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Resumo

Nesta tese sdo apresentados os resultados da caracterizacao estrutural, prin-
cipalmente por Cristalografia e Espalhamento de Raios X a Baixos Angulos
(SAXS), de importantes proteinas de venenos de serpentes e de semente de
milho. Modelos estruturais foram obtidos para diferentes fosfolipases A2 (PLA2)
de venenos, destacando-se dois modelos cristalograficos para uma PLA2 de
Bothrops jararacussu resolvidos nos grupos de espaco P3:21 e P2:2:21, numa
resolugdo maxima de 1,83 A e 1,98 A, cujos valores finais de Rfactor iguais a
19,7 % € 17,3 % (Ryfree = 26,5 % € 23,8 %) foram obtidos, respectivamente. Am-
bos modelos apresentaram um inesperado fator de agregacéo plaquetaria em
seu sitio ativo e um interessante padrao pentagonal de moléculas de 4gua alta-
mente organizadas na superficie externa do canal hidrofébico. Também foram re-
cuperados envelopes de SAXS para uma PLA2 de Crotalus durissus cascavella,
antes e apds seu tratamento com naringina, que apresentaram uma nova con-
figuracdo dimérica para fosfolipases A2 em solugdo e permitiram identificar o
provavel sitio de interagdo deste flavonoide. As proteinas de semente estudadas
sdo aldose redutases (AR), as quais parecem estar envolvidas no metabolismo
de sorbitol no milho. Esta mesma enzima em humanos esta diretamente relaci-
onada com complicagbes diabéticas em situagdes de hiperglicemia ao catalisar
a conversao da glicose em excesso a sorbitol, que por sua vez é extremamente
toxico as células. Ao todo, seis modelos cristalograficos (apoenzima, comple-
x0s com cofatores enzimaticos e complexos ternarios) foram obtidos para ARs
especificas do embrido e endosperma. Dois destes modelos tiveram seu refina-
mento estrutural finalizado. O primeiro, para a apoenzima AKR4C7 do endos-
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perma, apresentou valores finais de Ryqcior € Ryree iguais a 16,6 % e 20,0 % a
uma resolugdo maxima de 1,45 A. O segundo, para o complexo da AKR4C13
do embrido com o cofator enzimatico NADPH, convergiu para valores de Rqctor
e Ryce iguais a 15,4 % e 18,9 % também a uma resolugdo maxima de 1,45 A.
Analises preliminares dos modelos cristalograficos das ARs de milho foram reali-
zadas com intuito de investigar as possiveis razoes para a existéncia de atividade
catalitica frente ao sorbitol, mas n&o para glicose. De modo geral, as principais
caracteristicas estruturais destas e de ARs de outros organismos sao conser-
vadas, incluindo os residuos do sitio ativo e suas conformagdes. Assim, mais
estudos ainda sao necessarios até que se possa compreender as razdes para
a predilecdo ao sorbitol, em detrimento da glicose, pelas ARs da semente de
milho.
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Abstract

This PhD thesis presents the results of a structural characterization of impor-
tant proteins from snake venoms and maize seed mainly through Crystallography
and Small-Angle X Ray Scattering (SAXS). Structural models were obtained for
different phospholipases A2 (PLA2) from snake venoms, remarkably two crys-
tallographic models for a PLA2 from Bothrops jararacussu in whose active site
it was found an unexpected platelet aggregation factor and an interesting pat-
tern of water clusters showing a highly organized pentagonal distribution that was
found on the outside of the models’ hydrophobic channel. Refined crystal struc-
tures were obtained at 1.98 A and 1.83 A resolution for crystals belonging to the
space groups P2;212; and P3,21, showing crystallographic (R tector) and Riree
values of 17.3 % and 23.8 % for the space group P2,2,2; and 19.7 % and 26.5 %
for the space group P3;21. SAXS envelopes for a PLA2 from Crotalus durissus
cascavella treated and non-treated with naringin which allowed to identify possi-
ble flavonoid binding sites were also recovered. In addition, it was observed that
C. d. cascavella dimers present a new extended configuration never seen before
for phospholipases A2 in solution. The seed proteins studied are aldose reducta-
ses (AR) that seems to be related with sorbitol metabolism in maize. In humans,
aldose reductases are straightly related with diabetic complications in hypergly-
cemic situations where the conversion of excess glucose to sorbitol induces se-
rious cellular damage, since this product is extremely toxic to cells. Altogether,
six crystallographic models for apoenzyme, complexes with enzymatic cofactors
and ternary complexes were obtained for specific ARs from embryo and endos-
perm. The structural refinement for two of these models was already finished.
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The first model was obtained for the apoenzyme AKR4C7 from maize endosperm
that presented Ryucior and Ry, values of 16,6 % and 20,0 %, respectively, at
a maximum resolution of 1,45 A. The second corresponds to the AKR4C13 from
maize embryo complexed with the enzymatic cofactor NADPH for which crystallo-
graphic Rqctor 0f 15,4 % and Ry, of 18,9 %, at a maximum resolution of 1,45 A,
were obtained. Maize AR models were analyzed aiming at evaluate possible re-
asons for the lack of catalytic activity for glucose. In general, the main structural
features of these ARs and from other organisms are conserved, including the
active site residues and their conformations. Thereby, additional studies are still
necessary to understand the reasons for the sorbitol preference over glucose in
the enzimatic activity of maize aldose reductases.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 — Estrutura e funcao proteica

Por que estudar a estrutura de proteinas? Esta € sem dulvida a per-
gunta mais importante a ser respondida ao iniciar, desenvolver ou ava-
liar um trabalho de caracterizagdo estrutural destas importantes, e ao
mesmo tempo complexas, macromoléculas. Talvez a melhor resposta a
esta questédo é que proteinas suportam aspectos importantes da atividade
dos sistemas biol6gicos e, conhecendo o arranjo espacial dos residuos de
aminodcidos, e ndo somente o tamanho e composigao (tipo e sequéncia)
da cadeia polipeptidica, pode-se sugerir possiveis mecanismos de funcio-
namento molecular destas intrigantes biomoléculas. Em outras palavras,
€ importante conhecer a estrutura de proteinas e complexos proteicos,
em termos de modelos, porque ela esta diretamente relacionada com sua
funcao, e esta funcao determina seu interesse cientifico e econémico em
diversas aplicacdes: desde o entendimento de vias bioquimicas dos sis-
temas biolégicos a aplicacdées na industria de alimentos, agricultura e,
principalmente, em medicina, por exemplo no estudo de doengas como a
fibrose cistica, cancer e AIDS.




1.1 Estrutura e funcao proteica

Foi ha mais de 100 anos que o quimico alemao Eduard Blchner re-
volucionou a visdo da funcao proteica, ao demonstrar que extratos de
levedura na auséncia de células vivas favoreciam a fermentagao de acu-
cares em etanol e diéxido de carbono, tendo sido laureado com o Nobel
de Quimica em 1907 por seus trabalhos. Suas experiéncias revelaram
que a fermentagao alcodlica se deve a acdo de enzimas (denominadas
por ele zimase) e ndo devido a simples acao fisiologica das células de le-
vedura. 65 anos depois, Christian Anfinsen foi premiado com o Nobel de
Quimica por seus estudos com ribonucleases, sugerindo a relacao entre
a sequéncia de aminoacidos e configuracao proteica biologicamente ativa
(dogma de Anfisen). Seu trabalho demonstrou que estas proteinas pode-
riam ser re-enoveladas apos sua desnaturacao preservando sua atividade
enzimatica sugerindo, assim, que toda informacao necessaria para o eno-
velamento proteico e consequente atividade esta codificada na sequéncia
de aminodcidos (estrutura primaria). E a estrutura primaria que define
0S possiveis arranjos para estes residuos de aminoacidos através de im-
pedimentos estéricos e interacdes estabelecidas: eletrostaticas, Van der
Waals e ligacdes de hidrogénio. Atualmente, sabe-se que algumas pro-
teinas necessitam da assisténcia de outras, chamadas chaperonas, para
alcancar seu correto enovelamento.

A depender do padrao das interacdes entre os residuos de aminoaci-
dos, principalmente ligagdes de hidrogénio, sao formados diferentes ele-
mentos de estrutura secundaria: hélices-a (a-helix), folhas-5 (6-sheet),
voltas (turns) e regides randdémicas (coils ou loops). Esses elementos
de estrutura secundaria se reconhecem tridimensionalmente e interagem
formando a chamada estrutura tercidria. Por fim, além do correto enovela-
mento, para funcionar, uma proteina pode atuar como oligdmero ou ainda
requerer um cofator enzimatico (estrutura quaternaria).

Mas, como determinar a estrutura tridimensional de uma proteina ou




1.1 Estrutura e funcao proteica

complexo proteico que podem auxiliar no entendimento da fungao bio-
l6gica? A Cristalografia por difracdo de Raios X €, sem duvida, o prin-
cipal método empregado na determinagédo da estrutura de proteinas de
interesse, abrangendo cerca de 87 % das estruturas protéicas deposita-
das no Protein Data Bank (PDB, www.rcsb.org), determinadas através
desta técnica até janeiro de 2010. Porém, cada vez mais, a Espectrosco-
pia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), a Microscopia Eletrénica
Criogénica (Cryo-Electron Microscopy, Cryo-EM) e o Espalhamento de
Raios X a Baixos Angulos (Small Angle X-Ray Scattering, SAXS) tém se
tornado populares para esse propdsito, salvo as limitacdes inerentes de
cada método, incluindo aquelas da Cristalografia. E importante menci-
onar ainda que outras técnicas como Espectroscopias no Infravermelho,
Ultravioleta/Visivel (UV/VIS) e Raman, por Dicroismo Circular (Circular Di-
chroism, CD), Espectroscopia de Ressonancia de Spin Eletrénico, por Flu-
orescéncia, Espectrometria de Massa e técnicas calorimétricas como Ca-
lorimetria de Titulacao Isotérmica (/sothermal Titration Calorimetry, 1TC)
e Calorimetria Exploratéria Diferencial (Differential Scanning Calorimetry,
DSC), fornecem informac¢dées complementares, em muitos casos vitais,
para o correto entendimento dos dados estruturais e funcionais dos siste-
mas em estudo.

Além das técnicas experimentais, o impressionante desenvolvimento
dos métodos computacionais de analise e comparacédo de proteinas em
todos os niveis de estruturas tem permitido, cada vez mais, extrair infor-
macgoes e avaliar gigantescos conjuntos de dados que, sem utilizagao dos
mesmos, continuariam muitas vezes inacessiveis. Modelos estruturais de
proteinas sao tridimensionais e sua representacdo bidimensional limita,
muitas vezes, a compreensdo destes sistemas; disso decorre a importan-
cia da utilizacdo de computadores e programas de visualizacao gréfica
para melhor entendimento dos arranjos de aminoacidos, sua distribuicao
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espacial e interacdes inter- e intramoleculares.

O atual estagio de desenvolvimento dos métodos de determinagéo de
modelos proteicos estruturais € consequéncia de uma série de avangos
nas areas de Biologia Estrutural, Engenharia Genética e Biologia Molecu-
lar, que teve como seu marco inicial a elucidacao da estrutura em dupla
hélice do DNA, em 1953 por James Watson, Francis Crick, Rosalind Fran-
klin e Maurice Wilkins e que rendeu a Watson e Crick o prémio Nobel de
Fisiologia e Medicina, em 1962. No mesmo ano, Max Perutz e John Ken-
drew foram laureados com o Nobel de Quimica por decifrar as primeiras
estruturas proteicas, hemoglobina e mioglobina, respectivamente. Alguns
anos depois, em 1969, a cientista Dorothy Hodgkin descreveu a estrutura
tridimensional da insulina, mas foi em 1964 que Dorothy recebeu o pré-
mio Nobel de Quimica pela descoberta da estrutura da vitamina B12. Em
1988, Johann Deisenhofer, Robert Huber e Hartmut Michel foram agra-
ciados com o prémio Nobel de Quimica por desvendar a estrutura tridi-
mensional do centro de reacao fotossintético, um complexo de proteinas
e cofatores ligados a membrana de certas bactérias que realizam fotos-
sintese. No ano seguinte, o primeiro gene humano, o gene relacionado
com a doencga hereditéria fibrose cistica, foi sequenciado pelo grupo de
Francis Collins e Lap-Chee Tsui e a primeira estrutura de uma proteina
relacionada a AIDS, a HIV-1 protease, foi determinada.

Um dos maiores avancos tecnoldgicos, que permitiu a producao de
proteinas de interesse em larga escala e o consequente aumento no nu-
mero de proteinas caracterizadas estruturalmente, foi premiado em 1993
com o prémio Nobel de Quimica concedido a Kary Mullis por desenvol-
ver, em 1983, a reacao de polimerizacdo em cadeia (Polymerase Chain
Reaction, PCR), técnica utilizada na amplificacdo de DNA. Uma outra im-
portante premiacdo do Nobel de Quimica foi concedida, em 2002, a John
Fenn e Koichi Tanaka e também a Kurt Withrich, pelo desenvolvimento
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da Espectrometria de Massas e da Espectroscopia de Ressonéancia Mag-
nética Nuclear, respectivamente, ambas aplicadas na determinacado da
estrutura tridimensional de moléculas bioldégicas em solugao. No ano se-
guinte, novos estudos de determinacéao estrutural de proteinas por Crista-
lografia foram agraciados com o Nobel de Quimica, Peter Agre e Roderick
Mackinnon foram premiados pela descoberta de canais celulares para a
condugao de moléculas de agua e de ions, respectivamente. Finalmente,
pesquisas com ribossomos a nivel atbmico renderam o Nobel de Quimica
de 2009 a Venkatraman Ramakrishnan, Thomas Steitz e Ada Yonath.

Apesar das inumeras premiacdes e do consideravel estagio de desen-
volvimento da chamada Biologia Estrutural, ainda sdo muitos os proble-
mas cientificos e desafios tecnoldgicos atuais, principalmente no estudo
de questdes de interesse regional e de relevancia econémica local, como
€ 0 caso de doencas tropicais e de lavouras de cana-de-agucar, laranja e
milho. Os trabalhos desta tese de doutorado englobam problemas de inte-
resse nacional e sistemas bioldgicos tipicamente brasileiros ou adaptados
aos nossos ecossistemas. Os resultados desta tese serdo oportunamente
publicados, incluindo os modelos estruturais obtidos e devidamente vali-
dados, de modo a garantir o acesso e utilizacdo dos mesmos nacional- e
internacionalmente.

Uma descricdo mais detalhada dos diferentes aspectos que relacio-
nam a estrutura de proteinas com suas funcdes, incluindo diversos exem-
plos e a descricdo de importantes técnicas empregadas na caracterizagao
estrutural e funcional destes sistemas, € apresentada no livro Proteins:
structure and function de David Whitford [1].
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1.2 — Objetivos

1.2.1 — Objetivo geral

Os trabalhos desta tese de doutorado visam a obtencdo de modelos
estruturais para diferentes proteinas purificadas de venenos de serpentes
da fauna Brasileira e outras recombinantes de semente de milho, princi-
palmente através das técnicas de Cristalografia, no caso de cristalizagdo
das proteinas de interesse, e Espalhamento de Raios X a Baixos Angu-
los, nas analises em solucao, de modo a investigar questdes bioldgicas e
funcionais dos sistemas em estudo.

1.2.2 — Objetivos especificos

Para uma maior clareza e organizacao os objetivos especificos rela-
tivos aos diversos projetos desenvolvidos sao apresentados separada-
mente para cada proteina estudada nas diferentes secoes desta tese.




Capitulo 2

Metodologia

2.1 — Obtencao das proteinas estudadas

As proteinas estudadas nesta tese foram obtidas através de diferentes
colaboracdes e, em geral, estes alvos foram definidos em conjunto com
nossos colaboradores, sendo que atuamos principalmente na caracteri-
zacgao estrutural das mesmas e avaliagdo destes modelos com intuito de
encontrar as relacdes entre estrutura e fungao.

Todas as proteinas de veneno de serpentes estudadas, as Fosfoli-
pases A2 (PLA2) de Crotalus durissus cascavella, de Crotalus durissus
terrificus e de Bothrops jararacussu, foram obtidas através de colabora-
cao com o Prof. Marcos Hikari Toyama, da Universidade Estadual Pau-
lista (UNESP - Unidade de Sao Vicente) e do Instituto de Biologia da
UNICAMP.

As proteinas Aldose Redutases (AR) de semente de milho, tanto a
AKR4C7 de endosperma quanto a AKR4C13 de embrido, foram forne-
cidas pelos pesquisadores Sylvia Moraes de Sousa (EMBRAPA de Sete
Lagoas) e José Andrés Yunes (Laboratério de Biologia Molecular do Cen-
tro Infantil Boldrini).
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2.2 — Caracterizacao espectroscopica

2.2.1 — Dicroismo Circular

A espectroscopia por Dicroismo Circular (CD) € um método expe-
rimental de analise apropriado para avaliar a estrutura secundaria de
proteinas (hélices-a, folhas-3 e voltas) em solugédo, sendo caracterizado
como um meio rapido e econdmico, devido as pequenas quantidades de
amostra necessérias, no estudo da integridade e, principalmente, mu-
dancas conformacionais e desenovelamento de proteinas [2, 3]. Nesta
técnica, geralmente é utilizada luz circularmente polarizada na faixa do
ultravioleta (UV) distante (~180 a 260 nm). Esta radiacao incide em com-
postos ou grupos assimétricos e é absorvida. No caso de proteinas, os
cromoforos para a luz circularmente polarizada sao as ligagdes peptidicas
que absorvem esta radiacdo de maneira desigual a direita e a esquerda.
Essa diferenca na absorcao faz com que a amplitude da componente mais
absorvida seja menor do que a amplitude da menos absorvida, podendo
ser medida por um espectropolarimetro de CD [4].

O espectro de CD pode ser considerado tipicamente de hélices-a
quando apresenta um espectro contendo duas bandas negativas em
~208 nm e ~222 nm e uma banda positiva em ~192 nm. J& o espec-
tro caracteristico de folhas-( apresenta uma banda negativa em ~216 nm
e uma banda positiva em ~195 nm [5]. Como a absorcdo da radiacao
ocorre de maneira desigual a direita e a esquerda, o sinal de CD repre-
senta a diferenca entre a absorcao da luz circularmente polarizada nestas
direcbes. Em geral, o sinal de absorbancia é representado em termos
de elipticidade (¢), em miligraus, podendo ainda ser representada apds a
normalizagéo do sinal de CD pela concentracdao em mol/L (M) da proteina
em solucéo e pelo caminho éptico (d) percorrido pela luz, em termos de
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dicroismo circular molar (Ace) [6].

Além de avaliar a integridade estrutural de proteinas, mudancas con-
formacionais, acompanhar processos de desnaturacao (unfolding) e re-
naturagao (folding) [7], € possivel ainda, através da técnica de Dicroismo
Circular, estimar a composicao dos elementos de estrutura secundaria
destas macromoléculas [8]. Diferentes algoritmos de deconvolugdo es-
pectral estdo disponiveis gratuitamente para tal propésito [9, 10], princi-
palmente através do servidor DichroWeb (http://dichroweb.cryst.bbk.
ac.uk/html/home.shtml) [11], que também engloba uma série de bancos
de dados de referéncia. Porém, tais analises sdo algumas vezes impreci-
sas, 0 que torna crucial a andlise criteriosa dos resultados obtidos [12].

Existem ainda diversas ferramentas de bioinformatica associadas com
a técnica de Dicroismo que permitem o calculo teérico dos espectros
de CD para a proteina de interesse a partir de suas coordenadas até-
micas (DichroCalc, http://comp.chem.nottingham.ac.uk/dichrocalc/)
[13] e outras, talvez as mais amplamente utilizadas, que sao emprega-
das na determinacao dos elementos de estrutura secundaria a partir da
sequéncia de aminoécidos, sendo um dos servidores mais amplamente
utilizado para tal propésito o PSIPRED (http://bioinf4.cs.ucl.ac.uk:
3000/psipred/) [14].

Nos estudos desta tese as proteinas de interesse foram caracterizadas
por Dicroismo Circular em tampao de fosfato de s6dio 10 mM, utilizando
um espectropolarimetro Jasco J-720. Os espectros de CD foram adquiri-
dos para as proteinas nas concentracdes apropriadas, utilizando uma cu-
veta de quartzo de caminho éptico igual a 1 mm, com tempo de resposta
de 1 s, a temperatura ambiente. Diversas varreduras foram acumuladas
para cada amostra e todos os espectros foram corrigidos pela subtracao
do sinal do tampéao (branco). Os espectros também foram tratados utili-
zando um procedimento de suavizacao por média moével com passo de




2.3 Espalhamento de Raios X (SAXS)

convolugao igual a 5. Adicionalmente, a estabilidade térmica de uma das
proteinas foi avaliada através de estudos de desnaturacéo utilizando um
controlador de temperatura do tipo Peltier (PTC-423S/15) com taxa de
aquecimento de 1 °C/min e uma cuveta de quartzo de 1 cm de caminho
optico. Mudancas no sinal de CD foram monitoradas a 222 nm na regiao
de 20 a 90 °C.

2.2.2 — Espectroscopia UV/VIS

Experimentos tipicos de cinética enzimatica foram realizados na ava-
liacdo de uma possivel reacao entre componentes do tampéo de cristali-
zagao de uma das proteinas estudadas. Estes estudos foram realizados
em um espectrofotobmetro UV/VIS Hitachi U3000 a temperatura ambiente.
A provavel reacéo foi monitorada acompanhando a diminuigédo do sinal de
absorbancia a 340 nm, correspondente ao consumo do cofator enzimatico
NADPH, com o decorrer do tempo do experimento.

2.3 — Espalhamento de Raios X (SAXS)

A técnica de Espalhamento de Raios X a Baixos Angulos (SAXS) per-
mite estudar proteinas e outras macromoléculas em solug¢ao, muitas vezes
em condigdes préximas das fisiolégicas. Este método possibilita avaliar
mudancas conformacionais e, no estado de oligomerizagdo em funcao de
variagdes, nas condi¢cdes experimentais ou interagbes com outras espé-
cies [15, 16]. Uma importante aplicacdo da técnica de SAXS que tem se
tornado cada vez mais popular é a obtencdo de modelos estruturais de
baixa resolu¢cdo para macromoléculas em solugdo a partir da curva de
espalhamento experimental [17, 18].

Em solu¢gdes monodispersas, a intensidade do espalhamento dos
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Raios X depende do contraste entre o solvente e as particulas, da forma
das macromoléculas e das interacdes estabelecidas. A intensidade de
espalhamento (/) é determinada experimentalmente em funcao do vetor
de espalhamento (q) que, por sua vez, depende do comprimento de onda
da radiacao (\) e do angulo de espalhamento (26, angulo entre a direcao
do feixe incidente e a direcdo de observacao), onde |q| = (47/)\) send. A
distribuicdo randémica das particulas, em solugao, faz com que o espa-
lhamento de Raios X seja isotrdpico. Assim, no caso de solu¢des mo-
nodispersas de particulas que nao interagem entre si, a intensidade de
espalhamento /(q) é proporcional a média temporal do quadrado da ampli-
tude do espalhamento (A) em todas as diregdes para uma unica particula:
I(q) < (A%(q))q, onde ()q corresponde a média espacial da particula em
solucéao [19].

A partir do conhecimento de /(q) é possivel obter informacgdes sobre
varias caracteristicas do sistema sob avaliagdo, tais como raio de giro
(R,), massa molecular (Molecular Weight, MW) e a fung&o de distribuigéo
de distancias ou p(r) das particulas espalhadoras [20]. Esta ultima fornece
uma idéia de frequéncia das distancias r entre dois centros espalhadores
de uma particula, figura 2.1.

O raio de giro da macromolécula corresponde a raiz quadrada da dis-
tancia quadratica média entre os elementos de volume e o centro de
massa eletrénico do objeto espalhador. Seu conhecimento pode ser muito
uatil na investigacao estrutural de particulas monodispersas em solugao,
pois um aumento ou diminuicdo do mesmo, provocado por qualquer vari-
acao nas condi¢Oes experimentais, indica mudanca nas posi¢oes relativas
entre os centros espalhadores que compdem a particula. O valor de R,
pode ser obtido a partir da por¢éo da curva de espalhamento para valores
de g muito pequenos onde é valida a chamada aproximagéao de Guinier:
I1(q) ~ I(O)exp(—1/3R§q2) [21]. Esta equacao € vélida para sistemas de
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particulas idénticas e diluidas na regiéo g,,,,.A, < 1,3. Representando a

intensidade em escala In / versus ¢?, espera-se um comportamento linear
com inclinagdo igual a —1/3R§. Alternativamente, o raio de giro também

pode ser obtido através da p(r).

—
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o
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Figura 2.1: Funcgao de distribuigdo de distancias tedrica para diferentes corpos
geométricos. Por exemplo, a p(r) simétrica ao longo dos eixos das distancias cor-
responde a esfera representada em vermelho, sendo o didmetro da esfera igual
a distancia maxima entre dois centros espalhadores desta particula. Adaptada

da referéncia [16].
Uma andlise grafica simples realizada através do chamado Kratky plot
(I ¢ versus q) permite avaliar o grau de globularizagdo de proteinas em
solugéo [22]. A forma do Kratky plot é sensivel ao estado de conformacao
da macromolécula espalhadora. Sistemas globulares corretamente eno-
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velados possuem curvas com um maximo bem definido, enquanto para
aqueles completamente desenovelados, ao invés de um pico maximo, &
observado um platé ou uma fung¢ao crescente para os maiores valores do
vetor de espalhamento, figura 2.2.

Desenovelada .
W (\{thg‘. ‘p,r, w®ne
NS .\\@"\.._U:\‘@‘(g e
“o
—
0.00 0.10 0.20 T30

Figura 2.2: llustracédo da forma tipica do Kratky plot para uma proteina corre-
tamente enovelada, parcialmente desenovelada e outra completamente deseno-
velada. Adaptada da referéncia [23].

Para a estimativa da massa molecular de proteinas em solucao, atra-
vés de dados de SAXS, existem diferentes opg¢des. Uma estratégia expe-
rimental é através da extrapolacdo da intensidade dos Raios X espalha-
dos para o valor de g = 0, /(0), utilizando outra proteina de massa mo-
lecular conhecida como padréao [24]. Outros dois métodos simples para
tal objetivo sdo baseados no Kratky plot. O primeiro esta baseado numa
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equacao definida a partir do pico maximo deste grafico, cujos valores para
proteinas de diferentes massas moleculares foram utilizados no estabele-
cimento de uma curva de calibracao [25]. O segundo, e provavelmente o
mais pratico, € baseado no invariante Q, uma integral calculada a partir do
Kratky plot e que esta implementada na ferramenta disponivel online cha-
mada SAXS MoW (http://wuw.ifsc.usp.br/ saxs/saxsmow.html) [26].

Os experimentos de Espalhamento de Raios X a Baixos Angulos, apre-
sentados nesta tese, foram realizados nas linhas de luz D11A-SAXS1 e
D02A-SAXS2 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) mediante
a submisséao de propostas de pesquisa especificas. A linha D11A-SAXS1,
quando em funcionamento, empregava um detector unidimensional a gas,
enquanto a linha D02A-SAXS2 é equipada com detector bidimensional
CCD (MarResearch). Dados de SAXS foram coletados para as amos-
tras em tampdes apropriados, utilizando o comprimento de onda igual a
1,488 A e a 4 °C. Correcdes nas intensidades do espalhamento e sub-
tracdo do sinal dos respectivos tampdes foram realizadas. Os programas
TRAT1D [27] e Fit2D [28] foram empregados nestas corre¢des e na in-
tegracéo dos dados originais coletados nas linhas SAXS1 e SAXS2, res-
pectivamente. No caso especifico dos dados coletados na linha SAXS2
utilizando o detector MarCCD nao foi possivel estimar os erros das medi-
das em decorréncia das caracteristicas desse equipamento.

Diversos programas do pacote ATSAS [29] destinados a analises e
processamentos de dados de SAXS para biomoléculas sao disponibiliza-
dos gratuitamente pelo grupo do Dr. Dmitri Svergun (BioSAXS, http:
//www .embl-hamburg.de/ExternalInfo/Research/Sax/). As curvas de
espalhamento foram inspecionadas e tiveram suas médias realizadas com
o programa PRIMUS [30]. As func¢des p(r) foram calculadas através da
transformada indireta das curvas de SAXS com o programa GNOM [31].
Modelos de baixa resolucéo foram recuperados usando um procedimento
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ab initio implementado no programa GASBOR [32]. Nesta aproximacao, a
proteina estudada é representada como uma cadeia de residuos ficticios
(Dummy Residues, DRs) centrados na posi¢éao de carbonos alfa (C,) eno-
velados de forma a minimizar iterativamente a diferenca entre a curva de
espalhamento experimental e aquela calculada para o modelo, sendo que
esta discrepancia € minimizada através de um algoritmo de arrefecimento
simulado (simulated annealing). Entretanto, devido ao baixo conteudo de
informagéao inerente a técnica de SAXS, na abordagem por DRs ha mais
parametros a determinar do que dados disponiveis, de modo que os mo-
delos de baixa resolucdo nao s&o unicos, ou seja, para uma mesma curva
experimental diferentes modelos sdo gerados apds cada processamento.
Como 0 GASBOR nao rende uma solucao unica, diversos modelos foram
preparados e entdo uma média espacial para uma série deles realizada
com o programa DAMAVER [33], incluindo a exclusdo de modelos ané-
malos (outliers).

A técnica de SAXS torna-se mais poderosa a medida que é utilizada
em conjunto com outros métodos que permitem entender e julgar os resul-
tados obtidos. Neste ponto, a utilizagdo de modelos de alta resolucao, que
apresentam uma identidade sequencial elevada com a molécula em es-
tudo, permite a interpretacao destes modelos de baixa resolucéo. Porém,
além da elevada identidade sequencial, os modelos de alta resolucao dis-
poniveis também devem ser escolhidos com base na menor discrepancia
entre a curva de espalhamento experimental e a computada para estes
modelos, o que pode ser feito com o programa CRYSOL [34]. Apds esta
série de etapas os modelos de coordenadas atémicas sao finalmente su-
perpostos aos envelopes de SAXS com o programa SUPCOMB [35].
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2.4 — Cristalografia: parte experimental

2.4.1 — Cristalizacao

Um grande obstaculo na obtengdo de modelos estruturais de alta re-
solucao através da técnica de Cristalografia de Proteinas é a identificacao
de condicbes de cristalizacdo destas espécies. Um cristal de proteina
consiste de moléculas idénticas que se repetem em um arranjo tridimensi-
onal, ordenado e periddico, mantidos por interacoes eletrostaticas (pontes
salinas), ligacoes de hidrogénio, intera¢des de Van der Waals e interacdes
entre dipolos nas regides de contato [36]. A maior parte da superficie des-
sas macromoléculas, geralmente globulares, interage com o solvente que,
por sua vez, preenche o volume cristalino ndo ocupado por elas. Dessa
forma verificam-se duas fases distintas na constituicdo do cristal de pro-
teina, uma sélida e outra liquida, que os tornam frageis ao manuseio [37].

Para que se forme um cristal de proteina, sua solu¢do deve ser levada
ao estado de supersaturagdo. Ao retornar deste estado, termodinamica-
mente instavel, ocorre a cristalizagcdo da macromolécula pela diminuicao
lenta da sua solubilidade. Caso esse processo ocorra muito rapidamente,
ocorrera precipitacdo da proteina. Durante a cristalizacao propriamente
dita, ocorre inicialmente a fase de nucleacgao, formacao de aglomerados
num equilibrio entre formacao e solubilizacao, seguida do estagio de cres-
cimento, quando moléculas de proteina séo incorporadas aos aglomera-
dos iniciais, e finalmente a cessagao do crescimento, quando o sistema
atinge um estado de insaturacdo e a taxa de incorporacao de moléculas
se iguala a saida das mesmas [36].

A obtencdo de bons monocristais da proteina de interesse, cristais
com tamanho normalmente entre 0,1-0,2 mm e que apresentem um pa-
dréao de difracdo de Raios X adequado, nao é uma etapa trivial. Ela requer
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uma identificacdo das condicdes iniciais de cristalizacdo, sendo geral-
mente necessario um refinamento exaustivo dessas condicdes. A forma
mais amplamente empregada na identificacdo das condi¢des iniciais de
cristalizacao € a utilizacao de formulagdes (kits) de solugcbes apropriadas
para esta finalidade baseadas no método conhecido por matriz esparsa
(sparse matrix screens) [38], no qual uma série de solucdes utilizadas
na cristalizacdo de proteinas conhecidas é empregada. O refinamento
destas condi¢cdes promissoras € realizado pela variacdo dos parametros
identificados inicialmente, em geral, concentracdo das substancias, pH
dos tampdes, concentracao da proteina e, em algumas vezes, tempera-
tura (grid screens) [39].

Dentre os métodos mais utilizados e viaveis para a cristalizagdo de
proteinas destaca-se o método da difusdo de vapor, no qual a medida que
o volume da solucéo de cristalizac&do diminui pela liberacdo de solvente, a
concentracao da proteina e do agente precipitante € aumentada. Em nos-
sos estudos, normalmente sao feitas dezenas de placas de cristalizacao
numa das variagcbes do método da difusdo de vapor, chamada método
da gota suspensa (hanging drop method). Para cada proteina, placas de
cristalizacao correspondendo a 24 condigbes testadas (24 pogos de cris-
talizacdo) sdo montadas. A representacdo esquematica destas placas de
cristalizacdo, bem como a de um poco, que representa um experimento
no método da gota suspensa sédo apresentados na figura 2.3.

Além do método da gota suspensa, outra importante variagdo do mé-
todo de difusdo de vapor chamada método da gota sentada (sitting drop
method) é, em muitos casos, mais apropriada, como em situacdes nas
quais os componentes da solugdo da gota promovem formacédo de uma
“nata”, onde cristais da proteina aderem. Outros dois métodos alternati-
vos ao método da difusdo de vapor, porém menos utilizados, séo a cris-
talizacao por didlise e o banho em 6leo (microbatch-under-oil) [40]. Po-
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Laminula de vidro silanizada
oo o B Gota ]
DD DD
OO D
O O
> DD
@ @ @ @ Solugdo precipitante

Placa de cristalizagdo

Figura 2.3: llustracdo do método de cristalizagcdo da gota suspensa por di-
fusdo de vapor, incluindo a representacdo esquematica de uma placa de cris-
talizacdo com 24 pogos e, mais detalhadamente, de um pogo de cristalizagdo
com suas diferentes partes: solugao precipitante, laminula de vidro silanizada
e gota suspensa (mistura da solugdo da proteina com a solugéo do pogo). A
laminula é selada ao poco utilizando uma graxa de silicone ou outro material
inerte. Adaptada da figura encontrada no site http://www.doe-mbi.ucla.edu/
“sawaya/m230d/Crystallization/tipsandtricks.html.
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rém, em alguns casos, mesmo apoés a utilizacao de diferentes condicdes
e métodos para a cristalizacdo de proteinas, somente nucleos ou peque-
nos cristais inadequados aos experimentos de difragdo de Raios X séo
formados. Estes problemas podem ser contornados utilizando a técnica
de Seeding, na qual cristais previamente formados sdo quebrados para
a obtencéo de “sementes” que, por sua vez, sdo “semeadas” em novas
gotas de cristalizacdo com a concentracdo da proteina ou agentes pre-
cipitantes reduzida [41]. Ainda em outras situagdes podem ser utilizados
aditivos, em geral solventes organicos, pequenas moléculas, ions, cofato-
res e alguns detergentes que podem influenciar na formacéao de melhores
cristais.

Bons monocristais nao s&o necessariamente aqueles que apresentam
uma morfologia externa mais regular. Resumidamente, como dito por Alex
Cameron no livro editado por Terese Bergfors [39]: “E a ordem interna do
cristal que importa em Cristalografia, ndo a aparéncia externa. Frequen-
temente elas estao aliadas, mas a unica forma de verificar a qualidade do
cristal € através da difracao de Raios X". Este livro, Protein Crystallization:
Techniques, Strategies, and Tips, € uma étima referéncia sobre cristaliza-
¢cao de proteinas, incluindo diversos exemplos e as principais técnicas
utilizadas.

Os ensaios de cristalizacdo desta tese foram realizados em sala apro-
priada mantida a 18 °C utilizando kits de solucdes préprias para a crista-
lizag&o de proteinas, Crystallization Basic kit for Proteins e Crystallization
Extension kit for Proteins (Sigma-Aldrich). O método da gota suspensa
foi empregado adicionando 500 uL de cada solucéo precipitante em cada
poco. Gotas contendo 2 uL de solucéo precipitante (solucdo do pocgo)
mais 2 pL da solugéo de proteina (~10 mg/mL) foram feitas em laminulas
de vidro previamente silanizadas com clorotrimetilsilano (Sigma-Aldrich).
Também foram realizados diversos experimentos de refinamento de con-
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dicdes de cristalizacdo das proteinas com intencdo de melhorar a qua-
lidade e tamanho dos cristais obtidos. Ainda foram preparadas placas
de cristalizagdo de ensaios de soaking (banho em solug¢des apropriadas
de cofatores e/ou substratos/analogos de substrato), utilizando aditivos e
ainda experimentos de Seeding. Uma série de ensaios de cristalizacao foi
realizada com a utilizacao do robé Mosquito (Mosquito Nanodrop crystal-
lisation robot) do York Structural Biology Laboratory (YSBL) na avaliagao
de condigdes iniciais de cristalizagao.

