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TCSPC - Time Correlated Single Photon
Counting
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CFU: unidade formadora de colOnias
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NaCl, pH7,0)
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Hydrolysis of membrane phospholipids by class1l phospholipase A2 (PLA)) is
dependent on a Ca?* ion co-factor coordinated in part by an Asp49 residue in the active site
region. In the Lys49-PL A, homologues, the Asp49 is subgtituted by Lys and the Lys49-PLA>s
show no Ca?* binding and no detectable phospholipid hydrolysis. Nevertheless, the Lys49-
PLA,s cause a rapid Ca’-independent release of liposome entrapped markers, and
demonstrate potent myotoxic and bactericidal activities. Bothropstoxin-l (BthTx-1) is a
homodimeric Lys49-PLA2 that is present in the venom of the snake Bothrops jararacussu.
Previous xray crystallography and fluorescence spectroscopy experiments have shown that
the homodimer interface acts as a molecular hinge, permitting the transition between “open”
and “closed” conformations of the BthTx-I dimmer, and it has previously been suggested that
a similar conformational transition in the membrane bound dimer underlies the Ca*'-
independent membrane damaging activity.

With the aim of understanding the structural changes in the Lys49-PLAZ2s, the
interaction of the BthTx-1 with model membranes has been studied by scanning tryptophan
mutagenesis in conjunction with intrinsic tryptophan (Trp) fluorescence spectroscopy. The
single Trp77 residue a the dimer interface has previously been substituted by histidine
(W77H) without significant effects on biological function or homodimer stability. In the
present study, a second round of site-directed mutagenesis using the W77H as a template
produced 9 separate mutants each with a unique Trp residue located either in the dimer
interface (at positions 7 and 10), dorsal surface (at positions 46 and 104), ventral surface (at
positions 31 and 67) or in the Gterminal loop region (at positions 117,119 and 125). After
expresson in E. coli, refolding of the recombinant protein, and purification by cation
exchange chromatography, the mutants were characterized using a series of biochemical and
biophysical analyses.

Correlation of encapsulated marker release with protein binding studies to liposome
membranes demonstrated that efficient membrane permeabilization could be elicited by
transient association of the protein with the target membrane. All mutants showed similar
activity suggesting that hydrophobic interactions play a secondary role in determining affinity
for the membrane. Increasing the proportion of negative charge in the membrane increased
binding, suggesting a more important role for electrostatic interactions. Altered chemical
modification kinetics of the tryptophan residues by bromosuccinamide were correlated with
changes in the intrinsic tryptophan emission studies, which confirmed that residues located in

the interfacial recognition site of the protein interact with the hydrophobic region of the
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membrane bilayer. The results further indicate that residues in the Gterminal region of the
protein interact with the surface of the bilayer, a finding that is in contrast to the current
consensus of the role of this region in the mechanism of membrane damage.

Tryptophan residues in the dimer interface region may participate in resonant energy
homotransfer (REHT), and this effect may be studied by alterations in the intrinsic tryptophan
fluorescence anisotropy. Both the K7W and L10W mutants demonstrate reduced fluorescence
anisotropy, consistent with the energy homotransfer event. Since REHT is only efficient over
short distances, these data strongly support the suggestion that the BthTx-1 homodimer adopts
aclosed conformation in solution. These experimental data show a qualitative correlation with
molecular dynamics simulations, which offer the possibility to further understand the

structural changes underlying the Ca?*-independent membrane damaging activity of the
BthTx-I.
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A hidrélise de fosfolipidios de membrana pela fosfolipase A2 da classe-1l (PLA) é
dependente do co-factor Ca®* que é parcialmente coordenado pelo residuo de Asp49 na regizo
do sitio ativo. Nos homdlogos de Lys49-PLA,, 0 Asp49 é substituido por Lys e as Lys49-
PLA,s ndo mostram ligacéo de Ca®* ou hidrélise de fosfolipidios detectavel. As Lys49-PLA,s
mostram uma liberac&o répida Ca?*-independent e de marcadores encapsulados em lipossomos
e demonstra potentes atividade bactericida e miotoxica. Bothropstoxina-1 (BthTx-1) é uma
Lys49-PLA, homodimérica presente no vereno da serpente Bothrops jararacussu. Estudos
precedentes de cristalografia de raio X e de espectroscopia de fluorescéncia mostraram que o
homodimero age como uma dobradica molecular, permitindo a transicdo entre as
conformagOes “aberta’ e “fechada’ de BthTx-l, sugerindo previamente que transicoes
conformecionais similares do dimero na presenca de membrana pode causar a atividade de
danificacdo de membrana Ca?*-independente.

Com o objetivo de compreender as mudancas estruturais de Lys49-PLA3s, o0 modelo
de interacdo do BthTx-I com membranas foi estudado uilizando mutagénese de varredura do
triptofano (MVT) em conjunto com espectroscopia de fluorescéncia intrinsica do triptofano
(Trp). O unico residuo Trp77 da interface do dimero foi substituido previamente por histidina
(W77H) sem efeitos significativos ra estabilidade do homodimero ou na fungdo bioldgica. No
estudo atual, uma segunda etapa de mutagénese sitio-dirigida utilizando W77H como molde
produziu 9 mutantes separados cada um com um residuo Unico de Trp localizado na interface
do dimero (nas posi¢bes 7 e 10), na superficie dorsal (nas posicoes 46 e 104), na superficie
ventral (nas posi¢Oes 31 e 67) e naregido da alca C-termina (nas posi¢oes 117, 119 e 125).
AplGs a expressdo em E. coli, enovelamento da proteina recombinante, e purificagdo por
cromatografia de troca catibnica, os mutantes foram caracterizados usando uma série de
andlises bioquimicas e biofisicas. A correlagdo entre aliberacd do marcador encapsulado
com estudos de interacdo da proteina com membranas de lipossomos demonstrou que uma
eficiente permeabilizacdo da membrana pode ocorrer por uma associacdo transiente entre a
proteina e a membrana. Todos 0s mutantes mostraram uma atividade similar indicando que as
interacdes hidrofdbicas possuem um papel secundério no estudo de afinidade da proteina pela
membrana. Por outro lado, 0 aumento da proporcéo de carga negativa na membrana aumentou
a ligagdo da proteina sugerindo que interacOes eletrostéticas possuem um papel importante
nos estudos de interacdo. As cinéticas de modificagcdo quimica dos residuos de triptofano por

bromosuccinamida foram correlacionadas com as mudancas de emissdo intrinseca do
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triptofano, confirmando que os residuos situados no Sitio de Reconhecimento Interfacial
(SRI) da proteina interagem com a regido hidrofobica da bicamada da membrana. Resultados
adicionais indicam que os residuos da regido C-termina da proteina interagem com a
superficie da bicamada, em contraste com atual consenso sobre a fungéo desta regido no
mecanismo de danificacdo da membrana.

Os residuos de triptofano na regido da interface dimérica podem participar da
homotransferéncia de energia ressonante (HTER), e este efeito pode ser estudado através de
alteracbes na anisotropia de fluorescéncia intrinseca do triptofano. Os mutantes K7W e L10W
demonstram uma anisotropia de fluorescéncia reduzida, consistente com o efeito de
homotransferéncia de energia. Uma vez que HTER é somente eficiente sob distancias curtas,
estes dados suportam fortemente a sugestdo que o homodimero de BthTx-1 adota uma
conformacdo fechada em solucéo. Estes dados experimentais mostram uma correlacdo
gualitativa com resultados de simulacbes de dindmica molecular, que oferecem a
possibilidade de compreender as mudangas estruturais subjacentes da atividade de danificacéo

da membrana de Ca?*-independent e de BthTx-1.
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As fosfolipases estdo agrupadas nas familias Ay (PLA1), A2 (PLA>), B (PLB), C (PLC)
e D (PLD) de acordo com a ligacéo que hidrolisa no fosfolipidio (Figura 1). As fosfolipases
A, (EC 3.1.1.4; PLA)) catalisam a hidrolise de ligacdo éacido-éster na posicdo sn-2 dos
fosfolipidios, liberando &cidos graxos e lisofosfolipidios (van Deenan et al, 1963). As PLA2s
s80 encontradas na natureza tanto intra como extracelularmente, apresentando diversas
fungdes desde danificacdo das membranas celulares como é o caso das PLA; dos venenos, até
apresentando uma funcdo no padrdo da regulacdo da resposta inflamatéria e agregacdo de
plaguetas como é o0 caso das PLA, de mamiferos (Kudo et al, 1993). Estas funcdes
regulatorias fazem com que as PLA, sgjam um alvo em potencia paraintervencdo quimica no
tratamento de doencas como artrite. Neste sentido o entendimento das interaces
proteinallipidio é essencial para o desenvolvimento de novos medicamentos.

Cho
|
(|) — PLD (AF + Cho)

0O=P-O

(|)<—- PLC (DAG + P-Cho) Cho : colina

| DAG : diacilglicerol
sn-1 HC—HC —cH, 2 J

\ZI |/ P-Cho : fosfocolina
o o

(LysoPC+FA)PLA, —— [y 4] =  PLA,(2lysoPC+FA) FA : &ido graxo

L_ _ AF: Acido Fosfatidico
7 PLB (glicerol-P-Chot+ FA)

Figura 1. Reacdo de hidrdlise de fosfatidilcolina pelas fosfolipases A1, A2, B, C e
D, e os respectivos produtos da reacdo. As fosfolipases A; hidrolisam especificamente a
ligacdo éster sn2 de fosfolipidios e liberam como produto da catdlise, &cido graxo e

lisofosfolipidio.
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A superfamilia de fosfolipases A, consiste em 15 grupos e muitos subgrupos e inclue
cinco tipos distintos de enzimas nomeadas como PL A,s secretadas (SPLA2), PLA,s citosdlicas
(cPLA,), PLAs independente de Ca®* (iPLA,), as PAF-acetilhidrolases (PAF-AH) e a
lisosomal (Schaloske and Dennis, 2006).

As cPL A, so proteinas de diversos tamanhos (61 — 114 kDa) e utilizam uma serina
paracataise. O grupo IV cPLA; foi o primeiro a ser identificado, subsequentemente nomeado
IVA, é regulado por Ca’*, e sofre translocages do citosol para as membranas do reticulo
endoplasmatico e perinuclear. A cPLA, IVA estd envolvida na inflamagdo, formagdo de
Ulcera intestinal, danificacdo aguda do pulmdo, danificacdo do cérebro por
isgquemial/perfuracdo, anafilaxia e parto (Uozumi and Shimizu, 2002).

Varias cPLA; adicionais tém sido determinadas neste grupo com base na similaridade
das sequiéncias. Ambas cPLA> dos grupos IVB e IVC mostram uma pequena especificidade
para &cidos graxos sn-2 (Song et al, 1999; Stewart et al, 2002). O grupo VD mostrou certa
especificidade para acido linoleico (Chiba et al, 2004). O grupo IVE ndo mostrou ter
prioridade por substratos contendo fosfatidilcolina ou fosfatidiletanolamina, no entanto o
grupo IVF parece preferir fosfatidiletanolamina como substrato (Otho et al,2005).

As iPLA; sfo citosdlicas e independentes de Ca®* e assim como as cPLA, utilizam
uma serina para catdlise. Elas sGo encontradas no musculo esguel ético/cardiaco, testiculo,
linfécito, macréfago de humanos e compreendem o grupo 1V com subgrupos A-1, A-2, B, C,
D, E eF. AsiPLA> dos grupos VIA exibem funcdo central na remodelagem de fosfolipidios
(Basinde et al,1995), e a liberagdo do acido aracddnico resulta na formagdo de ecosanoide
(Rickard et al, 2005; Atsumi et al, 1998), expressdo de proteina (Moran, et al, 2005), secrecéo
(Song et al, 2005; Baboa et al, 2003), além de apresentar um papel na apoptose (Atsumi et
al, 2000). O grupo VIB esta envolvido na liberacdo de &cido aracddnico para formacdo de
ecosanoide, e estudos com enantiémeros de lactona bromoenol tem ajudado a diferenciar as

funcdes celulares entre os grupos VIA e VIB (Jenkis et al, 2002).
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As PAF-AHs pertencem a um subtipo de fosfolipase A, que degrada especificamente
PAF e lipidios oxidados relacionados, e também sdo conhecidas como PLA, associada a
lipoproteinas (Lp- PLAy) . Os grupos VIl (A e B) e VIII (A e B) compreendem enzimas com
atividade de PAF acetilhidrolases sendo pertencentes ao grupo VIl aguelas encontradas tanto
no plasma quanto intracelularmente no figado e rim de humano/bovino (Matsuzawa et al,
1997) e ao grupo VI aguelas encontradas no cérebro humano (Manya et al, 1999).

As sPL A, sdo peguenas proteinas (14-18 kDa) usuamente contendo de 5 a 8 pontes de
sulfeto. Este grupo possui uma histidina no sitio ativo e requer niveis M de Ca®* para
catdlise. As sPLA; sdo encontradas em plantas, insetos, moluscos, réptels, mamiferos, fungos
e compreendem os grupos |, 11, I, V, IX, X, XI e XII. As sPLA; possuem um papel em
vérias doencas inflamatdrias, sendo que o grupo Il esta presente em altas concentragdes no
fluido sinovial em pacientes com artrite reumatéide (Seilhamer et al,1989). Também parecem
possuir um papel importante na exocitose (Wei et al, 2003) e as sPLA; de mamiferos (GIIA,
GV, e GIID) promovem a degranulacdo de mastdcitos (Enomoto et al, 2000). Certas sPLA;
tem um papel na morte de bactérias Gram-positivas e podem estar envolvidas na defesa do
hospedeiro contra infeccdo bacterial (Koduri et al, 2002). Evidencias recentes de GV sPLA;
sugere que estas enzimas tém um papel inato contra invasdo de fungos (Satake et al, 2004).
Os grupos V e X podem estar envolvidos na imunidade inata durante a defesa do hospedeiro
contrainfeccdo adenoviral. Assim foi sugerido que estas duas enzimas podem proteger células
contra infeccéo através de um aumento de niveis endogenos de liso-fosfatidilcolina (Mitsuishi
et al, 2006). A funcdo de sPLA, do grupo I1A em tumorogénese é um resultado controverso,
pois ndo estd bem claro se a enzima serve como promotor ou supressor do tumor (Laye e Gill,
2003).

O primeiro nome dado & PLA; lisossomais purificadas do cérebro bovino foi 1-O-
acilceramida sintase (ACS) por Abe e Shayman (1998). Hiraoka et al (2002) propds que o

grupo acil hidrolisado é transferido através de uma enzima acil para ceramida ou &ua

————
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resultando ou na producéo de 1-O-acil-ceramida (ACS atividade) ou na liberagdo de &cidos
graxos livres (PLA atividade). Hiraoka substituiu 0 nome ACS por PLA; lisosomal (LPLA>),
e de acordo com a nomenclatura de superfamilia de fosfolipases, esta enzima foi nomeada
agora pelo grupo XV PLA:.

As estruturas cristalogréficas de PLA; dos grupos 1, 11 e l11 de diversas espécies foram
determinadas através de difracdo de raios-X, tanto na presenca como na auséncia de cacio
bem como de inibidores especificos da atividade catalitica. As PLA, destes trés grupos
mostram um motivo conservado que compreendem duas a-hélices antiparaéelas, nas quais
estéo localizados os residuos do sitio ativo, associadas com uma al¢a rica em glicina
envolvida naligacéo do calcio (Scott et al, 1990; Arni and Ward, 1996) (Figura 2).

Hélice

curta\ . .
/ Hélice N-terminal

doCa*\ &g =% _ "‘é\asa”b

Alca C
terminal

Sitio - Hélice 3
AtiVO Hélice 2

Figura 2: Estrutura da PLA; deCrotalus atrox (brunie et al., 1985). A molécula esta
apresentada na forma de fita, sendo os residuos pertencentes ao sitio ativo destacados pelo
circulo vermelho, e aaca de ligagdo do Ca®* pelo circulo preto.

As posicOes dos residuos His48, Asp49, Tyr52 e Asp99 (usando a numeracdo de
homologia dos grupos | e Il realizadas por Renetseder et al, 1985), sdo altamente conservadas
nos sitios ativos nos grupos | e |1, sendo que nas PLA, do grupo |1l sdo encontrados residuos

em posicoes anadlogas. O residuo Asp49 junto com trés oxigénios pertencentes as carbonilas

————
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da cadeia principal da Tyr28, Gly30 e Gly32, mostraram estar envolvidos na ligagdo de cacio
(Thunnissen et al., 1990; Scott et al., 1990). No mecanismo e acdo da enzima proposto
(Verheij et al, 1980; Scott et al, 1990), o Ca?* serve como um cofator que orienta o substrato
fosfolipidico no sitio ativo, e estabiliza o intermediério oxianidnico, portanto a auséncia deste
ion naPLA; torna-a cataliticamente inativa.

O mecanismo de triade catalitica de PLA,s (Verheij et al, 1980) foi revisado (Berg et
al., 2001) e indicam que os residuos Asp99, His48 e uma molécula de dgua formam uma
triade catalitica (Figura 3), iniciando uma seqiiéncia de trés etapas tendo como produtos
finais das reactes acidos graxos e lisofosfolipidios.

Ca
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Figura 3: Mecanismo da triade catalitica de PLAs. Etapa 1. desprotonacéo da
mol écula de &gua pela diade catalitica His48 e Asp99; Etapa 2: ataque nucleofilico na ligagdo
éster sn-2 do glicerofosfolipidio pela agua desprotonada com a formacgdo do intermediario
tetraédrico estabilizado pelo cofator Ca®*; Etapa 3: quebra do intermediério da reacdo e a

liberacdo dos produtos da catalise.
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Uma subfamilia de PLA, miotoxica do grupo Il foi isolada a partir de venenos de
serpentes Bothrops que inclui a miotoxina bésica de B. nummifer, miotoxina | de B. moojeni,
miotoxinas |1 de B. asper (Lomonte and Gutierrez, 1989) e bothropstoxina | (BthTx-1) de B.
jararacussu (Homsi-Brandenburgo et al, 1988). A analise das sequéncias de aminoéacidos de
diferentes membros desta subfamilia revelou que o Asp49 encontra-se substituido por uma
lisna. As estruturas destas PLA2-Lys49 determinadas através de difragdo de raio-X
mostraram que 0 grupo e- amino da Lys49 ocupa o sitio de ligacdo de céalcio (Arni et al.,
1995; Arni e Ward, 1996) (Figura 4). A conseqléncia desta substituicdo é a perda da
capacidade de ligacdo do cofator Ca?*, o que leva a auséncia de atividade catalitica. A
mutacdo sitio-dirigida feita em PLA, de pancreas de porco mostrou que asubstituicéo de
Asp49 por Lys, que mimetiza a substituicdo observada na proteina do veneno de serpente,

reduziu a atividade especifica da enzima em 25.000 vezes (van den Bergh et al., 1989).

e, |

Figura 4: Detalhes do sitio de ligacdo de Ca’" de sPLA,s que compreende os
residuos 27-33 e 49 (Ward et al ., 1998). (A) PLA,-Asp49 de Naja naja atra: interaces dos
atomos de oxigénio carbonil da al¢a de ligacéo de célcio, &omos de oxigénio carbonil da cadeia
principal das PLA2-Asp49 e duas moléculas de &gua formam a coordenagdo pentagonal
bipiramidal do Ca?*. (B) PLA-Lys49 de Bothrops pirajai: o &omo de Ne da cadeia latera da

Lys49 ocupa a posicéo do fon Ca?*, formando ligagdes de hidrogénio.




| - INTRODUCAO

Apesar de ndo apresentar atividade hidrolitica, a interagdo da PLA2-Lys49 com
lipossomos de composi¢éo lipidica variada provoca uma liberagdo rapida do contelldo aquoso
dos lipossomos. Este processo é independente de ions calcio e ocorre sem hidrolise
fosfolipidica detectavel (Rufini et al., 1992, Pedersen et d, 1995, Ward et al, 2002). Em
adicao, estudos cinéticos de liberagdo do marcador fluorescente de lipossomos ha auséncia de
Ca’*, utilizando tanto a toxina Asp49 quanto Lys49, demonstraram a existéncia de um
mecanismo de acdo independente da atividade hidrolitica (Rufini et al., 1992; de Oliveiraet al
2001).

As PLA,-LysA9 existemn na forma homodimérica em solugdo no pH 7,0 (Francis et al,
1991; da Silva Giotto et al, 1998, de Oliveira et al, 2001), e interagdes hidrofdbicas e
eletrostdticas entre os aminoacidos Glul2, Trp77 e Lys80 de cada monémero contribuem para
estabilizacdo do dimero (Ruller, et al 2005) (Figura 5).

Estudos cristalogréficos e espectroscopicos de BthTx-1 (da Silva Giotto et al, 1998),
mostraram que a interface dos monémeros age como uma "dobradica’ que, como mostrado na
Figura 6, resulta nas formas "aberta’ e "fechada’ do dimero produzindo uma mudanca de
posicdo da regido Gterminal. Assm, propde-se um modelo onde esta mudanca na estrutura
guaternéria da proteina resulta na insercéo da alca C-terminal na bicamada lipidica de até 13
? de profundidade, causando a perda da integridade da membrana (da Silva Giotto et al,

1998).
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Figura5: Representacdo da estrutura do cristal de BthTx-I. O homodimero é
estabilizado por contatos intermoleculares entre os residuos localizados nas hélices N-
termina e folhas b. O quadro mostra detalhes das interacGes intermoleculares entre os
aminoécidos da cadeia principal da interface do dimero envolvendo os residuos de
Glul2, Trp77 e Lys80. Os atomos de nitrogénios sdo mostrados em preto, 0 oxigénio em
cinza escuro e os carbonos em cinza claro, sendo as pontes de hidrogénio demonstradas

pelas linhas pontilhadas.
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<— Regido CGtermind

Dedocamento da

Alca C-terminal

Figura 6: Modelo da Atividade de Danificacgdo de Membrana Ca*'-
independente de BthTx-l proposto por da Silva Giotto et al, 1998. Estruturas
sobrepostas do dimetro de BthTx-1 em azul e vermelho, sendo em (A) as estruturas
“abertas” em solucdo e em (B) a estrutura azul na conformacdo “fechada’ com

deslocamento da Alga C-termina ap0s contato com a membrana.
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A preferéncia das PLA,s de venenos por diferentes substratos fosfolipidicos é
determinada pela topologia de superficie especifica da regido da proteina que interage com a
superficie da membrana. Estudos cristalograficos e de RMN indicaram uma superficie
protéica de ligacdo interfacial comum para as PLA,s dos grupos I/ll. Esta superficie
denominada de sitio de reconhecimento interfacial, SRI (Pieterson et al., 1974) ou “i-face”
(Ramirez & Jain, 1991) é composta por uma fenda hidrofébica altamente conservada que se
liga a cadeia de &cido graxo do substrato fosfolipidico, e um anel de residuos carregados e
polares. O SRI da forma dimérica de BthTx-I, uma PLA,-Lys49 esta representado na Figura

7.

Figura 7: Representacdo do Sitio de Ligacdo Interfacial (SRI) de BthTx-I.
Vistaventral mostrando a superficie do SRI. Em azul destacam se 0s residuos carregados
e polares formando um circulo ao redor da fenda de residuos hidrofdbicos destacados em

amarelo.

