mamiferos, exercendo uma atividade trombina-
simile e esterasica. (ALEXANDER et al., 1988). Proteina com massa molecular de 26,648
Da, com a presenca da triade catalitica comum as serino proteinases, Serl195, His57 e Asp102
(RAWLINGS; TOLLE; BARRETT, 2004).

Véarias enzimas isoladas de venenos de serpentes clivam as moléculas de fibrinogénio
encontradas no plasma, transformando-as diretamente em fibrina (BORTOLETO et al., 2002;
SMOLKA et al., 1998). O agente principal do sistema fibrinolitico é a plasmina, a qual possui
capacidade de degradacdo da rede de fibrina. Estas enzimas estdo presentes em quantidade
significativas dentro do veneno total de algumas serpentes e sao consideradas por varios
pesquisadores como importantes fatores toxicos do veneno (PAWELEK et al., 2000). Elas
mostram varias atividades farmacoldgicas e fisiologicas, sendo que uma delas € a agregacao
plaquetaria (SUHR; KIM, 1996).

A giroxina, também conhecida por sua atividade enzimatica trombina-simile. Atua sobre o
fibrinogénio humano, clivando a regido préxima ao N-terminal da cadedo Aibrinogénio,
formando o fibrinopeptideo A. No caso da trombina, ela produz o fibrinopeptideo A e B, pois
também cliva a cadeiaBOs mon6émeros de fibrina resultantes polimerizarerseima rede

que difere da produzida pela trombina. Esta rede € instavel e mais susceptivel a acao dos
agentes fibrinoliticos (KOH; CHUNG; KIM, 2001). A incoagulabilidade sanguinea foi
observada em casos de pacientes picados por serpentes da sulikgpécesta reacdo é
decorrente do consumo de fibrinogénio (BUCARETCHI et al., 2001).

Estudos com serino proteinases de veneno de serpentes (SVSPs), demonstraram que esta
moléculas exibem caracteristicas estruturais comuns a outras proteinas, como a tripsina e a
trombina. Os venenos de serpentes apresentam diversas isoformas para serino proteinases. Nc
entanto, devido ao elevado grau de identidade existente entre as SVSPs e suas isoformas, €
complexo determinar os tipos de interacdes entre estas moléculas e seus substratos
especificos, apenas com base em suas similaridades com outras enzimas (SERRANO;
MAROUN, 2005). Estudos que buscam a investigacdo de estruturas proteicas tornaram-se
fundamentais para a caracterizacéo e diferenciacdo de novas SVSPs.

1.2.3 Crotoxina:
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A Crtx, uma proteina com atividade neurotdxica e miotoxica, atua bloqueando a transmisséo
de impulsos nervosos na juncdo neuromuscular, através de uma agao pré-sinaptica, inibindo a
liberacdo de acetilcolina pelos impulsos nervosos, provocando paralisia motora e respiratoria
nos animais (FAURE; BON, 1988; FAURE et al., 1994; FAURE et al.,, 2003; VITAL
BRAZIL, 1961). Wolz-Richter e cols. (2013) demonstraram que a Crtx apresenta uma potente
atividade antinociceptiva, que se supde ser mediada por a¢gdes sobre o sistema nervoso central.
Os efeitos antinociceptivos da Crtx (45 ug / kg) foram verificados em rato através do aumento
das laténcias de resposta em testeblatgreavese testes de retirada da cauda. De acordo

com experimentos onde a Crtx foi testada para os efeitos antinociceptivos (pata direita) e os
efeitos anti-hiperalgésico (pata esquerda), os resultados mostraram que a Crtx exibiu anti-
hiperalgésica dominante, mas também efeitos antinociceptivos durante estimulos a dor
(WOLZ-RICHTER; ESSER; HESS, 2013).

Crotoxina (Crtx) representa cerca de 50% do peso seco do veneno, € um complexo
heterodimérico, composto por uma associacdo nao covalente entre duas subunidades: uma
subunidade acida (CA ou crotapotina) composta por trés cadei#se(y), com ponto
isoelétrico (p) de aproximadamente 3,4 e massa molecular de 4.372, 3.924 e 1.553 Da,
respectivamente, uma subunidade basica (CB), composta por 122 residuos de aminoacidos
com plde 8,6 e massa molecular de 14.199 Da (AIRD et al., 1986; HENDON; FRAENKEL-
CONRAT, 1971; RUBSAMEN; BREITHAUPT; HABERMANN, 1971). A fracdo CA,
denominada crotapotina, € ausente de atividade enzimatica (HENDON; FRAENKEL-
CONRAT, 1971), constituida por trés cadeias polipeptidicas com 40, 35 e 14 residuos de
aminodcidos, ligadas por 7 pontes dissulfeto (AIRD; KAISER; BIEBER, 1985; AIRD;
KAISER; LEWIS; et al., 1985; AIRD et al., 1990; BREITHAUPT; RUBSAMEN;
HABERMANN, 1974). As cadeias da crotapotina foram sequenciadas pela primeira vez em
1985 (AIRD; KAISER; LEWIS; et al., 1985), indicando que a cadeiapresenta uma
sequéncia comum as fosfolipases de serpentes, com a presenca do aminoacido Asp49 que est:
envolvido na ligacdo ao ion de célcio. O segm¢ntapresenta uma alta homologia com as

PLA, de serpentes crotalicas, sendo esta regido composta por cinco cisteinas altamente
conservadas. Entretanto, a cadeéa regido com mais baixa homologia, quando cordpara

as PLA, porém, os dois residuos de cisteina nesta sequéncia se mostram conservados (Figura
6). Duas isoformas de crotoxina B (CB1 e CB2) foram isoladas a partir de uma biblioteca de
cDNA preparada a partir de uma unica glandula de venefioddie (FAURE et al., 1994). O
sequenciamento dos aminoacidos destas duas isoformas mostraram que elas diferem em oito

residuos, resultando em diferencas em suas propriedades enzimaticas e farmacoldgicas
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(FAURE et al., 1994). A isoforma CB1 pode se associar a qualquer isoforma de CA com alta
afinidade, resultando em uma crotoxina mais toxica, entretanto, a associacdo de CA com a
isoforma CB2 demonstrou ser enzimaticamente menos ativa, apresentando um complexo
menos estavel (FAURE et al., 1994; FAURE et al., 1993). Quando da ligacdo da crotoxina
aos seus alvos, o complexo CA/CB ¢é desfeito, CB liga-se a membrana e CA é liberado em
solucdo. Ha dois modelos propostos para explicar o0 mecanismo molecular envolvido na
ligacdo de CB a membrana: o da dissociacdo e o do complexo ternario. No primeiro, CA e CB
dissociam-se antes da ligacdo de CB a seu sitio na membrana. Ja o modelo do complexo
ternério transiente, considera que a crotoxina liga-se & membrana antes da dissociacdo de CA
(BON et al., 1979; BON; JENG, 1979; DELOT; BON, 1993; KRIZAJ et al.,, 1996).
Independentemente de qual modelo seja formado, a reversibilidade da ligagdo CA/CB é de
grande importancia para a acao neurotdxica da Crtx, pois a conversdo de um complexo
dissociavel para um nao dissociavel revoga completamente a sua neurotoxicidade (HENDON;
TU, 1979; LENNON; PLUMMER; KAISER, 1990).

A Crtx é a principal fracdo do veneno @ed.t. causando o bloqueio da transmissédo de
impulsos nervosos na juncao neuromuscular (BRAZIL, 1966), resultando em paralisias
motoras, um quadro clinico apresentado pelas vitimas. A juncdo neuromuscular € uma regido
especializada da fibra muscular, onde o impulso nervoso, ao atingir a terminacdo nervosa pré-
sinaptica, determina a sua despolarizacao e liberagdo do neurotransmissor de acetilcolina. A
acetilcolina liberada combina-se com os receptores nicotinicos pés-sinapticos. Esta ligacao
esta relacionada ao potencial da placa terminal que induz a contracdo muscular, ao atingir o
limiar de excitabilidade desencadeia o potencial de agdo muscular que se propaga ao longo
dos tubulos “T". Para explicar a inibicdo da contracdo muscular pela crotoxina tem sido
proposto um mecanismo de acdo molecular envolvendo atividade pré-sinaptica (BRAZIL,
1966) e pos-sinaptica (BON et al., 1979). Na acao pré-sinaptica, a crotoxina genericamente
inibe a liberagdo do neurotransmissor de acetilcolina (BRAZIL; EXCELL, 1971; CHANG,;
LEE, 1977). Na acdo pds-sinaptica, atua bloqueando a resposta a acetilcolina através da
estabilizacdo do receptor de acetilcolina a um estado inativo (BON et al., 1979). O termo
“molécula chaperona” ou simplesmegteperon foi primeiramente empregado por Faure &

Bon (1988). Para eles, a crotapotina funcionaria para prevenir a ligacdo ndo especifica da
PLA, com outros receptores biologicamente importantes e que nao estdo envolvidos em suas
atividades fisiolégicas, bem como farmacolédgicas (BON et al., 1979; BON; JENG, 1979).
Slotta e Fraenkel-Conrat (1938) demonstraram que a Crtx € constituida por uma mistura de

PLA, e crotopatina, estando também presentes no veneno individual de sefpamntese
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Bon (1987) identificara cerca de 15 isoformas de Crtx em varios lotes de ven€mnd.tde

apesar de ser um numero relativamente alto ndo é inesperado, sendo a Crtx formada pela
associacao aleatéria das nao idénticas subunidades A e B (FAURE; BON, 1987). A presenca
destas isoformas de Crtx resulta das diferentes combinacdes de suas subunidades. Faure ¢
cols. (1993) analisaram 16 complexos de diferentes isoformas de Crtx formados apos
associacao de isoformas de CA com isoformas de CB. Observou-se que a diferenga entre as
isoformas de Crtx € devida apenas a subunidade CB. As isoformas de CA no complexo
podem ser trocadas sem qualquer mudanca na toxicidade ou na atividade enzimatica. Em
contraste, as varias isoformas de CB formam duas classes farmacologicamente distintas de
crotoxina. A primeira classe consiste de complexos altamente toxicos e com baixa atividade
enzimatica, ja a segunda classe € caracterizada por apresentar baixa toxicidade e alta atividade
enzimatica (FAURE; BON, 1988; FAURE et al., 1993). Com o0 uso de técnicas de
purificacdo mais eficientes, Oliveira e cols e Toyama e cols. (2003) mostraram que as Crtxs
de C.d.tséo constituidas por uma mistura de duas ou mais isoformas de crotapotinas e trés a
quatro isoformas de PLA que foram identificadas por técnicas enzimaticas e de
sequenciamento de proteinas (DE OLIVEIRA et al., 2003; TOYAMA, M. H. et al., 2003).

Em 2003, a estrutura cristalografica da crotoxina BCdé.t. foi elucidada (MARCHI-
SALVADOR et al., 2008)A andlise detalhada da estrutura cristalogréafica @isposicdo dos

quatro mondémeros que compdem a CB mostrou que o tetrdmero € formado pela associagéo de
dois dimeros, o0s quais, por sua vez, sado constituidos por dois monémeros, cada qual com uma
isoforma da crotoxina B. A estrutura tetramérica da crotoxina B € formada pela associacao
dos dimeros A/C e B/D. A estabilizagdo dimérica entre as isoformas CB1 e CB2 é dada,
respectivamente, pela interacdo entleap que antecede/awing e a regiao de ligagao de

Ccd*. No entanto, as regies de ligacéo de iofi @as mondémeros A e D (isoforma CB2),

ndo estdo aptas a coordenar o foA’ @ais, em ambos os mondmeros, os residuos Cys29,
Gly30, Gly32 estdo invertidos em relagdo aos mesmos residuos dos mondmeros B e C
(isoforma CB1), mondmeros aptos a coordenar o {6t Oais residuos estdo envolvidos na
estabilizacdo da estrutura quaternaria da CrtxB, sendo eles, Glu92 (CB1) e Serl (CB2) que se
ligam entre si por pontes salinas duplas, em ambos os dimeros (MARCHI-SALVADOR et al.,
2008). Essa conformagéo pode potencializar a atividade neurotdxica da CB através da criacdo
de novos sitios de ligagdo, o que aumentariam a afinidade da CB com a membrana pré-
sinaptica (MARCHI-SALVADOR et al., 2008). Apesar disso, até pouco tempo atras néo se
sabia como ocorria a interacdo da crotapotina com a crotoxina B, para a formacdo do

complexo crotoxina. Recentemente, Faure e cols. (2011) elucidaram a estrutura da crotoxina
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em complexo (CA+CB). Para a obtencdo da estrutura cristalografica, foram primeiramente
separadas todas as isoformas e um novo complexo da Crtx foi formado, onde apenas uma
isoforma de CB foi misturada com uma isoforma de CA, atuando como dimero (FAURE; XU,
SAUL, 2011). A estrutura cristalografica da crotoxina mostra a arquitetura da subunidade
acida, as trés cadeias polipeptidicas interligadas por pontes dissulféte), complexada

nao covalentemente com a subunidade basica {PBAconformacédo estrutural da associagéo

das subunidades CA e CB indica que a clivagem pdés-traducional do precursor pro-CA € um
pré-requisito para a montagem do complexo CACB. Estes estudos fornecem informacdes
estruturais inovadoras para explicar o papel da subunidade CA no mecanismo de acdo da
Crtx. A estrutura cristalina do complexo CA2CBb, permitiu identificar os principais residuos

de aminoacidos responsaveis pelas diferencas significativas nas atividades farmacolégicas das
duas classes dos complexos da crotoxina. Em particular, mostrou-se que os residuos Trp31 e
Trp70 da subunidade CBb estabelecem contactos intermoleculares com Asp99 e Asp89 ,
respectivamente, da cadg¢i@A2 e contribui para a estabilidade e a toxicidaoleamnplexo
CA2CBb. Essas interacfes pode levar a diminuicdo da atividade, Rildqueando
parcialmente o acesso do substrato a diade catalitica e mascarando varios residuos na
superficie de ligacdo interfacial, que s&o importantes para a interacdo gacemA
fosfolipidios. Identificagdo da interface de ligacdo entre as subunidades CA e
de CB é importante para a concepcédo de inibidores anti-neurotoxicos baseados na estrutura.
Sabendo-se que a Crtx exibe varias funcdes fisiologicas, incluindo as propriedades anti-
tumorais, o conhecimento da sua estrutura tridimensional, sera util para o entendimento destes
efeitos diversos (FAURE et al., 2011).

1.2.4 Crotamina

Crotamina (Cro), um polipeptideo neurotdéxico de baixo peso molecular, foi isolada e
caracterizada da peconha @ed.t., (GONCALVES; DEUTSCH, 1956; GONCALVES;
POLSON, 1947)Crotalus durissus cascavell@OYAMA, O. D. et al., 2005) eCrotalus
durissus cumanens(®ONCE-SOTO et al., 2007). Cro teve sua estrutura primaria descrita
por Laure em 1975 (LAURE, 1975), € um polipeptideo composto por 42 aminoacidos e massa
molecular aproximada 4.881 Da. Apresenta em sua composi¢cao nove lisinas e duas argininas,
o que Ihe confere uma caracteristica extremamente basica, c@1f)3. Estruturalmente, a
crotamina € estabilizada por seis cisteinas, formando trés pontes dissulfeto nas posigoes,
Cys4-Cys36, Cys11-Cys30, Cys18-Cys37 (Figura 7) (FADEL et al., 2005; LAURE, 1975;
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NICASTRO et al., 2003). E um polipeptideo pertencente a familia de toxinas previamente
designadas de miotoxinas (SBPNMbmall Basic Polypeptide Myotoxin), cujos membros estao
amplamente distribuidos nos venenos de serpentes do gém¢atus (OGUIURA; BONI-

MITAKE; RADIS-BAPTISTA, 2005). A atividade biolégica da Cro, dentro das miotoxinas,

esta caracterizada pela sua acdo especifica sobre a membrana muscular esquelética,
responsavel por causar danos ou a morte destas células. Esta agdo ocorre através da dilataca
do reticulo endoplasmatico rugoso e sua consequente degeneracdo. Isto € uma consequénciz
da alteracédo provocada pela proteina no transporte de ions de sodio através da membrana de
célula muscular. Na membrana celular e nas fibras do musculo esquelético, a Cro ativa canais
de sédio quase que exclusivamente, induzindo um influxo desse cation (SLOTTA, K. H,;
FRAENKEL-CONRAT, 1938), o que provoca a excessiva retencdo de agua pelo reticulo
sarcoplasmatico. A inabilidade da célula em regular seu equilibrio osmaético leva a sua
degradacédo (SLOTTA, K. H.; FRAENKEL-CONRAT, 1938). Em 1998, Mancin e cols.
demonstraram a agdo analgésica da Cro, observada primeiramente em ratos, sendo muito

maior quando comparada a morfina (MANCIN et al., 1998).
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Figura 6 Alinhamento da cadeia acida da Crtx com outras Pha linhas indicam a formagéo das pontes dissulfeto. No alinhamento é possivel observar a
alta homologia das trés cadeias que compdem a cadeia acida da Crtx,(BrikAnostrando os residuos de cisteinas altamente conservados e o residuo
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Figura 7 Estrutura primaria da crotamina, as linhas indicam a ligag&@o entre os pares de cisteinas envghadses hssulfeto.



1.2.4.1 Crotamina e defensinas

A Cro apresenta seis cisteinas responsavel pela formacao de trés pontes dissulfeto (Figura 7)
(BONI-MITAKE et al.,, 2001) e um grande numero de isoformas tem sido caracterizadas
(PONCE-SOTO et al., 2007; TOYAMA, M. H. et al., 2000). Apesar da baixa identidade na
sequéncia primaria, a crotamina apresenta uma estrutura tridimensional homologa aos
polipeptideos antimicrobiais (AMPs) pertencentes a familia @ag-defensinas e familia

das defensinas provenientes de inselmércq et al., 1998). Possuem 0 mesmo numero de
pontes dissulfeto (HOOVER; CHERTOV; LUBKOWSKI, 2001) e é uma classe de peptideos
ricos em lisina e argininas (NICASTRO et al., 2003; YOUNT et al., 2009). Apesar das
diferencas na composicdo dos amino&cidos, a crotamina apresenta osoaSaid que as

a- e p-defensinas de mamiferos (GANZ et al.,, 1985). Furalimente, as defensinas
apresentam um amplo espectro de atividade e desencadeiam diversos efeitos. Alguns desses
peptideos apresentam atividades anti-bactérias Gram-positiva e participam em reacdes de
defesa antibactérias (COCIANCICH; GHAZI; et al., 1993; COCIANCICH; GOYFFON; et

al., 1993).

1.2.4.2 Atividade farmacologica da crotamina

Ao longo dos anos, a Cro tem sido estudada em seus diferentes aspectos biofisicoquimicos.
Afeta o funcionamento dos canais de sodio do tecido muscular esquelético, induzindo um
influxo de sddio, resultando numa despolarizacdo e contracdo do musculo esquelético, que é
antagonizada pela tetrodotoxina ou por concentracdo reduzida’d¢€€NEYMOL et al.,
1971).Essa despolarizagao e contragdo muscular, indisda Enecrose caracterizadas pela
extensa vacuolizacdo do reticulo sarcoplasmatico e ruptura dos filamentos de actina e miosina
(GUTIERREZ; CERDAS, 1984; OWNBY; AIRD; KAISER, 1988). Este polipeptideo tem
atividade miotéxica e faz com que ocorra a paralisia dos membros posteriores de ratos em
menos de 15 minutos, quando injetados por via intraperitoneal (RIZZI et al., 2007). Em
contrapartida, estudos dRatch clampdemonstraram que a Cro ndo atua em canal de sodio
dependente de voltagem (Na(v)), entretanto, exerce sua a¢ao provocando espasmos rapidos
do tipo muscular, indicando que os canais de sédio ndo estdo envolvidos na agdo da Cro ou
ndo sdo os principais alvos da mesma. Essa contradicdo sobre a acdo farmacoldgica da
crotamina prossegue sendo uma interrogacdo. Estudos recentes demonstram a comparacéo da

interacdo da Cro gdefensinas-2 humanas (hBD-2), com canais de potdspendentes de
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voltagem (Kv) em células procariéticas e células eucarioticas. Eles chegaram a conclusao que
a crotamina obstrui os canaig lém células eucaridticas, mas ndo em células procaridticas
(YOUNT et al.,, 2009). Além disso, a crotamina age sobre o0s mastdcitos, causando
degranulacdo e consequente liberacdo de histamina (MANCIN et al., 1998). Apresenta
também atividade contra as bactérias e fungos patogénicos (OGUIURA et al.,, 2011). De
fato, a inibicdo de canais Kv1.3, como demonstrado por Peigneur e cols. (2012), contribuiu

para o esclarecimento das propriedades anti-tumorais da Cro (PEIGNEUR et al., 2012) .

1.2.4.3 Atividade antimicrobiana (AMP) e célula-penetrante (CPP) da crotamina

Peptideos antimicrobianos sdo muito diversificados em relacdo a sequéncia de aminoacidos e
a estrutura secundaria, mas compartilham certas propriedades, tais como: afinidade para os
fosfolipidios carregados negativamente, que estdo presentes na superficie da membrana
citoplasmatica de muitas espécies microbianas. Peptideos antimicrobianos (AMPs —
Antimicrobial Peptidesrepresentam uma nova classe de antibiéticos. Muitos pesquisadores
tém contribuido para a compreensdo da relacdo estrutura-atividade dos AMPs (ALI et al.,
2009; AVRAHAMI; OREN; SHAI, 2001). A maioria dos AMPs tem como alvo a membrana
celular bacteriana, estas atacam a membrana celular sem a necessidade de receptores
especificos e, portanto, tornam-se uma abordagem ideal para transpor o problema da
resisténcia bacteriana, resultante de mutacdes. Mais de 1000 AMPs foram descobertos em
diferentes organismos, desde insetos até seres humanos, apresentando atividade
antimicrobiana (WANG et al., 2009). Além disso, peptideos que demonstram a capacidade de
se translocar em membranas celulares e entrar nas células, sdo chamados de peptideos célula-
penetrantes (CPPCell penetrating peptidesOs CPPs podem variar em relacdo a carga e ao
tamanho das sequéncias de aminoacidos. Comumente, os CPPs apresentam sequéncias
cationicas e anfipaticas (moléculas que apresentam uma regido hidrofilica (solivel em meio
aguoso), e uma regido hidrofébica), ricas em residuos de aminoacidos basicos (lisina e
arginina) (KERKIS, A. et al., 2006; RODRIGUES et al., 20) caracteristicas estruturais

dos CPPs possibilitam que estes atravessem a membrana celular, por translocacdo ou
endocitose, localizando-se em organelas especificas e/ou no nucleo (Figura 8) (KERKIS, A.
et al., 2006; LEE etal., 2011; LUNDBERG; LANGEL, 2003).
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Figura 8 Mecanismo de translocagdo através de membranas biologicas. Dependente da composigéo,
carga e estruturaiferente peptideos desempenham diferentes mecanismos de interagdo com a
membrana (GALDIERO et al., 2013).

