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ESTUDOS ESTRUTURAIS COM FOSFOLIPASES A, E FOSFOLIPASES A,
HOMOLOGAS ISOLADAS DO VENENO DE Bothrops mogjeni

Resumo

Serpentes do género Bothrops sdo responsaveis pela maioria dos acidentes ofidicos que ocorrem no
Brasil. Uma das principais complicagdes deste tipo de acidente é o dano muscular, que muitas vezes
pode evoluir para necrose. Estes danos podem estar relacionados a acdo de fosfolipases A, (Asp49-
PLA,) e fosfolipases A, homologas (dentre as quais se encontram as Lys49-PLA,s) presentes nos
venenos botropicos. Esta complicacdo relacionada ao envenenamento ofidico ndo € atualmente
contornada pela administracdo de soro antiofidico e, por isso, diversos trabalhos vém sendo realizados
na tentativa de se conhecer os sitios farmacoldgicos destas toxinas com o intuito de, no futuro,
desenvolver tratamentos complementares a soroterapia. Neste trabalho, por meio de estudos utilizando
a técnica de cristalografia de raios X, realizamos estudos comparativos entre a BmooPLA,-I e outras
Asp49-PLA,s que inibem a agregacdo plaquetaria e sugerimos que outras regides além do sitio
proposto anteriormente s&o responsaveis por esta atividade bioldgica. Estudos com a MjTX-II e outras
Lys49-PLA,s também foram realizados e propuseram que moléculas de cadeia longa, como acidos
graxos e os polietilenoglicéis (PEGs), possuem contribuic¢do direta para a cristalizagdo destas toxinas.
Além disso, estes compostos interagem com o sitio ativo, causando, em alguns casos, a
hiperpolarizacdo dos residuos Cys29/Gly30 pelo Lys122, refor¢cando assim a teoria que propde que a
atividade catalitica das Lys49-PLA,s ndo é somente inibida pela presenca da cadeia lateral da Lys49
junto ao loop de ligacdo de calcio, mas também por outros fatores estruturais. Por fim, estudos com a
MjTX-I revelaram que esta toxina é diferenciada das outras Lys49-PLA,s, visto que sua estrutura
cristalografica apresenta quatro moléculas na unidade assimétrica e uma configuracdo distinta do sitio
miotoxico ja& proposto para as Lys49-PLA,s. Outros estudos em solugdo, utilizando técnicas
espectroscopicas (espalhamento dindmico de luz (DLS) e de raios X a baixos angulos (SAXS)) e
cromatografia de exclusdo molecular, mostraram que esta toxina apresenta uma tendéncia a formar
oligbmeros. Também foi possivel constatar através dos dados de SAXS que a estrutura da MjTX-I na
forma dimérica apresenta conformacdo oligomérica semelhante ao chamado “dimero convencional”
proposto para as Lys49-PLA,s, 0 que pode estar relacionado a novas funcionalidades desta toxina
advindas do processo evolutivo da Bothrops moojeni, cujo habitat de cerrado é bastante distinto

daquele ocupado por outras serpentes do mesmo género.

Palavras chave: Bothrops moojeni; Cristalografia de proteinas; Fosfolipases A,; Venenos de
serpentes.



STRUCTURAL STUDIES WITH PHOSPHOLIPASES A, AND HOMOLOGUE
PHOSPHOLIPASES A, ISOLATED FROM Bothrops moojeni SNAKE VENOM

Abstract

Bothrops snakes are responsible for the most part of the snakebites that occur in Brazil. A major
complication of this type of accident is muscle damage, which can often progress to necrosis. This
damage may be related to the action of phospholipases A, (Asp49-PLA,s) and homologue
phospholipases A, (including Lys49-PLA,s) present in Bothrops venoms. This complication related to
snakebite is not currently solved by the administration of ophidic serum and, therefore, several studies
have been conducted in attempt to understand the pharmacological sites of these toxins and to develop
complementary treatments to serum therapy. In this work, we performed a comparative
crystallographic study between BmooPLA,-1 and other Asp49-PLA,s which present inhibiting-
platelet aggregation activity using protein crystallography. The results suggest that some regions
distinct from the site proposed by prior works could be responsible by this biological activity. Studies
with MjTX-Il and other Lys49-PLA,s were also performed and it was proposed that long-chain
molecules, such as fatty acids and polyethylene glicols (PEGS), contribute to the crystallization of
these toxins. Besides, these compounds interact with the active site, thus causing the hyperpolarization
of the Cys29/Gly30 residues via Lys122. These findings reinforce the theory which establishes the
catalytic activity of Lys49-PLA,s is not abolish only by the presence of the Lys49 sidechain close to
the calcium binding loop, but also due to other structural features. Finally, studies with the MjTX-I
revealed that this toxin is different from other Lys49-PLA,s since its crystal structure presents four
molecules in the asymmetric unit and a distinct configuration of the myotoxic site as previously
proposed for other Lys49-PLA,s. Other studies with MjTX-I using spectroscopy techniques (dynamic
light scattering (DLS) and small angle X-ray scattering (SAXS)) and size exclusion chromatography
showed that this toxin tends to form oligomers in solution. In addition, the SAXS experiments
indicated the dimeric conformation of MjTX-I is similar to “conventional dimer” proposed for Lys49-
PLA,s, suggesting new functionalities for this toxin, probably related to the adaptation of Bothrops
moojeni to cerrado environments, a very distinct habitat in relation to those occupied by other snakes

from the same genus.

Key words: Bothrops moojeni; Protein crystallography; Phospholipases A,; Snake venom.
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1 - INTRODUCAO

O temor por serpentes sdo tradicionais do pensamento popular, porém esse medo
ainda ndo é suficiente para motivar maior eficiéncia no controle dos acidentes causados por
estes animais. No Brasil, os acidentes ofidicos sdo de notificacdo obrigatéria, o que
estabeleceu entre o Ministério da Saude e Secretarias Estaduais de Saude um sistema de troca
de soros, onde € possivel o planejamento de acdes de controle e maior eficacia no tratamento
em caso de acidentes (CARDOSO; WEN, 2003).

1.1 — Acidentes ofidicos

Acidentes causados por serpentes sdo um problema de salde publica que afeta
principalmente regides de clima tropical, subtropical e areas rurais de paises da Africa, Asia,
Oceania e América Latina (PINHO; PEREIRA, 2001). Somente a partir de abril de 2009,
passou-se a dar maior atencdo a este problema, pois neste periodo os acidentes ofidicos foram
incluidos na lista de Doengas Tropicais Negligenciadas da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS). Este recente levantamento de dados mostra que acidentes causado por picadas de
serpentes matam mais do que algumas das doencas presentes na lista de doencas
negligenciadas da OMS, como dengue, coélera, leishmaniose, esquistossomose, encefalite
japonesa e doenca de chagas. Estima-se que ocorrem no minimo 420 mil envenenamentos por
serpentes por ano no mundo, resultando em ao menos 20 mil mortes (WILLIAMS et al.,
2010)

O estudo aprofundado de venenos de serpentes e seus componentes pode ser uma
area promissora na busca e desenvolvimento de novos medicamentos que podem
complementar a soroterapia, pois atualmente é o Unico tratamento capaz de neutralizar a acéo
dos venenos. Estes soros podem evitar ou reverter a maioria dos efeitos dos envenenamentos
ofidicos, desempenhando um papel importante na morbidade e mortalidade. Este tipo de
tratamento foi incluido na Lista de Medicamentos Essenciais da OMS e o0 soro deve ser
componente de pacotes para cuidados primarios de saude em locais que ocorrem acidentes
ofidicos (KASTURIRATNE et al., 2008).

No Brasil, a familia Viperidae representa 0 mais importante grupo de serpentes
para a saude puablica, devido a quantidade e gravidade dos acidentes causados por serpentes
desta familia (MELGAREJO, 2003). A subfamilia Crotalinae € uma das representantes da
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familia Viperidae e sua caracteristica Unica e exclusiva é a presenca da fosseta loreal, que fica
situada entre os olhos e a narina (FERRAREZZI, 1994).

Serpentes do género Bothrops sdo uma das representantes da subfamilia
Crotalinae e sdo de grande interesse cientifico, médico e social no Brasil, pois séo
responsaveis pela grande maioria dos acidentes ofidicos que ocorrem no pais (ARAUJO et al.,
2003). Uma espécie pertencente a este género é a Bothrops moojeni, popularmente conhecida
como caicaca. E uma espécie que pode chegar a 1,5 m, apresenta comportamento bastante
agressivo e a importancia médica tém crescido, pois consegue se adaptar a varios ambientes e
é a principal espécie de Bothrops dos cerrados, que sdo grandes areas rurais de formacéo
aberta que se estendem do Brasil central até o sul do estado do Parana (grande parte dos
acidentes ofidicos ocorrem em areas rurais) (Figura 01) (HOGE, 1965; MELGAREJO, 2003).

Figura 01: Distribuicdo geogréafica da B. moojeni no territorio brasileiro (Adaptado de MELGAREJO, 2003).

1.2 — Venenos de serpentes e Fosfolipases A,

Venenos de serpentes s@o misturas complexas de componentes organicos e
inorganicos com diferentes atividades bioldgicas, onde mais de 90% do seu peso seco €
constituido por proteinas, compreendendo grande variedade de enzimas como proteases
(metaloproteases e serinoproteases), fosfolipases A, (PLA;), L-aminoacido oxidases, entre
outras (MATSUI et al., 2000; BAILEY; WILCE, 2001), que atuam sobre os sistemas vitais da
vitima ou da presa. Estes venenos podem apresentar algumas variacdes intra-especificas de
acordo com as familias, géneros e espécies ou mesmo dentro da mesma espécie, que podem
ser resultantes de dispersdes geograficas, variacBes sazonais e diferencas ontogenéticas e
sexuais (MARKLAND, 1998; CALVETE et al., 2007; PANFOLI et al., 2010).
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Um dos componentes do veneno sdo as fosfolipases A, (PLA,s — E.C. 3.1.1.4),
que sdo enzimas encontradas em varios organismos e amplamente estudadas (KINI, 2003;
SCHALOSKE; DENNIS, 2006). Estas enzimas s&o classificadas em intracelulares e
extracelulares (ARNI; WARD, 1996; SIX; DENNIS, 2000). PLA;s intracelulares séo enzimas
calcio-dependentes dotadas de elevada massa molecular (85 kDa) geralmente associadas a
membranas e envolvidas no metabolismo de fosfolipidios, sinalizacdo celular e
remodelamento de fosfolipidios (MUKHERJEE et al., 1994; ARNI; WARD, 1996; SIX;
DENNIS, 2000). PLA;s extracelulares sdo enzimas abundantes em muitos fluidos bioldgicos,
particularmente em secrecBes pancreaticas, exudatos inflamatdrios, venenos de répteis
(serpentes e lagartos) e artrépodes (insetos) (ARNI; WARD, 1996; OWNBY et al., 1999).
Estas enzimas também sdo célcio-dependentes e, no entanto, possuem baixa massa molecular
(12 a 15 kDa), apresentando entre 119 a 143 aminoacidos. Adicionalmente, caracterizam-se
pela grande estabilidade molecular e atuam hidrolisando a ligacéo éster sn-2 dos fosfolipidios
(Figura 02). Os produtos liberados na atividade catalitica das PLA,s sdo lisofosfolipidios e
acidos graxos, além dos acidos oléico (reserva energética) e aracdénico (precursor de
eicosanoides, que atuam como mediadores de inflamagdes) (ARNI; WARD, 1996; WAITE,
1997).

Fosfolipase A4
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Figura 02: Representacdo esquematica de um fosfolipidio e os pontos de atuacdo das diferentes fosfolipases
(LEHNINGER, 1993).

Anteriormente, as PLA,s eram classificadas e divididas em onze grupos, com
base no nimero de pontes dissulfeto e na semelhanca das sequéncias de aminoacidos (SIX;
DENNIS, 2000). A partir da evolucdo de técnicas de biologia molecular, novas PLA,s foram
descobertas e uma nova classificacdo foi elaborada, na qual as PLA,s sdo divididas em quinze
grupos, que podem ser organizados em cinco grupos maiores: PLA,s secretadas (SPLAS —
divididas em dezesseis subgrupos, incluindo as PLAs de veneno de serpentes (SVPLA>S)),
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PLA,s Ca*™ independentes (iPLA,s), PLA,s citosdlicas (CPLA,s), PLA,s lisossomais e 0s
fatores de ativacdo plaquetaria do tipo acetilhidrolases (PAF-AH) (SCHALOSKE; DENNIS,
2006).