Em Lys-49-PLA; osresiduos da alga C-terminal contribuem para formagdo do anel do
SRI e experimentos de mutagénese sitio dirigida com a substituicdo das cargas positivas desta

regido mostraram que estes residuos interagem el etrostaticamente com as cargas negativas nos
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fosfolipidios da membrana, e esta interacdo eletrostatica seria responsavel por um
deslocamento da regido C-terminal, facilitando assim seu contato com a membrana (Chioato
et al, 2002).

Estudos utilizando ensaios de atividade de danificagdo em lipossomos encapsulados
com calceina foram realizados com mutantes dos residuos E12, W77 e K80 localizados ra
regido da interface dimérica. (Ruller et al, 2005). Os resultados demonstraram que embora a
reducdo da fracdo dimérica em solucdo reduza significadamente a atividade de danificacéo,
devido a diminuicdo da estabilidade do dimero, a forma monomérica de BthTx-I retém
aproximadamente 21% de atividade apresentada pelo homodimero (Ruller et al, 2005).

Com objetivo de compreender a interacdo entre BthTx-1 e moléculas anfifilicas,
Bortoleto-Bugs et al, 2004 estudaram a interacdo de dodecilsulfato de sddio (SDS) com a
proteina, mostrando que ocorre a ativagéo da atividade de danificacdo de membranas pela
ligacdo de aproximadamente quatro moléculas de SDS para cada sitio especifico do
homodimero de BthTx-I. Outros estudos demonstraram que a ligagdo SDS/proteina na
proporcéo de 10 a 40 moléculas de SDS por mondmero de BthTx-I induz uma série de
distorcdes reversiveis na a-hélice da proteina, e estas mudancas na proteina sdo
acompanhadas por uma transi¢éo na organizagdo da associagao de SDS (Bortoleto-Bugs et al,
2007). Neste sentido foi proposto um mecanismo de ligacdo do dimero na membrana em que
os fosfolipidios sdo primeiro perturbados e assim coletados na superficie do SRI da proteina.
Este evento é acompanhado com mudangas na estrutura de BthTx-1 e a reorganizacdo dos
fosfolipidios na bicamada da membrana induz uma diminuicdo da integridade da bicamada
(Bortoleto-Bugs et al, 2007). Este mecanismo denominado Modelo de Nucleagdo Micelar
explica em partes os resultados observados sobre as mudancgas estruturais da proteina quando
interage com a bicamada, porém ndo h& evidencias concretas de que este processo ocorra

durante a atividade de danificacdo Ca’*-independente.
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O modelo de nucleacdo micelar admite que o SRI da forma dimérica de Lys49-PLA,
estd exposto em solucdo. Entretanto, recentemente Murakami et a (2005) demonstrou uma
nova estrutura, com a superficie do SRI escondido entre os dois monémeros para o dimero de
Baspll, uma miotoxina Il de Bothrops asper, ligada a suramina, uma droga sintética
polisulfonada, desenvolvida inicialmente para o tratamento anti-tripanossomal, e outros
poliénions capaz de inibir a atividade miotdxica de andlogos de fosfolipases Ay Lys49 tanto in
vitro quanto em vivo (Figura 8). Nesta estrutura, representada na Figura 9, o anel hidrofébico
de naftaleno esta localizado na al¢a de ligagcdo do calcio no monémero A, entre os residuos 27
a 35, e estabilizado por pontes de hidrogénio rnos residuos de arginina na posicéo 34A elisina
na posicdo 53A. O segundo anel de naftaleno liga na por¢do similar do segundo mondmero

interagindo com Arg34B e Lys53B.
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Figura 8: Estrutura quimica e os angulos de tor sdo de suramina.
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Figura 9: Representacdo da estrutura dimérica da miotoxina Basg-11 ligada
aos compostos suramina e polietilenoglicol (atomos coloridos). A droga suramina

encontra-se ligada préximo a alga de ligagéo do célcio.

Apesar da estrutura cristalina da ligagdo de suramina nesta nova conformagdo
guaternéria ser bem definida, a estrutura deste modelo dimérico para homologos de PLA ;-
Lys49 ndo é claramente determinada em solucdo aguosa. Portanto, neste trabalho serdo
apresentadas os resultados obtidos utilizando a técnica de Mutagénese de Escaneamento do
Triptofano (MET) no estudo da conformacéo do homodimero de BthTx-1 em solucdo bem

como ensaios de interagdo da molécula com membranas artificiais.
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Il —OBJETIVOS

1 - Objetivo geral

O objetivo principal do estudo € investigar as mudancas na conformacdo quaternaria e
na estrutura secundaria da molécula de BthTx-I envolvidas no mecanismo de danificacéo a
membrana. Neste sentido empregamos uma série de andlises espectroscopicas de proteinas
recombinantes mutadas de BthTx-1 que contém residuos Unicos de Trp inseridos na superficie
do SRI por mutagénese sitio-dirigida e investigamos as transi¢des estruturais que ocorrem

com a molécula em solucéo e quando associada aos lipossomos.

2 —Estratégia geral

A estrutura cristalina de BthTx-I revela um triptofano Unico na posi¢ao 77 (Trp77)
localizado na interface do dimero e interacOes eletrostaticas e hidrofobicas contribuem para
estabilizar aformadimérica (Arni et al, 1995). A importancia da ligacdo de hidrogénio entre o
anel indol da cadeia lateral do triptofano 77 de um mondmero com oxigénio carbonil da
cadeia principal nos atomos dos residuos 11 e 12 da outra molécula foi demonstrado através
de mutagénese sitio-dirigida (Ruller et al, 2005). A substituicdo do Unico triptofano pelo
residuo de histidina mostra uma conservagdo no padrdo intermolecular da ligagdo de
hidrogénio, preservando todas as funcdes bioldgicas, quando comparado com a proteina
nativa, tais como atividade de danificacio de membrana Ca*- independente e miotoxicidade.
Portanto, neste estudo utilizamos o mutante Trp77His (W77H) de BthTx-I como molde para
uma adicional série de mutagdes sitio-dirigidas, no qua duplos mutantes com triptofanos
unicos na superficie da proteina foram criados. Estas mutacfes estdo exemplificadas na
Tabela 1.

Nove diferentes mutantes foram produzidos para criar duplos mutantes cada qual com

um Unico residuo de triptofano localizados na interface do dimero (posi¢des 7 and 10), na
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superficie dorsal oposta ao SRI (posi¢des 46 and 104), superficie ventral (posicdes 31 and 67)

e naAlca C-terminal (posicbes 117,119 e 125).

Tabela 1. Mutantes duplos com Trp Unico em diversas posicoes de BthTx-1.

MUTANTE ABREVIATURA REGIAO DA LOCALIZAGAO DA
ESTRUTURA MUTACAO

1-W77H/ K7W K7W/H Interface dimérica Interface dimérica
2-W77H/ L10W L10W/H Interface dimérica Interface dimérica
3-W77H/V31W V31W/H SuperficieVentral  Alcadaligacio de Ca“”
4-WT77H/ Y46W Y46W/H Superficie Dorsal Hélice 2
5- W77H/D67W D67W/H Superficie Ventral Hélice 2
6 - W77H/ 1 104W |104W/H Superficie Dorsal Hélice 3
7-WT77H/ Y117W Y117W/H Superficie Ventral Alca C-terminal
8-W77H/ Y119W Y 119W/H Superficie Ventra Alca C-terminal
9-W77H/ F125W F125W/H Superficie Lateral Alca C-terminal

A superficie ventral corresponde a face do SRI, a interface dimérica corresponde a

regido de conexdo entre os dois mondmeros e a superficie dorsal aface opostaao SRI.

1) Lisina(K) naposicdo 7 é substituida por triptofano, obtendo o mutante K 7W/H.

2) Leucina(L) naposicdo 10 é substituida por triptofano, obtendo o mutante L 10W/H.

3) Vadina (V) naposicdo 31 é substituida por triptofano, obtendo mutante V31W/H.

4) Tirosina (Y) na posicdo 46 é substituida por triptofano, obtendo o mutante Y 46W/H.

5) Acido aspartico (D) na posicdo 67 € substituida por triptofano, obtendo mutante

D67W/H

6) Isoleucina () na posicao 104 é substituida por triptofano, obtendo mutante | 104W/H.

7) Tirosina(Y) naposicao 117 € substituida por triptofano, obtendo mutante Y 117W/H.

8) Tirosina (Y) na posicao 119 é substituida por triptofano, obtendo mutante Y 119W/H.

9) Fenilalanina (F) na posicdo 125 € substituida por triptofano, obtendo mutante

F125W/H.
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As posicdes dos triptofanos em toda superficie da molécula de BthTx-l estdo

representadas na Figura 10.

&

Trp125_1

Figura 10: Estruturas quaternarias do homodimero de BthTx-I (PLA2-Lys49). (A)
Vista dorsal representando o SRI do dimero, (B) e (C) mostram as orientacfes relativas pela
rotacdo ao redor dos eixos horizontal (A para B) e vertica (B para C). O monémero 1 esta
colorido de acordo com sua posi¢cdo dentro da cadeia (N-terminal coloridos em azul, C-terminal

em vermelho e os Trps em verde) e os residuos de triptofanos na superficie da molécula estdo

demonstrados no monémero 2 .
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3 — Objetivos especificos

Os objetivos especificos dentro do trabalho proposto s&o:

Mutagénese sitio-dirigida para producdo de mutantes com triptofanos Unicos na

superficie da proteina, expressdo, enovelamento e purificagdo das proteinas mutantes.

Avaliar a interacdo das proteinas com membranas artificiais através da caracterizacdo
bioquimica e biofisica das proteinas mutantes em solucéo e na presenca de lipossomos

com 10% e 50% de carga negativa.

Analisar a conformac&o da estrutura quaternaria das proteinas através de medidas de
homotransferéncia de energia por ressonancia (HTER) entre os triptofanos da interface
dimé&rica (posicbes 7, 10 e 77) com intuito de avaliar a conformacdo dimerica
prosposta por da Silva Giotto et al, e entre os triptofanos da posi¢cdo 31 com intuito de

avaliar conformag&o dimerica proposta por Murakami et al.

Iniciar estudos de correlacdo entre os resultados obtidos através de simulagdo de

dindmica molecular e os resultados de HTER para os mutantes da interface dimérica.
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1 — Fluorescéncia

A luminescéncia € a emissdo de luz de alguma substéncia, sendo classificada em duas
categorias. fluorescéncia e fosforescéncia dependendo da natureza do estado excitado.
Quando a emissao resultante do retorno dos el étrons ao estado fundamental € associada a uma
mudanca na rotacdo do elétron o processo € chamado de fosforescéncia e quando ndo ocorre
mudanca na rotacdo € chamado de fluorescéncia. A taxa de emissdo de fluorescéncia é
tipicamente de 10° s* e o tempo de vida da fluorescéncia (t ) é daordem de 10 s. A absorco
e emissdo de luz sdo ilustradas pelo diagrama de nivel de energia que foi sugerido por
Alexander Jablonski em 1935 (Figura 11). No diagrama estd representado o estado

fundamental (Sy), os outros niveis S, Sy, S, e subnivels de energia.

F 3

Energia

Figura 11: Diagrama de Jablonski. Abs : absorgéo de energia, Cl: conversao
Interna, CSl: conversdo Intersistema, Fosf: emissdo de fosforescécia, FL: emissdo de

fluorescéncia, RV: relaxacéo vibracional, TE: transferéncia de energia.
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A absorcdo de um féton de luz ocorre em torno de 10™%° s e leva o fluoréfuro a uma
transicdo de um estado energético baixo (Sp) a um nivel de energia maior (S; ou $). Quando
um elétron estd em um orbital de maior energia, como no estado excitado singleto (S3), e
possui a orientacdo da rotacdo oposta ao do elétron do orbital de nmenor energia, esses dois
elétrons sfo ditos pareados. A emissdo de fluorescéncia, cujo tempo de vida varia entre 107 e
10° s, resulta de um decaimento do estado excitado equilibrado termicamente § (singleto),
com suas rotacBes dos elétrons pareados para o0 estado nativo (ou fundamental Sp). As
moléculas em S; podem também sofrer uma conversdo para o estado tripleto (T1) cujos
elétrons ndo estdo pareados, ou sgja, suas rotacdes tém a mesma orientacdo. O retorno do
estado tripleto ao estado fundamental necessita da inversdo da rotacdo dos elétrons e a
fosforescéncia resulta dessa emissdo (T1® ), e sendo ainversdo da rotagdo desfavorével, a

fosforescéncia é mais lenta com tempo de vida entre 101 e 10 s. (Lakowicz, 1983).

Os fluorodforos séo divididos em duas classes: intrinsecos e extrinsecos. Os fluoréforos
intrinsecos sdo agueles que ocorrem naturalmente e 0s extrinsecos sdo aquel es adicionados na
estrutura da molécula que ndo possui propriedades espectrais. Na maioria das proteinas, 0
grupo indol do residuo de triptofano é responsavel por mais de 90% do total de fluorescéncia
seguido pelos residuos de tirosina e fenilalanina.

Os espectros de fluorescéncia sdo geralmente apresentados em um grafico da
intensidade de fluorescéncia em fungdo do comprimento de onda (). As mudangas na
intensidade e no comprimento de onda méaximo ( max) dos espectros de emissdo permitem
avaliar vé&ios fenbmenos como associagdo de ligantes, interagbes proteina-proteing,
desnaturacdo, entre outros. Em particular, os estudos de fluorescéncia dos aminoécidos
arométicos Tyr e Trp fornecem informagBes sobre as mudangas estruturais nas regides da

proteina onde se encontram estes residuos.




Il - TEORIA

2 —Fluorescéncia Intrinseca do Triptofano (FIT).

As proteinas podem conter trés aminoécidos que contribuem para sua fluorescéncia:
tirosina (Tyr), fenilalanina (Phe) e o tiptofano (Trp). (Lakowicz, 1991). A absorcdo das
proteinas em 280nm é devida aos residuos de tirosina e de triptofano. Em comprimentos
maiores, como 295nm, a absor¢do é primariamente do residuo de triptofano. 1sso sugere que
este residuo pode ser seletivamente excitado entre 295 a 305nm. O comprimento de onda de

emissdo maxima do triptofano na agua € de 348nm sendo atamente dependente da polaridade

do microambiente (Figura 12)
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Figura 12: Espectro de emissdo de fluorescéncia de fluor 6foros naturais. O

aminoécido fenilalanina emite em 282 nm, seguida da tirosina em 302 nm e o triptofano

em 348 nm (Lakowicz, 1991).

O sucesso da aplicacéo dos métodos de fluorescéncia requer consideravel atencdo nos
detalhes experimentais e um conhecimento da instrumentacdo utilizada. Basicamente existem
duas classes de espectrofluorimetros: os fotoestacionarios e o0s pulsados. Os
espectrofluorimetros que operam em condi¢Bes fotoestaciondrias excitam as espécies em
modo continuo, obtendo-se o0s espectros eletrdbnicos de emissdo e de excitagdo. Os
espectrofluorimetros pulsados excitam as espécies por meio de pulsos de radiacdo, obtendo-se

0s tempos de decaimento do estado eletronico excitado e os espectros resolvidos no tempo.

e
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3 — Espectroscopia de fluor escéncia no estado estatico
3.1 — Espectros de Emissdo de fluorescéncia intrinseca do triptofano
(EFIT).

A emissdo de fluorescéncia do Trp é atamente deperdente da polaridade de seu
microambiente. Para o triptofano, o grupo indol e seus derivados, 0 comprimento de onda de
absorcao (240 — 300 nm) consiste na sobreposicao das transicdes dos estados excitados 'L, e
!, Estes estados possuem energias semel hantes, e dependendo do micoambiente ao redor do
fluoréforo, estes estados podem ter a energia reduzida. A polaridade do grupo indol é
complexa porque as transices eletronicas L, e Ly possuem diferentes orientagdes na
molécula (Figura 13). Cada estado tem um distinto momento de dipolo, e, portanto cada

estado responde diferentemente a polaridade do solvente.

Figura 13. Transicdo eletronica de absor ¢do do triptofano.

Uma descricdo quantitativa dos efeitos ambientais nos espectros de emissdo de
fluorescencia é um topico complexo na espectroscopia de fluorescéncia devido a influéncia do
solvente e dos residuos vizinhos no momento dipolo do fluoréforo. No entanto alguns efeitos
basi cos podem ser considerados nainterpretacdo dos espectros de emissdo de fluorescéncia:

1- Toda a fluorescéncia de uma proteina € devida aos residuos aromaticos
(fluordforos intrinsecos) a menos que a proteina contenha outro componente
fluorescente (fluoréforos extrinsecos).

2- Sel max (comprimento de onda de emissdo de fluorescéncia maximo) é modificado

para comprimentos de onda mais curtos (blue-shift) quando a proteina estd num

}21
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solvente polar como a agua, assim o triptofano deve estar num ambiente interno ou
nado polar.
3- A presenca de residuos positivamente carregados modifica 0 | max para

comprimentos de onda longos (red-shift).

3.2 — Anisotropia de fluorescéncia.

A polarizacdo e anisotropia de emissdo sd0 consequéncias da diferenca média angular
gue ocorre no fluoréforo entre a excitacdo e a emissdo dos fotons (Lakowicz, 1983). A
polarizagdo da emissdo dos fluoréforos intrinsecos nas proteinas pode ser resultante de varios
fenbmenos; o movimento das cadeias laterais dos residuos fluorescentes da proteina, a difusdo
rotaciona do fluoréforo durante o tempo de vida excitado que depende do raio e da forma da
molécula em estudo, e também um componente devido a anisotropia intrinseca do fluoréforo.

As medidas de anisotropia de fluorescéncia podem ser mensuradas como ilustradas na
Figura 14. A amostra é excitada com luz polarizada verticamente (o vetor elétrico de
excitacéo € orientado paralelamente ao eixo z). As medidas das intensidades de emisséo |, €
lvn s8o feitas através de polarizadores que estdo orientados paralelamente (vwv) e

perpendicularmente (nh) aluz polarizada de excitacao.

Polarizador de Excitacdo

. / T\ T y Amostra
NV

S

/ Polarizador de Emisséo

/ Ivww

Figura 14. Diagrama esquematico para medidas de anisotropia de fluorescéncia.
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A polarizacdo (P) e anisotropia de emissao (r) séo definidas pelas equacbes 1 e 2:

P= (lW - Cflvh) / (Iw + Cf IvI"D (1)

r= (IW - Ivh) / (I wt Ivh) (2)

Onde: I e Iy, : s80 as intensidades de fluorescéncia dos componentes horizontais e
verticais da emissdo com excitagdo usando luz polarizada no plano vertical. C; : corresponde

ao fator de corregdo que varia com o aparelho utilizado. A anisotropia € independente do total

daintensidade da amostra.

Estas duas medidas sdo relacionadas pelas equacdes 3 e 4:

r=2P/(3-P) 3)

P=3r/(2+7r) 4)

A dependéncia da anisotropia de fluorescéncia na difusdo rotacional permite uma
variedade de aplicagbes da técnica na &rea de bioquimica. No @so de macromoléculas
protéicas esta difusdo rotacional tem base na rotagdo da proteina inteira, giros de residuos de
aminoécidos fluorescentes (triptofano e tirosina) e mobilidade dos elementos de estrutura
secundé&ria (a-hélices e folhas -b). Com este méodo, também se pode monitorar a

desnaturacao e as transi¢oes da estrutura quaternéria de proteinas.

4 — Espectroscopia de fluor escéncia com resolucéao temporal.
O tempo médio em que a molécula permanece no estado excitado, antes de retornar ao
estado fundamental representa o tempo de vida de fluorescéncia da substancia. Tal

informacdo nos revela a taxa de transicdo entre os estados, a fregléncia de encontros

—

[23

T




Il - TEORIA

colisionais com agentes supressores, além das taxas de transferéncia de energia e reagdes dos
estados excitados, fornecendo um entendimento mais profundo sobre a molécula de interesse
do que as medidas no tempo estatico.

Atuamente existem dois métodos para coleta e andlise dos dados dos tempos de
decaimento de vida e anisotropia: 0 método pulsado e 0 método harmanico ou fase-modul ado.
No méodo harmdnico, a amostra é excitada com uma luz senoidalmente modulada, e utiliza-
se 0 deslocamento de fase e a demodulacéo da emisséo relativas aluz incidente para o cdlculo
do tempo de vida. No método pulsado, a amostra é excitada com um breve pulso de luz e 0
decaimento da intensidade da fluorescéncia é medido pela diferenca no tempo de deteccéo

entre os fétons de excitacdo e emissao.

4.1 - Fluorimetria de pulso.
Na fluorimentria de pulso a amostra é excitada com um pulso de luz e o tempo de
decaimento t é calculado a partir do tempo que a intensidade decresce de 1/e do valor de't =
0. Alternativamente, o tempo de vida pode ser determinado da curva log F(t) versus t, como

demonstrado na Figura 15.

W p——— e e — e e

Tempo de vida curto

Tempo (ns)

Figura 15: Esguema de decaimento de vida de fluorescéncia por fluorimetria de pulso.
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Admitindo que uma amostra sgja excitada com um pulso de luz, o resultado da

emissdo dependente do tempo é chamado funcéo resposta ao impulso. Para decaimentos mais

complexos, a funcdo pode ser representada por um modelo multiexponencial:
fO=aa ep(-th ) (5)

Onde os valores de a; so os fatores pré-exponenciais e 0 t; sdo os valores do tempo de
decaimento. Para uma mistura de mais de um fluoréforo em que cada um mostra um simples

decaimento de tempo, temos:
fi:(\HieXp(‘”t i)dt:aiti (6)
0

Onde t; € o decaimento de vida de um dos fluoréforos e f; € a contribuicdo fracional

deste fluor6foro na emissdo total que colocado na equacgao 5 resulta em:

fm=a ft es-tit) (9

Nas medidas dos decaimentos de tempo resolvido o objetivo é determinar a funcéo
F(t). Sendo as larguras dos pulsos de excitacdo da mesma ordem as dos tempos de
decaimento, o tempo zero ndo é definido, e, portanto, ndo podemos determinar o inicio da
contagem do tempo de vida.

Podemos considerar o pulso da lampada como um grande nimero de pulsos estreitos a

cada tempo ti, com iguais larguras ¢t, onde ¢t é muito menor do que o tempo de decaimento

observado. Cada pulso individual gera um outro pulso como resposta

R () =L(t)DtF(t- t) (t>t) (8)
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O tempo (t- t;) serve para nos lembrar que o tempo do decaimento € contado a partir
do instante da excitacdo, que é t;. Para t < t;, subentende-se que Ri(t) = 0. Faz se aqui uma
mudanca de variaveis L = t- t;. O total do decaimento € somado sobre todos os pul sos:

t=ti

R(t) :é: L(t- mF (mDm ()

Conforme ¢t se aproxima de zero, tal soma se torna uma integral deconvolucao:

RO =¢. Lt- mF(mom  (10)

Nas medicOes experimentais, sdo obtidas as curvas de decaimento total R(t) e a do
perfil dalampada L (t). Como o interesse € observar a curva de decaimento liquido F(t), sem o
efeito causado pelo pulso de excitacdo, se torna necessario fazer a deconvolucéo da integral
daequacao 10.