Nos ultimos anos, a Cro vem apresentando um grande potencial com relacdo a sua atividade
de penetracdo em células eucarioticas (€€l penetrating peptidgsatravés da entrega de
drogas e agentes anti-cancerigenos (bioativos) (KERKIS, A. et al., 2004; KERKIS, I. et al.,
2010). Kerkis e cols. (2004) relataram que a crotamina possui intrinsecamente todas as
propriedades funcionais apresentadas pelos CPPs. Além disso, foi observado que este
polipeptideo apresenta propriedades adicionais, tais como: capacidade de penetrar de forma
eficiente e seletiva no interior de células em proliferacdo ativas; peculiar capacidade de
interacdo com algumas estruturas subcelulares e subnucleares (KERKIS, A. et al., 2004;
NASCIMENTO et al., 2007). A crotamina, quando adicionada ao meio de cultivo em
concentracbes nao toxicas é capaz de penetrar em pelo menos trés tipos celulares
(fibroblastos primarios, linfoblastos humanos e células tronco embrionarias murinas) em
apenas cinco minutos (KERKIS, A. et al., 2006).

Todos os peptideos célula penetrante podem transportar drogas para dentro das células de
mamiferos, sem a necessidade de receptores especificos. CPPs também pode mediar a entrega
de moléculas bioativam vitro e in vivo, proporcionando uma vantagem adicional para a
aplicacédo terandstica (processo de terapia de diagnéstico para doentes individuais, a chamada
medicina personalizada) (LEE et al., 2011).
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Apesar da similaridade sequencial, os CPPs podem apresentar mecanismos de acdo bastante
distintos (Tabela 1). Esta diversidade estrutural resulta em diferentes modos de captacéo, e
diferentes niveis de absorcdo, dependendo da linhagem celular, e outras condigfes.
Endocitose e translocacdo direta através da membrana celular, sdo o0s principais mecanismos

utilizados pelos CPPs para a entrada na célula (MADANI et al., 2011).

Tabela 1 Comparacédo sequencial de peptideos célula penetrante.

Peptideos Sequéncias Referéncia
Tat PGRKKRRQRRPPQ (SNYDER; DOWDY,
2005)
Penetratin RQIKIWFQNRRMKWKK (JOLIOT;
PROCHIANTZ, 2004)
Transportan GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL (POOGA; HALLBRINK;
et al., 1998; POOGA,; LINDGREN; et al., 1998)
Crotamine KQCHKKGGHCFPKEKIC (KERKIS, A. et al.,
2004)

KMDCRWRWKCCKK
H-lactoferrin KCQWQRNMRKVRGPPVSCIKR (ARNOLD; COLE;

MCGHEE, 1977)

TAT (viral protein transactivator of transcription, déllV-1); Penetratin lHomeodomai)) Transportan
(Galanin-mastoparap Crotamine (SV-CPP); H-lactoferrinHgman lactoferrin protein Crotamine: duas
provaveis sequencias com funcao célula-penetrante.

1.2.4.4 Modelo tridimensional por NMR

Nicastro e cols. (2003) apresentaram uma estrutura tridimensional da Cro resolvida por 1H-
NMR (Nuclear Magnetic Resonan¢ceomposta por trés segmentos de fgllea regido N-

terminal estruturada comwhélice, interligados por estruturas aleatérias ABTRO et al.,

2003). Fadel e cols. (2005), utilizando a técnica de NMR apresentaram resultados
coincidentes (FADEL et al., 2005), mas com algumas diferencas em comparacdo com a
estrutura proposta por Nicastro e cols. (2003), embora em condi¢cbes amostrais diferentes.
Tais diferencas se mostram relevantes, sobretudo em relacdo a estrutura secundaria, uma vez
gue na estrutura publicada por Nicastro, a crotamina apresenta topologia @t tipe Ja

no trabalho de Fadel, a topologia proposta foi dodffy-.
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2.0BJETIVOS

Objetivos Especificos:

» Purificar, cristalizar as fragdes crotoxina, giroxina e crotamina do vene@ootius
durissus terrificus
* Determinacado estrutural pela técnica de raios-X das proteinas crotoxina, giroxina e

crotamina.

Objetivos Gerais:

O trabalho aqui apresentado teve como objetivo a caracterizagdo estrutural por cristalografia
de raios-X da crotoxina, giroxina e da crotamina. Apesar destas proteinas terem sido isoladas
ha anos, a cristalizagdo das mesmas tem sido extremamente recalcitrante, provavelmente
devido a alta flexibilidade intrinseca, como confirmado por estudos de NMR (ENDO et al.,
1989; FADEL et al., 2005; NICASTRO et al., 2003) no caso da crotamina, e a presenca de
muitas isoformas, etc..

O objetivo geral com efeito de longo termo € a determinacéo da estrutura tridimensional por
cristalografia de raios-X, gerando informacdes estruturais que guiara na otimizacdo, podendo
ser utilizavel para melhor entender suas estereo/enantioespecificidade, permitindo assim
estudar as interacbes com substratos e futuramente o desenho de moléculas com alta
especificidade em vias e processos hiolégicos.

Para atingir o objetivo proposto foi necessario o aprendizado de técnicas de biofisica e
bioguimica, que envolveram: purificacdo, cristalizacdo, difracdo de raios-X, SAXS, DLS,
CD, entre outras.
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1 Peconha

Toda a peconha foi fornecida pelo Serpentario CEVAP (Centro de Estudos de Venenos) na
cidade de Botucatu-SP. A pecgonha bruta cristalizada foi estocada a -20 até o momento de

uso.

3.2 Protocolo de purificacao

3.2.1 Cromatografia de troca i6nica

Cerca de 150 mg do veneno bruto leofilizaddCdel. terrificusforam suspensos em 1,5 ml

de tampéao acido acético (gEOOH) 0,05 M, pH 5,0 e centrifugados a 10.000 x g, durante

10 min, a 4 °C. O sobrenadante foi submetido a cromatografia de troca ibnica. Uma resina de
troca cationica (MonoS HR 10/10, GE Healthcare), com volume de coluna (VC) de 8 ml foi
usada para purificacdo. A fase movel utilizada constituiu-se de tampé&o &cido acético 0,05 M,
pH 5,0 (eluente A) e NaCl 1 M em &cido acético 0,05 M, pH 5,0 (eluente B). Para a
cromatografia utilizou-se um gradiente nao linear de 0 a 100% de eluente B. A cromatografia
foi feita a 4 °C no sistema Akta FPLC (GEHealthcare Life Sciencg® a absorbancia
monitorada a 280 nm, fracdes de 1,0 ml foram coletadas.

A fracdo obtida na etapa de purificacdo cromatogréfica teve sua massa molecular estimada e
avaliada quanto a homogeneidade por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida com
SDS (SDS-PAGE). A eletroforese foi realizada segundo o método de Laemmli (1970) com
pequenas modificacbes em gel de poliacrilamida 15%, em condicdes desnaturantes,
utilizando o detergente duodecil sulfato de sddio (SDS), na presenca e na auséncia do agente
redutor ditiotreitol (DDT). Amostras centrifugadas foram aplicadas no gel que estava inserido
em um sistema eletroforético (Hoefer Inc, USA), abastecido com tampao SDS de corrida. As
proteinas usadas como padrdo de massa molecular foram: beta-galactosidase (116 kDa), BSA
(66,2 kDa), Ovoalbumina (45,0 kDa), lactato desidrogenase (35,0 kDa), REase Bsp98I (25,0
kDa), beta-lactoglobulina (18,4 kDa) e lisozima (14,4 kDa).
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A eletroforese foi efetuada sob uma tenséao de 120 V para a separacdo das amostras durante a
migracéo no gel de empilhamento, e posteriormente teve sua tensdo ajustada para 180 V para

a migracao das amostras no gel de resolugéao.

3.3 Coloracdo em comassie do gel SDS-PAGE

Apés o término da eletroforese, a presenca das bandas proteicas foi detectada com a
revelacado do gel em uma solucdo de cor@mmassie Brilliant blu€50 R, por pelo menos
60 minutos. Em seguida, para a visualizacédo das bandas das proteinas, o gel foi incubado em

uma solucéo descolorante (acido acético 7%), por aproximadamente 120 minutos.

3.4 Determinacédo da massa molecular por espectrometria de massa

A determinacdo da massa molecular relativa foi conseguida em colaboragdo com o Dr.
Hartmut Schliter, pesquisador do Centro Médico Eppendbniversity Medical Center
Hamburg-EppendoffAlemanha). Para a determinacdo da massa da proteina, o protocolo a
seqguir foi aplicado e analisado no instrumento MALDI-TOBItrafleXtreme instrument
(Bruker Daltonics Bremen, Alemanha).
Preparacao da amostra para espectrometria de massa:
- 2 pl de TFA a 2% em um tuli€ppendorf(0,5 ml)
- Adicione 2 ul da amostra
- Adicione 2 ul da solucéo preparada DHAP (7,6 mg DHBiRydroxyacetophenone

Em 375 pl Etanol)
- Esfregar com a ponta da pipeta na parede do tubo de Epppadomiduzir a cristalizacéo

até que a solucao tenha uma aparéncia leitosa.

- Pipetar 1 ul da mistura sobre a placa alvo, e esperar secar.

3.5 Dosagem proteica

A determinacdo da concentracao proteica da Cro foi realizada a partir do valor tedrico do
coeficiente de extingace)( obtido noExpasy usando-se um espectrofotometro (Nanodrop
2000c (ThermoScientific, Peqglab, Alemanha). Este aparelho quantifica a concentragdo de

proteinas de acordo com a lei de Lambert-Beer
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A280=8*b* C

OndeA g € a absorbancia a 280 nm (corresponde ao pico de absor¢do de UVs daCro),
coeficiente de extingdo (que para a Cro € igual a 12.866pmprimento do percurso no

espectrofotdmetro (correspondente a 1 cm) e C é a concentracdo da Cro em mg/mL.

3.6 Concentracao das proteinas crotoxina, giroxina e crotamina

As amostras da Crtx, giroxina e Cro foram concentradas em microconcentradores Amicon
(cut-off 10.000 e 3.000 Da, Millipore) em TrisHCI 0,1 M, pH 7,0 e HEPES 0,1 M, pH 7,0 e

agua ultra-pura, respectivamente.

3.7 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

DLS (Dynamic Light Scattering) foi usado com o intuito de analisar a dispersividade da
solugcéo. Em preparagéo para ensaios de cristalizagdo, amostras previamente purificada foram
centrifugadas a 10.000 x g a 4 °C por um periodo de 60 a 120 minutos e 10 pl da amostra foi

transferido para uma cubeta optica.

3.8 Métodos para analise da estrutura tridimensional

O processo de cristalizacdo é de natureza empirica, ou seja, a obtencdo de monocristais para
estudos estruturais através de difracao de raios-X passa pelo teste de diversas solugbes, com a
utilizacdo de diferentes tampdes, agentes precipitantes e sais (BERGFORS, 1999). Para a
otimizacao deste processo, foram desenvolvkitssomerciais que constituem em conjuntos
limitados de solugbes, considerando a combinacéo de diferentes agentes precipitantes e pHSs.
Existem diversas varidveis que podem ser exploradas na etapa de cristalizacdo, como a

presenca de aditivos, a concentracdo da proteina, variacado do pH e temperatura.

3.9 Preparacao da amostra e cristalizacao

Ensaios preliminares foram realizados atravékidde pré-cristalizacadP¢e-Crystallization

Test— Hampton Research, USA) com o intuito de determinar a concentracéo da proteina mais
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favoravel para a cristalizacdo, os testes foram realizados de acordo com o protocolo do
fabricante.

Depois da purificacdo das proteinas, as amostras da crotoxina, giroxina e crotamina foram
concentradas até 6, 10 e 22 mg/ml, respectivamente e centrifugadas a 10.000 x g por 60
minutos (Crtx e giroxina) e 120 minutos para a Cro.

A triagem para obter as condi¢des iniciais de cristalizacdo foi realizada aplicando a
pipetagem com o robdHoneybee961 (Genomic Solutions, UK). Proteina e solucao
precipitante foram transferidas para placas de 96 pdgmgdl Qial -Qiagen, Alemanha).

Os screensdisponiveis comercialmente JCSGlassic, AmSQ® e Compas Suite (todos
Qiagen, Alemanha) foram usados. 300 nl da solucdo de proteina foram misturados com 300
nl da respectiva solucdo precipitante para cada um dos 96 pocos, o reservatério foi
preenchido com 55 pl de solucéo precipitante. As placas foram seladas e armazenadas a 17

°C, sendo monitoradas a cada sete dias para identificar sucessos de cristalizacéo.

3.10 Otimizacéo das condi¢des iniciais de cristalizacéo

A observacdo de material cristalino em alguma das condi¢cdes, mesmo que de tamanho e
morfologia inadequados, é ponto de partida para que monocristais apropriados aos
experimentos de difracdo sejam obtidos. Algumas condigbes promissoras foram obtidas a
partir doskits de cristalizacdo e o refinamento consistiu na variagdo da concentragcdao do
agente precipitante, do sal, da proteina e do pH do tampao.

Condicdes iniciais foram otimizadas em placas CPL-130 (JenaBioscience, Alemanha),
aplicando difus@o de vapor por gota suspensa, que consiste de 1-2 ul de solugcéo de proteina e
1-2 ul de solucdo precipitante e o reservatério preenchido com 500-1000 ml de solucdo
precipitante. As condicdes de temperatura também foram monitoradas e placas foram
estocadas a 4 °C ou 20 °C, em uma incubadora livre de vibracdo (Rubarth, Alemanha) ou a 14
°C em um laboratério com ar condicionado.

Uma anica condigéo inicial fornece varias oportunidades de otimiza¢do. Geralmente, técnicas
de difusdo de vapor por gota sentada e gota suspensa sdo as mais aplicadas, mas técnicas de
cristalizacao debaixo de 6leo ou técnica de seeding tém sido consideradas.

Microseeding é uma poderosa ferramenta para evitar a nucleacdo espontanea e refinar a
qualidade do cristal. Uma solugcéo estogsee(stockfoi preparada com um dos cristais
iniciais numa solucao estabilizadora, utilizando um tubo eppendorf com uma micro-esfera de

vidro, de acordo com o protocolo do fornecedor (Jena BioScience, Alem&ebdgtockoi
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diluido 1:10 - 1:10.000 com solucao proteica contendo metade da concentracdo de proteina
em que o cristal triturado foi obtido (metade da concentracdo da proteina em comparacéo

com as condig¢des inicias de cristalizacao).

3.11 Metais pesados

Primeiramente, foi realizada uma triagem para derivados de atomos pesado. Em muitos casos

€ necesséria a avaliagcdo de muitos (25 a 75) compostos derivados de &tomos pesados.

Triagem e paciéncia é uma parte essencial da derivatizacéo por atomo pesado.

A primeira pergunta que fizemos foi: Qual a&tomo pesado usar?

E preciso ter a certeza de escolher atomos pesados que garantam uma diferenca no padréo de

difracdo, devido ao &tomo pesado ser maior do que os erros na coleta de dados. O namero

atdmico do atomo pesado e o numero dos sitios de derivatizados necessarios para o éxito do

faseamento sdo proporcionais a massa molecular da macromolécula. Macromoléculas

maiores podem exigir atomos pesados de numero atbmico superior e mais de um atomo

pesado por molécula. Alguns fatores a serem levados em consideracao sao:

Composicéo dos aminoacidos:

- Auséncia de residuos de cisteinas livres ou histidinas: Nao usar derivados de mercurio (HQ).

- Distribuicdo normal de aminoacidos: Platina (Pt) que se liga principalmente a residuos de
metionina, histidina e cisteinas.

- Residuos carregados positivamente: Pt{CN)

- Residuos de cisteinas e histidinas livre: Hg.

Existem dois métodos basicos para a obtencado de cristais derivados de atomos pesados, a co-
cristalizacao e o soaking, foram utilizados neste trabalho e sdo descritos brevemente a seguir.
Co-cristalizacdo: a solucdo contendo o atomo pesado escolhido € adicionada a gota de
cristalizacdo em uma determinada propor¢cdo. O objetivo é que os &tomos pesados
incorporem-se a regides especificas da proteina durante o processo de cristalizagéao.

Soaking: consiste em mergulhar o cristal da proteina em uma solucdo contendo uma
determinada concentracdo de atomos pesados. O objetivo € que tais atomos difundam-se
pelos canais de solvente, incorporando-se a rede cristalina.

Inicialmente, os experimentos sdo realizados alterando-se a concentracdo dos sais de &tomos
pesados e o tempo de imersdo. Para cada cristal de proteina, necessita-se otimizar estes

parametros. Outra maneira de se utilizar o métodeodking € através da técnica chamada
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qguick—cryo—soaking onde o atomo pesado € adicionado na propria solucdo crio-protetora

onde o cristal € mergulhado. A diferenca para o métodsodking tradicional é que o

periodo de tempo em que os cristais sdo deixados na solu¢cdo com atomos pesados séo

menores, e as concentracdes utilizadas sdo maiores (NAGEM; DAUTER; POLIKARPOV,

2001).

Inimeros experimentos foram realizados na tentativa de obtencdo de cristais derivados de

atomos pesados, a partir da andlise sequencial da proteina (YKQCHKKGGHCFPKEKICL
PPSSDFGKMDCRWRWKCCKKGSG). Em particular, para os experimentosod&ing

foram utilizados os seguintes compostos, como demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 Compostos derivados de atomos pesados utilizados nos experimentos de soaking.

Nome Formula
Platina (Pt)

Tetracloroplatinato de potassio K2PtCl
Tetracloroplatinato de amonio (NH4)2PtCly
Hexacloroplatinato de potassio MRCh
Hexaiodoplatinato de potassio K2Ptls
Mercurio (Hg)

Cloreto de Mercurio Il HgCl,
Acetato de Mercurio Il Hg(OOCGCHf
Tetraiodomercurato de potassio 2(Hglys)
Cloreto de etil-mercurio C,HsHgCl
Brometo de Mercurio HgBr,
lodeto de Mercurio Hgl,
Sumario (Sm)

Hexahidratocloreto de sumaério (l11) SmCI
Hidratoacetato de sumario (lll) SM(GQ:CoHs)?
Hexahidratonitrato de sumario (lll) Sm(NQA
Ouro (Au)

Cloreto de ouro (ll1) AuCl;

Acido cloroaurico HAuC)

Muitos dos compostos de atomos pesados testados, ndo sdo soluveis na solucdo de

cristalizacdo. Assim, a estratégia adotada, foi transferir os cristais para gotas de solu¢cdes com

atomos pesados.

Para os experimentos dguick—cryo—soaking foram utilizados os seguintes compostos

descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 Compostos derivados de atomos pesados utilizados nos experimeqtoskde
cryo—soaking.

Nome Formula

Triiodeto de potassio Klg

Tribrometo de carbono BrsC

Triiodeto de carbono 3C (Magic Triangle
Brometo de sadio NaBr

Brometo de tantaloQlusten TeBri2

As concentracfes de atomos pesados, tipicamente usadas nos experimguicis-de/o—

soaking foram de 50 mM a 500 mM durante 30 a 60 segundos. Além dos métodos classicos
de co-cristalizacao soaking, a técnica de marcagéo de vaporizacdo de iodovdfbrizing

lodine Labelling), foi utilizada neste trabalho (Figura 9). O método, recentemente descrito
por Miyatake e cols. (2006), consiste em posicionar uma pequena gota de uma solucdo
contendo Kl/I(2) ao lado da gota de cristalizacdo que apresenta os cristais (MIYATAKE;
HASEGAWA; YAMANO, 2006). O KI/I(2), devido a sua grande volatilidade, estara
presente em forma gasosa no ambiente do poco, e pode incorporar-se a gota de cristalizacao e
difundir-se pelos cristais. O iodo liga-se preferencialmente a cadeias laterais de tirosinas, que
podem tornar-se mono- ou di-iodinizadas (MIYATAKE et al., 2006). Em segundo lugar,
qguando a iodagéo apresentou-se insuficiente, a técnica de peréxido de hidrogénio VIL Hyper-
VIL - (Hydrogen Peroxide/IL) foi aplicada para aumentar ainda mais a razéo de difuséo,
realizada através da adicdo de uma pequena gota de peréxido de hidrog@yiadthdo da

gota de cristalizacdo. O ,8, também se difunde para a gota de cristalizacdo para
potencializar o processo de difusdo. Um problema observado frequentemente nos
experimentos para incorporacao de atomos pesados, € que 0s cristais submetidos ao processo
de soaking podem sofrer danos micro ou macroscopicamente. O processakihg causa,

muitas vezes, a completa dissolucéo do cristal.
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VIL
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Figura 9 Desenho esquematico de VILdpbrizing lodine Labellinge HYPER-VIL procedimentos
aplicados aos cristais representativos. (a) Os cristais nativos sdo preparados pelo método de difusdo de
vapor, gota-suspensa. (b) Uma pequena gota de solucdo de iodo é colocada junto da gota de
cristalizagdo. (c) Moléculas dgrapidamente difundem-se por toda a gota de cristalizacdo. (d) Depois

da incubacédo, os cristais se apresentam com uma coloracdo marrom escuro. (e) A técnica HYPER-
VIL emprega uma goticula adicional (~ 1,0 pl) de 30 % ¢@,dolocado em um pequeno cavalete
(bridge) de cristalizacdo. A gota de®; sera introduzida no cristal, apds a mudanca na coloragdo dos
cristais através da aplicacdo de VIL, ou o peroxido de hidrogénio redissolve moléculasade |
goticula de iodo, o qual diminuira a quantidade de difusédo,.df) IComo resultado da reacao
HYPER-VIL, a geracao de bolhas de oxigénio e do branqueamento da cor castanha sdo observados na
goticula de cristalizacdo, os quais sao bons indicadores de iodacdo (MIYATAKE et al., 2006).