A estrutura terciaria basica das PLA s é composta por uma regido N-terminal em
a-hélice (h1) — regido envolvida na ligacéo e orientacdo de substratos (canal hidrofobico das
PLA,s), uma hélice curta (short helix), um loop de ligacdo do fon Ca*?, outras duas a-hélices
(h2 e h3), além de uma curta folha B antiparalela (B-wing). Apos a regido de p-wing e a a-
hélice h3 observa-se uma porcdo bastante flexivel que compreende toda a regidao C-terminal
destas proteinas (Figura 03). Os trés Gltimos segmentos (a-hélices h2 e h3 e regido de f-wing)
contém os residuos que constituem o sitio catalitico (His48, Asp49, Tyr52 e Asp99) das
PLA,s (ARNI; WARD, 1996; DE AZEVEDO et al., 1998; WARD et al., 1998).

Figura 03: Enovelamento de uma PLA, (BmooPLA,-I isolada do veneno de B. moojeni) — figura feita pelo
programa PyMOL (DELANO, 2002).

PLA,s sdo proteinas que possuem diferentes atividades farmacoldgicas, porém
suas sequéncias de aminoacidos e enovelamento tridimensional sd&o muito semelhantes.
Devido a esta grande semelhanca (40-99% de similaridade na sequéncia de aminoacidos),
relacionar a estrutura com a funcéo destes tipos de enzimas € um desafio a ser resolvido. A
maioria destas enzimas é monomeérica, no entanto, elas podem interagir com outras PLA;S ou

proteinas diferentes formando complexos que apresentam funcionalidades importantes.
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1.3 — Complexos formados por Fosfolipases A,

A oligomerizacdo pode ser de grande importancia em algumas atividades de
proteinas e pode ser dependente de varios fatores como concentracdo e pH em que a proteina
se encontra (NOOREN; THORNTON, 2003). Um fator importante para a formacdo de
complexos € a presenca de hot spots, que séo residuos polares que realizam contatos do tipo
van der Waals e ligacOes de hidrogénio (CLACKSON; WELLS, 1995; BOGAN; THORN,
1998; HU et al., 2000). Apo6s formados, estes complexos podem ser classificados como
homodimeros (subunidades com a mesma sequéncia de aminoacidos) e heterodimeros
(subunidades com sequéncias de aminoacidos diferentes) (GOODSELL; OLSON, 2000).

Proteinas complexadas podem ter suas fun¢es melhoradas, como por exemplo a
Crotoxina, onde uma subunidade auxilia na acdo da outra subunidade, e também podem
resultar na criacdo de novos sitios ativos na interfaces, além de possibitarem um aumento na
resisténcia a degradacdo e desnaturacdo. Além disso, a maioria dos complexos sdo simétricos,
0 que confere maior estabilidade ao conjunto como um todo (GOODSELL; OLSON, 2000).
Funcionalmente, complexos formados por PLA,s (onde PLA,S podem interagir com outras
PLA,s ou com proteinas diferentes atraves de ligaces covalentes e ndo-covalentes (Figura
04)) sdo de grande importancia durante o envenenamento, conferindo, por exemplo,
neurotoxidade pré-sindptica (DOLEY; KINI, 2009).

Figura 04: Representacdo esquematica de ligacGes covalentes e ndo covalentes entre complexos de PLA, de
veneno de serpentes (Adaptado de DOLEY; KINI, 2009).

Como exemplos de complexos de PLAjs, temos: i) a B-Bungarotoxina, um
complexo heterodimérico isolado do veneno de Bungarus multicinctus (CHANG; LEE, 1963)
constituido por uma PLA, homéloga ligada covalentemente por uma ponte dissulfeto a um
inibidor de serinoproteases (KINI, 1997); ii) complexos homodiméricos como a

Trimucrotoxina (toxina isolada do veneno de Trimeresurus mucrosquamatus (DOLEY; KINI,
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2009)) e a BthTX-11 (PLA isolada do veneno de B. jararacussu (CORREA et al., 2008; DOS
SANTOS et al., 2011) podem ser usados como exemplos, pois sdo formados por duas PLA;s
com a mesma sequéncia de aminodcidos; iii) a Vipoxina (toxina isolada do veneno de Vipera
ammodytes meridionalis) € um exemplo de complexo heterodimérico formado por duas
moléculas (uma &cida e outra basica), onde a subunidade &cida modula a atividade toxica da
subunidade basica (BANUMATHI et al., 2001); e iv) a Crotoxina (toxina isolada do veneno
de Crotalus durissus terrificus) é outro exemplo de complexo heterodimérico formado por
duas PLA,s, um componente acido e um componente basico, onde o componente acido tem o
papel de atuar como uma chaperona em relacdo ao componente basico (BREITHAUPT et al.,
1974; HABERMANN; BREITHAUPT, 1978).

Em caso de envenenamento, alguns complexos protéicos encontrados em venenos
de serpentes possuem elevada importancia na agédo toxica dos mesmos, sendo em alguns casos
0s componentes mais letais como exemplificado acima. Portanto, é de grande importancia o

estudo entre as interagcdes proteina-proteina (DOLEY; KINI, 2009).

1.4 — Outras funcgdes de svPLA s

Fosfolipases A, dos venenos das familias Elapidae e Viperidae sdo pertencentes,
respectivamente, aos grupos IA e IIA/IIB com base na similaridade das sequéncias, das
posicdes das pontes dissulfeto e na insercdo de loops (SIX; DENNIS, 2000; SCHALOSKE;
DENNIS, 2006). As svPLA,s pertencentes aos grupos IA e IIA possuem seis pontes
dissulfeto conservadas nas duas familias, aléem de duas pontes exclusivas das familias
Elapidae (ponte Cys11-Cys77) e Viperidae (Cys51-Cys133). Ja as svPLA;s classificadas no
grupo IIB possuem apenas seis pontes dissulfeto, com auséncia da ponte Cys61-Cys91l
(ARNI; WARD, 1996; SCHALOSKE; DENNIS, 2006).

As PLA;s miotoxicas da classe A tém sido subdivididas em dois grupos: as
Asp49, cataliticamente ativas; e as Lys49, miotdxicas e cataliticamente inativas sobre
substratos artificiais. A maioria das PLA,s das serpentes do género Bothrops ja descritas sao
proteinas basicas, com ponto isoelétrico entre 7-10, demonstrando ou ndo atividades
catalitica, miotdxica, edematogénica e anticoagulante (GUTIERREZ; LOMONTE, 1995;
OWNBY et al., 1999; PONCE-SOTO et al., 2006). Por outro lado, as PLA s &cidas presentes
nos venenos de serpentes deste género foram pouco estudadas e pouco se sabe sobre o
mecanismo de acdo destas enzimas (SERRANO et al., 1999; ANDRIAO-ESCARSO et al.,
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2002; FULY et al., 2002; COGO et al., 2006; DE ALBUQUERQUE MODESTO et al., 2006;
RODRIGUES et al., 2007). Em geral, PLA;s acidas de Bothrops ndo apresentam toxicidade
experimental, mas induzem importantes efeitos farmacoldgicos como inibi¢do da agregacéo
plaquetaria e hipotensdo arterial (SERRANO et al., 1999; ANDRIAO-ESCARSO ¢t al.,
2002; ROBERTO, KASHIMA, MARCUSSI, et al.,, 2004; ROBERTO, KASHIMA,
SOARES, et al., 2004). Entretanto, algumas excec¢des foram descritas como uma PLA; de B.
alternatus que induz hemorragia pulmonar e necrose em células do musculo cardiaco de
murinos (NISENBOM et al., 1986; 1988) e outra PLA, recentemente isolada de B.
pauloensis, denominada Bp-PLA,, que induz mionecrose (RODRIGUES et al., 2007).
Também a inflamacéo local é uma caracteristica proeminente dos envenenamentos ofidicos
por serpentes do género Bothrops (OLIVO RDO et al., 2007), e seus efeitos ndo séo

completamente combatidos com os tratamentos convencionais (GUTIERREZ et al., 2007).

Além disso, PLA,s sdo proteinas multifuncionais capazes de participar de
diversos processos fisiologicos como o remodelamento de membranas, a digestdo de
fosfolipidios e os mecanismos de transducdo de sinais. Também se destacam por serem
enzimas mediadoras de varios processos inflamatérios, podendo ser aplicadas em diversas
areas da medicina como, por exemplo, na deteccdo de pré-eclampsia severa, acdes gerais de
anestésicos, tratamento de artrites reumatdides, atuando como agentes bacterioldgicos em
glandulas lacrimais e outros tecidos, bloqueando a entrada de virus dentro da célula
hospedeira (uma nova classe de inibidores do HIV) e destacando-se como um potencial
agente antimalaria (UHL et al., 1997; MOREIRA et al., 2002; SOARES €t al., 2004). Devido
a grande importancia das PLA,s na liberacdo de substancias que desencadeiam o processo
inflamatdrio, estas enzimas sdo alvos de importantes estudos farmacologicos, terapéuticos e
de biologia molecular estrutural, podendo ser usadas como modelos para producdo de agentes

anti-inflamatorios.

1.5 — Fosfolipases A, homologas

O residuo de &cido aspartico na posicdo 49 das PLA;s é de grande importancia
para a coordenacdo do fon Ca'>. Juntamente com outros aminoacidos, este residuo é
responsavel pela fixagdo do substrato ao sitio enziméatico e assim, consequentemente, pela
atividade catalitica exercida por estas enzimas. Entretanto, a substituicdo natural de Asp49 por

uma lisina, impede a coordenagéo do fon Ca*? (SCOTT et al., 1990) e, ainda, o nitrogénio da
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cadeia lateral da Lys49 ocupa a posicdo do fon Ca*? inviabilizando a ocorréncia da reagdo
catalitica (ARNI; WARD, 1996) (Figura 05).

(b}
(m]

;32
C29 g

Figura 05: (a) Loop de ligagdo de Ca*? de uma Asp49-PLA, de Naja naja naja. (b) Regio analoga a regio de
ligacdo de Ca*? da BaspTX-Il (Lys49-PLA,) do veneno de Bothrops asper (ARNI; WARD, 1996; WARD et al.,
1998).

Portanto, as Lys49-PLA,s sdo consideradas PLA,s homdlogas, por ndo possuirem
atividade catalitica detectavel quando testada contra substratos lipidicos. Sdo proteinas basicas
e hidrofobicas com alta atividade miotdxica tanto in vivo quanto in vitro (LIU et al., 1990;
FRANCIS et al., 1991; DENNIS, 1994; GUTIERREZ; LOMONTE, 1995; WARD ¢t al.,
1998).

Experimentos feitos por Ward et al. (2002) com a BthTX-1 (Lys49-PLA, do
veneno de B. jararacussu), na qual o residuo de Lys na posicao 49 foi substituido pelo residuo
Asp por meio de mutagénese sitio-dirigida, demonstram que a proteina continua
cataliticamente inativa, sendo assim proposto que a perda de atividade catalitica ndo esta
somente relacionada a esta substituicdo, mas sim a um conjunto de varios fatores estruturais,
como a interacdo da regido C-terminal com o loop de ligacdo de Ca*’. Recentemente, um
destes fatores estruturais foi proposto por Fernandes et al. (2010), onde o alinhamento de
sequéncias dos aminoacidos do loop de ligacdo de Ca*? mostrou que o residuo Tyr28 é
conservado em todas as Asp49-PLA;s (exceto Asp49-PLA,s com baixa atividade catalitica) e
¢ importante na estabilidade desta regido, enquanto o residuo Asn28 é conservado nesta
regido das Lys49-PLA;s. A interacdo entre Tyr28-Gly35 é responsavel pelo posicionamento
dos atomos C, dos residuos Tyr28 e Gly33 nas Asp49-PLA,s a uma distancia aproximada de
4,3A, diferentemente do que ocorre nas Lys49-PLA,s, onde a mutagio natural Tyr28Asn leva
a uma maior abertura no loop de ligacdo de Ca*? (cerca de 6,3 A), inviabilizando a ligacéo do

fon Ca*.
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Apesar da pequena variacdo sequencial e estrutural entre elas, as PLAjS
destacam-se pelo seu grande espectro de atividades bioldgicas que podem ou ndo estar
correlacionadas com sua atividade catalitica primaria. Por esse motivo, é de grande
importancia o estudo sobre os efeitos tdxicos e farmacoldgicos descritos para as PLA;S

encontradas em venenos de serpentes.

1.6 — Conformacédo dimérica das Lys49-PLA;s

Muitas técnicas biofisicas demonstram que as Lys49-PLA,s sdo diméricas em
solucdo (DA SILVA GIOTTO et al., 1998; ARNI et al., 1999; SOARES, GUERRA-SA, et
al., 2000; MURAKAMI et al., 2007), porém ainda ha uma discussdo sobre qual seria a
conformacdo do dimero biologico. Na rede cristalina das Lys49-PLA,s é possivel observar
duas possibilidades de dimeros chamadas “dimero convencional” e “dimero alternativo”
(Figura 06).

Figura 06: Representacdo em cartoon das duas possibilidades de dimeros em PLA,s. Em (a) o dimero
convencional (MjTX-Il — Miotoxina Il isolada do veneno de B. moojeni — PDB id:1XXS) e em (b) o dimero
alternativo (BthTX-1 — Bothropstoxina | isolada do veneno de B. jararacussu — PDB id: 313H). Figura feita
usando o programa PyMOL (DELANO, 2002).