O software de aquisico de dados aém de calcular todos os parémetros necessarios
para obtencdo dos tempos de vida da amostra, também analisa a funcdo de autocorrelacéo
residual (Figura 15), que possibilita avaliar a qualidade do guste feito, pois apresenta os

desvios observados entre os dados experimentais e a curva gjustada. (Lakowicz, 1991)

4.1.1 Técnica de Contagem de féton Unico correlacionada no tempo

(TCSPC - Time Correlated Single Photon Counting)

Medidas do decaimento da intensidade de fluorescéncia podem ser feitas em um
espectrofluorimetro com resolucdo temporal, baseado no método de correlagdo temporal de

fétons Unicos. O método baseia-se na excitagdo da amostra com pulsos de luz, onde os fétons
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da excitagdo sdo correlacionados temporalmente com os fétons emitidos pela amostra. Os
principios dessa técnica podem ser compreendidos examinando-se 0 esguema experimental da

Figura 16 a seguir:

Pulso —
i —

I 1 L

)
o - i
0 W@

(A N
Cavidadedo Laser ”T“ [I% TAC E}
' | —

Laser Controle do ”\_ i

Filtro Diodo" .

: CFD =
Polarizacao /A

Amosira _p:f‘“aﬁiu}

Prisma Mono

CFD

MCP

Figura 16: Diagrama esquematico do aparato experimental da técnica de
correlacdo temporal de fétons inicos. Mono = monocromador, M CP = Multi Channel Plate,
CFD = constant fraction discriminator, TAC = time-amplitude converter.

(fonte: www.chemistry.msu.edu/BlanchardLab/img002.jpg).

O experimento comega com um pulso de luz de excitagdo incidindo sobre uma
amostra. TCSPC é uma técnica digital que conta fétons correlacionados temporalmente em
relacdo ao pulso de excitagdo. O ponto central do método esta no conversor tempo-amplitude,
ou Timeto Amplitude Converter (TAC).

A amostra é excitada repetitivamente usando-se uma fonte de luz pulsada, geramente
um laser; cada pulso é opticamente monitorado por um fotodiodo ou fotomultiplicadora que
produz um sina inicial usado para disparar a rampa de tensdo do TAC. A rampa de tensdo
para quando o primeiro féton proveniente da fluorescéncia da amostra é detectado (sina de
parada). O TAC gera entdo um pulso de saida, cuja voltagem € proporcional ao tempo entre o
sina inicial e 0 sina de parada. Um anaisador multicanal (MCP - Multi Channel Plate)

converte esse sina de tensdo em um valor de tempo usando um conversor analdgico-digital, e

}27
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através da soma e todos os pulsos constréi um histograma de contagens versus canais de
tempo.

Durante a aquisi¢cdo dos dados, ndo deve haver mais de um féton detectado a cada cem
pulsos de laser, porque a eletrdnica permite somente a deteccdo do primeiro féton emitido
pela amostra. Uma vez que esse primeiro Hton € detectado, o tempo morto da eletrénica
impede a deteccdo de outro féton proveniente do mesmo pulso de excitagdo. Lembremos que
a emissdo € um evento aeatorio. Logo apds o pulso de excitagdo sdo emitidos muito mais
fétons em tempos curtos do que fétons em tempos longos. Se todos pudessem ser medidos,
entdo o histograma dos tempos de chegada representaria 0 decaimento da intensidade. No
entanto, se muitos fotons chegam e somente o primeiro € contado, 0 decaimento da

intensidade seria distorcido e apresentaria um tempo muito curto.

4.2-Fluorimetria pelo método har ménico.

No método harménico a amostra é excitada com uma luz de intensidade modulada
com frequéncia angular w (w=2pf, sendo f a freqiiéncia de modulacéo da luz). A intensidade
de luz incidente é variada em dta freqléncia, e como conseqiéncia a emissdo de
fluorescéncia apresenta uma modulagdo de freqiéncia. Por causa do tempo de vida dos
fluoréforos, a emissdo € atrasada no tempo relativo da excitacdo. Este atraso € medido como
uma mudanca de fase (f) a qual pode ser usada para calcular o tempo de decaimento
(Lakowicz, 1991).

Outra observacéo € a existéncia de uma diminuicdo naintensidade de emisséo relativa
da excitagdo modulada. Este efeito, chamado demodulagdo, pode também ser usado para o

calculo do decaimento do tempo de vida da amostra (Figura 17).
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Intensidade

tempo

Figura 17: Esquema do decaimento de vida de fluorescéncia pelo método

harmonico. Df € avariagdo nafase e M € medida da demodul agéo.

Medidas da fase e do fator de demodulac&o da fluorescéncia fornecem dados para duas
determinagdes independentes do tempo de vida da fluorescéncia. Estes dados estdo
relacionados com a intensidade da fluorescéncia, I (t), pela transformada de Fourier seno e

€0SSeno, escritas conjuntamente da forma:

W=g Qeemd g,

Considerando, o caso de um Unico tempo de vida a intensidade da fluorescéncia, dada
pela equacéao 7, fica escrita como:

1, () =t1exp(-t/t ) (12)

Que substituido na equacdo 11 resulta em:

1-imt  (13)
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Ent&o It (w) pode ser uma fungdo com uma parte real (G) e outraimaginéria (S):

14
CW=% vtzt 2 .
S(w) = 1+mvftvzt 2 (15)

Que correspondem ao fator Mc , ilustrado no esquema a seguir, que € o modulo da

funcéo e uma diferencanafase f C.

Imaginésio
Mc = (S (w) + GZW)"? = (L+wt)"  (16)

tgfc = SW) /GW) = wt (17)

Portanto os tempos de vida dados pelas equacdes 16 e 17s30:

1
t, :thf c (18)
1e 1 52
thngcz'lg (19)

Para um Unico decaimento exponencia tp ety devem ser idénticos para todas as
freqiiéncias de modulacdo. Quando os tempos de vida obtidos da fase e da modulagéo,
considerando-se um unico decaimento, sdo diferentes, deve-se fazr a analise com 0 modelo
multi-exponencial. Nesta situacéo, as fungbes S(w) e G(w) sdo somas das contribuicdes de

cada cromaéforo, e sdo escritas como:
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S(w) = élf“’itz (20)
. @
cw=8 e

Tanto com este modelo como no caso de um Unico decaimento exponencial sdo usados
valores iniciais para as fragdes de cada componente f; (no caso de um s decaimento ha uma
Unica fracéo ef = 1) e para os tempos de vida de cada componente t;. As fungdes S(w) e G(w)
s80 calculadas pelas equacdes 20 e 21, para as freguéncias de modulacéo usadas nas medidas.
O fator de modulacdo M(w) e a fase f-(w) sdo obtidos através das equacdes 16 e 17 e estes
valores sdo comparados com valores de f(w) e M(w), obtidos experimentalmente (Figura 18).
Redliza-se entdo um procedimento de gjuste baseado em uma andlise de minimos quadrados

ndo-linear para se deduzir os tempos de vida e as frag0es de cada componente. A fungdo

minimizada &
2 1 S @ (w)- fc(w) o o GM (w) Mc(w) 8 ¢ U
= C +
¢ 2n- p-lg%g df %g M ﬂu (22)
€ u
§ Lt -,F':‘-.‘wj'}u,-._—-_ [ g_

M

10 100
f(MHE)

Figura 18: Exemplo de curvas de decaimento de vida de fluorescéncia pelo

método harménico. Em ata fregiiéncia modulada, o angulo da fase diminui e a modulagéo

=)

aumenta (Nakaema & Sanches, 1999).
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Onde n é o numero de freqiiéncias de modulagdo usadas, p € o niUmero de pardmetros
livres no guste e df e dm sdo as incertezas nos valores da fase e modulagcdo. Para uma
interpretacdo consistente nos dados adota-se os valores de df =0.2 e dm=0.004. (Nakaema &
Sanches, 1999).

O equipamento basico consiste de uma lampada de Xe cuja luz é focada em um
monocromador e é depois modulada por uma célula de Pockel no intervalo de freqiiéncia de
0,4 a 350 MHz (Figura 19). O equipamento utiliza o principio de "correlagdo cruzada' para
se fazer medidas de fase e modulacdo em freqUéncias altas. (Nakaema & Sanches, 1999). Um
sintetizador de freqiiéncia gera um sinal modulado que controla a célula de Pockel. Com um
divisor de feixes, uma parte da luz € enviada a uma fotomultiplicadora de referéncia que mede

aintensidade e afase da luz incidente.

Figura 19: Esquema do equipamento de fluorescéncia para medidas no

dominio da frequéncia.
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O compartimento da amostra € equipado com uma torre girante que permite a troca
facil entre a amostra e uma substancia padrdo. A luz emitida € detectada por uma outra
fotomultiplicadora, depois de passar por um filtro de selecdo de comprimento de onda. Um
segundo sintetizador, em fase com o primeiro, gera o sinal que modula a resposta das duas
fotomultiplicadoras. Os dois sintetizadores tém frequéncias ligeiramente diferentes, diferenca
que corresponde a frequiéncia de "correlagdo cruzada'.

Em uma medida tipica, o atraso na fase e a modulacdo sdo medidos para uma
substancia padrédo em relagdo ao sinal gerado pela fotomultiplicadora de referéncia. Esta

medida é feita para que se consiga areferéncia parat = 0. (Nakaema & Sanches, 1999)

5-Transferéncia de Energia por Ressonancia (TER).

A transferéncia de energia por ressonancia ocorre quando o comprimento de onda de
emissdo de fluorescéncia de um fluoréforo (doador) sobrepfe-se ao comprimento de onda de
absorcdo de outro fluoréforo nas proximidades (aceptor) (Packard et al, 1997). O mecanismo
de transferéncia de energia por ressonancia € definido como uma interagcéo dipolo-dipolo

fraca entre dois fluoréforos.

kr=1/ta(R/R)® (23

Onde kt € a taxa de transferéncia, tp € o tempo de vida do doador na auséncia de
aceptor, R é a distancia doador-receptor, Ry € a “distancia critica’ de Forster (A), na qual a
eficiéncia da transferéncia de energia € de 50%.

A eapa fundamental na aplicagdo pratica de transferéncia de energia a biofisica

experimental esta no calculo do valor da disténcia de Forster (Ro) para o par doador-receptor.
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Ry’ = 8785 x 10° (k¥ J)/n* (24)

Os fatores mais importantes neste calculo sdo a integral da sobreposicdo (J) dos
espectros do doador e do receptor, o rendimento quantico do doador na auséncia do aceptor
(f p), o fator de orientac&o entre as transi¢cdes de dipolos de duas moléculas (k), en o indice de
refracdo do meio. (Lakowicz, 1983). Deste modo, a integral da sobreposicéo é calculada de

acordo com a equagso:

z‘j ()e( ) “d
J(1) ="~ (25)

g, ()

Onde e(l ) € o coeficiente de extincdo molar expresso em mol/cm, Fp(l ) a intensidade de
fluorescéncia normalizada, e | o comprimento de onda (em cm).

O céculo da integra de sobreposicdo sugere que para os doadores que possuem um
elevado rendimento quantico e aceptores com coeficientes de extingdo elevados, a integral de
sobreposicdo sera maior, produzindo um valor maior de R.

A transferéncia de energia demonstra uma dependéncia no fator de orientacio k2, o qual

pode ser descrito como:

k?= (cos? 1 - 3 cos? 4 cos? ,)° (26)

Onde ? 1 é 0 angulo entre o dipolo de transicdo do doador e o dipolo de absorcdo do
aceptor, e ? 4 e ? ¢4 S80 0s angulos entre estes dipolos e a soma vetor do doador e receptor. O

fator de orientacdo dipolo-dipolo entre o doador e o receptor depende do alinhamento dos dois

| 3
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dipolos, e varia de O (perpendicular em ambos os dipolos) a 2 (dipolos paraelos), assim o
valor de I pode aternar de 0 & 4. No estudo descrito aqui, o fator de orientaco pode ser
calculado a partir de dados de simulagdo molecular entre os fluoréforos.

Do ponto de vista cinético, a eficiéncia da transferéncia de energia por ressonancia €
definida pela razéo da taxa de transferéncia de energia (kt) pelo inverso da soma do tempo e

vida do doador tp com ataxa de transferéncia (kr):

E=— X (27)

A €ficiéncia de transferéncia de energia € frequentemente calculada do relativo

rendimento da fluorescéncia na presenca (Fq,) € auséncia do acepator (Fg), ou o0 tempo de vida

sobre estas respectivas condigoes:

E=1-(ta/tq) (28)

E=1- (Fda/ Fd) (29)

A equacao 28 pode ser derivada da equacao 27, assumindo quet g, = (?4 + ki)t ekr =

te 1 tqt. Assim, aeficiéncia de transferéncia de energia pode ser diretamente relatada como:

E= RGO/ (R6o + R6) (30)

A equacao 30 mostra o calculo de E assumindo que a interacdo doador-receptor ndo
altera o tempo de vida do doador. Em proteinas, TER entre os residuos de Tyr e Trp resulta

na diminuicdo de intensidade de emissdo. Além disso, as diferencas de orientagcbes dos
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vetores de emissdo do doador e do aceptor, 0 TER resulta em uma diminui¢&o na anisotropia
do sistema.

Nesse contexto, tem sido observada a homotransferéncia entre residuos de Trp
guando 0s mesmos se encontram proximos no arranjo protéico (de Oliveira et al., 2001), o

gue também pode resultar em uma diminuicdo da anisotropia intrinseca destes fluoroforos.

6 — Simulacdo de Dinamica Molecular

Com a possibilidade de correlacionar os dados de simulacdo de dindmica molecular
com os resultados de HTER foram realizados cal culos com as proteinas mutantes da interface
dimérica e o mutante W77H/V31W, em colaboracdo com Dr. Marcos Roberto Lourenzoni,
especialista em Simulagdo Molecular da empresa VERDARTIS — DESENVOLVIMENTO
BIOTECNOLOGICO S/SLTDA, Ribeiréo Preto — SP.

A simulacdo molecular € um método tedrico que usa algoritmos computacionais para
cacular as posicoes de todos os a&omos de uma proteina com base em suas propriedades
fisco-quimicas fundamentais ao longo do tempo, atuando nos graus de liberdade
intramolecular de uma maneira andl oga a minimizacdo de energia.

O objetivo da dindmica molecular é predizer a energia associada a uma dada
conformacdo de uma molécula, porém, as energias da dinamicamolecular ndo tém significado
de quantidades absolutas, pois somente diferencas de energia entre duas ou mais
conformacdes tém significado fisico. A equacdo para os potenciais de interacdo de um dado
sistema em estudo juntamente com 0s pardmetros necessarios para descrever o
comportamento de diferentes tipos de aomos e ligagdes, € chamada de campo de forca. A
escolha do campo de forca depende, em grande parte, do sistema a ser estudado e das
propriedades do mesmo que ser&o investigadas. Embora uma descri¢éo refinada das vibragdes

atdbmicas sgja relevante, as conformacfes das macromoléculas dependem mais das torcoes,

e

[36
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das repulsdes, atragbes de van der Waas e das interagbes eletrostéticas.
(http://www.fisi ca.uel. br/atomol/simul a2 C3%A 7%C3%A 30.html)

O resultado de uma simulagdo € uma série tempora de estruturas que podem ser
analisadas para obter informacfes a respeito da dindmica da proteina. O célculo fornece as
coordenadas atdmicas da estrutura em cada fragéo de tempo, e usando os dados gerados por
uma simulagdo da forma dimérica dos mutantes de BthTx-1, foram extraidas as coordenadas

dos grupos indol dos Trps, e utilizados para calcular as variagdes nos fatores de orientacéo e

disténcia entre os Trps ao longo de um tempo de 10 ns.




IV - MATERIAISE METODOS

IV —MATERIAISE METODOS
1 - Preparacao dos fragmentos

1.1 - Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase permite introduzir uma mutagdo em qualquer
molécula de DNA de fita dupla (Nelson e Long, 1989), utilizando-se oligonucleotideos
especificos ("primers’) e um molde que contenha o gene clonado.

Os componentes envolvidos nesta reagdo sdo basicamente os mesmos do processo de
replicacéo que ocorre no interior das células: DNA gue contém o segmento a ser amplificado,
nucleotideos (A,T,C e G), enzima DNA polimerase, dois iniciadores (pequena seqiiéncia de
DNA complementar ao DNA avo).

A reagd0 ocorre em um termociclador que através de sucessivas mudancas de
temperatura, direciona as trés etapas da reacao:

1. Desnaturacdo: ocorre a separacdo da dupla fita de DNA molde por meio da
elevacdo da temperatura para ~ 94°C.

2. Anedlamento: uma vez separadas as fitas de DNA, a temperatura da reacdo é
reduzida para ~ 60°C e os iniciadores anelamse um em cada fita molde, nas respectivas
sequiéncias complementares vizinhas a regido alvo da amplificagéo.

3. Extensdo: deva-se a temperatura para ~ 72°C para que a enzima Tagq DNA
polimerase posicione-se junto aos iniciadores que se anelaram anteriormente e comece a
duplicacdo da fita molde, adicionando os nucleotideos que contenham as bases nitrogenadas
complementares a fita molde.

Apds o término deste ciclo, todo o processo é repetido a partir da desnaturagéo até a
extensdo por varias vezes até que se obtenha uma quantidade razodvel do DNA a ser

amplificado.
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A Figura 20 demonstra todas as etapas envolvidas no processo de mutagénese sitio-

dirigida e posteriormente foram descritos os oligonucleotidios utilizados.

M UTAGENESE SiTIO DIRIGIDA POR PCR

3& 5

5 Xbal BamHI
3 5 UTR ¢ ORE 2 UTR
5 ﬁ 3’
EXT1 B PCR
Xbal .
> ORE ¥
3 o= 5’
Xbal BamHI
S’MI--!-III-I-- 3’
3’$ '
EXT3
S 3 Xbal BamHlI
3 ba B2 5
5 ORE i — 3
3 A 5
B PCR EXT2
5 Xbal . BamHI 3
3 ORF*

2

3

Figura 20: Esquema ilustrativo de mutagénese sitio-dirigida por reacdo em cadeia

de polimerase. EXT1, EXT2, EXT3 E MUT: oligonucleotideos complementares a sequiéncia

molde; Xba | e BamHI representam as posi¢oes dos sitios de restricdo enzimaticos; ORF: janela

de leitura aberta; UTR: regides ndo traduzidas.

Na reacdo foram utilizados os seguintes oligonucl eotitios:

EXT1 (5 para3): CGA AAG CAG AGA AAA GAT GCC TAA TACGACTCA CTA TAG GG

EXT2 (5 para3’): CGA AAG CAG AGA AAA GAT GCC

EXT3 (5 para3): GACAGC TAT CGC GAT TGC AGT GGC
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Os oligonucleotitios mutagénicos mostrados nas Tabela 2 e Tabela 3.

Tabela 2: Oligonucleotideo para introducéo da mutacdo W77H. (Ruller et al, 2005).

MUTANTE

OLIGONUCLEOTIDIO (5 para3)

WT77H

CTT GTC CTT GIG GCT ATA GGA

Tabela 3: Oligonucleotideos para introduzir as mutagOes na superficie de BthTX-I.

MUTANTE

OLIGONUCLEOTIDIOS (5 para3)

K7wW

L10W

V31w

Y46W

D67W

[ 104W

Y117W

Y 119W

F125W

AAA CTC GAG CCC ACC CAT

TTT TAC TAG ACC GTT CTC

TTG ACA CCG ACC GAA CCG GC

TTG TGC ACC CAG CAG CAG CG

CCG ACG ACC GGG TTT TTC C

CAC CGT ACC ACG GAGGC

G ATA CCT ACC TTT TTT GTT

TT CAC GTG ACC CCT ATATTT

TT GCA ACC AGG TTT CAG

1.2 - Mutagénese Sitio Dirigida

Todo o processo para gerar 0s mutantes propostos baseou-se em sequiéncias de reacoes

em PCR, como mostra na Figura 20 e monitoradas através de andlise em ¢l de agarose 2%,

coradas em brometo de etidio (0,05nmg/mL) .

Para todas as reagdes utilizou-se 0 vetor de pET3a + Bix-I com mutagdo na posigao 77

onde foi substituido um triptofano por uma histidina. (W77W).

Primeira Etapa: neste passo foi incorporada e amplificada a fita dupla de DNA o

oligo EXT1 e o oligo mutagénico. Para tanto foi utilizado a mistura de 1 X tampéo de PCR

40

T
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(20mM Tris-HCI, pH8.4, 50mM KCI ), 2pMol do oligo EXT1, 100pMol do oligo
mutante, 2,5mM dNTPmix, ImM MgChL 1 fMal vetor pET 3a+ BTx-1 (W77H) linearizado ,
2,5U de Tag DNA Rolimerase — (Platinium-Promega) completando-se o volume com agua
estéril para 50m. A reacdo inicial ocorreu em miniciclador (Mastercycle Gradient -
Eppendorf) onde foi efetuado o programa REC1, que consistiu dos passos:

1 —96°C por 5 min,

2 - 96°C por 2 min,

3 - 50°C por 90 s,

4 —72°C por 2 min, com 25 ciclos repetidos a partir do passo 2.

O fragmento com o tamanho especifico para cada mutacdo gerada foi analisado e

extraido do gel de agarose 2%, com posterior purificacdo com Kit Geneclean (Q-BlOgene).

Segunda Etapa: chamada de reacdo de extensdo, pois consiste em estender e
completar a sequéncia do fragmento de DNA mutado gerado na etapa 1. Fez-se a reacdo com
1mM MgCh, 1X tampéo de PCR, 2,5mM dNTPmix, 2,5U de Tag DNA polimerase, 1 fMol
de vetor pET3a+ BTX-I linearizado, 1 pMol do fragmento mutante amplificado na primeira
etapa, completando-se o volume final para 50m com é&gua estéril. A reacdo foi colocada
novamente no miniciclador e agora utilizando o programa EXT para a extensdo do DNA, que

consistiu em.
1 - 96°C por 2min,
2 —96°C por 1min,

3 —55°C por 30 se 72°C por 1 min, sendo os ciclos repetidos 5x a partir do passo 2.
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Terceira Etapa: € areacdo pelaqua € selecionada e amplificada somente a fita de
DNA hibrido que contenha a mutacdo, utilizando para tanto o oligo EXT2 que é
complementar a uma por¢éo de EXT1. Na reacdo adicionaram-se dois oligos. 20pMol de
EXT2 (5-termina) e 20pMol de EXT3 (3'-terminal), quando posteriormente seguimos

novamente o programa de amplificacéo descrito na primeira etapa.

O fragmento de 520 pb foi extraido e purificado em gel de agarose 2% com Kit
Geneclean (Q-BlOgene). A amostra foi entdo digerida com enzimas Xbal e BamHI (10 U
cada) por 1h e 30 min a 37°C e inativagdo das enzimas foi feita submetendo-as a uma
temperatura de 65°C por 15 min. Analisouse o fragmento de 420 pb em gel nativo de agarose
2%, com posterior extragdo do fragmento com o Kit de extracéo Kit Geneclean (Q-BlOgene),

e quantificagdo em biofotometro (Eppendorf).