3.12 Coleta de dados usando radiagéo sincrotron

ConsorciobeamlineX12, X13 (Hasylab/Dorisll/DESY) e P14 (Hasylab/Petrall/DESY) na
Alemanha, foram utilizados para a caracterizacdo dos cristais obtidos através da coleta de
diversos conjuntos de dados. A crio-protecao foi avaliada com a exposicéo do loop, contendo
uma gota da solucao de cristalizacéo, posicionada diretamente a uma corrente de nitrogénio.
Quando ocorreu a formacdo do gelo, o glicerol foi adicionado a gota de cristalizacdo ou,
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cristais foram mergulhados em uma solucéo crio-protetora e incubados durante cerca de 30
segundos. Os cristais foram montados d¢oops de nylon ouloops Micromount (Mitegen,

EUA), efrash frozenem uma corrente de nitrogénio gasoso. Os dados de difragao de raios-X
dos cristais da proteina crotamina (conjunto nativo) foram coletados na linha de luz P14
(Hasylab/Petralll/DESY), na cidade de Hamburgo, Alemanha, um detector CCD foi utilizado
para registro dos dados de difracdo. Os cristais foram mantidos a 100K durante a coleta de
dados utilizando-se um “soprador” de nitrogénio gasoso. Os dados de difracao de raios-X dos
cristais da proteina marcada com metais pesados foram coletados na linha de luz X12 do
Deutsches Elektronen-Synchrotron (Hasylab/Dorisll/DESY, Alemanha) utilizando um
detector MAR-225. Os dados de difracdo para os cristais da crotoxina e da giroxina foram
coletados na linha de luz X13 (Hasylab/Dorisll/DESY, Alemanha) utilizando um detector
MAR165. Na linha de luz X12, X13 e P14, a coleta de dados foi conduzida pelo pacote de
programas DNA.

3.13 Processamento dos dados e constru¢cdo do modelo

Os dados nativos, tanto como os dados com metais pesados foram processados utilizando-se
o programa HKL2000/Denzo oiMOSFLM (BATTYE et al., 2011; OTWINOWSKI;

MINOR, 1997), para as etapas de escalonamento foram utilizados os programas SCALA ou
SCALEPACK (COLLABORATIVE COMPUTATIONAL PROJECT, 1994).

Para analise dos dados e refinamento da estrutura, programas provenientes do pacote de
programas CCP4 (COLLABORATIVE COMPUTATIONAL PROJECT, 1994) ou PHENIX
(ADAMS et al.,, 2002) foram aplicados. Construgcdo do modelo foi realizada usando o
programa COOT (EMSLEY; COWTAN, 2004).

3.14 Difracdo andmala

Como alternativa as técnicas de substituicdo molecular, aplicou-se o método de difracédo
andmala. Cristais complexados com metais pesados foram requeridos para a determinacéo da
estrutura da crotamina pelo método de cristalizacdo. Cristais pertencentes ao grupo espacial
12,2,2;, foram imersos em solu¢des contendo metais pesados por um periodo entre 30
minutos a 36 horas, depois, diversos conjuntos de dados de difracdo de raios-X do cristal da
proteina marcada com metais pesados foram coletados em condicbes criogénicas e

processados como descrito acima. A busca resultou na presenca adequada do metal pesado,
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com a presenca de um pico no mapaR#terson do hexacloroplatinato de potassio
(K.PtCk), o qual foi possivel de ser utilizado nos experimentos de MAItivavelength
Anomalous Dispersion) e SALBigle-wavelength Anomalous Diffractiofara a coleta de

dados para o experimento de MAD, o cristal foi imerso em uma solugcéo contendo 0.1 M de
(K,PtCk) por um periodo de 12 e 24 horas e subsequentemente mantido a 100 K usando 20

% de glicerol como crio-protecéao.

3.15 Coleta de dados MAD e determinacao da estrutura pela metodologia

SAD e refinamento da estrutura

Os dados para o experimento MAD foram coletados na linha de luz Petralll no DESY
(Hasylab/Hamburgo, Alemanha). Os comprimentos de ondas selecionados foram (1)
espalhamento anémalo do pico; (2) ponto de inflexdo do espalhamento anémalo e (3) remoto
de baixa energia. Entretanto, os dados an6malos do pico foram suficientes para a
determinacao de fases através da técnica de SAD. Os conjuntos de dados foram processados e

escalonados como descritos anteriormente.

3.16 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

Para a analise através da técnica de SAXS, pelo menos trés diferentes diluicbes da proteina
foram necessarias, 1 a 10 mg/ml, tipicamente, 1, 2, 5 e 9,7 mg/ml foram preparadas e
centrifugada a 15.000 x g por 60 minutos a 4 °C. Dados de DLS foram analisados para
monitorar a dispersividade da solugdo. Somente solugdes monodispersas foram usadas para a
coleta de SAXS na linha de luz P12 (EMBL/Petralll, Alemanha) & 295 K, com uma distancia

do detector de 2,1 m e um comprimento de onda de 1,5 A. Todos os conjuntos de dados
foram normalizados para a intensidade do feixe incidente e corrigidos para a resposta do
detector usando o pacote de programas ATSAS (PETOUKHOQV et al., 2007).

3.17 Modelagem molecular por homologia da giroxina

3.17.1 Busca por moldes

Nesta etapa, foi adquirida a sequéncia primaria da proteina alvo (BOFXM1) no banco de

dadosExpasy Através da ferramentlastP, foi realizada a busca por proteinas homélogas
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com estrutura tridimensional resolvida e as sequéncias que apresentaram meédia e alta
identidade foram selecionadas. A estrutura correspondente a proteina C da serpente
Agkistrodon contortrix contortriX2AIP) foi selecionada como molde para a construgao do

modelo tedrico da giroxina.

3.17.2 Alinhamento

De posse da sequéncia alvo e da sequéncia molde, iniciou-se o processo de alinhamento. O
ClustaW foi o programa utilizado para o alinhamento através da ferrameiae Muscle
(EMBL-EBI) e o servidor BoxShadeExpasy, para o alinhamento entre as sequéncias

selecionadas.

3.17.3 Modelagem

O modelo construido por modelagem comparativa foi realizado através da ferramenta
MODELLER 9v10. Nesta etapa, foi realizado o alinhamento da sequéncia da estrutura molde
(2AIP) com a sequéncia da proteina alvo, atravésalpt do MODELLER malign.py
(Apéndice Al). Este alinhamento gerou um arquivo (Arquivo.ali/pap) que foi posteriormente
foi utilizado pelo programa como arquivo de entrada para a construcdo do nsutigio (
model.pyXApendice A2) A otimizacdo do modelo foi realizada através do script otimize.py
(Apéndice A3). Este ultimo realiza uma melhor minimizacdo de energia do modelo em si. A
idéia principal desse método € que “aguecendo-se” a molécula, os atomos adquirirdo altas
velocidades e quando atingirem a temperatura ambiente, a estrutura alcanga o seu minimo

energeético.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Fracionamento do veneno d€rotalus durissus terrificus

O veneno bruto é primeiramente fracionado utilizando uma coluna de exclusdo molecular
seguida de troca ibnica (HENDON; FRAENKEL-CONRAT, 1971). 22 mg do veneno bruto
de C.d.t. foi aplicado em uma coluna de exclusdo molecular Superdex 75 GL 10/300 (GE-
Healthcare Life Scienceg)reviamente equilibrada com tampéo 0,1 M formiat@a@nio,

pH 3,0 com 0,1 M NaCl, foram coletados 1 ml/tubo em um fluxo de 0,8 ml/min. a
temperatura 4 °C (Figura 10).

mAU

v v I M I |
3000 — — ™ 16,0
- 66,2
) ol 45,0 Ml
- - 35,0
- r
2500 — & - -0
B . S 134
- - . ’ v

14,4

0,0 2.5 5,0 i 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 ml

Figura 10 Fracionamento do veneno bruto@el.t. por exclusdo molecular em resina Superdex 75
(eixo x: volume de eluicédo, eixo y: unidade de absorcdo (AU) em 280 nm), sdo mostrados quatro
principais fracbes caracteristicas do veneno: (I) convulxina, (lI) giroxina, (lll) crotoxina e (IV)

crotamina. Inserto, 15% gel SDS PAGE, (I — IV) fragbes oriundas da exclusdo molecular, (M)
marcador de massa molecular.

As fracOes contidas no pico referente a crotoxina (Pico lll, figura 10) foram agrupadhs (
e aplicadas em uma coluna de troca anidnica previamente equilibrada com tampéao TrisHCI

0,05 M, pH 8,2 (Tampéao A). A eluicao foi realizada em tampéao TrisHCI 0,05 M, pH 8,2 com
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gradiente linear de NaCl 1 M (Tampéao B Fluxo de 1,0 ml/min., sendo coletados 1 ml/tubo a
temperatura de 4 °C (Figura 11). No inserto (Figura 11), caracteristico gel da crotoxina
mostrando duas bandas, a primeira banda, acima de 25 kDa se refere ao complexo da
crotoxina, a segunda banda se refere a fragdo da PLA2, entretanto ndo é possivel de se
observar a fracdo da crotapotina, provavelmente devido a baixa massa molecular de cada

uma das cadeias.

mAl

3000 —

Figura 11 Cromatografia de troca aniénica da crotoxina em coluna MonoQ (GE-Healthcare Life
Sciences).Inserto, Gel 15% néo redutora em SDS_PAGE do pico I, referente a crotoxina. No eixo X,
o volume de eluicdo em mililitros (ml), no eixo Y, a unidade de absorcdo (AU) em 280 nm (Azul) e o
gradiente de concentracdo do tampdao B (verde).

A fracdo referente a Cro (Pico IV, figura 10) foi submetida ha uma segunda corrida
cromatografica em uma coluna Resorce S (troca catidnica) (GE-Healthcare Life Sciences)
previamente equilibrada com tampéo fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,8 (Tampéao A). A eluicao
foi realizada em fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,8 com gradiente linear de NaCl 2 M. Fluxo

de 2 ml/min., sendo coletados 1 ml/tudo.
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4.1.1 Novo protocolo de purificacdo da giroxina e crotamina

Ensaios cristalogréaficos foram realizados para as proteinas purificadas pelo método descrito
acima, entretanto, sem qualquer sucesso na obtencéo de cristais para a proteina Cro. Com o
intuito de se obter cristais, um novo protocolo de purificacao foi desenvolvido.

O novo protocolo de purificagcdo resultou em frag6es puras de giroxina e Cro em uma unica
etapa cromatografica. Em cada corrida cromatogréfica, 150 mg do veneno total cristalizado
foram dissolvidos em 1,5 ml de tampéao acido acético 0,05 M, pH 5,0 (tampéo A). A seguir, a
solucéo foi centrifugada a 10. 000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi aplicado em uma
coluna de troca catidnica do tipo MonoS _HR 10/10 (GE-Healthcare Life Sciences),
previamente equilibrada com o mesmo tamp&o, conectada a um sistema de HPLC/Akta. As
proteinas absorvidas a coluna foram eluidas pela passagem de um gradiente segmentado de
NaCl, de 0 a 1 M, em tampao idéntico ao A, exceto pela adicdo do sal, com fluxo de 1
ml/min. As amostras foram coletadas em um volume de 1 ml/tubo. A eluicdo das proteinas
foi monitorada a 280 nm e resultaram em quatro proteinas puras em uma Unica etapa
cromatografica, identificadas como giroxina-I, giroxina-1l, BLA Cro. Posteriormente a
giroxina e a Cro foram concentradas em concentradores Amicon-Milliparef{de 10. 000

e 3. 000 Da, respectivamente). O perfil cromatogréfico de purificagdo das proteinas é
mostrado na figura 12 e a fragdo correspondente a giroxina se encontra no pico I e Il e a Cro

no pico IV.
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Figura 12 Cromatografia de troca catidnica do veneno brutG.d¢.em coluna MonoS (HR 10/10).
FracBes puras das proteinas giroxina (I, Il), PWLW e crotamina (V) foram obtidas em uma Unica
etapa de purificagcdo. No eixo X descrevemos o volume de eluicdo em mililitros (ml), no eixo Y,
unidade de absorc¢édo (AU) em 280 nm (azul) e o gradiente de concentragédo do tampéo B (verde).

O grau de pureza da giroxina e da Cro (proteinas alvo do nosso estudo) foi confirmado por
analise eletroforética, realizada em gel SDS-PAGE 15%, onde revelou o aparecimento de
uma unica banda (Figura 13).
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Figura 13 Gel de poliacrilamida a 15% com agente desnaturante (SDS). MW — Padrdo de massa
molecular. A) Gel da giroxina, linhas 1 a 4 serino proteinase purificada; B) Gel da crotamina, linhas 1

a 3 Cro purificada.

A fracdo cromatografica referente a crotamina foi submetida a espectrometria de massa
(Figura 14). Na espectrometria de massa foi possivel notar um pico de 4.736 Da, o que indica
a presenca de uma isoforma do polipeptideo. Essas isoformas sdo bastante dificeis de separar
pelos métodos cromatograficos usuais utilizados na purificagdo de proteinas. A ocorréncia de
um unico pico cromatografico que produza dois picos distintos e prOXimos em um espectro

de massa, confirma a presenca de duas proteinas com cargas de superficies préximas.
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Figura 14 Espectrometria de massa da fracdo da crotamina purificada por troca idnica. Presenca de
dois picos relacionados a presenca de duas isoformas da crotamina com cargas de superficies
proximas e com massa molecular diferenciada. O grafico mostra massa mekrsuisantensidade.

4.2 Cristalizacao, coleta de dados e analise estrutural da giroxina

4.2.1 Cristalizacao da giroxina

Para a busca de condicdes iniciais de cristalizagéo, a giroxina foi centrifugada a 10.000 x g a
4 °C por 60 minutos. A dispersividade foi monitorada por DLS: 10 ul foram aplicados em
uma cubeta optica para as medidas de DLS. Para cristalizacdo, a solucdo da proteina foi
concentrada até 10 mg/ml em HEPES 0,05 M, pH 7,5 usando um microconcerinadir

de 10.000 Da Milliopore, USA). Um total de 384 condicdes de cristalizacdo foram testadas,
aplicando oscreenddisponiveis comercialmente JCSG+, Classic, AmMSO4 e Compas Suite
(todos Qiagen, Alemanha). 300 nl da solucdo de proteina foram adicionadas a 300 nl da
respectiva solugdo precipitante usando o rob6 de pipetagem Honeybee 961 (Genomic
Solution, USA) para cada um dos 96 pocos, utilizando a técnica de gota sentada
(NeXtalQIAl puplates, Qiagen, Alemanha). O reservatoério foi preenchido com 35 pl de
solucdo precipitante. Apds 30 dias a 22 °C, cristais iniciais cresceram em trés diferentes

condicbes (Figura 15A).



41

As condic¢@es iniciais foram otimizadas variando a concentracdo do precipitante, do tampao
e/ou a concentracdo do sal em torno das concentracdes iniciais em placas de 24 pocos (CPL-
130 plates Jenabioscience, Alemanha), utilizando a técnica de gota suspensa, onde
combinamos 1 ul da solucdo da proteina previamente centrifugada (10.000 x g, 4 °C, 60 min.)
e 1 pl da solucao de cristalizacdo. Os cristais cresceram em um periodo de 12 — 30 dias.

Figura 15 Fotomicrografia dos cristais da giroxina. Na coluna A os cristais da giroxina em trés

diferentes condic8es iniciais: 1) citrato tri-sodico 0,2 M, dihidrogenofosfato de aménio 1 M; 2)

acetato de sodio 2 M, pH 4,6, 8% PEG 4000; 3) citrato tri-sodio 0.2 M, dihidrogenofosfato de aménio
0,5 M. Na coluna B os cristais ap6s otimizacdo: 1) citrato tri-sédico 0,2 M, dihidrogenofosfato de
amonio 0,6 M; 2) acetato de sé6dio 2 M, pH 4,6, 12% PEG 4000; 3) citrato tri-sddio 0,2,

dihidrogenofosfato de aménio 0.7 M.
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4.2.2 Difracao de raios-X da giroxina

Antes da coleta de dados, o cristal foi transferido para uma solugcdo contendo glicerol
(solucéo crio-protetora), por um periodo de aproximadamente fBshdrozen em um jato

de nitrogénio gasoso. Os dados de difracdo foram coletados na linha de luz X13
(Hasylab/Desy, Alemanha). Os cristais da giroxina obtidos ap0s a otimizacgao (Figura 15 B1 e
B3) foram testados em experimentos de difracdo de raios-X. Estes cristais difrataram a
resolucdes méximas de 4 A, resolucdo insuficiente para permitir a obtencdo de dados
estruturais da proteina. De acordo com a literatura, a presenca de uma ou mais cadeias de
acucar pode ser um fator desfavoravel no processo de cristalizacdo, caracterizando uma

desordem interna na cristalizagéo.

4.2.3 Modelagem molecular da giroxina

A estrutura primaria de uma proteina determina sua estrutura tridimensional. Contudo, o
algoritmo que permita com precisdo absoluta determinar a estrutura tridimensional de uma
proteina partindo de sua sequéncia primaria, ainda esta por ser determinado com alta
precisdo. A modelagem molecular comparativa tem como objetivo gerar modelos confiaveis.

A condicdo necesséria € que a semelhanca entre a sequéncia designada e a estrutura do
modelo seja detectavel e que o alinhamento entre elas possa ser construido (LESK; LO
CONTE; HUBBARD, 2001).

O alinhamento sequencial entre a giroxina e serino proteinases de serpentes obtidas atraves
da ferrament®8last, foi realizada afim de se obter informagdes estruturais sobre a giroxina.

O objetivo do alinhamento é justapor residuos estruturalmente equivalentes, levando em
consideracao caracteristicas estruturais comuns, como por exemplo, a estrutura secundaria. O
alinhamento revelou sequéncias conservadas que determinam o fold da proteina (Figura 16B),
a sobreposicao entre o modelo e o molde pode ser observada na figura 16A.

A figura 16A mostra o0 modelo da giroxina gerado por modelagem molecular, foi no intuito

de verifica o provavel direcionamento do sitio de glicosilacédo e a especificidade da proteina,
gue decidimos gerar o modelo teorico. De acordo com o modelo gerado, ha uma forte
indicacdo de que a cadeia do acUcar pode estar desfavorecendo o empacotamento do cristal,
estando a cadeia exposta ao solvente, o que confere alta flexibilidade das glicanas, podendo
impedir tanto a cristalizacdo, quanto a aquisicdo de densidade eletrdnica adequada para a

resolucdo das estruturas. As sequéncias destacadas pelos retangulos na figura 16AB
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demonstram as regides de baixa similaridade entre 0 modelo e o molde.
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Figura 16 A) Estrutura da giroxina gerada por modelagem molecular (verde) sobreposta ao modelo
(vermelho-2AIP), a regido do sitio de glicosilagcdo para a giroxina esta destacado pelo aminoacido
Asnl105. B) Alinhamento da sequéncia da giroxina com a sequéncia da serino proteinases utilizada
como molde. As setas vermelhas indicam os aminoacidos envohadto§ade catalitica, as setas
azuis representam os sitios S1 e S2 e a seta amarela indica a positigosilacdo na proteina
giroxina. As sequéncias destacadas pelos retAngulos mostram as regifes de baixa similaridade.

4.3 Cristalizacao, coleta de dados e analise estrutural da crotoxina

4.3.1 Cristalizag&o da crotoxina

Para ensaios de cristalizacdo a solucdo da proteina foi monitorada por DLS, para verificar a

presenca ou auséncia de agregados. (Figura 17).
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Figura 17 Heatmap do DLS da Crtx. A) Crtx antes da centrifugacao; B) Crtx centrifugada a 10.000 x

g, 60 min., indicando a monodispersividade da solub&atap). O grafico mostra o tamanho da
particula fadius) em funcdo do tempo (s).

Antes dos ensaios de cristalizacdo, a Crtx foi centrifugada a 10. 000 x g, 4 °C por 60 minutos.
Para cristalizacdo, a solucao da proteina foi concentrada até 10 mg/mlem 0,1 M TrisHCI, pH
7,0 + 0,1 NaCl usando um microconcentrador Amiaart-¢ff de 10.000 Da). As condi¢des

de cristalizacdo usadas foram as mesmas descritas na secdo 4.2.1. Apos 30 dias a 17 °C,
cristais iniciais cresceram em duas condi¢des (Figura 18).
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Figura 18 Fotomicrografia dos cristais iniciais da crotoxina nas condi¢des: A) sulfato de litio 0,2 M,
trisHCI 0,1 M pH 8,5 e 30% PEG 4000; B) acetato de sodio 0,2 M, trisHCI 0,1 M pH 8,5 e 30% PEG
4000.

As condig¢des iniciais foram refinadas variando a concentragdo do agente precipitante (PEG
4000) em torno das concentragdes iniciais, em placas de 24 pocgos (CBlatE3Qena
Bioscience, Alemanha), utilizando a técnica de difusdo de vapor por gota suspensa. 1ul da
solucdo da proteina foi combinada com 1ul da solucéo de cristalizacéo e 1 ul delléQua

(concentracgdo final de ~ 7 mg/ml). Cristais foram obtidos apds um periodo de 15 dias (Figura
19).

Figura 19 Fotomicrografia dos cristais da crotoxina obtidos apos refinamento nas condi¢des: A)
sulfato de litio 0,2 M, trisHCI 0,1 M pH 8,5 e 10% PEG 4000; B) acetato de sédio 0,2 M, trisHCI pH
8,5 e 10 % PEG 4000.
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A grande dificuldade no refinamento dos cristais da crotoxina, se deu nas condi¢cfes sulfato
de litio 0,2 M, TrisHCI 0,1 M pH 8,5 e 30% PEG 4000. Nas condi¢cdes descritas acima,
cristais separados cresceram de diferentes sitios de nucleagdo (formacdo dos primeiros
agregados ordenados), que podem ser classificados em trésntgaescopic twinning,
mosaicity e non-merohedréRUPP, 201Q)O que chamamos deacroscopic twinning, séo
visiveis através do microscopio (Figura 19A), o que ndo nos permitiu a coleta de dados para o
mesmo. Os cristais que foram submetidos para coleta de difracdo de raios-X referem-se a
segunda condicéo (Figura 19B).

