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Análise computacional de domínios tóxicos de
fosfolipases A2 secretadas de veneno
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RESUMO

Fosfolipases A2 (FLA2) compõem uma família de enzimas que, apesar de compartilharem grande
semelhança quanto à seqüência de aminoácidos e estrutura 3D, apresentam distintos efeitos biológicos.
Com o objetivo de tentar contribuir para a elucidação dos fatores determinantes da especificidade destas
proteínas, programas de modelagem molecular e alinhamento de seqüências foram utilizados na análise
computacional de dois grupos de FLA2: miotóxicas e neurotóxicas. A partir dos dados obtidos é possível
concluir que a ação miotóxica ou neurotóxica de FLA2 é determinada por mudanças topológicas e do
potencial eletrostático na superfície destas proteínas, as quais estão correlacionadas com a seqüência
primária de aminoácidos de cada motivo funcional.
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ABSTRACT

Despite the high sequence and structural similarities, phospholipase A2 (PLA2) protein superfamily
exhibits a large spectrum of biological functionalities. In this work, a computational analysis of the
discriminative amino-acid sequences of myotoxic and neurotoxic PLA2 was made, since many residues are
conserved in both subfamilies. Molecular modeling and sequence alignment software were used. From the
results is possible to conclude that the myotoxic or neurotoxic action of a given PLA2 is determined by
topological changes and the electrostatic potential in the surface of these proteins, which are correlated
with amino-acid sequence of each functional motif.

Key words: Phospholipase A2; PLA2; myotoxic; neurotoxic; bioinformatics; molecular modeling.

neurotoxicidade, inflamatória, indutora de
edema e hemorrágica.

FLA2 INTRACELULARES

Quanto à localização, FLA2 podem ser divi-
didas em dois grandes grupos: as que atuam no
meio intracelular e as que atuam no meio
extracelular. Neste caso, a principal diferença
entre os dois grupos está relacionada com a es-
trutura: diferentemente das FLA2 extracelulares,
as intracelulares são proteínas maiores, com
massa molecular variando entre 26 kDa (~231
aminoácidos) e 114 kDa (~1012 ) (SIX &
DENIS, 2000). FLA2 intracelulares estão, por
exemplo, associadas à remodelagem de membra-
na (BROWN et al., 2003). Outra importante
função resulta da ação catalítica sobre
fosfolipídeos de membrana, liberando ácido
araquidônico. Esse produto da atividade de FLA2
está envolvido rotas de síntese de moléculas
como os tromboxanos, leucotrienos e
prostanóides (prostaglandinas e prostaciclinas),
os quais são intermediários em processos celula-
res diversos, como a resposta inflamatória, pro-
teção de mucosas e do endotélio,

INTRODUÇÃO

Fosfolipases A2 (FLA2, EC 3.1.1.4) são
enzimas que catalisam a hidrólise da ligação éster
sn2 de fosfolipídios de membrana (VALENTIM
& LAMBEAU, 2002), liberando ácidos graxos e
lisofosfolipídeos, os quais, por seu turno, estão
envolvidos em vários processos biológicos. A
hidrólise de fosfolipídeos é particularmente im-
portante quando o ácido graxo gerado é o ácido
araquidônico, já que este último é convertido
por enzimas metabólicas em vários compostos
bioativos (eicosanóides), tais como as
prostaglandinas e os leucotrienos.

O amplo espectro de efeitos biológicos rela-
cionados com a ação das FLA2 é bastante inte-
ressante, já que em geral estas proteínas com-
partilham grande semelhança quanto à seqüên-
cia primária de aminoácidos e estrutura
tridimensional (3D) (VALENTIM &
LAMBEAU, 2002; KINI, 2003). Por exemplo,
FLA2 de mamíferos possuem papel importante
na proliferação celular, contração muscular e
doenças crônicas inflamatórias. Por outro lado,
fosfolipases encontradas no veneno de espécies
peçonhentas apresentam uma ampla gama de
ações tóxicas, tais como miotoxicidade,
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neurotransmissão, controle de temperatura
(MURAKAMI E KUDO, 2004) e mediação da
dor (BOOTING, 2004).