2 - Preparacao dosvetores pT 7T3 e pET 3d

O vetor pT7T3-18U (AmershamPharmacia) € um vetor pequeno de 2883 pb que
contém um sitio multiplo de clonagem (SMC), além de possuir uma cépia do gene para LacZ.

O vetor pET3d (Studier e Moffatt, 1986; Rosenberg et al., 1987; Studier et a., 1990)
possui uma sequéncia promotora forte para o fago T7 e inclui sitios de restricdo para as
enzimas BamHI e Xbal, adém de apresentar um marcador seletivo para resisténcia a
ampicilina.

Os vetores foram digeridos com enzimas de restricdo Xba-1 e Bam-HI (10 U cada) em
tamp&o OPA (One-Phor-All: 10 mM acetato de magnésio e 50 mM acetato de potéssio pH
7.5). Incubando-se a 37°C por 3 h. Os vetores digeridos foram aplicados gel de agarose 0,8%,
e posteriormente cortou-se a banda do vetor correspondente a forma linear digerida, e

purificouse com kit Geneclean (Q-BIOgene) e quantificado em biofotometro (Eppendorf).
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3 - Ligacéo do gene mutado ao vetor pT7T3.

Foi utilizado para uma reacéo total de 20, 4 m do tampé&o 5X de T4 DNA ligase
(TrisHCI 250 mM, M¢Cl, 50 mM, ATP 5 mM, DTT 5 mM e 25% peso/volume de
polietileno glicol-8000), 1 nL da enzima T4 DNA ligase e o fragmento mutado juntamente
com o vetores pT7T3 na propor¢do 3:1 (fragmento:vetor). Completouse o volume com agua
autoclavada, incubando-se por 5 min a 45°C para separacdo das extremidades coesivas do
vetor as quais poderiam ser aneladas, e posteriormente acrescentouse a enzima, e entdo a

amostra foi submetida a temperatura étima de acéo da T4 DNA ligase de 14°C por 12 horas.

4 - Transformacao e Selecéo do gene Btx-I ligado em células competentes de DH5a
deE. coli

Realizou-se uma transformacéo padrédo paraintroducdo do plasmidio pT7T3 + Btx-I
dos mutantes E. coli linhagem DH5a (Sambrook, et al.,1989). Para tanto necessitou-se da
preparacdo de células competentes de DH5a, as quais foram multiplicadas lancando-se uma
placa em meio LB (Tripténa 0,5%, NaCl 1%, estrato de levedura 0,5%), dexando-as crescer
durante a noite a 37°C. Posteriormente lanca-se algumas coldnias em tubos contendo 5 ml de
LB, durante 12 h sob agitacdo de 180 rpmsa 37°C para crescimento do pré-indculo. Retira-se
2 ml para analise do crescimento das bactérias, e inocula-se novamente os 3 ml em culturas de
500ml de LB, deixando-se sob agitacéo de 180 rpm durante 2 a 3 horas até que a densidade
Otica de cultivo atinja 0 ODggp 0.3. Transfere-se a cultura para tubos de polipropileno,
incubando-os entdo por 5 min no gelo. Centrifuga-se por 10 min a 3.000 g (Solvall 5C 5B)
em 4°C. ApOs descarte do sobrenadante, o sedimentado bi ressuspendido em 100 mL de
tanpdo gelado de Ca'/glicerol ( CaCh 60 mM, PIPES — 14-Piperazinbis-
(ethansulfonsaeure) - 10 mM, glicerol 15% ). Repetiu-se a etapa de centrifugacdo e as células

ressuspendidas em 100ml do tampdo Ca’*/glicerol, e incuba-se no gelo por 30 min.
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Novamente centrifuga-se por 10 min a 3.000 rpms em 4°C e ressuspende-se em 12 ml do
tampao gelado. Foi entdo distribuido em aliquotas de 50n1 e estocados a -70°C.

Para a transformacdo das células com vetor, juntamente com o controle positivo
(pT7T3 + Btx-lI, forma nativa) e negativo (pT7T3 sem inserto), utilizouse estas células
competentes de DH5a, juntamente com 10m do gene mutado ligado ao vetor pT7T3, 20 mM
de MgChL e 10 mM de CaClp, completado o volume da reacdo para 100 m com &gua estéril.
Incubouse a mistura no gelo por 20 min, e posteriormente submeteu-a a um choque térmico
por 10 min. a temperatura ambiente. Adicionou-se 1 mL de meio LB ( Tripténa 0,5%, NaCl
1%, estrato de levedura 0,5%), deixando regenerar por 1 h a 37°C sob agitacdo de 200 rpm.
Centrifugouse a 2000 rpm por 1 min, descartando-se 900 nL do sobrenadante e
ressuspendeurse as células com 200 ni de LB restante.

Posteriormente lancouse as células transformadas em placas de meio LB sdlido
contendo 100 ng/mL de ampicilina, 400 ng/mL X-gd (5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-
galactosidio), 500 ng/mL de IPTG (isopropil-tio-b-galactosidio) para selecdo do plasmidio
pT7T3+Btx. O vetor pT7T3 possui uma copia do gene para LacZ o qual codifica
bgaloctosidase, capaz de degradar X-ga produzindo um fendtipo azul para col6nia. Quando o
gene de Btx-I é incorporado ao vetor nos dos sitios de restri¢éo das enzimas BamHI e Xba-I,
0 gene do LacZ é interrompido, deixando de produzir bgaloctosidase e conseglientemente

temos um fendtipo branco para a coldnia.

5 - Extracdo do DNA mutante de células DH5a deE. coli
Apobs crescimento de 12 horas dos transformantes, inoculouse uma colénia com
fendtipo branco em tubos contendo 3 ml de meio LB e antibiético ampicilina (100 ng/mL),

deixando-se crescer por 12 h. A cultura foi centrifugada por 1 min & 12000 g, com posterior

descarte do sobrenadante. O sendimentado foi ressuspendido em tampdo GET (Tris 25 mM

N
I 44
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pH 8,0; glicose 50 mM; EDTA 10 mM), adicionando-se 200 ni. de solucéo de lise (NaOH
0,2 N e SDS - dodecil sulfao de sédio, lauril sulfato de sddio, pH 7,2) e 150 i de 3M de
acetato de potédssio. A amostra foi centrifugada por 10 min a 12000 g, transferindo o
sobrenadante para tubos limpos. Acrescentorse 1 mL de etanol absoluto, deixando a- 70°C
por 15 min. Novamente centrifugou-se por 5 min a 12000 g, com descarte do sobrenadante.
Adicionourse 1 mL de etanol 70% e centrifugouse por 5 min a 12000 g, deixando o
sedimentado secar totalmente a temperatura ambiente. Posteriormente foi ressuspendido em
100 L de RNase (200mg/mL) e incubouse & 37° C por 3h. Assim foi adicionado 50 nL de
fenol equilibrado (Tris -HCI, pH 8,0), centrifugando por 2 min & 12000 g retirando a fase
aquosa. A precipitacdo do DNA foi realizada adicionando-se 10% do volume da amostra com
acetato de sodio 3 M pH 5,2 e 25 X o volume da amostra com etanol absoluto gelado,
deixando por 15 min a -70° C. Posteriormente centrifugouse por 10 min a 12000 g com
descarte do sobrenadante, e o sedimentado foi lavado com 1 mL de etanol 70%. Apos
centrifugacdo e descarte do etanol, deixouse 0 precipitado secar e entdo ressuspendeuse em

20 ni. de TE (TrislomM pH8,0, EDTA 1mM).

6 - Seqliénciamento de nucleotideos de DNA.

Apoés extracdo do DNA plasmidial foi realizado as reacOes para seqienciamento
automético (Sequenciador ABI 377-18) utilizando-se o kit (ABI Prism BigDye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reacton, com AmpliTag DNA Polymerase, FS — Perkin-Elmer).
Misturourse 1m de solugdo “Big Dye” (mix contendo; finalizador A-Dye marcado com
dicloro[R6G], finalizador C-Dye marcado com dicloro[ROX], finalizador G-Dye marcado
com dicloro[R110], finalizador T-Dye marcado com dicloro TAMRA], desoxinucleosideos
trifosfatos (dATP, dCTP, dITP e dUTP), DNA polimerase AmpliTag, com pirofosfatase

termoestével.) 3m de tampédo 2.5X (200mM Tris, 5mM MgCh, pH 9,0), 200ng de DNA, 3-5
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pMoles do iniciador para seqlienciamento opcional 5" ou 3" do gene, completando o volume

final de 10m com éagua estéril.

Em seguida a solucdo foi deixada sob as seguintes condi¢bes em termociclador; 1-
96°C por 2min., 2- 96°C por 30 segundos, 3-50°C por 15 segundos e 4-60°C por 4min. Este
ciclo de 2 a4 foi repetido 40x , em seguida, apos o final da polimerizacao, a temperarura foi
estabilizada a 10°C. As amostras foram precipitadas e lavadas, para isso transferiv-se o
volume das reagdes para recipientes de maior volume (1,5ml), onde foram adicionados 80
de isopropanol 75%, misturou-se e deixou-se incubando por 15 min. a temperatura ambiente.
Fez-se uma centrifugacdo por 20 min a 12000 g e descartouse 0 sobrenadante e ao
sedimentado foi adicionado 1 mL de etanol 70%, centrifugou-se novamente por 10min a
12000 g descartando-se novamente o sobrenadante e o sedimentado foi deixado secar por
alguns minutos, sendo ressuspendido em 4l de tampéo “Loading 2x formamida’ (10X TBE,
90% formamida e 0.5% azul de bromofenal), e incubado a 96°C por 2mim., sendo as amostras
foram aplicadas em gel de seqienciamento padréo 4,25% (18g uréia, 5,3mL acrilamida 40%,
0,59 de resina, 5ml TBE 10X, 250m APS 10% e 35n de TEMED), sendo analisadas, apos

corrida durante 12hs no sequienciador automético ABI 377-18.

7 — Subclonagem dos genes recombinantes mutados ao vetor de expressao pET 3d
Os genes contendo as mutacOes desgjadas, verificadas através de seqlienciamento
automatico foram digeridas com enzimas Xba-I e BamHI, e subclonados em vetor pET3d

seguindo os mesmos protocol os descritos para o vetor pT7T3.

Para certificar-se que a ligagéo entre o vetor e o fragmento mutante de 420 pb ocorreu
corretamente foi realizado uma reacdo de digestdo com as enzimas Xbal e BamHI (10 U
cada). Novamente foi determinado a seqiiéncia de nucleotideos para validacéo da mutacdo

definitiva.
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8 - Expressdo e Purificagdo de BthTX-I
8.1 - Transformacéo rapida deE. coli linhagem BL21[DE3]pLysS

Céulas hospedeira da linhagem de E.coli, BL21[DE3] (pLysS) foram dispersadas em
uma placa de petri, que cresceu por 12 h em meio solido seletivo HDM (1,5% de égar,15g de
triptone, 25¢g de levedura e 10mM de MgSQOq, pH, 7,5 e &gua) com cloranfenicol (34ng/ml).

Posteriormente foram dispersadas de 2 a 3 colbnias de bactéria em tampdo de
transformagdo TFB (200m) gelado, deixando-se incubar por 15minutos no gelo, repetindo 2
vezes a adicao de 3,5% de DnD (acetato de potéssio 10 mM pH7,5; DM SO 90%; DTT 1M)
(7m para cada 200m de tampdo) com incubacdo por 10 minutos. Posteriormente foram
adicionados a solucéo contendo plasmidio 1my do DNA em volume £20m, incubando no gelo
por 30 min, com posterior choque térmico de 42°C por 2 minutos, deixando as células
resfriando no gelo por dois minutos. Assim, foram adicionados em seguida 0,8ml de meio
SOB incubando-as por 30 min. a 37°C sob agitagdo moderada para que ocorra a regeneracao.
Em seguida inoculouse as células em placa de petri com meio HDM solido seletivo (34ng/ml

de cloranfenicol , 100mg/ml de ampicilina e 1,5% de agar).

8.2 - Expressdo da proteina recombinante..
Um pré in6eulo foi preparado por inoculacdo em 3 ml de meio liquido HDM seletivo
(100 ng/ml de ampicilina e 34ng/ml de cloranfenicol), deixando crescer por 12 h sob
agitacdo e temperatura constante. Apos o crescimento destes pré-inéculos, foram transferidos
avolumes de 500 ml de meio liquido seletivo HDM, deixando-os crescer sob agitacéo de 180
rpm a 37°C até que atingiram o0 ODgpo ente 0.4-0.6. Fez-se entéo a inducéo da expressdo da
proteina com IPTG 600nM, e uma dose reforco de 150 ng/ml de ampicilina, incubando-as por

aproximadamente 8h em agitacdo e temperatura constante. Posteriormente as culturas foram
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centrifugadas a 5000 g (centrifuga Sorvall 5C 5B) desprezando-se 0 sobrenadante e guardando

0 sedimento a-20°C.

8.3 - Renovelamento de Bothroptoxina - | recombinante

Durante a expressdo sdo formados agregados da proteina recombinante de baixa
solubilidade denominados corpos de inclusdo (Cl), localizados no citoplasma da célula
hospedeira. Portanto, para solubilizacdo da proteina foi necessario o rompimento das células
para liberagdo destes corpos. Com a proteina solubilizada foi utilizado um processo de
renovelamento paraatingir aconformagdo nativa correta de BthTx-1.

O sedimento de células da cultura de 500 ml foi tratado com tampéo de lise (50 mM
Tris pH 8,0, 20 MM EDTA, 0.5% Triton X-100) e ent&o fezse trés repeticdes de sonicacdo
(60 Sonic Desmenbrator Fisher Scientific) e centrifugacéo, até que ocorresse a lise completa
das céulas e aliberacdo dos corpos de inclusdo. Estes Cl foram enté&o guardados a -20°C.

O processo de renovelamento iniciou-se com a lavagem dos corpos de inclusdo com
3M de uréia, 50 mM de TrissHCl pH 8,0 e EDTA 20mM, incubando por 1h a 55°C. Apo6s
centrifugagdo, o sedimento fora homogeinizado com 4,8M de tiocianato de guanidina pH 8,0
e 25 mM de NTSB (2-nitro-5-(sulphotio)-benzoato) por 1 h, para adicionar grupos de —SOs3
as cisteinas reduzidas, aumentando a solubilidade da biomolécula (Figura 21).
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Figura 21: Esguema ilustrativo da desnaturacdo e modificacdo quimica de

proteinas sob a forma de cor pos de incluso.
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A proteina modificada foi submetida a uma filtragcdo em colunas contendo Biogel P6
(exclusdo molecular de 1000 - 6000) 6,2 x 5 cm, previamente equilibrada com 2M de
hidrocloreto de guanidina, 20 mM de Trise 2 mM de EDTA de pH 8,0, pararetirar 0 excesso
de NTSB. A amostra obtida de aproximadamente 1,5 ml foi adicinado 25 mM Tris-HCI, 10
mM cistina e 80 mM cisteina pH7,5 e incubouse por 1h, posteriormente completouse o
volume para2 ml com Tris-HCI 25 mM pH 7,5 e deixou-se por mais 1h. O renovelamento da
proteina foi completada na presenca de resina de acrilamida (Biogel P6) equilibrada com o
tampdo 20mM Tris pH 7,5, 0,3 M hidrocloreto de guanidina, 3mM cisteina oxidada e 6mM
cisteina reduzida. Para evitar a formacdo de agregados, as proteinas foram deixadas sob

agitacdo moderada por aproximadamente 40h a 25°C.

8.4 - Purificacao da Proteina em Cromatogr afia de Troca Catidnica.

A cromatografia de troca catidnica pode ser conceituada como um método fisico-
guimico de separacdo controlada pela variagdo do pH e forga ibnica, no qual os constituintes
da amostra a serem separados sdo particionados entre duas fases, uma estacionéria (a matriz
da resina) e a outra movel que percorre através da primeira. No processo utilizouse uma
coluna de dimensdes 2 x 10cm previamente empacotada com resina SOURCE 15S
(Amersham-pharmacia). Essa resina é fortemente catidnica e sua matriz apresenta grupos
metilsulfonato. A cromatografia foi realizada em HPLC (Shimadzu), sendo a proteina injetada
na coluna em aliquotas de 50 ml e eluida em um gradiente linear de NaCl, com fluxo de 1
mL.min%, previamente programado para uma subida de 0 a 100% do emp&o salino em 20

min, sendo a deteccdo realizada por absorcdo de luz ultravioleta em 280 nm.

Os cromatogramas do perfil de eluicdo das proteinas mutantes foram comparados
com 0s cromatogramas da proteina purificada do veneno da cobra. As proteinas purificadas
foram ent&o dializadas em tampdo TrisHCL 5 mM pH 7,5 por 48 horas e concentradas no

liofilizador para posterior quantificacédo e andlise em gel SDS-PAGE 16%.
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8.4.1 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida.

A eletroforese € um dos métodos mais convenientemente utilizados para a separacdo e
andlise qualitativa de moléculas. O gel mais comum para proteinas € o de poliacrilamida
(PAGE) com SDS (dodecilsulfato de sodio) adicionado. O gel é composto por polimeros
intercalados de acrilamida e bisacrilamida para formar fina malha cruzada dos compostos, e
uma vez que suas cargas estdo igualadas negativamente pelo SDS, as proteinas sdo separadas
pelo seu peso molecular. Assim, as moléculas peptidicas menores atravessam a malha mais
rapidamente que as de maior tamanho em direcdo ao polo positivo do campo el étrico.

Para andlise em gel de poliacrilamida das proteinas mutantes foi feito um gel de 16%
ndo desnaturante, no qual foi preparado por polimerizacdo de uma mistura de acrilamida/bis-
acrilamida na razd 29:1, em uma tampao (0.3M Tris-HCI, pH 7-8.8), com 0.05% de
persulfato de aménio + 0.007% TEMED. A polimerizacéo foi feita em cuba de eletroforese, e
as amostras das proteinas submetidas a um campo elétrico de 30 V. A corrida durou em torno
de 2 h e no fim do processo 0 gel foi corado com Comassie Blue para a visualizacdo das

fragdes eluidas da coluna de cromatografia.

9 - Quantificacdo das proteinas recombinantes e analise da estrutura secundaria
utilizando Dicroismo Circular.

A andlise de moléculas quirais em solucdo pode ser realizada a partir de espectros de
dicroismo circular (CD). Esta técnica é extremamente sensivel a assimetria quiral do sistema.
O CD é definido como a diferenca de absorgdo A, obtida entre a polarizagdo circular da luz
paraaesquerdae paraadireita.

CD = Ae-Ad (31)
O sina de CD é verificado em comprimentos de onda em que a amostra absorve

fétons. Dependendo da orientagdo das moléculas na amostra e da transicéo el etronica que esta
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sendo estudada, o sinal pode ser positivo ou regativo (D ou L). O espectro de CD nas regifes
do UV distante (abaixo de 250 nm) € usado para avaliagdo da estrutura de proteinas, pois a
estrutura secundaria e a consequéncia de angulos de rotacdo livre das ligacBes da cadeia
principal que resulta em orientagdes definidas dos residuos vizinhos, gerando sinais de CD
especificos. Estes sinais sdo utilizados como fonte de andlise comparativa de estruturas
secundérias de diferentes proteinas.

O ensaio foi feito utilizando amostras das proteinas com fator de diluicdo de 40 vezes
em tampdo contendo 20 mM HEPES, com um espectropolarimetro Jasco 810, e cubeta de
guartzo 0,1 mm. Assim, foi realizado a média de 3 medidas de espectro, e ap0s a subtracdo do
branco, a quantificacdo da proteinafoi realizada preparando uma curva padréo de espectros de
CD, mostrada na Figura 22. Foi feito varias concentragdes de BthTx-1 (10 & 500 ng/ml)

medindo a dlipticidade correspondente. Utilizando o calculo:

Cproteina= [(Q2 + 0,1751) / - 0,0137] * fator diluigdo (32)

Foi medido a elipticidade em 222 nm e assim calculamos a concentracdo de proteina
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Figura 22: Espectros e Grafico padr&o da proteina nativa de BthTx-lI. Em A os
espectros da proteina nativa em uma faixa de concentracdo de 10 a 500 ng/ml eem B a

curva padrdo obtida destes espectros em 22.
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10 - Atividade bactericida.

Para as condi¢fes de crescimento foram utilizados meio LB (10 mM de NaaHPO4, 1%
de triptona, 0,5% de extrato de levedura, pH 7,4) e temperatura a 37°C. Uma curva padréo de
crescimento foi feita para avaliar o nUmero de unidades formadoras de colonia (CFU)/mL
correspondente a densidade dptica de 0,7 em 660 nm. As células deE. coli foram langcadas em
meio sdlido e incubadas a 37°C durante a noite. Ap6s 24 h, 5 ml de meio LB foram inoculados
com duas a trés col6nias e mantidas sob agitacdo a 150 rpm, 37°C por 12 h. Posteriormente, 1
mL da cultura de bactérias foi disperso em 50 mL do meio especifico, (diluicdo 1: 50), o qual
foi mantido sob agitacdo a 180 rpm na temperatura descrita, até atingir a densidade éptica de
0,7 em 660 nm. Estas cdulas foram diluidas no tampdo descrito, e gjustadas para 4 x 10°
CFU/mL, 100 m desta suspensdo de céulas contento 4 x 10° CFU/mL foram incubadas com
concentrages varidveis entre 0 e 130 ng/mL de BthTx-1 e mutantes, por 2 h a 37°C. ApGs o
término desse periodo, utilizouse a técnica de diluicdo em placas e as bactérias sobreviventes
foram contadas apods o crescimento de 12 h em placa de petri com LB sdlido. (Paramo et al,

1998). A Figura 23 representa o esquema ilustrativo do ensaio bactericida
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Placa fresca

12 Horas, 37°C  37°C, incubagéo até

Abs =0,7
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(4,5x10"cél/mL)
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l Incubacao de 2 horas37°C.

Diluicéo, incubac&o em meio sélido
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Controle negativo

Figura 23: Esguema ilustrativo do ensaio bactericida. Considere tampdo como

controle negativo experimental (CFU = 100%).
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11— Teste de Atividade Sobr e L ipossomos Encapsulados.
11.1 - Preparacao dos lipossomos.

Para a preparacdo de lipossomos foi adotada a técnica desenvolvida por Skoza e
Papahadjopoul os em 1978, denominada de evaporacéo de fase reversa. Essa técnica permite a
manipulacdo da composicéo fosfolipidica da bicamada do lipossomo, possibilitando variar o
tipo e a proporgdo das cargas existentes na mesma. Utilizaram-se fragdes molares de lipidios
DPPC — 1,2 dipamitoil fosfatidilcolina /DMPA -1,2 - Dimiristoil-sn-3-fosfato (90% de
DPPC/10% DMPA e 50% DPPC/50% DMPA) dissolvidas em éter (5mg/ml) e, em seguida,
submetida a secagem por evaporacdo. Nesta etapa os lipidios ficam aderidos na forma de um
filme desidratado a parede do baldo de secagem.