4.3.2 Analise da difracdo de raios-X da crotoxina

Cristais da Crtx foram imersos em uma solucao crio-protetora contendo 20% de glicerol por
um periodo de aproximadamente 30s, evitando assim, a destrui¢cdo do cristal quando exposto
por um longo periodo de radiacdo, os mesmo cristais foram #atiefrozen em um jato de
nitrogénio gasoso. Os dados de difracdo foram coletados na linha de luz X13 (Hasylab/Desy,
Alemanha) e no Laboratorio Nacional de Lawrence Berkeley (Lawrence Berkeley National
Laboratory — USA). Diversos conjuntos de dados foram coletados e os cristais difrataram
entre 2,4 A e 2,8 A. Na tentativa de resolucdo da estrutura pelo método de substituicdo
molecular, foi possivel observar que os cristais faziam parte de um grupo de cristais
chamadosnosaic crystalgFigura 20A)(RUPP, 2010). Cristais mosaicos aparecem Unicos e
perfeitos, e o resultado € que a rede reciproca difratada de cada componente se sobrepde.

Entretanto, o grau de mosaicidade se revelou através do padréo de difracédo (Figura 20BC).
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Figura 20 A) Mosaic crystal (RUPP, 2010). B) o padrdo de difracdo da Crtx mostra um
correspondentespalhamento mosaico nos sp@¥ Visualizagdo ampliada.
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Existem algumas condicbes que favorecem o crescimento desses cristais, estes entdo sao
dependentes de algumas etapas prévias, como: protocolo de purificacdo, condi¢cdes de
cristalizacado (pH, temperatura, etc.), impurezas presentes na solucdo de cristalizacdo e a
presenca de isoformas.

Para a obtencdo de cristais difrataveis seria necessario a separacdo de cada uma das
isoformas, e posteriormente a formacdo do novo complexo CACB, ja que o0 veneno €
composto por varias isoformas (FAURE; BON, 1987).

Cristais que apresentem um grau de mosaicidade, porém com um padrdo de difracdo, séo
possiveis de serem solucionados. Assim, iniciamos as analises dos dados coletados, porém,
no mesmo periodo Faure e col. (2011) publicaram a estrutura cristalografica da crotoxina a
1,35 A de resolucdo (FAURE et al., 2011), onde eles separaram todas as isoformas da
proteina, e posteriormente, formaram um novo complexo com os dominios CA e CB, livres

de isoformas.
4.4 Cristalizag&do da crotamina
A solucao da Cro foi centrifugada a 10.000 x g, 4 °C por 120 minutos. A dispersividade foi

monitorada por DLS, 10 pl foram aplicados em uma cubeta Optica para as medidas de DLS e

o raio de distribuicéo foi revelado como um heatmap (Figura 21).
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Figura 21 DLS. A)Heat map da crotamina. As cores indicam a intensidade relativa da particula, com
azul sendo zere vermelho o maximo. B) Raio hidrodinamico, o gréafico superior mostra o raio de
distribuicdo (nm) versumtensidade, no gréafico inferior é plotado o raio (nm) versogpo (S).
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Para a busca de condicdes iniciais de cristalizacao, a solu¢do da proteina foi concentrada até
22 mg/ml usando um dispositivo centrifugo de filtracdo comcutroff de 3.000 Da. As
condicdes iniciais de cristalizacdo foram as mesmas descritas na sec¢ao 4.2.1. Apos 30 dias a
17 °C, cristais iniciais cresceram na presenca de tiocianato de sodio 0,1 M e sulfato de
amonio 2,5 M.

Os cristais iniciais obtidos eram relativamente de baixa qualidade, com o intuito de aprimorar
a qualidade e o tamanho dos cristais, eles foram reproduzidos manualmente. A condigcao
inicial foi otimizada variando a concentragado do precipitante e a concentracao do sal em torno
das concentracdes iniciais em placas de 24 pocos (CPlplE®€s Jena Bioscience,
Alemanha), utilizando a técnica difusdo de vapor através de gota suspensa, mixando 1ul da
solucdo da proteina previamente centrifugada (10.000 x g, 4 °C, 120 min.) e 1ul da solucéo
de cristalizagdo. Centrifugacdo a 10.000 x g remove grandes agregados e uma solugao
monodispersa com um raio principal de ~ 1 nm correspondente a massa molecular de
aproximadamente 4.800 Da foi aplicada para cristalizagao.

Variando as concentracées do sulfato de aménio A@88y) 1,5 — 2,5 M e do tiocianato de

sédio (NaSCN) 0,05 — 0,5 M presentes na condi¢cdo de cristalizacao, cristais adequados para
difracdo cresceram na presenca de tiocianato de sédio 0,2 M e de sulfato de ambnia 1,9 M

apos dois dias, apresentando as dimensdes: 0,5 x 0,25 x 0,1 mm (Figura 22).

Figura 22 Fotomicrografia do cristal da Cro. Dimensdes: 0,5 x 0,25 x 0,1 mm.
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4.4.1 Difracdo de Raios-¥os Cristais Nativos e Derivados de Atomossado

4.4.1.1 Tentativasmicias deresolucao da estrutura por sibstituicdo molecular

Antes da coleta de dados, os cristais foram transfepara uma solucdcontendo 20% de
glicerol (crio-protetorg)esses cristais foram mergulhados por aproximadamente flash
frozenem nitrogénio liquidolnimeros conjuntos completos de dados de difracdo de ¢
nativos da Crdoram coletadc na linha de luz P14 (Petralll/DESY), o@ade de Hamburg
Alemanha. Osristais da proteina difratareentre 1,9 A e 1,7 Ale resolucé (Figura 23).

Figura 23 Difracédo de raio¥ do cristal daCro. Visualizacdo aumentaddifracdo a 1,84 A de
resolucéo.

Estesconjuntos de dados foram inicialmente utilizados na tentativa de ¢cao da estrutura
pelo méodo de substituicAo moleculeTabela 4). Entretantando foi possivel resolver
estrutura utilizando o modelo de NMR da crotamina disponivel no (1H50, 1Z99),
provavelmente pelalta flexibilidade do modelcOutros modelos foram usa(, como o das
B-defensinas humandbBDx), entretanto, sem muito sucesso, dewadbaixa similaridad

sequencial com awodelos disponiveie a Cro.
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Tabela 4 Parametros do cristal e dados estatisticos de coleta.

Parametros

Radiation source Consortiums Beam Line X13 (HASYLAB/DESY)
Detector MAR CCD

Wavelength (A) 0.8123

Space Group 22211212124

Unit-cell parameters (A) a=67.75, b =74.40 an3t.01
Vv (A% Dat) 3.54

Solvent content (%) 65.2

Resolution range (A) 18.7 — 1.9 (1.90-1.85)

Data completeness (%) 94.8 (76.1)

Rimergel (%0) 3.6 (48.9)

I/o(1) 34.7 (3.6)

T Ruerge= Zni Zi li(hkl) — ((hk)|/Zna Zili (hkl), onde [(hkI)) representa a intensidade média
das observacoegtkl) da reflexdo hkNalores em paréntesis sdo para alta resolugao.

4.4.1.2 Coleta de dados de cristais marcados com atomos pesados

Os cristais da crotamina foram entdo submetidos a experimensmakiag,com solucdes
apresentando diferentes concentragfes de atomos pesados. A principal dificuldade em se
fazer esses experimentos é a grande vulnerabilidade dos cristais, estes se rompem com muita
facilidade, quando em contato com solucfes de metais pesados. Para transpor essa barreira de
dificuldade, vérias solucdes de atomos pesados foram testadas em diferentes concentracoes.
Além disso, alternativas de incorporagdo do metal foram testadas. Além do método classico
de soaking,0 método dequick—cryo—soakinggo-cristalizacdo e a técnica de marcacdo de

iodo por vaporizacao (VIL), foi testada neste trabalho.

Diversos experimentos dguick—cryo—soaking, soakingp-cristalizacdo e VllLresultaram

em 11 conjuntos de dados completos que foram coletados em colabora¢cdo com o Laboratério
Nacional de Lawrence Berkeley (Lawrence Berkeley National Laboratory — USA).

Na Tabela 5 sdo apresentadas as condi¢cossadkéng, quick-cryo-soakingp-cristalizacéo e

VIL dos cristais derivados que tiveram conjuntos de dados coletados.
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Tabela 5 Dados coletados com as técnicas de soaking, quick-cryo-soaking e VIL.

Técnica utilizada Atomo pesado Resolucao
VIL Kls 2,06
VIL Kls 2,27
QuickSoak IsC 2,37
Quick Soak Kls 2,93
Quick Soak 15C 2,82
Quick Soak BrsC 2,61
VIL 15C 2,07
Soaking TaeBri2 2,61
Soaking TaeBri2 2,62
Cocrystalization NaBr 1,73
Cocrystalization NaBr 2,08

Todos os conjuntos de dados de difracdo, que foram coletados de cristais derivados de
atomos pesados foram utilizados na tentativa de resolucéo estrutural do polipeptideo atraves
das técnicas de substituicdo isomorfa. Entretanto, estas tentativas ndo foram bem sucedidas.
A razédo principal foi a dificuldade na incorporacdo de atomos pesados nos cristais da
proteina. Para superar esse problema, novos dados foram coletados com a utilizacdo da
técnica de difracdo anbmala. Cristais foram mergulhados em uma solucdo de
hexacloroplatinato de potassio,@Ck) 0,1 M, por um periodo de 12 a 24 horas. Dois
conjuntos de dados foram coletados para cada comprimento de onda (Tabela 6) e usados nos
experimentos de MAD e SAD.

Tabela 6 Comprimento de ondas utilizadas para a coleta de dados de difracdo, para resolver a
estrutura pela técnica MAD.

Pt_1 (12 horas) Pt_2 (24 horas)
Baixo (Low) 1,0753 1,0753
Inflex&o (nflection) 1,0707 1,0708
Maximo (Peak 1,0702 1,0702
Resolucdo (A) 2,6 2,9

O primeiro conjunto de dados foi coletado selecionando o comprimento de onda incidente

para o valor correspondente ao maximo (pico) de f~ (1,0702 A). Mais dois conjuntos de
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dados ajustado na inflexdo e no baixo (1,0707 A, 1,0753, respectivamente), também foram
coletados. Para o segundo conjunto de dados coletados os comprimentos de onda para
maximo, inflexdo e baixo, foram: 1,0702, 1,0708 e 1,0753, respectivamente. Entretanto, foi
possivel resolver a estrutura pela técnica de SAD, utilizando apenas o conjunto de dados

coletados Pt_1 no comprimento de onda do pico de .

4.4.1.3 Construcdo da estrutura cristalografica marcada com atomos pesados

Uma vez que as tentativas para resolver a estrutura da crotamina pelo método de substituicao
molecular, utilizando tanto as coordenadas da Cro pela técnica de NMR (PDB 1H50 e 1Z99)
(FADEL et al., 2005; NICASTRO et al., 2003), quanto estruturas das proteinas defensinas
conhecidas, os resultados n&o foram satisfatorios, a técnica de SAD foi aplicada para resolver
os problemas de fases. Cristais com derivados de atomos pesados foram obtidos quando
cristais foram mergulhados em uma solucdo contendo hexacloroplatinato de potassio
(K2PtCk) 0,1 M, por cerca de 12 h. Trés conjuntos de dados andmalos foram coletados para a
técnica de MAD na linha de luz X12_DORIS Ill (DESY/Hamburgo, Alemanha) para pico,
inflexdo e pontos de baixa energia do Pt. No entanto, os dados do comprimento de onda para
maximo exibiram um sinal andmalo muito claro e a técnica SAD foi usada. Reducdo de
dados anémalos, determinagdo do grupo espacial e os parametros de célula unitaria foram
cuidadosamente determinados usando o progrsi@&FLM (BATTYE et al., 2011).

As fases foram determinadas usando o progr&@maser EPno pacote de programas
PHENIX (ADAMS et al., 2002) com 2,6 A de resolucéo, explorando o sinal anémalo dos
ions de platina. O célculo da posi¢cdo dos atomos de Pt presentes no cristal, determinou 3
sitios, apresentando um coeficiente de correlacdo (CC) de 56. As coordenadas atdmicas e a
ocupacao dos atomos pesados foram refinadas utilizando o profuémiBaiild(ADAMS et

al., 2002). A determinacao do contetudo do solvente do cristal foi de 58,7 % com a presenca
de trés moléculas na unidade assimétrica. O mapa de densidade eletrbnica inicial, apresentou
gualidade suficiente para construir aproximadamente 90% das trés cadeias polipeptidicas da
crotamina presente na unidade assimétrica, utilizando constru¢cdo automatizada no programa
phenix.autobuild (ADAMS et al., 2002). Inicialmente, a sequéncia correta dos residuos foi
assinalada ao modelo e em seguida a posicéo dos residuos foi ajustada manualmente para os
trés mondémeros (A, B e C) presentes na unidade assimétrica. A construcao das cadeias foi
monitorada pelos valores faetor e Rree que ao final da construcdo atingiram os valores

33,1 e 37,3 respectivamente. Dados estatisticos estdo apresentados na Tabela 7.
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4.4.1.4 Refinamento da estrutura

Um conjunto de dados da proteina nativa foi coletado com 1,7 A de resolucéo, na linha de luz
P14/PETRA Il (DESY/Hamburgo, Alemanha). O modelo inicial construido pelo programa
phenix.autobuild foi o ponto de partida para o refinamento da estrutura. Os dados
experimentais foram substituidos pelo conjunto de dados do cristal nativo, que havia sido
coletado anteriormente até 1,7 A de resolugdo. O processo de refinamento seguiu com o
programa REFMAC (COLLABORATIVE COMPUTATIONAL PROJECT, 1994; WINN;
MURSHUDOV; PAPIZ, 2003), alternando-se ciclos de constru¢cdo manual, utilizando o
programa grafico COOT (EMSLEY; COWTAN, 2004). Um total de 65 moléculas de agua
foram introduzidas no modelo utilizando o programa ARP/WARP (COLLABORATIVE
COMPUTATIONAL PROJECT, 1994). A qualidade do mapa de densidade (Figura 24)
permitiu a construcdo dos residuos 1 ao 42 para os trés monémeros. O modelo final apresenta
ainda, quatro moléculas de glicerol, quatro ions tiocianato e trés ions sulfato, com valores
finais de Ractor de 16,6% e um fRee de 22,5%. A estatistica final do refinamento esta

apresentada na Tabela 7.



Figura 24 Refinamento da molécula da Cro baseado no mapa de densidade eletronica. A,B) Diferentes regides da estrutura, mostrando a qualidade do map
eletrénico e o modelo construido com base na interpretacao da densidade eletrdnica. C) Visado global do enovelamento da Cro.



Tabela 7 Parametros estatisticos e refinamento da estrutura da crotamina.

Data collection Pt-derivative Native
Beamline X12/Doris Il P14/Petra lll
Space group 121212, 12,212

Unit-cell parameters (A)
Resolution

Measured reflections
Completeness (%)
Averaged redundancy
Average I/o(l)

Rmerge (%)

Structure solution (AutoSol)

No. of sites

Skew

CORRRrums

Figure of merit (FOM)
Estimated map CC

Structure building
(AutoBuild)

Residues built

Rwork

Réree

Map CC

Refinement

Resolution (A)

R factor (%)

Free R factor (%)

Overall B factor (A?%)

R.m.s. deviations
Bond lengths (A)
Bond angle (9)

Ramachandran plot (%)

Most favoured

0=66.94, b=74.55, c=80.45
54.6-2.6 (2.6-2.5)

36251 (1931)

99.4 (75.2)

5.3 (2.5)

26.0 (5.7)

3.6 (16.7)

0.16
0.88
0.36
0.56

99

33.1
37.3
0.75

0=66.92, b=74.33, c=80.19
54.5-1.7 (1.79-1.69)
139383 (13889)

97.7 (85.3)

6.3 (5.0)

20.8 (1.1)

3.7 (14.2)

10.0-1.7
16.6 (17.1)
22.5(22.9)
33.3

0.03
2.85

95.8
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Additionally allowed 4.2

N2 of molecules

Protein 3
Water 65
Sulphate ions 3
Thiocyanate ions 4
Glycerol 4

TRmerge = Zhi Zi |Ii(hkl) — (I(hkl)) |/th| 2, (hkl), onde (I(hkl)) representa a intensidade média das
observacoes [i(hkl) da reflexdo hkl. Valores em paréntesis sdo para alta resolucdo. Skew — Desvio de
distribuicdo Gaussiana; CRRgys — densidade de correlagdo local r.m.s.

4.4.2 Andlise estrutural da crotamina

4.4.2.1 Estrutura geral da crotamina

Cristais da Cro pertencem ao grupo espdgi@h2;, com parametros de célula unitaaia

66,92,b = 74,33 ec = 80,19. Cristais da crotamina apresentam trés moléculas na unidade
assimétrica. Gold da crotamina estéa ilustrado na figura 25A. Residuos Lys2 - Lys7 formam
uma alfa-héliced) que cerca duas folhas betas antiparalelas, formadas pelos residuos Gly9 -
Prol3 f1) e Trp34 - Lys38f,) situado no centro da molécula. Uma curta alfa-héligeg

formada pelos residuos Pro20 - Ser23. O polipeptideo € estabilizado por trés pontes
dissulfeto: Cys4 - Cys36, Cysll - Cys30 e Cysl8 - Cys37. A ponte dissulfeto entre os
residuos Cys4 - Cys36 ancora o primeiro segmento heliceigatdm of,. B1 € o, estdo
conectados através de Uoop Lysl4 - Leul9, e por sua vez, a segunda héligeetta
conectada ajfjpor um longa regiao flexivel formada pelos residuos Asp24 - Arg33. Em geral,

a topologia da crotamina pode ser classificada canfio.f,. As folhas beta séo
estabilizadas por ligacdes de hidrogénio epirep,, envolvendo os residuos His10 - Cys37

e Phel2 - Lys35, e ligacdes de hidrogénio epgre a,, formada pelos residuos Ser23 -
Lys38. Duas pontes de hidrogénio conecfana regido C-termingB-turn. Como a Cro é
relativamente pequena, todos os residuos carregados, assim como os residuos hidrofobicos
estdo expostos ao solvente, uma condi¢cdo que faz da Cro uma molécula extraordinariamente
adesiva. Residuos mais hidrofobicos estéo localizados de um lado da molécula e residuos de
carga positiva Lys2, Lys6, Lys7, Lys14, Lys16, Lys27, Lys35, Lys38, Lys39, Arg31 e Arg33

estdo agrupados no lado oposto da molécula, como mostrado na figura 25BC.
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Figura 25 A) Estrutura 3D da crotamina. As regides N- e C-Terminal estdo sinalizadas, assim como
as trés pontes dissulfeto entre os residuos Cys4-Cys35, Cys11-Cys30 e Cys18-Cys37. B) Os residuos
hidrofébicos estéo localizados em um lado da molécula (rosa) e os residuos carregados positivamente
(azul) estéo posicionados no lado oposto. C) Represerdgpade-fillingda crotamine destacando a

regido anfifilica em rosa e azul. D) Representacdo esquematica da estrutura secundaria.

Sobreposicéo entre a estrutura resolvida por NMR (1Z99) e a cristalogréfica resultou em um
significativo r.m.s.d. do & com valor de 2,12 A, indicando alto desvio espasire as
estruturas, provavelmente devido a alta flexibilidade da estrutura em solucdo, determinada
pelo método de NMR (Figura 26).
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Figura 26 Sobreposicao dos modelos de NMR da crotamina (Preto) com o modelo cristalografico
(C.)- A) Modelo de Nicastro e cols. (1H50 - Pink). B) Modelo de Fadel e cols. (1299 - Alaranjado).
Rotacdo em 180 °.

4.4.2.2 Arranjo quaternario da crotamina

Medidas de SAXS e DLS indicaram que a proteina se apresentava em forma monomérica em
solucdo (CORONADO et al., 2012). Entretanto, no estado cristalino a proteina se comporta
como um trimero, sendo mantido pela interacdo com ions de sulfato, glicerol e tiocianato.
Uma inspecao cuidadosa dos dados cristalograficos das interacées de estabilizacao do trimero
exibiu a presenca de dois ions de sulfato na interface das cadeias A e C, prOximas aos
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residuos Cysll e His10 da cadeia C e Lys16, Phel2 e Prol3 da cadeia A. Além disso, quatro
moléculas de glicerol e trés moléculas de tiocianato foram identificadas em posi¢cdes quase
equivalentes nas regides de interface das cadeias A-B, B-C e C-A, formando pontes de
hidrogénio,Van der Waals intera¢des hidrofobicas, estabilizando o trimero. Alguns destes
ions podem ser visualizados na figura 27. A figura 28 AB, mostra o arranjo quaternario do
polipeptideo, seguida pela apresentacdo esquematica dos contatos intermoleculares que
envolvem atomos da cadeia principal e atomos da cadeia lateral dos aminoéacidos (Figura 28,
Tabela8).
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Figura 27 Representagdo dos ions que estabilizam o trimero. A) Representacdo esquemética, onde o
“C” esta representado pela cor preta, o “N”, azul e 0 “O” vermelho. As linhas pontilhadas em verde
representam as pontes de hidrogénio. Semi-circulos representam os aminoacidos envolvidos nas

interagdes hidrofdbicas. i, ii, iii) ions de SQ4jlicerol e SCN, respectivamente (esquema gerado pelo
programa LIGPLOT. B) Representacéo dos mesmo ions no mapa de densidade eletronica.
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Figura 28 A,B)Arranjo quaternario da crotaminenésh, cartoon) com uma visdo global do contato intermolecular. C) Representacdo dos contatos
intermoleculares entre as cadeias A-B, A-C, B-D e os aminoacidos envolvidos. As pontes de hidrogénio estédo representadas pelas linhas azuis. Contato de ve
der Waalsesta mostrado pelas linhas tracejadas (alaranjada) (Representacéo gerada pelo programa LIGPLOT).