Anteriormente, as estruturas eram elucidadas na conformagéo convencional e apés
a elucidacdo da estrutura da BaspTX-1l (toxina isolada do veneno de B. asper) complexada
com Suramina, foi observado que esta molécula somente poderia interagir com os dois
mondmeros na conformacdo alternativa, ndo ficando exposta ao solvente (MURAKAMI et
al., 2005). Recentemente, isto também foi notado nas estruturas de BthTX-I (toxina isolada
do veneno de B. jararacussu) e PrTX-I (toxina isolada do veneno de B. pirajai) complexadas
com a-Tocoferol (DOS SANTOS et al., 2009).
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Além de estudos por SAXS (MURAKAMI et al., 2007) que mostraram que a
conformacéo alternativa € mais bem ajustada ao envelope protéico das Lys49-PLA,, analises
feitas pelo programa online PDBe PISA indicam que a conformacédo alternativa apresenta
maior area de interface e melhores valores de energia livre para as interfaces hidrofobicas,
complementando os estudos de dos Santos et al. (2009) que propdem que as regides
responsaveis pela acdo miotdxica (sitio miotoxico/C-terminal) destas toxinas se ajustam

melhor na conformacao alternativa.

Avancos no entendimento dos sistemas bioldgicos em nivel molecular séo
possiveis através de estudos de estruturas tridimensionais pelo uso da técnica de cristalografia.
Empresas farmacéuticas e quimicas atuam nesta area devido ao interesse no desenvolvimento
de produtos industriais, desenho de drogas baseadas em estruturas e medicamentos derivados
de toxinas que auxiliam no tratamento em caso de acidentes (DRENTH, 1994; KUBINY]I,
1998; SOUZA et al., 2000).
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2 - OBJETIVOS

A finalidade deste trabalho € o estudo de toxinas presentes no veneno da serpente
B. moojeni em suas formas nativas pela técnica de cristalografia de raios X. Também foi
realizado um estudo comparativo entre as estruturas destas toxinas com outras descritas na

literatura, a fim de melhor entender a relagéo entre a estrutura e a funcéo destas moléculas.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1 — Estudos estruturais

O fluxograma da Figura 07 mostra de forma rapida e simples os passos para a
obtencdo da estrutura final de PLA;s isoladas do veneno de serpentes por cristalografia de
raios X. Todas etapas sdo demonstradas no decorrer do texto.

Purificacdo da proteina alvo a
partir do veneno bruto

Anélise por DLS e andlise de
solubilidade

Obtencdo de cristais para a
difracdo de raios X

Coleta de dados de difracéo de
raios X

Processamento dos dados de
difraco de raios X e
caracterizacdo inicial dos cristais

Resolucéo do problema das
fases pelo método de
substituicdo molecular

Anaélise da qualidade do modelo

Modelo Final

Figura 07: Fluxograma que demonstra de maneira simplificada as etapas para a resolu¢do de uma estrutura
protéica.
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3.2 — Obtencao de amostras — purificacéo

As amostras de BmooPLA,-I, MjTX-1l e MjTX-I utilizadas na cristalizacdo foram
purificadas e cedidas pela equipe do Prof. Dr. Andreimar Martins Soares. As amostras de
MjTX-I utilizadas nos estudos de DLS, cromatografia de exclusdo molecular e SAXS foram

purificadas em nosso laboratério pelo Msc. Carlos Alexandre H. Fernandes.

Os procedimentos de purificacdo das PLA,s deste trabalho foram conduzidos a
temperatura ambiente, onde os venenos brutos foram diluidos em 0,05 M de tampédo
bicarbonato de aménio pH 8,0 e submetidos em coluna de troca-ibnica CM-Sepharose Fast
Flow (5 mL — GE Healthcare) equilibrada previamente no mesmo tamp&o. E aplicado um
gradiente linear de 0,05 M a 0,5 M de bicarbonato de amoénio pH 8,0, onde as fracOes
correspondentes a MjTX-I serdo eluidas a partir do momento em que o gradiente atinge 0,15
M de tampao, e as fracdes correspondentes a MjTX-II séo eluidas quando o gradiente 0,25 M.
Este protocolo é bastante similar aos protocolos préviamente publicados para a purificacdo de
ambas proteinas (SOARES, ANDRIAO-ESCARSO, et al., 2000; SOARES et al., 1998).

A purificagdo da BmooPLA;-1 ¢ iniciada da mesma maneira que as anteriores,
sendo que, o0 pico que a contém, é eluido no inicio do gradiente e apresenta atividade
fosfolipidica. Este pico foi liofilizado e ressuspendido em 0,01 M Tris HCI pH8,5 e 4 M NaCl
e aplicado em coluna de Phenyl-Sepharose 6 Fast Flow (high sub) (0,6 x 10 cm) (GE
Healthcare). E entdo aplicado um gradiente linear reverso de NaCl (4 a 0 M) seguido de
injecdo de H,0 na coluna, onde entdo ocorre a eluicdo da BmooPLA,-I (SILVEIRA et al.,
2011 — em preparagéo).

3.3 — Amostras utilizadas nos experimentos
3.3.1 - BmooPLA;-I

A BmooPLA;-1 é uma PLA; enzimaticamente ativa (Asp49-PLA,), &cida e nédo
toxica, apresentando sequéncia composta por 122 aminoacidos e massa molecular estimada
por eletroforese em gel de poliacrilamida com agente desnaturante préxima a 14 kDa. Uma
das suas atividades € a inducdo de edema em 68%, quando comparada com a BthA-I (PLA;
acida isolada do veneno de B. jararacussu). Também, esta PLA, mostrou efeito inibitorio de
maneira dose-dependente sobre a agregacdo plaquetaria em plasma rico em plaquetas, o que
pode causar complicacdes na coagulagdo. Quando injetado via intra-venosa, a BmooPLA -1
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causou a diminuicdo imediata da pressdo arterial, sendo esse efeito causado por uma dose

relativamente baixa da enzima (cerca de 30ug) (SILVEIRA, et al., 2011 — em preparacao).

3.3.2-MjTX-l

A MjTX-Il é uma PLA, homdloga (Lys49-PLA:), basica, com massa molecular
em torno de 27 kDa (forma ndo reduzida) e sua sequéncia de aminoacidos é composta por 122
residuos. O ponto isoelétrico de 8,2 é proximo do valor de outras miotoxinas, como
bothropstoxinas (HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988) e piratoxinas (MANCUSO et al.,
1995), também, a toxina apresenta drastica inducdo de edema e necrose quando aplicada em
concentracéo de 50 ug (SOARES et al., 1998).

3.3.3-MjTX-I

Assim como a MjTX-II, a MjTX-l é uma PLA, homoéloga (Lys49-PLA;) que
apresenta uma massa molecular de 26 kDa (forma néo reduzida) estimada por SDS-PAGE.
Esta proteina é composta por 121 aminoécidos (M, = 13,67 - mondmero, massa molecular
calculada através da sequiéncia de aminoacidos) contendo uma elevada proporcao de residuos
basicos e hidrofobicos, podendo apresentar formas diméricas, triméricas e pentaméricas
quando liofilizadas, porém, em solucdo esta proteina € dimérica (SOARES, ANDRIAO-
ESCARSO, et al., 2000). Os efeitos farmacologicos da MjTX-1 sdo similares aos das demais
Lys49-PLA,, apresentando miotoxicidade, cardiotoxicidade, formagéo de edema, rompimento
dos lipossomos e letalidade, porém outros efeitos podem ser efetivamente observados quando
a dose do veneno injetado é aumentada. A MjTX-I, na sua forma nativa, ndo apresenta
diretamente atividades hemoliticas ou anticoagulante (SOARES, ANDRIAO-ESCARSO, et
al., 2000).

3.4 — Espalhamento dinamico de luz (DLS)

O equipamento de DLS utiliza uma microcubeta contendo solucdo de proteina,
onde o laser é incidido (Figura 08). As moléculas em solucdo estdo em movimento
Browniano, onde em geral, as particulas menores se movimentam mais rapidamente que as

particulas menores, causando assim flutuagdes na intensidade da luz espalhada. Esta mudanca
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na intensidade da luz é medida por um detector que pode, por exemplo, estar colocado a um
angulo de 90° em relacdo a fonte de luz (BORGSTAHL, 2007).

/qﬁ%‘- ) ;\
Y,

s 1
Photon Correlator jl-l

Figura 08: Esquema simplificado do experimento de espalhamento dindmico de luz (BORGSTAHL, 2007).

A partir do coeficiente de difusdo translacional (D), pode ser calculado o raio

hidrodindmico (Ry) das moléculas em solucéo, utilizando-se a relagdo Stokes-Einstein

kT
( t= 6mnR h

; onde k é a constante de Boltzmann, T é a temperatura, # é a viscosidade do

solvente e Ry, € o raio hidrodinamico). A massa molecular (MW) também pode ser estimada,
assumindo-se que as moléculas sdo esféricas ou alongadas. O equipamento de DLS também
pode ser utilizado para observar as diferencas na agregacdo da amostra (Figura 09). Amostras
monomodais monodispersas sdo caracterizadas por possuirem somente um tipo de molécula
em somente um estado oligomérico, diferentemente das amostras polidispersas, que também
se encontra moléculas do mesmo tipo, porém em outros estados oligoméricos. Amostras
multimodais monodispersas se caracterizam por compreender dois ou mais tipos de moléculas
em somente um estado oligomérico e amostra multimodal polidispersa é caracterizada por
possuir diferentes moléculas em diferentes estados oligoméricos em sua composicéo
(BORGSTAHL, 2007).
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Figura 09: Diferentes tipos de agregacfes presentes em solucdo. (a) Monomodal monodispersa e polidispersa;
(b) Multimodal monodispersa e polidispersa.

3.5 — Cristalizacéo

A cristalizacdo de moléculas em uma solucdo é um fenémeno de equilibrio
reversivel cujos parametros termodinamicos e cinéticos dependem das propriedades fisico-
quimicas do solvente e do soluto envolvidos. Sob condi¢bes de supersaturagdo, o sistema é
guiado para um estado de equilibrio no qual o soluto é dividido entre as fases liquida e sélida.
As moléculas perdem liberdade rotacional e translacional, diminuindo assim, a entropia do
sistema e a0 mesmo tempo ganham novas liga¢es quimicas estaveis, reduzindo a energia
potencial do sistema, fornecendo assim, uma forca direcional para o estado ordenado
(MCPHERSON, 1989; DUCRUIX; GIEGE, 1992). Para a determinacéo tridimensional de
uma estrutura protéica por difracdo de raios X é necessario obter monocristais ordenados e
regulares, onde é esperado um bom empacotamento cristalino. Devido as moléculas de
proteina serem globulares e apresentarem superficies irregulares, fica impossivel um perfeito
empacotamento cristalino, ocorrendo a formacédo de canais que sdo preenchidos por solventes
(cerca de 20 a 80%), 0 que deixa os cristais extremamente frageis (além do alto volume de
solvente, ocorrem fracas interacGes entre as moléculas dentro da rede cristalina, como
interacGes hidrofobicas e ligagdes de hidrogénios) e de tamanho que dificilmente excede
1mm? (BRANDEN; TOOZE, 1991; SOUZA et al., 2000).

Também ¢ necessario fazer uma busca das melhores condic¢des precipitantes que
atuem na nucleacdo e no crescimento dos cristais. Com o0 aumento do nUmero de
macromoléculas bioldgicas cristalizadas com sucesso, observou-se que muitas condicdes de
cristalizacdo apresentavam semelhancas quimicas entre si, sendo assim, proposto 0 método da
matriz esparsa. Para este metodo foram determinados trés pardmetros como variaveis
principais que afetam a cristalizacdo: pHs (tampdes), aditivos (sais e/ou agentes organicos) e
polimeros (polietileno glicol — PEG e 2-metil-2,4-pentanediol — MPD) (JANCARIK et al.,
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1991). Pode-se assim, utilizar o processo de salting-out, que consiste na preparacdo de uma
solucdo com agentes precipitantes (sais, polimeros ou solventes organicos) e proteina, e
posterior aumento gradativo da concentracdo destes agentes até que o ponto de supersaturacdo
da proteina seja alcancado, lembrando que em termos termodindmicos o estado de menor
energia para a proteina é o estado cristalino. O crescimento de cristais de macromoléculas
biol6gicas € um processo de multiplos parametros que envolvem trés etapas principais:
nucleacdo, crescimento e cessamento do crescimento (KOBE et al., 1999). A formacdo de um
cristal tem inicio a partir da associacdo de agregados protéicos (contatos entre as superficies
de moléculas vizinhas impulsionado por “forcas de empacotamento™) originando um ndcleo
estavel ao qual, moléculas véao se adicionando em direcdo a rede cristalina, promovendo o
crescimento do cristal. O cessamento deste crescimento ocorrerd quando acabar as moléculas
protéicas (curva de cristalizacdo e regido insaturada) da solugéo, onde o processo ja atingiu o
equilibrio ou por variagdo de qualquer fator que desencadeiem este cessamento (KOBE et al.,
1999; SOUZA et al., 2000).

