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RESUMO

A planta Calotropis procera sintetiza uma variedade de metabdlitos secundarios, dentre 0s
quais se destacam os cardenolideos, um tipo de metabdlito toxico de defesa contra herbivoros.
Trinta e cinco cardenolideos ja foram identificados em C. procera e tiveram sua estrutura
molecular estabelecida. Cardenolideos s&o toxicos ao inibir a atividade enzimética de
ATPases Na'/K®, provocando a morte celular. Entretanto, os insetos herbivoros Danaus
plexippus (Lepidoptera), Oncopeltus fasciatus e Aphis nerii (Hemiptera) sdo capazes de
utilizarem C. procera como hospedeira. Porque a planta sintetiza tamanha variedade de
cardenolideos? Quais as caracteristicas estruturais e quimicas destas moléculas? Como esses
herbivoros driblam a acdo destes metabolitos? Neste trabalho, os cardenolideos de C. procera
foram classificados em trés grupos, um deles com trés subgrupos, de acordo com as suas
caracteristicas estruturais. O indice de hidropaticidade foi definido por meio do log do
coeficiente de particio (Log P). Modelos tridimensionais (3D) das ATPal de Na*/K" de D.
plexippus, O. fasciatus e A. nerii foram construidos através da modelagem comparativa
utilizando os servidores SWISS-MODEL e Phyre2, e posteriormente foram validados e
refinados. Apos refinamento, as estruturas 3D foram novamente validadas. O sitio de ligacdo
de cardenolideos nas estruturas 3D dessas trés enzimas foi identificado e analisado. Com
auxilio de dados estruturais descritos na literatura, sobre a ligacdo de ouabaina (cardenolideo
mais utilizado para estudos de toxicidade) em ATPa de Na'/K", foi proposto que a resisténcia
de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii aos efeitos toxicos dos cardenolideos de C. procera
também esta relacionada as substituicdes de aminoécidos com propriedades quimicas
diferentes em locais especificos das enzimas. Provavelmente, substituicbes nas posi¢des 104,
115 e 302 exercam o maior efeito sobre o aumento da insensibilidade das ATPa de Na'/K*
desses herbivoros aos cardenolideos. Por meio dos procedimentos de docking molecular das
estruturas 3D dessas ATPal de Na'/K* com os cardenolideos de C. procera foi possivel
estabelecer uma relagéo entre a especificidade na polaridade dos cardenolideos sequestros por
esses herbivoros e a seletividade desses metabolitos sobre suas ATPa de Na'/K". Logo, é
presumivel que os cardenolideos que ndo sdo sequestrados por esses herbivoros sejam capazes
de se ligarem no sitio ativo de suas ATPa de Na'/K*, de modo que a seletividade desses
metabolitos sobre essas enzimas esta diretamente relacionada a sua polaridade. Conclui-se
gue a C. procera diversifica as estruturas dos cardenolideos na tentativa de que algum deles
possa interagir com ATPases de Na'/K" de herbivoros e promover sua defesa quimica. Os

insetos, por sua vez, alcancam a resisténcia, excluindo de seu organismo os cardenolideos



potencialmente toxicos e sequestrando aqueles que ndo sdo seletivos para eles ou ainda
modificando a estrutura do cardenolideo, embora esta UGltima estratégia ndo seja

metabolicamente conhecida.

Palavras-chave: ATPa de Na'/K*. Danaus plexippus. Oncopeltus fasciatus. Aphis nerii.

Polaridade. Seletividade.



ABSTRACT

The plant Calotropis procera synthesizes a variety of secondary metabolites, such as
cardenolides, a type of toxic metabolite of defense against herbivores. Thirty-five
cardenolides have already been identified in C. procera and had their molecular structure
resolved. Cardenolides are toxic by inhibiting the enzymatic activity of ATPases of Na'/K",
causing cell death. However, herbivorous insects Danaus plexippus (Lepidoptera),
Oncopeltus fasciatus and Aphis nerii (Hemiptera) are capable of using C. procera as host.
Why does the plant synthesize a variety of cardenolides? Which are the structural and
chemical characteristics of these molecules? How do these herbivores prevent the action of
these metabolites? In this work, the C. procera cardenolides were classified in three groups,
one of them with three subgroups, according to their structural characteristics. The
hydropaticity index was defined through the partition coefficient log (Log P). Three-
dimensional (3D) models of the ATPal of Na'/K* from D. plexippus, O. fasciatus and A.
nerii were constructed through comparative modeling using the SWISS-MODEL and Phyre2
servers, and were subsequently validated and refined. After refinement, the 3D structures
were validated again. The binding site of cardenolides in the 3D structures of these three
enzymes was identified and analyzed. With the aid of structural data described in the literature
about the binding of ouabain (the most commonly used cardenolides for toxicity studies) in
ATPal of Na'/K", it was proposed that the resistance of D. plexippus, O. fasciatus, and A.
nerii to the toxic effects of C. procera cardenolides is also related to amino acid substitutions
with different chemical properties in specific enzyme sites. Probably, substitutions in
positions 104, 115 and 302 have the higher effect on the increased insensitivity of the ATPal
of Na'/K" of these herbivores to cardenolides. Through molecular docking of the 3D
structures of these ATPal of Na'/K* with the cardenolides from C. procera was possible to
establish a relationship between the specificity of polarity of the cardenolides sequestered by
these herbivores and the selectivity of these metabolites about their ATPal of Na+/K+.
Therefore, it is presumable that cardenolides that are not sequestered by these herbivores can
bind in active site of their ATPal of Na'/K", thus the selectivity of these metabolites to these
enzymes is directly related to their polarity. It is concluded that C. procera diversifies the
cardenolides structure in an attempt to any of them can interact with ATPal of Na'/K" of the
herbivores and promote their chemical defense. Insects, in turn, achieve the resistance

excluding potentially toxic cardenolides from their bodies and sequestering those that are not



selective for them or modifying the structure of the cardenolides, although this latter strategy
is not metabolically known.