Tabela 8 Pontes de hidrogénio entres as moléculas da crotamina na unidade assimétrica.

A B C Distancia (A)
Glul5 OE1l Lys35 NZ 3.27
Glul5 OE1 Cys18 N 2.91
Asp24 0 Lys14 NZ 3.11
Lys35 NZ Glul5 OE1l 2.95
Cys18 N Glul5 OE1l 2.89
Lys14 NZ Pro21 0 3.00
Lys14 NZ Asp24 0 2.79
Cysl10 Arg31 NH1 2.82
Cys110 Arg31 NH2 2.97
Arg31 NH2 Tyrl OH 2.64

4.4.2.3 Semelhanca estrutural entre crotamina e peptideos antimicrobianos

A superficie carregada positivamente permite supor que a crotamina pode interagir
eletrostaticamente com superficies de membranas negativamente carregadas, com o potencial
para induzir a formacdo dgps através do qual ions e/ou outras moléculas possam difundir
(NICASTRO et al., 2003). A figura 29A e a Tabela 9 mostram a comparacgéo de sequéncias e
a caracteristica estrutural do homologo antimicrobiano (AMP) e peptideos antimicrobiano-
simile (defensina-simile) de diferentes origens. Os polipeptideos defensinas-simile
compartilham relativamente baixa identidade sequencial, na faixa de 15 — 35%, contudo,
apresentam uma estrutura secundaria homodloga de alfa-hélices, folhaskbmtg bem

como seis residuos de cisteina que formam trés ligacGes dissulfeto (SCHIBLI et al., 2002).
Uma comparacdo estrutural de trés estruturas conhecidas de defensinas hurbathas, hp
hpD-2 e hD-3 com a crotamina é mostrado na figura 29B. Osespondentes valores de
r.m.s.d. do G sdo de 1,8, 1,8 e 2,6 A, respectivamente.
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Figura 29 (A) Alinhamento sequencial dos peptideos antimicrobianos (AMP). Residuos cons
de cisteina estdo destacados em cinza escuro. Crotamina (PDB peptideo defensi-simile 2
(PDB 1D6B), heliomicingPDB 112U), toxinIll (PDB 1LQQ), peptideo mtifingico eucommia 2
(PDB 1P92), caribdotoxinéPDB 2CRD), hrdefensina 1 (PDB 11JU) phdefensiia 2 (PDB 1FD4),
hp-defensina 3 (PDB 1KJ6) len-defensina 1 (PDB 2PM1). (B) Sobreposigiocrotamingcartoon
plot) em cinza, com HB-1(PDB ID: 11JU,rosa), hp-2 (PDB ID: 1FD4,vermelhq e h{D-3 (PDB
ID: 1KJ6, ciano)Correspondentes valoresr.m.s.d. do G: 1,8, 1,8 e 2,6 A, respectivamer

A predominancia funcionalle relevantes residuos carregados positivamTabela 10) é
uma caracteristica comuda Cro e das defensinastdvavelmente, isso facilita as interac:

eletrostaticas comsuperficieanidnica da membrana.



Tabela 9 Comparacao da sequéncia de aminoacidos da crotamina com peptiflelesansinas e defensina-simile.

AMP Tamanho Sequéncia dos aminoacidos Estrutura secundaria Ponte dissulfeto Organismo PDB

CRO 42 YKQCHKKGGHCFPKEKICLPPSSDFGKMDC  a-helix aligned to antiparallel Crotalus d. terrificus 4GV5
RWRWKCCKKGSG 2-stranded

EAFP-2 30-43 ETCASRCPRPCNAGLCCSIYGYCGSGAAYC 2 a-helices aligned to 3- Eucommia ulmoide 1P9zZ
GAGNCRCQCRG stranded B-sheet random

coils

CHTX 30-40 EFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRGKCM  Small 3-strand B-sheet, a- Leiurus q. hebraeus 2CRD
NKKCRCYS helix, random coil

HEL 44 DKLIGSCVWGAVNYTSDCNGECKRRGYKG  a-helix, 3-stranded anti- Heliothis virescen 112U
GHCGSFANVNCWCET parallel B-sheet, random coil

Toxin-lll 64 VRDAYIAKNYNCVYECFRDSYCNDLCTKNG  a-helix, 3-stranded anti- Leiurus q. 1LQQ
ASSGYCQWAGKYGNACWCYALPDNVPIR  parallel B-sheet, random coil quinquestriatus
VPGKCH

DLP-2 42 IMFFEMQACWSHSGVCRDKSERNCKPMA  small a-helix, 2-stranded B- Ornithorhynchus 1D6B
WTYCENRNQKCCEY sheet, random coils anatinus

HBD-1 36 DHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYRGK a-helix, 3-stranded B-sheet, Homo sapiens 11U
AKCCK random coils

HBD-2 41 GIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCG  a-helix, 3-stranded B-sheet, Homo sapiens 1FD4




66

LPGTKCCKKP

HBD-3 45 GIINTLOQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIG
KCSTRGRKCCRRKK

HNP-1 30 ACYCRIPACIAGEAAYGTCIYQGALWAFCC

random coils

a-helix, 3-stranded B-sheet,

random coils

3-stranded B-sheet, random

coils

Homo sapiens

Homo sapiens

1KJ6

2PM1

Cdédigos dos aminoacidos estéo representados por uma Unica letra.
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Apesar da alta conservagdo estrutural, algumas diferencas fisico-quimicas efitre as
defensinas humanas e a Cro foram discutidos como provaveis determinantes das diferencas
funcionais observadas (YOUNT et al., 2009). A arginina e lisina variam entre as 4rés hg
defensinas e a Cro, como mostrado na Tabela 10. Estas distribuicdes de residuos carregados
também sao tipicas pafadefensinas de outros animais. Em contraste, residedisina séo
relativamente raros emdefensinas. A predominéncia de residuos positiveanearregados

na Cro, facilita interacdes eletrostaticas com a superficie da membrana anibnica. A area de
superficie de acessibilidade (ASMAecessible Surface Arpda Cro e hitlefensinas diferem

entre si, as mudancas na ASA ocorrem, quando residuos na superficie da molécula sao
substituidos por outros residuos com cadeia lateral longa ou curta (Tabela d0€lkss,

as folhasg antiparalelas e olopspresente nas hgefensinas 1-3 (HOOVER et al., 2001;
HOOVER et al., 2000; SCHIBLI et al., 2002) também sao conservadas na Cro.
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Tabela 10 Comparacao dos residuos hidrofobicos e da carga da Cro em comparacdo com outros peptideos antimicrdbiahssyfaée
accessibilityem A2,

CRO h3D-1 hR3D-2 h3D-3 CHTX DLP-2 HEL Toxin-lll HNP-1  EAFP-2
Arg+ 2 1 2 7 3 3 2 3 1 4
Asp- 2 1 1 - -- 1 2 4 -- -
Glu- 1 - -- 2 2 4 2 1 1 1
Lys+ 9 4 5 6 4 3 3 4 - -
Total 14 6 8 15 9 11 9 12 2 5
+ve 11 5 7 13 7 6 5 7 1 4
-ve 3 1 1 2 2 5 4 5 1 1
Trp 2 -- -- -- 1 2 2 2 1 -
Tyr 1 3 1 - 1 2 2 7 3 3
Phe 2 1 1 - 1 2 1 1 1 --

SA (A)? 3223 2808 2858 4025 3019 3888 3060 4069 2246 2997
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Figura 30 mostra uma visdo geral das defensinas-simile, destacando as semelhancgas e
diferencas estruturais de polipeptideos defensina-simile. Em todas as estruturas, os elementos
da estrutura secundaria e as pontes dissulfeto estdo conservados, uma caracteristica
inicialmente atribuida para polipeptideos classificados como defensinas. Entretanto, a toxina
lll e o peptideo antifungico eucommia 2 (EAFP-2) apresentam 4 e 5 liga¢Ges dissulfidicas,
respectivamente. Entre os polipeptideos antimicrobianos com seis cisteinas o grupo das
defensinas e-flefensinas sdo os melhores caracterizados. Eléargamente distribuidos em
diferentes filos, incluindo plantas, insetos, artropodes e vertebrados (GANZ, 2004; LEHRER;
LICHTENSTEIN; GANZ, 1993). O peptideo defensina-simile 2 (DLP-2), isolado do veneno

do ornitorrinco Qrnithorhynchus anatings(TORRES et al., 2000) compartilha 34% de
identidade de sequéncia com a crotamina, mas nao apresenta atividade antimicrobiana.
Heliomicina (HEL), que é conhecida por ser um defensina antifUngica do lepidéptero
Heliothis virescengLAMBERTY et al., 2001; SVERDLOVA; NEFELOVA, 1999), contém

dois residuos de arginina e trés residuos de lisina e compartilha 22% de identidade sequencial
com a Cro. Defensinas de insetos sédo caracterizadas por uma seqU8agia Cystein
Stabilizedaf motif), que consiste de umahélice e trés folhag-antiparalelas, interligadas

por duas pontes dissulfeto (CORNET et al., 1995; LAMBERTY et al., 2001). A sequéncia
CSaptambém foi encontrada nas toxinas de escorpidibdcaoxina (CHTX) (BONTEMS et

al., 1992) e toxina Ill (LANDON et al., 1996) e em defensinas de plantas, tais como as
defensinas EAFP-2 (CARVALHO; GOMES, 2011; HUANG, L. C.; JEAN; MCDERMOTT,
2005). Até hoje, esta sequéncia ndo foi observada em toxinas do veneno de serpentes. A
estrutura da caribdotoxina, um peptideo do veneno do escorpido absnels g.hebraeus

que afeta canais de’Kcompartilham aproximadamente 15% de similaridade da sequéncia
com a crotamina. Em concluséo, a estrutura cristalografica de alta resolu¢cdo da Cro, mostra
uma superficie assimétrica de distribuicdo de cargas, o que corresponde a atividade descrita
na literatura. Crotamina é acentuadamente diferente de outros peptideos célula penetrante
devido a presenca de seis cisteinas na sua sequéncia, 0 que confere uma caracteristica da
defensinas. A conformacédo obtida pela crotamina, devido as trés pontes dissulfeto, produz
restricbes conformacionais e uma distribuicdo de cargas com propriedades uUnicas (KERKIS,
A. et al., 2004). Sua carga e conformacao estrutural indicam a sua atividade antimicrobiana, e
também a sua atividade célula penetrante (GANZ, 2003;2004; KERKIS, A. et al., 2004).
Kerkis e cols. (2004) propuseram que a habilidade de penetracéo, ndo é devido ao completo
dominio polipeptidico. Entretanto, pequenos dominios demonstram ser responsaveis pela

transdugdo. A  sequéncia da crotamina entre 0s  aminoacidos  2-18
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(KQCHKKGGHCFPKEKIC) e 27 - 39 (KMDCRWRWKCCKK) foram as duas regides mais
promissoras para NL®N(iclear Localization Signal or Sequeh¢KERKIS, A. et al., 2004).

As tecnologias que utilizam CPPs estdo sendo testadas como transportadores de vacinas
terapéuticas antivirais e antitumorais (RICHARD et al., 2003; SILHOL et al., 2002). Por
outro lado, os relatos anteriores observam homologia estrutural entre peptideos
antimicrobiano e outras classes de toxinas (NICASTRO et al., 2003; OGUIURA et al., 2011).
No entanto, a afinidade estrutural e evolutiva entre essas moléculas, ndo estdo ainda muito
bem esclarecidas. Se existem tais relagbes mutuas entre elas, estas poderiam fornecer
informagBes importantes relacionadas as origens moleculares. A reciprocidade entre a
crotamina ef-defensinas humanas, foi presumida com base na bgiaotonformacional
equivalente, propensao para a ruptura de membranas, carga cationica e afinidades para alvos
microbianos de superficie eletronegativas (OGUIURA et al., 2011; YOUNT et al., 2009).
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Figura 30 Comparacao estrutural (enuas orientacfes, rotacdo de 9808a Cro com homdlogos
antimicrobianos e gptideos antimicrobial-simile de diferentes organismos. 1) O domiry-core é
mostrado em alaranjad®) Flotagem de hidropatia: alaranjado escuro/hidrofobicalaranjado
claro/intermediario; azuiidrofilicos. 3) Carga da superficie: azul/basi¢arg, Lys); vermelho/acido,
(Asp, Glu). Os dados safA) crotamina do veneno ¢C.d.t. (PDB 4GV5), (B)peptideo defensina-
simile 2 (PDB 1D6B), (C) heliomicia (PDB 112U), (D) toxindH (PDB 1LQQ), (E) peptideo
antifingico eucommi& (PDB 1P9Z), (F) caribdotoxingPDB 2CRD), (G) B-defensina 1 (PDB
113U), (H) hpdefensina2 (PDB 1FD4), (1) h-defensina 3 (PDB 1KJ6) €J) hc-defensina 1 (PDB
2PM1).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os venenos de serpentes constituem uma fonte rica de moléculas bioativas, como peptideos e
proteinas com importantes atividades farmacoldgicas. A crotamina faz parte de um grupo de
peptideos com grande interesse farmacoldgico, podendo ser utilizada para o desenvolvimento
de drogas usadas em terapias anti-cancer.

As defensinas-simile, isoladas do veneno de animais exibem significantes similaridades em
sua estrutura tridimensional, embora demonstrem diferentes propriedades farmacoldgicas, o
que as tornam intrigante, devido os diversos mecanismos de ag&do e a sua relagao estrutura-
funcdo. Os estudos destes polipeptideos tornam-se cada vez mais importantes para a
descoberta de novos compostos e/ou para o desenho de modelos moleculares de interesse
biotecnoldgico.

Além das atividades ja descritas para a crotamina (antimicrobiana, antiproliferativa,
defensina-simile), atualmente, diversos estudos vém apresentando o uso da crotamina como
um peptideo célula-penetrante, sendo esta, capaz de atravessar a membrana celular carregand
outras moléculas, por exemplo, plasmideos de DNA ou drogas antitumorais.

A estrutura cristalografica da crotamina vem para elucidar e facilitara a compreensdo no modo
de acdo de outros peptideos homologos, como as miotoxinas e apoiara 0 desenho de novas

moléculas capazes de transportar drogas para dentro das células.
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6. PERSPECTIVAS

As perspectivas deste projeto vém se projetando tanto na area de experimansd@m

quanto na area cristalogréfica.

Seguindo uma area de experimentagdcsilico, uma abordagem complementar seria o
emprego do método akocking das proteinas giroxina e crotamina com ligantes especificos e/
ou na descoberta de novos ligantes com funcéo biotecnologica.

Estudos preliminares da crotamina utilizando o método de GUV, ndés observamos que em
concentragdes micromolares do polipeptideo, este induziu a explosédo das vesiculas (GUVs)
feitas de POPC e POPG, resultando no rapido vazamento interno do conteddo da vesicula e
no seu colapso.

Na presenca de um especifico ligante essa acdo € completamente bloqueada. Estudos de
cristalizacdo, da crotamina com ligantes especificos, complementaria o entendimento do

mecanismo de acdo de muitos peptideos homologos.
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Apéndice A

Al Malign.py (ZIMMERMAN; GATES; HEATWOLE, 1990)

# Step 2: family alignment

# Prepare an initial multiple family alignment of all structures and sequences

# related to your target sequence. For simplicity, only those structures found

# by search.py are aligned here. In general, you should add all the related

# structures found in SMODINSTALL/modlib/sedfilt_3.0_30_XN.grp and all the

# related sequences that you can find by FASTA, BLAST, in papers, etc. For

# example, 2fdn, identified by search.py, is also related to

# 1clf 1fca 1fdn 1fdx 2fdn, as found in

# SMODINSTALL/modlib/CHAINS_3.0_40_XN.grp.

# Note: if you wanted to align more than one sequence (in addition to the
target sequence) you'd have to modify the 'align_strs_seq' routine.

from modeller.scripts import align_strs_seq

log.verbose()
env = environ()

# Set defaults

# Directories with input atom files:
env.io.atom_files_directory = "./.../atom_files'
# Identity matrix filename:

env.matrix_file = 'fer2.id.mat'

# Write out the superposed structures:
env.write_fit = True

# Some alignment parameters:
env.overhang = 4

aln = align_strs_seq(env,
# Name of the input file specifying templates and the
# target sequence:
sedfile="2AIP.pdb2.seg’,
# Output alignment filename ('PIR' format)
alnfile='"DNCase.al',
# Structures' PDB codes:
knowns=("2AIP.pdb",
# Target sequence code:
sequence='Gyroxin’)

# Write out the alignment in the 'PAP' format, too:
aln.write(file="Gyroxin.pap', alignment_format="PAP")
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A2 Model.py
# A sample script for fully automated comparative modeling
from modeller.automodel import * # Load the automodel class

log.verbose()
env = environ()
env.io.hydrogen = env.io.hetatm = env.io.water = True # to read any HETATM #

# directories for input atom files
env.io.atom_files_directory = "./.../Jatom_files'

a = automodel(env,
# file with template codes and target sequence
alnfile ='DNCase.ali’,
# PDB codes of the templates
knowns = "2AIP.pdb’,
# code of the target
sequence = 'Gyroxin’)
a.auto_align() # get an automatic alignment
a.make() # do homology modelling
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A3 Otimize.py

# Step 2: family alignment

#

# Prepare an initial multiple family alignment of all structures and sequences
# related to your target sequence. For simplicity, only those structures found
# by search.py are aligned here. In general, you should add all the related

# structures found in SMODINSTALL/modlib/sedfilt_3.0_30_XN.grp and all the
# related sequences that you can find by FASTA, BLAST, in papers, etc. For
# example, 2fdn, identified by search.py, is also related to

# 1clf 1fca 1fdn 1fdx 2fdn, as found in

# SMODINSTALL/modlib/CHAINS_3.0_40_XN.grp.

#

# Note: if you wanted to align more than one sequence (in addition to the

# target sequence) you'd have to modify the 'align_strs_seq' routine.

from modeller.automodel import *

log.verbose()
env = environ()
env.io.hydrogen = env.io.hetatm = env.io.water = True

a = automodel(env, alnfile="Subtilisin.ali', knowns=("2AIP.pdb"), sequence='Gyroxin')
# Very thorough VTFM optimization:

a.library_schedule = 1

a.max_var_iterations = 300

# Very thorough MD optimization:

a.md_level = refine.very_slow

# Repeat the whole cycle 8-times and do not stop unless obj.func. > 1E6
a.repeat_optimization = 8

a.max_molpdf = 1e6

a.make()
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Crystallization and preliminary X-ray diffraction

analysis of an L-amino-acid oxidase from Bothrops

jararacussu venom

Snake-venom L-amino-acid oxidases (SV-LA AOs) trigger a wide range of local
and systematic effects, including inhibition of platelet aggregation, cytotoxicity,
haemolysis, apoptosis and haemorrhage. These effects mainly arise from the
uncontrolled release of the hydrogen peroxide that is produced by the redox
reaction involving L-amino acids catalyzed by these flavoenzymes. Taking their
clinical relevance into account, few SV-LAAOs have been structurally
characterized and the structural determinants responsible for their broad direct
and indirect pharmacological activities remain unclear. In this work, an LAAO
from Bothrops jararacussu venom (BJu-LAAO) was purified and crystallized.
The BJu-LA AO crystals belonged to space group P2, with unit-cell parameters
a = 6638, b =7219, c = 101.53 A, B = 90.9°. The asymmetric unit contained
two molecules and the structure was determined and partially refined at 3.0 A
resolution.

1. Introduction

The flavoenzyme 1-amino-acid oxidase (LAAO; EC 1.4.3.2) catalyses
the oxidative deamination of L-amino acids to the corresponding
a-keto acids with the concomitant liberation of ammonia (NH;) and
hydrogen peroxide (H,O,) (Zhang et al., 2003; Sun et al., 2010). These
enzymes have been isolated from organisms such as bacteria (Arima
et al., 2009), fungi (Yang et al., 2009) and plants (Du & Clemetson,
2002; Kasai et al., 2010), fish-skin mucus (Kitani et al., 2007; Naga-
shima et al., 2009) and snake venoms (Stabeli ez al., 2007). A number
of snake venoms (SV-LAAOs) contain LAAO as the major compo-
nent, which results in the characteristic yellow colour often exhibited
by these venoms (Stébeli ez al., 2007; Tempone et al., 2001).

LAAOs display many pathological activities such as cytotoxicity
(Rodrigues et al, 2009; Alves et al, 2008), inhibition of platelet
aggregation (Alves et al., 2008; Li et al., 1994), haemolysis, apoptosis
and haemorrhage (Stabeli et al., 2007; Zhang et al., 2003). The path-
way or mechanism by which SV-LAAOs participate in venom toxicity
remains unclear. However, the liberation of the H,O, formed by the
re-oxidation of the transiently reduced cofactor FAD by molecular
oxygen (MacHeroux et al., 2001) is likely to play an important role
in the toxicity of the venoms since the bactericidal activity of LAAO
is inhibited by catalase, thereby suggesting that hydrogen peroxide
might play a central role in these processes (Stabeli et al., 2007).

LAAOs are homodimeric and glycosylated, with a relative mole-
cular weight of between 110 and 150 kDa; they consist of two iden-
tical subunits of 65 kDa and have an isoelectric point in the range
4.7-8.8 (Stabeli et al., 2007; Du & Clemetson, 2002). Typically, snakes
possess more than one gene encoding LAAO (Stiles ef al., 1991).

Currently, structural information is only available for four LAAOs:
a bacterial LAAO from Rhodococcus opacus (Faust et al., 2007) and
three SV-LAAOs from Agkistrodon halys pallas (Zhang et al., 2004),
Calloselasma rhodostoma (Moustafa et al., 2006) and Vipera ammo-
dytes ammodytes (Georgieva et al., 2011). Previous studies have shown
that SV-LAAOs exist as homodimers and are formed of three
domains: an FAD-binding domain, a substrate-binding domain and a
helical domain (Georgieva et al., 2011; Zhang et al., 2004; Faust et al.,
2007; Kang et al., 2011).

Acta Cryst. (2012). F68, 211-213

doi:10.1107/51744309111054923


http://scripts.iucr.org/cgi-bin/cr.cgi?rm=pdfbb&cnor=dp5017&bbid=BB28
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1107/S1744309111054923&domain=pdf&date_stamp=2012-01-26

crystallization communications

This structural study is aimed at elucidating the first structure of
an SV-LAAO from a snake belonging to the Bothrops genus and will
help in understanding the differences in the specificities of these
enzymes.