2.4.2 — Difracao de Raios X

Experimentos de difracdo de Raios X sdo a ultima etapa verdadeira-
mente experimental no processo de obtencao de modelos cristalogréaficos.
Todas as etapas subsequentes envolvem somente esfor¢os computacio-
nais, podendo ser repetidas e variadas diversas vezes, desde que se te-
nha um conjunto de dados de alta qualidade disponivel [42]. O principal
objetivo da coleta de dados de Cristalografia é extrair a informacéao estru-
tural necessaria do cristal dado um tempo experimental disponivel, muitas
vezes restrito, e também um tempo de vida do cristal exposto ao feixe de
Raios X relativamente curto. Para isso, normalmente, € necesséria a aqui-
sicdo de um conjunto completo e preciso de intensidades das reflexdes na
maior resolucao possivel [43].

Entre outros parametros, a completeza e a resolugdo maxima do con-
junto destacam-se como fatores que merecem uma atengao especial du-
rante uma coleta de dados. Os dados em um experimento de difracao de
Raios X consistem de um conjunto de indices e suas intensidades associ-
adas, com suas incertezas. Ambos devem ser completos, ou seja, os in-
dices relacionados aos diferentes planos cristalograficos devem ser medi-
dos pelo menos uma vez e as intensidades associadas a cada uma destas
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reflexdes devem ser adquiridas com a maior relacao sinal-ruido possivel.
Infelizmente nem todas as intensidades séo fortes. Como intensidades
fracas também contém informagéo, estas ndo devem ser negligenciadas.
A omissao sistematica de dados distorcera todos os mapas de densidade
eletrbnica que serao obtidos na construcdo do modelo estrutural [44].

Uma boa estratégia de coleta de dados de difragdo pode variar con-
sideravelmente dependendo de muitos fatores, tais como parametros da
cela unitaria e simetria do cristal, sua orientacdo no goniémetro, sua mo-
saicidade, susceptibilidade a danos provocados pela radiacéo e limite de
resolucdo da difragdo, tdo bem como o propdésito para o qual os dados
séo necessarios [45]. Uma escolha incorreta de estratégia para a coleta
de dados pode levar a falha do experimento [46].

O método da oscilagdo é normalmente empregado na coleta de da-
dos de difracdo de Raios X de cristais de macromoléculas, tendo como
resultado experimental um conjunto de imagens bidimensionais com um
grande numero de reflexdes (pontos de difracédo, picos de difragdo ou
spots) [47]. A intensidade da difracdo dos cristais, o tamanho e a forma
dos spots sao afetados pelas dimensdes do feixe de Raios X em relacéo
ao tamanho e também pela forma do cristal. Cristais que difratam forte-
mente ndo necessitam de um feixe de Raios X tdo intenso quanto aqueles
que difratam menos.

Muitas estruturas de proteinas podem ser resolvidas usando difraté-
metros de laborat6rio, mas para cristais que difratam fracamente sao ne-
cessérias fontes de Raios X de elevada intensidade, tais como aquelas
disponiveis em um Sincrotron. O comprimento de onda da radiagéo pro-
duzida em um difratbmetro convencional é fixo, com um valor caracteris-
tico para o metal empregado como fonte dos Raios X, normalmente cobre
AMK,) = 1.5418 A. Ja no caso de linhas de luz em Sincrotron, frequen-
temente existe uma diversidade de comprimentos de onda que podem
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ser escolhidos. Para uma coleta inicial de dados de difracdo de cristais
de macromoléculas em um Sincrotron, qualquer valor de comprimento de
onda préximo de 1 A pode ser utilizado, desde que se garanta uma alta
intensidade do feixe, que pode variar a depender das caracteristicas da
fonte e dos dispositivos épticos da linha de luz [46].

Um importante pardmetro a ser considerado durante a coleta de da-
dos de cristais de macromoléculas é a dose da radiacao utilizada. Danos
provocados pela radiacao durante a coleta de dados levam a reducéo da
resolucado, mudancgas nos parametros da cela unitaria e aumento da mo-
saicidade. Também podem ocorrer modificacbes quimicas na estrutura
como resultado da absor¢do da radiacdo. Técnicas de criocristalografia
tém permitido a reducao dos efeitos danosos dos Raios X durante a coleta
de dados de difracao [48]. Nestas, o liquido-mae, solugcao onde o cristal
foi crescido e que forma canais de solvente dentro do cristal e ao redor
dele, é solidificado no estado amorfo vitreo com a amostra preservando
seu estado de ordem cristalina e propriedades de difragcdo pela adicao
de uma substéancia crioprotetora. O cristal € entdo capturado da solu-
cao de cristalizacdo com uma pequena alca, em geral de nylon, banhado
rapidamente na solugéo crioprotetora e imerso em nitrogénio liquido ou
exposto diretamente ao fluxo de nitrogénio gasoso a cerca de 100 K [49].
Um 6timo criotampao é aquele que se contrai no resfriamento, na mesma
ou em similar propor¢ao que a rede cristalina, sem provocar tensoes, de
modo a causar o minimo efeito na ordem do cristal [50].

Em nossos trabalhos, apds a obtengédo de cristais das proteinas de
interesse, os experimentos de difragdo de Raios X foram realizados nas
linhas de luz DO3B-MX1 e W01B-MX2 do LNLS, ID14-1 e ID14-4 do Eu-
ropean Synchrotron Radiation Facility (ESRF) e 102 do Diamond Light
Source (Diamond Synchrotron) mediante a submissédo de propostas de
pesquisa especificas, sendo que no caso especifico da coleta no Dia-
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mond os dados adquiridos n&o foram utilizados na resolugao das estrutu-
ras apresentadas nesta tese pois melhores conjuntos de difracdo de Raios
X para os mesmos sistemas foram coletados posteriormente no ESRF. Di-
versas caracterizagdes preliminares de cristais também foram realizadas
em geradores de Raios X do tipo Anodo Rotatério, tanto no LNLS quanto
no YSBL. Danos causados ao cristal pela radiacdo foram evitados man-
tendo a temperatura constante (~100 K), através de fluxo de nitrogénio
gasoso e utilizando substancias crioprotetoras como etilenoglicol, glice-
rol e 2-metil-2,4-pentanediol (hexanediol ou MPD), capazes de impedir a
formagéo de agua cristalina na amostra. Apds os testes com os crioprote-
tores, coletamos dados para os melhores cristais utilizando radiagdo num
comprimento de onda fixo e detectores CCD (MarResearch e ADSC).

2.5 — Cristalografia: parte computacional

Uma descricdo mais detalhada dos diversos aspectos envolvidos na
técnica de Cristalografia, incluindo os fenémenos fisicos, fundamentacéao
matematica, descricdo dos métodos e detalhes experimentais, podem ser
encontrados em diferentes literaturas de referéncia, entre elas, Protein
crystallography (Blundell & Johnson) [51], Preparation and analysis of pro-
tein crystals (McPherson) [52], Principles of protein X-ray crystallography
(Drenth) [53] e Fundamentals of crystallography (Giacovazzo) [54]. A se-
guir serdo apresentados as principais etapas do processamento de da-
dos de Cristalografia e os Sofwares utilizados nesta etapa computacional
desta tese.
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2.5.1 — Reducao de dados

Ao iniciar a etapa computacional de Cristalografia as imagens bidimen-
sionais, contendo as reflexdes correspondentes ao padréo de difracao de
Raios X do sistema em estudo, s&o processadas numa etapa conhecida
por reducdo de dados, resultando num conjunto final de fatores de es-
trutura do cristal avaliado. Estes fatores de estrutura (Fy ou Fj;) con-
tabilizam as contribuicdes de todos os centros espalhadores para cada
reflexdo (hkl), sendo que o tipo de elemento quimico e suas posicoes
na cela unitaria do cristal determinam, conjuntamente, a amplitude deste
espalhamento e suas relagdes de fase [55].

No processo de reducao de dados sao determinadas as intensidades
das reflexdes, as reflexdes parciais sdo somadas e as reflexdes relaciona-
das por simetria sdo reduzidas. De modo pratico, este processo consiste
basicamente de duas etapas: integracéo e escalonamento.

Na integracao dos dados, a partir da analise das posi¢cées dos pon-
tos de difracao, a rede de Bravais do sistema é determinada (indexacgao),
incluindo as dimensdes da cela unitaria. Em seguida, parametros do apa-
rato experimental (distancia amostra-detector, angulo de inclinagédo do de-
tector com relacao ao feixe de Raios X, etc.), da orientacéo do cristal e de
sua mosaicidade sao pré-refinados. Assumindo a posicao das reflexdes
a partir deste refinamento preliminar, a integragéo das intensidades (/)
propriamente dita é feita por ajuste de perfil (profile fitting), incluindo a es-
timativa dos erros das intensidades de cada reflexao o(/). Em seguida, o
numero de reflexdes parciais € computado, diversas corregdes sao apli-
cadas aos overlaps, overloads, correcoes de Lorentz e de polarizagao,
e, finalmente, as reflexdes simetricamente relacionadas sao reduzidas a
uma unica unidade assimétrica (ASU) no espaco reciproco, conforme o
grupo de Laue previamente determinado [56].
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Durante a coleta de dados, fatores como tempo de exposicao e instabi-
lidades no feixe de Raios X, como é observado no Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS) pela diminuicao da intensidade da radiagdo com o
tempo de vida do feixe, geram imagens de difracao em diferentes escalas
de intensidade. Na etapa de escalonamento sdo determinados os fatores
de escala que serdo aplicados as intensidades das reflexdes, e aos erros
associados a elas, para que todas as imagens figuem numa Unica escala.
Por fim, é feita a média das reflexdes de mesmos indices de Miller (hkl) e
a rejeicao de reflexdes anémalas (outliers) [57, 58].

Ao final do processo de reducdo dos dados € imprescindivel uma ana-
lise cuidadosa das estatisticas resultantes que podem, por sua vez, in-
dicar problemas com o aparato experimental, cristal, erros de estratégia
para a coleta de dados, etc., além de servir para avaliar a resolucao real
do conjunto de dados, identificar regides de oscilacéo ruins (bad images)
e analisar possiveis danos por radiagdo [59]. Entre estas estatisticas
e parametros podemos citar o comportamento das escalas e fatores de
temperatura (B-fator), I/o(/) contra as faixas de resolucao, numero de re-
jeicdes por imagem, completeza, multiplicidade, desvio padrdo das refle-
x0es (cheias e parciais), correlagdes dentro do conjunto de dados e R, ¢e
também em relagéo a resolugéo. Este ultimo, também chamado R, é
uma medida da dispersao das intensidades das reflexdes, relacionadas
por simetria e também aquelas medidas mais de uma vez, em torno da
média: Rinerge = 22,1 Inj — (In)]/>-n>_,(In), onde I; é a j"* observa-
céo dareflexdo h e (I,) é a intensidade média para todas as observacgoes
j da relfexdo h [60]. O R,...,e € uma medida da coeréncia interna de um
conjunto de dados, assumindo valores tipicos para proteinas entre 0,02-
0,35, de acordo com a faixa de resolugéo.
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2.5.2 — O problema das fases

De posse de um conjunto de dados Unico contendo os fatores de es-
trutura (Fy,) do cristal estudado, a densidade eletrénica p(x,y, z) da ASU
poderia ser calculada e, em seguida, o modelo atbmico da molécula cris-
talizada determinado, j4 que os fatores de estrutura estdo matematica-
mente relacionados a densidade eletrénica através de uma Transformada
de Fourier (#): p(z,y, 2) #, Fn=|Fn| exp(ipn). Porém, num experimento
de difracdo, somente a informagao correspondente as amplitudes |Fy|* é
medida: /. o |Fy|?, ndo sendo possivel medir diretamente as fases ¢y,
dos fatores de estrutura, ou seja, ndo é possivel obter informagao sobre as
fases relativas com as quais os elétrons dos atomos, no interior do cris-
tal, espalham a radiacao. Este € um problema central em cristalografia
chamado de problema das fases [61].

Embora n&o seja possivel medir diretamente as fases, ha mais de uma
forma de solucionar esse problema: através de métodos diretos, da uti-
lizagdo do espalhamento anémalo, métodos de substituicdo isomorfa e
ainda por substituicdo molecular.

Métodos diretos, também chamados faseamento ab initio, s&do basea-
dos na obtencao das fases a partir das relagdes matematicas entre certos
grupos de reflexdes, porém s6 sao aplicaveis para sistemas pequenos e
para conjuntos de dados com resolugdo melhor ou ~ 1,0 A [62, 63].

Métodos de espalhamento anémalo estao baseados na absorgédo dos
Raios X, utilizados no experimento de difragdo. Neste caso deve exis-
tir alguma espécie no cristal que absorva Raios X num comprimento de
onda apropriado, por exemplo, atomos de enxofre, selénio ou outros me-
tais pesados. Esta absorcédo provoca mudangas nas amplitudes dos fa-
tores de estrutura que podem ser usadas na obtencéo das fases. O es-
palhamento anémalo pode ser empregado utilizando-se um Unico com-
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primento de onda da radiacdo na borda de absorcao do elemento espa-
Ihador (Single-wavelength anomalous dispersion, SAD) [64, 65], ou ainda
em trés diferentes comprimentos de onda: abaixo, acima e na borda de
absorcao do atomo espalhador (Multi-wavelength anomalous dispersion,
MAD) [66, 67].

Métodos de substituicdo isomorfa, também chamados métodos de ato-
mos pesados, permitem a obtencéo das fases através da incorporagéo de
atomos pesados no sistema de interesse. Neste método, pela identifica-
cao das posicdes destes elementos no cristal sdo obtidas fases iniciais
que servem de ponto de partida para a constru¢cao do modelo [68].

Por fim, um método que vem se tornando cada vez mais popular e que
foi o Unico utilizado na resolucédo das estruturas desta tese é o método
da substituicdo molecular [69, 70]. Neste método, as fases podem ser
estimadas a partir do modelo atbmico de uma proteina previamente resol-
vida (modelo de busca) e que seja parecida com a proteina de interesse.
Esta abordagem vem ganhando cada vez mais importancia a medida que
0s bancos de dados de estruturas resolvidas crescem, o que aumenta as
chances de encontrar um modelo de busca adequado [71].

A substituicdo molecular consiste, basicamente, no processo de ori-
entar (através de um operador de rotagdo) e posicionar (através de um
operador de translacdo) o modelo de busca no sistema cristalino em es-
tudo [72, 73]. Este método é preferencialmente escolhido pela facilidade
de uso, rapidez e funcionalidade [74]. Nos casos em que ha um modelo de
busca adequado, as operagdes de rotagao e translacéo serdo encontra-
das com maior facilidade e as fases calculadas estarao mais préximas das
fases verdadeiras. Em caso de baixa identidade, o mapa obtido pode ser
nédo-interpretdvel mesmo que as solugdes sejam encontradas [75]. Para
se ter uma idéia, requerimentos minimos sdo um modelo de busca que
compreende em torno de 70 % do tamanho da molécula cristalizada, com
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uma identidade sequencial maior que 30 %. Em alguns casos € possivel
concatenar dominios de mais de uma proteina para formar um modelo de
busca que corresponda a uma fragdo maior da molécula alvo [76, 77]. Um
ponto importante a ser lembrado é que, além de permitir a construcao dos
mapas de densidade eletrdnica para a proteina de interesse, este método
também gera um primeiro modelo a ser posteriormente refinado.

2.5.3 — Refinamento e validacao dos modelos

Ap6s a obtencdo das fases e de um modelo de coordenadas atb-
micas iniciais, como no caso da solu¢ao da estrutura por substituicao
molecular, seus ajustes e correcoes sao realizados através da visuali-
zagao grafica dos mapas de densidade eletronica: mapas de trabalho
pa,y,2) = (1/V) 323 S (12m|Fol-DIFclexpl—2mi(ha + ky + Iz — aly,)],
também chamado resumidamente 2|F,|-|F.|, € mapas de diferenca
Py, 2) = (1/V) X, (ImIFol-DIFll)eapl—2mi(ha + ky + 1z — aly,)],
resumidamente|F,|-|F.|, onde m e D sao pesos utilizados para evitar
erros nos mapas de densidade eletrénica decorrentes de um modelo
imperfeito [78, 79]. Estes mapas permitem a visualizacdo das regides
que ja estdo modeladas corretamente no caso dos mapas de trabalho
(em geral regides representadas como uma superficie de contorno em
azul) e, no caso dos mapas de diferenca, regides onde os atomos
estdo modelados incorretamente (superficies de contorno em vermelho)
ou ainda regides onde atomos ou grupos necessitam ser modelados
(superficies de contorno em verde) [80, 81].

ApGs uma série de ajustes, novas fases séo calculadas para o novo
modelo atdmico num processo iterativo que se repete por diversos ciclos
gerando, idealmente, melhores fases a cada ciclo. Além das posi¢coes dos
atomos, seus respectivos fatores de temperatura, medida do movimento
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térmico dos atomos, também sao refinados. Este processo continua até
que a diferenca entre os dados de difracdo experimentais (fatores de es-
trutura observados, F,) e os fatores de estrutura calculados para o modelo
(F.) seja minima. Esta medida do acordo entre F, e F. é avaliada pela
estatistica chamada Ryuctor: Rfactor = Y W||Fol-k|Fc|| / > w|F,|, onde w e
k sdo um fator de peso e um fator de escala, respectivamente. Uma quan-
tidade similar chamada Ry,.., calculada para um subconjunto de reflexdes
entre 5-10 % sorteadas ao final do processo de reducao de dados e se-
paradas daquelas utilizadas na construcdo do modelo, é utilizada como
conjunto de validacéo externa, permitindo uma avaliagdo do modelo final
ndo tendenciosa do que através do Ry...- [82, 83]. Em Cristalografia de
Proteinas, onde a razdo entre dados observados e parametros a ajustar é
geralmente bastante desfavoravel, a utilizagéo do Ry,.. € essencial. Pode-
se mostrar que o decréscimo no Ry,.. esta correlacionado a melhoria do
modelo. Valores tipicos para estes dois parametros em diferentes faixas
de resolugéo podem ser encontrados na referéncia [84].

Além destas estatisticas, critérios quimicos e geométricos sao impor-
tantes na etapa de avaliacdo dos modelos finais chamada validacdo. Ca-
racteristicas das ligagdes quimicas como distribuicdo dos comprimentos
e angulos de ligacao, disposicao das ligacées de hidrogénio e estereoqui-
mica sdo importantes parametros complementares de medida da quali-
dade do modelo final [85]. Particularmente, a avaliagdo dos angulos die-
drais ¢ e 1, definidos em termos dos atomos que compdem as ligacdes
peptidicas, pela analise do grafico de Ramachandran através do nimero
de outliers, deve ser considerada na validacao dos modelos [86, 87]. De
posse do modelo devidamente validado, em geral, procede-se a sua de-
posi¢do no banco de dados de estruturas cristalograficas de proteinas, o
Protein Data Bank (PDB, www.rcsb.org).
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2.5.4 — Softwares utilizados

Os processamentos dos dados cristalograficos coletados nos traba-
Ihos desta tese foram realizados, quase em sua totalidade, com progra-
mas do pacote computacional gratuito chamado Collaborative Computati-
onal Project Number 4 (CCP4) [88, 89]. Os dados de difracdo de Raios X
coletados para as diferentes proteinas foram integrados com o programa
MOSFLM [90]. O processo de reducao de dados foi finalizado utilizando
o programa SCALA [91] na determinagdo das escalas e estatisticas de
analise dos dados. Em todos os casos o problema das fases foi resol-
vido por substituicdo molecular, de modo assistido utilizando os progra-
mas AMoRe [92, 93] e MOLREP [94], ou ainda utilizando o procedimento
automatico implementado nos programas BALBES [76] e MrBUMP [77].
O refinamento estrutural foi realizado utilizando o programa REFMAC5
[78] e o programa grafico Coot, [81] para os ajustes das cadeias laterais
dos residuos de aminoacidos. A validagcdo dos modelos obtidos foi re-
alizada preliminarmente no préprio programa Coot [81] e, em seguida,
com os programas PROCHECK [95] e no servidor MolProbity [96, 97].
Uma descricdo detalhada das diferentes funcionalidades de cada pro-
grama do pacote CCP4 utilizado nesta tese pode ser encontrada em
www.ccpd.ac.uk/dist/html/INDEX.html.
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Capitulo 3

Fosfolipases A2 de venenos de
serpentes Brasileiras

Serpentes sdo animais de grande importancia em questdes de saude
publica de diversos paises pela capacidade que alguns grupos desses
animais apresentam de causar acidentes graves. Cerca de 20 % da fauna
de serpentes encontradas no Brasil sdo capazes de inocular veneno em
suas presas. Esse grupo, chamado de pegonhentas, apresenta um apare-
Iho inoculador de veneno, cuidadosamente elaborado pela natureza para
esse proposito. O Brasil possui uma fauna de serpentes composta por
cerca de 265 espécies, classificadas dentro de aproximadamente 73 gé-
neros e 9 familias [98]. Destas, apenas duas familias (Elapidae e Vipe-
ridae) congregam as espécies peconhentas. A fauna brasileira inclui 5
géneros de viperideos que somam aproximadamente 30 espécies. Entre
elas se destacam as espécies dos géneros Crotalus e Bothrops, sendo a
espécie Bothrops jararacussu (jararacugu) a que apresenta maior impor-
tancia no Brasil, atingindo cerca de 90 % dos casos de acidentes ofidicos
reportados [99].

Além de importante em questdes de saude publica, a peconha ou ve-
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3.1 PLA2 de Crotalus durissus cascavella

neno de serpentes é particularmente interessante porque apresenta um
amplo espectro de atividades bioquimicas e farmacoldgicas. Diversos es-
tudos cientificos tém sido realizados com intencao de identificar e isolar
componentes dos venenos responsaveis por estas diferentes proprieda-
des em sistemas bioldgicos; entre eles pode-se destacar a descoberta de
enzimas do veneno de jararaca (Bothrops jararaca) que agem sobre pro-
teinas do sangue promovendo a liberacdo de um polipeptidio chamado
bradicinina [100], largamente utilizado em medicamentos para controle
de hipertensao arterial e composto que serviu como proto6tipo molecular
para o desenvolvimento do Captopril (Bristol-Myers Squibb), um impor-
tante anti-hipertensivo.

Nos trabalhos desta tese estudamos proteinas que pertencem a fa-
milia dos viperideos: duas proteinas oriundas do veneno de serpen-
tes do género Crotalus (Crotalus durissus cascavella e Crotalus durissus
terrificus, que sdo cascavéis encontradas na regido nordeste e sul do Bra-
sil, respectivamente) e uma proteina purificada do veneno de uma ser-
pente do tipo Bothrops (Bothrops jararacussu). A seguir, apresentaremos
os resultados obtidos na caracterizacédo estrutural de diferentes enzimas
obtidas do veneno destas serpentes. Estas proteinas, chamadas fosfoli-
pases A2 (PLAZ2s, EC 3.1.1.4), sdo importantes catalisadores da hidrélise
de fosfolipidios pela clivagem da ligagdo sn-2 do grupo acila com o se-
gundo carbono do esqueleto de glicerol, liberando como produtos acidos
graxos e lisofosfolipidios [101, 102].

3.1 — PLA2 de Crotalus durissus cascavella

A crotoxina é a principal toxina presente no veneno das serpentes cro-
talicas. Esta proteina € um heterodimero composto por duas subunida-
des: uma fosfolipase A2 (~14 kDa, componente basico) e um compo-
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nente acido denominado crotapotina (~9 kDa). As PLA2s do veneno de
serpentes, além do seu papel de digestdo da presa, apresentam um grau
variado de ag¢des farmacolodgicas que interferem em processos fisiologi-
cos como inflamacao, defesa antibacteriana, etc. [103]. Estudos recen-
tes revelaram que o tratamento da enzima PLAZ2 isolada do veneno de
Crotalus durissus cascavella com o flavonéide morina, diminuiu sua ati-
vidade enzimatica, bactericida e algumas propriedades farmacolégicas,
embora as atividades inflamatéria e neurotéxica ndo tenham sido afeta-
das significantemente [104]. Nesta parte dos trabalhos investigamos o
efeito de diferentes flavonoides na estrutura da PLA2 de C. d. cascavella.

3.1.1 — Tratamento com flavondides e alteracao nas pro-
priedades farmacolégicas

Flavondides sdo compostos polifendlicos de ocorréncia natural am-
plamente distribuidos em plantas e particularmente abundantes em ci-
tros. Estes produtos naturais sdo caracterizados por uma importante
atividade antioxidante contra radicais livres, normalmente associados ao
metabolismo normal de células aerdbicas [105]. Adicionalmente, estas
substancias apresentam interessantes propriedades antitumoral e anti-
inflamatérias associadas a sua habilidade de inibicdo de enzimas envol-
vidas na ativagéo celular [106]. Experimentos in vitro também demons-
traram que estes compostos apresentam inibicdo dose-dependente da
hidrolise de fosfolipidios por PLA2s secretérias (sPLA2s) e citossdlicas
(cPLA2s) [107, 108]. Por estas razdes, surgiu o interesse em caracteri-
zar funcional- e estruturalmente as modificacées induzidas nas atividades
enzimatica, biolégicas e farmacolégicas da PLA2 de C. d. cascavella pelo
tratamento com diferentes flavondides escolhidos por nossos colaborado-
res. As férmulas estruturais dos flavonéides estudados (quercetina, rutina,
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morina e naringina) sdo apresentadas na figura 3.1.
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Figura 3.1: Férmulas estruturais dos flavonoides estudados.

Como outros flavonodides, quercetina, rutina, morina e naringina apre-
sentam uma combinacao de multiplas hidroxilas substituindo um esque-
leto basico de anéis contendo um grupo cetona e, nos casos da rutina e
naringina, uma por¢ao glicosidica [109]. Estudos de relagdes estrutura-
atividade com flavono6ides demonstraram que as atividades antioxidantes
e de inibicdo enzimatica estao relacionadas com a posicéo, quantidade e
natureza dos grupos substituintes, estado de oxidacao destas moléculas
e presenca de glicosilagédo [106].

O efeito do tratamento da fosfolipase A2 purificada do veneno de
Crotalus durissus cascavella com os flavondides quercetina, rutina, mo-
rina e naringina, sobre diversas propriedades desta macromolécula (en-
zimatica, miotoxica, neurotdxica, de agregacao plaquetaria, formacgao de
edema e bactericida), foi avaliado por colaboradores em diversos experi-
mentos. Nestes estudos foi observado que o tratamento quimico da PLA2
com os flavondides levou a uma alteragcao significativa das capacidades
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catalitica, miot6xica, neurotoxica, de agregacao plaquetaria e bactericida.
Porém, nao foi verificada apreciavel modificacdo da capacidade inflama-
toria desta enzima pela formagéo de edema em patas de ratos. Adicional-
mente, andlises das modificacdes quimicas induzidas por estes flavondi-
des nos residuos de aminoacidos mostraram que este tratamento quimico
modificou, predominantemente, os residuos aromaticos (triptofanos, feni-
lalaninas e tirosinas) e histidinas [104].

Com finalidade de também avaliar os efeitos deste tratamento sobre a
estrutura tridimensional da PLA2 de C. d. cascavella, iniciamos uma série
de caracterizacbes em solucdo, especialmente através das técnicas de
Dicroismo Circular e SAXS, devido as dificuldades na cristalizacao desta
proteina antes e apo6s o tratamento com os flavondides. Na realidade,
focamos nossos estudos nos efeitos do tratamento sobre a estrutura da
PLA2 com o flavondide naringina devido, principalmente, as quantidades
disponiveis destes compostos. E importante salientar que este tratamento
foi realizado por nossos colaboradores seguindo 0 mesmo protocolo pre-
viamente publicado para o flavonéide morina [104]. Neste procedimento,
apos a incubagao da fosfolipase A2 com a naringina, a solucao resultante
foi carregada em uma coluna cromatografica de fase reversa que permi-
tiu recuperar o flavondide utilizado e a PLA2 modificada por sua acao
(sPLA2-Nar). Assim, as amostras desta ultima utilizadas nos experimen-
tos de caracterizacdo estrutural correspondem a PLA2 modificada mas
livre do flavonoide utilizado no seu tratamento.

3.1.2 — Objetivos especificos

Realizar a caracterizacao estrutural em solucao, através das técnicas
de Dicroismo Circular e SAXS, da PLA2 de Crotalus durissus cascavella
antes e apos seu tratamento com o flavonéide naringina, com finalidade
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de avaliar os efeitos deste tratamento na estrutura e propriedades enzima-
tica, biolégicas e farmacoldgicas desta fosfolipase. Para alcancar estes
objetivos as seguintes etapas foram realizadas:

 Caracterizacao por Dicroismo Circular da estrutura secundaria desta
fosfolipase A2 nativa e apds o tratamento com naringina;

» Caracterizagdo da sua estrutura tridimensional por Espalhamento de
Raios X a Baixos Angulos antes e apés o tratamento com o flavo-
néide;

» Modelagem estrutural por homologia para esta PLA2 e predicao de
sua estrutura secundaria;

 Estabelecimento das correlacdes entre os modelos de SAXS e o
tratamento da fosfolipase com a naringina;

* Interpretacao dos resultados obtidos com base nas alteracOes das
propriedades bioquimicas observadas por nossos colaboradores.

3.1.3 — Caracterizacao estrutural em solucao

Uma primeira caracterizacao estrutural em solucéo foi realizada por
Dicroismo Circular (CD) para a proteina PLA2 de C. d. cascavella, na-
tiva (PLA2) e tratada com naringina (PLA2-Nar), em tamp&o de fosfato de
sédio 10 mM, pH 7,4. Nesta condicao foi observada uma consideravel
diminuicdo do sinal de CD para a proteina apds o tratamento com este
flavondide, figura 3.2.

Os resultados de CD indicam que a PLA2, apds o tratamento, ainda
exibe elementos de estrutura secundaria, embora seja evidente a dimi-
nuicdo do sinal correspondente a estes. No caso de fosfolipases A2,
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— PLA nativa (sPLA2)
— PLA tratada com naringina (sPLA2-Nar)

Ae (miligraus mol” cm™)
o
1

|
240 250

| | | | |
190 200 210 220 230
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Figura 3.2: Espectros de CD obtidos para a fosfolipase A2 de Crotalus durissus
cascavella nativa (PLA2) e apés o tratamento com naringina (PLA2-Nar). Os es-
pectros foram subtraidos dos respectivos tampdes e devidamente normalizados
pela concentracdo das amostras e caminho éptico.
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hélices-a sao os principais elementos de estrutura secundaria, sendo res-
ponsaveis pela formacado de um motivo estrutural chamado canal hidro-
fobico que é ocupado pela cadeia acila do substrato e que contem os
residuos cataliticos [110]. Apesar da modificagdo do sinal de CD para
a proteina apés o tratamento com naringina acreditamos que a integri-
dade estrutural desta enzima seja mantida, principalmente pela estabi-
lidade conferida pelo sistema de sete pontes dissulfeto intramoleculares
caracteristico de fosfolipases do tipo Il [111]. Além disso, € importante
ressaltar que a diminui¢cao do sinal de Dicroismo Circular ndo decorre da
atenuacdo da intensidade da radiacao pela presenga de moléculas livres
de naringina na solugcdo da proteina porque estas foram removidas por
cromatografia ap6s a modificacao estrutural da PLA2.

Com objetivo de avaliar o efeito deste flavonéide na estrutura terciaria
da proteina PLA2, procedemos a sua caracterizacdo por Espalhamento
de Raios X a Baixos Angulos. Apés coletarmos os dados de SAXS para
esta proteina, antes e apds o tratamento com naringina, no Laboraté-
rio Nacional de Luz Sincrotron mediante a proposta de pesquisa D11A-
SAXS1-5366 (Estudos da influéncia de flavonéides na dimerizagao e ativi-
dades da PLA2 de C. d. cascavella utilizando SAXS), iniciamos seus pro-
cessamentos. As curvas de espalhamento para a proteina nativa (PLA2)
e tratada (PLA2-Nar), com suas funcdes de distribuicdo de distancias as-
sociadas, analise de Guinier e Kratky plot, sao apresentadas na figura 3.3.
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Figura 3.3: Dados de SAXS para a proteina PLA2 de C. d. cascavella antes do tratamento com a naringina (em
azul, ~4 mg/mL) e apés o tratamento (em cinza, ~7 mg/mL). a) curvas de espalhamento experimental. b) analise
da regiao de Guinier (Guinier plot).
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3.1 PLA2 de Crotalus durissus cascavella

A andlise de Guinier exibe um comportamento linear tipico de mono-
dispersidade, como esperado para sistemas sem a formacao de agrega-
dos, dentro do intervalo de 0,026 A~! < q < 0,056 A~ em ambos o0s casos
(PLA2 e PLA2-Nar). Os valores de raio de giro (R,) 23 A e 24 A foram
calculados através da aproximacao de Guinier para a PLA2 e PLA2-Nar,
respectivamente. Estes valores também foram obtidos a partir das p(r)
calculadas pelo programa GNOM: 22 A para a PLA2 e 23 A para a PLA2-
Nar, que estdo em acordo com aqueles derivados do grafico de Guinier.
E importante salientar que os erros destas medidas no foram estimados
em decorréncia das dificuldades técnicas de fazé-lo para detectores do
tipo CCD, como foi o caso do detector MarCCD utilizado na coleta destes
dados.

A determinacdo da massa molecular com a ferramenta SAXS MoW
indicou que ambas PLA2 e PLA2-Nar comportam-se em solu¢do como
dimeros nas concentra¢des avaliadas, com uma massa molecular média
de ~28 kDa, enquanto a massa molecular calculada a partir da sequéncia
de aminoécidos utilizando a ferramenta ProtParam disponivel no Expasy
[112] é 28,9 kDa. Estudos espectroscépicos e de eletroforese para outras
fosfolipases de venenos de serpentes tém demonstrado que a configu-
racdo dimérica para estas proteinas em solucdo é um fenémeno comum
[113, 114]. Além disso, tanto para a fosfolipase A2 nativa quanto para a
tratada com naringina, o Kratky plot exibe um maximo caracteristico de
proteinas enoveladas e o formato da funcao de distribuicdo de distancias
indica que nos dois casos as proteinas apresentam forma prolata.

Os modelos de baixa resolucao, recuperados dos dados de espalha-
mento, apresentaram uma forma alongada, como esperada pelo formato
assimétrico da p(r), correspondente a um dimero. Para interpretar tais en-
velopes, diversos modelos cristalograficos de PLA2s com duas molécu-
las na ASU foram superpostos, incluindo aqueles formados ap6és aplica-
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3.1 PLA2 de Crotalus durissus cascavella

cao de operacgdes de simetria correspondentes a cada grupo de espaco,
gerando diferentes possiveis configuracdes para estes dimeros. Usando
o programa CRYSOL para comparar as intensidades do espalhamento
experimental e as intensidades computadas para estes modelos, a me-
nor discrepéancia foi encontrada para o dimero formado pelas cadeias A
e E do modelo cristalografico da agkistrodotoxina, obtida do veneno de
Agkistrodon halys pallas (cédigo PDB: 1BJJ) [115]. Adicionalmente, ana-
lises de interfaces proteicas utilizando o servidor PISA (Protein Interfa-
ces, Surfaces and Assemblies service, http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/
prot_int/pistart.html) [116] sugeriu que o dimero, formado pelas ca-
deias A e E desta proteina, é estavel em solucao, apresentando a se-
gunda maior energia de Gibbs de dissociacdo, Ay,.G = 6,7 kcal/mol, en-
tre todos os arranjos diméricos para as cadeias do modelo cristalografico
desta toxina.

Com finalidade de identificar a possivel regido de interagdo e na au-
séncia de cristais, 0 que inviabilizou a obtencao de modelos cristalografi-
cos, realizamos estudos de modelagem por homologia utilizando o ser-
vidor SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org//SWISS-MODEL.
html) [117] e predicdo dos elementos de estrutura secundaria pela sub-
missdo online da sequéncia de aminodcidos da PLA2 de C. d. cascavella
ao servidor PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) [14]. Os
elementos de estrutura secundaria preditos foram utilizados na interpre-
tacdo do modelo gerado por homologia e na identificagdo da possivel re-
gido de interacao do flavondide. De acordo com os estudos de Dicroismo
Circular e com os resultados da andlise de aminoacidos, realizada por
nossos colaboradores, para a PLA2 antes e ap0s o tratamento com narin-
gina, analises estas que indicaram que o flavonoide modificou principal-
mente os residuos de aminoacidos aromaticos (triptofanos, fenilalaninas
e tirosinas) e histidinas, € provavel que a naringina tenha atuado predomi-
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nantemente na por¢ao do canal hidrofébico com a maior concentragéo de
diferentes aminoacidos aromaticos e onde estdo presentes as duas uni-
cas histidinas da sequéncia de aminoacidos da PLA2 de C. d. cascavella,
figura 3.4.

O modelo gerado por homologia através do servidor SWISS-MODEL
foi construido tendo como base a estrutura cristalografica da crotoxina B
obtida do veneno de Crotalus durissus terrificus (cédigo PDB: 2QOG, ca-
deia C) [118] que apresenta 90 % de identidade sequencial com a PLA2
de Crotalus durissus cascavella avaliada. De acordo com a predi¢cdo da
estrutura secundaria, o modelo de homologia apresenta o0s mesmos mo-
tivos estruturais de outras fosfolipases A2: asa-( (5-wing), canal hidro-
fobico (hydrophobic channel), alga de Ca?™ (Ca** binding loop) e regido
C-terminal [110], sugerindo ainda que a naringina interagiu com a por-
cao do canal hidrofébico (mostrada como uma superficie transparente na
figura figura 3.4) da PLA2 de C. d. cascavella, proxima ao N-terminal e
asa-[.