Posteriormente, foram adicionados mais 1,0 ml de éter para dissolver os lipidios, e em
seguida foram adicionados 1,0 ml de solucdo tampdo TP. Foram sonicados (60 Sonic
Desmenbrator Fisher Scientific) no gelo por 2 min (com poténcia minima) resultando na
formacéo de uma emulsdo, e entdo a solucdo foi encapsulada dentro de "micelas reversas'
numa suspensdo em éter. A fusdo dessas micelas reversas foi induzida por uma evaporacéo
lenta do éter (evaporador rotativo Tecnal), resultando na reversdo da fase, como ilustrado na
Figura 24. A mistura foi entdo incubada em banho a 45° C por 2h produzindo lipossomos
unilamelares. A filtragem dos lipossomos em membrana de policarbonato (400nm), produziu

popul agbes homogéneas de lipossomos com diametro definidos.
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Figura 24: Ilustra a formacao de lipossomos pelo método de evaporacao de
reverso de fase de Szoka e Papahadjopoulos. Os lipidios sdo dissolvidos em solventes
(2), apos a localizacdo na superficie e a adicdo do tampéo calceina eles formam micelas
em fase reversa (2). Com a sonicagdo do homogeneizado inicia-se a formagéo dos
lipossomos pela fusdo entre as micelas (3 e 4). Apos filtragem sio obtidos os lipossomos

de 400nm de didmetro (5).

11.2 - Prepar acao dos lipossomos encapsulados com calceina.
A caceina (PM: 622,5) é um composto auto-supressor com comprimento de onda de
excitagdo (495nm) proximo ao seu comprimento de onda de emissdo (I ex = 520nm). Assim,
em altas concentracdes, a emissdo de uma molécula fluoréfora pode excitar uma outra

préxima (auto-supressao), diminuindo a emissdo de fluorescéncia (Figura 25).

Supressao de Fluorescéncia

! EX EM
S 495 7% 520

Es
| o
Se
S

Os

Comprimento de onda (nm)

Figura 25: Esgquema dos espectr os de excitacdo e emissao de calceina.
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Para producdo dos lipossomos encapsulados com calceina adotouse 0 mesmo
protocolo descrito na secdo 11.1, porém adicionando no tampdo TP 50 mM de calceina. A
solugdo contendo os lipossomos com 400 nm de diametro foi entdo filtrada em coluna
formada por uma matriz de sefarose 6B, para separar as estruturas intactas contendo solucéo
encapsulada com fluoréforo calceina, e a solucéo restante de calceina que ndo conseguiu

encapsular.

11.3 — Medida do tamanho da particula.

Apos testes de atividade com lipossomos de tamanho variando de 200 a 600 nm,
constatourse uma atividade maxima sobre lipossomos de 400 nm. Assim, para medir o
tamanho e distribuicdo das particulas foi utilizado um equipamento de espalhamento dinémico
de luz Zetasizer 3000HSA da Malvern Instruments. A amostra foi diluida em tamp&o TP a
uma concentracdo apropriada para andlise a 25°C com um angulo de deteccdo de 90°, sendo

o didmetro médio obtido diretamente do instrumento.

11.4 - Dosagem de fosfato dos fosfolipidios.

A dosagem de fosfato (Barlett, 1959) € muito sensivel e permite a avaliacdo na faixa
de 0,1 a 10 ng.ml"* de PO,. Amostras de lipossomo (10, 20 e 30 m) foram fervidas a 100°C
em &cido perclorico 70% por 5 minutos. Apds o resfriamento, foram adicionados 4,2 ml de
agua, 200 m de molibidato de aménio (Merck) 5% (Sigma) e 200 M de diaminofenol (Sigma)
1% em bissulfito de sodio 20% (Sigma). A solucdo foi agitada e deixada em banho de agua
fervente por 7 minutos. Leuse a absorbancia em 830nm em cubeta de quartzo de 1 cm de
caminho éptico em espectrofotdmetro Hitach U-2000. A curva padrdo de fosfato foi feita com

amostras contendo 0, 2, 4, 6, 8 e 10 ng de NaHPO,.
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11.5 - Teste de liberacéo de calceina.

As amostra das proteinas mutantes de BthTx-1 foram diluidas para o teste de
liberacdo de calceina na proporcéo molar de 1:400 de fosfolipidios. A emissdo do fluoréforo
foi detectada em espectrofluorimetro (SLM 8100C — Spectronic Instruments) com
comprimento de onda em 520nm. O ensaio iniciorse com a diluicdo dos lipossomos no
tampdo TP, e apds 20 sfoi adicionada a proteina. A atividade de danificagéo dos lipossomos
foi acompanhada pela liberacdo de calceina com aumento na emissdo e ocorreu em 170 s,
guando foi adicionado 0,5% de Triton-X100 para lise completa de 100% de liberagéo (Figura

26).

% de Liberacao = (B - A)/(C- A)*100

Triton X-100
Proteina ou
of - el

Proteina pré-

0O 4 8 12 16 20 24
Tempo
Figura 26: Esquema do ensaio de atividade de danificacdo de lipossomos.
Perfil da liberacdo de calceina provocada pela adicdo da proteina em 20 s e da liberacéo

maxima de calceina provocada pela adicdo de TRITON X-100 em 170 segundos em um

total de 200 segundos de ensaio.

Antes da adicdo da toxina o sina de emissdo da calceina € baixo dado a alta
concentracdo interna nos lipossomos, ocorrendo o fendmeno da auto-supressdo. Com a adic¢éao

da toxina comeca ocorrer a desestabilizacdo da bicamada com liberagdo e diluicdo do
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fluoréforo. Rortanto, observa-se um aumento gradual do sinal de emisséo, sendo o mesmo
finalizado em 200 segundos quando ocorre a adicdo do detergente Triton - X100 liberando

toda a cal ceina encapsul ada.

11.6 — Avaliacao da afinidade das proteinas para lipossomos.

Com intuito de avaliar a afinidade de cada proteina, quando associada com 0s
lipossomos (10% ou 50% DMPA), incubouse cada toxina por 5 min com lipossomos sem
calceina na propor¢do molecular de 1:200. Posteriormente seguiu-se o teste de atividade como
descrito anteriormente, sendo que em 20 s adicionouse a toxina préincubada com
lipossomos. A proporcdo molecular de proteina para fosfolipidio encapsulado com calceina na
cubeta também foi de 1:200, atingindo assim uma propor¢do final de 1:400, para uma

liberacdo ao longo de 200s.

12 - Avaliacdo da associacdo das proteinas com lipossomos apoés
ultracentrifugacdo e anélise em gel SDS-PAGE.

As proteinas foram incubadas por 10 min com lipossomos com 10% e 50% de carga
negativa em tampao TP na razd molar de toxina para lipidio de 1:400, e entdo
ultracentrifugadas em Beckman XL-100K por 1h a 100.000 g . O sobrenadante foi separado, e
0 sedimento ressuspendido no mesmo tampédo. Ambas as amostras foram fervidas por 10 min
em b-mercaptoetanol e aplicadas em gel SDS-PAGE 17%. A eletroforese durou 2 horas sob

voltagem de 300 V e o gel foi revelado com prata.
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13 — Estudos sobre a cinética de atividade danificadora Ca®*-independente de

BthTx-lI em associagdo com lipossomos atr avés de Stop-Flow.

Com intuito de avaliar as alteragdes nos microambientes de cada triptofano durante a
atividade de danificagdo Ca’*-independente, foram medidas as cinéticas de modificacgo do
triptofano de cada proteina mutante durante sua interacdo com lipossomos com N-bromo-

succimanida (NBS) (Figura 27).

Figura 27: Mecanismo de oxidacdo do triptofano por NBS sugerido por Tsai et

al, 2006. (A) Molécula de Nitrobromo succinamida (NBS). (B) O ataque inicial do ion Br*,
derivado do NBS, é seguido pelo atague da agua para produzir o 2-oxitriptofano néo

fluorescente.

O ensaio foi redizado no equipamento de “stopped-flow” (Applied Photophysics
SX.18MV Leatherhead, Surrey, R.U.), utilizando 100 ng/ml de proteina livre, ou incubada

por 5 min com lipossomos 90% DPPC 10% DMPA ou 50% DPPC 50% DMPA na proporcéo

N
[59

—




IV - MATERIAISE METODOS

de 1:400 em 25 mM Tris-HCl e 150 mM NaCl pH 7,0. Depois de uma rgpida mistura com 1
mM de NBS repurificado, a cinética de supressdo do triptofano foi monitorada pelo
decréscimo da emissdo em 350 nm resultante da modificaco quimica por um periodo de 50
a 100s na temperatura de 25° C.

Impurezas no NBS (cor amarela) pode iterferir nos resultados de modificacéo quimica,
portanto se faz necess&ria a recristalizagdo do composto. Em um erlemeimyer mantido
constantemente em gelo foram adicionados cerca de 10 g de NBS e 125 ml de &gua até total
solubilizagdo da substancia. Apds precipitacdo, os cristais de NBS (branco) foram filtrados a

vécuo e mantidos em estufa para eliminar o restante de dgua presente no composto.

14 — M edidas de associagao de Bothropstoxina-l em monocamadas.

As medidas de cinética a tempos curtos foram determinadas usando um tensidmetro
dindmico pelo méodo da gota pendente, usando o método da analise do perfil eixo-simétrico
da gota (ADSA) (Rotenberg Y, 1983), usando um tensiébmetro automatico (modelo OCA-20,
da Dataphysics-Alemanha). A imagem de uma gota do liquido suspensa dentro de uma cubeta
de vidro o6ptico contendo &gua para evitar a evaporagdo é gravada usando uma camera CCD.
O tempo do experimento € iniciado imediatamente apds a formacdo completa da gota por
meio da andlise das imagens. A tensdo superficial é determinada pela andlise do perfil da
imagem da gota por meio de software que acompanha o equipamento. Os dados obtidos a

partir do formato da gota séo adequados a equacéo de Y oung-L aplace:

DP=(rq-r1).9.h = (dR)+ (g Ry (33)

Onde DP corresponde a diferenca de pressdo entre o interior e a parte externa da gota;

r 4-r sdo as densidades dafase liquida e do ar, respectivamente; g a aceleracdo da gravidade,
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h a dtura da coluna que contém a gota suspensa, e R1 e R» 0s dois raios de curvatura da gota

(ver Figura 28). O programa também calcula dois parametros basicos da gota como érea e

volume.

TENSIOMETRO
R1
R2

P
—— Ep—
by ——

—_—— Id r

—‘~
—

19

COMPUTADOR

Figura 28: Esguema para andlise da atividade de BthTx-l em monocamadas
utilizando tensidmetro dinamico pelo método da gota. Apos a estabilizacdo da presséo dos

fosfolipidios na superficie da gota foi adicionado 6 ng/ml de proteina, e assm mediu-se as

variacOes na pressdo superficial.

Para as medidas de tensdo superficial dindmica, as imagens sdo registradas com a
video-camera a um minimo de 200 imagens por minuto. Ao final do experimento, o programa
retorna as imagens gravadas dos perfis da gota e calcula as mudancas de tensdo superficial
para cada ciclo (Figura 28). Para determinacéo das cinéticas de adsorcdo, estabeleceu-se um
intervado de tempo total de 1100 s, a fracdo de fosfolipidio utilizada foi de 90% de

DPPC/10% DMPA com 6 ng/ml de proteina.
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15 - Medida na Mudanca dos Espectros de Emissdo de fluor escéncia intrinseca do
Triptofano de BthTx-I em associacdo com L ipossomos.

Os espectros de emissdo foram realizados em espectrofluorimetro Spectronic SLM
8100C a 25°C e em cubeta de quartzo de caminho ético de 1 cm. A excitacdo foi de 295 nm e
emissdo em 350 nm, utilizando polarizadores Glan Thompson cruzados, abertura das fendas
de excitagdo e emissdo de 4 nm e voltagem da fotomultiplicadora de 600V. As amostras

foram preparadas em tampéo TP.

Os espectros das proteinas recombinantes foram medidos em uma concentragdo de 15
ng/ml na presenca e auséncia de lipossomos, sendo as proteinas incubadas por 5 min na
proporcéo de 1:400 com lipossomos 90% DPPC/ 10% DMPA e 50% DPPC/ 50%DMPA e

entdo medidos os espectros de emissao.

16 — Anisotropia de fluorescéncia intrinseca do triptofano.

Com o intuito de caracterizar a proteina mutante em solucéo utilizou-se o fendbmeno de
anisotropia que fornece dados sobre a diferenca média angular que ocorre no fluoréforo entre
a excitacdo e emissdo dos fotons (Lakowicz, 1983). A isotropia é resultante da emissdo de
fluorescéncia polarizada pela fotosel ecdo dos fluoréforos em solucéo, devido a sua orientagéo
a0 plano do campo elétrico dos fétons de excitacdo. Quando ocorre uma emissdo

despolarizada tem-se o fenémeno de anisotropia.

16.1 - Medidas de anisotropia de BthTx-I mutada em associacdo com

lipossomos.
A proteina na concentracdo final de 30 my/ml foi incubada em tampdo TP por 5 min
juntamente com lipossomos de composicdo 90% de DPPC/10% DMPA ou 50% DPPC/50%

DMPA. Posteriormente foi medida a emissGéo de 350nm usando polarizadores Glan

e
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Thompsom cruzados, em espectrofluorimetro Spectronic SLM 8100C a 25°C, cubeta de
guartzo de caminho Optico de 0,5 cm com excitagdo em 295nm. A abertura da fendas de
excitacdo e emissdo foram de 4 nm, a voltagem da fotomultiplicadora de 600V e filtro Schott

tipo WG-320.

16.2 - Curvas de desnaturacéo de BthTx-I recombinante mutada.

O experimento de anisotropia baseou-se na monitoracdo da desnaturacdo protéica
utilizando Hidrocloreto de Guanidina (GdnHCI). Preparouse amostras das proteinas mutantes
na concentracdo de 30ug/ml, variando-se a concentracéo de GAnHCI de OM a 8M em tampéo
TP com incubacdo de 24 horas a 25°C. Utilizou-se espectrofluorimetro Spectronic SLM
8100C a 25°C e em cubeta de quartzo de caminho éptico de 0,5 cm com excitagdo em 295nm
e a emissdo de 350nm usando polarizadores Glan-Thompsom, a abertura das fendas de

excitacao e emissdo de 4 nm e a voltagem fotomultiplicadora de 600V .

17 - Medidas de decaimento do tempo de vida por TCSCP.

Um laser de diodos, com dois feixes de 24 W emitindo em 809 nm, bombeia um laser
de estado sdlido (Nd: YVO4 - Millenia Xs- Spectra Physics) que emite em 1064 nm. O feixe
passa por um cristal dobrador de frequéncias e o feixe final, com poténcia podendo chegar a
10 W e comprimento de onda igual a 532 nm, bombeia um laser de titanio-safira (Tsunami -
Spectra Physics). O cristal de titanio-safira gera pulsos de laser (com largura de 5 ps) em uma
banda que vai de 840 até 1080 nm, com freqiiéncia méxima de repeticdo dos pulsosigual a 82
MHz. Um filtro bi-refringente seleciona o comprimento de onda desgjado para o feixe de
saida. Passando por um sistema selecionador de freqliéncias, esses pulsos de laser podem ter
sua frequiéncia dividida em até 8000 vezes, permitindo a operacdo na faixa de frequéncias

entre 0,01 e 8MIHz. Ap0s 0 selecionador de pulsos, o feixe passa por um gerador de segundo e




IV - MATERIAISE METODOS

terceiro harménico, cujos comprimentos de onda do feixe na saida estéo na faixa utilizada
para excitacdo das amostras proteicas, que vai de 280 até 330 nm.

As proteinas recombinante e mutantes de BthTx-1 contendo 1,73 mg/ml em tampéo TP
foram colocadas em cubetas de quartzo com caminho éptico de 0,5 cm. A temperatura foi
mantida por um banho térmico (Julabo) em torno de 25 °C, e a concentracéo da proteina de

1.73 mg/ml, excitagdo em 298 nm e emissdo em 350 nm.

18- Medidas de decaimento do tempo de vida pelo méodo harmonico.

Os dados de decaimento de tempo de vida de fluorescéncia e anisotropia foram
obtidos no Laboratério Nacional de Luz Sincotron (LNLS) empregando a linha DO5B-
VUVF. Foi utilizado o fluorimetro 1SS K2 com excitagdo em 296 nm, com uma faixa de
fregiiéncia modulada de 8 a 200 MHz, com caminho 6tico de 1cm e f-terfenil usado como
referéncia. A concentracdo de proteina utilizada foi de 1,73 mg/ml em tampé@o TP. A andlise
dos dados foi feita no programa VINCI — ISS e os valores adotados para df e dm foram de 0,2

e 0,004 respectivamente.

19 — Simulagdes de Dindmica Molecular .

O célculo do fator de orientacéo para os triptofanos de BthTx-1 e mutantes da interface
dimérica foram obtidos a partir de dados de simula¢es de dindmica molecular utilizando os
programas GROMACS 3.3.1 e GROMOS-96 (Lindahl et al, 2001). Os sistemas da simulacéo
sd0 constituidos por uma caixa cubica de smulagdo agustada para produzir corretas
densidades experimentais de 0.997 kg. L3 para moléculas de &gua modelo SPC (Berendsen et
al, 1981). A caixa possui lados inicialmente em 8 nm, contendo aproximadamente 16500
&guas. Todas as simulagbes de MD foram executadas em volume constante, usando o
algoritmo "leapfrog" (Hockney e Goel, 1974) para integrar as equactes do movimento com

um tempo de 2.0 fs sobre um tempo total de 4.0 ns. As condi¢des periédicas de limite e a

N
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convencdo minima da imagem foram aplicadas e a temperatura controlada através do método
de Berendsen (Berendsen et al, 1984) com constantes do tempo de acoplamento de 0.1
picosegundo. O algoritmo de LINCS (Hess et al, 1997) foi usado manter as restrigdes de
distancias das ligacdes covalentes da proteina que envolve os &omos de hidrogénio, e o
algoritmo do SETTLE (Miaymoto et al, 1992) foi usado para manter a geometria das
moléculas de &gua, sendo que as velocidades atbmicas iniciais foram obtidas de uma

distribuicdo do Maxwell em 298 K.

20 — Célculo eficiéncia de transfer éncia de energia entre os triptofanos.

As coordenadas dos dois triptofanos foram extraidas dos dados resultantes da simulagéo
molecular para definir o fator de orientagdo e a disténcia entre ambos. Para tanto foi calculado
0 centro de massa do grupo indol, e assm avaliada a distancia (R) entre os dois centros de
massa.

Apbs definir o vetor do dipolo elétrico de transicdo entre o centro de massa e 0 Ne da
molécula pirol do Trp, foi calculado o fator de orientacdo utilizando a equacéo 26. Através
destes dados e utilizando a equacéo 24 foi obtido o valor da distacia de Forster (Ro), e
posteriormente com a equacao 30 foi estipulada a eficiéncia na transferéncia de energia entre

0s Trp de cada mondmero.

21 - Medidas de espectr os de absor ¢do das proteinas mutantes de BthTx-I.
Os espectros de absorcdo das proteinas recombinantes foram medidos com 15 ng/ml de
proteina em tampdo TP, utilizando espectrofotébmetro HP8453 Diode Array acoplado ao
microcomputador HP Vectra ES/12 “Diode Array” naregidgo de 200 nm a 800 nm, cubeta de

guartzo de caminho 6tico de 1 cm.
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V —RESULTADOS

1- Reagbes de PCR

A Figura 29A mostra um gel de agarose 2% referente a reagcdo 1 de PCR usando o
oligonucleotieo EXT1 aém dos oligonucleotieos mutagénicos descritos na tabela 3. O
nimero de pares de bases dos fragmentos amplificados foram de acordo com o tamanho
esperado, conforme a posicdo de anelamento do oligonucleotideo mutante. A Figura 29B
apresenta um gel de 2% de agarose mostrando o fragmento de 520 pb, resultado apds as
reacoes de extensdo e amplificagdo da regido codificadora completa utilizando os

oligonucleotideos EXT2 e EXT3.
1 23 45 6 7 M 8910

(A) 2072pk____ |
1500 po—*
M1 2 3 456 7 8 910
(B) 2072pc __, [
1500pb ~

600 pb ;‘-— i Al 4 520 pb

Figura 29: Resultados das etapas das reacdes de mutagénese sitio-dirigida. (A)
Gel de agarose 2% referente a reacdo 1 de mutagénese sitio-dirigida. Em M temse o
marcador de peso molecular ladder 100pb (Invitrogen). De 1 a 10 tém-se respectivamente 0s
mutantes duplos F3W/H, K7W/H, L10W/H, V31W/H, Y46W/H, D67W/H, 1104W/H,

F125W/H, Y 119W/H, Y117WI/H. (B) Gel de agarose 2% mostrando os fragmentos de 520

L)

pb de 1 & 10 mutantes apds extensdo e amplificagdo do gene mutado.
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2 - Digestao dos fragmentos com enzimas Xba-I e BamHI.

Apbs a purificacdo dos fragmentos das reagdes de PCR mutagénico, os mutantes
foram submetidos a digest&o com enzimas de restricdo Xba-1 e BamHI, para posterior ligagdo
com o vetor de clonagem pT7T3. Apds clonagem, os plasmideos foram digeridos com as
mesmas enzimas liberando fragmentos de 420 pb para todos os mutantes de Btx-I como

mostrado na Figura 30.

M1 2 3 45 6 7 8 9 10

2072 pk
1500 pb

600 pb

«— 420pb

100 pb

Figura 30: Gel de agarose 2% referente a digestdo com enzimas de restricao
Xba-l e BamHI liberando o fragmento de 420 pb. Em M temos 0 marcador de peso

molecular de 100 pb (Invitrogen), e de 1 a 10 os mutantes de BthTx-1.

Os géis de agarose res figuras 29 e 30 mostram as reacdes de extensdo, amplificacdo e
digestdo do fragmento mutagénico de BthTx-1 F3W/H, porém houve problemas nos testes de
expressdo desta proteina mutante, e portanto, esta mutagdo foi eliminada dos testes de

caracterizacao estrutural datoxina.

3 - Sequienciamento dos mutantes de BthTx-I.

As mutacbes foram comprovadas através de sequénciamento automatico de
nucleotideos. Os €eletroferogramas obtidos mostram as sequiéncias de DNA das regides
codificadoras dos mutantes, comparados com as sequéncias das regides correspondentes a

forma nativa. A Figura 31 mostra os e etroferogramas obtidos no sequénciamento do DNA
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da primeira mutacdo nas formas nativa (A) (Trp - cddon TGG) e mutante (B) (His - codon
CAC) da proteina na posicao 77. A Figura 32 ilustra as segundas mutacdes nos codons das

posi¢Oes especificas paracodon TGG (Trp) para producdo dos 9 mutantes duplos.

TCCTATAGCTGGAAGGACAAGACT TCCTATAGCCACAAGGACAAGACT.
s Y 5 W K D K T 5 Y 5 H ¥ D K T
N

i |

(A) (B)

Figura 31: Eleroferograma da mutacdo W77H. Em (A) temr-se o cddon TGG
gue codifica o aminoécido Trp, e em (B) observa-se a mutacéo para o codon CAC que

codifica o aminoacido His.