2. Materials and methods
2.1. Venom collection and purification

Desiccated crude B. jararacussu venom was purchased from a local
serpentarium (Sanmaru Ltda, Taquaral, Sdo Paulo, Brazil). A 125 mg
sample of desiccated crude venom was suspended in 1.5 ml Tris—HCI
buffer consisting of 0.02 M Tris, 0.15 M NaCl pH 8.0 and centrifuged
at 10 000g for 10 min. The clear supernatant (1 ml) was applied onto
a 16 x 60 cm Sephacryl S-100 column previously equilibrated with
0.02 M Tris-HCI pH 8.0 buffer containing 0.15 M NaCl. The protein
was eluted at a flow rate of 0.2 ml min~"' and 1 ml fractions were
collected. The absorption at 280 nm was monitored and all fractions
were analyzed by SDS-PAGE. The above procedure was repeated
twice (data not presented).

The fractions corresponding to the second peak in the size-exclusion
chromatography step were pooled and concentrated to 0.5 ml using a
microconcentrator (Amicon) with a membrane cutoff of 30 kDa. This
fraction was then applied onto a Mono Q 5/50 GL column. The
column was washed with 0.02 M Tris—HCI buffer pH 8.0 (eluent A)
and the bound fractions were eluted with an NaCl step gradient using
0.02 M Tris-HCI pH 8.0 plus 1 M NaCl as eluent B. All purification
steps were performed at room temperature.

Electrophoresis in polyacrylamide gels in the presence of 0.01%
SDS and B-mercaptoethanol was performed using the methodology
described by Laemmli (1970) and the gels were stained with silver.

Protein concentrations were determined according to the micro-
biuret method (Itzhaki & Gill, 1964) using bovine serum albumin as
the standard.

2.2. Crystallization

The LAAO sample was concentrated to 9 mg ml™" using micro-
concentrators and stored in 0.02 M Tris-HCI pH 8.0 buffer at 253 K.
Crystallization was performed by the hanging-drop vapour-diffusion
method in 24-well tissue-culture plates (Jancarik & Kim, 1991) using
commercially available crystallization screens such as Crystal Screen,
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Figure 1

Ton-exchange chromatographic profile (Mono Q 5/50 GL) of the second peak from

size-exclusion chromatography. Blue and green lines indicate the absorbance at
280 nm and the elution buffer concentration, respectively.

Table 1

Data-collection and rigid-body refinement statistics.

Data collection
Temperature (K)
Radiation source
Data-processing software
Beamline
Wavelength (A)
Detector
Space group
Unit-cell parameters (A, °)
Resolution range (A)
No. of unique reflections
Multiplicity
Rerge (%)
(Tl (1))

Data analysis
Matthews coefficient (;\3 Da™')
Solvent content (%)
Molecules per asymmetric unit

100

Brazilian Synchrotron Light Laboratory
DENZOISCALEPACK

WO01B-MX2

1.458

MAR Mosaic 225 mm

P2,

a=6638,b="7219, c=101.53, B =90.9
30.0-3.0 (3.11-3.00)

16155 (1403)

2.4 (2.3)

132 (35.1)

5.1(1.8)

1.8
333
2

Crystal Screen 2, Grid Screen PEG 6000 and Grid Screen Ammo-
nium Sulfate kits (Hampton Research) and The PEGs Suite (Qiagen).
Typically, 1 pl drops of protein solution were mixed with an equal
volume of the screening solution and equilibrated over a reservoir
containing 0.5 ml of the latter solution. Thin crystals that were
suitable for X-ray diffraction experiments were obtained when the
reservoir consisted of 0.1 M sodium acetate trihydrate pH 4.6 and
25%(wlv) PEG 1000.

2.3. Data collection and processing

An LAAO crystal was directly flash-cooled in a 100 K nitrogen-gas
stream. X-ray diffraction data were collected on the W01B-MX2
beamline at the Brazilian Synchrotron Light Laboratory (LNLS,
Campinas, Brazil). The wavelength of the radiation source was set
to the maximum flux at 1.458 A (Guimardées et al., 2009) and a
MAR Mosaic 225 mm CCD detector was used to record the X-ray
diffraction intensities. The LAAO crystal was exposed for 90 s per 2°
rotation in ¢; the crystal-to-detector distance was set to 100 mm and a
total of 180 images were collected. The data were indexed, integrated
and scaled using the DENZO and SCALEPACK programs from the
HKL-2000 package (Otwinowski & Minor, 1997). Data-collection
and processing statistics are summarized in Table 1. Molecular
replacement was carried out using the program MOLREP (Vagin &
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Figure 2

SDS-PAGE of protein fractions obtained from ion-exchange chromatography.
Lane M, molecular-weight markers (labelled in kDa); lanes 1-8, corresponding
protein peaks (5 pg). Peak 6 represents the purified B. jararacussu LAAO.

212 Ullah etal. + -Amino-acid oxidase

Acta Cryst. (2012). F68, 211-213



crystallization communications

Figure 3
Photomicrograph of an LAAO crystal.

Teplyakov, 2010) and a model based on the atomic coordinates of
native LAAO from V. a. ammodytes (PDB entry 3kve; Georgieva et
al., 2011).

3. Results and discussion

An LAAO was isolated from the crude venom of B. jararacussu by
a two-step procedure consisting of size-exclusion and ion-exchange
chromatography. Size-exclusion chromatography resulted in six peaks.
The second peak displayed the typical yellow colour of LAAOs and
SDS-PAGE indicated a molecular weight of around 65 kDa, which
probably corresponds to the protein of interest. Thus, fractions from
peak 2 were pooled, concentrated to 0.5 ml and applied onto an ion-
exchange column, which resulted in the further separation of eight
peaks (Fig. 1); the presence of LAAO with a purity of >95% was
confirmed in peak 6 (Fig. 2). This procedure yielded 6.2 mg LAAO
from 125 mg crude B. jararacussu venom. The purified protein was
concentrated to 9 mgml~" in 20 mM Tris-HCI buffer pH 8.0 and
submitted to crystallization trials. Large single crystals were obtained
when the enzyme solution was mixed with and equilibrated against a
reservoir solution consisting of 0.1 M sodium acetate trihydrate pH
4.6 and 25% (w/v) PEG 1000 (Fig. 3).

Thin plate-shaped LAAO crystals with a maximum dimension of
300 pm diffracted to a maximum resolution of 3.0 A and the reflec-
tions were indexed in space group P2,. Taking into consideration the
molecular weight (65 kDa) and the presence of two molecules in the
asymmetric unit, this results in a Matthews coefficient (Matthews,
1968) of 1.84 A’ Da™!, which corresponds to a solvent content of
33.3%. Data-collection and processing statistics are presented in
Table 1.

The atomic coordinates of the LAAO from V. a. ammodytes (PDB
code 3kve; Georgieva et al.,2011), which shares a sequence identity of
86.5% with the LAAO from B. jararacussu, were used to generate
a search model for molecular-replacement calculations carried out
using the program MOLREP (Vagin & Teplyakov, 2010). A clear
solution was obtained for two molecules in the asymmetric unit in
space group P2;. REFMACS (Murshudov et al., 2011) was used for

rigid-body refinement and resulted in an R factor of 25.4% and an
Rgee of 31.5%. Structure determination of the native LAAO and the
preparation of complexes with substrate analogues are currently in
progress.

This research was supported by grants from FAPESP, CNPq,
CAPES, DAAD and TWAS.
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Mpyotoxicity and membrane damage play a central role in the life-threatening effects of the viper
envenomation. Myotoxins are an important part of the viper venomics. A Ser49 PLA,-like
myotoxin from the venom of Vipera ammodytes meridionalis, the most venomous snake in
Europe, was crystallized and its three-dimensional structure determined. The toxin is devoid of
phospholipolytic activity. The structure demonstrates a formation of dimers. In the dimers

functionally important peptide segments, located on the protein surface, point in the same
direction which can strengthen the pharmacological effect. This supports the hypothesis about the
physiological importance of the toxin oligomerization for the myotoxicity and membrane damage.
The crystallographic model revealed that the structural determinants of myotoxicity (a positively
charged C-terminal region and a hydrophobic knuckle) are fully exposed on the protein surface
and accessible for interactions with target membranes. Distortion of the catalytic site region
explains the absence of enzymatic activity. The structure reveals anion-binding sites which can be
considered as possible sites of interactions of the toxin with a negatively charged membrane
surface. The high structural similarity of the Ser49 myotoxin and Asp49 PLA, from the same
venom suggests an evolutionary relationship: probably, the Ser49 myotoxin is a product of
evolution of the catalytically active phospholipase A,. The first toxin lost the enzymatic activity
which is not necessary for the myotoxicity but preserved the cytotoxicity and membrane

damaging activity as important components of the venom toxicity.

Introduction

Myonecrosis is a life-threatening effect of the envenomation by
snakes from the family Viperidae. Myotoxicity and membrane
damage are physiological activities exerted by structurally
related but catalytically different snake venom toxins. Three types
of 14 kDa single chain myotoxins were found in the venoms of
Viperidae snakes: Asp49, Lys49 and Ser49 (see ref. 1, 2 and
references therein). They are PLA,s or catalytically inactive PLA,
homologues and differ in the type of the residue occupying the
position 49 in the polypeptide chain which leads to a loss of
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catalytic activity in the lysyl and seryl isoforms. The carboxyl
group of residue 49 binds calcium which is important for the
lipolytic activity of Asp49 myotoxins stabilizing the tetrahedral
intermediate during catalysis.® Lys49 isoforms exhibit low or no
enzymatic activity.*> However, myotoxicity is independent of
enzymatic activity.®’ Structural and phylogenetic investigations
were undertaken on a number of Lys49 PLA-like snake venom
myotoxins in order to understand the structural basis of
myotoxicity. A heparin-binding, cytolytic and myotoxic region
was identified in the myotoxin II from the Bothrops asper
venom.®’ Structure—function relationships were analysed in
the myotoxin II from the Atropoides (Bothrops) nummifer
venom.'® These investigations showed the important role of
the C-terminal region of the polypeptide chain for the pharma-
cological activity. The crystal structure of a Lys49 myotoxin
from the venom of Agkistrodon piscivorus piscivorus''"'> was
determined. Crystallographic investigations on several snake
venom Lys49 PLA, homologues and their complexes with
inhibitors of myotoxicity (suramin, polyethylene glycol) were
performed in order to elucidate the structural determinants of
myotoxicity.!> ¢ Crystal structures of a Lys49 myotoxin from

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2012
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the Agkistrodon contortrix laticinctus venom revealed that the
presence of a ligand in a hydrophobic channel induces the
exposure of a hydrophobic surface important for the pharma-
cological activity.!”

While data about the structure-pharmacological activity
relationships of a number of myotoxic Asp49 PLA,s and their
Lys49 homologues from snake venoms are available, consid-
erably less is known about the Ser49 isoforms. A myotoxin
with Ser in position 49 was isolated from the venom of Vipera
ammodytes ammodytes and named ammodytin L (AtnL).> The
amino acid sequence® and the nucleotide sequence of cDNA
encoding this toxin'® were determined. It was shown that the
toxin induces membrane leakage.'” Ammodytin L binds fatty
acids by an autocatalytic process?® and its effect on L-6
cells from rat skeletal muscle depends on the degree of cell
differentiation.?! The lipolytic activity was restored by sub-
stituting Ser49 and three other residues in the calcium binding
loop.?? Enzymatically active Ser49 PLA, was isolated from the
venom of Echis carinatus sochureki*® and characterized.?*

In the present paper we describe the crystallization and
three-dimensional structure determination of a Ser49 PLA,-
like myotoxin isolated from the venom of Vipera ammodytes
meridionalis, one of the most venomous snakes in Europe.
The toxin is devoid of catalytic activity. Structural determi-
nants of the toxicity are characterized and the physiological
role of dimerization for the myotoxicity of Ser49 toxins is
discussed.

Results

Overall structure

The crystal of the myotoxin belonged to the space group
P2, with unit cell dimensions of @ = 76.97 A, b = 47.67 A
and ¢ = 126.62 A. There are eight molecules in the asymmetric
unit forming four dimers (Fig. 1). The data-collection and
refinement statistics are summarized in Table 1. The eight
molecules have the same organization of the secondary and
tertiary structures. Each monomer consists of three o-helices

Fig. 1 The eight monomers in the asymmetric unit of the Vipera a.
meridionalis Ser49 PLA»-like myotoxin crystal are organized into four
dimers.

Table 1 Data collection and refinement statistics®

Data collection statistics

Beamline

Temperature/K
Wavelength/A
Space group

Unit-cell parameters: a, b, c//ok

Resolution range
Measured reflections
Unique reflections
Completeness (%)
Multiplicity
Average I/o(])
Rmerge (0/0)
Refinement statistics
Resolution range
Rwork/Rfree (%)

Consortiums beamline X13;

HASYLAB, DESY
100

0.81

P2,

76.97, 47.67, 126.62
50-2.95 (3.00-2.95)
216248

21213

95.5 (93.9)

27

7.9 (3.8)

9.4 (19.7)

40-2.97 (3.05-2.97)
22.4/26.1 (26.7/33.3)

Asymmetric unit content:

Protein atoms 7467
Water molecules . 91
Rms bond-length deviation/A 0.01
Rms bond angle deviation/° 1.30
Mean B factor/A” 27.74
Ramachandran plot analysis

Most favored regions (%) 84.1
Allowed regions (%) 15.8
Generously allowed regions (%) 0.1

“ Values in parentheses are for the highest resolution shell. Rinerge 18
defined as > s > i|Li(hkl) — (I(hkD))|/ S ma > ili(hkl), where I(hkl)
is the ith intensity measurement of reflection ik/ and (I(hkl)) is the
average intensity from multiple observations.

(residues 2—-13, 40-54 and 89-109, respectively), an anti-
parallel B-sheet including residues 74-85 which extends
outwards from the protein globule (the so called “B-wing”)
and loops (Fig. 2). The mutual orientation of the two long
and antiparallel helices (Ala40-Ser54 and Thr89-Asn109)
is fixed by two disulfide bonds, Cys44—Cysl05 and
Cys51-Cys98. The structure is stabilized by other five S-S
bridges, Cys27-Cysl26, Cys61-Cys9l, Cys29—Cys45,
Cys84-Cys96 and Cys50-Cys133. The structure of Ser49
myotoxin is similar to those of Asp49 and Lys49 isoforms

Fig. 2 Structure of the dimeric Ser49 PLA,-like myotoxin from the
venom of Vipera ammodytes meridionalis. The N- and C-terminus are
labelled. The putative pharmacological site, responsible for the myotoxicity
(residues 115-129), is also labelled. In the dimer the C-terminal segments
of the monomers are parallel and point in the same direction.

1406 | Mol. BioSyst,, 2012, 8,1405-1411
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(see ref. 25, 26 and references therein). Here, the numbering
system of Renetseder et al.?” is used.

The four homodimeric complexes are stabilized mainly by
hydrophobic interactions. The complex formed between two
identical subunits is globularly shaped (Fig. 2).

The degree of the Ser49 PLA,-like myotoxin oligomerization in
solution and the molecular size of the particles were determined
by dynamic light scattering measurements. A hydrodynamic
radius (Ry) of 2.47 nm was determined for the protein
particles which means dimerization in solution of the toxin
with a molecular mass of the monomer of 14 kDa. We
calculated a theoretical hydrodynamic radius (R°) of
1.81 nm for the monomer and of 2.27 nm for the dimer. The
theoretical value is the radius of the hypothetical hard sphere
which diffuses with the same speed.

The active site region

Serd9 PLA,-like myotoxin from the Vipera ammodytes
meridionalis venom is devoid of lipolytic activity. Asp49 and
Lys49 myotoxins contain the conserved catalytic residues
His48, Tyr52, Tyr73 and Asp99.'* The same residues were
found in the Ser49 myotoxin. However, the “catalytic” H-bond
network, observed in the enzymatically active Asp49 myotoxins
(see ref. 28, 29 and references therein), is distorted. The important
His48-Asp99 H-bond is absent in the Ser49 myotoxin. In the
Asp49 isoform a catalytically important water molecule is
H-bonded to the active site His48 and upon activation to the
couple His48-Asp99 serves as a nucleophile during catalysis.?*
No water molecule was observed in a distance for H-bond
formation with His48 in the structure of the Vipera a. meridionalis
venom myotoxin. The other H-bonds of the “catalytic” network
Asp99-Tyr52 and Tyr73-Asp99 are preserved.

Ca®" is important for the Asp49 myotoxin catalyzed

lipolytic reactions stabilizing the tetrahedral intermediate.>>°
1 10
Ser49Vamm S VI EFE GFESNMSR Q E E
Asp49PLA, N LFQFAKMI N GK
Lysd9PLA, S LFELGKMI L QE
31 40
Serd9Vamm L [GNGGKPKDA T
Aspd9PLA, W 'GGQGT/IPKDA T
Lys49PLA, V GGRIGKIPKDA T
&1 0
Ser4d9Vamm | € - - - - - SI{P A T NR
Asp49PLA, cC - - - - - NPKL AI
Lys49PLA, € -----DPKK DR
L | 100
Serd9%Vamm | € K GQI CE CD K A A
Asp49PLA, G . R DEISGEERERE R VER
Lys49PLA, €N L KE LECEEREED K A V
121 130
Serd9Vamm L R - FKECKGV § E K
Asp49PLA, S 8- SRCRQT 8 EQ
Lys49PLA, Y L- KPACKKA DP

ooo

o Rl

g edles

=

€
C
2]

Qa0

The calcium-binding loop includes residues 25-33. No Ca®”"
was observed in the respective putative metal ion-binding
site in the Ser49 myotoxin. In the Asp49 toxins calcium is
coordinated by the carboxylic group of Asp49 and carbonyl
oxygen atoms from the polypeptide chain. In the present
structure the same region lacks a metal ion due to the absence
of the major ligand, a carboxylic group, and not suitable
configuration for the coordination of calcium. The absence
of calcium does not disturb the “catalytic”” H-bond network in
the Asp49 PLA,s and the conformation of the metal ion-
binding loop is only marginally altered.? In the respective
Ca’*-free structure a water molecule occupies the position of
the metal ion.?® No water was found in the respective position
in the Ser49 toxin. In the Lys49 myotoxins the e-amino group
of the lysyl residue in position 49 occupies the equivalent
position of the calcium ion,!” which explains the lack of
catalytic activity. In the present structure Ser49 is out of the
putative calcium binding loop and does not participate in
H-bonds. It is located close to the protein surface.

Comparison of the segments including residues 25-33 in the
three toxins showed that the most ‘““changeable” positions are
those of residues 28 and 31. Different residues occupy these
positions (Fig. 3). Gly33 was considered to be critical for the
lipolytic activity and is highly conserved in the Asp49 toxins.>*
Substitution of Gly33 was observed in catalytically inactive
toxins.?* In the Ser49 enzymatically inactive isoform Gly33 is
substituted by Asn33.

Putative pharmacological site

Muscle necrosis, exerted by snake venom toxins, is indepen-
dent of enzymatic activity.® There are two important structural
determinants of myotoxicity and membrane damaging activity
of Lys49 myotoxins: positively charged residues and a hydro-
phobic knuckle in the C-terminal loop of the polypeptide

20 30
D- KNPL T S s rFjiiGIE HJGIG
G- AFSVW NYI SS¥GC Y C G
G- KNP A K si¥ ¢ vViXIG€ NICG

S0 &0
B s A s’ s - - -
CEFEVHDC CYGRVR- -D -
B YR B K KL T- -G -

80 @0
B¢ H K EGlGH NGNS s - ST P
S s F K KEGH NIWEEGNG K - N N G
SYSWKDK TIILMEGE- NN S

110 120
1J6E K EJN L <EFNIK K IR Vv Y
NICE HQIN K NI YNKNEBKTF L
ILREINL DEYNKKMRYN

Fig. 3 Comparison of the amino acid sequences of Ser49 PLA,-like myotoxin (Ser49Vamm) from the venom of Vipera ammodytes meridionalis,
Asp49 PLA, from the same venom (PDB ID: 1RGB) and Lys49 PLA,-like myotoxin from the venom of Bothrops moojeni (PDB ID: 1XXS).
Identical residues in the first two proteins are labelled in dark gray and the conservative substitutions are shown in light gray.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2012
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Table 2 H-bond contacts of residues from the putative C-terminal
pharmacological site with neighbouring residues. The numbering of
the amino acid residues is according to Renetseder et al.?’

Residue/atom Residue/atom Distance/A
Lysl15, O Tyrll7, N 3.18
Lysll6, N Asnll4, O 3.20
Tyrl17, N Asnll4, O 2.91
Tyrll7, O Gly26, N 2.87
Tyrll7, O Valll9, N 3.09
Tyrll7, O Tyr120, N 2.82
Lysl18, O Tyrl20, N 3.06
Valll9, N Phe24, O 3.28
Tyr120, N Valll19, N 3.20
Tyr120, N Phe24, O 3.32
Leul2l, O Phel24, N 3.15
Leul2l, O Lys125, N 3.36
Argl22, NE Gly26, O 3.20
Argl22, NH1 Gly26, O 2.75
Argl22, NH2 Gly32, N 3.01
Argl22, NH2 Cys29, O 3.01
Lys125, N Leul2l, O 3.36
Lys125, O Lys127, N 3.07
Cys126, N Argl22, O 3.31
Vall29, O Glul31, N 3.24

chain which can interact with the membrane phospholipids
(see ref. 17 and references therein). Surface charge and free
accessibility to the active site are essential for the myotoxic
activity.!® The C-terminus of the present structure, including
residues 115-129, is positively charged and contains five lysyl
and one arginyl residues. Inspection of the model showed that
Lys115, Lys118, Lys125 and Lys127 are completely exposed
on the protein surface and point outside the molecule. The side
chain of Argl22 is located on the protein surface but points
inside of the globule. The C-terminal residues participate in a
number of immediate contacts with neighbouring residues
(Table 2) which stabilize this sub-structure. The C-terminal
segments of the monomers are exposed on the dimer surface
and can interact with substrate membranes. These segments
are parallel and point in the same direction (Fig. 2). The
C-terminal region interacts with the putative calcium-binding
loop via immediate contacts between atoms from Argl22 on
one side, and Gly26, Cys29 and Gly32, on the other (Table 2).