A representacdo esquematica de um diagrama de fase bidimensional (Figura 10)
entre a solubilidade de uma macromolécula (mg/mL) e o agente precipitante, compreendera
duas regides: insaturada (abaixo da curva de saturacdo) e supersaturada (acima da curva de

saturacao).

Figura 10: Representagdo esquematica de um diagrama de fase bidimensional da solubilidade de uma proteina
(KOBE et al., 1999).

A regido insaturada ndo apresenta concentracdo suficiente de proteina e agente

precipitante que possibilite a nucleacdo ou mesmo a cristalizagdo de qualquer macromolécula.
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A regido de supersaturacdo é subdividida em zona de precipitacdo, zona de nucleacdo e zona
metaestavel. Em solucdes extremamente concentradas, as moléculas do soluto saem da
condicdo soluvel e passam para o estado sélido, podendo agregar-se em um precipitado
amorfo ou cristalizar. Um precipitado amorfo corresponde a um minimo de energia local e
frequentemente ocorre quando a agregacdo acontece muito rapidamente (zona de
precipitacdo). Assim, a estratégia usada para induzir a cristalizacdo de macromoléculas €é
conduzir lentamente para um estado de solubilidade onde possa ocorrer a nucleacdo (zona de
nucleacdo) e seguir para uma solubilidade minima até atingir o grau desejado de
supersaturacdo (zona metaestavel) ocorrendo consequentemente o crescimento do cristal
(MCPHERSON, 1989; DUCRUIX; GIEGE, 1992).

Alguns parametros afetam a solubilidade e conseqilientemente o processo de
cristalizacdo, estes podem ser fisico-quimicos intrinsecos (supersaturacdo dos agentes,
variagdo de temperatura, pH da solucdo de cristalizacdo, forca idnica, pureza das substancias
utilizadas, efeitos de densidade, pressdo, viscosidade, gravidade e particulas solidas),
bioquimicos e biofisicos (presenca de ligantes, aditivos especificos e degradacdo e/ou
desnaturacdo da amostra), amostra protéica (contaminantes macromoleculares,

heterogeneidade conformacional e concentragdo da amostra).

Um método bastante eficiente para o aumento gradativo da concentracdo do
agente precipitante é o0 método de difusdo de vapor. O principio deste método é o processo de
equilibrio de duas solucdes (uma é formada por agente precipitante com alta concentragdo e a
outra pelo mesmo agente + proteina) através da fase de vapor, em meio fechado. A solucédo
menos concentrada perdera seu solvente mais volatil até o potencial quimico de ambas as
solucdes se igualar. Cristais tendem a se formar a medida que a concentracao de precipitante e
de proteina aumenta gradativamente (MCPHERSON, 1989; DUCRUIX; GIEGE, 1992).

Para 0 método de difusdo de vapor podem ser utilizados os sistemas: hanging

drop (““‘gota suspensa”) e sitting drop (“gota sentada”) (Figura 11, ae b).
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1a + Solucido
ervatorio

irecipitante
ida + Tampdo
vatirio)

Figura 11: Método de difusdo de vapor, sistemas: a. hanging drop e b. sitting drop (MCPHERSON, 1989;
DUCRUIX; GIEGE, 1992).

No sistema hanging drop, a solucdo proteina + solugdo do reservatorio ficam na
gota suspensa e a solucdo precipitante com alta concentracdo fica no reservatorio. Ja no
sistema sitting drop a gota formada pela solugdo de proteina + solucdo do reservatorio fica
sobre a micro-bridge (ponte) e a solucdo precipitante mais concentrada é depositada no

reservatorio.

3.6 — Coleta de dados de difracéo de Raios X

O problema experimental envolvido na determinacdo de estruturas cristalograficas
estd relacionado com a obtencdo de monocristais. Um cristal é definido como sendo um
composto solido de uma variedade regular de ions ou atomos, os quais compdem as
moléculas que ocorrem repetitivamente em posicdes especificas definidas pela rede
tridimensional. A unidade basica minima na qual um cristal pode ser reconstituido e que se
repete com a mais alta simetria do cristal € a cela unitaria. A unidade individual minima que
sera reproduzida depois de aplicada operac6es de simetria € denominada unidade assimétrica
(Figura 12).
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Figura 12: Representacéo grafica de um cristal. O centro da cela unitéria é indicado por um ponto (*) e cada
molécula de proteina esta representada por meias-luas ( )) (SOUZA et al., 2000).

O método de coleta de dados de difracdo de raios X por cristais protéicos mais
conhecidos e utilizados € o de roto-oscilacdo, onde neste tipo de coleta de dados o cristal
rotaciona entre 0,5° e 2,0°, em torno de um eixo perpendicular ao feixe de raios X (MCREE,
1993; DRENTH, 1994).

Normalmente, as coletas de dados ocorrem a temperaturas criogénicas (em torno
de 100K), o que reduz os danos causados pela radiacdo nos cristais, assim como o decréscimo
nas intensidades das reflexdes, e a reducéo do tempo de vida do cristal. Para evitar o problema
de formacdo de gelo durante a coleta, os cristais podem ser emergidos rapidamente em uma
solucdo crio protetora (como glicerol por exemplo) que, na medida do possivel, deve ser
indcua ao cristal (MCREE, 1993). Neste tipo de coleta, a montagem dos cristais para coleta de
dados é feita em um loop de nylon ao qual o cristal fica preso por tenséo superficial (Figura
13a,bec).

Figura 13: a. Aparato que sustenta o loop, b. Figura esquematica do modo em como o monocristal é preso ao
loop, onde em (1) o cristal na gota, (2) como cristal é colocado no aparato com o loop e em (3) o cristal preso ao
loop, c. detalhe do cristal preso ao loop por tensdo superficial.
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O loop montado € acoplado em uma cabega goniomérica que possibilita a coleta,
que é alinhada ao feixe de raios X para que durante o movimento de oscilacdo do cristal no

aparelho, este fique exposto de maneira homogénea a radiacao.

A coleta de dados é feita por placas de imagens, ligadas através de uma interface a
uma estagdo grafica onde s&o visualizadas as imagens difragéo de raios X (Figura 14). As
intensidades com seus respectivos desvios padrdo sdo os Unicos dados disponiveis para a

determinacéo da estrutura tridimensional.

Figura 14: Imagem de difracdo de raios X. (Miotoxina - | do veneno de B. moojeni).

Os dados podem, agora, ser processados por alguns programas especificos como o
HKL2000 (OTWINOWSKI; MINOR, 1997) e MOSFLM (LESLIE, 1992) para obtenc¢éo das
intensidades das reflexdes obtidas a partir do cristal protéico que difratou pela atuagcdo dos
raios X e assim ser possivel determinar algumas informacGes como grupo espacial,
pardmetros de rede do cristal, nimero de moléculas de proteinas na unidade assimétrica e
também calcular a porcentagem de agua presente no cristal (MCPHERSON, 1989). Ap6s o
processamento dos dados, é gerado o mapa de densidade eletronica, o qual sera utilizado para
a modelagem da estrutura da proteina.

O uso de fontes de luz sincrotron para coleta de dados levou a uma melhoria na
qualidade dos dados de difracao de raios X, quando comparados com uma fonte convencional.
Os raios X emitidos por fontes de luz sincrotron possuem maior intensidade, menor
divergéncia vertical e mais brilho do que os emitidos nas fontes convencionais. Estas

caracteristicas, quando associadas com uma coleta de dados em temperaturas criogénicas,
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possibilitam a aquisicdo de conjuntos de dados de melhor resolucdo, com mais completeza,

maior redundancia e também reduz o tempo da coleta de imagens.

3.7 — Substituicdo molecular, modelagem e refinamento da estrutura protéica

O método mais utilizado para a determinacdo das fases em cristalografia de
proteinas é o da substituicdo molecular, que pode ser feita pelo programa Molrep (VAGIN;
TEPLYAKOQOV, 1997) ou algum outro programa para este fim. Este método geralmente é
aplicado quando a proteina estudada apresenta homologia sequencial com outra proteina cuja
estrutura é conhecida. Eventualmente, o método de substituicdo molecular por ser aplicado
quando o enovelamento de uma proteina for similar, mesmo com valor de homologia baixo. O
procedimento baseia-se no fato de proteinas com sequéncia de aminoacidos semelhantes
possuirem enovelamentos similares (MCREE, 1993; DRENTH, 1994; WATANABE et al.,
2003) . Neste método, a molécula de estrutura conhecida é denominada molécula modelo, a
qual é posicionada na cela cristalina da estrutura desconhecida através da aplicacdo de
funcbes de rotagdo e translagdo sobre o conjunto conhecido de coordenadas atémicas
(GIACOVAZZO0, 1992).

O modelo protéico entdo pode ser visualizado e refinado em programas graficos,
como, por exemplo, o programa Coot (EMSLEY; COWTAN, 2004). Com este programa, 0S
residuos referentes a proteina modelo (utilizada na substituicdo molecular) sdo substituidos
pela sequéncia da proteina a ser estudada. Adicionalmente pode ser necessario fazer delegdes
ou insercdes no modelo. Apbs estes procedimentos, deve-se fazer o ajuste manual dos
residuos em relacdo ao mapa densidade eletronica (calculado a partir das informacdes de
intensidades e fases das reflexbes de difracdo de raios X). Algumas informacdes
experimentais e estruturais como distancias de ligacGes, angulos, angulos diédricos, entre
outras, sdo obtidas utilizando programas como 0 CNS (BRUNGER et al., 1998) e o programa
REFMAC (MURSHUDOV et al., 1997) incluso no pacote de programas CCP4 (v.6.1.13 —
The CCP4 suite: programs for protein crystallography, 1994; POTTERTON et al., 2004), que
minimizam e refinam o modelo em relacdo aos dados experimentais. Apds o refinamento é
novamente avaliado e modelado no programa grafico e novamente é refinado. E, assim,
alternadamente até se obter o modelo final. O objetivo do processo de refinamento é
minimizar simultaneamente a concordéancia do modelo atbmico com os dados observados e a
informacao quimica ja conhecida (KLEYWEGT, 2000).
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O progresso do refinamento € avaliado por meio dos valores do Rist € do Riree. O
Rerist quantifica a concordancia entre os fatores de estrutura observados e os calculados.
Entretanto ndo é conveniente usar um valor baixo do Rgist como indicativo Unico de uma
estrutura correta, embora um valor alto indique uma estrutura modelada incorretamente
(KLEYWEGT, 2000). O valor do Rist € dependente da redundancia, completeza, limites de
resolucédo e acuracia dos dados observados. Outro parametro calculado durante o refinamento
e utilizado para a avaliacdo do modelo € 0 Ree (BRUNGER et al., 1998). Para o seu calculo,
5 a 10% das reflexGes sdo retiradas aleatoriamente do conjunto de dados, ndo sendo usadas
durante o refinamento. Desta maneira, caso a estrutura esteja sendo refinada erroneamente, o
valor do Rfee aumentard embora 0 Reist possa apresentar um valor aceitavel (KLEYWEGT,
2000).

Apds o refinamento, o modelo final deve ter sua geometria avaliada por alguns
programas como 0 PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993), e programas online Mol Probity
(CHEN et al., 2010) e/ou Rampage (LOVELL et al., 2003). Assim que o modelo final €
analisado, este é disponibilizado em um banco de dados

(http://www.pdb.org/pdb/home/home.do), onde podera ser utilizado por outros pesquisadores

Ou empresas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os experimentos de difracdo de raios X foram realizados em uma das linhas
de luz destinadas a estudos de cristalografia de proteinas (MX1) do Laboratério Nacional de

Luz Sincrotron (LNLS), localizado em Campinas, SP.

4.1 - BmooPLA;-I
4.1.1 — Estudos de DLS e cristalizacéo

Amostras de BmooPLA,-1 foram submetidas a experimentos de DLS. A
concentracdo da toxina utilizada no experimento foi de 0,5 mg/ml usando o equipamento
DynaPro TITAN (Wyatt Technology). Os dados foram medidos 100 vezes e os resultados
analizados pelo programa DYNAMICS v.6.10 mostraram um raio hidrodinamico de 1,8 nm,
correspondendo a 100% da massa medida e um massa molecular de aproximadamente 14

kDa, equivalente a uma molécula de proteina (Figura 15).

Pico 1
Item Ry (hm) % Pd Massa Molecular % Intensidade %
(kDa) Espalhada Massa
Pico 1 1.8 11.9 14 100 100

Figura 15: Grafico de DLS da BmooPLA,-1 na temperatura de 10°C.