FLA2 EXTRACELULARES

As FLA2 extracelulares são proteínas meno-
res, com massa molecular variando entre 13 kDa
(~110 aminoácidos) e 18 kDa (~170
aminoácidos) (SIX e DENNIS, 2000), possuin-
do, portanto, massa molecular mais baixa em
relação às extracelulares, além de um alto con-
teúdo de pontes dissulfeto, as quais fornecem
maior estabilidade estrutural. As principais re-
giões estruturais compartilhadas entre elas são
três grandes alfa-hélices centrais, duas fitas-
beta, formando uma região conhecida como asa-
beta (beta-wing), uma alça de ligação com cál-
cio e uma alça C-terminal.

A PRESENÇA DE “SÍTIOS
FARMACOLÓGICOS”
EM FOSFOLIPASES A2
SECRETADAS DE
VENENO (FLA2SV)

Como citado anteriormente, um fato intrigan-
te em relação às diversas funções e atividades apre-
sentadas pelas FLA2 é a similaridade de seqüên-
cia e de estrutura existente entre elas. Conside-
rando-se as FLA2 secretadas de serpentes (FLA2sv),
observa-se de 40 a 99% de identidade na seqüên-
cia de aminoácidos entre distintas FLA2. Quando
se incluem as FLA2 de mamíferos nessa análise,
verificam-se também índices de identidade ele-
vados entre várias das FLA2 de mamíferos e ser-

pentes. Como conseqüência, uma considerável
conservação da estrutura tridimensional é obser-
vada nestas proteínas (PASIN, 2006).

Uma possível explicação para o fenômeno de
alta diversidade funcional, contrastando com a
alta similaridade entre as FLA 2sv, foi proposta
por Kini (2003). O autor sugere a ocorrência de
diversos sítios farmacológicos na superfície das
FLA2sv que interagem com receptores-alvo, ge-
rando respostas biológicas distintas. O receptor-
alvo e o sítio farmacológico devem ser comple-
mentares um ao outro em termos de forma, po-
tencial eletrostático, hidrofobicidade e forças de
Van der Waals. No que concerne ao mecanismo
de ação, é importante observar que estes sítios
farmacológicos podem atuar independente ou
cooperativamente. Uma FLA2sv pode exibir o
mesmo efeito tóxico ou farmacológico por mais
de um mecanismo, ligando-se a diferentes pro-
teínas-alvo receptoras. Além disto, o efeito bio-
lógico das FLA2sv pode ser modulado em fun-
ção da sua concentração em determinado teci-
do (MORA et al., 2005).

FLA2 NEUROTÓXICAS
E MIOTÓXICAS

As FLA2 neurotóxicas têm atuação tanto pré-
sináptica como pós-sináptica. As pré-sinápticas li-
gam-se às terminações nervosas axonais e podem
causar um aumento ou bloqueio da liberação de
neurotransmissores na fenda sináptica (CHANG,
1985). As FLA2 neurotóxicas pós-sinápticas ligam-
se aos receptores acetilcolinérgicos nas extremi-
dades dendríticas, causando um impedimento da
despolarização e da conseqüente transmissão de
estímulo nervoso (KINI, 1997). As FLA2 miotóxicas
são caracterizadas por causar dano mionecrótico
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em tecido muscular esquelético de animais supe-
riores por injeção intramuscular. Estas proteínas
estão presentes em alta concentração nas peço-
nhas de serpentes viperídeas e crotalídeas.

A especificidade de uma FLA2sv é determi-
nada pela sua capacidade de reconhecimento
interfacial e pela presença de sub-sítios de
especificidade na região do sítio catalítico. Des-
ta forma, duas regiões são importantes no que
concerne ao estudo da atividade dessas proteí-
nas: o sítio catalítico e o sítio de reconhecimento
interfacial (face i), sendo este último responsável
por fazer contatos com moléculas fosfolipídicas na
superfície da membrana ou receptor.

Os resíduos catalíticos das fosfolipases A2
secretadas estão localizados em uma das extremi-
dades do sítio ativo. O sítio catalítico é circunda-

do pela face i, a qual age como um domínio ou
sítio de ligação interfacial (Figura 1). Todas as es-
truturas ativas de FLA2s contêm a mesma díade
catalítica: His48-Asp49. As propriedades que di-
ferenciam as diversas FLA2s são, geralmente, os
resíduos que formam a face i e outros resíduos da
superfície protéica que fazem parte de domínios
de reconhecimento para outras funções (tais como
miotoxicidade e neurotoxicidade).