A hydrophobic knuckle formed by Phel21 and Phel24,
important for the myotoxicity, was found in the 4. contortrix
laticinctus venom Lys49 PLA,-like myotoxin.!” The formation
of the knuckle is a result of conformational changes due to the
binding of a ligand (fatty acid) to the substrate-binding site.'”
Inspection of the Ser49 myotoxin model showed that a similar
hydrophobic surface is formed in the C-terminal region by
Phel24 and Leul2l. The side chains of both residues are
parallel and protrude outside the protein molecule. The non-
polar side chain of Lys125 is located between the two residues
contributing to the hydrophobicity of the region. In contrast
to the Lys49 toxin, the C-terminal hydrophobic region in
the Ser49 isoform is formed in the absence of a bound
ligand/fatty acid.

A possible contribution of Lys36 and Lys38 of a Lys49
toxin to the cytolytic activity was demonstrated by molecular
modelling studies.® The respective residues, Lys36 and Lys38
in the Ser49 toxin are exposed on the protein surface and their
side chains point outside of the globule. Lys122 plays an

important role in the pharmacological action of Lys49 snake
venom toxins interacting with the carbonyl group of Cys29
and thus increasing the affinity for the fatty acid head group.®'
The binding of a fatty acid led to a conformational change and
formation of a hydrophobic surface in the C-terminus impli-
cated in the myotoxicity. However, in the Ser49 venom toxin
there is an arginyl residue in position 122, which is located on
the protein surface.

Structural comparison of the Ser49 myotoxin with an Asp49
myotoxin from the same venom

Vipoxin PLA, is the major toxic component of the Vipera a.
meridionalis venom.>* Vipoxin is a neurotoxic complex which
consists of a basic and highly toxic PLA, and an acidic and
non-toxic protein inhibitor.*® The enzyme is an example of
Asp49 PLA, with a high phospholipase A, activity, myo- and
neurotoxicity (see ref. 32, 33 and references therein). We have
determined the crystal structure of the toxin at 1.4 A resolution. ™
Here, we compare the structures of both Serd9 and Asp49
myotoxins from the same venom, in order to obtain information
about the changes in their structures and functions during the
evolution. Both toxins have the same length of the polypeptide
chains, 49% sequence identity, and 54% homology when the
conservative substitutions were taken into account (Fig. 3). Thus,
they can be classified as closely related proteins. Comparison of
the crystal structures showed that the catalytic machinery, His48,
Asp99, Tyr52, and Tyr73, is preserved (Fig. 4), excluding the
active site carboxylic group of an aspartic acid residue which is
the major ligand for calcium ion binding, a prerequisite for the
realization of phospholipase A, activity. The hydrophobic channel,
which plays the role of a substrate-binding site in PLA, enzymes, is
also preserved in the Ser49 myotoxin with one conservative
substitution: Leu2-Val2. More substantial changes were observed
in the region of the putative calcium-binding loop: Tyr28-His28,
Trp31-Leu31 and Gly33-Asn33 (Fig. 3). Tyr28 is important
for the calcium binding because the carbonyl O-atom of this
residue participates in the calcium coordination.*

Fig. 4 Superposition of the structures of Ser49 PLA,-like myotoxin
(present work, magenta), Asp49 PLA, (PDB ID: IRGB, light blue)
and Lys49 PLA,-like myotoxin from the venom of Bothrops moojeni
(PDB ID:1XXS, violet).
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Structural superposition of the three 14 kDa proteins, Ser49
and Lys49 PLA,-like myotoxins, and Asp49 PLA,, showed a
preservation of the major secondary structure elements: the three
a-helices, two B-sheets and the loops (Fig. 4). Superposition of
the polypeptide C* positions of the Ser49 myotoxin with those of
the Asp49 and Lys49 isoforms showed an average main chain
rmsd of 1.00 A and 0.75 A, respectively. The largest deviations
were observed in the regions of the loops, including the putative
calcium-binding loop and in the C-terminal regions.

Discussion

The mechanism of myotoxicity is not yet completely understood.
However, it seems that there are structural determinants,
responsible for the irreversible damage of skeletal muscles
after the snake bites, which are common for the known
Asp49 and Lys49 PLA,-like venom myotoxins: the presence
of an exposed “‘cluster” of positively charged residues on the
protein surface and a hydrophobic contact region, accessible
for interactions with receptors. Evidently, the combination of
electrostatic and hydrophobic interactions is important for the
pharmacological activity of these toxins. While the presence of
a ligand (fatty acid), bound to the substrate-binding site, is
necessary for the exposure of a hydrophobic surface (knuckle)
as a result of a conformational change in the segment formed
by residues 118125 in Lys49 myotoxins,'” a similar knuckle,
located on the protein surface, exists in the Ser49 myotoxin
from the Vipera a. meridionalis venom already in the absence
of a bound ligand. In the first case the surface is made by
two phenyl rings and in the second it is formed by a phenyl
group and the large hydrophobic side chain of a leucine
residue.

The Ser49 PLA,-like myotoxin described here is devoid of
catalytic/lipolytic activity due to the distortion of the “catalytic”
H-bond system. The absence of catalytic activity suggests that
the toxin exhibits myotoxicity and membrane damaging activity
via a non-enzymatic mechanism. The accumulation of positive
charges on the exposed protein surface C-terminal segment
allows electrostatic interactions of the toxin with the negatively
charged head groups of membrane phospholipids, which
supports the conclusion that this region is responsible for
the membrane damaging activity. Moreover, the presence of
an exposed hydrophobic surface in the C-terminus, capable of
interacting with the non-charged, hydrophobic part of the
phospholipids, strengthens the conviction about the functional
importance of the region mentioned above. One can hypothesize
that, probably, dimerization is important for the expression of
the physiological activity. In the dimers the pharmacologically
important C-terminal segments point in the same direction which
can strengthen the toxic effect. The location of Lys36 and
Lys38 on the protein surface is suitable for interaction with
targets/receptors on the biological membranes.

DLS measurements showed dimerization of the Ser49 PLA,
in solution. The calculated hydrodynamic radius of the dimers
is larger than that of the hypothetical hard sphere which
diffuses with the same speed. This means that the myotoxin
particles in solution have ellipsoidal shape which was confirmed
by the X-ray model of the dimer (Fig. 2). For equal volumes the
surface area of the ellipsoid is greater than that of the sphere.

The non-spherical shape of the myotoxin particles ensures more
possibilities for interactions with target membranes.

Binding of the myotoxin to a biological membrane is a
prerequisite for the expression of toxicity. The membrane
damage requires binding of the toxin to the negatively charged
membrane surface. The structure of the myotoxin from the
Vipera a. meridionalis venom revealed an anion-binding region
which was identified by clear non-protein electron densities,
observed during the refinement and interpreted as sulfate ions.
These sulfate ions are bound mainly through direct contacts
with the basic residues Arg43, Argl22, Lysl18, Lys36 and
Lys38, or through coordination by side chain or main chain
atoms, and water molecules in regions which can be considered
as area for interactions between the toxin and the anionic
membrane surface. Further, sulfate binding sites are located in
regions involved in the myotoxicity at the C-terminal part of the
polypeptide chain; other sites include residues important for the
pharmacological activity as Lys36 and Lys38. Identification of
anion-binding sites confirms the pharmacological significance
of the sub-structures mentioned above.

The binding of the structurally related ammodytin L to
biological membranes had been investigated using fish presynaptic
membranes from Torpedo marmorata electric organ.3* Tt
was demonstrated that AtnL binds to the same sites on
presynaptic membranes from Torpedo as the neurotoxic
PLA, ammodytoxin C. The authors also concluded that the
sites in AtnL, implicated in its myotoxicity, are not located
solely in the C-terminal half of the molecule.*

It can be supposed that the Ser49 PLA,-like myotoxin of the
Vipera a. meridionalis venom is a product of the evolution of
its Asp49 PLA, counterpart. This conclusion is supported by
the high degree of sequence homology and the similarity of the
3-D structures (Fig. 4). Some differences in the conformation
of the loops are understandable, having in mind that loops are
the most flexible parts of the protein molecules. During the
evolution, the toxin described here acquired a more specialized
myotoxic function and lost the catalytic activity, which is not
required for the muscle tissue damage.

Experimental
Collection of venom and isolation of myotoxin

Venom was collected from snakes originating from the province
Thrace, near the border between Bulgaria and Greece. Snakes
of both genders were milked using a latex-covered specimen jar.
The venom was stored at 4 °C until used. 100 mg crude venom
was dissolved in 5 ml starting buffer (50 mM acetic acid, pH 5.0)
and fractionated by FPLC as described previously.* Briefly, a
small amount of precipitate was removed by centrifugation and
the clear supernatant was loaded onto a column Mono S 10/10
(Amersham-Pharmacia, Freiburg) equilibrated with the
starting buffer. The column was eluted with a linear gradient
from 0 to I M NaCl in the same buffer. Fractions containing
the myotoxin were pooled, dialyzed against 0.05 M CHES, pH
10.0 and loaded onto a column Mono Q (Amersham-Pharmacia,
Freiburg) equilibrated with the same buffer. The column was
eluted with a linear gradient from 0 to 1 M NaCl in the same
buffer. The isolated myotoxin was homogeneous by SDS-PAGE
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and N-terminally sequenced using an automatic amino acid
sequencer PROCISE from Applied Biosystems. The first 20 amino
acids were identical to those of ammodytin L. The chemicals used
for the fractionation of the venom were delivered from Merck
(Darmstadt, Germany).

Crystallization

Single crystals suitable for X-ray analysis were obtained after
5 days by the hanging-drop vapour-diffusion technique, using
a protein solution with a concentration of 10 mg ml~' in
water. The reservoir solution contained 25.5% PEG-4000,
0.17 M ammonium sulfate and 15% glycerol.

Dynamic light scattering (DLS) measurements of the myotoxin
solution were performed using a RiNA GmbH DLS system
(Spectroscatterer 201; Berlin, Germany). The theoretical
hydrodynamic radius (Rif*°) of the particles is the radius of
the hypothetical hard sphere which diffuses with the same
speed. It was calculated from the molecular mass:

R = [BM(V, + h)/(4rNA)',

where M is the molecular mass, V5 is the particle specific volume,
h is the hydration, and N, is the Avogadro constant. V has
values between 0.69 and 0.75 cm® g~ for proteins containing
only amino acid residues.*® We used a value of 0.73 cm?® g™!
for the investigated protein. According to the authors
mentioned above, hydration between 0.3 and 0.4 g H,O
(g-protein) ™' is needed to account for the hydrodynamic
behavior of globular proteins. We have used a value of
0.35 g H,0 (g-protein) .

Diffraction data collection and processing

Diffraction data were collected at 2.9 A resolution from
a flash-cooled crystal at 100 K using synchrotron radiation
(4 =0.8123 A) at the consortium beamline X13 at HASYLAB/
DESY, Hamburg. Prior to data collection crystals were soaked
in a cryoprotectant solution consisting of 25.5% (w/v) PEG
4000, 0.17 M ammonium sulfate and 20% (v/v) glycerol.
Diffraction images were collected with a 1° rotation between
subsequent images. The images were processed using the
programs DENZO and SCALEPACK.*’

Model building and refinement

The N-terminal sequence of the V. a. meridionalis venom toxin,
including residues 1-20, was identical to that of ammodytin L.
Substitutions were observed in internal parts of the molecule.
The structure was solved by molecular replacement using the
program PHASER®® and ammodytin L (PDB code: 3DIH) as a
model. The refinement was performed by using the program
Phenix.refine of Phenix®® and REFMACS as implemented in
the CCP4 program suite.** The electron density maps were
examined and model building was carried out using the
program COOT.*' The final model was analyzed using the
program PROCHECK.** The atomic coordinates and struc-
ture factors for the native crystal structure of the myotoxin
from the Vipera ammodytes meridionalis venom have been
deposited in the Protein Data Bank and have been assigned
the PDB ID code 3UX7.

Conclusions

The structure of the Ser49 PLA,-like myotoxin from the
Vipera a. meridionalis venom suggests a common mechanism
of myotoxicity and membrane damaging activity with the
Lys49 myotoxins. All three isoforms of snake venom 14 kDa
myotoxins, Asp49 PLA,s and Lys49, and Ser49 PLA,-like
proteins, have conserved three-dimensional structures and
secondary structure elements with some variations in func-
tionally important regions as the calcium binding sites and the
C-terminal parts of the polypeptide chains. The formation of
dimeric structures suggests an importance of oligomerization
for the biological activity.
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Purification, crystallization and preliminary X-ray

diffraction analysis of crotamine, a myotoxic
polypeptide from the Brazilian snake Crotalus
durissus terrificus

Crotamine, a highly basic myotoxic polypeptide (molecular mass 4881 Da)
isolated from the venom of the Brazilian rattlesnake Crotalus durissus terrificus,
causes skeletal muscle contraction and spasms, affects the functioning of
voltage-sensitive sodium channels by inducing sodium influx and possesses
antitumour activity, suggesting potential pharmaceutical applications. Crota-
mine was purified from C. durissus terrificus venom; the crystals diffracted to
1.9 A resolution and belonged to the orthorhombic space group 12,2,2; or 1222,
with unit-cell parameters a = 67.75, b = 74.4, ¢ = 81.01 A. The self-rotation
function indicated that the asymmetric unit contained three molecules.
However, structure determination by molecular replacement using NMR-
determined coordinates was unsuccessful and a search for potential derivatives
has been initiated.

1. Introduction

Crotamine induces spastic paralysis and myonecrosis (Katagiri et al.,
1998), binding strongly to excitable membranes, and causes the
contraction of skeletal muscle, resulting in rapid lysis of the sarco-
lemma, myofibril clumping and hypercontraction of sarcomeres
(Matavel et al., 1998). This toxin induces skeletal muscle spasms
(Oguiura et al., 2005) and interferes with the functioning of voltage-
sensitive sodium channels of the skeletal muscle sarcolemma, leading
to rapid sodium influx. Crotamine also causes depolarization and
contraction of skeletal muscle attributed to the inhibition of voltage-
gated potassium channels (Peigneur et al., 2012). More recently, it
has been demonstrated that crotamine targets tumour tissue in vivo
and triggers a lethal calcium-dependent pathway in cultured cells
(Nascimento et al., 2011).

Crotamine (GenBank accession code P01475), a multifunctional
small (molecular mass 4881 Da) and highly basic (pI = 10.3; Giglio,
1975) protein isolated from the venom of Crotalus durissus terrificus
(Gongalves & Polson, 1947; Laure, 1975), belongs to a class of closely
related polypeptide myotoxins which are stabilized by three disulfide
bridges. Crotamine is unglycosylated, rich in arginine and lysine
residues (Boni-Mitake et al., 2001) and shares a relatively low
sequence identity of 23% with human S-defensins. Multiple sequence
alignments indicated partial conservation of the f-defensin fold
(Schibli er al., 2002). The relatively highly positive potential surface
charge allows us to hypothesize that it can interact electrostatically
with the negative surface of membranes, causing local disruption and
thereby inducing leakage of ions.

Relatively large and well diffracting crystals of crotamine have
been obtained. However, exhaustive attempts to solve the crystal
structure using models based on two independently determined
NMR structures of crotamine (Nicastro et al., 2003; Fadel et al., 2005)
have not been successful, probably owing to inherent flexibility or
disorder. Thus, since neither the crystal structures nor the multimer
interactions of these peptides have been determined, a search for
suitable derivatives has been initiated.
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(a) Purification of crotamine by cation-exchange chromatography (Mono S HR 10/10). Inset, Coomassie-stained 12% SDS-PAGE gel of crotamine. Lane M, molecular-mass
markers (labelled in kDa); lanes 2-9, pooled purified crotamine at different concentrations. (b) Representative MALDI-TOF spectrum obtained from crotamine.

2. Materials and methods
2.1. Venom collection and purification

Since the content of crotamine present in the venom of C. durissus
terrificus varies according to geographical location, crude venom was
obtained from a number of different sources. The venom obtained
from CEVAP, Botucatu, Brazil contained a significantly greater
amount of crotamine (approximately 15% by weight). 150 mg
desiccated crude venom was dissolved in 2 ml 0.05 M acetic acid pH 5
and centrifuged at 10 000g for 10 min. The clear supernatant was
applied onto a Mono S HR 10/10 column (Amersham Biosciences;
Fig. 1a) previously equilibrated with the same buffer, the column was
washed at a flow rate of 60 ml h™" until the baseline stabilized and the
bound fractions were eluted with the previously described solution
additionally containing 1.0 M NaCl.

The purity of the protein was confirmed using SDS-PAGE gels
(12%) as described by Laemmli (1970). Protein bands were visualized
by staining with Coomassie Brilliant Blue R-250 (Fig. 1a, inset).

Figure 2
Native crystals of crotamine with approximate dimensions of 0.5 x 0.25 x 0.1 mm.

Protein concentrations were determined by calculating the theor-
etical extinction coefficient and absorption was measured at 280 nm
using a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Scientific).

The molecular mass was confirmed by mass spectroscopy
(MALDI-TOF) on an UltrafleXtreme instrument (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) and the sequence of the first ten N-terminal
amino acids was confirmed by Edman degradation (476A protein
sequencer, Applied Biosystems; Fig. 1b).

2.2. Crystallization

For crystallization experiments, crotamine was concentrated to
22 mgml~" in ultrapure water using microconcentrators (Amicon
Ultra-4, Ultracel membrane). In situ dynamic light-scattering (DLS)
measurements were carried out at 293 K at the same concentration
using a SpectroLIGHT 500 system (Nabitek, Germany; Garcia-
Caballero et al., 2011). DLS confirmed the presence of a single
monodisperse population.

Crystallization conditions for crotamine were screened using the
vapour-diffusion method (McPherson, 1999). A total of 384 crystal-
lization conditions based on the commercially available JCSG+,
ComPAS, Classics and Cryos Suites (NeXtal, Qiagen) were screened
using a Honeybee 961 dispensing robot (Zinsser Analytic GmbH,
Frankfurt, Germany) at 293K in 96-well crystallization plates
(NeXtal QIA1 pplates, Qiagen) using the sitting-drop vapour-
diffusion method. A 300 nl droplet of protein at approximately
10 mg ml™" in buffer was mixed with the same volume of reservoir
solution and equilibrated against 35 pl reservoir solution. The initial
crystals obtained were relatively small; in order to increase their
quality and size, they were reproduced manually using the hanging-
drop vapour-diffusion method in Linbro 24-well plates. Diffraction-
quality crystals with approximate dimensions of 0.5 x 0.25 x 0.1 mm
were obtained after 2 d when a 1 pl protein droplet was mixed with an
equal volume of reservoir solution consisting of 0.2 M sodium thio-
cyanate, 1.9 M ammonium sulfate pH 6.1 (Fig. 2).
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Figure 3

X-ray diffraction pattern of crotamine: concentric rings indicate resolution ranges and the high-resolution diffraction pattern is magnified.

Table 1
Summary of data-collection and crystal parameters.

Values in parentheses are for the highest resolution shell.

Radiation source X13 Consortium Beamline, DESY/HASYLAB
Detector MAR CCD

Wavelength (A) 0.8123

Space group . 1222 or 1242,2,

Unit-cell parameters (A) a =67.75, b =7440, c = 81.01

Vyu (A% Da™t) 3.54

Solvent content (%) 65.2

Resolution range (A) 18.7-1.9 (1.90-1.85)

Data completeness (%) 94.8 (76.1)
Ruperge (%) 3.6 (48.9)
(Ilo(I)) 34.7 (3.6)

T Rmerse = Dp 2o (kD) — (I(hKD)| /3" 0 3 1;(hkl), where (I(hkl)) is the mean
intensity of the observations ;(hkl) of reflection hkl.

2.3. X-ray data collection

For diffraction data collection, a single crystal was flash-cooled
after soaking it in reservoir solution that additionally contained 20%
glycerol prior to data collection. X-ray diffraction data were collected
on the X13 Consortium Beamline at DESY/HASYLAB. The wave-
length of the radiation source was set to 0.8123 A and a MAR CCD
detector was used to record the X-ray diffraction intensities as 256
images with an oscillation range of 1° per image (Fig. 3). The raw
intensities were indexed, integrated and scaled using the program
MOSFLM (Leslie & Powell, 2007) from the CCP4 suite (Winn et al.,
2011). Details of the data-collection and processing statistics are
summarized in Table 1.

3. Results and discussion

The molecular mass of the purified crotamine was determined to be
4881.70 Da and the presence of an isoform (with a molecular mass of
4736.58 Da) was observed (Fig. 1b). The crotamine crystals (Fig. 2)
diffracted X-rays to 1.8 A resolution (Fig. 3). Processing of the
diffraction data resulted in an Ryeree Of 4.3% and a completeness of
97.05%. Examination of the systematic absences indicated that the
crystals belonged to the enantiomorphic space groups 12,2,2, or 1222,
with unit-cell parameters a = 67.75, b = 74.40, ¢ = 81.01 A. Based on
the results of the self-rotation function, the Matthews coefficient
(Matthews, 1968) was calculated to be 3.54 A’Da™! assuming the
presence of three molecules of crotamine in the asymmetric unit,
which corresponds to a solvent content of 65.2%. Since both structure

determination by molecular replacement using various models based
on the independently determined NMR atomic coordinates (Nicastro
et al., 2003; Fadel et al., 2005) with the program MOLREP (Vagin &
Teplyakov, 2010) and attempts to use the anomalous sulfur signals
were not successful, a search for suitable derivatives has been initi-
ated.

This study was financed by grants from the DFG (Project BE 1443-
18-1), FAPESP, CNPq, CAPES (80563/2911) and DAAD (PROBAL
50754442). DG thanks the Alexander von Humboldt Foundation,
Bonn, Germany for providing a research fellowship (3.3-BUL/
1073481 STP).
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Structure of the polypeptide crotamine from the
Brazilian rattlesnake Crotalus durissus terrificus

The crystal structure of the myotoxic, cell-penetrating, basic
polypeptide crotamine isolated from the venom of Crotalus
durissus terrificus has been determined by single-wavelength
anomalous dispersion techniques and refined at 1.7 A
resolution. The structure reveals distinct cationic and hydro-
phobic surface regions that are located on opposite sides of
the molecule. This surface-charge distribution indicates its
possible mode of interaction with negatively charged phos-
pholipids and other molecular targets to account for its diverse
pharmacological activities. Although the sequence identity
between crotamine and human g-defensins is low, the three-
dimensional structures of these functionally related peptides
are similar. Since crotamine is a leading member of a large
family of myotoxic peptides, its structure will provide a basis
for the design of novel cell-penetrating molecules.