Finalmente, o modelo gerado por homologia no servidor SWISS-
MODEL foi superposto a cada cadeia polipeptidica do dimero correspon-
dente as cadeias A e E da agkistrodotoxina, com o objetivo de avaliar
as possiveis alteragcdes bioquimicas e estruturais provocadas pelo tra-
tamento com naringina. Esta nova configuracdo dimérica, construida in
silico para o modelo da PLA2 de C. d. cascavella, foi utilizada na inter-
pretacdo dos modelos de baixa resolu¢do. Os envelopes de SAXS para a
PLA2 e PLA2-Nar superposta ao modelo dimerico construido in silico sao
apresentados na figura 3.5.

43



3.1 PLA2 de Crotalus durissus cascavella

-terminal

cont: 1111103133333333330333333333-3033333133333333333333333323303933232300000
Pred: (D —ND

Pred: CHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCHHHHHCCCCCCCCCCEEEEEECC
AA: HLLQFNKMIKFETRRNAIPFYAFYGCYCGWGGRGRPKDATDRCCIVHDCCYEKLAKCNTKWDFYRYSLRSG

10 20 30 40 50 60 70
e O e i e Legend:
_ = hélices
EEEECCCCHHEHHHHHHHHHHHEHHHHCHHHHCHEHCCCCHHHCCCCCCCC —
YFQCGKGTWCEQQICECDRVAAECLRRSLSTYRYGYMIYPDSRCRGPSETC = folhas
80 90 100 110 120 = desordenadas

Figura 3.4: Representacdo em cartoon do modelo de homologia da PLA2 de
C. d. cascavella e elementos de estrutura secundaria (E, folhas-3; H, hélices-«;
C, regides desordenadas) preditos pelo servidor PSIPRED. Os residuos de ami-
noacidos aroméaticos e histidinas sdo apresentados no modelo estrutural (feni-
lalaninas em rosa, tirosinas em laranja, triptofanos em amarelo e histidinas em
vermelho), juntamente com a regido com a maior concentracao destes diferentes
aminodcidos destacada em uma superficie transparente. A figura do modelo ge-
rado por homologia foi preparada usando o programa PyMOL (DeLano Scientific,
San Carlos, CA, http://www.pymol.org).
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Figura 3.5: Modelos de SAXS para a fosfolipase A2 de Crotalus durissus cascavella antes (superficie de contorno
em azul) e ap6s o tratamento com naringina (superficie de contorno em cinza) superpostos ao modelo dimérico
construido in silico. Este ultimo é apresentado em cartoon incluindo a provavel regiao de interagao do flavondide
(Phe em rosa, Tyr em laranja, Trp em amarelo e His em vermelho) em destaque. Estes residuos de aminoéacidos
destacados correspondem aqueles identificados como possivel sitio de interagdo da naringina no modelo por
homologia. Os envelopes sdo apresentados em trés diferentes orientagées para uma melhor visualizagdo. A
figura foi preparada usando o programa PyMOL (DeLano Scientific, San Carlos, CA, http://www.pymol.org).
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Duas configuracdes principais sao reportadas na literatura para mo-
delos cristalograficos de dimeros de fosfolipases A2: uma conformacéao
estendida, mantida por interagdes entre grupos polares das regides de
hélice-a do N-terminal e da Asa-/3 de cada monémero, e uma organizacao
dimérica compacta, na qual os canais hidrofébicos das moléculas estao
em contato [119, 120], embora somente a conformacdo compacta tenha
sido observada anteriormente em solucao [121]. Os modelos de baixa re-
solugao, obtidos em nossos estudos, apresentam uma nova configuracao
alongada para dimeros de PLA2s nunca antes observada em solucéo.

E interessante notar ainda que os envelopes de SAXS para a PLA2-
Nar, em cinza, sao diferentes dos modelos de baixa resolucdo para a
proteina nativa. Tentativas de interpretar esse dobramento observado no
envelope de SAXS para a proteina apds o tratamento com naringina fo-
ram realizadas por modelagem de corpo rigido, com o programa SASREF
[122], e docking flexivel, com o programa SITUS [123], porém as duas
abordagens nao apresentaram resultados melhores que a interpretacao
destes modelos com a mesma configuracao original das cadeias polipep-
tidicas A e E do modelo cristalografico da agkistrodotoxina, também uti-
lizada na interpretacédo do envelope correspondente a PLA2 nativa, con-
forme apresentado na figura. 3.5. De acordo com estes modelos, o trata-
mento da PLA2 com o flavonéide induziu mudanca conformacional entre
as unidades que compdem o dimero em solucédo, sendo que esta mu-
danca conformacional parece estar diretamente relacionada com a mo-
dificacdo quimica dos residuos de aminoacidos aromaticos e histidinas
componentes do canal hidrofébico desta proteina.

Além de conter a maioria dos residuos de aminoacidos aromaticos e
as duas unicas histidinas da fosfolipase A2 de C. d. cascavella, o canal
hidrofébico € também a regido molecular onde a catélise ocorre. Os resi-
duos que participam no mecanismo catalitico sdo amplamente conserva-

46
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dos, His47 e Asp89 na sequéncia de aminoacidos da PLA2 de Crotalus
durissus cascavella, sendo a histidina na posicao 47 da sequéncia de ami-
noacidos um dos provaveis residuos modificados pela acao da naringina.
Deste modo, as modificagdes quimicas e estruturais na regido enzimatica
da fosfolipase A2 estudada devem ser as principais razdes da inibicdo da
atividade enzimatica desta proteina.

A reducéo das fungbes miotdxica, neurotdxica, de agregacéo plaque-
taria e bactericida da PLA2 de C. d. cascavella parecem estar diretamente
relacionadas com a atividade enzimatica desta proteina, de modo que as
alteragdes na maquinaria catalitica da PLA2 resultaram na perda das pro-
priedades bioldgicas e algumas farmacolégicas, particularmente na ativi-
dade bactericida, dependente da capacidade de degradagao de fosfoli-
pidios constituintes da membrana celular, enquanto as outras atividades
farmacoldgicas devem estar relacionadas com a formacao de produtos da
catalise que atuam como iniciadores de diferentes processos.

Os resultados das caracterizagcdes bioquimicas, estruturais e dos
efeitos do tratamento do flavondide naringina na estrutura da PLA2 de
Crotalus durissus cascavella foram organizados na forma de um artigo
cientifico sob titulo provisério “Effects of naringin on the structure and
pharmacological activities of the neurotoxic sPLAZ2 from Crotalus durissus
cascavella’ que sera submetido para publicacdo em breve.

3.1.4 — Conclusoes parciais

Nesta etapa dos trabalhos realizamos a caracterizacao estrutural, em
solucao, de uma fosfolipase A2 purificada do veneno da serpente Crotalus
durissus cascavella através das técnicas de Dicroismo Circular e SAXS,
antes e apos o tratamento com o flavonoéide naringina. Os modelos de
SAXS obtidos apresentaram uma configuracao inédita para dimeros de
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3.2 PLA2 de Bothrops jararacussu

fosfolipases A2 em solucdo. Para interpretar tais resultados realizamos
estudos de modelagem molecular por homologia e buscas no PDB de
modelos cristalograficos diméricos para PLA2s, em diferentes configura-
¢bes. Estes modelos permitiram identificar o possivel sitio de interagéo
da naringina que, provavelmente, induziu uma modificagdo conformacio-
nal no dimero da PLA2 em solucdo. De acordo com nossos resultados,
a modificagdo quimica nesta enzima atingiu alguns residuos do sitio ativo
e presentes no canal hidrofébico desta proteina. A alteracéo da atividade
enzimatica parece ser a principal razao para a mudanca das atividades
farmacoldgicas e bioldgica desta interessante macromolécula.

3.2 — PLA2 de Bothrops jararacussu

A toxina BjVIIl é uma nova isoforma de PLA2 composta de uma cadeia
polipeptidica com 121 aminoécidos (~13,7 kDa) e presente no veneno da
serpente Bothrops jararacussu. Esta proteina foi extraida da mesma fra-
cao cromatografica do veneno [114] na qual vérias isoformas de PLA2,
chamadas Bothropstoxina | (Bthtx-1), também foram obtidas [124, 125].
Estas proteinas s&o conhecidas por Lys49 fosfolipases A2 (Lys49-PLA2)
porque apresentam uma lisina na posicao 49 da sequéncia de aminoaci-
dos que, acredita-se, esta relacionada com a baixa atividade catalitica ob-
servada para esta classe de enzimas. Além de outras hipéteses, a falta de
atividade hidrolitica apreciavel para estas Lys49-PLA2s tem sido atribuida
a presenca do grupo amina desta lisina na posicao normalmente ocupada
pelo cofator Ca?* em fosfolipases A2 enzimaticamente ativas, PLA2s com
um acido aspartico na posicao 49 (Asp49-PLA2) [113, 126, 127, 128, 129].

Uma segunda proposicao para esta baixa atividade de Lys49-PLA2s
diz respeito a uma hidrélise incompleta dos fosfolipidios na qual a falha da
liberacdo dos produtos, com a consequente manutencdo de moléculas no
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sitio ativo, leva a inibicao desta enzima apdés os primeiros ciclos de cata-
lise [130]. Estudos in vitro com estas enzimas purificadas de venenos tém
sido criticados pela possivel presencga de tragos de Asp49-PLA2s sufici-
entes para apresentar a atividade enzimdtica observada [131], de modo
que a baixa atividade catalitica de Lys49-PLA2s seria consequéncia de
tal contaminacao. No entanto, utilizando proteinas recombinantes onde o
risco de contaminagdo com Asp49-PLA2s é eliminado a hipbtese de que
Lys49-PLA2s sdo minimamente ativas parece ser confirmada [131]. A
baixa atividade apresentada por estas enzimas é ainda mais enigmatica
ja que ambas Lys49- e Asp49-PLA2s possuem uma maquinaria catalitica
altamente conservada, incluindo os importantes residuos do sitio ativo
[113, 126, 127, 132, 133].

3.2.1 — Agregacao plaquetaria atipica

Mais interessante que qualquer outro aspecto, a toxina BjVIIl apre-
senta uma propriedade de agregacao plaquetaria completamente Unica
para o grupo de fosfolipases A2 minimamente ativas de venenos de ser-
pentes do género Bothrops. Esta enzima é capaz de induzir agrega-
cao plaquetaria tipica de Asp49-PLA2s, por exemplo, Bthtx-1l [134]. Esta
propriedade incomum de induzir agregacao plaquetéaria por Lys49-PLA2s
apresenta novo paradoxo aparente entre atividade catalitica e agregacao
plaquetéria.

Diversos componentes de venenos de serpentes s&o caracterizados
por apresentar propriedades de agregacao plaquetaria [135, 136], in-
cluindo algumas serino proteases com atividade trombina-/ike [137], al-
guns componentes ndo enzimaticos como lectinas tipo C e metaloprotei-
nases/desintegrinas [138]. Fosfolipases A2 sdo também conhecidas por
sua habilidade de gerar lisofosfolipidios bioativos que atuam como fatores
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de ativacao de agregacao plaquetaria [139, 140, 141]. Os lisofosfolipi-
dios mediadores de agregacao plaquetaria mais conhecidos sao carac-
terizados por um esqueleto glicerol ou esfingosina com uma cadeia de
acido graxo e um grupo fosfato: acido lisofosfatidico (LPA) e esfingosina-
1-fosfato (S1P), respectivamente [140]. Estes lisofosfolipidios ativam di-
versos grupos de receptores acoplados a proteina G (G-protein-coupled
receptors, GPCRs) [142] apresentando um impacto particular em fungées
celulares como ativagdo de agregacgao plaquetaria, em crescimento de
canceres e metastase, sendo o LPA um dos mais importantes e ampla-
mente estudados fosfolipidios mensageiros [140, 143, 144].

3.2.2 — Objetivos especificos

Realizar a caracterizagéo cristalogréfica da toxina BjVIII de Bothrops
jararacussu, com intuito de investigar as possiveis razdes para a propri-
edade de agregacao plaquetaria atipica apresentada por esta proteina.
Para alcancar estes objetivos as seguintes etapas foram realizadas:

+ Cristalizac&o da proteina BjVIll isolada do veneno de B. jararacussu;

* Realizagdo dos experimentos de difracdo de Raios X para os mono-
cristais obtidos;

* Resolucéo e refinamento da estrutura da proteina BjVIlI para os da-
dos de Cristalografia coletados;

* |dentificacao das relacdes entre os modelos estruturais de alta reso-
lugcéo e as atividades apresentadas por esta nova isoforma de PLA2;

* Analises complementares dos modelos que ajudassem no melhor
entendimento das fung¢des apresentadas por esta intrigante biomo-
lécula.

50



3.2 PLA2 de Bothrops jararacussu

3.2.3 — Modelos cristalograficos

Para melhor compreender a propriedade de agregacéao plaquetaria ati-
pica apresentada pela BjVIIlI e as caracteristicas estruturais que podem
estar relacionadas com esta atividade iniciamos os estudos cristalogra-
ficos desta proteina. Apoés identificar condi¢des iniciais de cristalizagéo
através do método da matriz esparsa [38] pequenos cristais foram encon-
trados na condicao numero 40 do Crystallization Basic kit (0,1 M citrato de
sédio, pH 5,6, 20 % v/v de 2-propanol e 20 % m/v de PEG 4.000) e nimero
26 do Crystallization Extension kit (0,1 M MES, pH 6,5, 0,2 M de sulfato
de aménio e 30 % m/v PEG MME 5.000). Estas condi¢des de cristali-
zacao iniciais foram refinadas (grid screens) e permitiram a obtencao de
monocristais, apropriados para a coleta de dados, com duas morfologias
diferentes. A primeira forma cristalina foi obtida numa solugdo contendo
0,1 M citrato de sdodio, pH 8,5, 20 % v/v de 2-propanol e 18 % m/v PEG
4.000, enquanto a segunda numa solucao formada por 0,1 de MES, pH
8,0, 0,2 M sulfato de aménio e 28 % m/v de PEG MME 5.000. Os cristais
em ambas solu¢des cresceram em aproximadamente duas semanas e,
apds caracterizagao cristalogréfica inicial, foram identificados como per-
tencentes a dois grupos de espaco distintos: um ortorrébmbico (P2,2,2,) e
outro trigonal (P3,21), figura 3.6.

De posse dos monocristais obtidos, dados de difracdo de Raios X fo-
ram adquiridos no LNLS mediante a proposta de pesquisa DO3B-MX1-
6352 (Coleta de dados de cristais de Bthtx-I nativa e tratada com cuma-
rina hidrofilica), ap6s estabelecer uma condicao de crioprotecao para a
solucdo em que os cristais foram formados. As solucdes de cristalizagdo
dos cristais de BjVIlI foi adicionado 20 % de etilenoglicol como agente cri-
oprotetor. Os dados de difracao foram coletados usando uma faixa de os-
cilacao de 1° e 0,4° para os cristais que foram em seguida caracterizados
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a) b)

Figura 3.6: Cristais tipicos da proteina BjVIIl obtidos usando o método da gota
suspensa. a) cristal correspondente ao grupo de espaco P2;2,2;. b) forma cris-
talina correspondente ao grupo de espago P3;21. As imagens foram adquiridas
utilizando luz polarizada.

como pertencentes aos grupos de espaco P2,2,2; (a = 48,4 A b=653A
ec=843A)e P3;21 (a=b=557Aec=127,9 A), respectivamente,
figura 3.7.

Os dois conjuntos coletados apresentaram boas estatisticas como re-
sultado do processo de reducdo de dados. A completeza, fracdo dos
dados coletados em relacéo ao total esperado teoricamente, e a multiplici-
dade, numero de vezes que uma reflexao foi medida, obtidas para os dois
conjuntos de dados foram satisfatorias. As razdes intensidade/erro obti-
das, I/o(l), apresentaram valores maiores que o valor tipico de ~2 usado
na definicao da resolugdo maxima de um conjunto de dados, mesmo para
a faixa de maior resolucdo. Os valores de R,,.., obtidos também estéo
dentro das faixas de valores tipicos para dados de proteinas, entre ~2 %
e 35 %. Através da andlise do coeficiente de Matthews [145] foi possivel
identificar duas moléculas como contetido da unidade assimétrica para
ambas formas cristalinas.
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Figura 3.7: Imagens de difragdo dos cristais de BjVIIl. a) imagem adquirida com
1° de oscilagéo e circulos de resolugdo desenhados em 2,0 A, 2,7 A, 4,0 A, 8,0 A
para o cristal pertencente ao grupo de espaco P2:2:2;. b) imagem adquirida com
0,4° de oscilagdo e circulos de resolugdo desenhados em 1,9 A, 25 A, 37 A e
7.4 A para o cristal pertencente ao grupo de espacgo P3:21. Uma expanséo da
regido de maior resolugéo, incluindo os pontos de difragéo (spots) com seus
respectivos indices hkl, também é apresentada.
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As estruturas da BjVIII nos dois grupos de espacgo foram encontradas
por substituicdo molecular com o programa AMoRe utilizando como mo-
delo de busca a estrutura cristalografica resolvida a 2,2 A de resolucéo
da proteina BnSP-7 de veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis (c6digo
PDB: 1PAQ) [146]. Esta proteina possui uma identidade sequencial de
98 % e uma similaridade de 99 % com a sequéncia de aminoacidos da
BjVIIl. Esta caracterizagao preliminar foi devidamente publicada no artigo
cientifico intitulado “Purification and Preliminary Crystallographic Analysis
of a New Lys49-PLA2 from B. Jararacussu” [114].

Apds o refinamento estrutural, os modelos finais para cada grupo de
espacgo consistem de duas moléculas de BjVIIlI formando homodimeros
com aproximadamente 300 moléculas de agua cada. O refinamento con-
vergiu para valores de Ry, iguais a 19,7 % € 17,3 % (Rjree = 26,5 % €
23,8 %) para 19.790 e 18.090 reflexbes, numa regido de resolugéo de
45,16-1,83 A e 38,91-1,98 A, para os modelos nos grupos de espaco
P3,21 e P2,2,2,, respectivamente, tabela 3.1.

Apoés o refinamento das estruturas mencionadas, os modelos finais
apresentam boa estereoquimica geral com pequenos valores de RMSD
(desvio quadratico médio residual) para comprimentos e angulos de liga-
¢ao, e um valor de B-fator médio da ordem de 20. Estes valores de B-fator
correspondem aos fatores de temperatura residuais que serdao deposita-
dos dessa forma, incluindo os tensores de cada grupo de TLS definido no
refinamento, para os modelos da BjVIIl e demais proteinas caracterizadas
nesta tese.

A sequéncia de aminoacidos da BjVIIlI determinada por nossos cola-
boradores foi modificada apds interpretacao dos mapas de densidade ele-
trénica (2F,-F. e F,-F.) durante o estagio de refinamento estrutural. As
posicdes 36 e 55 na sequéncia de aminoacidos da BjVIII foi inicialmente
identificada como glicina e valina, respectivamente, mas apos diversos ci-
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Tabela 3.1: Estatisticas dos processamentos dos dados de difragdo da BjVIII.

Forma cristalina Ortorrbmbica Trigonal
Estatisticas da coleta de dados

A (A) 1,425 1,425
Grupo de espaco P2:2:2 P3,21
Parametros de cela unitéria

a (A) 48,4 55,7

b (A) 65,3 55,7

¢ (A) 84,3 127,9

Regido de resolugao (A)

N° de reflexbes Unicas
Completeza (%)
Multiplicidade

o (I)

Runerge (%)

Vs (A% Da™t)

Conteldo de solvente (%)

Estatisticas do refinamento
N° de reflexdes no refinamento

Rfactor (o/o)
Rtree (%)

N° de moléculas de solvente

Fator de temperatura médio

RMSD para comprimentos de ligagdo (A)
RMSD para angulos de ligagao (°)
Grafico de Ramachandran

Regides mais favorecidas (%)

Regides adicionalmente permitidas (%)

Outiliers (%)

38,91-1,98 (2,10-1,98)
19.116 (2.226)

96,5 (78,6)

7,2 (6,5)

20,0 (4,6)

7.9 (35,4)

2.44

49,69

18.090
17,3
23,8
276
20,6
0,022
2,278

98,5
1,5
0,0

45,16-1,83 (2,00-1,83)
20.906 (2.525)

97,2 (81,8)

5,0 (4,6)

22,5 (6,4)

4,9 (17,7)

2.10

41,53

19.790
19,7
26,5
317
22,4
0,023
2,208

99,5
0,5
0,0

Os valores em parénteses referem-se a uUltima camada de resolugéo. O valor de Ry,.ce
foi calculado para 5 % das reflexdes que nao foram incluidas no refinamento.
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clos de refinamento foi observada a presencga inequivoca de uma serina
na posicao 36 (Ser36) e uma leucina na posicao 55 (Leu55). A estrutura
primaria da BjVIII € muito parecida com as outras diferentes isoformas de
Bthtx-1, variando de 97 % a 99 % em termos de identidade sequencial,
sendo a mutacao Lys36 para Ser36 na BjVIII aguela mais marcante en-
tre as diversas isoformas de Bthtx-l. Superposi¢des estruturais entre as
quatro cadeias da BjVIll e os diferentes modelos de Bthtx-1 com enfoque
nesta mutagéo especifica ndo adicionaram nenhuma informagéo substan-
cial que tornasse possivel o entendimento da propriedade de agregacao
plaquetaria apresentada por esta nova Lys49-PLA2.

Um interessante padrdo de moléculas de dgua mostrando uma distri-
buicao pentagonal altamente organizada foi observada envolvendo a re-
giao externa do canal hidrofébico dos modelos finais da BjVIII, figura 3.8.
A razao mais provavel para tais formacdes é a ocorréncia de nucleos de
gelo cristalino [147] através da formagéo de um sistema de ligagdes de hi-
drogénio entre as moléculas de agua e os residuos de aminoacidos numa
regido da superficie proteica relativamente plana. Interessantemente este
fendmeno ja foi demonstrado numa superficie altamente plana de cobre
(110) [148]. O mesmo comportamento também foi observado numa re-
gido hidrofdbica na proteina crambina, onde foi sugerido que tais molécu-
las de agua neste arranjo pentagonal estao relacionadas com o processo
de enovelamento desta proteina [149].

3.2.4 — Fator de agregacao plaquetaria inesperado no
sitio ativo
A densidade eletrénica nos mapas de Fourier 2F,-F . é continua e bem

definida para ambos mon6meros na ASU dos dois grupos de espaco es-
tudados. Para nossa surpresa, identificamos uma densidade eletrénica
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Figura 3.8: a) Moléculas de agua pentagonalmente arranjadas no modelo cris-
talogréafico da BjVIIl no grupo de espaco P3,21. b) P2,2:2;. c¢) Diagrama em
estéreo das moléculas encontradas na porcao externa do canal hidrofébico da
BjVIll (cadeia B) no grupo de espago P2;2:2;. O diagrama foi preparado com o
programa PyMOL (DeLano Scientific, San Carlos, CA, http://www.pymol.org).
Os valores apresentados para as distancias estdo em angstroms.

57



3.2 PLA2 de Bothrops jararacussu

nao esperada préxima aos residuos que compdem o sitio ativo da BjVIII
em ambas as formas cristalinas, que foi modelada como um lisofosfolipi-
dio baseando nos possiveis produtos da reagdo enzimatica e nos efeitos
observados para esta nova isoforma de Lys49-PLA2, figura 3.9.

Figura 3.9: Representacdo em estéreo dos mapas de densidade eletronica
2F,-F¢c (1,0 0, em azul) e Fo-F. (3,0 o, em vermelho) incluindo a molécula de
acido lisofosfatidico modelada (c6digo PDB para ligantes: HHG) e residuos de
aminoacidos 3,0 A ao redor deste lisofosfolipidio correspondentes & cadeia B da
BjVIII no grupo de espago P3;21. As moléculas de agua foram omitidas para
uma melhor clareza. A figura foi preparada com o programa PyMOL (DelLano
Scientific, San Carlos, CA, http://www.pymol.org).

O aparecimento de densidades eletrénicas ndo esperadas em mode-
los cristalograficos de PLA2s ndo € fenbmeno incomum. Em outras es-
truturas cristalograficas densidades similares foram interpretadas como
moléculas de acidos graxos provavelmente advindas de um processo ine-
ficiente de liberacao dos produtos da catalise [130, 131], sendo atribuido
a estas espécies o efeito de inibidores enzimaticos, o que explicaria a
baixa atividade catalitica observada para Lys49-PLA2s. No entanto, nos-
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sos dados apresentam pela primeira vez um lisofosfolipideo ligado a uma
PLA2.

Além de apresentar esta densidade eletronica interpretada como uma
molécula de acido lisofosfatidico, duas cadeias polipeptidicas (cadeias A
e B) e diversos ligantes utilizados como componentes das solugbes de
cristalizacdo (ions sulfato, ions citrato, etilenoglicol e 2-propanol) foram
modelados nas estruturas finais, figura 3.10.

Os modelos cristalograficos da BjVIII obtidos apds o refinamento es-
trutural apresentam as mesmas caracteristicas observadas para outras
PLA2s: um N-terminal de hélice-a («1), um segmento relativamente longo
na forma de uma alca correspondente ao sitio de ligacao de calcio (alga
de Ca?"), um par de hélices-a paralelas relativamente longas (a2 e a3)
que junto com a a1 compdéem o canal hidrofébico, e uma asa-g for-
mada por duas fitas antiparalelas [126, 110]. Todos estes elementos
estdo amarrados num sistema de sete pontes dissulfeto intramolecula-
res [111]. A superposi¢do estrutural utilizando o servidor SuperPose
(http://wishart.biology.ualberta.ca/SuperPose/) [150] de cada uma
das quatro cadeias polipeptidicas modeladas juntamente com as molécu-
las do lisofosfolipidio apresentou pequena diferenca estrutural para algu-
mas por¢des das cadeias proteicas e conformacdes alternativas para o
ligante, figura 3.11.

As maiores diferencas entre as posicdées dos Ca foram observadas
para os segmentos compostos pelos residuos de aminodacidos 30-31 (Alga
de Ca?*), 76-78 (loop) e 108-114 (C-terminal). Comparando os fatores
de temperatura médio para estes segmentos, 27,3 e 26,5 nos grupos de
espaco P3;21 and P2,2,2;, respectivamente, com aqueles para a cadeia
polipeptidica completa, 22,4 e 20,6 nos mesmos grupos de espacgo, a vari-
acao estrutural observada parece ser predominantemente consequéncia
da maior flexibilidade destas regides. No entanto, analises do empaco-
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Figura 3.10: Contetidos das ASUs dos modelos cristalograficos obtidos para a pro-
teina BjVIIl. a) ASU da BjVIIl no grupo de espago P3,21 apresentando as moléculas
do 4cido lisofosfatidico (HHG® e HHGP) e ions sulfato (SO4%) provenientes do tam-
pao de cristalizacdo. b) conteddo da ASU no grupo de espago P2,2,2; apresentando
além das moléculas do &cido lisofosfatidico, moléculas de isopropanol (IPAF e IPAF),
ions citrato (FLC“ e FLC) e molécula de etilenoglicol (EDO’) provenientes do tam-
pao de cristalizagdo. As respectivas cadeias dos ligantes sdo apresentadas sobres-
critas aos codigos de trés letras. Os elementos de estrutura secundéria dos modelos
sdo apresentados em diferentes cores: hélices-a (vermelho), folhas-5 (amarelo) e loops
(verde). A figura foi preparada com o programa PyMOL (DeLano Scientific, San Carlos,
CA, http://www.pymol.org).
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Figura 3.11: Superposicéo estrutural dos modelos cristalograficos da BjVIIl. a) su-
perposicéo de cada uma das quatro cadeias da BjVIIl nos dois diferentes grupos de es-
pago e moléculas de lisofosfolipidios. Os motivos estruturais também sdo apresentados:
Asa-$3 e Alga de Ca?*. Regides estruturais com valores de RMSD > 1,0 entre os carbo-
nos alfa (Ca) das diferentes cadeias estdo destacados em cinza. A figura foi preparada
com o programa PyMOL (DeLano Scientific, San Carlos, CA, http://www.pymol.org)
usando um esquema de cores para estrutura secundaria: hélices-a (vermelho), folhas-3
(amarelo) e loops (verde). b) Gréafico do desvio quadratico médio por nimero do residuo
calculado pelo servidor SuperPose para as quatro cadeias proteicas.
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tamento cristalino mostraram que o deslocamento mais pronunciado ob-
servado para os residuos 108-114 é consequéncia de uma orientacao
especial dos residuos His111 e Leu112 da cadeia B da BjVIII no grupo de
espaco P3,21, figura 3.12.

De acordo com estas analises fica claro que as diferengas mais pro-
nunciadas entre os modelos cristalograficos da BjVIll sdo consequéncia
do empacotamento cristalino e da flexibilidade de algumas regiées da ca-
deia polipeptidica. Alguns pesquisadores tém atribuido tais variagdes no
C-terminal como a provavel razao para algumas das diversas proprieda-
des farmacoldgicas observadas para PLA2s [151, 152, 153], o que néo
parece ser o caso da proteina BjVIIl avaliada em nossos trabalhos.

Uma caracterizacao bioquimica extensiva da propriedade de agrega-
cao plaquetéria apresentada pela toxina BjVIII ja foi publicada [114]. Neste
trabalho foi demonstrado que de forma similar a outras Lys49-PLAZs, tais
como Prix-1, Prix-Il [154] e Bthtx-1 [155], a proteina BjVIIl ndo apresenta
uma atividade enzimatica significativa, porém, ao mesmo tempo, somente
a BjVIIl apresenta atividade de agregacao plaquetaria tipica de fosfolipa-
ses enzimaticamente ativas, Asp49-PLA2s, como a toxina Bthtx-II [134].
Seguindo este raciocinio foi especulado em nosso primeiro trabalho que a
existéncia de regides moleculares, diferentes do sitio ativo, seriam respon-
saveis, pelo menos parcialmente, por esta atividade farmacoldgica atipica
para Lys49-PLA2s. No entanto, apds a obtencdo dos modelos finais para
a BjVIII tornou-se evidente que a presenga da molécula de lisofosfolipidio
na regido do sitio ativo deve ser a principal razao para esta propriedade,
ao invés das pequenas variagdes estruturais observadas nos modelos da
BjVIII e das mutacdes entre esta e as outras isoformas de Bthtx-I.

A molécula de lisofosfolipidio modelada no sitio ativo da toxina BjVIII foi
identificada por comparacgéo visual através de varias buscas por ligantes
nos servidores Hic-Up [156, 157, 158] (http://xray.bmc.uu.se/hicup/)
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Figura 3.12: Representacdo do empacotamento cristalino da BjVIIlI no grupo
de espago P3;21 mostrando uma molécula gerada por simetria (em cinza) que
estabiliza uma conformacéao alternativa de parte do C-terminal da cadeia B,
principalmente através de interacdes hidrofdbicas entre os residuos His111 e
Leu112 com os residuos do canal hidrofébico da molécula simétrica. A figura
foi preparada com o programa PyMOL (DelLano Scientific, San Carlos, CA,
http://www.pymol.org) usando um esquema de cores para estrutura secun-
daria aplicada a ASU da BjVIII no grupo de espaco P3,21: hélices-a (vermelho),
folhas-G (amarelo) e loops (verde). Esta unidade assimétrica € a mesma apre-
sentada na figura 3.10 a), porém numa outra orientacao para falicilitar a visuali-
zacao da interagao dos residuos His111 e Leu112 com a molécula simétrica (em
cinza).
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e Ligand Expo [159] (http://ligand-expo.rcsb.org/). A densidade ele-
trénica continua observada no canal hidrofébico foi melhor interpretada
como uma molécula do acido lisofosfatidico 1-monohexanoil-2-hidroxi-sn-
glicero-3-fosfato (cédigo PDB para ligantes: HHG). Porém apds uma série
de ciclos de refinamento observou-se que este ligante apresenta uma ocu-
pancia de 80 % para cada cadeia polipeptidica de cada forma cristalina. A
escolha desta molécula de LPA foi feita baseando na melhor interpretacao
dos mapas de densidade eletrdnica, implicagdes bioquimicas e interacdes
proteina-ligante estabelecidas, figura 3.13.

Produtos da catalise de fosfolipidios por PLA2s, como acido aracd6-
nico e lisofosfolipidios, sdo conhecidos ativadores de agregacgéo plaque-
taria [134, 139, 140, 141, 160]. Desse modo, considerando estas pos-
sibilidades e a interpretacdo da densidade eletrbnica inesperada, acre-
ditamos que a propriedade de agregacéao plaquetaria atipica apresentada
pela BjVIIl advém da liberag&o do acido lisofosfatidico ocluso no sitio ativo
como consequéncia de uma falha na sua liberagdo. Além das interacdes
hidrofébicas entre a porcao acila do LPA e residuos de aminoacidos do
canal hidrofébico da BjVIIl, as ligacées de hidrogénio que estabilizam o
grupo fosfato e o esqueleto de glicerol devem ser rompidas no processo
de liberagdo desta molécula. Uma possibilidade é que mudancas confor-
macionais na enzima em solucéo, consequentes do meio, permitam essa
liberacéo.

Os resultados da obtencdo dos modelos cristalograficos da BjVIIl in-
cluindo suas correlacbes com a atividade farmacol6gica observada foram
organizados na forma de um artigo cientifico sob titulo provisério “Crys-
tallography and bioinformatics in the study of platelet aggregation and the
enzymatic and myotoxic activities of BjVIIl: a new PLAZ2 Bthtx-I-like iso-
form” que sera submetido para publicacdo brevemente.
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Figura 3.13: Diagrama esquematico do sitio ativo apresentando as ligagdes de
hidrogénio que estabilizam a molécula de lisofosfolipidio no canal hidrofobico da
BjVIII no grupo de espago P3,21. a) cadeia B. b) cadeia A. A representagéo di-
agramatica foi preparada baseando-se nas interacdes identificadas pelo servidor
PISA.
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3.2.5 — Conclusoes parciais

A nova isoforma de Lys49-PLA2 isolada do veneno de Bothrops
Jjararacussu e nomeada BjVIll foi cristalizada em duas formas cristalinas
diferentes. Dados de difracdo de Raios X foram coletados para os mono-
cristais obtidos permitindo a resolucao da estrutura desta toxina em dois
diferentes grupos de espaco. Os modelos cristalogréaficos finais apresen-
taram estatisticas adequadas e as principais caracteristicas estruturais
comuns a outras fosfolipases A2. Um interessante padrao de moléculas
de agua pentagonalmente organizadas foi observado na superficie ex-
terna do canal hidrofébico de cada uma das cadeias polipeptidicas mode-
las. Pequenas variagdes estruturais foram observadas para os residuos
de aminoacidos, porém nao revelaram as razbes para a propriedade de
agregacao plaquetaria atipica observada para a BjVIIl. Na realidade, a
existéncia de uma densidade eletrénica ndao esperada no sitio ativo desta
enzima interpretada como uma molécula de &cido lisofosfatidico é a expli-
cacao mais provavel para esta atividade farmacoldgica. A partir de nossos
estudos e de outros pesquisadores parece que a ancoragem-liberacao de
produtos da catdlise, e possivelmente de outros componentes quimicos
presentes no veneno de serpentes, constitui um possivel mecanismo auxi-
liar no exercicio da ampla gama de funcdes farmacolégicas apresentadas
por estas intrigantes biomoléculas atuando como carregadores molecula-
res.

3.3 — PLA2 de Crotalus durissus terrificus

Nos ultimos anos alguns de nossos colaboradores isolaram trés iso-
formas de PLA2 a partir do veneno de uma outra serpente crotélica cha-
mada Crotalus durissus terrificus. Essas isoformas foram denominadas
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F15, F16 e F17 [161, 162]. Apesar de estar presente no mesmo ve-
neno, a isoforma F17 exibe caracteristicas diversas das outras duas, tais
como elevada atividade bactericida e efeitos anticoagulantes [161]. Estu-
dos cristalograficos com estas trés isoformas foram iniciados com o intuito
de investigar as caracteristicas estruturais que podem conferir proprieda-
des diferentes para estas PLAZ2s; porém, estes estudos ndo avangcaram
para as isoformas F15 e F16 devido as dificuldades na cristalizag&do des-
tas duas.

3.3.1 — Objetivos especificos

Realizar a caracterizacao cristalografica das isoformas F15, F16 e F17
da serpente Crotalus durissus terrificus, visando identificar as possiveis
razdes estruturais para as diferentes fungdes apresentadas por estas pro-
teinas presentes no mesmo veneno. Na tentativa de alcancar estes obje-
tivos as seguintes etapas foram realizadas:

» Ensaios de cristalizagdo das proteinas F15, F16 e F17 isoladas do
veneno de C. d. terrificus;

* Realizacdo dos experimentos de difracdo de Raios X para os mono-
cristais obtidos;

* Realizacao dos processamentos para os dados de Cristalografia co-
letados.

3.3.2 — Caracterizacao cristalografica preliminar

Diversos ensaios de cristalizacao foram realizados para as isoformas
F15, F16 e F17 purificadas do veneno de Crotalus durissus terrificus utili-
zando kits de cristalizagao apropriados (Crystallization Basic kit € Crystal-
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lization Extension kit). Indicios de cristais para a proteina F17 foram en-
contrados na condigdo numero 35 do Crystallization Extension kit formada
por 0,1 M HEPES, pH 7,5 e 70 % v/v 2-metil-2,4-pentanediol (MPD); po-
rém, ndo foram observadas formagdes cristalinas para as isoformas F15 e
F16, mesmo apds experimentos de cristalizacao em diferentes temperatu-
ras e concentragoes das proteinas. Deste modo, demos prosseguimento
apenas aos estudos cristalograficos com a enzima F17.

Apos realizar o refinamento da condicdo de cristalizag&o inicial pela
variacao do pH do tampéao e das quantidades de MPD, monocristais para
a isoforma F17 foram obtidos numa solucdo de HEPES 0,1 M, pH 8,2 e
62 % de MPD, figura 3.14.

Figura 3.14: Cristal tipico de F17 obtido apds os refinamentos das condicdes
de cristalizacdo. A imagem foi adquirida utilizando luz polarizada.