O presente trabalho teve por objetivo realizar
o alinhamento de seqüências consenso de FLA2sv
neurotóxicas e miotóxicas, com o conseqüente
assinalamento dos resíduos que caracterizam
FLA2sv neuro e miotóxicas com respeito à estru-
tura e por fim proceder à análise topológica em
termos de assessibilidade, potencial eletrostático
e mobilidade das regiões envolvidas na ação
neurotóxica ou miotóxica de FLA2sv.

Figura 1 - Representação esquemática da superfície molecular destacando as regiões que formam a face i
das fosfolipases de Agkistrodon halys pallas, PDB 1CLP (miotóxica) e de Bothrops asper, PDB 1A2A
(neurotóxica).

MATERIAL E MÉTODOS

Na metodologia do presente trabalho foram
empregadas ferramentas computacionais dispo-
níveis na rede mundial de computadores, tais

como o BLAST2, disponível em http://
www.ncbi.nlm.nih.gov.csulib.ctstateu.edu/
BLAST/ e o Deep View, disponível em http://
www.expasy.org/spdbv/.
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Com o BLAST2 foi realizado o alinhamento
das seqüências consenso dos motivos miotóxicos
(Figura 2) e neurotóxicos (Figura 3) obtidas em
trabalho anterior por Pasin et al. (2006). Nas
figuras 2 e 3, as letras maiúsculas indicam que
um dado aminoácido está presente em mais de
50% das seqüências primárias, já as em letras
minúsculas indicam os aminoácidos cuja fre-
qüência é menor que 50% nas seqüências pri-
márias. No trabalho de Pasin et al. (2006) veri-
ficou-se que entre os motivos miotóxicos e
neurotóxicos, apenas as seqüências consenso da
região catalítica, â-wing e hélice 3 obtiveram
precisão estatística significativa, sendo por isso
utilizadas no alinhamento. Os resultados do ali-
nhamento foram usados para uma análise de-

talhada dos resíduos de aminoácidos presentes
em cada posição, descrevendo quais resíduos se
conservavam nas seqüências bem como aqueles
que diferiam entre elas. Com estes dados dispo-
níveis, buscou-se encontrar com o auxílio do
Deep View a localização dos domínios
discriminativos na estrutura terciária, bem como
na superfície acessível ao solvente da proteína;
correlacionando estes domínios discriminativos
com regiões estruturalmente conservadas entre
as FLA2sv miotóxicas e neurotóxicas.

Por fim, realizou-se a análise topológica dos
domínios toxicológicos quanto à acessibilidade,
potencial eletrostático e flexibilidade das cadeias
laterais dos aminoácidos.

Figura 2 - Motivos (seqüências consenso) usados para a classificação automática de FLA2sv com atividade
miotóxica. As flechas indicam o resíduo presente na posição 49. Em cinza aparecem motivos que não
apresentaram maior significado estatístico (baixa precisão no teste de validação) (PASIN, 2006).
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RESULTADOS E
DISCUSSÃO

O alinhamento das seqüências consenso dos
motivos miotóxicos (Figura 3) e neurotóxicos
(Figura 4) descritos em trabalho anterior por
Pasin et al. (2006) é mostrado na figura 5. Nes-
ta, os aminoácidos designados com letras mai-
úsculas estão presentes em mais de 50% das

seqüências primárias, enquanto que os
aminoácidos representados com letras minús-
culas são aqueles cuja freqüência é menor que
50% nas seqüências primárias. Assim verificou-
se que entre os motivos miotóxicos e
neurotóxicos, apenas as seqüências consenso
da região catalítica, â-wing e hélice 3 obtive-
ram precisão estatística significativa; sendo por
isso utilizadas no alinhamento.