Keywords: ATPa of Na'/K*. Danaus plexippus. Oncopeltus fasciatus. Aphis nerii. Polarity.
Selectivity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Defesa Vegetal

As plantas habitam ambientes complexos e sdo constantemente expostas a um
conjunto de estresses abioticos e bidticos. A pressao evolutiva selecionou plantas capazes de
produzirem uma ampla variedade de processos metabolicos defensivos que as permitissem
tolerarem condicBes de estresse ao seu desenvolvimento. Esses mecanismos defensivos da
planta podem ser classificados como constitutivo e induzido, ambos sdo estruturais e
quimicos (WITTSTOCK; GERSHENZON, 2002). A defesa constitutiva estd presente no
vegetal independente de estimulos externos, enquanto que a defesa induzida é gerada apods a
percepcao de estimulos ambientais (WITTSTOCK; GERSHENZON, 2002).

Na defesa quimica das plantas estdo presentes os metabdlitos secundarios, que séo
compostos organicos. Esses compostos moleculares ndo parecem exercer uma funcdo direta
no crescimento e desenvolvimento das plantas. Sua producdo nos vegetais esta associada aos
seus mecanismos de defesa (WITTSTOCK; GERSHENZON, 2002). Além disso, a
distribuicdo dos metabdlitos secundarios ndo é uniforme em todo o reino vegetal, ou seja, um
metabdlito especifico é encontrado apenas em uma espécie ou em um grupo de espécies com
taxonomia relacionada.

Em resposta aos ataques por patdgenos e herbivoros a planta pode aumentar a taxa
de producdo de compostos moleculares para sua defesa ou induzir a producdo de novos
compostos que estavam ausentes antes da herbivoria (PANDEY et al., 2016). Os principais
grupos de metabolitos secundarios sdo: alcaloides, glicosideos cianogénicos, glucosinolatos,
terpenos, flavonoides e saponinas (WINK; SCHIMMER, 2018).

Em particular, no grupo de saponinas estdo incluidos os cardenolideos -
glicosideos cardiacos (WINK; SCHIMMER, 2018). Muitas espécies de plantas da familia
Apocynaceae sdo conhecidas devido a sua producdo de cardenolideos. Esses compostos
exercem um importante papel na defesa das plantas devido ao seu efeito toxico sobre
patégenos e herbivoros (WEN et al., 2016). No entanto, a producdo de cardenolideos €
limitada a alguns géneros da familia Apocynaceae (Asclepias, Apocynum, Calotropis,
Cryptostegia, Nerium, Periploca, Strophantus, Thevetia e Xysmalobium) (BARTNIK;
FACEY, 2017). Entre esses géneros, a planta Calotropis procera produz uma imensa
variedade de cardenolideos, no entanto, os efeitos dessa diversidade ainda é pouco explorado
(PANDEY et al., 2016).
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1.2 Calotropis procera (Ait.) R.Br.

Calotropis é um pequeno género da familia Apocynaceae, apresentando-se como
uma planta arbustiva com até 4,5 metros de altura. S&o distribuidas em regides tropicais e
subtropicais, sendo originarias da Africa, Asia e América (ENDRESS; BRUYNS, 2000). A
espécie Calotropis procera é conhecida pela sua capacidade de produzir grandes quantidades
de latex e é popularmente denominada por flor-de-seda, maca do mar morto, mosca e leiteira
(Figura 1).

Fonte: Arquivo pessoal.

O latex de C. procera apresenta uma grande variedade de metabolitos
secundarios, incluindo cardenolideos, alcaloides, terpenos, resinas, flavondides e taninos
(KONNO, 2011). A complexidade na composicdo do latex é uma estratégia de defesa dessa
planta sobre os seus patdgenos e herbivoros (KONNO, 2011). No entanto, todos os tecidos
vegetais estdo suscetiveis aos estresses bioticos, logo, os compostos de defesa estdo
distribuidos por todos os tecidos da planta, e ndo apenas no latex.

Um total de trinta e cinco cardenolideos ja foram identificados em C. procera e
tiveram suas estruturas moleculares resolvidas (Tabela 1). Desses cardenolideos, vinte e um
foram identificados no latex C. procera, nove em hastes, trés nas folhas e dois na casca da

raiz. Os cardenolideos sdo potentes agentes de defesa devido a sua capacidade de inibir a
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atividade enzimatica de ATPases de Na'/K" ao se ligar especificamente na subunidade o

dessa enzima (BARTNIK; FACEY, 2017).