Os experimentos de difragcdo de Raios X para o cristal de F17 foram
realizados no LNLS mediante as propostas de pesquisa D0O3B-MX1-6101
(Estudos cristalograficos da isoforma F17 de C. d. terrificus) e DO3B-MX1-
6347 (Coleta de dados de cristais da isoforma F17 de C. d. terrificus).
Como a solugéo de cristalizagdo ja continha 62 % de MPD, substancia
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que atua como crioprotetor nesta quantidade, nao foi necessaria a adicao
de nenhum outro reagente para crioprotecao dos cristais; assim, o cristal
selecionado foi retirado da solugcdo méae e exposto diretamente ao feixe
de Raios X sob fluxo de nitrogénio gasoso. Um conjunto de dados com
139 imagens foi coletado utilizando uma varredura de 1° de oscilagdo. O
padrdo de difracdo correspondente ao cristal de F17 € apresentado na
figura 3.15.

2,6

«(1,-2,31)
0,-1,29) \

Figura 3.15: Padréo de difragao da proteina F17 com circulos de resolugéo de-
senhadosem 10,4 A, 5,2 A, 3,5 A e 2,6 A. Também é apresentada uma expansao
da regido de maior resolucgéao incluindo os indices hk/ dos spots de difracao.

Durante o processamento dos dados, na etapa de indexacéo, verifica-
mos uma série de possibilidades de grupos de espaco provaveis. Este
conjunto de possibilidades foi reduzido avaliando as condi¢des de refle-
xao para cada possibilidade e as reflexdes observadas para o conjunto
de dados. Empregando o programa POINTLESS [59] o grupo de espaco
mais provavel foi determinado como sendo P3,21 com parametros de rede
a=b=641Aec=952A
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A andlise do coeficiente de Matthews [145] sugeriu uma ambiguidade
de numero de coépias de F17 como conteudo da ASU (1 molécula/ASU:
Vi = 3,89 A3 Da! e 68,39 % de solvente ou 2 moléculas/ASU: V,, =
1,94 A3 Da! e 36,79 % de solvente). Uma forma de resolver esta ambi-
guidade é através da utilizacdo de funcdes de auto-rotagdo que sao ob-
tidas pela rotacdo de fungdes de Patterson até que a funcéo original e a
resultante atinjam uma coincidéncia maxima [163]. As func¢des de Pat-
terson sao particularmente interessantes porque podem ser calculadas
sem informacgao de fases, utilizando apenas as intensidades obtidas no
experimento de difragdo. Essas fungbes séo visualizadas em termos de
mapas com picos correspondentes aos vetores interatdbmicos na estrutura
do cristal [164].

Na construcdao dos mapas de auto-rotacao € necessario, inicialmente,
definir a orientagdo do sistema em termos de um eixo de rotacao e de
angulos sobre este eixo. Este sistema de eixos e angulos pode ser defi-
nido por diferentes convencodes, sendo a descricdo em termos de angulos
polares (k, w € ¢) uma das mais Uteis pela facilidade de visualizagdo das
rotacdes existentes através de uma projecéo estereografica dos maximos
da funcdo de auto-rotacdo em sec¢des para diferentes valores do angulo
x [165]. Uma outra convencao particularmente importante para o calculo
da chamada funcao de rotacao rapida [166] é a descricao em termos de
angulos de Euler (a, 5 e 7).

Para a solu¢cdo da ambiguidade do numero de moléculas que com-
pdem a ASU do cristal de F17 funcbes de auto-rotacao foram calculadas
utilizando o programa POLARRFN [88] que permitiu a identificacao, além
dos picos relacionados aos eixos cristalograficos do grupo de espaco
P3,21, de picos correspondentes aos eixos de rotacao de ordem 2 (secao
x = 180°) que relacionam duas moléculas da ASU através de uma simetria
nao-cristalografica (noncrystallographic symmetry, NCS), figura 3.16.
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Figura 3.16: Representagdo gréafica das fungdes de auto-rotacdo calculadas pelo programa POLARRFN.
a) se¢ao = 120° com pico correspondente ao eixo cristalografico de ordem 3. b) seg¢édo x = 180° com picos
correspondentes aos eixos cristalograficos de ordem 2 e eixos de simetria nao cristalografica (noncrystallographic
symmetry, NCS) que relacionam as duas moléculas conteudo da ASU. As fungbes de auto-rotagéo foram calcu-
ladas usando os dados na regido de 15 A a 4 A e raio de integragéo de 30 A.
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Nas duas secbes da funcdo de auto-rotagao apresentadas, 0s picos
mais intensos (100 %) sao gerados pelos eixos cristalograficos. O pico
na secao ~ = 120° com coordenadas polares w = 0° e ¢ = 0° corresponde
ao eixo cristalografico de ordem 3, enquanto na sec¢ao ~ = 180° os picos
(w,0) = (90°,0°), (90°,60°) e (90°,120°) representam os trés eixos crista-
lograficos de ordem 2. Os picos correspondentes aos eixos de simetria
néo-cristalografica de ordem 2, indicativos da presenca de duas molécu-
las de F17 na ASU do cristal, apresentaram valores iguais a 64 % da
origem e foram observados na se¢ao ~ = 180° com coordenadas polares
(w,0) = (90°,30°), (90°,90°) e (90°,150°).

Os principais resultados do processo de reducédo dos dados cristalo-
graficos da F17, suas estatisticas e parametros da coleta de dados séo
apresentados na tabela 3.2.

Uma solugéo preliminar para a estrutura da F17 foi encontrada através
do método de substituicdo molecular, utilizando o procedimento automa-
tico implementado no programa MrBUMP. Os programas FASTA [167] e
PROBCONS [168] foram utilizados na localizagdo do modelo de busca,
o programa MOLREP [94] para a substituicao molecular e o programa
REFMACS5 [78] para a avaliagdo das possiveis solugdes e calculo das
fases iniciais. O melhor modelo de busca foi preparado pelo programa
CHAINSAW [169] utilizando o 1° colocado (codigo PDB: 1BJJ, cadeia
F) [115] na pesquisa de alinhamento sequencial, esse modelo apresenta
uma identidade sequencial de 76 % e o mesmo tamanho da F17 (122
aminodcidos). Apos 30 ciclos de refinamento realizados na avaliagdo da
solucao de substituicdo molecular para um modelo de polialanina os valo-
res de Ryacior € Ryree Obtidos foram 42.4 % and 48.9 %, respectivamente.
As duas cadeias polipeptidicas, conteudo da ASU do cristal de F17, apre-
sentam uma configuracao similar aquela observada para outras fosfolipa-
ses A2, em particular a proteina BjVIIl também caracterizada nesta tese.
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Tabela 3.2: Parametros do cristal de F17 e estatisticas dos processamentos.

Forma cristalina Trigonal

A (A) 1,425
Grupo de espaco P3,21
Parametros de cela unitaria

a (A) 64,1

b (A) 64,1

c (A) 95,1

Regido de resolugdo (A) 95,35-2,95 (3,11-2,95)
N° de reflexes Unicas 5.083 (724)
Completeza (%) 99,9 (100,0)
Multiplicidade 7,7 (8,0)

o (l) 23,3 (4,5)
Rimerge (%) 6,7 (44,6)
Vur (A3 Da™) 1,94

Conteudo de solvente (%) 36,79

Os valores em parénteses referem-se a ultima camada de resolugéo.

Além disso, mapas de auto-rotacdo foram avaliados para os fatores de
estrutura calculados a partir do modelo de coordenadas atémicas da F17
obtido como solugao, apresentando os mesmos picos de NCS observados
nos mapas gerados para os fatores de estrutura experimentais.

Embora esta solugao preliminar tenha sido obtida, os dados cristalo-
graficos apresentam uma razodvel anisotropia, a qual tem dificultado o
refinamento estrutural. Além disso, é importante ressaltar que tanto a so-
lucéo estrutural quanto as fun¢des de auto-rotacdo foram obtidas para o
conjunto de dados indexado no grupo de espacgo P3,21 e, como nao foi
possivel avangar com o refinamento estrutural, ndo podemos descartar a
possibilidade do grupo de espaco estar definido incorretamente. Porém,
ao mesmo tempo, realizamos diversas tentativas de faseamento com os
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dados em outros grupos de espaco possiveis para os quais também nao
foi obtida nenhuma outra solucéo até o presente momento.

3.3.3 — Conclusoes parciais

Trés isoformas isoladas do veneno da serpente Crotalus durissus
terrificus foram submetidas a ensaios de cristalizacao, resultando na ob-
tencdo de monocristais somente para a proteina F17. Estes cristais difra-
taram a uma resolugdo maxima de 2,95 A, porém os dados apresentaram
uma consideravel anisotropia. Mesmo com esta e outras dificuldades,
durante o processamento dos dados foi possivel obter uma solugéo pre-
liminar da estrutura desta proteina no grupo de espaco P3,21 para duas
moléculas como conteudo da ASU. Devido as dificuldades encontradas
durante o refinamento estrutural, acreditamos que a identificagédo de no-
vas condicbes de cristalizacdo seja a melhor saida para a obtencéo de
um modelo estrutural da F17 que possa ser devidamente validado e util
ao entendimento de suas fungdes diferenciadas.
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Capitulo 4

Aldose Redutases de semente
de milho

Aldose redutases (ARs, EC 1.1.1.21) tém sido extensivamente estu-
dadas em humanos e em modelos animais [170], principalmente devido
a sua relagao com o desenvolvimento de complicacdes diabéticas, como
nefropatias, neuropatias e retinopatias [171, 172]. Estas complicacdes
surgem devido as elevadas quantidades de glicose acumuladas que sao
resultantes de hiperglicemias. Esta glicose em excesso é convertida em
sorbitol pelas ARs de mamiferos, afetando a retina, nervos periféricos e
0s rins, por ser o sorbitol extremamente toxico as células destes tecidos
[173, 174]. Na tentativa de minimizar estas complica¢ées, diversos ini-
bidores de aldose redutases vém sendo estudados; no entanto, devido
a elevada ocorréncia de efeitos colaterais, muitos candidatos a farmacos
nao sao aprovados [175, 176].

Diferentemente das ARs encontradas em tecidos humanos, acredita-
se que a presencga de uma aldose redutase no endosperma e outra iden-
tificada no embrido em determinados estagios do desenvolvimento da
semente de milho, figura 4.1, esteja relacionada com o metabolismo de
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sorbitol [177].

Endosperma

A
Embrido

|
X '. L I'Jlil‘ i

Figura 4.1: Representacdo esquematica de uma semente de milho com indica-
¢bes para o endosperma e embriao.

A enzima aldose redutase de semente de milho € uma proteina mem-
bro da superfamilia aldo-ceto redutase (aldo-keto reductase, AKR), que
é formada por proteinas monoméricas (~35 kDa) do tipo («a/3)s-barril e
que, em geral, usam NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
na forma reduzida) como cofator enzimatico para catalisar a reducéo de
glicose e outros agucares aos seus respectivos alcoois derivados [178],
numa reacao que envolve a transferéncia de um ion hidreto do carbono
C4 do NADPH, que se converte a NADP™ (nicotinamida adenina dinucle-
otideo fosfato na forma oxidada), e a doagdo de um préton de um dos
residuos de aminodcidos da enzima [179].
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4.1 — Metabolismo de sorbitol e detoxificacao

Além de catalisar inUmeras reacdes de reducdo de compostos car-
bonilicos aos seus correspondentes alcoois, aldose redutases também
atuam como catalisadores em reacdes reversas de oxidacdo, como € o
caso das ARs de semente de milho. Em experimentos in vitro foi verifi-
cado a inexisténcia de atividade catalitica para conversdo de glicose em
sorbitol, atividade esta extremamente importante para ARs humanas; no
entanto, a reacao reversa de oxidacao de sorbitol a glicose foi observada
para a AR de semente de milho [177]. Como as sementes de milho ndo
acumulam sorbitol em grandes quantidades [180], tem sido sugerido que
o sorbitol pode ser um intermediario na biossintese de amido quando ARs
estdo presentes catalisando a conversao de sorbitol para glicose [181].

A especificidade de substratos é determinada por regiées altamente
flexiveis (loops) presentes na cavidade de abertura do (a/3)s-barril [182].
Devido a elevada plasticidade desta regiao, uma série de substratos, entre
eles aldeidos, cetonas, monossacarideos, cetoesterdides e prostaglandi-
nas [178], sao convertidos pela agéo catalitica de ARs. A ampla gama de
substratos para diversas ARs torna dificil atribuir funcao especifica a estas
enzimas nos diferentes tecidos e organismos. Em alguns casos, essa ca-
pacidade de catalisar a conversdo de multiplos substratos é associada ao
alivio do estresse quimico (detoxificacdo) provocado pela presenca destas
espécies [183, 184]. A diminuicado do estresse osmotico também tem sido
associada a agao de algumas aldose redutases que metabolizam acucar
[185].

Também sao reportados estudos em que estas enzimas atuam em
processos metabdlicos ndo associados a situacdes de estresse, como no
caso do metabolismo de hormédnios esterdides [186] e prostaglandinas
[187], em processos associados a diversas funcdes celulares vitais em
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mamiferos, incluindo proliferacao e diferenciacao celulares [188]. No en-
tanto, o fator chave para a preferéncia por determinado substrato parece
estar mais provavelmente relacionado com as condi¢ées do meio onde
estas enzimas sao expressas e que substratos estdo em contato com as
mesmas [189].

4.2 — AR do endosperma

Recentemente, as propriedades enzimaticas da proteina recombi-
nante AR do endosperma da semente de milho (AKR4C7) foram investiga-
das com objetivo de identificar seus possiveis alvos quimicos e provaveis
funcdes celulares [177]. Neste trabalho foi verificado que, além de exibir
atividade tipica de aldo-ceto redutases, catalisando a reducédo do subs-
trato padréo para esta classe de enzimas, DL-gliceraldeido, AKR4C7 tam-
bém é capaz de oxidar o D-sorbitol a D-glicose na presenca de NADP;
porém, nao foi verificada atividade catalitica apreciavel para a reducao
de D-glicose a D-sorbitol utilizando o cofator enzimatico NADPH, apesar
de ter sido observada uma acentuada atividade para outros agucares e
alcoois, entre eles, D-xilitol, D-ribose, D-xilose e D-arabinose. Esta carac-
teristica constitui a primeira observacao de uma provavel atuacéo de ARs
no metabolismo de sorbitol.

Os valores da constante enzimatica de Michaelis-Menten (K,,,) obser-
vados para a atividade da AKR4C7 frente ao sorbitol foram altos (valores
em mM), mas similares aos valores de K, da atividade da AR humana
frente a glicose (> 100 mM) [190]. Os niveis de acucar endégeno sao tipi-
camente muito maiores em plantas que em animais; no entanto, mesmo
utilizando solucbes saturadas de glicose nos ensaios enzimaticos com
a AR de milho, nao foi detectada atividade enzimatica. A direcao desta
reacdo in vivo também depende da relacdo NADP*/NADPH, que pode
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4.2 AR do endosperma

apresentar diferentes gradientes nos diversos tecidos de plantas.

4.2.1 — Objetivos especificos

Realizar a caracterizagcao cristalografica da proteina aldose redutase
do endosperma de milho (AKR4C7) livre (apoenzima), em conjunto com
seus cofatores enzimaticos (NADPH e NADP*) e em complexos terna-
rios, com o intuito de avaliar as caracteristicas estruturais relacionadas
com sua provavel participagdo no metabolismo de sorbitol e acimulo de
amido na semente, bem como auxiliar na identificagéo de diferencas fun-
cionais em relacdao a homéloga humana. Para tal as seguintes etapas
foram realizadas:

« Cristalizacdo da apoenzima AKR4C7, complexos com os cofatores
enzimaticos (NADPH ou NADP*) e complexos ternarios com analo-
gos de substratos;

* Realizacao de coletas de dados de difracdo de Raios X para os mo-
nocristais obtidos;

* Resolugéo das estruturas de alta resolugdo para os dados cristalo-
graficos coletados;

* Realizacdo de andlises estruturais comparativas dos modelos obti-
dos e com modelos de ARs de outros organismos, principalmente
humana;

» Andlises complementares visando compreender a atividade diferen-
ciada da AKR4C7 frente ao sorbitol.
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4.2 AR do endosperma

4.2.2 — Modelos estruturais

Estudos cristalograficos da apoenzima AKR4C7 foram iniciados com
objetivo de obter modelos estruturais de alta resolugdao que podem ajudar
na compreensao dos mecanismos de funcionamento da AR do endos-
perma de milho e a sua provavel participacdo na biossintese de amido
neste tecido.

Condicoes iniciais de cristalizacao para esta proteina ja haviam sido
identificadas previamente em estudos realizados pelo aluno de mestrado
Eduardo Kiyota do IQ/UNICAMP, também orientado pelo Prof. Ricardo
Aparicio. Diferentes cristais na forma de pequenas agulhas e placas foram
observados nas condi¢cdes numeros 9, 18 e 22 do Crystallization Basic kit
e numeros 22, 26 e 38 do Crystallization Extension kit para proteinas.

Apéds a identificacdo destas condi¢cdes iniciais de cristalizacao, reali-
zamos o refinamento das mesmas visando obter monocristais adequados
aos experimentos de difracdo. Diversos experimentos de refinamento das
condicoes de cristalizacdo foram realizados, porém nenhum monocristal
foi obtido como resultado. Na tentativa de obter estes monocristais tam-
bém lancamos mao da técnica de seeding, na qual gotas de cristalizacao
com a concentracao da proteina reduzida pela metade foram semeadas,
e utilizamos aditivos, em geral pequenas moléculas e alguns detergen-
tes. Mesmo apos todos estes experimentos somente cristais na forma de
placas que cresceram em conjunto em ~2 semanas foram observadas,
figura 4.2.

Estes cristais foram obtidos numa solucao consistindo de 0,1 M TRIS-
nitrato, pH 6,5, 26 % m/v PEG 4.000 e 0,2 M acetato de sédio correspon-
dente a condigdo numero 22 do Crystallization Basic Kit. Apds a quebra
e separacdo manual de uma das placas, o cristal foi exposto ao feixe de
Raios X utilizando um suplemento de 15 % v/v de etilenoglicol como con-
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4.2 AR do endosperma

Figura 4.2: Cristais tipicos de AR que cresceram em forma de placas. As
dimensdes maximas das placas sdao ~400 x 200 x 50 um. A foto foi adquirida
utilizando luz polarizada.

dicdo de crioprotegéo.

Um conjunto de dados de difragdo, a uma resolucdo maxima de 2,0 A,
foi coletado no LNLS mediante a proposta de pesquisa D03B-MX1-6344
(Caracterizacao e coleta de dados de cristais de aldose redutase de mi-
Iho em duas formas cristalinas). Numa segunda oportunidade, coletamos
dados na linha MX2 e conseguimos obter um conjunto a uma resolugcao
méaxima de 1,45 A. Porém, devido ao elevado espalhamento difuso dos
Raios X em baixa resolucéo (elevado background), decorrente do maior
tempo de exposigdo usado na aquisi¢ao das reflexdes de maior resolucgao,
o conjunto de dados foi coletado em duas etapas: foi feita uma aquisicao
das imagens de difracdo a uma resolucdo maxima de 1,45 A (alta resolu-
cdo, 189 imagens) e em seguida a uma resolugdo maxima de 4,0 A (baixa
resolucdo, 43 imagens), figura 4.3.

Ap6s o processo de reducdo de dados o cristal apresentado na
figura 4.2 foi identificado como pertencente ao grupo de espaco P2,2:2,
com parametros de rede a = 48,2 A, b = 56,0 A e ¢ = 103,3 A. Em se-
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4.2 AR do endosperma

Figura 4.3: Imagens de difragdo do cristal de AKR4C7. a) imagem adquirida
com 0,7° de oscilacao correspondente ao conjunto de imagens de alta resolugao.
Uma expanséao da regido com elevado background também é apresentada com
contraste adequado, mostrando os pontos de difracdo que também foram cole-
tados. b) imagem adquirida com 4° de oscilagdo correspondente ao conjunto de
imagens de baixa resolugéao.
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4.2 AR do endosperma

guida, o problema das fases foi resolvido através do método da substi-
tuicdo molecular utilizando o procedimento automatizado implementado
no programa MrBUMP. Um artigo descrevendo a cristalizagdo da AR do
endosperma de milho, processamentos e os detalhes da solugao da es-
trutura ja foi publicado no artigo cientifico intitulado “Crystallization and
preliminary X-ray diffraction analysis of maize aldose reductase” [191].

O modelo final da apoenzima AKR4C7 apresenta o motivo (a/3)s-barril
caracteristico das proteinas membro da superfamilia AKR, como sugerido
pelo préprio nome, formado por oito folhas beta (3;-35) e oito hélices alfa
(a1-ag) que sdo intercaladas por loops. Aléem desses elementos de estru-
tura secundaria regularmente dispostos, existem duas hélices alfa auxili-
ares (H; e H,), uma precedendo a «; € outra apés a ag, figura 4.4.

O modelo final consiste de uma molécula da proteina na ASU apre-
sentando o motivo («/)s-barril caracteristico das proteinas membro da
superfamilia AKR e 346 moléculas de dgua. O refinamento convergiu para
valores de Ryuctor € Ryree iguais a 16,6 % e 20,0 %, respectivamente, para
um total de 49.709 reflexdes numa regido de resolucdo de 49,21-1,45 A,
tabela 4.1.

O modelo apresenta boa estereoquimica geral com valores de RMSD
de 0,028 A e 2,285° para comprimentos e angulos de ligagao, respectiva-
mente, e um valor de B-fator médio para todos os atomos de 18,4. Além
das aguas e dos 263 residuos de aminoacidos modelados, de um total
de 310 equivalentes a cadeia polipeptidica da AKR4C7, seis moléculas
correspondentes a ligantes provenientes da solugao de cristalizacao fo-
ram modeladas, entre elas estdo cinco moléculas de etilenoglicol (cédigo
PDB para ligantes: EDO) e uma molécula para o anion nitrato (co6digo
PDB para ligantes: NO3). Aqueles residuos de aminoacidos ndo modela-
dos correspondem a metionina N-terminal (Met1), e os loops His83-His84,
Arg115-Phe132 e Arg285-Leu310 (C-terminal).
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4.2 AR do endosperma

Figura 4.4: Representacdo em cartoon do motivo (a/3)s-barril caracteristico da
superfamilia AKR. Figura preparada com o programa PyMOL (DelLano Scientific,
http://www.pymol.org) usando um esquema de cores para estrutura secunda-
ria: hélices-a (vermelho), folhas-3 (amarelo) e loops (verde).
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4.2 AR do endosperma

Tabela 4.1: Estatisticas dos processamentos dos dados da AKR4C?7.

Forma cristalina Ortorrémbica

Estatisticas da coleta de dados

A (A) 1,425

Grupo de espaco P2:2124
Parametros de cela unitéria

a (A) 48,2

b (A) 56,0

c (A 103,3

Regido de resolucdo (A) 49,21-1,45 (1,53-1,45)
N° de reflexdes Unicas 49.709 (7.011)
Completeza (%) 98,8 (97,1)
Multiplicidade 5,2 (4,9)

o (l) 13,8 (2,8)
Rinerge (%) 7,3 (41,2)

Vs (A% Da™t) 2,15
Conteldo de solvente (%) 42,34

Estatisticas do refinamento

Ractor (%) 16,6
Rtree (%) 20,0
N° de residuos de aminoacidos 263
N° de moléculas de solvente 346
Fator de temperatura médio 18,4
RMSD para comprimentos de ligagdo (A) 0,028
RMSD para angulos de ligacao (°) 2,285
Gréfico de Ramachandran

Regides mais favorecidas (%) 92,9

Regides adicionalmente permitidas (%) 7,1
Ouitiliers (%) 0,0

Os valores em parénteses referem-se a uUltima camada de resolugéo. O valor de Ry,.ce
foi calculado para 5 % das reflexdes que nao foram incluidas no refinamento.
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4.2 AR do endosperma

Além do modelo estrutural para a apoenzima, trabalhamos no sen-
tido de obter modelos estruturais de alta resolucdo para complexos
formados entre a AKR4C7 e seus cofatores enzimaticos (NADPH ou
NADPT) e complexos ternarios entre a AKR4C7, um cofator e substra-
tos/analogos de substratos, entre eles sorbitol, glicose, glicose-6-fosfato
(G6P) e sorbitol-6-fosfato (S6P), visando adquirir mais informacao estrutu-
ral que possa ajudar no entendimento da atividade catalitica da AKR4C7
de endosperma de milho.

Uma primeira tentativa neste sentido foi realizada através de expe-
rimentos de soaking, com cristais da proteina nativa e o posterior ba-
nho dos mesmos em solu¢des saturadas dos cofatores (NAPDH ou
NADP*) e/ou substratos/analogos de substratos. Apds o banho dos cris-
tais da apoenzima nas solu¢cdes mencionadas, a maioria destes apresen-
taram rachaduras ou foram dissolvidos na solugdo do banho. Por isso,
na sequéncia dos trabalhos, decidimos empregar a abordagem de co-
cristalizacao para a obtencdo dos complexos. Nestes experimentos os
cofatores e ligantes foram incubados com a proteina ainda em solucéo e,
em seguida, tentamos cristalizar o complexo previamente formado.

Os ensaios de co-cristalizacao foram realizados com a AKR4C7 na
concentracao de ~9 mg/mL, solucdes dos cofatores (NADPH ou NADP™)
50 mM e solugdes dos substratos/analogos de substratos (sorbitol, gli-
cose, G6P e S6P) 1 M. Para cada combinagédo de possiveis complexos,
foram preparadas placas de cristalizacdo empregando as condigbes de
cristalizacao previamente conhecidas para a apoenzima, com pequenas
variacoes: 0,1 M TRIS-nitrato, pH 6,0, 22 % m/v PEG 4.000 e 0,1 M ace-
tato de sédio. Em aproximadamente dois meses monocristais para dife-
rentes condi¢des de co-cristalizagao foram formados, figura 4.5.
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Figura 4.5: Melhores resultados dos ensaios de co-cristalizacdo para a AKR4C7 com seus
cofatores e substratos/andlogos de substratos. Possiveis complexos: a) AKR4C7+NADPH,
b) AKR4C7+NADP*, ¢) AKR4C7+NADPH+glicose, d) AKR4C7+NADPH-+sorbitol, e) AKR4C7+NADP*+G6P
e f) AKR4C7+NADP*+sorbitol. Os cristais apresentam dimensdes maximas entre ~100-300 yum. As fotos

apresentadas foram adquiridas utilizando luz polarizada.
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4.2 AR do endosperma

Pelo menos um monocristal de cada uma das condicbes de co-
cristalizagdo foi testado no gerador de Raios X do tipo Anodo Rotatério
(GAR) do LNLS. Estes testes permitiram verificar que os cristais forma-
dos eram realmente cristais de proteina e ndo do sal utilizado na solucao
de cristalizacao, e que os cristais apresentaram qualidade adequada aos
experimentos de difracdo de Raios X. A coleta de dados foi realizada na
linha W01B-MX2 do LNLS mediante a proposta de pesquisa na modali-
dade Fast track (Caracterizagao cristalografica de complexos da enzima
Aldose Redutase de Milho).

Apds os experimentos de difracdo de Raios X e processamentos preli-
minares verificamos que nao foram formados complexos ternérios. A ndo
ligacdo dos substratos/analogos de substratos ndo é um resultado ines-
perado ja que € muito provavel que mesmo no estado cristalino a enzima
tenha catalisado a reacao destas espécies aos seus respectivos produtos
e estes, por sua vez, tenham sido eliminados do sitio ativo. Infelizmente,
mesmo no caso dos analogos fosfatados parece que o0 mesmo evento
ocorreu.

Devido a consideravel dificuldade na obtencdo de complexos terna-
rios da AKR4C7, realizamos um estagio no York Structural Laboratory
(YSBL, The University of York, York - Inglaterra) sob orientacdo do Prof.
Garib Murshudov, no periodo de maio a setembro de 2009 com bolsa
PDEE/CAPES, objetivando o aprendizado de técnicas que permitissem
contornar esse problema. Varios métodos biofisicos [192, 193, 194], en-
tre eles Calorimetria de Titulacado Isotérmica [195] e Espectroscopia Dife-
rencial no UV/VIS [196], foram empregados na analise da formacao dos
complexos ternarios em solucéo, para que somente apds a comprovacao
da existéncia dos mesmos realizassemos 0s ensaios de cristaliza¢ao; po-
réem, esta abordagem também n&o apresentou sucesso, principalmente
devido a interferéncia dos cofatores enzimaticos NADPH e NADP+ em
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tais métodos.

Ainda durante o estagio, analises de modelos estruturais de ARs hu-
manas complexadas com inibidores permitiu a identificagdo de uma carac-
teristica importante para a formagéo de tais complexos: a existéncia de
um grupo carboxilico nos ligantes. Assim, reiniciamos os experimentos de
cristalizagao utilizando dois novos analogos de substrato com esta carac-
teristica, acido hexanoico (AH) e acido glucénico (AG). Diversos ensaios

empregando diferentes kits de cristalizagao (Crystal Screen | & II, CCS | &
[I, PACT, Peglon e Index) foram realizados no robé Mosquito do YSBL que
permitiram a identificagdo de uma nova condig¢do de cristalizagédo para os
complexos com os novos analogos de substrato: 0,1 M acetato de sédio,
pH 4,5 e 25 % m/v PEG 3.350 (kit Index, condicdo D5), figura 4.6.

Figura 4.6: Cristais obtidos para os complexos ternarios da
AKR4C7+NADP* e novos analogos de substratos: a) AKR4C7+NADP++AH
e b) AKR4C7+NADP*+AG. Os cristais apresentam dimensdes maximas entre
~50-100 um. As fotos foram adquiridas utilizando luz polarizada.

Dados de difracdo para estes cristais foram coletados nas linhas
ID14-1 e ID14-4 do European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) uti-
lizando o tempo de linha disponivel para projetos de pesquisa dos pes-

89



4.2 AR do endosperma

quisadores do YSBL, o que permitiu a solucao de duas novas estrutu-
ras de complexos ternarios, uma para cada ligante em combinagdo com
o NADP*. Os processamentos destes dados e daqueles coletados no
LNLS permitiram a obtencdo de quatro estruturas cristalogréaficas para
complexos da proteina AKR4C7. Os parametros dos cristais, da coleta de
dados e estatisticas dos processamentos para cada um destes conjuntos
€ apresentado na tabela 4.2.

Os modelos para os complexos com os cofatores enzimaticos foram
obtidos por substituicdo molecular com o programa MOLREP enquanto
aqueles para os complexos ternarios foram resolvidos com o programa
BALBES. Estes ultimos apresentaram densidades eletrdnicas bem defi-
nidas para os cofatores NADP* e ligantes, porém para os complexos sé
com os cofatores (NADPH e NADP), somente a por¢do adenosina-2’-5'-
difosfato foi observada nos mapas de densidade eletrdnica, fato provavel-
mente relacionado a alta mobilidade da porgéo nicotinamida dos cofato-
res nestas estruturas. Os conteldos da unidade assimétrica dos modelos
para os complexos da AKR4C7 sao apresentados na figura 4.7.

Apesar da diferenca do numero de cépias nas unidades assimétri-
cas, 0os modelos obtidos apresentam o mesmo motivo estrutural (o/f)s-
barril, diferindo, basicamente, pela presencga dos cofatores e analogos de
substratos, sendo que, no caso particular dos complexos ternarios com
acido hexanéico e acido glucénico, uma densidade eletrénica continua e
bem definida, correspondente ao cofator enzimatico incluindo a porgéo
nicotinamida, foi observada. A observagédo desta densidade para o anel
nicotinamida é provavelmente decorrente da estabilizacdo desta porcao
pela presenca dos ligantes no sitio ativo, o que indica, pelo menos ini-
cialmente, que no caso da AR de endosperma de milho a presenca de
substratos/ligantes é importante para estabilidade do cofator enzimatico.
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Tabela 4.2: Parametros dos cristais e estatisticas dos processamentos dos dados para os complexos da enzima
AKR4C7.

Complexos AR+NADPH AR+NADP+ AR+NADP*+AH AR+NADP*+AG
Linha de luz MX2/LNLS MX2/LNLS ID14-1/ESRF ID14-4/ESRF

A (A) 1,458 1,458 0,9334 0,9765

Grupo de espaco P2:2124 P212124 P2:2:2; P2,2124
Parametros de cela unitaria

a (A) 47,3 47,2 114,3 114,7

b (A) 56,1 55,9 115,6 115,5

c (A 106,1 105,7 123,4 124,9

N° de moléculas na ASU 1 1 4 4

Regido de resolucao (A) 106,1-1,8 (1,9-1,8) 105,1-1,7 (1,8-1,7) 84,4-2,9 (3,0-2,9) 84,8-2,3 (2,4-2,3)
N° de reflexdes Unicas 28.487 (3.901) 27.864 (3.244) 36.952 (5.302) 73.980 (10.697)
Completeza (%) 99,1 (95,2) 91,7 (74,8) 99,9 (100,0) 99,6 (99,8)
Multiplicidade 4,7 (4,5) 4,8 (4,6) 7,2 (7,3) 6,8 (6,9)

o (l) 7,4 (2,0) 11,6 (2,0) 10,3 (2,1) 10,4 (2,0)
Rierge (%) 11,4 (61,0) 6,9 (64,3) 17,2 (104,1) 9,8 (88,9)

Vs (A3 Da™t) 2,03 2,02 2,95 2,99

Conteudo de solvente (%) 39,55 39,07 58,33 58,93

Os valores em parénteses referem-se a ultima camada de resolugao.
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Figura 4.7: Conteldos das ASUs para os modelos cristalograficos dos complexos da enzima AKR4C7. a) ASU
do complexo AKR4C7+NADPH (1 molécula/ASU). b) ASU do complexo AKR4C7+NADP*+HA (4 moléculas/ASU).
Os cédigos PDB para ligantes também sdo apresentados: adenosina-2’-5’-difosfato (A2P), etilenoglicol (EDO),
NADP* (NAP) e &cido hexanoico (6NA).
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Figura 4.7: Continuagéo da figura com os modelos cristalograficos dos complexos da enzima AKR4C7. ¢) ASU do
complexo AKR4C7+NADP* (1 molécula/ASU). d) ASU do complexo AKR4C7+NADP*+HG (4 moléculas/ASU).
Os cédigos PDB para ligantes também sédo apresentados: adenosina-2’-5’-difosfato (A2P), etilenoglicol (EDO),
NADP™* (NAP) e acido gluconico (GCO).
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4.2 AR do endosperma

O refinamento estrutural para todos os modelos de complexos da pro-
teina AKR4C7 esta praticamente finalizado; porém, somente o modelo de
alta resolucédo para a apoenzima do endosperma da semente de milho
esta terminado e foi devidamente validado. Os modelos cristalograficos
para os complexos serao finalizados nos proximos meses, 0 que ajudara
na identificacdo dos fatores estruturais correlacionados com a predilecao
da catalise de sorbitol a glicose, em detrimento da reacao inversa, pela
aldose redutase de endosperma de milho.

4.2.3 — Analises preliminares dos modelos

Analises preliminares dos modelos da apoenzima AKR4C7 e para os
modelos ainda nao finalizados dos complexos permitiram observar mu-
dancas nas posicdes de alguns residuos de aminoacidos que compdem
a tétrade catalitica desta classe de enzimas, porém comparagdes com
modelos de alta resolucdo com a AR humana (apoenzima e complexos)
demonstraram que estas modificacées sdo especificas para a AR de mi-
lho, figura 4.8.

A superposigéo dos diferentes modelos estruturais obtidos para a en-
zima AKR4C7 demonstrou que os residuos Tyr49 e His111 da tétrade
catalitica apresentam conformagdes diferentes quando em complexo ter-
néario (figura 4.8 a), indicando, neste caso, que a presenca dos ligantes
induzem re-organizacao do sitio ativo de modo a proporcionar a condi-
cao geomeétrica necessaria para a catdlise. Porém, a analise do sitio ativo
de diferentes modelos cristalograficos para a aldose redutase humana,
apoenzima (cédigo PDB: 1XGD) [197], complexo com o cofator NADP*
(codigo PDB: 1ADS) [198] e complexo ternario com o cofator NADP* e
o ligante acido hexandico (codigo PDB: 21Q0) [199], demonstraram que
esta configuragao para o complexo ternario da AKR4C7 é, na realidade,
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a)

His111

&
\ Lys77/78

=

Figura 4.8: Representagio da tétrade catalitica dos modelos da AKR4C7 e alguns
modelos cristalograficos da AR humana. a) residuos da AKR4C?7 incluindo o cofator en-
zimatico NADP* ou sua porgdo adenosina-2’-5-difosfato modelada e os ligantes &cido
hexanoico e &cido glucdnico. b) residuos da AR humana incluindo o cofator enzimético
NADP* e o ligante acido hexandico. c) superposicdo de todos os modelos: apoen-
zima AKR4C7, AKR4C7+NADPH, AKR4C7+NADP™ e complexos ternarios da AKR4C7
(cinza) e modelos da apoenzima AR humana, AR humana+NADP™ e complexo terna-
rio da AR humana com NADP™ e &acido hexanodico (amarelo). Figura preparada com o
programa PyMOL (DelLano Scientific, http://www.pymol.org).
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4.2 AR do endosperma

a mesma conformacéao dos residuos que compdem a tétrade catalitica da
aldose redutase humana (figura 4.8 b) e c). Desse modo, as modificacdes
observadas entre os modelos da AR de endosperma nao séo suficientes
para explicar a caracteristica antagonica da AR de milho na catélise da
reducao de glicose a sorbitol.