12COLUNA 22COLUNA
GGG ALLATG! GGGTGGATG
G K H 1
MN Q_A‘M
WT77TH/K7W
12COLUNA 22COLUNA 12COLUNA 22COLUNA
ATCCTGCA . shal Ll bLAAl L
I 1 0 v o . GGG e Loy GGCTEGE TT
G W L o
VJ\AW M
& .
W77H/L 10W W77H/V31W o
[ 68
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AGGTATCAC

|

R u

I\_Iu-n_ v

WT77H/Y 119W

H

12COLUNA 22COLUNA

TGCTACGTG CTGCTGGGTGL

C i v & L ¥ I3
—

WT7TH/Y 46W
GCAATCTGC GCATGGTGC
i1 ¢

—>

W77H/1104W

TALGGTGGCAC

12COLUNA 22COLUNA

TGCGACCCC TGCTGGCCL
C D P c o P

=

P M—

WT77H/D67W

AAAATGGAGEC
E W R

LALAATATAGG]

l

WT77H/Y 117W
BCCTTTTTGE, CCTTGGTGE
F U C

P

. —

WT77H/F125W

Figura 32: Eleroferograma dos 9 mutantes propostos. A primeira coluna

corresponde a forma nativa da toxina e, na segunda coluna, observa-se a ateracdo no

codon correspondente a mutacdo na posi¢ao desejada.
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4 - Purificacdo das Proteinas M utantes

ApoOs testes de expressao das proteinas ecombinantes mutadas de BthTx-I foram
realizadas a purificacdo das mesmas por cromatografia de troca catibnica. Na Figura 33
observamos que proteina nativa do extrato bruto do veneno de Bothrops jararacussu
corresponde a segunda fracdo eluida proximo a 13 nmin com aproximadamente 700 mM de
NaCl. A proteina nativa recombinante de BthTx-1 e as toxinas mutantes W77H/V31W,
W77H/Y 46W e WW77H/F125W apresentam tempos de eluicdo adiantados em cerca de 1
min em relacdo a proteina nativa. Esta diferenca nos tempos de dui¢do nos picos ocorre
devido a presenca, no extrato bruto da toxina, de uma primeira fracdo correspondente a
impurezas e a toxina BthTx-Il, fazendo com que ocorra um atraso na eluicdo de BthTx-I.
Além disso, na eluicdo das proteinas recombinante foi observado uma elui¢do em torno de 10
min de fragdes ndo enoveladas corretamente, as quais foram eliminadas durante o processo de
purificacdo. O rendimento da proteina pura foi satisfatério em cerca de 7 mg.L™* de cultura, e

verificada em gel SDS-PAGE 16% com mloracdo Comassie Azul brilhante R mostrado na

Figura 34 .
1,200 4 Nativa
Recombinante Nativa

’E\ 1000 W77H/Y46W
= ST W77H/F125W |‘
8 W77H/V31W

0,800 —
& BthTx-|
© 1
o _
% 0,600 /
< i -
S BthTx-11
S 0,400
n
o
< 0,200

0,000 I ne

Tempo (min)

Figura 33: Cromatograma de Purificacdo. A absor¢do das proteinas foi feita em

280 nm, obtendo-se tempos de eluicdo proximos a 12 min. Os picos anteriores ao tempo de

eluicdo correspondem a proteina ndo enovelada. —
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Figura 34: Gel de Purificagcdo SDS-PAGE 16%. Em (M) marcador de peso
molecular (BioRed 94501). Em (1) e (9) observa-se a toxina nativa com peso molecular
de 13.700 pb e em (2) e (10) a toxina recombinante do tipo selvagem. Em (3) a proteina
com a primeira mutacdo W77H, (4) W77H/K7W, (5) proteina com mutacdo simples
L10W, (6) W77H/L10W (7) W77H/V31W, (8) W77H/Y46W, (11) a proteina com a
primeira mutagdo W77H, (12) W77H/D67W, (13)W77H/1104W, (14) W77H/Y 117W,

(15) W77H/Y 119W, (16) W77H/F125W.

5- Andlise do Espectro de Dicroismo Circular.

A partir dos resultados de espectro de dicroismo circular, pode-se avaliar a estrutura
secundaria das proteinas, ou sgja, verificar que ocorreram pequenas mudangas na estrutura
secundaria devido as mutagOes redlizadas. Na BthTx-1 nativa dois minimos sdo observados,

em 208 e 222 nm e um maximo entre 192 e 194 nm, caracteristico de proteinas ricas em a-
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hélices. Na Figura 35 A e B observa-se que 0s espectros das proteinas recombinantes

mutadas apresentaram comportamento parecidos ao da proteina BthTx-1 nativa (em preto),

portanto, conclui-se que as mutagdes ndo ateraram significadamente a conformagdo

secundaria da cadeia polipeptidica.
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Figura 35: Espectros de Dicroismo Circular no UV distante. Os gréficos A e B

ilustram os espectros de CD de BthTx-I nativa e recombinante tipo selvagem juntamente com

duplos mutantes apds enovelamento e purificagéo.
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6 - Atividade bactericida dos mutantes de BthTx-I.

Para avaliar a atividade bactericida em funcdo do tempo uma curva dose-resposta de
BthTx-I, apbés 2 horas de incubagdo, foi medida, mostrando 100% de inibicdo de CFU
(unidades formadoras de col6nia) em uma concentracdo de 17 ng.mL™. Através desses
resultados, testes bactericidas foram realizados para as proteinas recombinantes mutantes com
duas horas de incubacdo. A Figura 36 mostra a agdo bactericida de cada proteina mutante em
comparagcdo com a proteina recombinante, na concentragdo fixa de 3 pg/mL de proteina e
uma densidade celular de 4 x 10° CFU/mL, sendo o branco o controle negativo de inibicgo de
CFU realizado com tampéo.

No gréfico observa-se proximo de 45% de inibicéo de CFU/ml a toxina recombinante.
Com excegdo do mutante W77H/L10W todos os outros variantes de BthTx-1 mostraram uma

diminuicgo no efeito bactericida .
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Figura 36: Efeito bactericida na concentracéo fixa de 3ng/ml de BthTx-I
recombinante e mutantes contra linhagem E. coli (K12). Os dados sdo relativos a

média com desvio padréo de dois ensaios.
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Estudos recentes de atividade bactericida contra E. coli K12 com BthTx-1 nativae o
mutante H48Q da regido catalitica da proteina demostraram que o efeito bactericida &
independente da atividade hidrolitica (Aparecida Aragdo et al, 2007). Além disso, os
resultados com mutagdes nas posi¢des 117, 119 e 125 da proteina indicaram que a regido C-
termina tem um efeito importante na atividade bactericida (Chioato et al, 2007). As mesmas
mutacOes foram utilizadas na investigacao da integridade da membrana externa e interna de E.
coli K12 empregando sondas fluoresentes. (Aparecida Aragao et al, 2007). Todos as proteinas
mutantes de BthTx-1 além da proteina nativa mostraram o mesmo efeito de permeabilizacédo
na membrana externa, porém as mutacfes nas posicoes 117, 119 e 125 reduziram este efeito
sobre a membrana citoplasmatica.

Os resultados apresentados neste trabalho demostraram que com excegdo do mutante
da posicdo 10, as outras mutacOes presentes em toda superficie de BthTx-1 apresentaram
atividade bactericida reduzida contra a mesma linhagem gram-negativa de E. coli. Este
resultado enfoca que ndo ha nenhuma correlacéo exata entre a posicao ou regido especifica da
proteina que estgja ligada diretamente a esta atividade, e uma vez que o percurso utilizado
pela molécula de BthTx-1 entre o ambiente externo até a membrana citoplasmatica €
desconhecido, acredita-se que a proteina utiliza outros mecamismos para atuar na atividade

bactericida.
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7 —Teste de atividade sobr e lipossomos encapsulados.

A atividade de danificacdo de membrana de BthTx-1 recombinante tipo selvagem e
mutantes foram avaliadas através de experimentos de danificagdo de lipossomos com
composic¢do variada de carga negativa de fosfolipidios. Estudos tém demorstrado a solicitacéo
de moléculas anfifilicas (fosfolipidios carregados negativamente ou detergentes anionicos)
para a ativacéo da atividade de danificagdo Ca’*-independente de BthTx-1 (Diaz C. et al, 1991
e Bortoleto-Bugs R. K. et al, 2004). Para 0s nossos ensaios escolhemos avaliar a interacéo de
BthTx-1 com lipossomos compostos de dipal mitoilfosfatidilcolina (DPPC) contendo 10% ou

50% de fosfolipidio anidnico dimiristoil &cido fosfatidico (DMPA).

7.1 — Medida do didametro do lipossomo.

Apés a preparacdo dos lipossomos sucessivas filtragens em membrana de
policarbonato foram utilizadas para produzir uma populacdo homogénea de 400 nm, o
tamanho ideal para atividade maxima da toxina. Apos a filtragem analisouse o diametro
através de espalhamento dinamico de luz (Figura 37) verificando que houve producdo de
lipossomos com didmetros homogéneos, e que a populagdo tem um didmetro de

aproximadamente 400nm.
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Figura 37: Medida do diametro dos lipossomos por espalhamento dinamico

de luz. Observa-se uma populacéo homogénea na regido de 400 nm.
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7.2 - Teste deliberacéo de calceina

Os testes de atividades das proteinas mutantes sobre os lipossomos de fracdo 10%
DMPA/ 90% DPPC na proporcéo de 1:400 encapsulados com calceina mostraram que todas
as toxinas apresentaram uma liberacdo de aproximadamente 50% do conteldo dos
lipossomos. Quando estas toxinas foram pré-incubadas com lipossomos fracdo 10% DMPA/
90% DPPC sem calceina, e posteriormente misturadas na cubeta contendo lipossomos na
mesma fracdo com calceina, observourse que ndo houve modificacdo significativa na
atividade danificadora de todas as proteinas (Figura 38). O mesmo ensaio foi feito com
lipossomos de fracéo 50% DMPA/50% DPPC e foi observado que para esta fracéo obteve-se
uma atividade e aproximadamente 100% para todas as proteinas recombinantes. Quando
estas toxinas foram submetidas a0 ensaio de pré-incubacdo em lipossomos constituidos por
50% de carga negativa resultou em uma diminuicdo da atividade danificadora de membranas
entre 10% e 20% (Figura 39).

[C_ILIBERACAO 10% DMPA
[ LIBERACAO COM PRE-INCUBACAO 10% DMPA

Atividade Danificadora (%)
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Figura 38: Liberacdo de calceina induzida por BthTX-l recombinante e proteinas
mutadas sobre lipossomos 90% DPPC/10% DMPA. Liberacdo de calceina encapsulada em
lipossomos 150 s depois da adicéo dos variantes de BthTx-1 na proporc¢éo de 1:400 (cinza claro).
Os valores estéo apresentados como total de calceina liberada apos a adi¢éo de 0,1% de TRITON

X-100. Liberacéo de calceina encapsulada em lipossomos na fracdo de 1:200 150 s depois das

toxinas pré-incubadas com lipossomos sem calceina na fragdo de 1:200 (cinza escuro).
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Figura 39: Liberacdo de calceina induzida por BthTx-I recombinante €
proteinas mutadas sobre lipossomos 50% DPPC/50% DMPA. Liberacdo de calceina
encapsulada em lipossomos 150 s depois da adicdo dos variantes de BthTX-1 na proporcéo
de 1:400. (cinza claro). Os valores est@o apresentados como total de calceina liberada apos
a adicdo de 0,1% de TRITON X-100. Liberacdo de calceina encapsulada em lipossomos
na fracdo de 1:200 150 s depois da adi¢do toxinas mutadas pré-incubadas com lipossomos

sem calceina na fracéo de 1:200 (cinza escuro).

8 - Avaliacéo da associacdo das proteinas com lipossomos apdés ultracentrifugacdo
eanaliseem gel SDS-PAGE.

O resultado do ensaio de associacdo das proteinas com lipossomos estédo demonstrados
na Figura 40, apdés 10 min de incubacdo da proteina com as membranas. A ligagdo foi
avaliada por ulracentrifugacdo, separacdo do sedimento e sobrenadante, e anaise por
SDS/PAGE como descrito em materiais e métodos secao 12.

O experimento com lipossomos contendo 10% de carga negativa mostrou que todas as
proteinas encontramse na fracdo do sobrenadante. Porém, em experimentos com 50% de
carga negativa as toxinas foram localizadas na fragdo correspondente ao precipitado. Portanto,

a ligacéo das proteinas nas vesiculas € fortemente influenciada por efeitos eletrostéticos,
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resultantes da interac&o dos residuos cationicos da molécula com os fosfolipidios negativos da
bicamada.

Este resultado, contudo, ndo revela se a ligacéo é estatica ou dinamica, ou sgja, se a
molécula de toxina permanece com os fosfolipidios ligados, ou se ocorre liberacdo destes

fosfolipidios para ligar-se entéo a outras vesiculas.
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Figura 40. Avaliacdo da ligacdo de BthTx-I em lipossomos. A figura mostra as
proteinas recombinantes mutantes (1-recBthTx-1, 2K7W/H, 3L10W/H, 4V31W/H, 5
Y46W/H, 6D67W/H, 71104W/H, 8Y117W/H, 3Y119W/H, 10-F125W/H) depois da
incubacdo com lipossomos com 10% (A) e 50% (B) de carga negativa, e centrifugacéo a
100.000 g. O precipitado (P) foi separado do sobrenadante (S) e resuspendido no mesmo

tampé@o, e entdo aplicado em SDS-PAGE 17% e revelado com prata.

9 — Medidas de associagéo de BthTx-I em monocamadas.

Com intuito de avaliar a atividade de BthTx-l1 sobre monocamadas foram realizados
ensaios com proteina nativa, recombinante tipo selvagem e proteinas mutantes da alca G
terminal. Para tanto foi utilizado o método da andlise do perfil eixo-simétrico da gota (ADSA)
(Rotenberg, Y.1983) para determinar as cinéticas de adsor¢cdo em um intervalo de tempo total
de 1100 s, sendo a fracdo de fosfolipidio empregada de 90% de DPPC/10% DMPA com 6

ng/ml de proteina.
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A Figura 41 apresentara as oscilagOes ciclicas da pressdo superficial durante os

1100 s de medida.
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Figura 41: Medidas de atividade de BthTX-I e proteinas mutantes da al¢a C-
terminal sobre monocamadas. O grafico demonstra as oscilagdes ciclicas da presséo

superficial de uma corcentracdo final de 6 ng/ml de cada proteina.

Pode-se constatar que a mutagdo Y117W/H apresentou uma cinética e atividade
danificadora similar a BthTx-1 nativa e recombinante. A mutagcdo Y 119W/H apresenta uma
alta atividade nos primeiros 100 s de medida com uma diminui¢&o da pressdo superficial de 6
mN/m. Observa-se que o mutante F125W/H também apresenta alta atividade nos primeiros
100s, porém a reducdo na pressao superficial € mais lenta quando comparada com a proteina

recombinante tipo nativa e os outros mutantes.

10 — Modificagdo quimica dos triptofanos de variantes de BthTx-l em associacdo
com lipossomos em experimentos de “ Stop-Flow’.
Os experimentos de cinética de modificagdo quimica do Trp por NBS foram realizados

em triplicatas. Apos tratamento dos dados das cinéticas de modificacdo quimica (Figura 41)
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foram obtidos os par@metros cinéticos com os valores das constantes reacdo dos triptofanos

(k) respectivos a cada proteina mutante (Figura 42B).
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Figura 41: Cinéticas de Modificacdo quimica dos triptofanos com NBS de
variantes de BthTx-I em associacdo com lipossomos: Proteina em solucdo (preto),
Proteina + lipossomos 10% DMPA (vermelho), Proteina + lipossomos 50% DMPA (verde).

As cinéticas correspondem a fracéo fluorescente do triptofano ndo modificada com NBS.
|
| 80
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Figura 42B: Grafico da Constante de modificacdo quimica com NBS. Os

parametros cinéticos foram obtidos com uma média de 3 experimentos.

A proteina nativa e nativa recombinante de BthTx-1 possui o triptofano 77 localizado na
interface do homodimero onde 0 acesso ao NBS é restrito, tendo como consequiéncia um valor
de k proximo a 0,15. Na presenca de lipossomos com 50% DMPA o valor de k foi reduzido
significadamente, indicando que na presenca de membranas esta regido da proteina fica
menos acessivel a0 ambiente externo. Os triptofanos das proteinas mutantes W77H/K7W e
W77H/L10W também estdo localizados na interface dimérica, mas em uma superficie mais
acessivel a0 NBS. Esta observacéo estd baseada no célculo da kentre 0,9 e 0,8 para 0s
mutantes W77H/K7W e W77H/L10W respectivamente. Nos ensaios com lipossomos 10%
DMPA as ks foram reduzidas para aproximadamente 0,2 comprovando que na presenca de
lipossomos estes triptofanos estéo localizados em uma regido menos acessivel ao solvente. No
entanto, os resultados com as vesiculas com 50% DMPA, o mutante W77H/K7W mostrou um
aumento em sua k para 0,5 indicando que este residuo de triptofano nesta composi¢édo lipidica

apresenta uma maior exposi¢ao ao ambiente externo, do que o triptofano da posicdo 10.




V - RESULTADOS

Os triptofanos dos mutantes W77H/V31W e W77H/D67W estdo situados na face do
SRI de BthTx-I onde ocorre contato superfial da proteina com a bicamada. Esta afirmacéo é
comprovada experimentalmente pela reducdo nos valores das ks de 0,4 e 0,25 para 0s
mutantes W77H/V31W e W77H/D67W respectivamente, na auséncia das membranas, e
proximos de 0,2 (10% DMPA) e 0,15 (50% DMPA) na presenca das mesmas. Portanto,
constata-se que a diminuicdo de mais de 50% no valor da k para 0 mutante W77H/V31W
indicando que aaproximacao do triptofano na membrana impede a modificacéo quimica pelo
NBS.

Na proteina mutante W77H/1104W o fluor6foro encontra-se na superficie oposta ao SRI
de BthTx-1 e, portanto, ndo faz contado com os fosfolipidios das membranas. No experimento
de modificagdo quimica foi observado que na presenca de lipossomos, com destaque para as
vesiculas 50% DMPA, ocorre um aumento da k em cerca de 60%. Este resultado € muito
significante, porque comprova o0 acesso do triptofano ao ambiente polar do solvente tanto na
auséncia quanto na presenca de lipossomos €, portanto, esta regido da proteina durante a
atividade de danificacdo de membranas encontra se oposta a bicamada.

O mutantes de triptofanos presentes na aca C-termina W77H/Y117W e
W77H/Y 119W foram construidos para examinar a possivel insercéo desta regido na bicamada
lipidicaa. A partir dos baixos valores de suas k, concluin-se que estes triptofanos estéo
localizados em ambientes parcialmente ocultados ao solvente, e mesmo na auséncia de
vesiculas, aacessibilidade ao NBS é restrita. Nos experimentos com lipossomos foi observado
que ndo houve variacOes significantes na k para o mutante W77H/Y 117W, porém o triptofano
da posicdo 119 apresentou um reducdo na constante de modificacdo quimica, indicando que
esta regido esta localizada proxima a bicamada durante a atividade de danificagcdo de
membrana. O triptofano da posicdo 125, ao contr&rio das proteinas W77H/Y117W e
W77H/Y 119W esta localizado em um ambiente exposto ao solvente, pois apresenta um valor

de k, na auséncia de vesiculas, muito maior em relacdo aos outros mutantes da aca C-
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terminal. Nos ensaios com lipossomos o0 valor de k diminuiu cerca de 50% indicando que

possiveis alteracbes ambientais nesta regido aproximam o fluoréforo e a membrana.

11 — Espectros de Emissdo de Fluorescéncia I ntrinseca do Triptofano (EFIT).

Com intuito de mapear a superficie de BthTx-I que interage com a membrana, foram
avaliados as ateracbes no microambiente do residuo de triptofano através das medidas nas
mudancas de fluorescéncia da proteina recombinante e mutantes em tampdo, e depois da
incubagdo por 10 min com lipossomos de fragdes 90% DPPC/ 10% DMPA e 50% DPPC/50%
DMPA, todos na propor¢cédo de 1:400. Os experimentos forneceram os valores dos
comprimentos de onda maximo (I max)? (Figura 43) e as intensidades integradas de
fluorescéncia intrinseca de cada mutante.

Na auséncia de lipossomos, 0 | max das proteinas individuais variaram entre 345 e 355
nm indicando que o ambiente ao redor de cada triptofano é determinado pela interacdo do
anel indol da cadeia lateral com a matriz da proteina e o solvente aquoso. Para as toxinas pré-
incubadas com lipossomos com 10% de carga negativa ndo foi observado significantes
modificacbes no | max quando comparado com os resultados da proteina em tampéo. Contudo,
ao avaliar os espectros de emissdo com lipossomos de 50% de carga negativa, com excegao
dos mutantes W77H/1104W e W77H/F125W, verificouse uma mudanca nos espetros de
emissdo para comprimentos de onda menores, que variaram entre 4 nm (W77H/L10W) e 17
nm (W77H/Y 119W). Significantes mudancas foram observadas nos casos da proteina nativa
(8 nm), W77H/K7W (13 nm), W77H/V31W (13 nm) W77H/Y46W (8 nm), W77H/D67W
(16 nm) e W77H/Y 117W (15 nm). A mudanga dos espectros de emissdo de fluorescéncia para
comprimentos de onda menores demonstrou que o residuo de triptofano nestas posicdes esta
localizado em ambientes mais hidrofobicos quando comparados com a proteina em solucéo

tampéo.
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Figura 43: Espectros de emissdo de BthTX-I

recombinante e proteinas

mutantes. Os ensaios foram realizados em tampdo padrédo pH 7,0 (circulos), com

lipossomos com10% (quadrados) e 50% (triangulos) de carga negativa.
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Os vaores da intensidade de emissdo de fluorescéncia integrada para proteina
recombinante de BthTx-I e mutantes na presenca e auséncia de lipossomos e fragcdes 90%
DPPC/ 10% DMPA e 50% DPPC/50% DMPA também foram calculados e apresentados na

tabela 4.

Tabela 4. Vaores dos espectros de EFIT da proteina recombinante de BthTx-1 e

mutantes em tampdo e na presenca de lipossomos 90% DPPC/ 10% DMPA e 50%

DPPC/50% DMPA
Proteinas | max (NM) Intensidade I ntegrada
(x107%
Tampdo  Lipossomos L ipossomos Tampao L ipossomos L ipossomos
10% DM PA 50% DM PA 10% DM PA 50% DMPA
recBthTx-l 349 351 341 139 12.7 12.8
WT77TH/K7TW 355 354 342 14.1 12.7 12.0
W77H/L 10W 351 351 347 14.2 134 17.1
WT77H/V31W 343 343 330 111 9.3 20.6
WT77H/Y 46W 347 349 339 2.7 2.6 21
W77H/D67TW 346 348 330 11.6 9.8 15.8
W77H/1104W 351 350 350 151 14.1 15.0
WT77H/Y 117W 345 346 330 4.9 4.3 6.7
WT7H/Y 119W 345 346 328 3.3 4.3 8.6
WT77H/F125W 353 354 353 139 12.7 11.9

Na presenca de lipossomos 90% DPPC/10% DMPA, 8 das 10 variantes de BthTx-I
mostraram que a intensidade de emissdo variou em menos de 10% daquelas observadas para
as proteinas em solugdo tampdo, com excegdo dos mutantes W77H/V31W e W77H/D67W
gue mostraram uma diminuicéo de 16%.