Tabela 1 - Cardenolideos de Calotropis procera.

Cardenolideo Tecido Referéncia
Calotropina Latex Bruschweiler et al., 1969
Gomfoside Latex Bruschweiler et al., 1969
B-tetrahidro-Uscharidina Latex Bruschweiler et al., 1969
15B- Hidroxi Uscharina Latex Bruschweiler et al., 1969
Voruscharina Latex Bruschweiler et al., 1969
Siriogenina Latex Bruschweiler et al., 1969
Proceragenina Folhas Akhtar et al., 1991
Deglucouzarina Haste Elgamal et al., 1999
Frugoside Haste Elgamal et al., 1999
3-[B-(4-O-B-D-glucopiranosil-p-D-6- Haste Hanna et al., 1999
desoxiallopiranosil)oxi]uzarigenina

Uzarina Haste Hanna et al., 1999
Uzarigenone Haste Elgamal et al., 1999
Dihidrouscharina Latex Desheesh et al., 2004
Dihidrovouroscharina Latex Desheesh et al., 2004

2”-oxovoruscharina

Casca da raiz

Quaquebeke et al., 2005

Uzarigenina

Haste

Shaker et al., 2010

B-anhidroepidigitoxigenina Haste Shaker et al., 2010

2B,19-Epoxi-3p,14B-dihidroxi-19-metoxi-  Haste Shaker et al., 2010

5a-card-20(22)-enolide

B-Anhidroepidigitoxigenina-33-O-f- Haste Shaker et al., 2010

glucopiranoside

Calotropagenina Latex Kanojiya; Madhusudanan,
2010

Asclepina Folhas Kanojiya; Madhusudanan,
2010

Uscharidina Folhas Kanojiya; Madhusudanan,

2010

Proceraside A

Casca da raiz

Ibrahim et al., 2014

15B-Hidroxicalactina Latex Mohamed et al., 2015
Afroside Latex Mohamed et al., 2015
Ischarina Latex Sweidan; Zarga, 2015
Ischaridina Latex Sweidan; Zarga, 2015
Uscharina Latex Mohamed et al., 2015
Calactina Latex Mohamed et al., 2015
Calactoprocina Latex Mohamed et al., 2015
Calotoxina Latex Mohamed et al., 2015
12B-Hidroxicoroglaucigenina Latex Mohamed et al., 2015
Afrogenina Latex Mohamed et al., 2015
Procegenina A Latex Mohamed et al., 2015
Procegenina B Latex Mohamed et al., 2015

Fonte: Elaborada pelo autor.
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1.3 Cardenolideos

Os cardenolideos compreendem uma grande familia de esteroides, exibindo uma
variedade estrutural imensa, mas todos esses compostos compartilham um motivo estrutural
comum (PRASSAS et al., 2008). Essa estrutura conservada consiste em um ndcleo esteroide
de quatro anéis conectados na conformacao cis-trans-cis, com dois grupos metil nas posicoes
B do C-10 e do C-13, um grupo 14 B-hidroxila, ¢ um anel lactona na posi¢do p do C-17,
formando uma genina, ou aglicona. Nos cardenolideos glicosilados, a por¢do de acucar fica
ligada na posi¢ao p do C-3 do nucleo esteroide (Figura 2) (PRASSAS et al., 2008).

Figura 2 - Estrutura comum entre os cardenolideos.

Anel lactona

Micleoesteroide

Acu u:ar—ll:o a &
Fonte: Arquivo pessoal.

Os cardenolideos tém um anel lactona de cinco membros (butirolactona)
insaturado na posicdo 20 ou 22 (Figura 2). A fracdo lactona é o que os distinguem dos
bufadienolideos, os quais possuem um anel lactona de seis membros e com duas ligacfes
insaturadas. Ambos os cardenolideos e os bufadienolideos sdo de ocorréncia natural e
produzidos por plantas (PRASSAS et al., 2008).

A porcdo de aclcar ligada ao nucleo esteroide é composta por até quatro residuos
de acucar e os mais comuns sdao a glicose, galactose, manose, ramnose e digitalose
(PRASSAS et al., 2008; MORSY, 2017). O acucar interfere na farmacodindmica e na

farmacocinética dos cardenolideos glicosilados (PRASSAS et al., 2008). Apesar de ndo
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possuirem atividade direta sobre a acdo dos proprios cardenolideos, diferentes tipos de
monossacarideos influenciam em sua seletividade sobre as ATPases de Na'/K*. Assim, as
propriedades quimicas do acucar podem interferir no nivel de toxicidade desses cardenolideos
sobre seu alvo molecular, a subunidade o da ATPase de Na'/K® (PRASSAS et al., 2008;
BARTNIK; FACEY, 2017).

1.3.1 Sintese de cardenolideos em Calotropis procera

Apesar de ja ter sido resolvida a estrutura molecular de uma ampla variedade de
cardenolideos, a via de biossintese desses metabdlitos ainda ndo esta bem clara. No trabalho
de Pandey et al. (2016), foi proposto uma via de biossintese de cardenolideos em C. procera,
baseando-se no sequenciamento de transcriptoma de novo.