A seguir foram feitos experimentos de cristalizagdo com a amostra de
BmooPLA,-I concentrada a 14 mg/mL e solubilizada em agua ultra pura (MilliQ) para os
testes iniciais, que foram feitos utilizando 50 solugfes pré determinadas (solu¢bes comerciais
presentes no “Screen I” Hampton Research). Na gota havia 0,5 uL de solwgdo de proteina e

0,5uL de solucdo do reservatorio, montadas no sistema hanging drop. Apos anélise dos testes
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iniciais, a solucdo de numero 43 contendo 30% w/v PEG 1500 apresentou alguns cristais
pequenos e outros irregulares sem arestas definidas. Apds 20 dias em temperatura controlada
de 18°C, cristais convenientes para estudos de difracdo de raios X (medidas aproximadas de
0,1 X 0,12 X 0,06 mm — Figura 16) obtidos em uma gota contendo 1 puL de soigédo de
proteina e 1 uL de solucdo do reservatdrio previamente preenchido com 500 uL de PEG 1500

a 32% wiv.

Figura 16: Cristal de BmooPLA,-I a 18°C apds 20 dias.

Os cristais foram montados em loop de nylon, congelados em nitrogénio liquido
sem crioprotetor e levados para a coleta de dados por difracdo de raios X, utilizando uma
fonte de luz sincrotron com um comprimento de onda de 1,430A (100K) e um detector MAR
CCD (MAR Research). A distancia do cristal para o detector foi de 60 mm e a oscilacdo do
cristal de 1° resultando em 150 imagens. Com a utilizacdo dos pacotes de programas
HKL2000 (OTWINOWSKI; MINOR, 1997), os dados foram processados a 1,6 A de
resolucdo e foi observada uma molécula na unidade assimétrica. As estatisticas de

processamento dos dados do cristal de BmooPLA -1 estdo descritos na Tabela 01.
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Tabela 01: Estatisticas de coleta de dados e processamento da BmooPLA,-I.

Cela Unitaria (A) a=39,76; b=53,29; c=89,23
Grupo Espacial C222,
Resolucdo (A) 50 — 1,60 (1,66 — 1,60)
Reflexdes Unicas 12806 (1249)°
Completeza (%) 99,2 (97,8)
Rmerge” (%) 3,3 (16,5)°

Linha de Luz Sincrotron (MX1, LNLS)
Temperatura da coleta de dados (K) 100

o (I) 45,38 (7,72)*
Redundancia 5,7 (5,3)°
Coeficiente de Matthews Vy (A°Da™) 1,75
Moléculas na Unidade Assimétrica 1

Conteddo de Solvente (%) 29,79

® Numeros entre parénteses sdo para a camada de maior resolugio.
b Rmerge = Zha [Zi(lhiai - <la>D1/ 21w, <Ina>, onde I g € a intensidade de uma medida individual da reflexdo com
os indices de Miller h, kel, e <l4> é a média das intensidades da reflexdo. Calculado para | >-30 (1).

4.1.2 — Estrutura cristalografica

Apdls processamento dos dados de coleta, a estrutura da BmooPLA,-I foi
elucidada pelo método de substituicio molecular com o programa Molrep (VAGIN;
TEPLYAKOQV, 1997), sendo utilizado como modelo a estrutura da BthA-I de B. jararacussu
(codigo do PDB 1ZLB - MURAKAMI et al., 2006). Apdés um ciclo de refinamento de corpo
rigido usando o programa REFMAC (MURSHUDOV et al., 1997), a sequéncia de
aminoacidos foi inserida e o mapa de densidade eletrénica checado. O processo de
modelagem manual e a adicdo de moléculas de agua foram feitos pelo programa Coot
(EMSLEY; COWTAN, 2004) e o processo de refinamento foi feito pelo programa CNS
(BRUNGER et al., 1998). As estatisticas de refinamento estdo descritos na Tabela 02.
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Tabela 02: Estatisticas de refinamento da BmooPLA-I.

Resolucio (A) 50 — 1,60 (1,66 — 1,60)
Rorys: 22,52
Riree 24,25
Atomos néo-hidrogénios

Proteina 1048

Aguas 99
B-factor Médio (A?)®

Overall 26.85
G-factor Médio ° 1,6

# NGmeros entre parénteses sdo para a camada de maior resolucéo.
® Calculado com o programa Procheck (LASKOWSKI et al., 1993).

O modelo final da estrutura da BmooPLA,-1 foi elucidado (Figura 17) e a
qualidade avaliada (Figura 18) com o programa PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993) e
MolProbity (CHEN et al., 2010).

Figura 17: Estrutura final da BmooPLA,-I. E encontrado somente uma molécula na unidade assimétrica —
Figura feita pelo programa PyMol (DELANO, 2002).
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Figura 18: Grafico de Ramachandran da estrutura final BmooPLA,-I. A porcentagem dos residuos na regido
favoravel é de 95.8%, na regido permitida é de 2.5% e na regido ndo permitida é de 1.7%. Calculado com o
programa online Mol Probity (CHEN et al., 2010).

4.1.3 — Analise estrutural

Fosfolipases A, que possuem efeitos em plaquetas podem ser divididas em trés
grupos: grupo A sdo PLAjs que induzem agregacdo plaquetéria; grupo B sdo PLAS que
inibem agregacdo plaquetaria induzidas por antagonistas fisiolégicos e; grupo C sdo PLA,s

gue possuem respostas bifasicas, possuindo efeito pro e antiagregacdo (KINI; EVANS, 1997).

Algumas PLA,s isoladas de venenos de serpentes com carater acido como a
BmooPLA;-I (B. mogjeni), BthA-I (B. jararacussu — ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002),
BmooTX-I (B. moojeni — SANTOS-FILHO et al., 2008), BE-I-PLA; (B. erythromelas — DE
ALBUQUERQUE MODESTO et al., 2006), BJ-PLA, (B. jararaca — SERRANO et al.,
1999), BpirPLA,-1 (B. pirajai — TEIXEIRA et al., 2011) e BinTX-l (B. insularis —
JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO IDE; HO, 2002) (assim como a LM-PLA-Il — toxina isolada
do veneno de Lachesis muta (FULY et al., 2002) e TJ-PLA, — toxina isolada do veneno de
Trimeresurus jerdonii (LU et al., 2002)), inibem a agregacdo plaquetéaria induzida por
coladgeno (PLA,s do grupo B). Teixeira et al (2011) sugerem que parte da regido do C-
terminal (residuos 115-129) é responsavel pela acédo anti-agregacdo de plaquetas, comprovada
por meio de experimentos realizados com peptideos sintéticos, que, segundo os autores,

reproduz a mesma atividade anti-agregacéao de plaquetas que a proteina intacta.
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O segmento das sequéncias destas proteinas com carater acido foram alinhadas
com o mesmo segmento da BaspPLA,-II (PLA; isolada do veneno de B. asper -
FERNANDEZ et al., 2010) (Figura 19), onde os autores sugerem que esta proteina ndo possui

a acdo de inibicdo de agregacao plaquetaria, mas possui somente funcéo digestiva.

Figura 19: Alinhamento do segmento do C-terminal sugerido por ser a regido responsavel pela agdo de inibigdo
de agregacao plaquetaria com o mesmo segmento da BaspPLA2-I1, que ndo possui esta fungdo (Figura gerada
pelo programa ClustalX - LARKIN et al., 2007).

Na Figura 20, é destacada a sequéncia sugerida por ser a responsavel pela acéo de
inibicdo de agregacdo plaquetaria nas estruturas da BmooPLA;-I e BthA-1 (MURAKAMI et
al., 2006), pois somente estas duas proteinas possuem a estrutura cristalografica elucidada.

nmal

Figura 20: Regido proposta para a acdo de inibicdo de agregacdo plaquetéria destacada em sticks (em azul a
BmooPLA,-I e em vermelho a BthA-l). Também est4 destacada as regides do loop de ligacdo de célcio, a hélice
2 e 0 C-terminal das proteinas — Figura feita pelo programa PyMol (DELANO, 2002).

Além desta pequena sequéncia, outras regides da proteina podem interagir com
estes aminoacidos, ja que a BaspPLA-I1 possui 0 mesmo segmento, mas ndo possui a funcao

de agregacao plaquetaria, sugerindo assim que alguns fatores estruturais podem inibir esta
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acdo na BaspPLA,-I1. Além disso, Teixeira et al (2011) afirmam que outras regides, como o
sitio ativo e o loop de ligacdo de célcio, participam da acdo de inibicdo de agregacdo
plaquetéria, pois esta acdo € inibida quando a proteina é complexada com p-BPB. Na estrutura
da BthA-I complexada com p-BPB (MAGRO et al., 2005) ocorre uma distor¢do no loop de
ligacdo de calcio que é causada pela molécula de p-BPB (Figura 21), sugerindo assim que esta
distor¢do possa causar ou inibir algumas interacdes entre as cadeias laterais dos aminoacidos,
levando a uma possivel perda da atividade de inibicdo de agregacdo plaquetaria da
BaspPLA;-II.

Figura 21: Sobreposicdo das estruturas da BmooPLA,-I, BthA-I e BthA-I + p-BPB, onde a molécula de p-BPB
ligada ao sitio ativo da molécula de proteina (a) causa uma distorcdo no loop de ligacdo de Ca*? o que causou
uma distorcdo da regido (b) dos aminoacidos sugeridos para a participacdo da atividade de inibicdo de agregacgédo
plaquetéria. Figura feita pelo programa PyMol (DELANO, 2002)

Estas analises preliminares sugerem outros estudos focados nesta sequéncia de
aminoacidos sugerida como responsavel pela acdo de inibicdo de agregacdo plaquetéria e
outras regides proximas a ela, visto que ha pouca variagdo na sequéncia de aminoacidos

destas moléculas.
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4.2 - MjTX-11
4.2.1 - Cristalizacao, coleta, processamento e refinamento dos dados

Estudos iniciais de cristalizacdo da MjTX-Il foram feitos utilizando as solucdes
descritas por Watanabe et al (2003), onde as solucdes precipitantes eram de 0,6 - 0,8 M de

citrato de sddio (pH 6,0 - 6,5), porém nao houve sucesso no crescimento de cristais.

Novos testes com a proteina a 12 mg/mL solubilizada em &gua ultra pura (MilliQ)
foram feitos pelo método de matriz esparsa com 50 solucBes comerciais (“Screen I” Hampton
Research) e gotas com 0,5 uL de solgdo de proteina e 0,5uL de solgdo precipitante n o
sistema hanging drop, e assim foram observados cristais irregulares na solugdo de nimero 40
(20% wiv PEG4000, 0,1 M de citrato de sodio pH 5,6 e 20% de isopropanol). A solucao foi
otimizada a 15% w/v PEG4000, 0,1 M de citrato de sddio pH 5,6 e 15% de isopropanol, onde
apos 32 dias em temperatura de 18°C, em gotas com 1 uL de solugdo de proteina + 1 uL de
solugdo precipitante, foram obtidos cristais utilizados nos estudos de difracdo de raios X
(Figura 22).

Figura 22: Cristal de MjTX-1l a 18°C apos 32 dias.

O cristal de MjTX-11 foi montado em loop de nylon e congelado em nitrogénio
liquido sem crioprotetor e levado para a coleta de dados. O comprimento de onda utilizado
para os experimentos foi de 1,437 A & temperatura de 100K, utilizando uma fonte de luz
sincrotron e detector MAR CCD (MAR Research). A distancia do cristal para o detector
utilizada foi de 75 mm, com oscilacdo de 1°, resultando em 104 imagens. Os dados foram
processados a 1,92 A de resolucéo, sendo observada a presenca de duas moléculas na unidade
assimétrica. As estatisticas de processamento dos dados obtidos a partir do cristal de MjTX-11
estdo descritos na Tabela 03.
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Tabela 03: Estatisticas de coleta de dados e processamento da MjTX-II,

Cela Unitaria (A) a=49,99: b=62,16; c=86,00
Grupo Espacial P212124
Resolucéo (A) 50 — 1,92 (1,99 — 1,92)?
Reflexdes Unicas 19571 (2036)*
Completeza (%) 92,4 (97,6)°
Rimerge” (%) 11,0 (41,9)®

Linha de Luz Sincrotron (MX1, LNLS)
Temperatura da coleta de dados (K) 100

o (1) 10,37 (2,01)
Redundancia 3,9 (3,7)?
Coeficiente de Matthews Vy (A°Da™) 2,48
Moléculas na Unidade Assimétrica 2

Conteldo de Solvente (%) 50,34

® Numeros entre parénteses sdo para a camada de maior resolugio.
b Rmerge = Zha [Zi(lhiai - <la>D1/ 21w, <Ina>, onde I g € a intensidade de uma medida individual da reflexdo com
os indices de Miller h, k el, e <> é a média das intensidades da reflexdo. Calculado para | >-3o (1).