Regides estruturais que podem ter alguma relacdo com a predilecao
por parte da AKR4C7 para o sorbitol sdo os loops responsaveis por aco-
modar o cofator enzimatico e os substratos. O papel destas regides al-
tamente flexiveis na especificidade de substratos para ARs de diferentes
organismos tem sido investigado [182, 200], sendo sugerido, inclusive,
que a etapa determinante da cinética de converséo de agucares aos seus
respectivos alcoois corresponde as mudancgas conformacionais em um
desses loops para a liberacdo do cofator apds a catalise [201, 202]. As-
sim, a correta modelagem dessas regides assume papel de extrema im-
portadncia na obtencdo de modelos estruturais que permitam entender os
mecanismos de funcionamento da aldose redutase do endosperma da se-
mente de milho. Entretanto, em decorréncia da alta flexibilidade, mesmo
na forma cristalina, muitas vezes mapas de densidades eletrdnicas para
algumas destas regides ndo sdo observados. Por isso, somente apds a
finalizagdo do refinamento das estruturas da AKR4C?7, incluindo a mode-
lagem, quando possivel, dos residuos presentes em regides de loops, po-
deremos apontar se estes elementos estruturais estdo relacionados com
o funcionamento desta enzima.

Adicionalmente, colaboradores iniciaram estudos de Dinamica Mole-
cular comparativos entre os modelos cristalograficos da AR humana e até
o momento para a apoenzima AKR4C7, mas em seguida para 0s outros
modelos de complexos da AR de endosperma finalizados, com objetivo
de adquirir informacdes sobre a dindmica destes sistemas que possam
ajudar na compreensao do seu funcionamento diferenciado em termos
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4.2 AR do endosperma

do metabolismo de glicose (em humanos) e de sorbitol (na semente do
milho).

4.2.4 — Conclusoes parciais

Modelos cristalogréficos para a enzima aldose redutase do endos-
perma da semente de milho (apoenzima, complexos com cofatores enzi-
maticos e complexos ternarios) foram obtidos apds diversos experimen-
tos de cristalizacdo e de difracdo de Raios X. Um modelo de alta re-
solugéo para a apoenzima foi finalizado apresentando o motivo estrutu-
ral (o/3)s-barril caracteristico de proteinas da familia aldo-ceto redutase.
Os modelos para os complexos com cofatores enzimaticos (NADPH e
NADP*) e complexos ternarios com os analogos de substrato 4cido hexa-
ndico e acido glucénico estdo em fase final de refinamento. Uma analise
preliminar destes modelos em conjunto com o da apoenzima revelou que
os residuos Tyr49 e His111 que compdem a tétrade catalitica apresen-
tam conformacdes diferentes no caso dos complexos ternarios, porém ao
analisar os modelos estruturais da AR humana, foi observado que esta é,
na realidade, uma conformacao tipica do sitio ativo destas enzimas. Ou-
tras regides que podem ter relacdo com a afinidade da AKR4C7 frente ao
sorbitol e ndo a glicose sao alcas flexiveis que ainda estdo em fase de
construgdo no caso dos modelos para os complexos. Apéds a finalizagdo
dos modelos, estas regides estruturais serdo minuciosamente analisadas.
Além disso, a dindmica das ARs humana e de endosperma da semente
de milho estdo sendo avaliadas por colaboradores através de simulagdes
por Dinamica Molecular, 0 que podera ajudar no entendimento do papel
da aldose redutase AKR4C7 no metabolismo de sorbitol.
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4.3 AR do embriao

4.3 — AR do embriao

Além dos estudos cristalograficos com a proteina AKR4C7 do endos-
perma, também realizamos a caracterizacao cristalografica de outra AR
presente na semente do milho. Em estudos anteriores, foi verificado
que anticorpos policlonais preparados contra a proteina recombinante
AKR4C?7 reagiram com pelo menos outras trés proteinas semelhantes a
ARs em semente de milho [177]. Uma dessas proteinas € especifica do
embrido (AKR4C13) e é aparentemente mais abundante nas fases iniciais
do desenvolvimento da semente. A enzima AKR4C13 também apresenta
atividade tipica de membros da familia AKR e mostra-se capaz de conver-
ter sorbitol a glicose, uma atividade que parece estar adaptada a semente
do milho e que permite o desenvolvimento dos embrides pela metaboliza-
¢éo de uma quantidade substancial do sorbitol oriundo do endosperma.

4.3.1 — Objetivos especificos

Realizar a caracterizacdo da aldose redutase especifica do embrido
de milho (AKR4C13) por Cristalografia, visando avaliar as caracteristicas
estruturais que podem estar relacionadas com seu papel também no me-
tabolismo de sorbitol na semente. Para alcancar tal objetivo as seguintes
etapas foram realizadas:

* Cristalizacdo da enzima AKR4C13 especifica de embrido de milho;
» Coleta dados de difracdo de Raios X para os monocristais obtidos;

* Resolucao da estrutura de alta resolucéo para os dados cristalogra-
ficos coletados;

 Caracterizagédo da estrutura secundaria desta enzima e sua estabi-
lidade térmica por Dicroismo Circular;

98



4.3 AR do embriao

« Avaliagdo da possivel reacao entre o cofator enziméatico NADPH e o
acido succinico componente do tampéo de cristalizacéo;

» Realizagdo de andlises estruturais comparativas dos modelos obti-
dos com modelos de outras ARs.

4.3.2 — Caracterizacao cristalografica e espectroscépica

Diversos experimentos de cristalizagdo da apoenzima AKR4C13 e
complexos com o cofator NADPH foram realizados empregando o mé-
todo da gota suspensa e os kits de cristalizacao Basic e Extension. O
resultado destes experimentos levou a identificacdo de condi¢des de cris-
talizacdo apenas para o complexo AKR4C13+NADPH nas composicoes
namero 9 (0,1 M citrato de soédio, pH 5,6, 30 % m/v PEG 4.000 e 0,2 M
acetato de amonio) e numero 28 (0,1 M cacodilato de sédio, pH 6,5, 30 %
m/v PEG 8.000 e 0,2 M acetato de amoénio) do Crystallization Basic kit; po-
rém, somente com a obtencgéo de cristais na forma de pequenas agulhas
que, mesmo apds sucessivos refinamentos das condi¢des de cristaliza-
cao, permaneceram com esta morfologia inadequada aos experimentos
de difracao.

Como estdvamos a caminho do estégio realizado no YSBL, também
desenvolvemos a continuagcado deste projeto em York. Diversos experi-
mentos de seeding e novos ensaios de cristalizacao empregando os kits
Crystal Screen | & Il, CCS | & Il, PACT, Peglon e Index foram realizados
com o robd Mosquito do YSBL. Melhores cristais foram obtidos nas con-
dicdes A1/A2 do PACT kit compostas pelo tampao SPG (&cido succinico,
fosfato de sédio e glicina, na relagdo molar de 2:7:7), pH 4,5 e 25 % m/v
PEG 1.500, mas estes cristais continuaram como agulhas. So6 obtivemos
sucesso na cristalizagdo do complexo AKR4C13+NADPH ao também utili-
zar o aditivo nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) 10 mM, figura 4.9.
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4.3 AR do embriao

Figura 4.9: Monocristal obtido para o complexo da AKR4C13+NADPH ap6s a utiliza-
¢éo do aditivo NAD. A figura mostra o monocristal imerso na solugéo do crioprotetor e
montado na alga de nylon utilizada durante a coleta de dados.

Para a caracterizacao cristalografica, o cristais obtidos foram criopro-
tegidos usando suplemento de 20 % v/v de etilenoglicol e rapidamente
congelados em nitrogénio liquido. Em seguida estes foram enviados ao
European Synchrotron Radiation Facility (Grenoble, Franca) para coleta
remota de dados de difracdo na linha de luz ID14-1 utilizando tempo de
linha disponivel para o YSBL. Um total de 360 imagens foi coletado utili-
zando uma regidao de oscilacdo de 0,5° de rotagdo por imagem. Os da-
dos de difracdo de Raios X coletados foram reduzidos com os progra-
mas MOSFLM e SCALA. A estrutura para o complexo da AKR4C13 com
o cofator enzimatico NADPH foi resolvida por substituigdo molecular uti-
lizando o servidor online do programa BALBES disponivel na pagina do
YSBL (http://www.ysbl.york.ac.uk/YSBLPrograms/index. jsp). Um pri-
meiro modelo estrutural com duas moléculas na unidade assimétrica foi
construido automaticamente com o programa ARP/WARP [203]. O refina-
mento estrutural foi realizado com os programas REFMACS5 e Coot, apli-
cando nos estagios intermediarios do refinamento vinculos de simetria
nao cristalografica (NCS) [204] e na ultima etapa o refinamento de TLS
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[205], convergindo para valores finais de Ryucor € Ryree iguais a 15,4 % e
18,9 %, respectivamente, tabela 4.3.

O modelo final apresentou duas cadeias polipeptidicas, duas molé-
culas do cofator NADPH, 817 4guas, 20 moléculas de etilenoglicol e 3
glicinas. Estas ultimas sé&o provenientes do tampao de cristalizacao uti-
lizado, enquanto as moléculas de etilenoglicol correspondem ao criopro-
tetor. A unidade assimétrica do modelo estrutura obtido para o complexo
AKR4C13+NADPH ¢ apresentada na figura 4.10.

Figura 4.10: Modelo cristalografico para o complexo AKR4C13+NADPH composto
por duas moléculas na ASU. Uma molécula de etilenoglicol utilizado como crioprotetor
também foi modelada no sitio ativo, além de outras moléculas desta espécie e de glicina
observadas em outras regides da estrutura.

A razao para a obtencdao do monocristal somente apds utilizagdo do
aditivo NAD, que ndao é um cofator enzimético para esta classe de en-
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4.3 AR do embriao

Tabela 4.3: Estatisticas da coleta de dados de difracdo de Raios X e refinamento
estrutural do complexo AKR4C13+NADPH.

Forma cristalina Monoclinica

Estatisticas da coleta de dados

A (A) 0,9334
Grupo de espaco P2
Parametros de cela unitaria

a (A) 53,8

b (A) 115,4
¢ (A) 56,5

B () 104,2

o

Regido de resolucédo (A)
N° de reflexdes Unicas

39,7-1,45 (1,53-1,45)
117.957 (17.204)

Completeza (%) 100,0 (99,9)
Multiplicidade 3,7 (3,7)

o () 12,8 (2,0)
Rierge (%) 6,7 (65,9)

Estatisticas do refinamento

Ractor (%) 15,4
Riree (%) 18,9
Fator de temperatura médio 22,3
RMSD para comprimentos de ligacdo (A) 0,026
RMSD para angulos de ligagao (°) 2,446

Gréfico de Ramachandran

Regides mais favorecidas (%) 91,2
Regides adicionalmente permitidas (%) 8,6
Regides generosamente permitidas (%) 0,2
Outiliers (%) 0,0

Os valores em parénteses referem-se a ultima camada de resolug&o. O valor de Ry;..
foi calculado para 5 % das reflexdes que nao foram incluidas no refinamento.
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zimas e que nao foi observado nos mapas de densidade eletrénica, foi
investigada através de medidas espectroscépicas por Dicroismo Circular.
Amostras da apoenzima na concentragéo final de 1 M foram preparadas
no tampao 10 mM de fosfato de sodio, pH 7,2. Além das amostras da apo-
enzima também foram avaliadas por CD amostras da AKR4C13+NADPH
(1:1 mol:mol) e AKR4C13+NADPH+NAD (1:0,5:0,5 mol:mol:mol). Nestes
estudos foram feitas medidas dos espectros para cada amostra, predicao
da estrutura secundaria para cada um destes espectros e a avaliacao do
efeito dos cofatores na estabilidade térmica desta enzima.

Os espectros para as trés amostras avaliadas apresentaram pequenas
diferencas, figura 4.11, que foram, por sua vez, interpretadas em termos
da quantificacdo dos elementos de estrutura secundaria utilizando os da-
dos previstos pelo servidor PSIPRED para a estrutura primaria, os dados
gerados apds a deconvolucao espectral realizada no servidor DichroWeb
e os dados calculados a partir da estrutura cristalografica tridimensional
resolvida, tabela 4.4.

E clara a diferenca na absorcdo da radiagdo circularmente polari-
zada pela enzima AKR4C13 apds a incubagao com o cofator enzimatico
NADPH, principalmente pela diminuicdo do sinal e deslocamento do ma-
ximo de absor¢édo de ~195 nm para ~190 nm. Quando os dois cofatores
(NADPH e NAD) sao usados em conjunto, apenas uma dimuicdo dos si-
nais correspondentes aos picos ~195 nm, ~215 nm e ~224 nm € obser-
vada. Estas modificagdes no sinal de CD revelam que ambos cofatores
induzem modificacbes na absorcdo da radiagao pelos croméforos, pro-
vavelmente consequéncia da interagdo destes em regides de hélices-a
e folhas-5 da proteina. A avaliacdo destas modificagdes em termos da
quantificacdo dos elementos de estrutura secundaria ndo apresenta ne-
nhuma variagao significativa para a apoenzima AKR4C13 e para o com-
plexo AKR4C13+NADPH, porém é observada uma relativa mudanca para
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os valores de hélices-a e regides randdmicas quando esta enzima € incu-

bada também com o NAD.
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Figura 4.11: Espectros de CD para a proteina AKR4C13 livre e incubada com os

cofatores NADPH e NAD. Todas as medidas apresentaram valores maximos de HT (high
tension voltage) ~600 volts, sem comprometer, dessa forma, a qualidade dos dados

obtidos pela saturacao do detector.
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Tabela 4.4: Principais resultados da predi¢do dos elementos de estrutura secundéaria da AKR4C13.

Programas/arquivos Fonte de analise Hélice-a (%) Folha-g (%) Loops
Servidor PSIPRED Sequéncia de aminoé&cidos 38,9 13,2 47,9
Arquivo PDB Coordenadas atémicas 40,4 13,5 46,1
Servidor Dichroweb (SELCON3) Espectro da AKR4C13 37,7 15,3 46,6
Espectro da AKR4C13+NADPH 37,4 15,5 47,9
15,7 49,3

Espectro da AKR4C13+NADPH+NAD 34,4

quie op HY €'F
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4.3 AR do embriao

Para avaliar o papel do NAD como possivel cofator estrutural, reali-
zamos experimentos exploratérios de desnaturacédo térmica da proteina
AKR4C?7 por Dicroismo Circular monitorando modificagdes no sinal de CD
na regidao de temperatura de 35-75 °C. A temperatura de transicao (7,,) do
estado enovelado para o estado desenovelado foi determinada ajustando
uma fungao de Boltzmann sigmoidal as curvas de desnaturacéo térmica,
figura 4.12.

1.0 1 Apoenzima AKRAC13
Modelo: Boltzmann
-~ ] T =585°C
= o3 R =099
o O
)
c
0 .
=
S 0.6 - »  AKR4C13+NADPH
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o R®=0,99
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(7]
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k=)
'g 0.2 - AKR4C13+NADPH+NAD
= Modelo: Boltzmann
> 4 Tm =5938°C
R*=0,990
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Temperatura ("C)

Figura 4.12: Curvas de desnaturagéo térmica para a proteina AKR4C13 nativa (apo-
enzima), incubada com os cofatores NADPH e NADPH+NAD.

Os valores de 58,5 °C, 59,6 °C e 59,8 °C foram obtidos
para as T,,s correspondentes a apoenzima, AKR4C13+NADPH e
AKR4C13+NADPH+NAD, respectivamente. O deslocamento observado
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para os valores de T,, apds a incubacao da proteina com os cofatores
€ pequeno, em torno de 1 °C, o que nao é suficiente para afirmar que
estes conferem maior estabilidade térmica a proteina, embora seja obser-
vada uma leve tendéncia no aumento dos valores de T,, nas condi¢cdes
experimentais avaliadas. Estudos mais detalhados, com um numero de
repeticdes que apresente maior significancia estatistica, poderao ser fei-
tos no futuro para investigar a obtengdo de monocristais somente apds
a utilizacdo do aditivo NAD. Por hora, a questao mais importante a ser
abordada € a caracterizacao cristalogréafica deste sistema.

Além de modelarmos uma molécula do cofator NADPH no sitio ativo de
cada uma das cadeias polipeptidicas, verificamos que ocorreu modifica-
¢ao na porgao nicotinamida do cofator enzimatico, provavelmente decor-
rente de uma reagao entre o acido succinico (AS), componente do tampao
de cristalizacdo e o NADPH, modificando este ultimo através de um ata-
que nucleofilico por parte do AS, com a eliminagao do anel nicotinamida,
figura 4.13.

A ocorréncia deste tipo de reacdo de substituicao nucleofilica nao
€ evento totalmente incomum em estruturas proteicas. Uma classe de
enzimas chamada ADP-ribosiltransferases s&o caracterizadas por catali-
sar reagcbes de modificacdo pods-traducional através da insercdo de por-
cbes de cofatores enzimaticos em determinados residuos de amino4ci-
dos que atuam como nucledfilos (argininas, cisteinas e lisinas) [206], de-
monstrando que, além de atuar em reag¢des de oxidagado-reducgéo, cofa-
tores enzimaticos também podem participar de outras reagdes quimicas,
figura 4.14.

No caso especifico da proteina AKR4C13, acreditamos que tenha
ocorrido um ataque nucleofilico no NADPH por parte do acido succinico
de modo equivalente a reacdo de ADP-ribosilacao, mas ndo como uma
modificacao pés-traducional. Experimentos tipicos de cinética enzimatica

107



4.3 AR do embriao

Figura 4.13: Mapa de densidade eletronica 2F,-F. (1,0 o) correspondente & molécula
do cofator enzimatico NADPH observado no sitio ativo da proteina AKR4C13. E possivel
notar o grupo fosfato caracteristico do cofator NADPH, ausente no cofator NAD, € ainda
que 0 mapa na porcao superior da estrutura do cofator ndo corresponde ao anel nicoti-
namida, sendo interpretado como o resultado da substituigdo nucleofilica deste anel pelo
acido succinico componente do tampao de cristalizacdo. Esta modificacao foi modelada
com uma dupla conformagao para melhor interpretacdo dos mapas. Como este € um
novo ligante, um cédigo PDB inédito para ligantes foi utilizado: SYP.
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Figura 4.14: Esquema de reagbes que usam cofatores enzimaticos. Estas espécies
estdo envolvidas basicamente em trés tipos de reacdo: oxidacao-reducdo (onde nao
ha consumo dos cofatores), ADP-ribosilagéo (1) e adenilagéo (2). Figura adaptada da
referéncia [206].
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foram realizados em condicGes similares as de cristalizagdo com intuito
de verificar esse possivel ataque nucleofilico por parte do AS e a partici-
pacao da enzima nesta reacao, figura 4.15.
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Figura 4.15: Experimentos de cinética enzimatica realizados na avaliagéo do possivel

ataque nucledfilico do acido succinico ao cofator enzimatico NADPH.

Os experimentos de cinética foram realizados na presenca e auséncia
da proteina AKR4C13 com intuito de avaliar se a modificacdo observada
no cofator enzimatico era dependente da participagdo da enzima. Em
ambos os casos foi verificada uma pronunciada diminuicdo do sinal de
absorbancia com o decorrer do tempo de experimento, consequente da
atuacao do acido succinico na por¢cao nicotinamida (cromdéforo) do cofator
NADPH. O mecanismo sugerido para este ataque nucleofilico, em meio
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acido, leva a susbstituicao do anel nicotinamida pelo acido succinico, com
eliminagdo de uma molécula de agua e a consequente desestabilicdo do
sistema aromatico que atuava como croméforo, o que corrobora a modi-
ficacdo observada nos mapas de densidade eletrénica para o cofator e
demonstra que esta reacao ocorreu independentemente da participacéao
da AKR4C13.

4.3.3 — Sitio ativo de ARs de plantas

Algumas aldose redutases de plantas ja tiveram sua estrutura tridimen-
sional caracterizada através da técnica de cristalografia, sdo elas uma
aldose redutase de cevada (cédigos PDB: 2BGQ, 2BGS e 2VDG) [207],
de Arabidopsis thaliana (cdédigos PDB: 3H7R e 3H7U) [200] e também
as ARs de endosperma e embrido de milho caracterizadas nesta tese
(AKR4C7 e AKR4C13). Estas diferentes estruturas foram superpostas
e os residuos que compdem a tétrade catalitica estdo dispostos pratica-
mente nas mesmas orientacdes, com excecdo daqueles para o modelo
estrutural da apoenzima AKR4C7 e complexos com os cofatores enzima-
ticos NADPH e NADP™, figura 4.16.

Do mesmo modo que para a AKR4C7, a andlise preliminar dos mo-
delos da enzima AKR4C13 também nao revelou nenhuma caracteristica
estrutural marcante que explique a auséncia de atividade enzimatica para
a reducao da glicose a sorbitol. Além disso, os residuos do sitio ativo
de aldose redutases de plantas apresentam praticamente a mesma con-
formagdo. O modelo cristalografico da enzima AKR4C13 também sera
incluido nos estudos por Dinamica Molecular com a finalidade de auxiliar
na investigacdo da questao bioldgica da participacdo das ARs de milho
no metabolismo de sorbitol.

Os resultados desta caracterizagao cristalografica preliminar incluindo
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Figura 4.16: Representacdo em estéreo do sitio ativo das diferentes ARs de plantas
que tiveram suas estruturas caracterizadas por cristalografia. Residuos do sitio ativo
da AR de embriao de milho (Asp54, Tyr59, Lys87 e His120) incluindo o cofator enzima-
tico NADPH modificado pelo &cido succinico (cédigo PDB para ligantes: SYP) e uma
molécula de etilenoglicol modelada no sitio ativo (EDO). O modelo da AKR4C13 esté
superposto aos modelos da AKR4C7 (em verde), cevada (em azul) e arabidopsis (em
laranja). A figura foi preparada com o programa PyMOL (DelLano Scientific, San Carlos,
CA, http://www.pymol.org).
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4.3 AR do embriao

a obtencao, avaliacao bioquimica e espectroscépica desta enzima especi-
fica do embrido estdo sendo organizados na forma de um artigo cientifico
sob titulo provisério de “Biochemical and Structural Characterization of a
New Aldose Reductase from Maize Embryo.” que pretendemos submeter
para publicacdo em breve.

4.3.4 — Conclusoes parciais

A proteina aldose redutase AKR4C13 de embrido da semente de mi-
Iho foi caracterizada por cristalografia em complexo com o seu cofator
enzimatico NADPH apds diversas tentativas de cristalizagdo, sendo ne-
cessaria a utilizacdo do aditivo NAD para a obtencdo de monocristais
adequados aos experimentos de difracdo. Estudos espectroscdpicos por
Dicroismo Circular ndo foram definitivos na avaliagdo da participacao do
NAD na estabilizacdo da estrutura da proteina AKR4C13. Para nossa
surpresa, o cofator enzimatico NADPH foi modificado pela acao do acido
succinico presente na solucéo de cristalizacdo e este produto da reacao
é que foi modelado no sitio ativo e sera depositado pela primeira vez no
PDB sob cédigo de trés letras SYP. O modelo de alta resolugao final apre-
sentou uma molécula de etilenoglicol no sitio ativo, exatamente na posi-
cao de ligacao dos substratos. Analises comparativas da AR de embrido
em conjunto com outros modelos estruturais para ARs de plantas revelou
que esta nova aldose redutase de milho apresenta praticamente a mesma
organizagao, ndo sendo ainda possivel apontar as caracteristicas estru-
turais relacionadas com sua participagdo no metabolismo de sorbitol na
semente.
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Capitulo 5

Trabalhos adicionais

Em trabalhos adicionais, participamos da caracterizagao estrutural de
proteinas de cana-de-agucar e do patdégeno de citros Xylella fastidiosa.
Nestas pesquisas, atuamos em diferentes etapas de estudos cristalo-
graficos, principalmente cristalizagdo e na coleta de dados de difragéo
de Raios X, estudos em solucao por SAXS e ainda no estabelecimento
de protocolos de clonagem, expressao e purificacdo. Na maioria deles,
nossa participagao foi pontual, ja que tais trabalhos configuram partes im-
portantes de dissertagdes e teses de outros alunos de nosso grupo ou de
colaboradores.

5.1 — Proteinas de cana-de-acucar

As proteinas de cana-de-acucar estudadas tiveram seus genes codi-
ficantes sequenciados no SUCEST (SUgar Cane Expressed Sequence
Tag, http://sucest.lad.ic.unicamp.br). Trabalhamos no sentido de ob-
ter algumas enzimas envolvidas na biossintese de sacarose. Realizamos
estudos estruturais de uma proteina que atua na regulacao da expressao
de genes, um fator de transcricao, e procedemos a reproducéo dos proto-
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5.1 Proteinas de cana-de-acucar

colos de expressao e purificacdo de uma enzima que atua na sintese de
purinonucleotideos.

Clones com genes que codificam enzimas envolvidas na sintese de
sacarose em cana-de-acucar foram requisitados a Fundag¢do de Amparo
a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP/SUCEST). Neste caso
especifico, participamos do estabelecimento dos protocolos de clona-
gem, expressdo e purificacdo de uma enzima chamada UGPase (UTP:
a-D-glicose-1-fosfato uridililtransferase, EC 2.7.7.9) que catalisa a produ-
céao reversivel de UDP-glicose e difosfato a partir de a-D-glicose-1-fosfato
e UTP [208]. Estes experimentos foram realizados no Laboratério do Prof.
Marcelo Menossi Teixeira, na época do Centro de Biologia Molecular e
Engenharia Genética (CBMEG) da UNICAMP e atualmente do Instituto
de Biologia da mesma instituicdo. Também realizamos uma caracteri-
zagao inicial para a UGPase em solucéo através da técnica de SAXS,
identificando-a no estado monomérico nas condi¢des estudadas. Um ar-
tigo descrevendo a obtencao e caracterizacao estrutural inicial da UGPase
de cana sob o titulo provisério de “Initial characterization of UDP-glucose
pyrophosphorylase from sugarcane by Small Angle X-ray Scattering” esta
em fase de redacdo e sera submetido brevemente para publicacdo. E
importante ressaltar ainda que estes resultados constituirdo parte impor-
tante da tese de doutorado (IB/lUNICAMP) do aluno José Sérgio Soares
orientado por nosso colaborador Prof. Marcelo Menossi e co-orientado
também pelo Prof. Ricardo Aparicio (IQ/UNICAMP).

O fator de transcricao de cana estudado (SCF5) foi preparado pelo
aluno de mestrado Eduardo Kiyota do Instituto de Quimica (IQ) da
UNICAMP, orientado pelo Prof. Ricardo Aparicio (IQ/UNICAMP) e co-
orientado pelo Prof. Marcelo Menossi, no CBMEG/UNICAMP. Esta pro-
teina € membro da familia basic leucine zippers (bZIPs), que sdo impor-
tantes reguladores de processos de sinalizagdo em plantas, como res-
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5.1 Proteinas de cana-de-acucar

posta a luz, sinalizacdo hormonal e defesa a patégenos [209]. Para esta
proteina, realizamos experimentos de SAXS no LNLS mediante as pro-
postas de pesquisa D11A-SAXS1-5294 e D11A-SAXS1-5855 (Determina-
cao do envelope de proteinas bZIP complexadas com DNA). Os modelos
de baixa resolucao obtidos para o fator de transcricdo de cana-de-acgucar,
bZIP SCF5 ligado a DNA, indicam que esta proteina se encontra na forma
de homodimero ligado ao DNA de modo assimétrico. Estes resultados fo-
ram tema da dissertacao de mestrado do aluno Eduardo Kiyota intitulada
“Expressao, purificacao e caracterizacao estrutural dos fatores de transcri-
cao bZIP SCF12 e SCF5 de cana-de-acucar” e defendida em 08/08/2008
no IQ/UNICAMP.

Por fim, cepas de bactérias ja transformadas com o gene que codi-
fica uma ultima enzima de cana estudada, chamada PRS, e o plasmi-
deo recombinante, foram fornecidos pelo Prof. Otavio Henrique Thie-
mann do Instituto de Fisica de Sdo Carlos da Universidade de Sao Paulo
(IFSC/USP). A enzima PRPP sintase (ATP: D-ribose 5-fosfato pirofosfo-
transferase, EC 2.7.6.1), ou mais simplesmente PRS, atua na sintese
de purinucleotideos. Esta enzima catalisa a sintese do 5-fosforribosil-1-
pirofosfato (PRPP) através da transferéncia de ATP para ribose-5-fosfato.
Dada a importancia do PRPP, a PRS é uma enzima fundamental para o
metabolismo celular. Os protocolos para clonagem, expressao, purifica-
cao e cristalizacao da PRS de cana ja haviam sido determinados [210],
dados cristalograficos iniciais coletados e estudos computacionais de mo-
delagem por homologia realizados [211]. Estes esforgos, entretanto, ndo
foram suficientes para determinar a estrutura cristalografica desta impor-
tante enzima. Por isso, procedemos a reproducao dos protocolos de pre-
paracéo e cristalizacdo da enzima PRS de cana-de-agucar com objetivo
de obter melhores monocristais que permitissem a solugdo da estrutura
de alta resolucao desta proteina. Apesar dos esfor¢cos empregados na ob-
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5.2 Proteinas da bactéria Xylella fastidiosa

tencao e no refinamento das condicdes de cristalizacao da proteina PRS,
incluindo a utilizacdo de aditivos e ensaios de seeding, ndo conseguimos
coletar um bom conjunto de dados que permitisse a solugéo de sua estru-
tura por Cristalografia.

5.2 — Proteinas da bactéria Xylella fastidiosa

As proteinas da bactéria Xylella fastidiosa também estudadas foram
preparadas e purificadas por diferentes alunos do Laboratério de Analise
Genética e Molecular (CBMEG/UNICAMP) sob orientacdo da Prof* Anete
Pereira de Souza. Nestes casos atuamos basicamente no refinamento
de condicbes de cristalizacdo previamente identificadas pelos alunos da
Prof* Anete e nos experimentos de difracao de Raios X no LNLS mediante
as seguintes propostas de pesquisa: D03B-MX1-7582 e D03B-MX1-7913
(Resolucéo tridimensional de proteinas relacionadas a patogenicidade de
microorganismos) e D0O3B-MX1-8933 (Coleta de dados de cristais nativos
e derivados da proteina VapD de Xylella fastidiosa).

Entre as proteinas de Xylella estudadas neste trabalho estdo: VapD,
que é similar a uma proteina associada a viruléncia encontrada em muitas
outras bactérias patdégenas [212]; AKR13B1, que possui um dominio co-
mum as proteinas da superfamilia aldo-ceto redutase (AKR) [213]; SHSP,
que pertence a familia de proteinas que funcionam como chaperonas mo-
leculares prevenindo agregacao protéica [214] e SurE, uma nucleotidase
que catalisa a remocao de um grupo fosfato através da hidrélise de mo-
noésteres de acido fosférico [215].

Conseguimos obter monocristais e coletar conjuntos de dados para
as proteinas VapD, SHSP e SurE tanto nativa quanto para o complexo
desta proteina com o cofator enzimatico Mn?* e substrato adenosina
3’-monofosfato (3’AMP). O processamento dos dados cristalograficos e
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a obtencao dos modelos de alta resolugao seréo feitos por outros alunos
do grupo ou de colaboradores.
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Capitulo 6

Conclusoes e perspectivas
futuras

Neste trabalho de tese de doutorado realizamos diversos estudos es-
truturais de diferentes proteinas purificadas de venenos de serpentes da
fauna brasileira e outras recombinantes do endosperma e embrido da se-
mente de milho. No total, oito estruturas cristalograficas (BjVIII e ARs de
milho) foram resolvidas e dois modelos de SAXS foram obtidos (PLA2 de
C. d. cascavella).

Analises dos modelos de SAXS obtidos e cristalograficos finalizados
permitiram entender como algumas das proteinas de venenos de ser-
pentes avaliadas se comportam em solugé@o e que fatores estruturais es-
tao relacionados com a fungcado das mesmas, como no caso da atividade
de agregacao plaquetéria atipica apresentada pela BjVIII do veneno de
Bothrops jararacussu, ou ainda na alteracdo das atividades farmacol6-
gicas e mudangas conformacionais induzidas pelo tratamento da PLA2
de Crotalus durissus cascavella com o flavonoide naringina. Em ambos
0S casos, caracteristicas inéditas foram observadas nos modelos obtidos:
pela primeira vez um lisofosfolipidio foi modelado no sitio ativo de uma
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PLA2, sendo proposto um novo mecanismo onde a fosfolipase atua como
carreador desta molécula, um reconhecido fator de agregacéo plaque-
taria; no caso dos modelos de SAXS, uma configuragdo dimérica nunca
antes observada para estas enzimas em solucao foi proposta. Além disso,
também observamos a formagcao de um agrupamento incomum de molé-
culas de 4gua, pentagonalmente organizadas, na porcéo externa do canal
hidrofébico de cada uma das cadeias polipeptidicas dos modelos cristalo-
graficos da BjVIIL.

Diversos modelos cristalograficos também foram obtidos para duas al-
dose redutases de semente de milho, uma especifica do embrido e outra
do endosperma, sendo que alguns deles ainda estdo em fase de finali-
zagao. Analises preliminares destes modelos foram realizadas mas ainda
nao revelaram nenhuma caracteristica significativa que explique a predile-
cao da catalise de sorbitol em detrimento de glicose, ao contrario do que
ocorre para as ARs encontradas em humanos. Neste caso especifico, co-
laboradores iniciaram estudos de simulagao por Dindmica Molecular com
os diferentes modelos de ARs de milho e humanas (nativas, com os cofa-
tores enzimaticos e em complexos ternarios com analogos de substratos)
visando entender esse comportamento diferenciado. Uma outra caracte-
ristica estrutural inédita também foi observada no modelo cristalografico
da enzima AKR4C13 do embrido em complexo com o cofator enzimatico
NADPH: os mapas de densidade eletrbnica correspondentes a porcao
nicotinamida deste cofator foram melhor interpretados como resultado de
uma modificacao quimica desta espécie pelo acido succinico componente
do tampao de cristalizacao, sendo a molécula correspondente ao produto
desta reagao descrita por um novo codigo PDB de trés letras para ligantes
(SYP).

Por fim, iniciamos a caracterizagao cristalografica de uma PLA2 do ve-
neno de Crotalus durissus terrificus (F17) e participamos também de di-
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versos trabalhos estruturais adicionais que devem colaborar para um me-
Ihor entendimento das funcdes de algumas proteinas de cana-de-agucar
e da bactéria Xylella fastidiosa.

A partir dos dados gerados nesta tese, ja publicamos dois artigos cien-
tificos em periddicos indexados. Os manuscritos de outros dois artigos ja
estao praticamente finalizados, atualmente em fase de correcéo para sub-
missdo. Acreditamos que com o resultado dos trabalhos desta tese seja
possivel submeter para publicagdo pelo mais quatro artigos cientificos.
Os modelos cristalogréficos finalizados ja foram devidamente validados e
serdo depositados nos proximos meses no Protein Data Bank, o que tam-
bém ocorrera para aqueles que se encontram na fase final de refinamento
estrutural.
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Artigos publicados e em fase
final de preparacao

A.1 — Artigos publicados
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Crystallization and preliminary X-ray diffraction
analysis of maize aldose reductase

Maize aldose reductase (AR) is a member of the aldo-keto reductase
superfamily. In contrast to human AR, maize AR seems to prefer the
conversion of sorbitol into glucose. The apoenzyme was crystallized in space
group P2,2,2;, with unit-cell parameters a = 47.2, b = 54.5, ¢ = 100.6 A and one
molecule in the asymmetric unit. Synchrotron X-ray diffraction data were
collected and a final resolution limit of 2.0 A was obtained after data reduction.
Phasing was carried out by an automated molecular-replacement procedure and
structural refinement is currently in progress. The refined structure is expected
to shed light on the functional/enzymatic mechanism and the unusual activities
of maize AR.

1. Introduction

Proteins of the aldo-keto reductase (AKR) superfamily are mono-
meric (a/f)g-barrel proteins of approximately 35 kDa in molecular
weight which use NAD(P)(H) to catalyze the reduction of aldehydes
and ketones, monosaccharides, ketosteroids, protaglandins and other
specific substrates (Jez & Penning, 2001). AKRs occur in prokaryotes
and eukaryotes, including yeast, plant, amphibia and mammals (Jez et
al., 1997). Aldose reductase (AR; EC 1.1.1.21) is a member of the
AKR superfamily (Bohren et al., 1989) that has a monomeric
NADPH-dependent oxidoreductase activity with broad substrate
specificity. In some species, AR is able to catalyze the reduction of
glucose to sorbitol in the polyol pathway (Jez et al., 1997; Ueda et al.,
2004). This pathway is especially relevant to diabetic patients.
Hyperglycaemia causes an increased flux of glucose through the
polyol pathway, which elicits various metabolic imbalances and early
damage to tissues that undergo insulin-independent uptake of
glucose, such as the lens, retina, peripheral nerve and renal glomer-
ulus. For this reason, AR inhibition has been considered to be an
attractive approach to halting long-term diabetic complications
(Srivastava et al., 2005). Although the structure of AR has been
extensively studied in humans (Rondeau et al., 1992; Wilson et al.,
1992; Biadene et al., 2007), little is known about ARs in plants. Some
evidence suggests that plant ARs are involved in abiotic stress
resistance. For example, freezing treatment induces AR expression in
brome grass (Lee & Chen, 1993) and in Xerophyta viscose AR is
expressed under dehydration conditions (Mundree et al., 2000).
Barley AR is expressed in embryos with a pattern that correlates
with the seed-maturation phase (Bartels et al., 1991; Roncarati et al.,
1995). Likewise, rice AR is expressed at high levels when the seeds
reach maturity (Sree et al., 2000). In maize, on the other hand, AR is
broadly expressed but is apparently more abundant in embryos,
especially in the earlier phases of development. Maize AR not only
displays the typical activity of AKR-family members, but is also able
to convert sorbitol into glucose, an activity which seems especially
adapted to maize seeds and allows developing maize embryos to
metabolize substantial amounts of sorbitol from the endosperm (de
Sousa et al., work to be published). We have initiated a study that
aims to understand the apparent preference of maize AR for sorbitol
over glucose as a substrate, a feature that is the opposite of that
observed in humans and fungi. Here, we report the crystallization of
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apo maize aldose reductase and its preliminary crystallographic
analysis.