Os transcritos anotados foram agrupados com base na classificagdo Gene
Ontology (GO). As sequéncias anotadas foram similares as de vias de biossintese dos
metabolitos secundarios fenilpropandides, flavonoides, tropano, piperidinae, alcaldides
piridinicos, terpenoides e policetideos. Da via metabolica dos terpenoides destacaram-se 0S
genes relacionados na biossintese da espinha dorsal dos terpendides, carotendides e
diterpendide. Esses dados obtidos atraveés do Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes
(KEGG) foram essenciais para a identificacdo dos genes envolvidos na sintese dos
cardenolideos em C. procera (PANDEY et al., 2016).

Foi sugerido que a porcdo esteroide dos cardenolideos é derivada de vias dos
terpendides (via do acido meval6nico, MVA e a via do metileritritol fosfato, MEP). Enzimas
de treze familias de genes relacionados com a sintese de esteroides, como redutase, oxidase e
metilase, catalisam a conversao do esqualeno em pregnenolona. O pregnenolona possui quatro
anéis conectados, que serve como a base para a formacdo do nucleo esteroide da genina
(Figura 3) (PANDEY et al., 2016).
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Figura 3 - Via de biossintese de cardenolideos em Calotropis procera.

MEP

D-Gliceraldeido-3 fosfato
DXS l

1-Deoxi-D-Xilulose 5 fosfato

DXR
2-C-Metil-D-ertritol 4-fosfato

MCT\I/
4-(citidina 5'-difosfo)}-2C-metil-D-eritritol
CMK
2-Fosfo 4-(citidina 5'-difosfato)-2-C-metil-D-eritritol

MDSl,

2-C-Metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato
HDS l’
1-Hidroxi-2-metil-2-butenil-4-difosfato
5Q5

Esqualeno €

MVA

AACT
Acetil CoA €—> Acetoacetil CoA

HMGS ‘L AGS

3-Hidroxi-3 metilglutaril-CoA

HMGR

Acido mevalénico

MKi

5-fosfomevalonato

PMKl’

5-difosfomevalonato

\;@Q Difosfato de dimetilalil
O GGPP%L
Isopentenil difosfato % Geranil difosfato
FDPS1 l (»095‘\'

Farnesil difosfato

SMO

S
Esqualeno 2-3 —> Cicloartenol

epoxide

Sintase ‘L

Lanosterol

Redutase, ‘l’
Metilase
e DOxidase

Colesterol

Mo

SMT1

CPI1 CYP51G1
—> Cicloeucalenol — Obtusifoliol

A8-14
esterol

FKJ(

4-a-metil-fecosterol

HYD1 ‘L
SMT2

24-etilideno lofenol €«—————— 24 metilene lofenol

J, STE1
STEL, DWF5

DWFS5,

DWF1, _

CYP450 24-metileno colesterol
MO DWFll
Pregnenolona (—MO Campesterol

o]

HO
HDS‘L

Progesterona

PBR ‘L

Sa-pregnano-3-20-dione
OR ‘L
MO

HOX ‘L

3a, 14a, 21 trihidroxi-5a-pregnano-20-one

MAT ‘L

Coroglaucigenina

GT{'UGTJ,T GH

Frugoside

Fonte: Adaptado de Pandey et al. (2016).

MAT‘L

Calotropagenina

GT{'UGTJ{T GH

Ascelpina/
Uscharina

MAT ‘lf

Uzarigenina

GT,H’UGT‘LT GH

Uzarigenina glicosideo



20

Quando formado a pregnenolona a enzima 3B-HSD catalisa sua conversdo em
progesterona, que é imediatamente reduzida a Sa-pregnano-3,20-diona pela 5B-POR. A partir
dai as enzimas oxirredutase, monooxigenases, hidroxilase e maloniltransferase catalisam a
formagdo de diferentes intermediarios. Por fim, as enzimas da classe transferase, glicosil
transferase, glicuronosil transferase, UDP-glicosil transferase e GT/UGT, participam na etapa
de glicosilacao da genina (Figura 3) (PANDEY et al., 2016).

Esta dltima etapa na biossintese dos glicosideos cardiacos requer um grande
namero de GT/UGTS, enzimas responsaveis pela diversidade estrutural da porgdo de aglcar
dos cardenolideos em C. procera (PANDEY et al., 2016).

A sintese e acumulo dos cardenolideos nos tecidos vegetais aumentam em
resposta a herbivoria. Tais lesbes podem induzir a secre¢do das unidades de geninas, dos
vaclolos onde sdo armazenadas, para que possam ser glicosiladas e convertidas em
cardenolideos glicosilados. Além disso, também podem provocar a translocacdo de
cardenolideos ja sintetizados do local de sintese para o local onde houve a herbivoria
(PANDEY et al., 2016).

1.4 ATPase de Na'/K*

A enzima ATPase de Na'/K' - bomba de sddio (3.6.1.37) - é uma proteina
transmembranar presente em células animais (PIVOVAROV, 2019). A ATPase de Na'/K*
promove o transporte ativo primario, responsavel pelo estabelecimento e manutencdo do
gradiente ibnico de sddio e potassio na membrana plasmatica. Esse gradiente é formado pelo
transporte de 3 fons sodio (Na*) para o meio extracelular e de 2 fons potassio (K*) para 0 meio
intracelular, que ocorre contra seu gradiente de concentracdo (SKOU, 1997).