Na presenga de lipossomos contendo 50% DPPC/50% DMPA, os mutantes
W77H/L10W, W77H/V31W, W77H/D67W, W77H/Y 117W e W77H/Y 119W mostraram um
aumento na intensidade de fluorescéncia, indicando uma mudanca no microambiente local

destes triptofanos. A proteina nativa e os mutantes W77H/K7W, W77H/1104W e
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W77H/F125W mostraram somente uma leve reducéo na intensidade de fluorescéncia sobre a
mesma composi¢ao de lipossomos.

O mutante W77H/1104W esté localizado na superficie da proteina oposta ao SRI, e
portanto, ndo goresentou significantes alteragdes nos comprimentos de onda maximo e nas
intensidades de fluorescéncia na presenca de 50% de carga negativa dos fosfolipidios.

Com intuito de verificar a baixa intensidade de fluorescéncia para 0 mutante
W77H/Y 46W foi examinado a estrutura do cristal de BthTx-I, sendo constatado que a cadeia
lateral da tirosina 46 esta posicionada aproximadamente 4 A de uma ponte de sulfeto Cys50-
Cysl33, e portanto, o triptofano que foi inserido nesta posicéo é apto a sofrer fendbmeno de
supressdo de sua fluorescéncia. Assim, este mutante foi excluido dos demais experimentos

deste trabalho devido as dificul dades técnicas para sua caracterizacao.

12 — Anisotropia de fluorescéncia intrinseca de triptofanos.

12.1 - Medidas de anisotropia de BthTx-l e proteinas mutantes em
associacao com lipossomos.

Com intuito de avaliar a mobilidade das cadeias laterais dos triptofanos sobre
diferentes condicdes experimentais foram avaliadas as anisotropias de fluorescéncia intrinseca
do triptofano dos variantes de BthTx-1 na auséncia e presenca de lipossomos. Os ensaios
foram realizados com as proteinas em solucdo e depois da incubagdo por 10 min com
lipossomos de composicdes 90% DPPC/ 10% DMPA e 50% DPPC/50% DMPA, sendo os

resultados apresentados na Figura 44.
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Figura 44: Medida de anisotropia das proteinas asssociadas com |ipossomos.
(branco) Proteina em tampédo padréo pH 7,0. (cinza claro) proteina pré-incubada com
lipossomos 10% carga negativa. (cinza escur o), proteina pré-incubada com lipossomos com

50% de carga negativa.

Comparardo os resultados das anisotropias de todas as proteinas vemos que em solugéo
tampao a anisotropia variou entre 0.06 e 0.11, refletindo a variacdo da mobilidade da cadeia
lateral do Trp na superficie de cada proteina. Na presenca de lipossomos com 10% de carga
negativa, nove dos dez variantes de BthTx-1 ndo mostraram alteragbes significantes no sinal
de anisotropia, com excecdo do mutantes W77H/Y117W que mostrou uma reducéo
anisotrépica de 0.11 para 0.08.

Um aumento da anisotropia foi observado para a maioria dos mutantes na presenca de
lipossomos com 50% carga negativa, exceto o mutante W77H/V31W. Um aumento no sinal
anisotrépico foi observado no caso do mutante W77H/1104W que estd locdizado na
superficie oposta a0 SRI, demonstrando que o aumento da ligacdo de BthTx-1 com

lipossomos 50% DPPC/50% DMPA indica uma redugdo no movimento rotacional da
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homodimero, pois o sina de anisotropia ndo depende apenas da rotacdo da cadeia lateral do

triptofano, mas também inclui outro componente que € arotagdo molecular.

12.2 - Curvas de desnaturacao de BthTx-lI recombinante e mutantes.
A reacdo de desnaturacéo da molécula BthTx-1 apresenta as seguintes transi¢oes, com

suas respectivas constantes de equilibrio (Ruller et al, 2003).

k1 K
N> o 2N & 2D (34)

Ki=2N/N, e K,=2D/2N asim, Ky =2DIN,
Sendo:

N, = dimero

N = mondmero

D = monémero desnaturado

Na forma aberta do dimeto de BthTx-1 hé aproximadamente 8 A de distancia entre os
triptofanos 77 da interface (da Silva-Giotto et al, 1998) permitindo interacOes dipolares, que
resulta na homotransferéncia de energia por ressonancia, entre os grupos indélicos. Em
experimentos de anisotropia de emissdo do triptofano com BthTx-I foi observado que a
homotransferéncia de energia entre os Trp77 da interface dimérica diminui a anisotropia de
emissdo intrinseca do triptofano (de Oliveiraet al, 2001). Apds a dissociacdo dos mondémeros
e portanto, a diminui¢do de homotransferéncia, ocorre um aumento nos valores de anisotropia.
Deste modo, propds-se um modelo para as transicdes de anisotropia de emissdo de Trp de
BthTx-1, apresentado na Figura 45 e confirmando experimentalmente através dos ensaios de

desnaturacdo com agente desnaturante hidrocloreto de guanidina (Ruller et al, 2005).
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Figura 45: O esguema relaciona o modelo de equilibrio adotado e as
propriedades de anisotropia de fluorescéncia de BthTX-1. Iniciamente sem a presenca
de desnaturante a proteina esta na forma dimérica (N2) com o aumento da concentracéo de
desnaturante, ocorre a dissociacdo dos monémeros (N2? 2N) e um aumento na
anisotropia Em concentragcbes mais altas do desnaturante ocorre a desnaturacéo dos

monomeros (2N? 2D), com uma diminui¢éo da anisotropia.

Neste trabalho foram redlizados ensaios de anisotropia de fluorescéncia com
gradiente de hidrocloreto de guanidina com as proteinas mutantes W77H/K7W e
W77H/L10W no intuito de avaliar uma possivel homotransferéncia de energia entre os
triptofanos da interface do dimero e assim, caracterizar as transi¢des conformacionais aberta
e fechada da molécula de BthTx-1. Também foi avaliada a homotransferéncia de energia entre
os triptofanos da posicéo 31, pois de acordo com homodimero proposto por Murakami et al,
2005, os residuos nesta posi¢ao estdo relativamente proximos.

A Figura 46 mostra as curvas de desnaturacdo quimica de todas as proteinas mutantes.
A curva da proteina nativa recombinante mostrou um perfil que corroborou com os resultados
obtidos anteriormente (Ruller et al, 2003) com uma diminuicd0 na anisotropia de

fluorescéncia nos primeiros 3M de GdnHCI. O mutante W77H/L10W também apresentou em
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uma concentracdo de até 2M de GdnHCI, uma diminuicdo do sina anisotropico, porém em

menor amplitude quando comparado com a proteina recombinante de BthTx-1. No entanto, o

mesmo efeito ndo foi verificado para as proteinas mutantes W77H/K7W e W77H./V 31W/H.
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Figura 46: Anisotropia de ETIF em concentragdes crescentes de hidrocloreto de

guanidina. Os graficos demonstram o perfil da anisotropia de fluorescéncia dos mutantes da

interface dimérica e o mutante W77H/V31W de BthTx-I sob um gradiente de desnaturacéo

guimica.
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Também foram calculados a partir das curvas de desnaturagdo quimica o0s
pardmetros de estabilidade do dimero para cada variante de BthTx-1 e os valores estdo
demonstrados na Tabela 5. Os valores na energia livre de Gibbs para a primeira transicéo
(dimero? monémero) indicam que ocorre uma diminuicdo da estabilidade dimérica somente
para o mutante W77H/L10W (*), e os dados da energia livre de Gibbs para a segunda
transicdo (mondmero ? mondmero desnaturado) ilustram o mesmos comportamento para

todas as proteinas

Tabela 5: Parametros da estabilidade das formas diméricas e monomérica obtida pela

analise dos dados de anisotropia da fluorescéncia intrinseca.

Nativa K7W/H L10W/H V31W/H
recombinante
DG, (kcal.mol ™) 10.0 n.d. 8.8* 10.5
ma (kcal.mol* M™) 1.4 n.d. 0.8 1.2
DG; (kcal.mol'™) 7.2 7.4 7.2 7.3
m2(kcal.mol M™) 1.9 2.1 2.3 2.0

n.d. valores ndo determinados

13 — Espectroscopia de fluorescéncia com resolucdo temporal por TCSPC.

A caracterizagdo estrutural de BthTx-I em solucdo por fluorescéncia intrinseca do
triptofano foi avaliada utilizando o calculo dos tempos de vida de decaimento da fluorescéncia
por TCSPC. Devido a alta concentragc@o de proteina necessaria para obter um sinal adequado
para coleta e posterior tratamento dos dados, ndo foi possivel avaliar os tempos de vida das
proteinas recombinante e mutantes na presenca de lipossomos. A necessidade de uma elevada

guantidade de lipossomos produz um aumento no espalhamento de luz, induzindo a uma
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andlise ndo confidvel. Portanto, medidas com a proteina em solugdo foram realizadas e os

resultados obtidos estdo apresentados ra Tabela 6.

Tabela 6. Dados de tempos de vida de BthTx-1 e mutantes apds andlise por TCSPC

Proteinas | t; t, ts f, f, fs c’
recBthTx-1 0,14 1,62 4,65 3,78 43,67 52,55 207
W77H/K7TW 0,109 212 6,62 1,84 19,09 79,07 1,34
W77H/L10W 0,13 155 385 1,82 33,72 64,46 1,38
WT77H/V31W 0,13 143 4,61 282 65,56 31,62 16
W77H/D67TW 0,15 1,65 4,89 3,26 52,88 43,87 15
W77H/1104W 011 2,15 751 1,32 18,59 80,09 133
WT77H/Y 117W 0,05 122 4,73 0,71 29,71 69,58 14
WT77H/Y 119W 0,2 111 531 102 48,22 50,76 1,96
W77H/F125W 0,15 1,88 6,66 2,03 23,74 74,23 1,36

As curvas de decaimentos de vida de fluorescéncia apresentaram uma fungdo tri-
exponencial caracteristica de cada proteina, com um componente e tempo de vida muito
curto (t1 e f1) com valores entre 0,1 a 0,2 ns. Este componente curto contribui com uma
fracdo muito pequena para o sina total, sendo possivelmente um artefato consequente da
aparelhagem e, portanto, ndo foi incluido nas andlises subsegiientes. Os valores de c? sib
aceitaveis para uma proteina com baixa eficiéncia quantica no comprimento de onda utilizado
para andlise (298 nm - selecdo do sinal do residuo de triptofano). Os valores de tempo de vida
de fluorescéncia para proteina recombinante esta préximo do valor previamente obtido para
BthTx-I nativa (de Oliveira et al, 2001).

A técnica de TCSPC ndo se mostrou eficaz para medidas de anisotropia resolvida no

tempo, pois apresentou problemas na contagem de fétons em tempos muito curtos
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complicando a andlise de eventos rgpidos como transferéncia de energia entre os residuos de

triptofano das posicoes 7, 10 e 77 naregido da interface dimérica da molécula de BthTx-1.

14 — Andlise dos resultados de espectroscopia de fluorescéncia com resolucéo

temporal pelo méodo harmonico.

A técnica de fluorescéncia pelo método harménico mostrou-se adequada para analise
dos tempos de vida de BthTx-1 e mutantes, com excitacdo em 295 nm e os dados obtidos
estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Dados de tempos de vida de decaimento de fluorescéncia intrinseca do

triptofano de BthTx-1 e mutantes apds analise das curvas obtidas pela técnica de modulagéo

defase
Proteinas t1(ns) t2(n9) f1(ns) f2(n9) c? Média Tempo vida (ns)
recBthT x-| 138 426 380 61,0 131 313
W77H/K 7W 204 6,27 187 80,8 129 545
W77H/L 10W 1,26 322 19,0 820 134 2,87
W77HNV31W 1,37 391 440 530 911 2,37
W77H/D67W 1,88 551 710 240 208 26
W77H/1104W 2,40 7,20 200 770 91,7 61
W77H/Y117W 1,06 491 36,0 80,0 274 2,78
W77H/Y 119W 069 4,60 36,0 64,0 932 248
W77H/F125W 1,98 585 14,0 85,0 7,15 518

Utilizando valores minimos de 7 como critério, as curvas de decaimento do tempo de
vida de fluorescéncia foram modeladas por uma funcdo bi-exponencial seguindo uma
distribuicdo discreta. A aplicacdo de uma fungio mono-exponencial gerou valores de 7 pelo
menos dez vezes maiores, mesmo quando se utilizou uma distribuicdo estatistica diferente da

discreta, como a distribuicdo Lorentziana, por exemplo. A andlise dos dados com uma fungdo
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tri-exponencial ndo reduziu significativamente os valores de 7 e gerou um terceiro
componente de tempo de vida (tz e f3) com vaores de t; inferiores a 0,2 ns. Os vaores de 7
foram considerados apropriados uma vez que os valores de tempo de vida de fluorescéncia
observados nesta técnica estavam em acordo com os dados pela técnica de TCSPC. Neste
caso, os altos valores de 7 que foram encontrados NOs NOSSOS experimentos podem ser
consequéncias da restrita faixa de frequéncias (12-15 frequéncias diferentes dentro do

intervalo de 8-230 MHZz) que foram incluidas nas analises.

15 — Simulacéo de Dinamica Molecular dos variantesde BthTx-I.

15.1 — Célculo do fator de orientagdo e distancia entre ostriptofanos.

No intuito de avaliar a transferéncia de energia entre os triptofanos da interface
dimérica das posi¢bes 7, 10 e 77 dém do mutante W77H/V31W observadas nos resultados
das curvas de desnaturacdo quimica com hidrocloreto de guanidina foram realizados ensaios
de simulagdo de dinamica molecular. Os graficos mostrando as trgjetérias dos fatores de
orientagdo e as distancias entre os triptofanos calculados como descrito na se¢cdo 5 de
materiais e métodos ao longo da simulacdo sdo apresentados na Figura 47. Astragjetorias da
disténcia das proteinas nativa e 0 mutante W77H/K7W demonstram uma rgpida diminuicéo
nos primeiros 2ns da simulacéo que corresponde ao fechamento do dimero, apds este tempo
os valores apresentaram-se relativamente estaveis. Portanto, os dados das simulagdes foram

calculados a partir dos movimentos associados com esta conformagéo estavel do dimero.




V - RESULTADOS

BthTx-l

] 9,0
1,24 4
1 8,54
1& 1,04
E 8,0
= 0,8+ —~
@ < 7.5
=
o .©
o %% e 704
o <
=
9O o044 L |
?ﬁ‘ o 6,5
w
0,2+ 6,0
554
0,04
(I) 20‘00 ' 40‘00 ' 60:)0 ' 80‘00 ' 100‘00 50 T T T T T 1
0 2000 4000 6000 8000 10000
Tempo (ps) Tempo (ps)
2,5+ 10 5
2,0 9
o
ug
g —
T 154 < #
.0 ©
2 8
o g 4
D 10 «©
S %)
S R
S [a)
© &1
L 054
54
0,04
T T T T T T 4 T T T T T T
0 2000 4000 6000 8000 10000 0 2000 4000 6000 8000 10000
Tempo (ps) Tempo (ps)
18
4 4
o 16 <
xg 4
14
9 34 —~ i
£ <
2 Q 12
s ]
(@] c 104
o 2 <
he) -
= Qg ]
ie) &)
©
w1 6
.
0+ 2
T T T T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T T T T 1
0 2000 4000 6000 8000 10000 0 2000 4000 6000 8000 10000
Tempo (ps) Tempo (ps)
45—
30
25 204
o
(T
o
20 —~
£ <y
)
= . ©
2 = (8]
O c
2 <
. JEE
o [a)
e
©
L
054
254
004
T T T T T T T T T T T T T 1 20 T T T T T T T T T T T T T J
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 o 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Tempo (ps
po (ps) Tempo (ps)

Figura 47: Simulagbes de Dinamica Molecular. Os gréficos da coluna A

demonstram o fator de orientagdo do triptofano e a coluna B a distancia em A entre os

triptofanos da interface dimérica das repectivas proteinas.
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O célculo dos valores médios da distarcia e dos fatores de orientac&o esta apresentado

na Tabela 8.

Tabela 8: Medidas da distancia e do fator de orientagdo entre os triptofanos da

interface dimérica derivadas das trajetérias cal culadas por simulagdo molecular

Proteinas Distancia (R) (A) Fator de orientacéo (k )
BthTx-1 (W77) 6,49 +/- 0,36 0,88 +/- 0,14
W77TH/K7TW 6,44 +/- 0,60 0,30 +/- 0,30
W77H/L 10W 12,58 +/- 1,35 0,55 +/- 0,74
WT77TH/V31W 34,17 +/- 3,31 0,27 +/- 0,29

Também foram avaiados os fatores de orientacdo em funcdo das distancias entre os

triptofanos das proteinas entre 2 e 10 ns da trgjetéria (Figura 48). Observa-se nos graficos

gue os triptofanos das posicdes 7 e 77 mostram uma distribuicdo uniforme nos valores dos

fatores de orientacdo em funcdo da distancia, indicando que os triptofanos nestas posicoes

posuem um grau de liberdade menor que os triptofanos da posicdo 10 que apresentaram uma

distribuicdo heterogénea. O célculo destes resultados serd utilizado posteriormente para uma

analise tedrica da eficiéncia de transferéncia de energia entre os fluoréforos.
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Figura 48: Gréficos do fator de orientacdo em funcéo distancia entre os

triptofanos. Os dados foram gerados usando as coordenadas atdmicas dos grupos indol

dos triptofanos entre 2 e 10 ns da simulag&o molecular.

15.2 — Célculo da integral da sobreposicdo (J) dos espectros do doador e
do aceptor.

O célculo daintegral da sobreposicdo dos espectros do doador e aceptor foi realizado
apos obtencdo dos espectros de absorcdo e de emissdo de fluorescéncia para cada proteina de
BthTx-1, e os resultados sGo demonstrados na Tabela 9. Os valores de eficiéncia quantica
para cada proteina foram calculados a partir da eficiéncia quéantica dos espectros de emissdo
de sulfato de quinino, e assumindo o valor do indice de refracdo n = 1.33, obteve-se 0 valor da

distanciade Forster (Ro) para cada par de triptofano doador-aceptor das proteinas (Tabela 9).
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Tabela 9. Vaores da integral da sobreposicéo, eficiéncia quantica e distancia de

Forster para BthTx-1 e proteinas mutantes

Proteinas Eficiéncia Integral da Distancia de
quantica(F p) sobreposicao (J) Forster (Ro) A
mol.cm®L/mol
BthTx-1 (W77) 0,14 1,81x 10/ 8,8 +/- 0,6
W77H/K 7W 0,27 241x 1018 4,8 +/- 1,4
W77H/L 10W 0,16 519 x 1018 56 +/- 1,7
W77H/V31W 0,17 231x10Y 75+-21

Com os dados da distancia (R) e dos raios de Forster (Rp) foi utilizado a equacéo 30

para calcular a eficiéncia de transferéncia de energia entre cada par de fluoroforo descrita na

Tabela 10. Os dados indicam que os triptofanos da posicdo 77 possuem até 85% de

ocorréncia de transferéncia de energia em comparacéo com os fluoréforos da posicéo 7 (entre

0% e 40%) e 10. Devido a grande distancia entre os triptofanos da posicéo 31, este mutante de

BthTx-1 apresentou uma eficiéncia de transferéncia de energia infinitivamente pequena.

Tabela 10. Vaores da eficiéncia e transferéncia de energia entre os triptofanos de

BthTx-1 e proteinas mutantes

Proteinas Eficiéncia Transferéncia
de Energia
BthTx-lI (W77) 0,85 +/- 0,07
WT77TH/IK7W 0,23 +/- 0,21
W77H/L 10W 0,03 +/- 0,04
WT77H/V31W 2.1E-4 +/- 3.4E-4
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A técnica de Mutagénese de Varredura do Triptofano (MVT) tem sido aplicada no
estudo da interacdo de varios grupos | e Il de PLA, com membranas modelos (Beers et al,
2003; Tsai et al, 2006), e forneceram varios resultados sobre a catélise interfacial, tais como
os determinantes estruturais da ligacéo do substrato fosfolipidio e 0 mecanismo que elucida o
fendbmeno de ativacdo interfacial. No presente trabaho foi usado MVT para estudar a
interacdo entre a Lys-PLA, e lipossomos, com o dojetivo de compreender o mecanismo de
atividade de danificacso de membranas Ca®*-independente desta familia de protefnas.

Estudos demonstraram gue a substitui¢do do triptofano da posicéo 77 por histidinaem
BthTx-1 ndo reduziu a estabilidade da forma homodimérica ou a atividade de danificacdo de
membranas Ca’*-independente (Ruller et al, 2005). Neste sentido, foi utilizado o mutante
W77H como molde para um adicional ciclo de mutagénese visando a inser¢éo de um Unico
residuo de triptofano em varias regides da superficie da proteina.

Neste trabalho foi observado que embora a toxina BthTx-1 e os mutantes de triptofano
provoquem uma eficiente danificacdo de lipossomos com 10% DMPA, experimentos de
ultracentrifugacdo mostraram que a ligagcdo da proteina com a membrana é de baixa afinidade,
pois uma significante fracdo de proteina esta presente na fracdo sobreredante depois da
centrifugacéo a 100,000 g. Em adicdo, foi observado que na presenca de lipossomos com 10%
DMPA, néo ocorreu mudancas significativas no comprimento de onda de emissdo méaximo ou
na intensidade de fluorescéncia da toxina nativa ou mutantes da proteina. Finalmente, a
auséncia de mudancas no sinal de anisotropia (com excegéo do mutante W77H/Y 117W) na
presenca de 10% DMPA corroborou com os resultados de ultracentrifugagéo. Portanto, foi
concluido que uma eficiente e rgpida atividade de danificacdo de membrana observada contra
lipossomos com 10% DMPA é resultado de uma associagdo transitéria entre BthTx-I e a

bicamada de lipossomos.
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Os resultados de MVT com outras classes de PLA2s | e Il indicam que os residuos de
triptofano podem contribuir para interacdo proteina-lipidio (Yau et al, 1998 e de Planque et
al, 2003). No atua estudo, a introducdo de residuos de triptofano no SIR ndo aterou
significativamente a atividade de danificacdo da membrana de Ca?*-independente de BthTx-I,
ou a afinidade da proteina com as membranas de lipossomos. Em contraste, o aumento do
indice de carga negativa na membrana de lipossomo de 10% DMPA para 50% DMPA
aumentou ambos a eficiéncia de permeabilizacdo da membrana por BthTx-1 e a associacdo de
uma fracdo significativa da proteina para lipossomos. Isto sugere que as interacBes
eletrostaticas podem ter um papel chave na interacdo entre BthTx-1 e a membrana, de acordo
com estudos precedentes que demonstraram efeitos funcionais significativos apés a
eliminacdo de residuos catidnicos no SRI de BthTx-I (Chioato et al, 2007).