2. Material and methods
2.1. Cloning, expression and purification

Detailed methodology will be published elsewhere (de Sousa et al.,
work to be published). The gene encoding maize AR (DQ517521)
was amplified and cloned into the vector pET28a (Novagen).
Competent Escherichia coli strain BL21(DE3) pRil cells were
transformed with positive recombinant plasmid and cultured in LB
broth with 50 pg ml™" kanamicin and 100 pg ml™" chloramphenicol.
Lactose (100 mM) was added to induce protein expression and
incubation proceeded for an additional 6 h. The cells were harvested
and pellets were resuspended in affinity buffer (50 mM sodium
phosphate buffer pH 7.2) containing 100 mM NaCl and 5% glycerol.
Lysozyme was added to a final concentration of 1.0 mg ml™. The
suspension was incubated for 1 h at 277 K and sonicated. Insoluble
debris was removed by centrifugation and the clarified supernatant
was used for protein purification by IMAC (immobilized metal-
affinity chromatography). The eluted maize AR was dialysed in
anion-exchange buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 5 mM EDTA, 7 mM
B-mercaptoethanol and 20 mM NaCl) and then purified on a Q-
Sepharose FF anion-exchange chromatography column (1 ml;
Amersham Biosciences, USA) using an AKTA FPLC system
(Amersham Biosciences, USA). Bound proteins were eluted using an
NaCl gradient. Protein concentration and purity was analyzed by
SDS-PAGE. More accurate estimations for purified maize AR were
made based on the absorbance at 280 nm, using a calculated
extinction coefficient of 1.824 g17' em™" (Pace & Schmid, 1997).

2.2. Crystallization

Initial crystallization conditions were screened in Tissue Culture
Test Plates 24 (TPP) by the hanging-drop method at 293 K, using the
sparse-matrix method (Jancarik & Kim, 1991) implemented in the
Crystallization Basic and Extension Kits for Proteins (Sigma).
Imperfect crystals were obtained in various conditions and were used
as a guide for further optimization. Good diffracting crystals were
obtained in a condition similar to condition 22 of the Crystallization
Basic Kit. The optimum reservoir solution, consisting of 26% PEG
4000 (Sigma/Fluka), 0.2 M sodium acetate (Vetec) and 0.1 M Tris—
HCI pH 6.5 (Vetec), was mixed with protein solution (10 mg ml™" in
water) in equal amounts and equilibrated against reservoir solution.

Figure 1
Representative crystals of maize AR grown as clusters of plates with maximum
dimensions of approximately 400 x 200 x 50 pm.

Table 1
Crystal parameters and data-collection statistics.

Values in parentheses are for the last resolution shell.

Space group . P2,2,2,
Unit-cell parameters (A)

a 472

b 54.5

c 100.6
Solvent content (%) 344
Molecules in ASU | 1
Resolution range (A) 50.32-2.00 (2.11-2.00)
No. of images 129
No. of observed reflections 77147 (11331)
No. of rejected reflections 2592
No. of unique reflections 18151 (2593)
Multiplicity 43 (44)
Completeness (%) 99.8 (99.8)
Roym (%) 11.8 (38.5)
(Ilo(I)) 9.7 (2.8)
Wilson plot B factor (AZ) 243

Crystals were obtained as clusters of plates and grew to full size in
two weeks at 293 K (Fig. 1). Attempts to obtain single crystals by the
use of additives, seeding and other strategies were not succesful.
However, single plates manually separated from the initial clusters
exhibited good morphology and size and proved to be of sufficient
quality for data collection.

2.3. Data collection and processing

Cryocrystallographic techniques (Garman & Schneider, 1997)
were employed to prevent radiation damage. Crystals were briefly
soaked in a cryoprotectant solution containing 15%(v/v) ethylene
glycol and were rapidly frozen in a gaseous nitrogen stream at 100 K
(Oxford Cryosystems). Data were collected by the oscillation method
on beamline D03B-MX1 at the Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS, Campinas-SP, Brazil; Polikarpov et al., 1998) using
a MAR CCD 165 detector. The X-ray wavelength was 1.425 Awitha
crystal-to-detector distance of 78.2 mm, giving an outer-edge reso-
lution of 1.8 A. The oscillation range was 1° and the exposure time
per image was 240 s. Data reduction was performed with the packages
MOSFLM and SCALA (Collaborative Computational Project,
Number 4, 1994; Winn et al., 1997). A summary of crystal parameters
and data-collection statistics is presented in Table 1.

3. Results and discussion

Initial attempts were made to solve the crystal structure of maize AR
using homologous protein structures available in the Protein Data
Bank. The program MATTHEWS_COEF (Collaborative Computa-
tional Project, Number 4, 1994; Winn et al, 1997) was used to
calculate the Matthews coefficient (Matthews, 1968) and the
Matthews probability (Kantardjieff & Rupp, 2003). Across all reso-
lution ranges, including the high-resolution limit, the probability of
Vm=19 A® Da! and a solvent content of 34.4% was estimated to be
1.0, unequivocally indicating the presence of one molecule in the
asymmetric unit. Primary sequence searches and sequence align-
ments were made with ENTREZ and BLAST (Altschul et al., 1997).
Molecular-replacement trials were performed manually using the
program AMoRe (Navaza, 1994; Winn et al., 1997) and although there
was an indication of possible solutions, the low contrast obtained
suggested the application of automated methods.

Accordingly, the automated procedure for molecular replacement
implemented in the program MrBUMP (Keegan & Winn, 2007) was
adopted. MrBUMP employed the programs FASTA (Pearson &
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Lipman, 1988) and CLUSTALW (Chenna et al, 2003) for the
template search, MOLREP (Vagin & Teplyakov, 1997; Winn et al.,
1997) for molecular replacement and REFMAC (Murshudov et al,
1997; Winn et al., 1997) for initial evaluation of the possible solutions.
The most sucessful model was prepared with CHAINSAW
(Schwarzenbacher et al., 2004; Winn et al., 1997) from an homologous
structure of pig aldose reductase complexed with sorbinil (PDB code
1ahO; Urzhumtsev et al, 1997), the 11th hit in the primary BLAST
search (48% sequence identity, corresponding to 138 of 285 amino-
acid residues). After 30 cycles of automated restrained refinement,
the R factor and Ry, (5% of the total reflections) were 37.9% and
43.3%, respectively.

The low contrast in the solutions obtained from the manual
molecular-replacement trials and the current relatively high value of
Riree seem to be an indication that there are important differences in
the three-dimensional structures of maize AR and other members of
the AKR family, which could be related to its diverse properties as
mentioned above. Refinement is in progress and the structural details
will be reported in due course.

This work was supported in part by Fundagdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) via grant 01/07546-1 (to
MM). SMS was supported by a postdoctoral fellowship from Co-
ordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES). MLS received a PhD fellowship from Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq). ACL was
funded by a studenship from Servico de Apoio ao Estudante (SAE)/
Unicamp. We are also grateful to the LNLS D03B-MX-1 beamline
staff and Professors Anita J. Marsaioli and Ines Joekes (IQ/Unicamp)
for providing part of the laboratory facilities.
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Abstract: BjVIII is a new myotoxic Lys49-PLA2 isolated from Bothrops jararacussu venom
that exhibits atypical effects on human platelet aggregation. To better understand the mode
of action of BjVIII, crystallographic studies were initiated. Two crystal forms were obtained,
both containing two molecules in the asymmetric unit (ASU). Synchrotron radiation diffrac-
tion data were collected to 2.0 A resolution and 1.9 A resolution for crystals belonging to
the space group P2,2,2; (a = 48.4 A, b =653A,¢c=2843A)and space group P3,21
(a =b=>557A, c=127.9 A), respectively. Refinement is currently in progress and the re-
fined structures are expected to shed light on the unusual platelet aggregation activity observed
for BjVIIL

Keywords: Lys49-PLA2; Bothrops jararacussu; platelet aggregation; phospholipase crystal-
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1. Introduction

Phospholipases A2 (PLA2; EC 3.1.1.4) are a family of enzymes that catalyze the hydrolysis of the
sn-2 ester bond of phospholipids to release free fatty acids, including arachidonic acid [1]. In addition
to its enzymatic function, snake venom PLLA2 can be neurotoxic, myotoxic and cardiotoxic [2]. Many of
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these properties are conferred by regions of the structure not involved in catalysis, as illustrated by the
myotoxicity of the minimally catalytically active subgroup of PLA2 homologues, that possess a lysine
at position 49 in the amino acid sequence (Lys49-PLA2) [3, 4].

Snake venom components can also affect the homeostatic system by the inhibition or potentiation of
some physiological events associated with blood coagulation. These components usually belong to vari-
ous families such as serine proteases, metalloproteinases, C-type lectins, disintegrins and phospholipases
A2 [5]. At the present time, PLLA2s can be classified into three different groups according to their effect
on blood coagulation. The first group includes PLA2s that induce platelet aggregation; the second group
acts as physiological agonists of platelet aggregation and the third group is characterized by a biphasic
response on platelet aggregation (pro- and anti-aggregation properties) [6]. In the case of PLA2s isolated
from the Bothrops genus, only enzymatically active phospholipases with an aspartic acid at position 49
(Asp49-PLA?2), such as BhtX-II, have been characterized as potent activators of platelet reactions [7]. Its
platelet aggregation activity involves cellular signaling activation, including protein kinase C, adenylyl
cyclase activation pathways and also thromboxane A2 formation in the primary reaction [7]. Several
enzymatically active PLA2s have been characterized as strong anticoagulant compounds as previously
described by Magro et al. [8] and Higuchi et al. [2]. From the primary structure point of view, all these
proteins are enzymatically active Asp49-PLA2s.

Here, we present a new pro-platelet aggregation non-catalytically active Lys49-PLLA2 isolated from
the Bothrops jararacussu venom, which will be referred to as BjVIIL Interestingly, similarly to other
Lys49-PLLA2s, BjVIII does not present significant enzymatic activity but, at the same time, it is able
to induce a strong platelet aggregation typical of enzymatically active Asp49-PLA2s. This unusual
behavior suggests the existence of regions in the protein structure, distinct from the active site, related to
platelet aggregation activity.

This work describes the isolation of BjVIII from B. jararacussu venom and its characterization with
respect to its unexpected platelet agreggation activity. In addition, a preliminary X-ray diffraction analy-
sis of BjVIII in two different crystal forms is presented. The refined structures are expected to shed light
on the unusual properties observed for this new Lys49-PLA?2.

2. Materials and methods
2.1.  Protein purification

BjVIII was purified from Bothrops jararacussu whole venom by a two-step chromatographic proce-
dure according to the methods described by Toyama et al. [9] and Fonseca et al. [10]. Initially, 10
mg of the crude venom was dissolved in 250 uL loading buffer (0.05 M Tris-HCI, pH 8.0) and cen-
trifuged at 4500 x g for 5 minutes. The supernatant was injected into a BioSuite Q AXC ion exchange
column (Waters). Fractions were eluted with a gradient of a buffer containing 0.05 M Tris-HCI, pH
8.0, with increasing concentrations of 1.0 M NaCl (0-100%) at a constant flow rate of 1 mL min~!. All
fractions were collected and individually analyzed for myotoxicity, phospholipasic A2 activity and by
tricine SDS-PAGE following the method described by Schigger & von Jagow [11]. The BjVIII fractions
obtained in the first chromatographic step were dissolved in 250 pL of an aqueous solution containing
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0.15% trifluoroacetic acid. The supernatants were injected into a X-Terra C18 analytical reverse phase
column, followed by elution with a mobile phase of 0.15% aqueous trifluoroacetic acid with increasing
quantities of 66% acetonitrile (0-100%). The degree of purity of BjVIII was assessed by SDS-PAGE.

2.2. Platelet aggregation assays

Human venous blood was collected with informed consent from healthy volunteers who denied tak-
ing any medication in the previous 14 days. Blood was collected by a two-syringe technique using
polypropylene syringes with 19-gauge needles, and immediately transferred into polypropylene tubes
previously containing 1/10th of the tube final volume of 3.8% trisodium citrate. Initially, whole blood
was centrifuged to obtain the platelet-rich plasma (PRP) and, after removing the PRP, the remaining
blood was centrifuged at 3000 x g for 5 minutes to obtain washed platelet. The platelet aggregation
assays were conducted with a washed platelet preparation that was left for 1 h at room temperature to
recover its sensitivity to aggregation agents. Platelet counts were performed on a Coulter S Plus (Coul-
ter Electronics) and by phase-contrast microscopy. Platelet aggregation was measured turbidimetrically
using a dual-channel whole blood Lumi-aggregometer (Chrono Log Corporation). Platelets suspended
in a phosphate buffered saline buffer (400 pL) were pre-incubated at 37°C for 2 minutes under stirring
with 1 mM CaCl, (final concentration) and challenged with BjVIII or other proteins in the presence or
absence of inhibitors. The aggregation was recorded after 7 minutes from the application of the toxins.

2.3.  Crystallization experiments

The lyophilized sample of native BjVIII was dissolved in ultra-pure water at a concentration of
10 mg mL~!. Crystallization conditions were initially screened by the hanging-drop vapour-diffusion
method [12] at 20°C using the Crystallization Basic and Extension Kits for Proteins (Sigma-Aldrich).
Crystallization drops were prepared by mixing 2 pL. of protein solution and an equal volume of the pre-
cipitant solution, and equilibrated against 500 uL of the same precipitant solution using 24-well tissue
culture test plates (TPP). Small crystals were found in condition number 40 of the Crystallization Basic
Kit (0.1 M sodium citrate, pH 5.6, 20% v/v 2-propanol and 20% w/v PEG 4000) and in number 26 of the
Crystallization Extension Kit (0.2 M ammonium sulfate, 0.1 M MES, pH 6.5 and 30% w/v PEG MME
5000). These initial crystallization conditions were refined (section Results and discussion) and better
crystals, suitable for data collection, were obtained.

2.4.  X-ray data collection and processing

Crystals were cryoprotected using reservoir solution supplemented with 20% v/v ethylene glycol and
rapidly frozen in a nitrogen-gas stream (Oxford Cryosystems). X-ray diffraction data were collected at
the wavelength of 1.425 A at the Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), Campinas, Brazil,
beamline DO3B-MX1 [13, 14], using a MAR CCD 165 detector (MAR Research). Diffraction data were
integrated with MOSFLM [15] and scaled using SCALA [16]. Structures of BjVIII in both crystal forms
were solved by the Molecular Replacement method using the program package AMoRe [17], calculations
were carried out using a resolution range of 15.0-4.0 A and default parameters. Structural superpositions
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were done with SUPCOMRB [18]. Further analyses were performed using programs from the CCP4 suite
[19, 20].

3. Results and discussion
3.1.  Purification of Lys49-PLA2 BjVIII

Bothrops toxin I (BthTx-I) was the only Lys49-PLA2 purified from Bothrops jaracussu venom by
one chromatographic step [21]. We modified the original protocol, using a two-step chromatographic
procedure (section Materials and methods) and observed that BthTx-I fraction from the one-step protocol
is composed of two closely related isoforms. This new BthTx-I-like isoform was referred to as BjVIII.
Chromatographic integration indicates that, BthTx-I and BjVIII account for approximately 26% and
11% of whole venom, respectively (Figure 1).

The BjVIII fraction was collected and an aliquot of this fraction was submitted to a treatment with 1 M
DTT; this sample is referred to as BjVIIIr. Native BjVIII and BjVIIIr were analyzed by polyacrylamide
gel electrophoresis under non-reducing conditions and revealed the presence of a single protein band in
both cases (Figure 1b). Native BjVIII showed a molar mass of approximately 29 kDa, while the protein
subjected to the treatment with DTT showed a molar mass of approximately 14 kDa, corresponding to
the dimeric and monomeric BjVIII forms, respectively. The same behavior, under similar conditions,
was observed for another Lys49-PLLA2 isolated from Bothrops neuwiedi pauloensis venom [22]. These
results indicate that BjVIII probably assumes a dimer-like structure in solution, as verified for some other
Lys49-PLLA2s homologues by electrophoretic, spectroscopic and small angle X-ray scattering (SAXS)
studies [23, 24].

3.2.  Atypical platelet aggregation activity of BjVIII

A detailed biochemical characterization of BjVIII will be published elsewhere (Fagundes et al., to be
published). Similarly to other Lys49-PL.A2s, such as PrTx-I, PrTx-II [25] and BthTx-I [21], BjVIII does
not show significant enzymatic activity and induces similar myonecrosis as BthTx-I, when assayed at
the same conditions as Barbosa ef al. [26]. However, an atypical effect presented by BjVIII, and not by
other Lys49-PLAZs, is a strong human platelet aggregation activity. We observed that BjVIII induced a
dose dependent platelet aggregation, while BthTx-I, PrTx-I and PrTx-II induced a slight and marginal
effect. Doses of 1 ug, 3 pug, 9 pg and 12 pg of BjVIII induced, after a time course of 7 minutes, [6 +
21%, [19 £ 5]%, [33 + 4]% and [83 £ 7]% of platelet aggregation (n = 6), respectively. On the other
hand, doses of 12 ug of PrTx-1, PrTx-1I and BthTx-I induced a platelet aggregation of [12 £ 5]%, [8 +
2]1% and [21 =+ 6]%, respectively (Fagundes et al., to be published).

In platelets previously incubated with 10 uM of arachidonyltrifluoromethyl ketone (AACOF3), a
cytosolic phospholipase A2 inhibitor, BjVIII (12 mg) induced a platelet aggregation of [29 &+ 4]% (n
= 6). Under the same experimental conditions, other aliquots of platelets were incubated with 10 uM
of verapamil, for 5 minutes, before the PLA2 addition (12 pg), inducing a platelet aggregation of [12
+ 5]% (n = 6). The platelet aggregation effect induced by BjVIII was also strongly decreased by the
addition of (10 uM) nifidipine: [8 4 2]% (n = 6) (Figures 2a and 2b).
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Figure 1. a) Ion exchange chromatograph of Bothrops jaracussu venom, where Bj-VII (BthTx-I) rep-
resents the main myotoxic Lys49-PLA2 and BjVIII is a novel PLA2. b) Reverse phase chromatograph
of BjVIII PLA2. The insert shows the tricine SDS-PAGE electrophoresis of native BjVIII and BjVIII
treated with 1 M DTT (BjVIIIr). The dashed line in a) represents the gradient of buffer containing 0.05
M Tris-HCI, pH 8.0, to which 1.0 M NaCl is added, while the dashed line in b) shows the increasing
concentrations of 66% acetonitrile added to aqueous 0.15% trifluoroacetic acid (solution B).
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Figure 2. Platelet aggregation activity presented by BjVIII (12 pg). In a) and b), effect of the specific
PLA2 inhibitor arachidonyltrifluoromethyl ketone (AACOF3) and calcium ion blockers Nifidipine and
Verapamil on platelet aggregation. In c¢) and d), effect the pre-treatment of BjVIII with Aristolochic acid
(Aris Acid), p-BPB and Indomethacin.
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Our results clearly show that specific inhibition with AACOF3 has an important role in platelet ag-
gregation induced by BjVIIL. Kramer ef al. [27] demonstrated that thrombin activates cytosolic PLA2 by
promoting an increase in Ca?* influx, which significantly increases the cytosolic calcium concentration.
A common event associated to the signal transduction cascade, that occurs during platelet aggregation
by thrombin, ADP or collagen, involves phosphorylation of specific proteins, such as mitogen-activated
protein and endogenous membrane PLLA2 enzyme, which can, in turn, hydrolyze arachidonic acid, form-
ing thromboxane A2, a known activator of platelet aggregation [7, 28].

In addition, three different aliquots of BjVIII, with 12 ug each, were incubated with aristolochic acid
sodium salt (Aris Acid), p-bromophenacyl bromide (p-BPB) and indomethacin. The chemical treatment
of BjVIII with Aris Acid and with p-BPB induced a platelet aggregation of [52 4+ 4]% and [43 + 4]%
(n = 6), respectively. Previous incubation with 1 mM indomethacin for 5 minutes did not have any
significant effect on the platelet aggregation activity of BjVIII (Figures 2c and 2d).

The treatment of BjVIII with p-BPB significantly decreased the platelet aggregation induced by native
BjVIIL. p-BPB is commonly used for alkylation of histidine residues of enzymatically active PLAZ2s,
without modifying other residues present in the polypeptide chain of such enzymes. Alkylation of Lys49-
PLA2 myotoxins from Bothrops pirajai reduced myotoxicitiy by 40-50% and edema-inducing activity by
15-20%, without significantly changing their ability to disrupt negative liposomes [25, 29]. Aristolochic
acid has been characterized as a specific inhibitor of secretory PLA2 and its mode of action, by its ability
to enter the substrate binding hydrophobic channel of PLA?2 [30]. Treatment of BjVIII toxin with Aris
Acid also moderately decreased platelet aggregation induced by this PLA2.

Historically, it was believed that PLA2s exert their pharmacological effects through hydrolysis of cel-
lular phospholipids. However, attempts to correlate these effects with catalytic activity of PLA2s were
unsuccessful [31]. Furthermore, there are several catalytically inactive PLLA2s which present pharmaco-
logical effects [32, 33]. Structure-function studies by chemical modification of amino acids, structural
comparison of catalytically and non-catalytically active PLA2s, and use of PLA2 antibodies have sug-
gested the presence in PLA2s of pharmacological domains distinct from the catalytic site [31, 34, 35].
Some years ago, Kini & Evans proposed a model to explain different pharmacological effects of PLA2s
[31]. This model was based on the presence of specific binding sites located on the surface of target
cells which have high affinities only for toxic PLA2s. Subsequent to this primary binding step, the toxic
PLA2s would induce its pharmacological effect by mechanisms either dependent on or independent of
phospholipid hydrolysis.

These platelet aggregation activity results point to the existence of molecular regions, distinct from
the active site, responsible, at least partially, for pharmacological properties of BjVIII. Crystallographic
characterization of BjVIII should provide detailed structural information that is expected to shed light
on the paradoxical behavior for this type of PLA2.

3.3.  Preliminary X-ray diffraction analysis

Two crystal forms were obtained after refinement of the initial crystallization conditions. A first
crystal form grown from a solution containing 0.1 M sodium citrate, pH 8.5, 20% v/v 2-propanol and 18%
w/v PEG 4000, belongs to the orthorhombic space group P2,2,2;, with unit-cell parameters a = 48.4 A,
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a) b)

Figure 3. Crystals of BjVIII obtained using the hanging-drop vapour-diffusion method. a) P2;2;2;
crystal form and b) P3,21 crystal form. Images were recorded using polarized light.

b=65.3 A, c = 84.3 A (Figure 3a).

A second crystal form, belonging to the trigonal space group P3;21 with cell-dimensions a = b =
55.7 A, ¢ = 127.9 A, was obtained from a solution containing 0.2 M ammonium sulfate, 0.1 M MES, pH
8.0 and 28% w/v PEG MME 5000 (Figure 3b). Both crystals forms grew within approximately 2 weeks.

X-ray diffraction data were collected using an oscillation range of 1° and 0.4° to a maximum reso-
lution of 2.0 A and 1.9 A for the orthorhombic and trigonal crystals, respectively (Figure 4). Crystal
parameters and data-collection statistics are summarized in Table 1. Calculations using the Matthews
coefficient [36] suggested the presence of two molecules per ASU for both crystal forms. The primary
sequence search and alignments were made using ENTREZ and BLAST [37]. The complete amino acid
sequence of BjVIII comprises 121 amino acid residues (~13.6 kDa; Fagundes et al., to be published).

A BLAST search against the PDB database showed that BjVIII has an amino acid sequence identity
of 98% with BnSP-7 PLA2 from Bothrops neuwiedi pauloensis venom. Therefore, the 2.2 A resolution
BnSP-7 crystal structure (PDB code 1PAO) [38] was used for Molecular Replacement in both crystal
forms of BjVIIL.

The BnSP-7 crystal structure belongs to the space group P3,21, with two monomers in the ASU. In
the case of the BjVIII crystal belonging to the trigonal space group, a single clear molecular replacement
solution was found using the BnSP-7 ASU dimer (chains A and B) as a search model, with a correlation
coefficient of 66.3% and R factor of 38.8% after fitting. However, for the BjVIII orthorhombic crystal,
this procedure was not successful, suggesting a different molecular arrangement in the ASU. For this
reason, the phase problem in the space group P2;2;2; was solved in a two step Molecular Replacement
procedure, where the two molecules present in the ASU, anticipated by the solvent content analysis,
were found using the chain A of the BnSP-7 model as a search model. After fitting, an overall correlation
coefficient of 62.4% and an R factor of 39.1% were obtained.

In both crystal forms of BjVIIIL, a dimer is present in the ASU. In order to investigate structural
differences in the molecular arrangement of the ASU contents, a superposition was carried out. A single
chain of each dimer (space groups P3:21 and P2,2,2;) was chosen to calculate the transformation
matrix, which was subsequently applied to the entire dimer. The superposition is illustrated in Figure 5.
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b)

Figure 4. Typical diffraction images with resolutions circles drawn at 2.0 A,2.7A,4.0A, 8.0 A resolu-
tion for the P2,2,2; space group and 1.9 A, 2.5 A, 3.7 A, 7.4 A resolution for the P3,21 space group.
a) A 1° oscillation frame from P2,2,2; crystal form and b) a 0.4° oscillation frame from P3,21 crystal

form. A close-up of the outer edge including diffraction spots with their respective indices hkl is also
shown.
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Table 1. Crystal parameters and X-ray data-collection statistics. Values in parentheses refer to the last
resolution shell.

Crystal form Orthorhombic Trigonal
Wavelength used (A) 1.425 1.425

Space group P2:2,2¢ P3;21
Unit-cell parameters

a (A) 48.4 55.7

b(A) 65.3 55.7

c(A) 84.3 127.9

Unit-cell volume (A?) 266666.7 344131.9

Vi (A% Da™h) 2.44 2.10

Solvent content (%) 49.69 41.53

ASU contents (molecules) 2 2

Resolution range (A) 84.2-2.0 (2.1-2.0) 48.3-1.9 (2.0-1.9)
No. of images 197 237

No. of measured reflections 136881 (14411) 103843 (11729)
No. of unique reflections 19116 (2226) 20906 (2525)
Completeness (%) 96.5 (78.6) 97.2 (81.8)
Multiplicity 7.2 (6.5) 5.0 (4.6)
(I/o(I)) 20.0 (4.6) 22.5(6.4)

RI (%) 7.9 (35.4) 4.9 (17.7)

merge

"Rinerge = Son S [Tt — (In)]/ Son 3o (In), where I, is the [th observation of reflection h and (1y,) is
the weighted average intensity for all observations [ of reflection h.
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Figure 5. Stereo view of the superposition of the dimers present in the ASU of BjVIII crystals (space
groups P3,21 and P2,2,2,). The models shown were built from the search models after application of
the molecular replacement solutions, as described in text. The transformation matrix calculated from the
superposition of chain A in space group P2,2;2; onto the corresponding chain in space group P3;21
(fixed) was applied subsequently to the entire dimer present in the ASU of space group P2,2,2;. After
transformation, chain A coordinates are coincident and, for clarity, for the space group P2;2,2; only the
chain B is shown (colored in green). The entire dimer of the space group P3,21 is shown in gray. The fig-
ure unequivocally indicates a difference in the relative orientation of chain B with respect to the chain A.
Figures were prepared using PYMOL (DeLano Scientific, San Carlos, CA, http://pymol.sourceforge.net)
and edited with GIMP (http://www.gimp.org) under Linux.
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As expected, the molecules present in the ASU of the orthorhombic space group are arranged in a
slightly different manner from those in the space group P3;21.

4. Concluding remarks

A novel non-catalytically active Lys49-PLA2, BjVIII, was purified to a high degree using two chro-
matographic steps. Electrophoretic analysis indicated that native BjVIII is dimeric in solution, similar
to other Lys49-PLA2 homologues. We verified through pharmacological assays that BjVIII presents
an atypical effect on human platelet aggregation for the Lys49-PLA2 family. We also have established
crystallization conditions for two crystal forms of native BjVIII. The ASU in both space groups, P3;21
and P2,2,2;, can accommodate two molecules, however, in a different arrangement as observed from
a comparison of the Molecular Replacement solutions. Complete model building and crystallographic
refinement of both structures are currently in progress. The results of this study should provide detailed
information about structural features of BjVIII, possibly related to the strong human platelet aggregation
activity unusual for this type of PLA2.
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1. Introduction.

BjVIII is a new Lys49 Phospholipase A2 (Lys49-PLA2) that has
been recently purified from the same chromatographic fraction of
Bothrops jararacussu venom in which several so-called Bothropstoxin
I (Bthtx-1I) Lys49-PLA2 isoforms have been obtainedliz. These
Phospholipases A2 (PLA2; E.C. 3.1.1.4), enzymes that catalyze the
hydrolysis of the sn-2 ester bond of phospholipids to release
unsaturated fatty acids and lysophospholipids4ﬂ, do not present
significant enzymatic activity like other PLA2s. Among other
hypothesis, the low hydrolytic activity of Lys49-PLA2s has been
attributed to the presence of a lysine at position 49 in the amino
acid sequence because the Lys side chain nitrogen atom (e-amino
group of Lys49) is located in the position normally occupied by the
ca® co-factor in the enzymatically active Asp49-PLA2s,
Phospholipases A2 with an aspartic acid at position 495710,

Although amino acid sequence identity between BjVIII and
different isoforms of Bthtx-I is relatively high, ranging from 97%
to 99% (NCBI Accession Number: Q90249 and AAB25286, and PDB ID:
2H8I, 3CXI and 3HZD)L11J2, BjVIII presents a completely unique pro-
platelet aggregation property to the minimally catalytically active
subgroup of Lys49-PLA2s from the Bothrops genus. This enzyme is able
to induce strong platelet aggregation typical of enzymatically
active Asp49-PLA2s, such as Bthtx-II, that have been characterized
as potent activators of platelet aggregation reactions'®. This
unusual property of inducing platelet aggregation by Lys49-PLA2
presents a new apparent paradox between catalytic activity and
platelet aggregation in Bothrops genus snake venoms. However, it is
worth noting that for some snake venom PLA2s the presence of
phospholipasic activity is important for the platelet effects'® while
there are other cases where no such correlation is observed ™ '°.

In addition to PLA2s that induce platelet aggregation, act as
physiological agonists or are characterized by a biphasic

i4,17-19

response ’ several snake venom components have been
characterized by their action on the platelet aggregation2m21,
including thrombin-like pro-aggregating serine proteases®’, some non-

enzymatic components like C-type lectins and metalloproteinase-
disintegrinsza. Phospholipases A2 are also known for their ability to
generate bioactive lysophospholipids that act as platelet-activating
The most common lysophospholipid mediators of platelet
aggregation are characterized by a glycerol or sphingoid backbone
with a fatty acyl chain and a free phosphate group: lysophosphatidic
acid (LPA) and sphingosine-l-phosphate (S1P), respectivelst. These
lysophospholipids activate diverse groups of G-protein-coupled
receptors (GPCRs), cell surface receptors for small molecules that
span the plasma membrane and signal via heterotrimeric G proteins,
displaying a particular impact on cellular functions, such as
platelet aggregation activation and even in cancer growth and
metastasis, LPA being one of the most important and widely studied
phospholipid messengersQizmzﬁ
In an earlier work we described the isolation of BjVIII
investigated the atypical platelet aggregation activity of BjVIII
3

Abstract.

Despite several available structural models of phospholipases A2
(PLA2s), the molecular mechanisms of action for a wide range of
pharmacological properties of these interesting enzymes are not
completely understood. In this work we present a detailed
crystallographic characterization of a new Lys49-PLA2 from Bothrops
jararacussu venom, referred to as BJjVIII, which displays an unusual
platelet aggregation activity. Structure was solved in two different
space groups where an unexpected electron density in the active site
was putatively modeled as a lysophosphatidic acid molecule to which
has been attributed the atypical platelet aggregation effect. 1In
addition, bioinformatics studies and molecular comparisons with
other PLA2s have shown the evolutionary conservation of the
catalytic machinery and enabled the identification of the same
myotoxic site recently proposed for Lys49-PLA2S. BjVIII
crystallographic structures and model analyses performed in our
studies have contributed to a Dbetter understanding of the
pharmacological action of phospholipases A2.

Key words: Protein crystallography, bioinformatics, Lys49-PLA2,
platelet aggregation, enzymatic activity, myotoxic site and dimeric
configuration.

and initiated 1its crystallographic characterization, aiming at
understanding the molecular reasons for this unexpected
pharmacological effect’. High resolution structural model refinement
revealed a completely surprising continuous electron density in the
active site for the believed apoenzyme Lys49-PLA2 purified from B.
jararacussu venom. Interpretation of this electron density led us to
unveil the reason for its unusual platelet aggregation property
based on the lysophosphatidic acid 1-monohexanoyl-2-hydroxy-sn-
glycero-3-phosphate descendant from the snake venom and attached in
the hydrophobic substrate-binding channel. At the same time,
utilization of bioinformatics tools allowed us to investigate
potential BjVIII enzymatic ability like Asp49-PLA2s, independent of
cofactor binding. These bioinformatics analysis corroborate several
experimental studies in which it was observed that Lys49-PLA2s
retain membrane-damaging activity through a Ca?" independent
mechanism®’ 2,

Unforeseen molecules, in general free fatty acids probably
originating from the snake venom, were found bound in the active
site of other Lys49—PLA253%35. The observation of such lipid
molecules trapped by these phospholipases has been attributed to an
incomplete phospholipid hydrolysis in which there is a failure of
product release, leading to enzyme inhibition and justifying the
apparent low level or lack of catalytic activity for Lys49—PLA2“.
There are also crystallographic studies involving Lys49-PLA2
homologues where ligands were added to the crystallization
experiments in order to obtain structural models for “non-natural”
complexelelL3&37. In these cases, the mechanism of inhibition by
blockage of the Lys49-PLA2s active site region involves both
modification of the overall charge on dimeric interface recognition
and free accessibility to the active site, assuming the dimer as the
biological unit'.

Additionally, a possible cooperation mechanism between Lys49
and Asp49-PLA2s was proposed in which the last enzymes catalyze the
hydrolysis of membrane phospholipids, releasing lysophospholipids
and fatty acids; the released fatty acid would bind in the
hydrophobic channel of Lys49-PLA2s, inducing structural changes
(from the “inactive” to the “active state”, represented by apo and
complexed enzymes); and finally, the dimeric Lys49-PLA2 in the
“active-state” would interact with the membrane using a suggested
“myotoxic site”, resulting in a better anchoringlzzs.

In this paper we present the crystallographic characterization
of a new Lys49-PLA2 Bthtx-I-like isoform (BJjVIII) in two different
space groups, and bioinformatics analysis of these models, aiming to
understand the reason for their unusual pro-platelet aggregation
property. Based on our results and in the molecular mechanisms
presented previously, we propose that this pharmacological effect is
a consequence of the releasing of the unexpected lysophosphatidic
acid found in the BjVIII active site. We have also investigated the
potential catalytic ability of Lys49-PLA2s in comparison with Asp49-
PLA2s through structural, evolutionary and physico-chemical
descriptor evaluations to define the set of parameters that may
represent the catalytically fundamental amino acid residues of PLA2s
from different organisms.



2. Materials and Methods.
2.1. Structural Refinement and Models Evaluation.

Detailed methodology for the purification, biochemical assays,
crystallization trials, X-ray diffraction data-collection and
structure solution were published previouslyl. The structure of
BJVIII in two different space groups (P2:2;2; and P3;21) was solved
by molecular replacement using the program AMoRe®.  structure
refinement was performed using Refmac5°’ and cooT‘’ with iterative
adjustment of the model. Water molecules were introduced using the
COOT Find Waters tool and F,-F. map. In order to interpret an
unexpected electron density observed in the hydrophobic channel of
BjVIII we have made several ligand searches in the Hic—UpM’43
(http://xray.bmc.uu.se/hicup/) and Ligand Expo44 (http://ligand-
expo.rcsb.org/) web servers. Attempts to identify possible ions in
the crystallographic models were performed using the program wasp®®
(WAter Screening Program) available in the STructure ANalysis server
(STAN, http://xray.bmc.uu.se/cgi-bin/gerard/rama_server.pl) and the
water scrutinizer function of the program XPAND from the Uppsala
Software Factory (USF, http://xray.bmc.uu.se/usf/). Additional TLs*®
refinement was executed at the latest stage. The Watertidy program,
implemented in the CCP4 suite“’qs, was used to rationalise water
molecules at the end of refinement. The final models’ stereochemical
quality was assessed with the program PROCHECK®® and the Molprobity50
web server (http://molprobity.biochem.duke.edu/) .