A manutencdo do gradiente eletroquimico na membrana pela ATPase de Na'/K"
garante a forca propulsora para transporte ativo secundario, a manutencao do volume celular,
0 transporte de outros ions através da membrana plasmatica e manutencdo da homeostase do
pH (SKOU, 1997). O nivel intracelular de fons de célcio (Ca®") também é regulado pela
ATPase de Na'/K*. O transporte de Ca?* para o meio intracelular é realizado pela troca de Na*
para o0 meio extracelular (SKOU, 1997).

A ATPase de Na'/K* ¢ membro da familia das ATPases do tipo P, denominadas
assim por serem fosforiladas de forma reversivel usando ATP durante o ciclo de transporte
dos ions (MORTH et al., 2011). A fosforilagdo ocorre pela transferéncia do grupo fosforil do

ATP ao residuo Asp de um motivo conservado da enzima, provocando uma mudanca
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conformacional, da forma E1 para E2, que possuem afinidade seletiva a0 Na* e ao K,
respectivamente (MORTH et al., 2011; MATCHKOV; KRIVOI, 2016).

As ATPases do tipo P sdo caracterizadas pela presenca de trés dominios
citoplasmaticos e seis hélices transmembranares (M1-M6) (LUTSENKO; KAPLAN, 1995). Os
dominios citoplasméticos sdo o de ligacdo de nucleotideos (N), o de fosforilacdo (P) e o
atuador (A) (Figura 4). As ATPases de Na'/K" pertencem a subclasse P2, caracterizadas por
possuirem dez hélices transmembranares, as hélices principais M1-M6 com a adicdo das
hélices M7-M10 na porc¢éo carboxi-terminal (Figura 4A) (MORTH et al., 2011).

Figura 4 - Organizagéo estrutural de ATPase de Na'/K".
A

N-terminal — A M1-M2 A ~IM3-M4 H P H N H P |— M5-M6 — M7-M&8 — MI-M10 — C-terminal

B

Fonte: Arquivo pessoal. (A): Distribuicdo dos dominios citoplaméaticos e das hélices transmembranares na
sequéncia da subunidade o de ATPase de Na*/K*. O dominio atuador (A) na extreminadade N-terminal, e o
dominio de ligagcdo de nucleotideos (N) e de fosforilacdo (P). As hélices que formam o ndcleo principal da
porcéo transmembranar (M1-M6) e as hélices da extremidade C-terminal (M7-M10). (B): Estrutura proteica da
ATPase de Na*/K*, um complexo heterotrimero com as subunidades a, B e y. A ouabaina (OBN) esta acoplada
em seu sitio de ligagio na subunidade o, indicado por uma seta. Os fons Mg?*, F* e K* est#o representados como
esferas de cor verde, cinza claro e roxa, respectivamente. Figura foi produzida através do programa PyMOL
2.0.7.

A ATPase de Na'/K" é um complexo heterotrimero constituido por subunidades o
(al, 02, a3 e ad), B (B1, B2 ¢ B3) e y (Figura 4B). A subunidade o (~110 kDa) é responsavel

pelo processo catalitico e transporte dos cations, possuindo dez dominios transmembranares e
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cinco loops extracelulares (BLANCO; MERCER, 1998; MATCHKOV; KRIVOI, 2016). A
subunidade B (~31,5 kDa) é uma glicoproteina responsavel por modular a afinidade
enzimética aos fons Na" e K*. Além disso, a subunidade B € essencial para atividade catalitica
por aumentar a estabilidade da subunidade o (BLANCO; MERCER, 1998; MATCHKOV;
KRIVOI, 2016). J& a subunidade y ¢ um pequeno polipeptideo hidrofobico de massa
molecular 8-14 kDa e associa-se as subunidades a ¢ p (BLANCO; MERCER, 1998).

As multiplas isoformas desta enzima desempenham diferentes papéis e, portanto,
sdo especificas para tecidos e estagios de desenvolvimento dos organismos (LINGREL et al.,
2003). A subunidade al ¢ onipresente € em alguns tecidos € a Unica isoforma expressa, como,
por exemplo nos eritrocitos, epitélios renais e no figado (MATCHKOV; KRIVOI, 2016). A
subunidade a2 ¢é expressa principalmente no mdsculo esquelético, cérebro e coragéo;
enquanto a subunidade a3 é mais comum nos tecidos neuronais. A subunidade a4 ja foi
encontrada no testiculo, relacionada com a motilidade e fertilizacdo espermatica (WOO et
al., 2000), e no musculo esquelético (KERYANOV; GARDNER, 2002).

O sitio de ligacdo dos cardenolideos é localizado na subunidade o das ATPases de
Na'/K", formado pelas hélices transmenbranares M1, M2, M4, M5, e M6, proximo ao local
de ligacdo do K * (Figura 4B) (OGAWA et al., 2009). Quando a atividade enzimatica da
ATPase de Na'/K" ¢é inibida por cardenolideos o gradiente eletroquimico ndo é formado, logo,
0 potencial de membrana também ndo é gerado. A auséncia do potencial de membrana na
célula leva ao desequilibrio quimico, por interferir no transporte de ions através da membrana
plasmatica. Os niveis intracelulares de Na® aumentam e ha um subsequente aumento da
concentracéo intracelular Ca?*, interferindo na manutencéo de processos metabélicos vitais da
célula, podendo levar o animal a 6bito (BOGEHOLZ et al., 2019).