A auséncia de uma associagdo com ata afinidade de BthTx-1 com lipossomos
contendo 10% DMPA, e uma associacdo parcial com os lipossomos com 50% DMPA é um
resultado intrigante, uma vez que os dados demonstram uma eficiente atividade de
danificaci de membrana Ca&’*-independente em ambas composicdes de fosfolipidios.
Recentemente foi relatado que sob condicdes favoréveis em solugdo as moléculas anfifilicas
podem acumular na superficie da proteina formada pelo SRI de ambos os monémeros no
dimero de BthTx-I, resultando em um complexo pré-micelar (Bortoleto-Bugs et al, 2007).
Estas moléculas anfifilicas podem subseqlientemente dissociar da superficie da proteina como
uma micda livre, levando a exposi¢céo do SRI e assim, podendo acumular mais moléculas
anfifilicas da solucéo. Este mecanismo de acimulo de moléculas anfifilicas no SRI formando
uma pré-micela foi nomeado de Modelo de Nucleacdo Micelar, e os ciclos de acumulacéo e
liberacdo subseqgiiente de moléculas de fosfolipidios pode causar a atividade de danificacédo da
membrana de Ca’*-independente de BthTx-I (Bortoleto-Bugs et al, 2007). O modelo de
nucleacdo micelar esclarece diversas observactes associadas com a danificagdo de membrana

cécio-independente, tais como a conversdo dos lipossomos em estruturas micelares por
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BthTx-I (Bortoleto-Bugs et al, 2004) junto com a rapida e eficiente liberacdo de marcadores
encapsulados na auséncia da atividade hidrolitica (Diaz et al, 1991; Rufini et al, 1992 e de
Oliveira et al, 2001). O modelo de nucleagdo micelar ainda prediz que a BthTx-I requer
somente uma associacdo transiente com a parte exterior da bicamada de fosfolipidios para
permeabilizar a membrana. Neste sentido, este modelo pode explicar o resultado de uma
atividade de 20% de danificacdo de membrana Ca’*-independente do mondmero da proteina
obtido por mutagénese sitio-dirigida na interface dimérica de BthTx-I (Ruller et al, 2005). A
interface de contato entre a membrana e superficie do SRI de BthTx-1 na forma dimérica é
maior do que a interface do mondmero, e portanto a probabilidade para a formacdo do
complexo micelar induzindo a atividade de danificacdo de membranas da forma dimérica
muito maior em relacdo ao mondmero da proteina.

Também especulamos que o modelo de nucleacdo micelar corrobora com 0s
resultados da associacdo de BthTx-1 e mutantes da alga C-terminal com monocamadas
apresentados neste trabalho. Quando a toxina BthTx-1 liga-se @ monocamada, os fosfolipidios
podem acumular na superficie do SRI da proteina, iniciando o processo de formacdo de
micelas. Este processo € acompanhado pela diminuicdo da pressdo superficia na gota. Uma
vez que estas micelas sdo liberadas da superficie da proteina para solucéo elas poderdo entéo
ser reincorporadas na superficie da monocamada, aumentando assim a pressdo superficia na
gota formada pelos fosfolipidios.

As dteracfes nas propriedades de emissdo do triptofano dos mutantes na presenca de
lipossomos compostos de 50% DMPA fornecem informagOes a respeito das regides da
proteina que fazem o corntato com a membrana lipidica. Na presenca de 50% DMPA, os
mutantes nas posi¢coes 31, 67, 117 e 119 mostraram um significante deslocamento do | max
para comprimentos de onda menor (blue-shift) e um aumento nas intensidades de emiss&o,
indicando que cadeias laterais do grupo indol estédo situadas em um ambiente apolar.

Supondo que as mudangas nos microambientes sdo devido a interagdo com a membrarg, estes
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resultados sugerem que as regides em torno destas posi¢oes entram em contato com regioes
hidrof 6bicas da bicamada de fosfolipidios. Em contraste, as outras posicdes apresentaram um
reduzido deslocamento para 0 azul no | max sugerindo que estas posi¢cdes ocupam um ambiente
mais polar. A variagdo dos espectros de emisséo dos diferentes mutantes de triptofano sugere
gue a BthTx-1 esta introduzida parcialmente na bicamada lipidica, uma conclusdo que esta de
acordo com os resultados de vérios estudos utilizando diversas classes de PLAsI ell.

As mudangas nas propriedades de emisséo fluorescente com mutantes de triptofanos
unicos de PLA> GIIA humano mostraram uma correlacdo forte com afinidade a membrana
(Beers et al, 2003). Assim sendo, a ligacdo de todos os mutantes de GIIA PLA, a lipossomos
compostos de dioleoilfosfatidilglicerol apresentaram mudancas nos espectros de emissdo do
triptofano, porém alteractes significativas nos espectros de emissdo foram observadas apenas
nos mutantes do triptofano das posi¢des 3, 19, 20, 24, 31, 70, e 119 (Beers et al, 2003). Estes
resultados estdo de acordo com dados obtidos por estudos de ressonancia magnética, pois
sugerem que estas posic¢des estdo introduzidas parcialmente na bicamada de fosfolipidios a
uma profundidade ndo excedente a 45 A (Canaan et al, 2002). Este resultado coloca as
cadeias laterais destas regifes da proteina préximos aos grupos glicerol dos fosfolipidios, que
€ uma regido de polaridade intermediéria e € consistente com as mudancgas espectrais que sao
observadas para triptofanos nas posicbes homoélogas em BthTx-1. Embora estas conclusbes
estejam de acordo com os resultados do trabalho presente, deve-se ter cuidado ao comparar 0s
resultados obtidos das diferentes proteinas em diversos sistemas lipidicos, desde que os
resultados recentes sugeriram que 0 grau de penetracdo da membrana de sPLA2s pode
depender ambos da composicéo lipidica (Vaclin et al, 2005), do estado de fase (Pande et al,
2006) da membrana, e da ativacéo catalitica da proteina (Tsai et al, 2006).

Dados recentes demonstraram que a regido C-termina de Lys49-PLAjs contém
residuos que sdo determinantes criticos o mecanismo de danificacdo de membrana de Ca?*-

independente e de varias atividades bioldgicas (Chioato et al, 2003; Lomonte et al, 2003 e
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Chioato et al, 2007). Os resultados de mutagénese sitio-dirigida de residuos catidnicos e
aromaticos na regido da alca C-termina de BthTx-1 sugeriram que os residuos 115-119
contribuem para ligacéo da proteina ra membrana, e que os residuos em torno daposi¢éo 125
inserem na bicamada (Chioato et al, 2002). Este ponto foi mais desenvolvido com base em
estudos comparativos de cristalografia de raio-X de Lys49-PLAzs, em que ligacdo de uma
molécula anfifilicaa regido do sitio ativo da molécula foi correlacionado com a mudanca na
conformacdo da aca C-terminal tendo por resultado a exposicéo de residuos hidrofébicos
entre os residuos 121 e 125 (Ambrosio et al, 2005). O aumento da superficie apolar resulta na
formacdo de uma “Knuckle’ hidrofébica que foi proposta para facilitar o contato desta regido
com a regido apolar da bicamada e/ou ao receptor da membrana (Ambrosio et al, 2005). Na
sustentacdo desta idéia, estudos recentes demonstraram que a mutacdo dos residuos L121,
K122 e F125 influenciam certamente a atividade de danificacdo da membrana de Ca®*-
independente, porém o efeito da mutacdo F125W foi altamente dependente da composicdo da
membrana (Chioato et al, 2007).

Os resultados apresentados no trabalho suportam a idéia de “motifs” na aca C-
terminal com funcbes discretas, mas sugerem papéis aternativos para as duas regifes As
propriedades intrinsecas de emissdo fluorescente do triptofano do mutante W77H/F125W na
regido da a¢ca C-termina ndo foram afetadas pela associagdo da proteina com o lipossomo.
Este resultado foi inesperado, uma vez que esta regido da proteina contribui para o SRI e
participa da formacéo da “Knuckle’ hidrofobica. Embora a regido entre 121-125 inclua os
residuos que sdo importantes para a atividade de danificagdo da membrara (Chioato et al
2002; Chioato et al 2003; Chioato et al 2007), a auséncia de mudancas significativas nas
propriedades fluorescentes do mutante W77H/F125W sugere que na interagcdo com a
membrana, esta regido da proteina ndo penetra significativamente na regido hdrofébica da
bicamada. Em contraste, os mutantes de triptofanos das posicdes 117 e 119 apresentaram um

deslocamento do | max parao azul e os aumentos significativos na intensidade de emisséo, que
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indicam que estes residuos fazem contato com uma regido da bicamada de fosfolipidios com
polaridade reduzida. Estes resultados indicam consegiientemente que residuos em torno da
posicdo 125 ligam na superficie da membrana, e a regido incluindo os residuos 117 e 119
inserem parcialmente na bicamada da membrana.

Os valores das constantes de modificagcdo quimica do residuo de triptofano com NBS
monitoradas pelo decréscimo da fluorescéncia intrinseca dos triptofanos de cada posicéo na
molécula de BthTx-1 permitiram avaliar a acessibilidade deste residuo ao solvente na auséncia
e presenca de lipossomos com 10% e 50% DMPA. Com excecdo da proteina W77H/1104W
todos os outros mutantes mostraram uma diminui¢do na constante de modificacdo quimica na
presenca de lipossomos. No entanto, o triptofano da posicdo 104 esta presente na superficie
oposta a0 SRI, fato comprovado pelo aumento da constante de modificagdo quimica nos
ensaios com lipossomos com 50% DMPA.

Com intuito de avaliar as ateragdes ambientais na regido em que cada triptofano esta
inserido na presenca de lipossomos com 10% e 50% DMPA foram correlacionados os
resultados das variagdes das constantes de modificacdo quimica (?kmog) cOM 0s valores das
mudancas nos comprimentos de onda méaximos de emissdo de fluorescéncia (?1 max) de cada

proteina, apresentados na Figura 49.
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Figura 49: Comparacao das variacfes nas Constantes de Modificacdo Quimica
dos triptofanos com as mudancas dos comprimentos de onda maximos de emissao de
fluorescéncia. Os gréficos demonstram as variagcOes doservadas em cada triptofano das
proteinas mutantes de BthTx-I na presenca de lipossomos com 10% DMPA (A) e 50%

DMPA (B) acompanhadas com a mesma concentracdo de proteina R
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O momento dipolar do grupo indol do triptofano € atamente influenciado pelas soma
das cargas residuais do ambiente que o circunda. Neste sentido, a mudanca para
comprimentos de onda maiores é influenciada pela presenca de cargas positivas de outros
residuos de aminoécidos da proteina e a ateracdo para comprimentos de onda menores €
influenciada pela presenca de cargas negativas presentes em outros residuos de aminoéacidos
da proteina ou em grupos cabeca dos fosfolipidios da membrana (Vivian e Callis, 2001).
Deste modo podemos indicar que a ocorréncia de uma diminuicdo da constante de
modificagdo quimica acompanhada por uma mudanca para comprimentos de emisséo
menores € devido a aproximacado do residuo de triptofano na superficie negativa da membrana
ou a proximidade de cargas negativas da toxina. Na Figura 49A pode-se observar que com
excecdo dos triptofanos das posicbes 7, 10, 31 e 104 todos Os outros mostram uma
modificacdo para comprimentos de onda maiores sendo que os residuos das posicoes 117,
119, 77, 67, 46 ndo apresentam modificacOes significativas nas constantes de modificacéo
guimica. Este resultado indica que alguns residuos presentes na superficie do SRI de BthTx-1,
na presenca de lipossomos com 10% DMPA podem sofrer uma pequena alteracdo em seu
microambiente aproximando-os de residuos com cargas positivas presentes no anel ao redor
do SRI.

A Figura 49B demonstra que todos os triptofanos sofrem uma mudanca para
comprimentos de onda menores pela ordem crescente 46, 77, 7, 31, 117, 67 e 119, mas nao
ocorre ateracdes significativas das constantes de modificagdo quimica entre os resultados
apresentados com lipossomos com 10% e 50% DMPA, mostrando que o dimero de BthTx-I
faz contato tanto com a superficie de lipossomos contento 10% DMPA quanto com
lipossomos contendo 50% DMPA, no entanto a permeabilizacdo da membrana pela proteina
ocorre com maior eficiéncia quando aumentamos a concentracdo de cargas negativas na
membrana. Cabe agui destacar que esta correlacéo entre as constantes de modificagdo quimica

dos triptofanos com as mudancas dos comprimentos de onda maximos de emissdo de
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fluorescéncia fornece uma interpretacdo qualitativa a respeito das modificagdes estruturais
nos ambientes dos triptofanos uma vez que em estudos mais apurados se faz necessario o
céculo exato dos momentos de dipolo de cada residuos de triptofano na auséncia e presenca

dos lipossomos.

Andlise estrutural de BthTx-l em solucdo.

As informacfes obtidas pelo célculo do tempo de vida de fluorescéncia de uma
proteina fornecem uma estimativa da freqléncia de encontros colisionais com agentes
supressores, taxas de transferéncia de energia e de reacdes dos estados excitados, além de
revelar detalhes acerca das interagbes do fluoréforo com seu meio, bem como indicar
possiveis ateracdes estruturais da molécula. Neste sentido foi avaliado os decaimentos de
tempos de vida dos mutantes de BthTx-I pelos métodos pulsado e harmdnico. Inicialmente
foram comparados os componente de tempos de vida rdpido e lento entre as duas
metodol ogias com intuito de averiguar a reprodutibilidade dos dados.

Componente de tempo de vida rapido

Componente de tempo de vida lento

2,54

2,01

154

1,04

Tempo de vida pelo método harménico
Tempo de vida pelo método harménico
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10 15 20 25 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Tempo de vida por TCSPC Tempo de vida bor TCSPC
Figura 50: Comparacdo dos dados obtidos pelos métodos harmobnico e

pulsado. A linha vermelha representa os resultados experimentais e a linha preta os

valores tedricos.
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Os gréficos daFigura 50 mostram que as duas técnicas forneceram valores de tempos
de vida confidveis, pois a fracdo dos tempos de vida entre a metodologia harmdnica e pulsada
assemelhase a0 padrdo linear ideal, mostrando uma regularidade dos dados obtidos
experimentalmente para 0 componente rapido e lento.

Os tempos de vida dos componentes rapido e lento das proteinas mutantes de BthTx-|
foram comparados com os valores dos comprimentos de onda méximos de emissdo de
fluorescéncia (Figura 51) e demonstraram gue as toxinas com triptofanos nas posi¢cées 7, 104
e 125 mostram um aumento no tempo de vida dos dois componentes superior aos das outras
posicbes e sdo acompanhados por um aumento no comprimento de onda de emisséo. Este
resultado pode ser consequiéncia do efeito de relaxamento dielétrico do fluoréforo decorrente
da orientacdo dos momentos de dipolo influenciados pela solugéo. Como os triptofanos das
posicdes 7, 104 e 125, segundos dados das cinéticas de modificacdo quimica, se encontram
mais expostos a0 solvente do que os residuos das outras posi¢cdes, estimamos que estas

mutacdes apresentaram um tempo de vida mais longo do que as outras variantes de BthTx-1.
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Figura 51: Correlacdo entre os comprimentos de onda de emissdo de
fluorescéncia dos variantes de BthTx-I e os tempos de vida dos componentes répido

(A) elento (B).




VI - DISCUSSAO

Na toxina BthTx-1, o unico Trp77 contribui para ligacbes intermoleculares que
estabilizam a conformacdo homodimérica da proteina (da Silva Giotto M. T. et al, 1998 e
Ruller R. et al, 2005). Neste estudo, os mutantes foram projetados para introduzir Unicos
residuos de triptofanos nas posicdes 7 e 10, ambos situados na hélice N-terminal na regido da
interface dimérica. Na associagdo com o lipossomos compostos de 50% DMPA as alteracOes
nas propriedades fluorescentes destes mutantes sdo consistentes com suas posi¢oes, porém 0s
resultados sugerem que estes residuos ndo fazem contato com a regido hidrofobica da
membrana de fosfolipidios

As mudancas da anisotropia de fluorescéncia dos mutantes podem a principio ser
usadas para fornecer informages a respeito das alteracdes nas orientagOes relativas entre 0s
mondmeros constituintes e fornecer informagdes com respeito a conformagéo do homodimero
em solucdo. Neste sentido foram redlizadas medidas de anisotropia de fluorescéncia
utilizando desnaturacdo quimica com hidrocloreto de guanidina com aguns variantes de
BthTx-I com triptofanos nas posi¢des 7, 10, 31 e 77. Ascurvas de desnaturacéo obtidas destes
ensaios demonstraram gque em concentragcoes baixas do agente desnaturante observa-se um
sinal de anisotropia menor do que o0 esperado para a proteina com triptofano na posicéo 77 e
um valor reduzido de anisotropia até préximo de 2 M de hidrocloreto de guanidina para
proteina com triptofano na posicdo 10, porém o mesmo efeito ndo foi observado com os
mutantes W77H/K7W e W77H/V31W. Estudos demonstraram que o fendmeno de
homotransferéncia de energia fluorescente entre os dois residuos do triptofano do
homodimero resulta em uma reducdo na anisotropia de fluorescéncia observada na proteina
tipo selvagem e este efeito tém sido explorados previamente para estudar o papel do
homodimero nas atividades de danificacdo da membrana de Ca?*-independente (de Oliveira
A.H. et al, 2001; Ruller R. et al, 2003 e Ruller R. et al, 2005). No entanto, para que ocorra
homotransferéncia de energia entre os residuos de triptofano na interface do dimero devem-se

levar em conta alguns parametros importantes como distancia e orientacéo relativa dos
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momentos de dipolo entre os dois fluoréforos. Portanto, foi considerado que os triptofanos da
posicdo 10 podem estar arranjados na estrutura do dimero de modo que favoreca a
homotransferéncia de energia entre os fluoréforos desta posicdo reduzindo no sina de
anisotropia. Neste sentido, a auséncia deste fendmeno nos ensaios com 0S mutantes
WT77TH/K7W e W77H/V 31W prediz que estes fluoréforos estéo dispostos em regides distantes
entre os mondmeros que ndo favorece a homotransferéncia entre ambos.

Com intuito de avaliar esta hipotese foi realizado simulacdes de dinamica molecular
para andisar a orientagcdo e distancia entre os residuos de triptofano das proteinas mutantes e
de BthTx-1. Apés o céalculo do raio de Forster, ou sgja, a distancia na qual ocorre 50% de
transferéncia de energia, foram estimados a eficiéncia de transferéncia de energia para cada
variante de BthTx-1, sendo os resultados correlacionados na Figura 52. Os dados obtidos para
a proteina nativa de BthTx-I, em gue os triptofano esta presente na posi¢céo 77, demonstram
uma menor dispersdo nos possiveis estados de transi¢cdo do fluor6foro em comparacdo com
os triptofanos das proteinas mutantes W77H/K7W , W77H/VL10W e W77H/V31W as quais
foram obtidas por mutagénese sitio-dirigida.

A proteina nativa apresenta uma eficiéncia de transferéncia de energia média de 85%
quando os triptofanos estdo em uma distancia de 6,5 A, e os fluoréforos da posicéo 7 possuem
nesta mesma disténcia uma taxa de eficiéncia de transferéncia de energia entre 20% e 50%.
Inesperadamente os triptofanos da posicdo 10 mostraram uma disténcia muito longa entre
ambos, fazendo com que a média de eficiéncia de transferéncia de energia ndo ultrapassasse
mais que 20%. Finamente os fluor6foros da posicdo 31 apresentam uma eficiéncia de

transferéncia de energia muito baixa em cerca de 0,01%.
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Os gréficos da Figura 52 mostram que apenas o resultado do mutante W77H/L10W
ndo esta de acordo com os obtidos experimentalmente através de medidas de anisotropia de
fluorescéncia com desnaturagdo quimica. As andises indicaram uma eficiéncia de
homotransferéncia de energia menor entre triptofanos do mutante W77H/L10W do que para o
mutante W77H/K7W. Porém, os resultados de simulacdo de dindmica molecular serdo
avaliados com maiores detalhes, pois sdo estudos ainda em progresso e, portanto, serdo
realizadas novas andlises com énfase a mutacdo W77H/L10W.

Nos resultados apresentados de anisotropia de fluorescéncia da Figura 47 foi
constatada a presenca de homotransferéncia de energia entre o triptofano da posi¢do 7, porém
este fendmeno apenas seria possivel caso a molécula dimérica estivesse na conformacgéo
fechada. Portanto, com base nestas andlises foi sugerido que a homodimero de BthTx-|
encontra-se fechado em solucdo e poderia adotar outras conformacbes quando ligado a
membrana.

Os resultados dos ensaios espectroscopicos para o mutante W77H/F125W mostraram
gue o triptofano desta posicéo, ao contrario dos outros mutantes da alca C-terminal, esta em
um ambiente com maior exposi¢ao ao solvente, mesmo na presenca de lipossomos. Podemos
assim supor que na presenca de lipossomos, 0 homodimero expde a superficie do SRI fazendo
com que os triptofanos da posicdo 31, 67, 117 e 119 aproximemse da superficie da
membrana, levando a uma grande diminuicdo do comprimento de onda de emissdo de
fluorescéncia destes fluoroforos, mas ndo do triptofano da posicéo 125.

No presente momento a utilizacdo de ETIF com lipossomos para andlise das possiveis
modificagbes da estrutura quaternaria de BthTx-1 tornou-se um problema devido a baixa
eficiéncia quantica da proteina e espalhamento de luz. Porém, os resultados apresentados
neste trabalho, além da hipétese da conformacéo fechada para o homodimero de BthTx-1 em
solucdo abre caminho a novas andlises da atividade de danificagdo Ca’*-independente de

BthTx-I.
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Estudos de interacdo de BthTx-1 com lipossomos com 10% e 50% de carga
negativa revelaram que uma rapida e eficiente atividade de danificacdo de
membranas pode ocorrer ha auséncia de uma associagdo estavel entre a proteina e

a bicamada lipidica.

Estudos de mutagénese por varredura do triptofano (MVT) mostraram que a
interacdo entre a proteina e a membrana parece ndo ser influenciada pela
substituicdo dos residuos presentes no SRI por triptofano, indicando que interacdes
ndo polares podem ter um papel secund&rio na associacdo entre BthTx-1 e

lipossomos.

Os estudos de MVT sugerem que as regifes das proteinas ao redor das posi¢cdes

31, 67 eaacaC-termina 117 e 119 fazem contato com a superficie membrana.

A auséncia de mudancas significativas nas propriedades fluorescentes na presenca
de lipossomos, os dados do tempo de vida e o dto valor na constante de
modificagdo quimicado mutante W77H/F125W sugere que estaregido da proteina

ndo penetra significativamente na regido hidrofdbica da bicamada.

O aumento da constante de modificacdo quimica do mutante W77H/1104W nos
ensaios com lipossomos com 50% DMPA comprovam que aregido proxima a esta
posicdo ndo faz contato com a superficie da membrana durante a atividade de

danificacdo Ca*-independente.

A presenca de homotransferéncia de energia entre os triptofanos das posicoes 7 e
10 indicam que o homodimero esta presente na solucdo em uma conformacao
fechada.
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