2.2. Bioinformatics Analyses.

Structural differences between PLA2s crystallographic
structures and the four chains modeled for BjVIII, two dimers, each
one in a different space group, were evaluated through
superpositions and RMSD statistics wusing a modified quaternion

. 51
approach implemented in the SuperPose web server
(http://wishart.biology.ualberta.ca/SuperPose/) . The Protein

Interfaces, Surfaces and Assemblies service PISA52 at European
Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/msd-
srv/prot_int/pistart.html) web server was employed in order to
evaluate the structural features of the BjVIII dimer models obtained
in this work. Structural and physico-chemical descriptors of BjVIII
and several other PLA2s crystallographic models were also calculated

by the Blue Star STING® web server (STING,
http://www.cbi.cnptia.embrapa.br/SMS/) . Using the Java Protein
Dossier”* (PD) available in the STING server, a convenient set of

evolutionary, structural and physico-chemical parameters that can be
used to describe the special characteristics of the amino acids
important to the enzymatic activity of PLA2s was identified. This
procedure was performed through the same filtering out methodology
employed in the identification of the descriptors related to the
enzymatic activities presented for a Tag polymerase I, an HIV-I

5

(BJVIII + lysophospholipid) showed slight differences between the
protein chains and alternative conformations for the 1ligand [Fig.
2].

The largest displacements between Ca positions evaluated by the
SuperPose web server through root mean square deviation (RMSD 2 1.0)
were observed for the segments composed of the amino acid residues
30-31 (ca’* binding loop), 76-78 and 108-114 (C-terminal). Comparing
the temperature factor (B-factor) average for these segments, 27.3
A? and 26.5 A? in the space groups P3,21 and P2,2:2;, respectively,
with those for the whole protein amino acids, 22.4 and 20.6 in the
same space groups, the observed structural variation seems to be
predominantly due to the larger flexibility of such regions.
However, crystallographic packing analysis showed that the most
pronounced displacement observed for the residues 108-114 is a
consequence of a special orientation of BjVIII chain B in the space
group P3:;21 [Fig. 3]. According to this analysis it is clear that
the amino acid residues Hislll and Leull2 are orientated towards the
hydrophobic channel of one crystal symmetry mate molecule and
stabilized by hydrophobic interactions. Some authors have considered
such variance in the C-terminal as the probable reason for some of
the wide range of pharmacological activities observed for PLA2567’69,
but that does not seem to be the case for BjVIII.

Like other group II secretory phospholipases A2, BjVIII
displays seven intramolecular disulfide bonds arranged in the 122
amino acid sequencem. The original amino acid sequence of BjVIII has
been modified after electron density map (F,-F. and 2F,-F.)
interpretation during the refinement stage. The 36™ and 55
positions in the amino acid sequence of BJVIII were initially
identified as glycine and valine, respectively, but after several
refinement cycles the unequivocal presence of Ser36 and Leu55 was
observed. The final BjVIII primary structure is very similar to
those of Bthtx-I isoforms (97%-99% in amino acid sequence identity),
Lys36 to Ser36 (residues exposed to the solvent) being the only
remarkable and conserved mutations between different Bothropstoxin I
isoforms and this new Lys49-PLA2. Structural superpositions and
comparison of BjVIII and Bthtx-I models focusing in this mutation
did not add any substantial information in order to correlate
structure and function of these Lys49-PLA2s (results not shown).

An extensive search for Na', NH,", Li*, F~, Mg?' and Ca®" ions was
performed wusing the programs WASP and XPAND, but without any
positive hit. All atoms different from the protein amino acids and
ligands were modeled as water molecules that were arranged according
protein chains proximity at the end of the refinement by the program
Watertidy. An interesting pattern of water clusters showing a highly
organized pentagonal distribution was found on the outside of the
BjVIII hydrophobic channel [Fig. 4]. Most probably such formations
correspond to ice nucleation established through hydrogen bonds
between the water molecules and protein amino acid residues in a
relatively planar molecular region71. Interestingly, this phenomenum
has Dbeen studied and demonstrated in a highly planar Cu(110)
substrate surface'’. The same water behavior has been observed with a
hydrophobic protein, crambin, where it was supposed that these water

integrase and some serine proteases“. In our studies, fifteen
different crystallographic structures of PLA2s homologs found in the
Protein Data Bank (PDB), ranging from 12% to 99% in sequence
identity (s.i.) with BJjVIII, were evaluated: 1lpoc.pdb from Apis
mellifera venom’ (12% s.i.), 1lfxf.pdb pancreatic of Sus scrofa”®
°7 (30% s.i.), 1pp2.pdb
from Crotalus atrox venom’’ (44% s.i.), 1bjj.pdb from Gloydius halys
venom”® (47% s.i.), 2gog.pdb from Crotalus durissus terrificus
venom®® (47% s.i.), 1lzlb.pdb from Bothrops jararacussu venom®! (50%
s.i.), lkqu.pdb nonpancreatic of Homo sapiens62 (51% s.i.), 2oqgd.pdb
from Bothrops jararacussu venon®™ (57% s.i.), 1gll.pdb from Bothrops
pirajai venom™* (97% s.i.), 2h8i.pdb from Bothrops jararacussu
venom11 (98% s.i.), 3hzd.pdb from Bothrops jararacussu venom64 (99%
s.i.), 3cxi.pdb from Bothrops jararacussu venom12 (99% s.i.),
xxxx.pdb and xxxx.pdb BJjVIII from Bothrops jararacussu venom. These
models were determined in different “oligomeric states” in the ASU
(monomeric, dimeric, tetrameric and hexameric); with and without
calcium and/or ligands; corresponding to Lys49- and Asp49-PLA2s. The
amino acid sequence identity between BjVIII and other PLA2s was
calculated using the multiple sequence alignment program Clustalw®.

(28% s.i.), 1lg4i.pdb pancreatic of Bos Taurus

3. Results and Discussion.
3.1. Overall Models Features.

The refined crystal structure of BJVIII from Bothrops
jararacussu venom was obtained at 1.98 A and 1.83 A resolution for
crystals belonging to the space groups P2:2;2; and P3;21, both
containing two protein molecules in the asymmetric wunit (ASU),
respectively. Final models showed crystallographic (Ryorx) and Reree
factors of 17.3%/23.8% for the space group P2;2;2; and 19.7%/26.5%
for the space group P3;21, without residues found in the disallowed
region of the Ramachandran plot. Data collection and refinement
statistics for both crystal forms are summarized in Table I. Besides
the two protein chains (A and B) in the ASU of each crystal form, an
unexpected electron density observed near the active site region was
putatively modeled as a lysophospholipid molecule, which will be
used in further discussion. Several components of the
crystallization solutions (sulfate ion, citrate ion, ethylene glycol
and isopropyl alcohol) were also modeled in the final structures
[Fig. 17.

Crystallographic models of BJjVIII obtained after structural
refinement present the same canonical fold for a class II PLA2: an
N-terminal o-helix (al); a relatively long loop segment containing
the calcium-binding site (Ca?" loop); a pair of large, nearly
parallel o-helices (a2 and o3) that, together with ol, compose the
hydrophobic channel; and a short antiparallel double-stranded p-
sheet® . In addition to  these conserved three-dimensional
structural motifs, one lysophospholipid molecule was modeled
attached in the hydrophobic channel for each chain (A and B) of the
dimer in both space groups (P2:;2:2; and P3;21). Notwithstanding,
structural superposition of each of the four complexes in the ASU

6

molecules 1in a pentagonal arrangement might be related to the

protein folding process"3 .

3.2. Assemblies and Myotoxicity.

In addition to the enzymatic function, phospholipases A2 from

snake venoms are regularly neurotoxic, myotoxic and cardiotoxic”’”,
as illustrated by some myotoxic Lys49-PLA2s including BjVIIIl’”.
Recently, it was proposed through several Lys49-PLA2

crystallographic model analyses (Apo and complexed with ligands)
that the myotoxic site of these proteins comprises the amino acid
residues Lys20, Lysll5 and Argllslz. In this study a common dimer
conformation, referred as conventional dimer, was identified, which
has been considered the biological unit. Besides crystallographic
characterization, electrophoretic, spectroscopic and small angle X-
ray scattering (SAXS) studies showed that BjVIII and other Lys49-
PLA2s probably assume a dimer-like structure in solution' %1132,
SAXS characterization of a new PLA2 from Crotalus durissus
cascavella venom also demonstrated that Asp49-PLA2s must assume this
dimeric configuration in solution (to be published).

Although BJVIII “dimers” in the ASU of P3;21 and P2:2:2; crystal
forms do not correspond to the so called conventional dimer,
bioinformatics analyses of BJjVIII models in the Protein Interfaces,
Surfaces and Assemblies (PISA) web service indicated that the most
probable quaternary structure for BjVIII in solution is a dimeric
configuration different from the asymmetric unit contents. According
to the highest PISA complexation significance score, BjVIII dimers
in solution are composed by chain A of the ASU content and chain B
after a certain application of symmetry operations corresponding to
the respective space groups. The same evaluation has shown that the
dimer formed by BJjVIII chains in the P2;2,2; space group is the most
stable in solution according to the number of interface forming
residues, area parameters and Gibbs dissociation energies [Table
II].

Molecular superposition of PISA BjVIII assemblies onto the
Bthtx-I “conventional dimer”, representative of the biological unit
of Lys49-PLA2s, revealed that the same amino acid residues that
compose the myotoxic site of such enzymes are in the same relative
orientations, despite differences due to the crystal forms of the
analyzed models (P2;, P3:21 and P2:2:2;). In the case of Bthtx-I (PDB
ID 3CXI), the amino acid sequence numeration of these residues are
Lys20, Lysll5 and Argll8, while for BjVIII the respective amino
acids are Lys20, Lysl06 and Argl09. It is important to say that not
only for Bthtx-I, but also for other PLA2s crystallographic models,
there are some gaps in the amino acid numeration, e.g. residues
number 14, 54-56, 62-66, 89 and 128 for the model 3CXi.pdb12‘
Independent of the numeration, the spatial arrangement of the BjVIII
and Bthtx-I myotoxic site 1is quite similar, which can also be
related to this activity for BjVIII. It is very probable that the
slight displacements observed are a consequence of crystal packing
since even between BjVIII in different space groups such differences
are verified. Thus, it 1is noteworthy that, while looking for
correlations between structure and activities of proteins, in the
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present case Lys49-PLA2s, the effects of crystal forces must be
remembered.

3.3. Unusual Platelet Aggregation Property.

An extensive biochemical characterization of the strong human
platelet aggregation activity presented by BjVIII has been
previously publishedl. It was showed that similar to other Lys49-
PLA2s, such as Prtx-I, Prtx-II'° and Bthtx-I°’, BJVIII does not
display significant catalytic function, but, at the same time, only
BjVIII, and not the other Lys49-PLA2 isoforms, displays a platelet
aggregation property typical of enzymatically active Asp49-PLA2s,
e.qg. Bthtx-II°. Following this reasoning, we speculated the
existence of molecular regions of BjVIII, distinct from the active
site, responsible, at least partially, for this pharmacological
activityl. However, after crystallographic analysis of BjVIII
protein chains, it became evident that the presence of the
unexpected lysophospholipid molecule in the active site region must
be the main reason for its atypical platelet aggregation property,
instead of the slight structural differences between BJVIII and
Bthtx-I isoforms, as detailed below.

The putative lysophospholipid molecule modeled in the active
site of BjVIII was identified by visual comparison through several
ligand searches in the Hic-Up and Ligand Expo web servers. The
continuous unexpected electron density observed in the hydrophobic
substrate-binding channel was then Dbetter interpreted as the
lysophosphatidic acid (LPA) 1-monohexanoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-
phosphate (HHG, PDB three letter ligand code) [Fig. 5]. This choice
was done based on the best fit of the electron density maps,
biochemical implications and protein-ligand interactions.

Sequential refinement steps showed that the electron density
maps corresponding to this ligand are relatively weaker in
comparison with those for the polypeptide chains. In addition, the
final occupancy of 0.8 set to the LPA molecule is indicative that
some BjVIII molecules 1in the crystals are not occupied by this
molecule, which can be related to the relative facility of releasing
or low affinity for this ligand. On the other hand, the maintenance
of the LPA molecule in the active site of BjVIII may be a
consequence of a new role for PLA2s as carrier proteins, since the
solubility of lysophospholipids in aqueous medium is relatively low
(predicted water solubility of 8.94 mg/mL for 1l-monohexanoyl-2-
hydroxy-sn-glycero-3-phosphate according its DrugBank card,
http://www.drugbank.ca/cgi-bin/getCard.cgi?CARD=DB04199) .

It is known that PLA2 catalytic products arachidonic acid and
lysophospholipids act as activators of platelet aggregationm72§
Thus, considering these possibilities and the electron density
interpretation, we believe that the unusual platelet aggregation
activity of BjVIII emerges from the releasing of the
lysophosphatidic acid bound in the active site and resulting from
the snake venom or a product of an incomplete phospholipid
hydrolysis. The presence of just a few platelet-activating factors
can act as a trigger to initiate several signal transduction
pathways, whose cascade culminates in platelet aggregationlLBl. In
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does not seem to be fundamental for BJjVIII catalytic activity and
also because it has been observed that other backbone amide amino
acids (Tyr28, Gly32 and Gly33) are also responsible for calcium ion
coordination®® !, Additionally, it has been verified that in the
catalytic mechanism of pancreatic sPLA2 the presence of other
relatively small cations 1like cobalt and nickel may act in the
polarization of the sn-2 carbonyl oxygengo. For this reason, only the
residues His48 and Asp99 (or equivalent residues in the PLA2s
structural models but with different numeration) were taken into
account in the identification of the descriptors related to the
phospholipasic activity. Evolutionary conservation, hydrophobicity

number of 3D residue neighbors and regions extending up to 8 A from
the molecule center of mass were identified as the main
characteristics that might be correlated to the catalytic activity
of Lys49- and Asp49-PLA2s [Table III].

Our bioinformatics analyses indicate that BjVIII and other
Lys49-PLA2s display the same potential enzymatic ability as Asp49-
PLA2s, corroborating the x-ray diffraction studies that pointed to
the conservation of the catalytic machinery by Lys49-PLA2s.
Interpretation of the set of descriptors defined in the His48 and
Asp99 filtering out process suggests that beyond being highly
conserved evolutionarily, or in other words, presenting a low
sequential variability evaluated through the relative entropy
parameter (< 11 in the interval of 1-100), these catalytically
important residues must be near to the core of the phospholipases A2
molecules (up to 8 A from the center of mass, the region that
comprises the hydrophobic channel), but showing a low hydrophobicity
(constant < -4 in the interval of -8.72 to 4.92)°%. Finally, His48
and Asp99 are different residues since they are interacting with two
or more 3D neighbors (LHA 2 2) that are separated in the primary
structure.

Since structurally, evolutionarily and chemically, Lys49-PLA2s
seems to be able to catalyze the hydrolysis of phospholipids, but
without Ca2+ or other ions polarizing the sn-2 carbonyl oxygen ester
bond of the substrate, we propose that BjVIII and other Lys49-PLA2s
may use an alternative route performing a less efficient catalysis,
independent of cofactor binding. Some authors have been proposing
that the low hydrolytic activity of Lys49-PLA2s is a consequence of
the partial Dblockage of the PLA2-acitive site-regions by the
presence of catalysis products unreleased correctly“'%.
Nevertheless, this does not mean that product inhibition is the only
reason for the reduced activity. Whereas it is not expected that
Lys49-PLA2s display the same catalytic efficiency as calcium
dependent PLA2s®®, it is worth remembering that in the case of BjVIII
the lysophosphatidic acid attached to its hydrophobic channel might
be the reason for the 1lack of observation of phospholipasic
activity.

4. Concluding Remarks.
Crystallographic BjVIII models obtained in this work present an
unique feature that permitted the proposition of a reasonable

explanation for the atypical platelet aggregation of this new Lys49-
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the releasing process, beyond the hydrophobic interactions between
the acyl chain of the LPA and amino acid residues of the BjVIII
hydrophobic channel, the hydrogen bond system that stabilizes the
phosphate head and glycerol backbone must be disrupted [Fig. 6].

Platelet aggregation assays with BJVIII and employing known
PLA2 inhibitors, such as arachidonyltrifluoromethyl ketone (AACOF3)
aristolochic acid (Aris Acid) and p-bromophenacyl bromide (p-BPB),
showed a considerable reduction of this effect after a treatment
with these substancesl, indicating a probable releasing of LPA
through dislocation of this molecule by the binding of the
inhibitors, known for its ability to interact with residues of the
hydrophobic channel of PLA2s % 82/83

3.4. Phospholipasic Activity.

As mentioned before, Lys49-PLA2s are enzymes that catalyze the
hydrolysis of the sn-2 ester bond of phospholipids but do not
present significant enzymatic activity. The low hydrolytic calcium
independent activity of such enzymes has been attributed to the
presence of Lys49 because the lysine nitrogen side chain atom is
located in the place occupied by the ca’* ion in the enzymatically
active Asp49-PLA2s. Crystallographic analysis revealed that BjVIII
possess the same structural features as other secretory PLA2s
(sPLA2s), including conservation of the catalytic triad (Gly30
His48 and Asp99)8m85, but confirming the failure of calcium ion
binding by the presence of Lys49.

Phospholipasic activity assayed in vitro using toxins extracted
directly from the snake venom have demonstrated the limited
catalytic activity of Lys49—PLA2sB&S7. These studies have been
questioned because of the possible presence of trace amounts of
contaminating Asp49-PLA2, sufficient to yield the 1low levels of
activity observed®’ Thus, the hydrolytic activity being observed for
Lys49-PLA2s would be a consequence of such contamination. However
this low catalytic activity seems to be not obvious, since both
Lys49-PLA2s and Asp49-PLA2s have a highly conserved catalytic
machinery, as verified by several x-ray diffraction studies in which
it was shown that Lys49-PLA2s conserve all the important residues of
the catalytic mechanism® 93388 Using refolded recombinant Lys49-
PLA2 enzymes, where the risk of contamination with Asp49-PLA2s has
been eliminated, the hypothesis that Lys49-PLA2s are catalytically
inactive appeared to be confirmed® %9 All these findings point to
the controversy that Lys49-PLA2s may possess residual catalytic
activity.

In order to address the potential catalytic ability of BJVIII
and other Lys49-PLA2s in comparison with Asp49-PLA2s, we have
employed bioinformatics analyses through structural, evolutionary
and physico-chemical descriptor evaluation, with the Java Protein
Dossier embedded in the Blue Star STING web server, by the
definition of the set of parameters that may represent the
catalytically important amino acid residues of PLA2s from different
organisms.

Although for ca?* dependent Asp49-PLA2 enzymatic activity, the
Gly30 carbonyl group is required for cofactor binding, this residue
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PLA2 Bthtx-I-like isoform. The presence of an unexpected electron
density modeled as a lysophosphatidic acid molecule in the active
site of this enzyme appears to be the main reason for BjVIII
platelet aggregation activity, wunusual for minimally catalytically
active  PLA2s. Bioinformatics studies also demonstrated that
potentially Lys49-PLA2s have the same catalytic ability as Asp49-
PLA2s, corroborating previous crystallographic characterizations in
which the evolutionary conservation of the enzymatic machinery by
these proteins was observed. Molecular comparison of the probable
dimer of BjVIII in solution with another Lys49-PLA2 has enabled the
identification of the same features supposed to be responsible for
the myotoxicity of such enzymes. Nevertheless, obtaining and
evaluating BjVIII structures in two different crystal forms have
reinforced the necessity to distinguish the structural features
possibly related to the protein function from those that are a
consequence of crystal packing. Finally, our results show that
Lys49-PLA2s may be able to bind not only free fatty acid molecules
but also lysophospholipids, suggesting that phospholipases A2 may
act as molecular carriers. The anchoring and releasing of catalysis
products, and possibly other snake venom chemical species, might be
an auxiliary mechanism for the wide range of pharmacological
activities displayed by these intriguing enzymes.
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Figure 1. Crystal models of BjVIII obtained after structural refinement. A) ASU content of the space
group P3;21 composed of the protein chains A and B, lysophosphatidic acid 1-monohexanoyl-2-
hydroxy-sr-glycero-3-phosphate (HHGC and HHGP), and two sulfate ions (SO4F). B) ASU content of
the sgace group £242,2; composed of the protein chains A and B, HHGC and HHGP, isopropyl alcohol
(IPA® and IPA"), citrate ion (FLC® and FLC), and one ethylene glycol molecule (EDO'). All
abbreviations used correspond to the ligand PDB three letter code with respective chains superscript.
Figures were prepared with PyMOL (DelLano Scientific, San Carlos, CA) using the secondary
structure color scheme: a-helix in red, B-strand in yellow and loops in green.
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Figure 2. Structural superposition evaluation of BjVIl crystallographic models. A) Superposition of
each one of the four BjVIII chains and lysophospholipid molecules bound in the hydrophobic channel.
Other structural motifs common to PLA2s are also presented: B-wing and Ca2+ loop. Structural
regions that display RMSD value > 1.0 are highlighted in gray with the corresponding residue
numbers. Figure was prepared with PyMOL (DeLano Scientific, San Carlos, CA) using the secondary
structure color scheme: a-helix in red, B-strand in yellow and loops in green. B) Root mean square
deviation per residue number calculated by the SuperPose web server for the four BjVIII chains.
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Figure 3. Crystallographic packing of BjVIIl in the space group P3421 showing one symmetry mate
molecule (in gray) that stabilizes an alternative conformation of the C-terminal of chain B mainly
through hydrophobic interactions between His111 and Leu112 and the hydrophobic channel residues
of the crystal mate molecule. Figure was prepared with PyMOL (DeLano Scientific, San Carlos, CA)
using the secondary structure color scheme for the £3;21 ASU BjVIII chains: a-helix in red, B-strand
in yellow and loops in green. This BjVIIl ASU content is the same as presented in figure 1A), but in an
appropriate orientation in order to emphasize the interface with the symmetry mate molecule.
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Figure 4. Stereo diagram of the water molecules pentagonally arranged outside the BjVIII
hydrophobic channel. Molecules corresponding to the BjVIII chain B neighborhood in the space group
P24242,. Diagram was prepared with PyMOL (DeLano Scientific, San Carlos, CA). Distances shown

are in angstroms.
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Figure 5. Stereo drawing of the 2F,-F; electron density map (1.0 sigma level, in blue) and Fs-F;
electron density map (3.0 sigma level, in red) encompassing the lysophosphatidic acid modeled
(HHG®) and amino acid residues (3.0 A around to the ligand) corresponding to the chain B of BjVIIl in
the space group P3:21. Water molecules were omitted for clarity. Drawing was prepared with PyMOL
(DelLano Scientific, San Carlos, CA).
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Figure 6. Schematic diagram of the active site of BjVIIl displaying the hydrogen bond interactions that
stabilize the lysophospholipid molecule in the hydrophobic channel of chain A (A) and chain B (B) in
the space group P3;21. Diagrammatic representation was prepared with the program ChemDraw
(CambridgeSoft Desktop Sofware) and based on the interactions identified by the PISA web server.
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Table Il. Interfaces and quaternary structural analysis of BjVIII crystallographic models.

Table I. Crystallographic statistics. Values in parenthesis are for the highest resolution shell.

Data set Form A Form B
Data collection
Space group P212124 P3,21
Cell dimensions
a,b,c(A) 48.4,65.3,84.3 55.7,55.7, 127.9
Redundancy 7.2 (6.5) 5.0 (4.6)
Completeness (%) 96.5 (78.6) 97.2 (81.8)
Ryym 7.9 (35.4) 4.9(17.7)
1/(1) 20.0 (4.6) 22.5 (6.4)
Refinement

Resolution (A)

38.91-1.98 (2.10-1.98)

45.16-1.83 (2.00-1.83)

Ne of used reflections 18090 19790
° Ruork! *Rres (%) 17.3/23.8 19.7/26.5
N° of atoms®

Protein 1953 1949

Ligands 89 44

Water 276 317
R.m.s. deviations

Bonds (A) 0.022 0.023

Angles (°) 2278 2.208
Average B-factor

Protein 20.6 224

Ligands 35.1 36.2

Water 30.3 30.6
Ramachandran plot statistics®

Most favored (%) 92.2 89.3

Additionally allowed (%) 6.3 10.2

Generously allowed (%) 1.5 0.5

Disallowed (%) 0.0 0.0

PDB code XXXX XXXX

2 Raym = Sl ~ LV EiwiXilii. ° Roork = Shid[Fol-{Fell/ Sl Fol- *Riree Was calculated as Ruyork using 5% of
reflections which were selected randomly and omitted from refinement. “Number of atoms including
alternative conformations. “Ramachandran statistics obtained from PROCHECK program.
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Table Ill. List of parameters and their numerical values/ranges used to filter out all amino acids from
different PLA2 PDB files except for those (His48 and Asp99) that are involved in the enzymatic

mechanism.

PDp

Descriptor type

Structural features P242,2, P3.21

Interfaces®
Chains Al B(x-y,y+1,-2+2/3)° Al B(x-1/2,-y+1/2,2)°
Ne of interface forming residues 21/20 16/15
Interface area (A% 805.4 555.3

Solvent-accessible area (A2)

801.9(6838.3)° / 809.0(6878.4)°

550.7(6787.9)°/ 560.0(7012.4)°

Determined value / Parameter range

Conservation Sh,QS® Relative entropy <11(1-100)

Hydrophobicity Constant <-4(-872-4.92)
Cross presence order LHA® >2(=0)
Distance Center of mass <8(=0A)

?Sh,QS is an algorithm developed by the STING group in order to evaluate the amino acid sequence
conservation and reliability, as an option to the HSSP algorithm®'. *LHA corresponds to the Least
Heavy Atom of the amino acid residue evaluated.

Assemblies’
Composition AB[HHGLIIPALIFLCLIEDO]  AB[HHGL[SO4],
Surface area (A?%) 11727.3 12166.3
Buried area (A% 3297.8 3792.3
AdgissG (kcal/mol) 6.4 2.7

“Interfaces between protein chains with the highest PISA Complexation Significance Score (CSS).
"Symmetry operation applied to 2™ interfacing structure in order to obtain the respective interface.
“Total solvent-accessible area for the corresponding chain. “The most probable quaternary structure
in solution according PISA stability criteria.
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1. Introduction.

Polyphenolic compounds, such as flavonoids and coumarins, are
widely distributed in the plant kingdom. Some of these compounds
have interesting medicinal properties, exerting antilipoperoxidant,
anti-inflammatory, anti-allergic, antiviral, antibacterial and
anticancer effects (Di Carlo et al., 1999). Recent studies have
shown that flavonoids from various plants induce a dose-dependent
inhibition in vitro of phospholipid hydrolysis in both secretory and
cytosolic phospholipases A2 (sPLA2 and cPLA2, respectively) (Fawzy
et al., 1988; Vishwanath et al., 1988). Flavonoids assayed in vivo
also show a significant anti-inflammatory effect against acute edema
induced by carrageenan (Guardia et al., 2001).

It has been shown that flavonoids exhibit different inhibitory
levels in group I sPLA2s from porcine pancreas and Naja naja, and in
group II sPLA2s from Vipera russelii and Crotalus atrox. The most
important regions involved in the inhibition of sPLA2 were reported
to be hydroxyl groups in 30- and 40-positions (Lindahl and Tagesson,
1997; Rotelli et al., 2003). In addition, Iglesias et al. (2005)
showed that flavonoids, such as morin, can modify the secondary
structure of snake venom sPLA2 similarly to that observed for the
previous incubation of sPLA2 from the snake venom with 7-Hidroxy
coumarin (Oliveira et al., 2009). Group II sPLA2 enzymes have been
found in inflammatory sites of animal models, as well as in synovial
fluids from patients with rheumatoid arthritis and various human
inflammatory diseases, in which a correlation between serum sPLA2
levels and disease activity is observed (Cirino, 1998; Fuentes et

al., 2002). Moreover, exogenous administration of secretory PLA2,
such as snake venom sPLA2, can induce or exacerbate inflammatory
response in animals (Gil et al., 1997; Céamara et al., 2003).

Structural analyses revealed that snake venom sPLA2s have a similar
molecular profile to those of human secretory PLA2s as well as a
conserved catalytic site (Wen-Hwa et al., 1999).

Naringin, hesperidin and neohesperidin have been described as
some of the most abundant flavanones found in Citrus genus, which
are responsible for many of the pharmacological properties of Citrus
flavonoids. These flavanones are particularly interesting by their
antitumoral and anti-inflammatory effects that can be linked to the
abilities of these compounds to inhibit enzymes involved in cell
activation (Benavente-Garcia and Castillo, 2008) . Since
phospholipases A2 from snake venoms have been characterized as pro-
inflammatory inducer, at first time, we investigate the effect of
naringin on the edematogenic activity of sPLA2 from the Crotalus
durissus cascavella venom as well as the evaluation of other
biological and pharmacological activities induced by this protein.

In addition, we have also investigated the structural
modification induced by this polyphenolic compound on the structure
of sPLA2. As other flavonoids, naringin displays a combination of
multiple hydroxyl groups substituting a ketone-containing flavonoid
skeleton and a glycoside portion (Hodek et al., 2002). Reports on
flavonoid structural-functional relationships have demonstrated that
antioxidant activities and enzyme-inhibition are dependent upon
particular flavonoids structural motifs, such as structure oxidation
stage, substituents (position, number, and nature of groups) and
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Abstract.

The action of the hydrophobic flavonoid naringin on the Crotalus
durissus cascavella sPLA2 structure and biochemical activities are
characterized in this work. A discrete reduction of the UV scanning
signal and significant modification of the circular dichroism (CD)
spectra of sPLA2 were observed after naringin treatment. This
flavonoid irreversible abolishes the enzymatic activity at similar
mode as p-bromophenacyl bromide (p-BPB). The treatment of sPLA2 with
naringin (sPLA2-Nar) moderately decreased the myonecrosis as well as
the platelet aggregation and neurotoxic effect whereas p-BPB
virtually annulled both effects. Although in the initial assays
naringin did not abolish the hind paw edema formation, when such
flavonoid was inject previously in the rat we observed similar
effects induced in citossolic PLA2 (cPLA2) by typical anti-
inflammatory drugs as dexamethasone. In addition, small angle X-ray
scattering (SAXS) data were collected for native sPLA2 and after
flavonoid treatment. Structural investigations showed that sPLA2 is
an elongated dimer in solution and that naringin induced a
conformational change in the dimeric configuration that has been
correlated with the lost of enzymatic activity and alterations in
other biological and pharmacological properties.

Key words: naringin, sPLA2, Crotalus durissus cascavella, Circular
Dichroism, SAXS, bioinformatics, enzymatic activity, antibacterial
property and pharmacological effects.
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presence of glycosylation (Benavente-Garcia and Castillo, 2008).
Phenolic compounds, particularly flavonoids, have been shown to
posses an important antioxidant activity toward free radicals which
are associated with the natural metabolism of aerobic cells
(Benavente-Garcia et al., 1997).

In order to retrieve structural information from the native
phospholipase A2 (sPLA2) and after naringin treatment (sPLA2-Nar) a
variety of solution based techniques have been used in the present
work. As small angle X-ray scattering (SAXS) 1is a sensitive
technique for analyzing global shape and dimensions of
macromolecules in solution (Svergun and Koch, 2002), we have mainly
employed such methodology together with molecular modeling, circular
dichroism and Dbioinformatic analysis to provide the required
information.

Several sPLA2 crystallographic studies have been reported in
the literature describing the main structural features of this class
of protein (Arni and Ward, 1996) and its correlations with the
biochemical properties (Burke and Dennis, 2009). However, there are
just a few reports regarding SAXS analysis of phospholipases A2
(Arni et al., 1999; Murakami et al., 2007). In these studies two
different oligomeric states were observed for sPLA2s in solution,
monomeric and dimeric, for those purified from Cerrophidion godmani
(Arni et al., 1999) and Bothrops jararacussu (Murakami et al., 2007)
venoms, respectively.

Additionally, electrophoretic and spectroscopic studies have
suggested that the dimer-like structure in solution is common for
other sPLA2 from snake venoms (Arni et al., 1995; dos Santos et al.,
2008) . Two main different conformations are reported by
crystallographic models for these dimers, an extended conformation
maintained by polar interactions formed between the N-terminal helix
regions and B-wing residues of each monomer, and a compact dimeric
organization of the molecules in which the hydrophobic channels are
buried (Ward et al., 1998; Giotto et al., 1998) although, in
solution, only the compact conformation has been observed previously
(Murakami et al., 2007). In this paper, we present a new extended
dimer configuration for phospholipases A2 in solution. The low
resolution model obtained for sPLA2-Nar presents an interesting
bending in comparison with the envelopes for the native sPLA2 that
seems to be correlated with the enzymatic and pharmacological
alterations observed in our studies.

2. Materials and Methods.
2.1. Venoms and reagents.

Venom from Crotalus durissus cascavella was kindly donated by
the Instituto Butantan (Sado Paulo, Brazil). Naringin was obtained
from Sigma Co., Ltd. (USA). Solvents, chemicals and reagents used in
protein purification and characterization were those of HPLC grade
or higher acquired from Sigma-Aldrich chemicals (USA), Merk (USA)
and Bio-Rad (USA). Male and Female Wistar rats (120-150 g) and Swiss
mice (18-20 g) used in the pharmacological assays were obtained from
the University's Central Animal House. All animal experiments were
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approved by the State University of Campinas (UNICAMP) Ethics
Committee (S&o Paulo, Brazil).

2.2. Purification of sPLA2 from the Crotalus durissus cascavella
venom.

Whole venom was first fractioned as previously described by de
Oliveira et al. (2003). A Dbrief description of the procedure
follows. Dried venom (45 mg) was dissolved in ammonium bicarbonate
buffer (0.2 M, pH 8.0) and clarified by centrifugation (4500g, 1
min). The obtained supernatant was injected onto a molecular
exclusion HPLC column (Superdex 75, 1 x 60 cm, Pharmacia) and
chromatographic run was developed with flow rate for fraction
elution of 0.2 mL/min and monitoring absorbance at 280 nm. The
separated crotoxin-like fraction was immediately lyophilized. After
this first step, the crotoxin-like fraction was subjected to reverse
phase chromatography using a p-Bondapack C18 column (0.39 x 30 cm)
with flow rate for fraction elution of 1 mL/min and the
chromatography was monitored at 280 nm. The sPLA2 from C. durissus
cascavella was eluted using a non-linear gradient of acetonitrile
(66% in 0.1% of TFA). The resulting phospholipase A2 was termed
sPLA2, its purity degree was evaluated by Tricine SDS-PAGE and mass
spectrometry on a MALDI-TOF mass spectrometer, as previously
described Toyama et al. (2003) and Toyama et al. (2005).

2.3. Incubation of sPLA2 with naringin and purification of modified
sPLA2 (sPLA2-Nar).

The incubation of sPLA2 with naringin (Nar) (mol:mol), followed
procedures described by Iglesias et al. (2005) . Naringin was
dissolved in dimethyl sulphoxide (DMSO). Solvent concentration
during incubation with sPLA2 solution never exceeded 1%. The
purified sPLA2 (1.5 mg, 100 nmol/mL) was dissolved in 1000 nl of
water and after complete homogenization, 10 pl of naringin solution
(100 nmol) was added for 60 minutes in a water bath at 37 °C.
Samples of 200 pl of this mixture were loaded onto a preparative
reverse phase HPLC column to separate the modified sPLA2 (sPLA2-Nar)
from naringin. Samples were eluted using a discontinuous gradient of
buffer (66.6% of acetonitrile in TFA 0.1%) at a constant flow rate
of 2.0 mL/min. The chromatographic run was monitored at A280 nm.

2.4. Measurement of sPLA2 oxidation.

Oxidation of sPLA2 after incubation with naringin was
determined by measuring the absorption spectra of sPLA2 and sPLA2-
Nar using wavelengths ranging from 200 to 300 nm. The
chromatographic run was performed utilizing a Waters HPLC, with a
991 photo diode detector (PDA 991, Waters) to record the absorption
spectra of the samples. Detection was carried out at A214 nm, with
peak scanning between 190 and 310 nm (3 nm step). In addition, the
chemical modification of the amino acid residues of sPLA2 in
presence of naringin was evaluated by amino acid analysis. In this
protocols, approximately 1 nmol of purified protein (sPLA2 or sPLA2-
Nar) was hydrolyzed with 6 N HC1l (200 pl) in the presence of 10 ul
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volume of 3.8% trisodium citrate. After removing the platelet-rich
plasma (PRP), the remaining blood was prepared by centrifugation of
citrated blood at 200g for 10 min and washed platelets (WP) were
obtained from the residue by centrifugation of citrated blood at
15009 for 20 min. Platelets were left for 1 h at room temperature to
recover their sensitivity to aggregating agents. Platelet counts
were performed on a Coulter S Plus (Coulter Electronics, Hialeah,
FL) or by phase-contrast microscopy. Platelet aggregation was
carried out using 400 pL of the washed platelets solution in a
cuvette and kept at 37 °C with constant stirring.

The desired concentration of protein was added 3 minutes prior
to the addition of platelet aggregation inducers (thrombin for
washed platelets). Subsequently, the aggregation was recorded for 5-
10 min by using an aggregometer (Payton Scientific Instruments, Inc,
Buffalo, NY). Aggregation experiments were performed with sPLA2 or
sPLA2-Nar in concentrations of 10 pg in a final volume of 20 pL.

2.6.3. Neurotoxic effect assay.

Male chicks (4-8 days old) were killed with ether and the
biventer cervicis muscle was removed (Ginsborg and Warriner, 1960;
Dal Belo et al., 2005) and mounted under a resting tension of 1 g in
a 4 mL organ bath containing aerated (95% 02 + 5% CO2) Krebs
solution (pH 7.5, 37 °C) of the following composition (mM): 118.7
NaCl, 4.7 KCl, 1.88 CaCl2, 1.17 KH2PO4, 1.17 MgSO4, 25.0 NaHCO3 and
11.65 glucose. A bipolar platinum ring electrode was placed around
the tendon, which ran the nerve trunk supplying the muscle. Indirect
stimulation was applied with a Grass S4 stimulator (0.1 Hz, 0.2
msec, 3-4 mV). Muscle contractions and contractures were recorded by
connecting the preparation to a force displacement transducer (Narco
Biosystems Inc) coupled to a Gould RS 3400 recorder. Contractures to
exogenously applied acetylcholine (ACh, 55 or 110 pM for 60 s) and
KC1 (5 mM for 120-130 s) were obtained in the absence of nerve
stimulation prior to the addition of modified and non-modified sPLA2
(10 pg/ml) and at the end of the experiment. The preparations were
allowed to stabilize for at least 20 min before the addition of ACh
or KCl and a single concentration (10 pg/ml) of the compounds.