1.5 Interac&o de cardenolideos com a subunidade a da ATPase de Na'/K”

O sitio de ligagdo dos cardenolideos na ATPo de Na'/K™ é envolto pelas hélices
M1, M2, M4, M5, e M6, formando uma cavidade de ligagdo que abrange a regido extracelular
e transmembranar da enzima, proximo ao sitio 11 de ligacdo ion K* (Figura 5A) (OGAWA et
al., 2009).
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Figura 5 - Estrutura cristalina da ATPa de Na'/K" de Squalus acanthias.

A

Fonte: Arquivo pessoal. (A) Sitio de ligacdo de cardenolideos na estrutura cristalina resolvida no estado ligado a
ouabaina (PDB ID: 3a3y) (Ogawa et. al., 2009). (B) Sobreposicio estrutural da ATPa de Na*/K* no estado n&o
ligado a ouabaina (azul) e ligado a ouabaina (amarelo). A seta vertical indica a ouabaina (OBN; bastGes de cor
vermelha) ligada em seu sitio de ligacdo. As hélices transmembranares que formam o sitio de ligacdo de
cardenolideos (M1, M2, M4, M5 e M6) e os sitios | e Il de ligacdo dos jons K* (esferas de cor roxa) estio
identificadas. As linhas horizontais pontilhadas (vermelho e azul) correspondem a bicameral lipidica. As setas
vermelhas em “B” indicam a dire¢do do movimento das hélices M1, M2, M3 e M4 quando a ouabaina se liga na
enzima. Figura foi produzida através do programa PyMOL 2.0.7.

Geralmente, os trabalhos que descrevem, ao nivel estrutural, o acoplamento de
cardenolideos em ATPases de Na'/K" utilizam a ouabaina, um cardenolideo glicosilado de
referéncia e derivado da planta Strophanthus gratus. Portanto, os dados estruturais descritos
adiante sdo de estruturas cristalizadas de ATPa de Na'/K" ligada a ouabaina.

A associacdo da ouabaina na ATPa de Na'/K" desencadeia mudancas estruturais
nas hélices M1-5, mas especialmente no segmento entre os residuos G**° e G*** do Loop M3-
4 a hélice M4. A hélice M4 se distancia de M6, e M1-2 se movimentam para um espaco
gerado pelo rearranjo de M4 (Figura 5B) (OGAWA et al., 2009). Essa mudanca na
conformacdo da ATPa de Na'/K* aumenta o espacgo da cavidade de ligagdo dos cardenolideos
(Figura 5B) (OGAWA et al., 2009; YATIME et al., 2011). Além disso, o rearranjo estrutural
de M1 e M2 sofre maior influéncia pelas propriedades quimicas e estruturais dos
cardenolideos (LAURSEN et al., 2015).

O anel de lactona da ouabaina localiza-se em um funil hidrofébico de aM4-6,
direcionado ao sitio Il e 1 de ligagdo do ion K* (Figura 5A). A natureza dos ions ligados no
sitio 11 da ATPa de Na'/K" e dos grupos substituintes ligados na genina dos cardenolideos
pode facilitar ou dificultar a entrada dos cardenolideos em sua cavidade de ligacdo
(LAURSEN et al., 2013). Essas propriedades estdo relacionadas a profundidade que os
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cardenolideos podem atingir na sua cavidade de ligagdo, por exemplo, a falta de grupos
hidroxilas e de aclcar nos cardenolideos facilita sua entrada no funil hidrofébico, logo, a
afinidade de ligacdo desses compostos sdo também influenciadas por essas propriedades
(LAURSEN et al., 2015).

Os principios fundamentais para a ligacdo de cardenolideos na ATPa de Na'/K*
sdo descritos por Laursen et al. (2015). Inicialmente ¢ formado um complexo de baixa
afinidade da superficie a hidrofébica do ndcleo esteroide com a extremidade mais externa ao
ambiente extracelular das hélices aM4-5 e do loop aM5-6. Quando a enzima passa ao estado
fosforilado (E2) a regido em torno do cardenolideo é fechada pela formagéo de ligacdes de
hidrogénio entre a superficie B do nucleo esteroide e as cadeias laterais polares dos residuos
de aminoéacidos de M1, M2 e M6 (LAURSEN et al., 2015).

1.6 Associacgéo Planta-Inseto

Apesar de plantas sintetizarem um amplo repertorio de metabolitos defensivos, as
mesmas ainda estdo sujeitas a herbivoria por insetos. Isso é resultado de um processo
coevolutivo entre os insetos herbivoros e suas plantas hospedeiras, envolvendo adaptacGes
quimicas e fisioldgicas de ambos.