1. Introduction

Crotamine, a highly basic (pI = 10.3) 42-amino-acid poly-
peptide (molecular mass 4.8 kDa), was first isolated in 1947
from the venom of the Brazilian rattlesnake Crotalus durissus
terrificus (Gongalves & Polson, 1947). Crotamine is of high
pharmacological importance as a potent analgesic and has
been shown to be over 30-fold more effective than morphine
(Giorgi et al., 1993; Mancin et al., 1998). It also selectively
inhibits and interferes with the functioning of K,1.3 channels,
promotes the permeability of bacterial membranes (Oguiura
et al., 2011) and is considered to be a promising cell-
penetrating agent capable of accumulating in the nucleus and
in transporting DNA into replicating cells (Kerkis et al., 2004,
2010). It has been suggested that crotamine possesses the
potential to transport drugs into mammalian cells without
requiring specific receptors. More recently, it has been
demonstrated that crotamine possesses both antitumoral and
antibacterial activities (Lee et al., 2011).

Crotamine possesses three disulfide bridges (Boni-Mitake et
al., 2001) and a number of isoforms have been characterized
(Toyama et al., 2000; Ponce-Soto et al., 2007). The overall fold
of crotamine is homologous to antimicrobial peptides (AMPs)
belonging to the a-defensin, B-defensin and insect defensin
families (Dimarcq et al, 1998) and possessing the same
number of disulfide bridges (Hoover et al., 2001). Despite the
differences in amino-acid composition, crotamine possesses
the same structural scaffold as mammalian «-defensins and
B-defensins, consisting of a three-stranded S-sheet core and a
framework of loops stabilized by six disulfide-linked cysteines
(Ganz et al., 1985). Both «-defensins and S-defensins consist of
a triple-stranded B-sheet with a distinct ‘defensin’ fold (Gangz,
2003). Functionally, defensins display a wide spectrum of
activities and trigger diverse effects. Some of these peptides
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Table 1

Crystal parameters and data-collection and refinement statistics.

Values in parentheses are for the highest resolution shell.

Pt-derivative Native

Data collection
Beamline
Space group i
Unit-cell parameters (A)

X12, DORISIII P14, PETRA III
12,2:2; 12,2:2;
a=6694,b="T455 a=6692,b=7433,
¢ =80.45 ¢=280.19
54.6-2.5 (2.60-2.50) 54.5-1.7 (1.79-1.69)
36251 (1931) 139383 (13889)

Resolution (A)
Measured reflections

Completeness (%) 99.4 (75.2) 97.7 (85.3)
Averaged multiplicity 53 (25) 6.3 (5.0)
Average I/o(I) 26.0 (5.7) 20.8 (1.1)
Rierget (%) 3.6 (16.7) 3.7 (14.2)
Structure solution (AutoSol)
No. of sites 3
Skewi 0.16
CORR; ns$ 0.88
Figure of merit (FOM) 0.36
Estimated map CC 0.56
Structure building (AutoBuild)
Residues built 99
Ryork (%) 33.1
Riree (%) 373
Map CC 0.75
Refinement
Resolution (A) 10.0-1.7
R factor (%) 16.6 (17.1)
Free R factor (%) 22.5 (22.9)
Overall B factor (A?) 333
R.m.s. deviations
Bond lengths (A) 0.03
Bond angles (°) 2.85
Ramachandran plot, residues in (%)
Most favoured region 95.8
Additionally allowed region 42
No. of molecules
Protein 3
Water 65
Sulfate ions 3
Thiocyanate ions 4
Glycerol 4

T Rmerge = Dt 2oi Hi(hkl) — (I(hKD)| /34 D-; I;(hkl), where (I(hkl)) is the mean
intensity of the observations I;(hkl) of reflection hkl. % Deviation from a Gaussian
distribution. § Correlation of a local r.m.s. density.

possess anti-Gram-positive activities and participate in anti-
bacterial defence reactions (Cociancich et al., 1993).

Although crotamine was isolated more than 60 years ago
(Gongalves & Polson, 1947), it has been extremely recalcitrant
to crystallization, probably owing to its high intrinsic flexibility
as confirmed by NMR studies (Endo ef al., 1989; Nicastro et al.,
2003; Fadel et al., 2005).

In this work, we report the first crystal structure of crot-
amine, a leading member of a large family of highly basic
polypeptides.

2. Material and methods
2.1. Purification of crotamine

The purification and crystallization of crotamine have been
described before (Coronado et al., 2012). In summary, crot-
amine from crude C. durissus terrificus venom obtained from
CEVAP (Center for the Study of Venoms and Venomous

Animals), Botucatu, Brazil was isolated by a single cation-
exchange chromatography step applying a MonoS HR 10/10
column (Amersham Biosciences). The molecular mass and
sequence of the amino acids were analysed by mass spectro-
scopy and single crystals suitable for X-ray diffraction data
collection were obtained after 2 d by vapour diffusion when
crotamine at a concentration of 22 mg ml ™" in deionized water
was equilibrated against a reservoir solution consisting of
0.2 M sodium thiocyanate, 1.9 M ammonium sulfate pH 6.1, as
described in detail previously (Coronado et al., 2012).

2.2. X-ray data collection

Since attempts to solve the structure of crotamine by
molecular replacement using either the NMR-derived coor-
dinates of crotamine (PDB entries 1h50 and 1z99; Nicastro et
al.,2003; Fadel et al., 2005) or the defensin structures known to
date were unsuccessful, SAD (single-wavelength anomalous
dispersion) was applied to solve the phase problem. A native
data set was collected to 1.7 A resolution on the EMBL
beamline P14 at PETRA III (DESY/Hamburg). The native
X-ray diffraction data were integrated, processed and scaled
using the XDS software (Kabsch, 2010). A suitable heavy-
metal derivative was obtained by soaking crystals for
approximately 12 h in a 0.1 M potassium hexachloroplatinate
(K,PtClg) solution (Heavy Atom Screens; Hampton
Research). Prior to data collection, crystals were flash-cooled
in a nitrogen-gas stream at 100 K. MAD (multi-wavelength
anomalous dispersion) data were collected on the EMBL
beamline X12 at DORIS III (DESY/Hamburg) at the peak,
inflection and high-energy points of the Pt fluorescence
spectrum. However, the data from the peak wavelength
displayed a very clear anomalous signal and the SAD tech-
nique was used. Anomalous data reduction and determination
of the space group and unit-cell parameters were carried out
with the iMOSFLM software (Battye et al., 2011). The data-
collection statistics are presented in Table 1.

2.3. Model building and refinement

Phases were determined by SAD using the program Phaser
in the PHENIX software suite (Adams ef al., 2010) at 2.5 A
resolution by exploiting the anomalous signal of platinum ions.
The initial electron-density map was of sufficient quality to
build approximately 90% of three polypeptide chains of
crotamine present in the asymmetric unit using automated
building in phenix.autobuild (Adams et al., 2010). REFMAC
(Murshudov et al., 2011) in combination with the inspection of
the electron-density maps using the program Coot (Emsley et
al., 2010) was used to complete and refine the model to 1.7 A
resolution with an R value of 16.6% and an Ry,.. of 22.5%. The
final model also contains 65 solvent water molecules, four
glycerol molecules, four thiocyanate ions and three sulfate
ions. Refinement statistics are presented in Table 1.

2.4. Small-angle X-ray scattering (SAXS)

Crotamine samples were prepared in conditions with
different pH values: (i) 0.05 M acetic acid pH 5.0, (ii) 0.05 M
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Tris-HCl pH 9.0 and (iii) pure water. SAXS data were
collected with concentrations of 1, 2, 5 and 9.7 mg ml™". The
concentrations were determined at 280 nm using a NanoDrop
2000C spectrophotometer. The extinction coefficient of the
protein was calculated using the online program ProtParam
(Gasteiger et al., 2005). SAXS data from crotamine solutions
were collected on EMBL beamline P12 at PETRA III (DESY/
Hamburg) at 295 K using a two-dimensional photon-counting
PILATUS 2M pixel X-ray detector (DECTRIS). All data sets
were normalized to the incident-beam intensity and corrected
for detector response, and scattering of the buffer was
subtracted using ATSAS (Petoukhov et al., 2007).

Table 2

Hydrogen-bond contacts of crotamine molecules in the asymmetric unit.

A B C Distance (A)
Glul5 OE1 Lys35 NZ 3.27
Glul5 OE1 Cys18 N 291
Asp24 O Lys14 NZ 3.11
Lys35 NZ Glul5 OE1 2.95
Cys18 N Glul5 OE1 2.89
Lys14 NZ Pro21 O 3.00
Lys14 NZ Asp24 O 2.79
Cys11 0 Arg31 NH1 2.82
Cysl1 O Arg31 NH2 2.97
Arg31 NH2 Tyrl OH 2.64

Figure 1
(a) Structure of crotamine. The N- and C-termini and the cysteine residues are labelled. (b) The
highly hydrophobic residues in pink are located on one side of the molecule and the positively
charged residues in blue are on the opposite side. (¢) Space-filling presentation of crotamine,
highlighting the well defined amphipathic surface region in blue and pink.

3. Results and discussion
3.1. Overall structure

Crystals of crotamine belonged to space group 12,2,2;, with
unit-cell parameters a = 66.92, b = 74.33, ¢ = 80.19 ;\, and
contained three molecules in the asymmetric unit. The overall
fold of crotamine is illustrated in Fig. 1(a). Residues Lys2-
Lys7 form a single a-helical turn which flanks a two-stranded
antiparallel -sheet formed by residues Gly9-Pro13 (1) and
Trp34-Lys38 (82) located in the core of the molecule. A short
a-helical turn is formed by residues Pro20-Ser23. The poly-
peptide is stabilized by three disulfide bonds: Cys4-Cys36,
Cys11-Cys30 and Cys18-Cys37. The disulfide bridge Cys4—
Cys36 anchors the first a-helical segment to 82. 1 and o2 are
connected by a flexible loop Lys14-Leul9, and helical turn o2
is connected to B2 by a more extended and flexible loop
formed by residues Asp24-Arg33. Overall, the topology can
be classified as «lBla2B2. The B-sheet is stabilized by
hydrogen bonds between strands 81 and 82, involving residues
His10-Cys37 and Phel2-Lys35, and hydrogen bonds between
strand B2 and o2, formed by Ser23-Lys38. Two hydrogen
bonds connect B2 to the C-terminal S-turn.

As crotamine is relatively small, all charged as well as
hydrophobic residues are exposed to the solvent, a circum-
stance that makes crotamine unusually ‘sticky’. It is likely that
these electrostatic and hydrophobic forces on the surface, in
combination with a disulfide-stabilized
molecular scaffold, enable crotamine or
crotamine oligomers to complex with
target proteins. Most hydrophobic resi-
dues are located on one side of the
molecule and the positively charged
residues Lys2, Lys6, Lys7, Lys14, Lys16,
Lys27, Lys35, Lys38, Lys39, Arg31 and
Arg33 are clustered on the opposite
side, as shown in Fig. 1(b). These resi-
dues are exposed on the surface of
crotamine and form distinct hydro-
phobic and cationic regions which are
positioned roughly on opposite sides of
the amphiphilic molecule, as shown in
Fig. 1(c).

Superposition with the crotamine
NMR structure (Nicastro et al, 2003;
Fadel et al., 2005) resulted in a mean C*
rms.d. value of 2.12 A, indicating a
relatively high  spatial deviation
between the NMR and crystal struc-
tures, and higher flexibility of the NMR
solution structure.

3.2. The quaternary arrangement

Both SAXS and dynamic light-
scattering measurements indicated that
the protein was monomeric in solution
(Coronado et al., 2012). In the crystal
structure three molecules of crotamine

1960 Coronado et al. + Crotamine
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Figure 2
(a) Cartoon plot of the crotamine trimer. (b) Surface-charge distribution in two orientations.
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Figure 3

(a) Sequence alignment of antimicrobial peptides. Conserved Cys residues are indicated in dark grey.
Crotamine (PDB entry 4gv5), defensin-like peptide 2 (PDB entry 1d6b), heliomicin (PDB entry 1i2u), toxin
III (PDB entry 1lqq), Eucommia antifungal peptide 2 (PDB entry 1p9z), charybdotoxin (PDB entry 2crd),
human B-defensin 1 (PDB entry 1liju), human g-defensin 2 (PDB entry 1fd4), human S-defensin 3 (PDB
entry 1kj6) and human a-defensin 1 (PDB entry 2pm1). (b) Superposition of crotamine (cartoon plot in
light grey) with hD-1 (PDB entry liju, pink), hD-2 (PDB entry 1fd4, red) and hBD-3 (PDB entry 1kj6,
cyan). The corresponding C* r.m.s.d. values are 1.8, 1.8 and 2.6 A, respectively.

are present in the asymmetric
unit (Fig. 2), which is stabilized by
a number of intermolecular
contacts involving main-chain
and side-chain atoms. In the
crystal structure chains A-B, A-C
and B-C bury 353, 261 and
121 A2, respectively. This corre-
sponds to approximately 6-10%
of the overall surface area of each
monomer. A careful inspection of
interactions stabilizing the trimer
in the crystal showed the
presence of two sulfate ions in the
interface of chains A and C, close
to residues Cysll and His10 of
chain C and Lys16, Phel2 and
Prol3 of chain A. In addition,
four glycerol and three thiocya-
nate molecules were identified at
almost equivalent positions in the
interface regions of chains A-B,
B-C and C-A, forming hydrogen-
bonding, van der Waals and
hydrophobic interactions stabi-
lizing the trimer. All inter-
molecular interactions are
summarized in Table 2.

3.3. Structural similarities
between crotamine and
antimicrobial peptides

The high positively charged
surface permits us to hypothesize
that crotamine can interact elec-
trostatically with the negatively
charged surface of membranes
with the potential to induce the
formation of gaps, through which
ions and/or other molecules can
diffuse.

In Fig. 3(a) and Table 3 a
sequence comparison and struc-
tural characteristics of homo-
logous antimicrobial (AMP) and
antimicrobial-like (defensin-like)
peptides of different origin are
shown. The defensin-like poly-
peptides share relatively low
sequence identities in the range
15-35%; however, they have a
homologous secondary-structural
arrangement of o«-helices, g-
sheets and random coils, as well
as the conservation of six cysteine
residues forming three disulfide

Acta Cryst. (2013). D69, 1958—1964
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Table 3

Comparison of the amino-acid sequence of crotamine with a-defensin, B-defensin and defensin-like peptides.

Amino-acid sequences are given in one-letter code.

Disulfide PDB
AMP Length Amino-acid sequence Secondary structure bridges  Organism code
CRO 42 YKQCHKKGGHCFPKEKICLPPSSDFGKMDCRWR-  «-Helix aligned to antiparallel 3 Crotalus durissus 4gv5
WKCCKKGSG two-stranded B-sheet terrificus
EAFP-2 3043 ETCASRCPRPCNAGLCCSIYGYCGSGAAYCGAGN- Two a-helices aligned to three- 5 Eucommia ulmoide 1p9z
CRCQCRG stranded S-sheet random coils
CHTX 30-40 EFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRGKCMNKKC- Small three-strand S-sheet, 3 Leiurus quinquestriatus  2crd
RCYS a-helix, random coil hebraeus
HEL 44 DKLIGSCVWGAVNYTSDCNGECKRRGYKGGHC-  «-Helix, three-stranded antiparallel 3 Heliothis virescen 1i2u
GSFANVNCWCET B-sheet, random coil
Toxin III 64 VRDAYIAKNYNCVYECFRDSYCNDLCTKNGASS-  «-Helix, three-stranded antiparallel 4 Leiurus quinquestriatus  11qq
GYCQWAGKYGNACWCYALPDNVPIRVPGKCH B-sheet, random coil hebraeus
DLP-2 42 IMFFEMQACWSHSGVCRDKSERNCKPMAWTYCE- Small a-helix, two-stranded B-sheet, 3 Ornithorhynchus 1d6b
NRNQKCCEY random coils anatinus
HpBD-1 36 DHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYRGKAK- «a-Helix, three-stranded S-sheet, 3 Homo sapiens liju
CCK random coils
HpD-2 41 GIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGT- «-Helix, three-stranded B-sheet, 3 Homo sapiens 1fd4
KCCKKP random coils
HpBD-3 45 GIINTLOQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCS-  «-Helix, three-stranded $-sheet, 3 Homo sapiens 1kj6
TRGRKCCRRKK random coils
HNP-1 30 ACYCRIPACIAGEAAYGTCIYQGALWAFCC Three-stranded S-sheet, 3 Homo sapiens 2pml
random coils
Table 4 B-defensins and crotamine, as shown in

Summary of charged and hydrophobic residues of crotamine in comparison to other antimicrobial

peptides.

SA: total surface accessibility.

Table 4. These distributions of charged
residues are also typical for S-defensins
from other animals. In contrast, lysine

residues are relatively rare in o-defen-

CRO HpD-1 HAD-2 HED-3 CHTX DLP2 HEL Toxin Il HNP-1 EAFP-2

sins. The predominance of positively
:;i, ; } % z j i ; i j j charged residues in crotamine is likely
Glu™ 1 _ _ 2 2 4 2 1 1 1 to facilitate electrostatic interactions
Lys* 9 4 5 6 4 3 3 4 — - with the anionic membrane surface. The
;l:gziatlive 1‘1‘ 2 57; g 2 1; g 13 % i total surface accessibility of crotamine
Negative 3 1 1 2 2 5 4 5 1 1 and hBDs differs, the accessible surface
Trp 2 — — — 1 2 2 2 1 - area changes occur when residues on
Tyr 1 3 1 — 1 2 2 7 3 3
Phe ) | 1 _ 1 5 N . 1 - the molecu}e surface are replaced 'by
SA(A® 3223 2808 2858 4025 3019 3888 3060 4069 2246 2997 others having large or smaller side

bonds (Schibli et al., 2002). An overall structural comparison
of the three known human defensin structures hgD-1, hD-2
and hpBD-3 with crotamine is shown in Fig. 3(b). The corre-
sponding C” r.m.s.d. values are 1.8, 1.8 and 2.6 A, respectively.
It is obvious that, despite the moderate sequence identity,
evolutionary selective pressures have favoured a similar
overall three-dimensional structure and fold of these func-
tionally related peptides. The predominance of functionally
relevant positively charged residues (Table 4) is a common
feature of crotamine and defensins. Most probably this facil-
itates the electrostatic interactions with the anionic membrane
surface.

Despite high overall structural conservation, some
physicochemical differences between human g-defensins and
crotamine have been addressed as likely determinants of the
observed functional differences (Yount et al, 2009). The
arginine and lysine content varies between the three human

chains (Table 4). The a-helix, the anti-

parallel B-sheet and the B-turn present

in the human S-defensins 1-3 (Hoover
et al., 2000, 2001; Schibli et al., 2002) are also conserved in
crotamine.

Fig. 4 is an overview highlighting the structural similarities
and differences of defensin-like polypeptides. In all structures
the basic secondary-structural elements and disulfide bridges,
a feature initially attributed to polypeptides classified as
defensins, are conserved. However, toxin III and Eucommia
antifungal peptide 2 (EAFP-2) have four and five disulfide
bonds, respectively. Among the antimicrobial polypeptides
with six cysteines the a-defensin and g-defensin group is the
best characterized to date. They are widely distributed in
different phyla, including plants, insects, arthropods and
vertebrates (Ganz, 2004; Lehrer et al., 1993). The polypeptide
defensin-like peptide 2 (DLP-2) isolated from platypus
(Ornithorhynchus anatinus) venom (Torres et al., 2000) shares
34% sequence identity with crotamine but displays no anti-
microbial activity. Heliomicin (HEL), which is known to be an
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Figure 4
Structure comparison of crotamine with homologous antimicrobial and antimicrobial-like peptides from different organisms in two orientations. Column

1, the y-core domain is shown in orange. Column 2, hydropathy plot overlay: dark orange/hydrophobic; light orange/intermediate; blue/hydrophilic.
Column 3, surface charge: blue, basic (Arg, Lys); red, acidic (Asp, Glu). Row A, crotamine from C. durissus terrificus venom (PDB entry 4gv5); row B,
defensin-like peptide 2 (1d6b); row C, heliomicin (1i2u); row D, toxin III (1l1qq); row E, Eucommia antifungal peptide 2 (1p9z); Row F, charybdotoxin
(2crd); row G, human p-defensin 1 (liju); row H, human S-defensin 2 (1fd4); row I, human B-defensin 3 (1kj6); row J, human a-defensin 1 (2pml).
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antifungal defensin from the lepidopteran Heliothis virescens
(Lamberty et al., 2001; Sverdlova & Nefelova, 1999), contains
two Arg and three Lys residues and shares 22% sequence
identity with crotamine. Insect defensins are characterized by
a cysteine-stabilized «f motif (CSaf), which consists of an
a-helix and an antiparallel triple-stranded B-sheet connected
by two disulfide bridges (Lamberty et al, 2001; Cornet et al.,
1995). The CSaB motif has also been encountered in the
scorpion toxin charybdotoxin (CHTX; Bontems et al., 1992),
toxin III (Landon ef al., 1996) and in plant defensins such as
EAFP-2 (Huang et al., 2004; Carvalho & Gomes, 2009). This
motif has not been observed in snake-venom toxin to date.
The structure of charybdotoxin, a peptide from the venom of
the yellow scorpion Leiurus quinquestriatus hebraeus that
affects K* channels, shares approximately 15% sequence
similarity with crotamine.

In conclusion, the high-resolution crystal structure of
crotamine shows an asymmetric surface-charge distribution
which corresponds to the observed activity. The crystal
structure of crotamine will also help to understand the mode
of action of other homologous peptides such as myotoxin and
will support the design of novel molecules capable of trans-
porting drugs into cells.
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