A elucidacédo da estrutura da MjTX-II (Figura 23) foi feita a partir do método de
substituicdo molecular utilizando o programa Molrep (VAGIN; TEPLYAKOQV, 1997) e o
modelo utilizado foi de sua estrutura complexada com &cido graxo ja depositada no banco de
dados (codigo do PDB 1XXS - WATANABE et al., 2005). Executou-se um ciclo de
refinamento de corpo rigido utilizando o programa REFMAC (MURSHUDOV et al., 1997) e,
em seguida, foi analisada a sequéncia na densidade eletrénica. A modelagem manual foi feita
pelo programa Coot (EMSLEY; COWTAN, 2004). Também foram inseridas moléculas de
PEG4000 e ions sulfato, que posteriormente foram refinadas com o programa CNS
(BRUNGER et al., 1998).
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Figura 23: Estrutura final da MjTX-Il. Em amarelo, moléculas de PEG4000 e em vermelho, ions sulfato —
Figura feita pelo programa PyMol (DELANO, 2002).

As estatisticas de refinamento, assim como outras informacGes relacionadas a
estrutura, estdo descritas na Tabela 04.

Tabela 04: Estatisticas de refinamento da MjTX-II.

Resolucéo (A) 50,0 - 1,92 (1,99 - 1,92) ®
Roryst 21,45
Riree 22,04
Atomos néo-hidrogénios
Proteina e PEG 2202
Aguas 185
B-factor Médio (A?)°
Overall 49,75
G-factor Médio ° 0,4

# NGmeros entre parénteses sio para a camada de maior resolucéo.
® Calculado com o programa Procheck (LASKOWSKI et al., 1993).

A qualidade do modelo foi avaliada com o programa PROCHECK (LASKOWSKI
et al., 1993) e MolProbity (CHEN et al., 2010) (Figura 24), sendo que o modelo apresentou
boa qualidade estereogquimica, pois somente dois residuos foram alocados em regiGes nao-

favoraveis do grafico.
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Figura 24: Gréafico de Ramachandran da estrutura final MjTX-Il. A porcentagem dos residuos na regido
favoravel é de 94.5%, na regido permitida é de 4.7% e na regido ndo permitida é de 0.8%. Calculado com o
programa online MolProbity (CHEN et al., 2010).

4.2.2 — Analise estrutural

Ao sobrepor a estrutura da MjTX-II complexada com &cido estearico com a
estrutura da MjTX-II nativa, observou-s um valor baixo de desvio (r.m.s.d médio = 0,398) e
foi notado que as moléculas de PEG4000 e acido estearico estavam préximas das mesmas

regides nas moléculas de proteina (Figura 25).

Figura 25: Sobreposicdo das estruturas da MjTX-1l complexada (azul) e MjTX-Il nativa (verde). Pode-se
obervar que as moléculas de 4cido esteérico (vermelho) e PEG 4000 (amarelo) estdo em posi¢des semelhantes
nas duas estruturas. Figura feita usando o programa PyMol (DELANO, 2002)
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Ao observar as solucdes precipitantes usadas na cristalizacdo de outras Lys49-
PLA, (Tabela 05), é notada a presenca de polimeros, como PEG4000, por exemplo, exceto
em duas Lys49-PLA, (Miotoxina Il do veneno de B. godmani — PDB id: 1GOD e Lys49-
PLA, de Agkistrodon contortrix laticinctus — PDB id: 1S8H e 1S8l). Na condigdo de
cristalizacdo da MjTX-11 complexada com acido estearico, ndo ha a presenca de polimeros na
condicdo de cristalizacdo, porém o &cido estearico € um polimero que pode ter a mesma
propriedade do PEG4000.

Tabela 05: Soluc@es precipitantes das moléculas depositadas no banco de dados (PDB).

Molécula PDB id Solucéo precipitante
MjTX-11 + Acido estearico 1XXS Citrato de sodio
MjTX-I 3TOR PEG 4000; Tris HCI; Cloreto de magnésio
PrTX-1 2Q2J PEG 4000; Tris HCI; Sulfato de litio
PrTX-I1 + BPB 20K9 PEG 4000; 2-propanol; Citrato de sodio
PrTX-I + Vitamina E 3CYL PEG 4000; Tris HCI; Sulfato de litio
PrTX-l1l 1QLL PEG 3350; Tris HCI; Sulfato de litio
BthTX-I 3HZD PEG 4000; Tris HCI; Sulfato de litio
BthTX-1 + PEG4000 3103 PEG 4000; Tris HCI; Sulfato de litio
mBthTX-I + BPB 3103 PEG 4000; 2-propanol; Citrato de sodio
dBthTX-I1 + BPB 3HZW PEG 4000; 2-propanol; Citrato de sodio
BthTX-I + Vitamina E 3CXI PEG 4000; Tris HCI; Sulfato de litio
BaspTX-Il + Suramina 1Y4L PEG 3350; 2-propanol; Citrato de sodio
BnSP-6 1PC9 PEG 6000; Cacodilado de sodio; Sulfato de
amonio
BnSP-7 1PAO PEG 6000; Cacodilato de sddio; Sulfato de
amonio
Bnlv 3MLM PEG4000; Tris; Sulfato de litio
Lys49-PLA; A. c. laticinctus 1S8G PEG 8000; Cacodilato; Sulfato de amonio
Lys49-PLA, A. acutus 1MG6 PEG 4000; 2-propanol; Citrato tri-sodio
Acutohaemolysin 1MC2 PEG 4000; 2-propanol; Citrato de sodio

Este tipo de molécula pode contribuir diretamente na cristalizacdo das Lys49-
PLA., podendo ter a propriedade de induzir a nucleacdo da proteina. Além desta propriedade,
segundo Fernandes et al. (2010) e dos Santos et al. (2009), as Lys49-PLA,s possuem alta
afinidade por moléculas hidrofobicas de cadeia longa no canal hidrofébico. Recentemente,

duas regides de ligacdo das Lys49-PLA,s em membranas foram propostas: a regido do sitio
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ativo/canal hidrofobico e a regido do sitio miotéxico (MARCHI-SALVADOR et al., 2009).
Fernandes et al. (2010) e dos Santos et al. (2009) propuseram que a regido do canal
hidrofébico se ligaria na membrana enquanto a regido do sitio miotoxico seria responsavel

pela desestabilizagdo da membrana.

As estruturas da MjTX-11, MjTX-I1/Acido estearico, PrTX-11 e BthTX-I/PEG4000
foram sobrepostas e observou-se que as moléculas de acido estearico, &cido graxo e PEG4000

interagem na regido do canal hidrofébico, préximo aos residuos His48 e Lys49 (Figura 26).

Figura 26: Sobreposi¢do das moléculas de PEG4000 (amarelo) da MjTX-Il e PEG4000 (cinza) da BthTX-
I/PEG4000, 4cido esteéarico (alaranjado) da estrutura da MjTX-I1/Acido estedrico e acido graxo (verde) da
estrutura da PrTX-I1 na regido do sitio ativo. Os residus His48 e Lys49 estdo representados na forma de stickse a
molécula de adgua da estrutura da PrTX-I1 esta representada como uma esfera verde. Figura feita com o programa
PyMol (DELANO, 2002).

A distancia das ligacbes de hidrogénio entre as moléculas de &cido estearico e
PEG4000 da MjTX-1l sdo menores do que aquelas entre as moléculas de acido graxo da
PrTX-Il e PEG4000 da BthTX-I, sugerindo, de acordo com Fernandes et al. (2009), que a
molécula de acido graxo da estrutura de PrTX-11 € na verdade uma molécula de PEG3350. Tal
afirmacéo baseia-se no fato de que a molécula de 4gua proxima a His48 estd em uma posicéao
préxima aos oxigénios localizados nas extremidades das cadeias do &cido esteéarico e
PEG4000 (Figura 27).
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Figura 27: Distancia das moléculas de (a) PEG4000 da MjTX-II, (b) 4cido graxo da MjTX-I1/Acido esteérico,
(c) &cido graxo da PrTX-Il e (d) PEG4000 da estrutura da BthTX-I/PEG4000. Figura feita usando o programa
PyMol (DELANO, 2002)

A distancia das moléculas que estdo no canal hidrofobico nas proteinas MjTX-1l e
PrTX-1l (molécula de acido graxo na verdade é uma molécula de PEG3350, onde 0 oxigénio
da ponta do PEG3350 esta no mesmo local que a 4gua) sdo menores (média de 2,68A) quando
comparadas com a distancia da molécula de PEG4000 da BthTX-I (4,48A). Estas moléculas
que possuem distancia menor entre as moléculas hidrofobicas em relagdo a His48 da MjTX-11
possuem os residuos Cys29 e Gly30 hiperpolarizados pela Lys122 (Figura 28), o que torna o
C-terminal destas proteinas mais expostos, oferecendo assim mais contatos eletrostaticos entre
as proteinas e as membranas (AMBROSIO et al., 2005). Estes dados sugerem que 0 motivo
da hiperpolarizacdo da ligacdo peptidica dos residuos Cys29/Gly30 ndo é somente pela
presenca de uma molécula hidrofébica de cadeia longa no canal hidrofébico, mas também
devido a formacgdo de uma ligacdo de hidrogénio entre o Nd1 da His48 e o oxigénio desta
molécula de cadeia longa.
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Figura 28: PosicGes das cadeias laterais dos residuos de Lys122 em ligagdo peptidica com Cys29 e Gly30. A
orientacdo deste residuo na MjTX-Il, MjTX-Il + Acido estearico e PrTX-Il é semelhante, diferentemente da
BthTX-I — Programa PyMol (DELANO, 2002)

Estes dados reforcam a teoria anteriormente apresentada por Fernandes et al.,
2009, que propde que a verdadeira fungdo da Lys122 n&o seria interromper a atividade
catalitica das Lys49-PLA,s, mas sim participar da estabilizacdo proteina/membrana. Como ja
proposto por Ambrosio et al. (2005), a hiperpolarizacdo da Cys29/Gly30 provocada pela
Lys122 aumentaria a exposicao de residuos hidrofébicos da por¢do C-terminal, favorecendo a
0s contatos eletrostaticos entre a proteina (por¢do C-terminal) e a membrana, possibilitando
que o sitio miotoxico (DOS SANTOS et al., 2009) desestabilize a membrana celular.

4.3 - MjTX-I
4.3.1 - Cristalizacao, coleta e processamento dos dados

A amostra liofilizada de MjTX-I foi dissolvida em agua ultra-pura em
concentracdo de 12 mg/mL. Os experimentos de cristalizacdo foram feitos pelo método de
matriz esparsa (JANCARIK et al., 2001) e pela técnica de difusdo de vapor (MCPHERSON,
1989) onde na gota havia 1 ul de solucdo de proteina e 1 ul de solugdo do reservatério e no
reservatorio havia 500ul de solugdo precipitante. Apds aproximadamente 350 dias, a 18°C,
foram obtidos cristais convenientes para a coleta de dados (Figura 29) em solucdo contendo
0,15 M MgCl,, 32% w/v PEG4000 e 0,1 M Tris HCI pH8,5, assim como descrito por Marchi-
Salvador et al (2005).



95

Figura 29: Monocristais de MjTX-I a 18°C.

O cristal foi colocado em loop de nylon e congelado em nitrogénio liquido a 100K
para evitar danos causados pela radiacdo e levado ao LNLS para coleta de dados de difracao,
utilizando o comprimento de onda de 1,421 A e placa de imagem MAR CCD (MAR
Research). A distancia utilizada entre o loop e o detector era de 80 mm e a oscilagdo do cristal
de 1°. O conjunto de dados composto por 150 imagens foi processado a 2,5 A de resolucio
pelo programa HKL2000 (OTWINOWSKI; MINOR, 1997). Os dados de difracdo e
processamento estdo descritos na Tabela 06.

Tabela 06: Estatisticas de coleta de dados e processamento da MjTX-I.

Cela Unitaria (A) a=57,59; b=125,85;
€=65,33; p=105,91

Grupo Espacial C2

Resolucéo (A) 33,44 - 2,49 (2,55 - 2,49)°

Reflexdes Unicas 15300 (1541)

Completeza (%) 98,0 (98,9)°

Rimerge” (%) 5,7 (22,0)%

Linha de Luz Sincrotron (MX1, LNLS)

Temperatura da coleta de dados (K) 100

o (1) 20,64 (4,69)°

Redundancia 3,1(3,1)?

Coeficiente de Matthews Vy (A°Da?) 2,12

Moléculas na Unidade Assimétrica 4

 Nuimeros entre parénteses so para a camada de maior resolucio.
b Rmerge = Zha [Zi(lhiai - <la>)1/Z 1, <Ina>, onde I g € a intensidade de uma medida individual da reflexdo com
os indices de Miller h, k el, e <lyy> é a média das intensidades da reflexdo. Calculado para | >-3g (1).
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4.3.1.1 — Determinacao da estrutura, refinamento e analise estrutural

A estrutura da MjTX-I foi determinada por substituicdo molecular, utilizando o
programa Molrep (VAGIN; TEPLYAKOV, 1997) utilizando as coordenadas do momomero
A da PrTX-Il (PDBIid: 1QLL - LEE et al., 2001) como modelo inicial. Ap6és um ciclo de
refinamento de corpo rigido (programa CNS — BRUNGER et al., 1998), os aminoéacidos da
sequéncia da MjTX-I foram inseridos e 0 mapa de densidade eletrénica foi gerado. O
processo de modelagem manual, insercdo de moléculas de agua e PEG4000 foram feitos pelo
programa Coot (EMSLEY; COWTAN, 2004) e o processo de refinamento foi feito com o
programa CNS (BRUNGER et al., 1998). Assim como ja caracterizado em outras estruturas
elucidadas de Lys49-PLA,, o modelo cristalografico da MjTX-I (Figura 30) apresenta em

cada mondmero sete pontes dissulfeto e os componentes classicos de estrutura secundaria.