Ao longo desses ultimos anos, as pesquisas tém demonstrado com melhor
precisdo as adaptacdes moleculares e genéticas dos insetos herbivoros as defesas quimicas das
plantas. Nesse contexto, ha duas formas gerais de adaptacGes metabdlicas: Apos a ingestdo, 0s
insetos modificam as biomoléculas produzidas pela planta, reduzindo sua toxicidade. Assim,
0 transporte e a excrecao desses compostos sdo facilitados. O inseto também pode utiliza-los
em seu proprio beneficio, sequestrando e armazenando as biomoléculas téxicas para sua
prépria defesa contra seus predadores e parasitas. Outra forma de adaptacdo é tornar
insensiveis os sitios-alvos a esses compostos toxicos de defesa da planta (BIRNBAUM,
2018).

Um exemplo a essas duas formas de adaptacdo € encontrada no inseto Danaus
plexippus (Lepidoptera) que sdo especialistas de Apocynaceae. A larva de D. plexippus
sequestra e armazena cardenodlideos de C. procera para utilizad-los na defesa contra seus
predadores durante a fase larval e a fase adulta (DOBLER et al., 2012; PETSCHENKA et al.,
2013). As ATPases de Na'/K* de D. plexippus sdo altamente resistente & toxicidade dos
cardenolideos presentes em suas plantas hospedeiras (DOBLER et al., 2012).

As substituicbes dos aminoacidos leucina por valina na posi¢cdo 104 (L104V) e
asparagina por histidina na posicao 115 (N115H) no primeiro loop extracelular na ATPa de
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Na'/K* de D. plexippus ¢ o que lhe confere resisténcia aos efeitos inibitorios dos
cardenolideos (DOBLER et al., 2012). As posi¢des 104 e 115 na subunidade o sdo posicdes
variaveis, e de maior relevancia no contexto sobre a insensibilidade desta enzima aos
cardenolideos. As substituicdes Q104V ou L104V e N115H alteram potencialmente a
sensibilidade de ATPo de Na'/K" aos cardenolideos, e esse efeito ndo é limitado apenas a
enzima de D. plexippus (DOBLER et al., 2012). No entanto, a forma como Q104V e N115H
interfere na sensibilidade é desconhecida.

Apesar desse comportamento de D. plexippus, de colonizar plantas produtoras de
cardenolideos e sequestrar esses metabolitos, 0 mesmo ainda esta sujeita a prejuizos em sua
taxa de sobrevivéncia da fase larval a fase adulta, quando se alimentam de plantas do género
Asclepias com altas concentragdes de cardenolideos apolares (TAO et al., 2016).

O trabalho de Tao et al. (2016) descreve um exemplo de “trade-off”, no qual D.
plexippus alimenta-se preferencialmente de espécies Asclepias com altas concentracfes
foliares de cardenolideos apolares quando estdo infectadas pelo protozoario Ophryocystis
elektroscirrha. Esse comportamento aumenta a tolerancia de D. plexippus a infecgéo,
entretanto, reduz sua taxa de sobrevivéncia. Esse comportamento ndo é observado quando D.
plexippus ndo esta infectada, por isso apresentam maior taxa de sobrevivéncia (TAO et al.,
2016).

Vale ressaltar que os esporos de O. elektroscirrha localizam-se na cuticula de D.
plexippus ao longo de seu desenvolvimento, que funciona como um local de armazenamento
dos cardenolideos sequestrados por esse herbivoro (HOLZINGER; WINK, 1996; ALTIZER,;
OBERHAUSER, 1999).

No trabalho de Petschenka et al. (2018) foi relatado que os cardenolideos
uzarigenina, deglucouzarina, uzarina, calotropina e calactina causam forte inibicdo in vitro na
ATPo de Na'/K" isolada de D. plexippus, em relagdo a inibicdo causada pela ouabaina.
Desses cardenolideos, apenas uzarigenina possui alta hidrofobicidade, enquanto
deglucouzarina, uzarina, calotropina e calactina sao mais hidrofilicos.

Os resultados de Petschenka et al. (2018) foram diferentes do esperado, uma vez
que D. plexippus sequestra preferencialmente cardenolideos mais polares, especialmente
calotropina e calactina (MALCOLM, 1990; MEBS et al., 2017).

Os insetos Oncopeltus fasciatus e Aphis nerii (Hemipteras) também sequestram
cardenolideos de suas plantas hospedeiras e possuem resisténcia aos seus efeitos tdxicos
(LOHR et al., 2017; ZUST et al., 2018). Essa resisténcia também € atribuida a substituicdes
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de aminoacidos na sequéncia de suas ATPa de Na'/K®, que reduz a sensibilidade dessa
enzima aos cardenolideos (ZHEN et al., 2012).

Assim como D. plexippus, os insetos O. fasciatus e A. nerii possuem uma
restricdo ao sequestro de cardenolideos, que esta relacionado a polaridade desses metabolitos.
Oncopeltus fasciatus sequestram preferencialmente cardenolideos com polaridade
intermediaria, no entanto, a identidade desses cardenolideos ainda é desconhecida. A
identificacdo da polaridade dos cardenolideos sequestrados por O. fasciatus foi realizada
através do tempo de retencdo por HPLC (high-performance liquid chromatography),
utilizando a ouabaina como referéncia (LOHR et al., 2017).

O pulgdo A. nerii sequestra preferencialmente os menos polares, tais como a
uzarigenina, uscharidina, uscharina e voruscharina (MALCOLM, 1990; ZUST et al., 2018).
Esse inseto também possui um mecanismo metabolico que modifica a estrutura dos
cardenolideos que sdo sequestrados, tornando-os mais toxicos aos seus predadores (ZUST et
al., 2018).