2.7. Paw edema assay.

Male Wistar rats (120-150 g) were anaesthetized with halothane
(inhaled). Hind paw edema was induced by a single subplantar
injection of Nar-treated or non-treated sPLA2 (10 pg per paw). Paw
volume was measured immediately before the injection of the drugs
and at selected time intervals thereafter (30, 60, 90, 120, 180 and
240 min) wusing a hydroplethysmometer (model 7150, Ugo Basile,
Italy). All drugs were dissolved in sterile saline solution (0.9%).
Results were expressed as the increasing in paw volume (mL)
calculated by subtracting the basal volume. When desired, the area
under the time-course curve (AUC) was also calculated (trapezoidal
rule) and the results expressed as total edema volume (mL per paw).

In addition, three groups of rats (n=4) were injected (i.p.)
with dexamethasone or Naringin (3.0 mg/kg) 30 min before the
injection of native sPLA2 (10 pg per paw). Each of these groups
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of phenol. Amino acid hydrolysis was performed at 106 °C for 24 h.
After this time, the excess of HCl1l was removed and the hydrolyzed
amino acids were redried with an aqueous solution of
ethanol:water:triethylamine 2:2:1 by volume. Post-column
derivatization was performed with an aqueous solution of
phenylisothiocyanate
(ethanol:water:triethylamine:phenylisothiocyanate 7:1:1:1 by
volume) . Both samples and amino acid standards were derivatized
using a PICO-TAG amino acid analyzer system. The analysis of the
PTH-amino acid was also carried out using a PICO-TAG amino acid
analyzer (Waters).

2.5. Measurement of sSPLA2 activity.

The sPLA2 activity was measured following protocols described
by Rigden et al. (2003) and modified by Toyama et al. (2003) for 96—

well plate, using 4-nitro-3-octanoyloxy-benzoic acid (4N30BA,
BIOMOL, USA) as substrate. Enzyme activity, expressed as the initial
velocity of the reaction (Vo) , was calculated based on the

increasing in absorbance after 20 min. All assays were performed
using n=12 and absorbance at 425 nm was measured using a SpectraMax
340 multiwell plate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). After
addition of native or naringin treated sPLA2 (20 ug), the reaction
mixture was incubated for up to 40 min at 37 °C and absorbance read
in 10 min intervals.

2.6. Biological and pharmacological activities.
2.6.1. Myotoxic activity.

Creatine kinase (CK) was assayed using the CK-UV kinetic kit
from Sigma following the protocol described by Diz Filho et al.
(2009) . Native sPLA2, chemically treated with naringin (sPLA2-Nar)
or treated with p-BPB (sPLA2-pBPB) (1 pg/upl) were injected i.m. (50
pL) into the left gastrocnemius muscle of male Wistar rats (90-110
g; n=6). Control rats received an equal volume of 0.15 M NaCl. After
3 h, the rats were anesthetized and blood was collected from the
abdominal vena cava into tubes containing heparin as anticoagulant.
The plasma was stored at 4 °C for a maximum of 12 h before assaying.
The amount of CK was then determined using 4 pL plasma, which was
incubated for 3 min at 37 °C with 1.0 mL of the reagent according to
the Sigma kinetic CK-UV protocol. Activity was expressed in U/L, one
unit resulting from the phosphorylation of 1 pmol of creatine/min at
25 °C.

2.6.2. Platelet aggregation studies.

The platelet aggregation activity was measured following
methods described by Fonseca et al. (2006) and Oliveira et al.
(2008) . Venous blood was collected with informed consent from
healthy volunteers who denied taking any medication in the previous
14 days. Blood was collected by a two-syringe technique using
polypropylene syringes and 19-gauge needles, and immediately
transferred into polypropylene tubes containing 1/10*" of final
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received 0.1 mL of drug. Dexamethasone and PBS were used as control
to evaluate the anti-inflammatory effect of Naringin. The chemical
modification of sPLA2 with p-BPB was carried out according to the
protocol described by Landucci et al. (2000) and Hernandez-Oliveira
et al. (2005).

2.8. Antibacterial activity.

The antibacterial activity was performed as described by Santi-
Gadelha et al. (2008) and the structural modification was done
according Toyama et al. (2006) protocols. The Xanthomonas axonopodis
pv. passiflorae (G-) and Staphylococcus mutans (G+) cells were
harvested from fresh agar plates and suspended in sterile distilled
water (A600nm = 3 x 10° CFU/mL). Aliquots of bacterial suspension
were diluted to 10° colony-forming units/mL (CFU/mL) and incubated
with sPLA2 or sPLA2-Nar samples (75 ug/mL) for 60 min at 28 °C,
after which survival was assayed on nutrient agar (Difco) plates
(n=5). In both antibacterial assays, electron microscopy assessments
of morphologic alterations were performed in absence (control),
presence of sPLA2 from the Crotalus durissus cascavella venom or
sPLA2-Nar.

Assessments of the morphological modifications induced by the
native sPLA2 or sPLA2-Nar obtained using the purification protocols
were conducted with a transmission electron microscope. Bacterial
samples were centrifuged, recovered and immersed in fixative
solution (0.1 M cacodylate buffer, pH 7.4, containing 2.5% (v/v))
for 12 h at 4 °C. Samples were then fixed with 1% osmium tetraoxide
for 2 h at 4 °C, dehydrated in increasing concentrations of ethanol
and embedded in Epon resin. Polymerization was performed at 60 °C
for 48 h and ultra-thin sections were prepared with a Sorvall MT2
ultramicrotome. Sections were placed on grids and stained with 2%
uranyl acetate for 15 min, followed by 2.6% citrate lead for 15 min.
Samples were observed under a LEO 906 transmission electron
microscope, operating range of 40-100 kV.

2.9. Statistical analyses.

Results are reported as the means * SEM of n experiments. The
significance of differences between means was assessed by an
analysis of variance, followed by a Dunnett’s test when several
experimental groups were compared with the control group. The
confidence limit for significance was 5%.

2.10. Circular dichroism (CD) spectroscopy.

Native and modified sPLA2 with naringin were dissolved in
phosphate buffer 10 mM, pH 7.4, to a final concentration of ~7 pM
and ~4 pM for sPLA2 and sPLA2-Nar, respectively. Samples were
transferred to quartz cuvettes with an optical path length of 1 mm.
Circular dichroism spectra between wavelengths 185-300 nm were
measured with a JASCO 710 using a bandwidth of 1 nm and a response
time between 2-4 s. Scans were accumulated for each sample and all
spectra were corrected by subtraction of buffer blanks. Comparison
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of spectra was performed after concentration and optical path length
normalization in terms of molar circular dichroism (CD) .

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

SAXS measurements were carried out at the DO02A-SAXS2 beamline
of the Brazilian Synchrotron Light Laboratory (LNLS) (Kellermann et
al., 1997). Samples were kept at 4 °C in the sample cell (Cavalcanti
and Torriani, 2004) and data acquisition was performed taking
several 600 s frames for each sample, which allowed for the control
of any possible radiation damage and improvement of the statistical
errors. Data were collected at a sample-to-detector distance of
985.7 mm using a MAR CCD detector (MAR Research) with x-rays at a
wavelength of 1.488 A, to cover q values ranging from 0.013 to 0.34
Al, where g, the moment transfer vector, is defined as g = 4msin6/A.
Different concentrations of sPLA2 were measured to assess
aggregation (Svergun and Koch, 2003; Tsutakawa et al., 2007) and
interparticle interference effects (Tsuruta and Johnson, 2001;
Panda, 1970). The best data sets were collected for samples of
native sPLA2 and sPLA2 treated with naringin (sPLA2-Nar) at ~4 mg/mL
and ~7 mg/mL, respectively.

Initial data treatment of the scattering intensities was
performed using the Fit2D software (Hammersley et al., 1996). Data
were reduced to a 1D scattering profile and normalized according to
intensity and sample attenuation. The net scattered X-ray
intensities for the proteins were determined by subtracting a
normalized buffer blank from each protein data set. Different frames
for each sample were inspected and averaged using the program PRIMUS
(Konarev et al., 2003). Distance distribution functions, p(r), and
radius of gyration, Rg, were evaluated by the indirect Fourier
transform method implemented in the program GNOM (Svergun, 1992).

The Rg value was also estimated using a Guinier analysis
(Guinier and Fournet, 1955) in which the 1n of I(qg) was plotted
against g’ to yield a straight line whose slope is proportional to
Rg. Additional analysis were performed by plotting qu against g
(Kratky plot) that allows the evaluation of the degree of protein
globularization (Semisotnov et al., 1996). The shape of the Kratky
plot is sensitive to the conformational state of the macromolecule
in solution. Globular folded macromolecules have bell-shaped curves,
while for completely unfolded states a plateau or a slightly
increasing function in the larger g range is observed (Putnam et
al., 2007). Estimation of the molecular weight of sPLA2 and sPLA2-
Nar in solution was performed through a relatively simple method
embedded in the “SAXS MoW” web tool
(http://www.ifsc.usp.br/~saxs/saxsmow.html) that is based in the
invariant Q calculated from the Kratky plot (Fischer et al., 2009).

Low resolution envelopes were restored from the scattering
curves using the ab initio procedure implemented in the program
GASBOR (Svergun et al., 2001). In this program, dummy residue models
were generated by a random-walk Coa chain and folded in a way to
minimize the discrepancy between the calculated scattering curve
from the model and the experimental data. To increase the
reliability of the results, final models were obtained with the
program DAMAVER (Volkov and Svergun, 2003) by spatial average of 50
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induced by naringin during incubation of the native protein with
this flavonoid.

3.2. Enzymatic and other sPLA2 activities.

The enzymatic activity of native sPLA2 was virtually abolished
by previous treatment with naringin that showed similar inhibition
potency as p-BPB (Figure 3a; n=12 experiments; P<0.05). Native sPLA2
induced a moderate myotoxic effect as shown in the Figure 3b.
Previous treatment of sPLA2 with naringin reduced the myotoxic
effect induced by sPLA2 two fold whereas p-BPB abolished this effect
(Figure 3b; n=6 experiments; P<0.05). Native sPLA2 induced an
irreversible neuromuscular blockage at 70 minutes after injection of
toxin (Figure 3c), while sPLA2 treated with naringin induced a
moderate blockage if compared to native sPLA2. Despite that both
compounds naringin and p-BPB virtually abolish the enzymatic power
of sPLA2, only p-BPB treatment irreversibly abolished the neurotoxic
effect induced by sPLA2 (Figure 3c; n=6 experiments). The platelet
aggregation induced by native sPLA2 was strongly reduced by chemical
treatment with naringin and abolished by chemical treatment with p-
BPB (Figure 3d, n=4 experiments for each drug).

Subplantar injections of treated and non-treated sPLA2 (5
ug/paw; n=5) evoked a significant acute edema (P<0.05) when compared
to the control (PBS) (Figure 4a). Naringin treatment induced a
slight decreasing in edema volume in comparison to native sPLA2,
whereas p-BPB strongly reduced this effect. By other side, the
previous injection of naringin in the paw affected the edema
formation. In this new assay, sPLA2-Nar prevented the edema induced
by native sPLA2 whereas dexamethasone (Dexa), a potent synthetic
anti-inflammatory, reduced significantly this pharmacological effect
(Figure 4b).

Native SPLA2 showed an antibacterial activity against
Xanthomonas axonopodis pv passiflorae and Streptococcus mutans. In
both cases, we observed that sPLA2 induced a strong modification of
bacterial cell membrane as shown in Figures 5a and 5b. These results
suggest that enzymatic power of sPLA2 is important for antibacterial
activity, and that the inhibition of the sPLA2 enzymatic activity by
naringin, virtually abolish its antibacterial activity (Figures 5a
and 5b) .

3.3. SAXS and bioinformatic analysis.

The effect of naringin treatment on the C. d. cascavella sPLA2
macromolecule organization was evaluated through a systematic
structural study. Despite several attempts to crystallize this
protein, it was not find any positive crystal hit what made
impossible obtaining a high resolution model through X-ray
crystallography. Thereby, an alternative strategy to acquire useful
structural information to interpret biochemical and pharmacological
results obtained in this work was launch.

Initially, a homology modeling calculation and secondary
structure analysis wusing SWISS-MODEL and PSIPRED web servers,
respectively, was performed. C. d. cascavella sPLA2 homology model
was built based on the template structure of the crotoxin B from
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independent models. To clarify the visualization, the average model
was represented by a surface calculated using the program NCSMASK
(CCP4, 2002). Superpositions of crystallographic structures of
several phospholipases A2 found in the Protein Data Bank (PDB,
www.rcsb.org) and the most probable SAXS models derived from
DAMAVAVER were done using the program SUPCOMB (Kozin and Svergun,
2001) . Crystallographic sPLA2 models used in the interpretation of
the low resolution models were chosen based on the smallest
discrepancy (Chi) between the experimental scattering data and the
scattering intensities computed for these models using the program
CRYSOL (Svergun et al., 1995). Additionally, rigid body modeling
with the program SASREF (Petoukhov and Svergun, 2005) and flexible
docking with the program package SITUS (Wriggers et al., 1999) were
performed aiming the best interpretation of the SAXS envelopes.

2.12. Additional computational analysis.

An automated comparative homology modeling using the SWISS-
MODEL web server (Schwede et al., 2003;
http://swissmodel.expasy.org//SWISS-MODEL.html) was employed to
generate an atomic coordinate model for C. d. cascavella sPLA2.
PSIPRED (Jones, 1999; McGuffin et al., 2000) was used for secondary

structure prediction (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Protein
assemblies and interfaces analyses were performed with the PISA web
server (Krissinel et al., 2007; http://www.ebi.ac.uk/msd-

srv/prot_int/pistart.html) .
3. Results

3.1. Chemical and secondary structure modifications.

Chemical treatment of purified sPLA2 with naringin was
conducted according the protocols established by Iglesias et al.
(2005) . In these conditions it was observed a discrete decreasing of
the absorbance of sPLA2 previously treated with naringin (sPLA2-Nar)
in the wavelength region between 270-285 nm (Figure la) which can be
attributed to the spectroscopic absorption of the aromatic amino
acid residues. Amino acid analysis indicated that naringin mainly
induced modification of the aromatic amino acid residues and
histidines, similar to found in a previous work for morin (Iglesias
et al., 2005), but it was also verified slight changes in serine
composition (Figure 1b).

In addition to the chemical modification, circular dichroism
measurements of sPLA2 native and sPLA2-Nar presented a significant
decreasing of the CD signal due to the flavonoid treatment (Figure
2a). This spectroscopic alteration suggests that the residues
modified by the action of naringin are important constituents of
secondary structure elements.

Mass spectrometry results showed that sPLA2 presents an
increasing of its mass-to-charge ratio after naringin treatment in
comparison with the sPLA2 native (Figure 2b). In the same way as the
alterations observed in the CD spectra, the increasing of the
molecular mass for sPLA2 is consequence of the chemical modification
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Crotalus durissus terrificus snake venom (PDB ID: 2Q0G, chain C,
Marchi-Salvador et al., 2008) that presents 90% of sequence
identity. According secondary structure prediction, C. d. cascavella
sPLA2 model shows the same structural motifs of phospholipases A2:
B-wing, hydrophobic channel, calcium binding loop and C-terminal
regions.

Structural information was also obtained through the
experimental methodology of SAXS in which tertiary and quaternary
structures of native sPLA2 and sPLA2-Nar were investigated. The
scattering curves for both native and treated sPLA2 with associated
distance distribution functions, Guinier and Kratky plots are shown
in Figure 6.

The Guinier plot shown in the inset of Figure 6a exhibits a
linear behavior within the interval of 0.026 A < g < 0.058 A for
SPLA2 and of 0.026 A™ < g < 0.056 A for sPLA2-Nar, characteristic
for monodisperse systems, from which radii of gyration (Rg) of 23 A
and 24 A were derived, respectively. The p(r) functions calculated
with GNOM from the scattering curves are shown in Figure 6b. In both
sPLA2 and sPLA2-Nar cases the Kratky plot exhibited a characteristic
maximum of correctly enovelated proteins (Figure 6c).

Calculated radius of gyration using program CRYSOL for several
sPLA2 crystallographic models with different number of molecules in
the asymmetric unit (ASU) (PDB ID: 1A2A, 1BJJ, 2Q0G, 1CL5, 1JIA and
20QD) led to a regular dependency of Rg values with the number of
molecules in the ASU: ~35 A for eight, ~30 A for six, ~25 A for
four, from 18 to 24 A for two and from 13 to 14 A for one molecule,
suggesting that C. d. cascavella sPLA2 protein in solution, before
and after treatment with naringin, is composed by two polypeptidic
chains. Determination of the molecular weight with the web tool
“SAXS MoW” confirmed that sPLA2 and sPLA2-Nar appear as a dimer in
solution in the concentrations evaluated, with an average molecular
weight of ~28 kDa while the expected molecular weight based in the
amino acid sequence for sPLA2 is 28.9 kDa. Low resolution models
recovered from scattering data showed an elongated shape as expected
by the distance distribution functions asymmetric format (Figure
6b) . Additionally, envelope models of sPLA2-Nar are interestingly
different from the native envelopes (Figure 7).

According to our models, it seems that naringin has induced a
conformational modification in the C. d. cascavella sPLA2 dimer. In
order to interpret such envelopes, different dimer configurations of
several sPLA2 crystallographic models found in PDB were superposed,
including that dimers formed by symmetric mates (results not shown).
Using the program CRYSOL to compare the experimental scattering data
and the scattering intensities computed from these models, the
lowest discrepancy was found for the dimer made of chains A and E of
agkistrodotoxin from Agkistrodon halys pallas venom (PDB ID 1BJJ
Tang et al., 1999). Analysis of protein assemblies and interfaces
using PISA web server suggested that chains A and E assembly of
agkistrodotoxin 1is stable in solution showing one of the highest
DAgissG and equal to 6.7 kcal/mol.

Finally, the C. d. cascavella sPLA2 homology model obtained
using the SWISS-MODEL web server was superposed onto chain A and
chain E of agkistrodotoxin dimer as an attempt to evaluate
biochemical and structural sPLA2 alterations after naringin
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treatment (Figure 8). This new dimeric assembly built in silico for
C. d. cascavella sPLA2 was then used in the interpretation of the
low resolution model bending due to the naringin treatment.

4 .Discussion.
4.1. Enzymatic and antibacterial activities.

Polyphenolic compounds, similar to naringin, have been
characterized as highly specific and potent inhibitors of
phospholipasic A2 activity. This action of flavonoids and other
polyphenolic compound are attributed to an ability to bind the
hydrophobic catalytic pocket of this enzyme, such as found to morin,
vitamin E and umbelliferone incubated with sPLA2 (Iglesias et al.,
2005; Chandra et al., 2002; Toyama et al., 2009). Additionally, it
has been reported that the position of the hydroxyl groups found in
the flavonoid structure, 3'- and 4'-position in the B-ring, are
important for the selective inhibition of sPLA2 activity of group
II, such as phospholipases A2 from Crotalus durissus ssp and
Bothrops sp (Lindahl and Tagesson, 1997).

According to our results, the enzymatic activity of native
sPLA2 from C. d. cascavella was strongly reduced after the treatment
with naringin, almost at the same level as verified to the potent
sPLA2 enzymatic inhibitor p-bromophenacyl bromide (Figure 3a). These
findings point that naringin and p-BPB inhibit the phospholipasic A2
activity probably in the same way, interacting with amino acid
residues of C. d. cascavella sPLA2 located in the hydrophobic
channel that comprises the catalytic triad of such enzymes, as
observed 1in crystallographic studies for a sPLA2 from Bothrops
jararacussu venom (Magro et al., 2005).

The antibacterial property induced by native sPLA2 from C. d.
cascavella appears to be the toxin effect more closely related to
the enzymatic activity, as found to other sPLA2 that employed the
enzymatic catalysis for antibacterial function (Nevalainen et al.,
2008). While native sPLA2 shows a high phospholipasic function,
bacterial cell membrane damage 1is significant. After naringin
treatment, with the pronounced reduction of the catalytic activity
the 1level of 1lysis is also decreased (Figure 5). Thus, the
abolishment or alteration of sPLA2 enzymatic apparatus leads to a
significant lost of antibacterial activity for the sPLA2 from the
Crotalus durissus cascavella venom.

4.2. Pharmacological properties.
In addition to the accentuated decreasing of the catalytic

activity, sPLA2 inhibitors are able to recognize pharmacological
sites of such enzymes, consequently affecting their pharmacological

action (Boilard et al., 2006). As our studies showed, the chemical
treatment of sPLA2 with naringin only reduced the pharmacological
effects, among them myotoxicity (Figure 3b), neurotoxicity (Figure

3c), pro-platelet aggregation activity (Figure 3d) and edema
formation (Figure 4a), induced by native sPLA2 from C. d. cascavella
venom 1in comparison with the same assays performed with the
inhibitor p-bromophenacyl bromide.
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interfacial residues correspond to that ones which were affected by
the action of naringin and 1its chemical modification must be
responsible for the conformational change observed in the dimer
configuration after naringin treatment.

It has been reported that the dimerization of snake venom sSPLA2
is a common event that strongly increase the enzymatic power of
sPLA2 in solution and determinate the allosteric behavior for
phospholipases A2 from the Crotalus durissus ssp and Bothrops sp
(Toyama et al., 1995; Soares et al., 1998; Lee et al., 1999; Toyama
et al., 2003; Diz Filho et al., 2009). Our low resolution models for
sPLA2 and sPLA-Nar allow us to suggest that besides the chemical,
secondary and tertiary modifications induced by naringin in the
sPLA2 from C. d. cascavella, the dimer bending might have reduced a
possible enzymatic allosteric effect presented by this protein.

4.4. Chemical and structural modifications.

The observed UV absorption modification after sPLA2 treatment
with naringin can be mainly attributed to chemical changes in the
aromatic amino acid residues and histidines of this enzyme, as
verified previously by Iglesias et al. (2005) for another flavonoid
called morin. In addition, mass spectrometry analysis demonstrated
that the chemical shift induced by naringin is very discrete, not
indicating the attachment of naringin in the sPLA2 structure. The
same behavior was found in previous studies to sPLA2 treated with
umbelliferone (Toyama et al., 2009).

Circular dichroism spectroscopy showed that naringin treatment
induced considerable alteration in the CD signal of the sPLA2 as
consequence of modifications mainly of the o-helix structural
elements. In case of phopholipases A2, helical structures are
responsible for forming the hydrophobic channel (Arni and Ward,
1996) which is occupied by the acyl chains of the substrate when
bound, positioning the cleavage centre towards the catalytic
residues and forming the aperture to the external surface. In class
I and II of sPLA2s, when no substrate is bound, the hydrophobic
channel is filled with ordered water molecules (Scott et al., 1991).
Therefore, in addition to our spectroscopic analyses, structural
characterization reports lead us to believe that naringin has
predominantly acted in the hydrophobic channel of sPLA2 from C. d.
cascavella.

Although side-chain orientation is still one of the main
challenges in the determination of protein structures from the
sequence (Al-Lazikani et al., 2001), methods based on rotamer
libraries (Ponder and Richards, 1987) have improved the prediction
reliability in terms of side-chain torsional angles for preferred
conformations (Al-Lazikani et al., 2001). However, it is known that
amino acid side-chains in both crystallographic and molecular
modeling models may differ from that ones in the physiological
conditions (Levitt et al., 1997). At this point of view and
considering the nature of the results derived from the present work,
more important than address specific interactions and the most
probable biologically active side-chain conformations of the
important amino acids is the definition of the molecular region
where naringin has acted.
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One possible explanation to the not associated pharmacological
and enzymatic activities is that the chemical modification of some
amino acids induced by naringin, remarkably aromatic amino acids and
histidines, has affected the toxin ability to interact with the
pharmacological receptor, but did not lead to the abolishment of
this function. Ours results and those described by Cardoso et al.
(2001) demonstrate that enzymatic activity of the sPLA2 is not
crucial for pharmacological activities of this sPLA2 isolated from
the C. d. cascavella venom.

It is worth of note that in terms of edema formation it was
initially observed that this pharmacological effect seems to not be
correlated with the sPLA2 catalytic activity, and that naringin
previously applied in the animals strongly inhibited the hind paw
edema induced by the sPLA2-Nar (Figure 4b). Since flavonoids and
other organic compounds from plants, such as flavones and alkaloids,
are able to inhibit the enzymatic activity of secretory PLA2 (Fawzy
et al., 1988; Vishwanath et al., 1988), as well as the catalytic
capacity in vitro of cytoplasmatic PLA2 (cPLA2) ,
Lipoxygenase/Cyclooxygenase, PLC and others related mammalian
enzymes (Middleton et al., 2000), it appears that the inflammatory
effect observed for sPLA2-Nar on the hind paw (Figure 4a) is, in
reality, mainly caused by the action of cPLA2. Therefore, the
previous injection of naringin in the paw was responsible for the
inhibition of cPLA2 or other related enzyme from the animal, only
remaining the pharmacological effect of the native sPLA2 from C. d.
cascavella (Figure 4b).

This complementary assay suggests that unlike other
pharmacological properties, the edema induced by sPLA2 is dependent
of the membrane phospholipid hydrolysis generating pharmacologically
active lipids. In the other hand, the pharmacological modes of
action for myotoxicity, neurotoxicity and platelet aggregation of
sPLA2 are not completely related with the enzymatic activity but, in
turn, might involve the ability of specific sPLA2 molecular regions
to recognize pharmacological sites on the cells as proposed by
Cardoso et al. (2001) for crotoxin, one phospholipase A2 from
Crotalus durissus terrificus venom.

4.3. sPLA2 C. d. cascavella dimer models in solution

Structural analyses of native sPLA2 and sPLA2-Nar performed by
SAXS indicated that both samples behave as dimers in solution. Using
high sequence identity snake venom sPLA2 crystallographic models in
order to interpret our low resolution models, it was observed that
C. d. cascavella dimers present a new extended configuration never
seen before for phospholipases A2 in solution.

It was also verified that naringin treatment has induced
conformational changes in sPLA2 with a clear bending of the dimer.
Although unsuccessful, several attempts to model this bended dimer
were done employing rigid body modeling and flexible docking.
However, the interpretation of the SAXS model based on C. d.
cascavella homology model superposed on the agkistrodotoxin
crystallographic “dimer” (PDBID: 1BJJ, chains A and E) enabled
identify that some aromatic amino acids, histidine and serine of C.
d. cascavella are present in the dimer interface (Figure 8). These
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Based on the chemical modification and circular dichroism
experiments, naringin has interacted predominantly in the sPLA2
molecular region with the highest concentration of aromatic amino
acid residues, histidines and serines (shown in yellow in Figure 8)
that is composed by the bottom of the hydrophobic channel (between
N-terminal, o2- and «a3-helix) and the B-wing motif. Apart from
containing the majority of the modified amino acids residues, the
hydrophobic channel is also the sPLA2 structural domain responsible
for the catalysis, comprising the catalytic triad: Gly31l, His47 and
Asp89 according sPLA2 amino acid sequence (shown in red in Figure
8). So, chemical and structural modifications in this enzymatic
region by the action of naringin is suggested to be the main reason
for the inhibition of enzymatic power, correlated edema formation
and antibacterial functions of sPLA2 from C. d. cascavella.

5. Conclusions.

Structural studies performed in this work permitted identify
the probable region of the C. d. cascavella sPLA2 that might have
been affected by the naringin action. This region seems to be
responsible for some of the pharmacological and biological
properties of this enzyme. Chemical and structural modifications
also have interfered in the active site of sPLA2 and in its possible
enzymatic allosteric behavior.
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Figure 1. a) Absorption spectra of the sPLA2 and modified sPLA2
after incubation with naringin at wavelength intervals of 200-300
nm. The amino acid modification was analyzed at 280 nm. b) Amino
acid composition of non-treated and treated sPLA2 with naringin
(sPLA2-Nar), UNK indicates unknown or unidentified peak or extra
peaks, identified by PICO-TAG amino acid analyze system.
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Figure 2. a) CD spectra of native C. d. cascavella phospholipase A2
(sPLA2) and sPLA2 treated with naringin (sPLA2-Nar). Data over the
range 185-300 nm are shown. The CD spectra are expressed in
ellipticity units in millidegrees. b) The mass measurement of native
and naringin treated sPLA2 by MALDI-TOFF mass spectrometry resulting
in a molecular mass of 14,678.14 Da for native sPLA2 and 14,687.34
Da for naringin treated (sPLA2-Nar).
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Figure 3. a) Enzymatic activity increase in absorbance by increase
in chromogenic product (p-anilide), the measurement of product was
carried out using an ELISA system and wavelength at 425 nm. The
sPLA2 treated with naringin (sPLA2-Nar) showed a significant
decrease if compared to non-treated sPLA2 and similar to sPLA2
treated with 4-bromophenacyl bromide (sPLA2-pBPB) (n=12, *P<0.05).
b) Measurement of creatine kinase activity from the samples of
animals treated with saline (negative control), native sPLA2 (sPLA2;
50pL, 50 pg) and naringin treated sPLA2 (sPLA2-Nar; 50 upL, 50 ug).
The last bar represents the effect of sPLA2 treated with pBPB (50
uL, 50 ng). Results of creatine kinase levels were expresses as
units of enzymatic activity by liter (U/L) of blood and each column
of 6 animals and each bar indicate SEM. *P<0.05 compared with saline
control. c) Neurotoxic effect of sPLA2 and sPLA2-Nar on the chick
biventer cervicis preparation. Results were expressed as
modification of twitch tension in percentage, each point represent
mean * SEM of five preparation and *P<0.05. d) The washed platelets
assay was performed with venous blood collected from healthy
volunteers. The blood was centrifuged in 3.8% trisodium-citrate for
10 minutes at 200g and the residue was centrifuged again for 20
minutes at 1500g. Aggregations were performed using native sPLA2 and
sPLA2-Nar.
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Figure 5. a) Effect of Naringin (sPLA2-Nar) on the sPLA2
antibacterial activity against Staphylococcus mutans. b) Observed
structural modifications induced by sPLA2 and sPLA2-Nar on the
Xanthomonas axonopodis pv passiflorae. Saline conditions correspond
to the control experiments. CFU is an acronym to colony formation
units.
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Figure 4. a) Rat paw edema induced by sPLA2, sPLA2-Nar showed the
dose-dependent edema with doses of 10 pg/paw, whereas pBPB treatment
virtually abolished the edema induced by sPLA2. Observations were
conducted at selected time intervals of 30, 60, 90, 120, 180 and 240
min. Results were expressed as the increase in paw volume (mL)
calculated by subtracting the basal volume. Each point represent
mean + SEM of four rats and *P<0.05. b) Effect of previous injection
of dexamethasone and Naringin (3.0 mg/kg) before injection of native
sPLA2. The results were expressed as microlitres of plasma protein
extravasation, each column represent the mean of 4 animals and each
bar indicates SEM. *p<0.05 compared with sPLA2 control.
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Figure 6. Small Angle X-ray Scattering data plots. a) Experimental
scattering curves and Guinier region with its linear data fit (red
line). b) Distance distribution functions, p(r). c) Kratky plot.
Blue squares represent the SAXS data for the native protein (sPLA2,
~4 mg/mL) and the SAXS data for the protein after treatment with
naringin (sPLA2-Nar, ~7 mg/mL) are shown as gray circles.
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Figure 7. Superposition of the dimeric high resolution model for
agkistrodotoxin sPLA2 (PDB entry 1BJJ, chains A and E, shown in
orange as cartoon) and SAXS envelopes. a) Native low resolution
model obtained is shown in blue. b) The envelope to the protein
after treatment with naringin is shown in gray. Envelopes (left) are
rotated clockwise by 90° around the y- (middle) and z-axes (right).
Figure was prepared using PyMOL (DelLano Scientific, San Carlos, CA,
http://www.pymol.org) .

Figure 8. Stereo cartoon representation of the C. d. cascavella
sPLA2 dimer modeled with SWISS-MODEL and built in silico based on
the high resolution model of agkistrodotoxin sPLA2 (PDB entry 1BJJ,
chains A and E). All aromatic amino acid residues, histidines and
serines are shown in ball and sticks representation. Those PHE, TYR,
TRP, HIS and SER residues present in the interface region are
highlighted in yellow. Catalytic triad residues (GLY31, HIS47 and
ASP89) are shown in red. Figure was prepared using PyMOL (DelLano
Scientific, San Carlos, CA, http://www.pymol.org) .
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Apéndice B

Atividades académicas, cursos e
eventos cientificos

Além da pesquisa desenvolvida durante os trabalhos desta tese tam-
bém participamos de diferentes atividades académicas, cursos e congres-
sos cientificos que sao apresentados a seguir:

B.1 — Atividades académicas

Disciplinas :
1° Sem/2006 - Métodos Fisicos em Quimica Orgéanica (QP222): conceito
A, 180 horas e 12 créditos.
1° Sem/2006 - Topicos Especiais em Fisico-Quimica X (QP934) “Andlise
Multivariada de Dados Quimicos”: conceito A, 180 horas e 12 créditos.
2° Sem/2006 - Topicos Especiais em Quimica Interdisciplinar | (QP663)
“Métodos Modernos de Caracterizagao Estrutural e Dinamica de Protei-
nas”: conceito A, 180 horas e 12 créditos.
1° Sem/2007 - Topicos Especiais em Fisico-Quimica IV (QP436) “Fotoqui-
mica e Fotofisica em Biomoléculas”: conceito A, 45 horas e 3 créditos.
1° Sem/2007 - Topicos Especiais em Fisico-Quimica XI (QP935) “Crista-
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B.2 Cursos e eventos cientificos

lografia Estrutural: aplicacdo a pequenas moléculas e proteinas”: conceito
A, 180 horas e 12 créditos.

2° Sem/2008 - Bioinformatica Estrutural (NG250): conceito A, 180 horas e
12 créditos.

Exames :
25/05/2006 - Exame de aptidao em lingua inglesa: aprovado.
13/07/2007 - Exame de qualificacdo geral de doutorado. Estratégias de
Clonagem e Expresséao de Proteinas de Eucariotos: aprovado.
07/02/2009 - International English Language Testing System (IELTS):
band 7.
02/12/2009 - Exame de qualificacdo de area de doutorado. Estudos Estru-
turais de Proteinas de Cana-de-agucar, de Milho e de Venenos de Serpen-
tes, por Cristalografia e Analises em Solug¢ado: aprovado.

B.2 — Cursos e eventos cientificos

Cursos :
09/2006 - Second Brazil School for Single Particle Cryo Electron Micros-
copy (Araraquara, Sao Paulo).
05/2007 - Bioquimica dos venenos de animais (XXXVI Reunido da SBBqQ).
05/2007 - Prote6mica: tornando mais facil a andlise de proteinas (Invitro-
gen na XXXVI SBBq).
01/2009 - CCP4 Study Weekend: Experimental Phasing and Radiation Da-
mage (University of Nottingham, UK).
03/2009 - Joint ICTP/IAEA School on Novel Synchrotron Radiation Appli-
cations (the Abdus Salam International Centre for Theoretical Physics).
03/2009 - Aplicacdao da metodologia QSAR-4D usando o programa LQTA-
QSAR (Laboratorio de Quimiometria Tedrica e Aplicada, IQ/UNICAMP).
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B.2 Cursos e eventos cientificos

Eventos cientificos :
05/2006 - 29* Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de Quimica (SBQ).
07/2006 - XXXV Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e
Biologia Molecular (SBBQ).
02/2007 - 17° Reunidao Anual de Usuarios (RAU) do Laboratério Nacional
de Luz Sincrotron (LNLS).
02/2007 - 1l Workshop em Biologia Estrutural do Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS).
05/2007 - XXXVI Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry
and Molecular Biology (SBBq) and 10" International Union of Biochemis-
try and Molecular Biology (IUBMB).
09/2007 - 18® Reunido da Associacao Brasileira de Cristalografia (ABCr).
05/2008 - XXXVII Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry
and Molecular Biology (SBBQq).
02/2009 - 19° Reunidao Anual de Usuarios (RAU) do Laboratério Nacional
de Luz Sincrotron (LNLS).
10/2009 - 5" International Conference of the Brazilian Association for Bi-
oinformatics and Computational Biology (X-meeting).

Apresentacoes de trabalhos :
07/2006 - PAINEL: Structural studies of snake venom PLAZ2 in the presence
of flavonoids (XXXV SBBq).
09/2006 - ORAL: Effect of Flavonoids in the Structure of Snake Venon
Phospholipase A2 (Second Brazil School for Single Particle Cryo Electron
Microscopy).
05/2007 - PAINEL: Small-Angle X-Ray Scattering (SAXS) Studies of a
Basic Leucine Ziper (bZIP) SCF5 Transcription Factor from Sugarcane
(XXXVI Annual Meeting of SBBQ).
09/2007 - PAINEL: Crystallization and preliminary X-ray diffraction studies
of two crystal forms of a new basic Lys49 PLA2 from Bothrops jararacussu
(18* Reuniao da ABCir).
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B.2 Cursos e eventos cientificos

02/2008 - PAINEL: Crystallization and Preliminary X-Ray Diffraction Analy-

sis of a New Basic Pla2 (F17) from Crotalus durissus terrificus (XXXVII
Annual Meeting of SBBQ).

10/2009 - PAINEL: Structural studies of a new Lys49-PLA2 from Bothrops

jararacussu (BjVII) using X-ray diffraction crystallography and bioinformatic
tools (5" X-meeting).
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