Figura 30: Estrutura final da MjTX-l. Em amarelo, moléculas de PEG4000. Devido a falta de densidade
eletrbnica, algumas cadeias laterais e aminécidos inteiros foram cortados — Programa PyMol (DELANO, 2002).

Devido a falta de densidade eletronica em algumas regides, algumas cadeias
laterais de alguns aminoacidos foram removidas: mondmero A: Lys53, Lys69, Lys93,
Lys115, Lys116, e Lys122; monémero B: Lys16, Lys20, Lys36, Lys57, Lys69, Lys70,
Asp76, Lys78, Glu87, Asn88, Lys116, Valll9, Lys122, e Argl31; mondomero C: Lys16,
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Lys20, Lys36, Lys69, Lys70, Lys 78, Lys93, Lys115, Lys116, e Lys129; mondmero D: Lys7,
GInll, Lys16, Lys20, Lys57, Leu58, Lys69, Lys70, Tyr73, Asp76, Glu86, Asn88, Lys115, e
Phel25. Pelo mesmo motivo, alguns aminodcidos foram completamente removidos como
Vall19, Tyrl120, Leul2l, e Lys122 do monémero C e Aspl18, Valll9, Tyr120, Leul2l, e
Lys122 do mondmero D. As estatisticas de refinamento e outras informacoes estdo dispostos
na Tabela 07. As coordenadas da MjTX-1 foram depositadas no banco de dados (RCSB

Protein Data Bank) com o cddigo de acesso 3TOR.

Tabela 07: Estatisticas de refinamento da MjTX-I.

Resolucéo (A) 33,44 - 2,49 (2,55 - 2,49)°
Reryst 25,13
Riree 26,27
Atomos ndo-hidrogénios

Proteina 3544

Aguas 113

PEG4000 56
B-factor Médio (A?)°

Geral 50,89
Grafico de Ramachandram (%)°

Residuos em regido favoravel 95,1

Residuos em regido ndo-favoravel 1,8

® NGmeros entre parénteses sdo para a camada de maior resolucéo.
® Calculado pelo programa CNS.
¢ Calculado pelo programa MolProbity.

Para andlise da qualidade do modelo, foi utilizado o programa online MolProbity
(CHEN et al., 2010). A qualidade estereoquimica do modelo final da MjTX-I é satisfatoria,
onde no grafico de Ramachandran pode-se observar 95,1% de residuos em regido favoravel.
Somente os residuos Glu87 e Phel25 (monémero B), Leu58, Lys116 e Phel25 (monémero
D) estdo alocados nas regides desfavoraveis, o que corresponde somente a 1,8% do total de

aminoacidos (Figura 31).
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Figura 31: Grafico de Ramachandran da estrutura final MjTX-1. A porcentagem dos residuos na regido favoravel
é de 95.1% e 1,8% dos residuos estdo em regido nao-favoravel. Figura e valores calculados com o programa
online MolProbity (CHEN et al., 2010).

Quando melhor analisada, a unidade assimétrica apresenta 0s monémeros
dispostos de modo que as regides de p-wings fiquem do lado interno do oligdmero, fazendo
assim com que os residuos do C-terminal apontem para o lado externo. Outra observacéo foi
que, ao sobrepor as estruturas, o desvio r.m.s.d do mondmero D em relacdo aos outros
monomeros ficou em torno de 0,55 A, sendo que o maior é observado na regido proxima a p-
wing, que é a regido dos mondmeros que mais interagem entre si. De acordo com o programa
online PDBe PISA, os contatos da interface entre monémeros A/B sdo compostos por oito
ligacGes de hidrogénio e quatro pontes salinas, e os contatos da interface entre 0s monémeros
C/D s&o uma ligacdo de hidrogénio e trés pontes salinas. A lista dos residuos envolvidos e o

tipo de interacdo estdo dispostos na Tabela 08.
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Tabela 08: Lista de residuos envolvidos nos contatos, como ligagfes de hidrogénio e pontes
salinas, entre os monémeros A/B e C/D.

Tipo de interagédo Residuos/atomos envolvidos Distancia (A)
LigacGes de Hidrogénio  A: GIn11[O]; B: Trp77 [ NE1 ] 2,77
A:Glul2 [ OE2]; B: Lys80 [ NZ ] 2,71
A:Glul2[O]; B: Trp77 [ NE1] 3,56
A:Lys80[O]; B: Lys80 [ NZ ] 2,76
A: Trp77 [ NE1]; B: GIn11[ O] 3,13
A: Lys80 [ NZ ]; B: Glul2 [ OE2 ] 2,60
A: Trp77 [ NE1]; B: Glul2[ O] 3,48
A:Lys80 [ NZ]; B: Lys80[ O] 2,66
C: Trp77[NE1]; D: GIn11[ O] 2,95
Pontes salinas A: Glul2[OELl]; B: Lys80 [ NZ] 3,47
A: Glul2 [ OE2]; B: Lys80 [ NZ ] 2,71
A: Lys80 [ NZ]; B: Glul2 [ OE1] 3,21
A: Lys80 [ NZ]; B: Glul2 [ OE2 ] 2,60
C:Glul2[OE1]; D: Lys80 [ NZ] 2,88
C:Glul2[OE2]; D: Lys80 [ NZ] 2,39
C:Lys80[NZ]; D: Glul2[ OE2] 3,70

Outro fator para 0 menor numero de contatos entre os pares € a presenca da
molécula de PEG4000 na interface dos monémeros A/B. Os contatos hidrofobicos adicionais
formados pelo ligante podem auxiliar nas interagbes entre 0os monOmeros, aumentando 0
nimero de contatos da interface, o que ndo acontece na interface dos monémeros C/D, onde

somente ocorre interacdo entre as regides das B-wings dos mondmeros.

A disposicdo das moléculas na unidade assimétrica da MjTX-I se assemelha a
dois dimeros convencionais e inicialmente houve a tentativa de relacionar esta conformacéo
com a que seria encontrada biologicamente utilizando o programa online PDBe PISA, porém
os resultados gerados ndo sugeriram que a conformagéo encontrada no cristal seria a unidade
bioldgica, e sim a conformagdo monomerica. Como o0s contatos entre as interfaces A/B e C/D
sdo de grande importancia (como as ligacdes de hidrogénio e pontes salinas), pode-se
considerar que este arranjo molecular na unidade assimétrica ndo é um simples artefato de

cristalizacdo e possui, portanto, alguma significancia biologica. Este fato é corroborado pelo
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grande nimero de Lys49-PLA, diméricas depositadas no PDB quando comparado as

monomeéricas.

Outro fator observado ¢ a auséncia de alguns residuos do sitio miotéxico proposto
por dos Santos et al (2009), ja que na MjTX-1 somente os residuos Lys20 e Lys115 sdo
conservados, enquanto os residuos Argll8 e Tyrll9 sdo naturalmente substituidos,
respectivamente, pelos residuos Aspl118 e Vall119, como mostrado nas Figura 32 e 33. No
mesmo trabalho, dos Santos et al (2009) sugerem que os residuos Lys80 e Lys127 sdo
também importantes para a atividade miotoxica, contudo o segundo também nao é conservado

na sequéncia da MjTX-I (Figuras 32 e 33).

Figura 32: Alinhamento da MjTX-lI com outras Lys49-PLA,s de serpentes do género Bothrops. Estdo em
destaque os residuos do sitio miotoxico 20, 115, 118 e 119, e do sitio secundario 20 e 127.
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Figura 33: (a) Local do sitio miotoxico na estrutura da PrTX-I (azul) e os residuos 20, 115, 118 e 119 estdo
destacados em amarelo. (b) A mesma regido na estrutura da MjTX-I (verde) com os mesmos residuos destacados
em vermelho. (c) Sobreposi¢do das estruturas da PrTX-1 e MjTX-I e os residuos do sitio secundario destacados
na cor alaranjado. Figura feita pelo programa PyMol (DELANO, 2002).

A acdo miotdxica da MjTX-I pode, portanto, ser diferenciada e ndo dependente do
sitio miotoxico ja proposto. Além disso, a MjTX-I estd na conformacdo semelhante a
convencional, 0 que contraria 0 mecanismo miotdxico proposto, que baseia-se na

conformacao alternativa.

A fim de investigar a diferenca da conformacdo oligomérica da MjTX-1 em
comparagdo com outras Lys49-PLA,, técnicas experimentais em solugdo foram adotadas,
como espalhamento dindmico de luz (DLS), cromatografia de exclusdo molecular e

espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS).

4.3.2 — Espalhamento dinadmico de luz

Os experimentos de espalhamento dindmico de luz (DLS) foram feitos pelo Msc.
Carlos A. H. Fernandes. A concentracdo da MjTX-I utilizada foi de 1,5mg/mL a 18°C usando

0 equipamento DynaPro TITAN (Wyatt Technology). As medidas foram executadas com a
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proteina diluida em agua ultra pura e Tris HCI pH 8,0 nas concentragdes de 0,5, 2,0, 10,0 e
20,0mM. Foram realizadas cem medidas para cada experimento imediatamente apos
incubacdo e duas horas de intervalo (os valores obtidos sdo mostrados na Figura 34). Os

dados foram analisados usando o programa DYNAMICSv.6.10 (Wyatt Technology).

Ri{nm) MW-R

(kDa)
MNativa (I1,0) 2.1 19
—  05mM 2.1 19
0,5 mM2 2.7 i3
2.0 mM 1.9 15
[ Tris HC1] — 2.0 mM= 2.8 37
10 mM 1,9 15
10 mM# 2.8 37
| 20mM 3,7 71

5 Apds duas horas de incubagio

Figura 34: Dados de DLS obtidos a partir de experimentos onde a toxina foi diluida em agua e em Tris HCI
pH8,0. Os dados calculados sdo aproximados, onde um circulo corresponde a um mondémero, dois circulos
correspondem a duas moléculas e quatro circulos correspondem a quatro moléculas ou mais.

A partir dos resultados dos experimentos de DLS é possivel observar que a toxina
solubilizada em 4&gua ultra-pura adota a conformagdo monomeérica, assim como nas
concentracdes de Tris HCI de 0,5 mM, 2,0 mM e 10 mM. Porém, nestas mesmas
concentracdes, apds duas horas de incubacdo, observam-se outros estados oligoméricos.
Assim, ndo € possivel determinar se o estado dimérico é predominate, visto que os valores de
polidispersidade s&o altos. Na concentragdo de 20mM, a toxina apresenta conformacéo
oligomérica proxima a um tetramero, porém o valor de polidispersidade também € alto. Para o
calculo dos estados oligoméricos, a massa utilizada foi calculada a partir da sequéncia de
aminoéacidos (13,67kDa).

4.3.3 — Cromatografia de exclusdo molecular

O experimento de cromatografia de exclusdo molecular foi realizado pelo Msc.
Carlos A. H. Fernandes. O experimento foi feito com 0,1mL de amostra de MjTX-I purificada
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e com concentracao de 2 mg/mL utilizando coluna Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare)
equilibrada com 20mM Tris HCI pH8,0 a 20°C, com fluxo de 0,5mL/min (Figura 35a). As
massas moleculares padrdes foram obtidas com o kit de calibragdo de baixa massa molecular
(Sigma-Aldrich), o qual contém: blue dextran (2000kDa), albumina de soro bovino (66kDa),
anidrase carbonica (29kDa), citocromo C (12,4kDa) e aprotinina (6,5kDa). Os volumes de
retencédo para cada padréo e amostra foram mensurados e calculados a partir do coeficiente de
particdo (Ka), que é definido pela formula Ky = (V-Vo)/(Vc-Vo), onde V, é o volume de
retencdo, Vo € 0 volume nulo (calculado baseado no volume de retencdo do padrdo blue
dextran) e V. é o volume necessario para ocupar toda a coluna. O coeficiente K,, de cada
padrdo foi colocado no grafico pelo log da massa molecular a fim de gerar a curva padréo
(Figura 35b), usada para a determinacdo da massa molecular aproximada de cada estado
oligomérico encontrados na amostra. Os volumes eluidos foram submetidos a eletroforese em
gel de Poliacrilamida (13% SDS PAGE) (Figura 35c), demonstrando que as bandas obtidas
apresentaram uma massa molecular similar aquela da MjTX-1 (cerca de 15kDa).