Figura 3 -  Motivos (seqüências consenso) usados para a classificação automática de FLA2sv com atividade
neurotóxica. As flechas indicam o resíduo presente na posição 49. Em cinza aparecem motivos que
não apresentaram maior significado estatístico (baixa precisão no teste de validação) (PASIN, 2006).
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síduos estão envolvidos na determinação de
cada atividade, miotóxica ou neurotóxica
(Tabela 1).

Figura 4 - Alinhamento das seqüências consenso de FLA2sv miotóxicas e neurotóxicas.

A partir do alinhamento das seqüências
consenso dos motivos miotóxicos e
neurotóxicos foi possível determinar quais re-

Tabela 1. Domínios toxicológicos encontrados.

Neste caso, com base no assinalamento dos
domínios toxicológicos descritos com respeito à
estrutura da proteína, verificou-se que, na re-
gião correspondente ao sítio catalítico das

FLA2sv (Figura 5), o modelo utilizado para ilus-
trar a miotoxicidade apresenta uma maior quan-
tidade de resíduos básicos e neutros conserva-
dos em comparação com as FLA2sv neurotóxicas.
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A Figura 6 representa a face i e a região
catalítica coloridas de acordo com o potencial
eletrostático, onde se observa que o modelo usado
de FLA 2sv miotóxica é positivamente carregado,
em conseqüência da presença de resíduos básicos,
enquanto que o modelo utilizado para FLA2sv
neurotóxica é negativamente carregado negativo,
em conseqüência da presença de resíduos ácidos.

Em relação à Figura 7, onde a superfície de cada

modelo representativo é colorido de acordo o grau
de flexibilidade, verifica-se que a estrutura empre-
gada como modelo de FLA2sv miotóxica possui a
região catalítica e a face i sujeitas a uma menor
flutuação conformacional das cadeias laterais dos
resíduos de aminoácidos que a região correspon-
dente das FLA2sv neurotóxicas; o que pode estar
envolvido com a plasticidade e eventuais compor-
tamentos alostéricos nestas proteínas.

Figura 5 - Localização dos domínios toxicológicos responsáveis pela miotoxicidade e neurotoxicidade de
FLA2sv presentes na região catalítica.

Figura 6 - Localização dos domínios toxicológicos responsáveis pela miotoxicidade e neurotoxicidade de
FLA2sv presentes na Face I e região catalítica coloridas de acordo com o potencial eletrostático.
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CONCLUSÕES

A grande complexidade estrutural e funcio-
nal descrita anteriormente justifica o imenso
fascínio que as fosfolipases A2 vem exercendo
sobre a comunidade científica. Além de contri-
buir para o entendimento diversos eventos bio-
lógicos, o detalhamento das relações estrutura-
função das fosfolipases A2 abre espaço para a
possibilidade de planejamento de novas proteí-
nas, com atividades desejadas, bem como para
o desenvolvimento de estratégias terapêuticas
para um grande número de estados patológicos
(MURAKAMI E KUDO, 2004).

A partir do presente estudo foram identifi-
cados possíveis sítios toxicológicos relaciona-
dos com a especi ficidade de atividade
miotóxica e neurotóxica em FLA2sv. Estes, es-
tão localizados em regiões estruturalmente con-
servadas na família das FLA2sv. Além disso, há
diferenças quanto ao potencial eletrostático e
flexibi lidade das cadeias laterais dos
aminoácidos presentes nas regiões propostas
como sítios toxicológicos. Assim, é possível que
a especificidade da ação toxicológica de FLA2sv

Figura 7 - Localização dos domínios toxicológicos responsáveis pela miotoxicidade e neurotoxicidade de
FLA2sv presentes na região catalítica de acordo com o fator de temperatura (flexibilidade).

esteja relacionada com uma combinação de fa-
tores envolvendo a topologia local, potencial
eletrostático e flexibilidade das cadeias late-
rais dos resíduos identificados.

Os dados obtidos serão empregados nas pró-
ximas etapas do trabalho, as quais envolvem si-
mulações de dinâmica molecular visando: a) o
estudo de complexos FLA 2 – substrato
fosfolipídico (visando uma melhor caracteriza-
ção dos sítios de especificidade); b) investiga-
ção dos resíduos envolvidos no controle
alostérico de FLA2-K49; c) proposição de um
modelo 3D do complexo FLA2-K49 – receptor
associado a neurotoxicidade.
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