Figura 35: (a) Cromatografia de exclusdo de tamanho da MjTX-I em 20mM de Tris HCI pH8,0. A curva mostra
a MjTX-I em diferentes posi¢es no pico obitido. (b) Curva de calibragdo determinada usando proteinas padréo
mostram diferentes conformacdes oligoméricas da MjTX-1 em 20mM de Tris HCI pH8,0. As proteinas padréo
foram obitidas do kit de calibragdo de proteinas de baixo peso (Sigma-Aldrich) contendo: Albumina de soro
bovino (66kDa), Anidrase carb6nica (29kDa), Citocromo C (12,4kDa) e Aprotinina (6,5kDa). (c) Para verificar a
pureza das amostras, foi feito gel 13% SDS-PAGE.

4.3.4 — Espalhamento de Raios X a baixo angulo (SAXS)

Os experimentos de SAXS foram feitos pelos Profs. Dr. Cristiano L. P. Oliveira,

no Laboratério de Cristalografia do Instituto de Fisica da Universidade de S&o Paulo — Séo
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Paulo e Roberto M. Fernandez da UNESP de Botucatu. As medidas foram realizadas
utilizando o equipamento NANOSTAR (Bruker) em temperatura ambiente. A amostra de
MjTX-I com concentracdo de 5Smg/mL foi exposta a experimentos de espalhamento utilizando
capilares de quartzo presos em um aparato de aco inoxidavel. As medidas de background do
tampdo foram coletadas também em capilares do mesmo tipo. Os dados foram obtidos por
exposicdo de 3600s ao feixe de raios X e tratados utilizando o pacote SUPERSAXS
(OLIVEIRA; PEDERSEN, comunicacdo pessoal). Ap6s o tratamento, os dados foram

normalizados para escala absoluta usando agua como padrédo primario (Figura 36).

10" -
£ 107
-,
=
1074
. MTX-1 in pure watear
5 MTX-1in 20mM Tris-HCI |
1

10* 10
q[A’]

Figura 36: Dados experimentais de SAXS que corresponde & ajustes da MjTX-1+4gua (circulos) e MjTX-I +
Tris HCI (tridngulos).

Como observado na Figura 36, os dados obtidos com amostra de MjTX-1 em agua
ultra-pura como solvente mostraram que a curva experimental se ajusta melhor a curva tedrica
para a molécula monomérica, diferentemente da curva experimental da amostra de MjTX-I
usando Tris HCI como solvente, que melhor corresponde a curva tedrica obtida para a

molécula dimérica.

A fim de se obter a curva da funcdo [p(r)], foi feita a Transformacao Indireta de
Fourier, utilizando o método de Glatter (GLATTER, 1977) (Figura 37).
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Figura 37: Funcdo de distribuicdo [p(r)] da MjTX-I+agua (linha continua) e MjTX-l1 + Tris HCI (linha
pontilhada). Calculados usando programa GNOM (SEMENYUK; SVERGUN, 1991).

Os valores médios da funcdo de distribuicdo [p(r)] para a amostra de MjTX-1 +
agua ultra-pura e para a amostra de MjTX-1 + Tris HCI estdo dispostos na Tabela 09, assim
como valores calculados de raio de giro e massa molecular estimados pelos experimentos de
SAXS.

Tabela 09: Valores médios da funcao de distribuicéo [p(r)].

MjTX-1+Agua  MjTX-1 + Tris HCI

Rg (A) 16.7+0.5 26.2+0.3
Dmax (A) ~53 ~89
MW (kDa) 18+3 43+6

A funcéo de distribuicdo [p(r)] da MjTX-I + &gua mostrou um raio de giro médio
de 16,7A, com a distancia méxima entre os atomos de aproximadamente 53A e a massa
molecular de cerca de 18kDa. Estes valores correspondem a uma molécula de MjTX-I, logo, o
valor do raio de giro médio de 26,2A, distancia média de aproximadamente 89A e massa

molecular aproximada a 43kDa, correspondem a duas moléculas de MjTX-I.
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Além disso, os estudos de SAXS também mostraram que o envelope eletronico da
MjTX-I em solucdo contendo Tris HCI, se assemelha a estrutura do dimero convencional,
onde os valores obtidos experimentalmente se ajustam melhor a curva calculada para esta

conformacéo (Figura 38).

107 4 T
10° 10"
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Figura 38:. (a) Curvas de espalhamento dos dimeros convencional e alternativo, onde o melhor ajuste dos
resultados experimentais € da conformacdo convencional para a MjTX-I. (b) Envelope eletronico da MjTX-I na
conformacéo convencional. (c) Envelope eletronico da MjTX-I na conformagdo alternativa.

A estrutura cristalografica da MjTX-l1 possui quatro moléculas na unidade
assimétrica, diferentemente do que encontrado nos estudos em solugdo utilizando as técnicas
de DLS, cromatografia de exclusdo molecular e SAXS. Mesmo quando a estrutura é analisada
pelo programa online PDBe PISA, ndo ocorre a formacdo de um complexo estrutural
oligomérico em solucdo. Sugerimos entéo, que a toxina se encontra na forma monomérica ou

dimérica em meio bioldgico, ja que a mesma é muito instavel em solucéo.
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5 - CONCLUSOES

Os resultados mostrados nesta dissertagdo revelam diferencas nas estruturas das
Fosfolipases A, e Fosfolipases A, homologas que despertam bastante interesse quanto ao real
mecanismo de acdo destas proteinas. No caso da BmooPLA,-1, que é uma Asp49-PLA,, a
comparacgdo entre sua estrutura e outras PLA,s &cidas dotadas ou ndo da capacidade de inibir
a agregacdo plaquetaria revelou que possivelmente uma pequena sequéncia encontrada no C-
terminal da proteina tem grande importancia nesta acdo. Contudo, outra PLA, com a mesma
sequéncia ndo possui esta acdo, 0 que sugere que outros fatores estruturais também sdo

importantes, o que pode ser mais bem estudado pela técnica de cristalografia por raios X.

A toxina MjTX-Il é uma Lys49-PLA, cristalizada na presenca de moléculas de
PEG4000, e quando as condicbes de cristalizacdo de outras Lys49-PLA,s sdo comparadas, é
notado que a maioria delas foram cristalizadas com moléculas do mesmo tipo, as quais podem
contribuir diretamente na cristalizacdo destas proteinas. Também foi reforcado que a regido
do sitio ativo destas moléculas possui afinidade com moléculas de cadeia longa e que a
molécula tedrica de acido estearico ligado a estrutura da PrTX-I1 € na verdade uma molécula
de PEG3350, pois as moléculas que possuem menor distancia entre as moléculas hidrofobicas
em relacdo a His48, possuem os residuos Cys29 e Gly30 hiperpolarizados pela Lys122,
fazendo assim que o C-terminal fique exposto, oferecendo mais contatos eletrostaticos entre
as proteinas e as membranas, possibilitando assim que o sitio miotdxico destas proteinas
possa agir na membrana celular. Esta hiperpolarizacdo somente ocorre devido a ligacéo entre
0 Nd&1 da His48 e o oxigénio da ponta da molécula de cadeia longa, confirmando a teoria
anteriormente apresentada em que a atividade catalitica das Lys49-PLA,s ndo é somente
abolida pela presenca da cadeia lateral da Lys122 no loop de ligagdo de célcio, mas sim por

outros fatores estruturais.

A estrutura cristalografica da MjTX-I é diferenciada de outras Lys49-PLA s, pois
na unidade assimétrica é observado a presenca de quatro moléculas. Técnicas de estudo em
solugdo tais como DLS e SAXS mostraram que esta toxina apresenta um comportamento
peculiar, pois quando ¢ adicionado solucdo tamponada de Tris HCI, o que altera a forca i6nica
da solucdo, esta toxina possui a tendéncia a formar outros estados oligoméricos. Os
experimentos de cromatografia de exclusdo molecular também mostraram que a toxina possuli
a tendéncia de oligomerizar, com base na curva de calibracdo que compara proteinas de massa

molecular j& conhecidas.
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Além disso, o0s estudos de SAXS mostraram que a estrutura do dimero
convencional melhor se ajusta ao envelope eletronico da MjTX-I, contrariando outros estudos
que apontam a conformac&o alternativa como aquela encontrada em solucéo. Porém, o dimero
alternativo ainda pode ser considerado, ja que a MjTX-1 possui um carater instavel, sendo
capaz de formar oligdmeros quando liofilizadas e estocadas por trés semanas a 4°C (Soares et
al., 2000).

Talvez esta conformacdo oligomérica diferenciada da MjTX-1 possa ndo ser s6 um
artefato de cristalizacdo, mas sim estar associada a novas funcBes da toxina, pois
evolutivamente a serpente B. moojeni passou a habitar regifes de clima arido (como o
cerrado), mudando assim parte da sua dieta, diferentemente de outras espécies de serpentes do

género Bothrops.

5.1 — Perspectivas

Ainda sdo necessarios melhores estudos em relacdo a funcdo das proteinas
apresentadas neste trabalho. Estudos mais detalhados com regides propostas por outros
autores em comparacao com os resultados obtidos devem ser feitos com a BmooPLA-1 serdo

executados no inicio do trabalho de doutorado.

Trabalhos de mutacdo sitio dirigida planejados para o futuro com a MjTX-I,
alguns, por exemplo, também podem ajudar na elucidagdo da funcionalidade desta toxina. O
artigo cientifico referente as analises da estrutura da MjTX-1 ja esta em fase final de redacdo,
onde serdo discutidos os resultados apresentados aqui nesta dissertacao e talvez novas analises

que serdo feitas futuramente.
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6 — PUBLICACOES

Os resultados referentes a cristalizagdo da BmooPLA ;-1 foram publicados no ano
de 2011 na revista Acta Crystallographica Section F, o qual foi entitulado: “Crystallization
and preliminary X-ray diffraction studies of BmooPLA-I, a platelet-aggregation inhibitor and
hypotensive phospholipase A, from Bothrops moojeni venom” (v.67, p.900-902) (Anexo I).

Além dos resultados apresentados nesta dissertacdo, foram publicados dados em
colaboracédo no artigo “Comparison between apo and complexed structures of bothropstoxin-I
reveals the role of Lys122 and Ca?*-binding loop region for the catalytically inactive Lys49-
PLA,s” que foi publicado na revista Journal of Sructural Biology (v.171, p.31-43) (Anexo
I1), os quais alguns resultados deste artigo foram usados na discussdo com a estrutura da
MjTX-II.
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Crystallization and preliminary X-ray diffraction
studies of BmooPLA,-l, a platelet-aggregation

inhibitor and hypotensive phospholipase A, from

Bothrops moojeni venom

Phospholipases A, (PLA,s) are enzymes that cause the liberation of fatty acids
and lysophospholipids by the hydrolysis of membrane phospholipids. In addition
to their catalytic action, a wide variety of pharmacological activities have been
described for snake-venom PLA,s. BmooPLA,-I is an acidic, nontoxic and
catalytic PLA, isolated from Bothrops moojeni snake venom which exhibits
an inhibitory effect on platelet aggregation, an immediate decrease in blood
pressure, inducing oedema at a low concentration, and an effective bactericidal
effect. BmooPLA,-I has been crystallized and X-ray diffraction data have been
collected to 1.6 A resolution using a synchrotron-radiation source. The crystals
belonged to space group €222, with unit-cell parameters a = 39.7, b = 53.2,
¢ = 892 A. The molecular-replacement solution of BmooPLA,-I indicated a
monomeric conformation, which is in agreement with nondenaturing electro-
phoresis and dynamic light-scattering experiments. A comparative study of this
enzyme with the acidic PLA, from B. jararacussu (BthA-I) and other toxic and
nontoxic PLA,s may provide important insights into the functional aspects of
this class of proteins.

1. Introduction

Snake venoms comprise a complex mixture of pharmacological
components that are able to affect several biological systems. Phos-
pholipases A, (PLA,s) are one of the main components of snake
venoms and are small (~14 kDa), stable, calcium-dependent and
disulfide-rich molecules that are found in a great diversity of organ-
isms and biological fluids (Schaloske & Dennis, 2006). This enzyme
promotes the hydrolysis of the sn-2 acyl groups of membrane phos-
pholipids (sn-3 glycerophospholipids), releasing free fatty acids and
lysophospholipids such as arachidonic acid (Schaloske & Dennis,
2006; Van Deenen & De Haas, 1963).

PLA,s have been classified into 15 different groups which can be
divided into five types of enzyme: secreted PLAs, cytosolic PLAs,
Ca**-independent PLA,s, PAF acetylhydrolases and lysosomal
PLA,s (Schaloske & Dennis, 2006). The snake-venom PLA,s from
the Elapidae and Viperidae (pit viper) families, which are the most
important when considering envenomation and its effects, belong to
the IA and ITA/IIB groups, respectively. In addition to their catalytic
action, a wide variety of pharmacological activities have been
described for snake-venom PLA,s, such as pre-synaptic (Chang et al.,
1977; Westerlund et al., 1993) or post-synaptic (Bon et al., 1979)
neurotoxicity, myotoxicity (Gutiérrez et al, 1991), cardiotoxic