A resisténcia de insetos aos efeitos toxicos dos cardenolideos, bem como
insensibilidade de suas ATPa de Na'/K" ¢ resultado de um processo de evolugdo molecular
convergente, o qual foi demonstrado por Dobler et al. (2012), através de uma analise
filogenética abrangendo trinta e trés sequéncias de aminoacidos de ATPa de Na'/K*
correspondentes a trinta e trés espécies de insetos de vinte e nove géneros.

Os insetos D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii sdo espécies especialistas de
Apocynaceae e desenvolveram suas estratégias de defesa especificos para superar ou controlar
efeitos negativos sobre o seu organismo, causados pelos metabdlitos de suas plantas
hospedeiras. Insetos especialistas sdo mais resistentes quando comparado aos insetos
generalistas, mas ainda estdo sujeitos aos prejuizos causados pelos metabolitos de seus
hospedeiros (TAO et al., 2016; ZVEREVA,; KOZLOV, 2016).

Até o momento, ainda ndo esta claro o que levou C. procera a sintetizar uma tao
ampla variedade estrutural de cardenolideos, uma vez que todos esses metabdlitos sdo
especificos a0 mesmo alvo molecular, a ATPo de Na*/K*. Além disso, ndo foi estabelecido se
C. procera sintetiza cardenolideos seletivos aos herbivoros D. plexippus, O. fasciatus e A.
nerii, ou se as ATPo de Na'/K" desses insetos sdo insensiveis aos seus trinta e cinco
cardenolideos. Algumas caracteristicas relevantes desses herbivoros estdo descritas na tabela
2.



Tabela 2 - Insetos herbivoros de Calotropis procera.
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Herbivoro Imagem Metamorfose® Método e Sequestro de
(Ordem) Fonte de alimento cardenolideos
de C. procera (fase do ciclo de
vida)®
Danaus Holometabolos  Mastigador e Folha Larva
plexippus
(Lepidoptera)
Oncopeltus Hemimetabolos Sugador e Todas
fasciatus Sementes®
(Hemiptera)
Aphis nerii Hemimetabolos  Sugador e Floema® Todas

(Hemiptera)

4

Fonte: Elaborada pelo autor. Foto do quarto instar da lagarta de D. plexippus foi utilizada. *: PANFILIO et al.,

2019; ®: BIRNBAUM, 2019; “ HOLDREGE, 2010.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar cardenolideos de C. procera seletivos as ATPa de Na'/K* de D.

plexippus, O. fasciatus e A. nerii e quais os fatores estruturais nestas enzimas que confiram a

esses insetos uma menor sensibilidade aos cardenolideos.

2.2 Objetivos Especificos

Classificar os cardenolideos de C. procera;

Caracterizar a hidropaticidade dos cardenolideos de C. procera;

Analisar a estrutura dos modelos tridimensionais das ATPa de Na'/K* de D. plexippus,
O. fasciatus e A. nerii;

Analisar a estrutura do sitio de ligacdo de cardenolideos nos modelos tridimensionais das
ATPo de Na'/K" de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii.

Analisar a interacdo dos cardenolideos de C. procera com os modelos tridimensionais das
ATPases de Na'/K" de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii.

Realizar uma andlise filogenética de insetos membros das familias Nymphalidae,

Lygaeidae e Aphididae
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3. METODOLOGIA

3.1 Bases de dados
ManarchBase (http://monarchbase.umassmed.edu/home.html)

National Center for Biotechnology Information (NCBI) - (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools)
Protein Data Bank (PDB) — (https://www.rcsb.org/)
European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) — (https://www.ebi.ac.uk/)

Orientations of Proteins in Membranes (OPM) — (https://opm.phar.umich.edu/)

3.2 Cardenolideos de Calotropis procera

As estruturas bidimensionais (2D) dos trinta e cinco cardenolideos de C. procera
foram construidas através do programa ACD/ChemSketch 2017.1.2 (Freeware). Os dados
estruturais descritos na literatura foram utilizados para a construcdo desses cardenolideos
(Tabela 1). O programa Chem3D 16.0 foi utilizado para gerar as estruturas tridimensionais
(3D) a partir das estruturas 2D desses cardenolideos. Além disso, 0 Chem3D 16.0 também foi
empregado para melhorar a qualidade das estruturas 3D através do processo de minimizagao
de energia antes da realizacdo dos ensaios de docking.

3.3 Classificacdo e Hidropaticidade dos Cardenolideos de Calotropis procera

Para definicdo dos grupos de cardenolideos, cada molécula foi classificada com
base nos ligantes associados ao nucleo esteroide e a por¢do de acucar ligado. A hidropacidade
foi calculada pelo programa MarvinSketch 17.29.0. O coeficiente de particdo do sistema
octanol-agua (logP) definido pelo programa foi aplicado para estimar o indice de
hidropaticidade. Os cardenolideos com valores de log P < 2 foram considerados mais polares,

e os cardenolideos com valores de log P > 2 foram considerados mais apolares.

3.4 Busca das sequéncias de subunidades o das ATPase de Na'/K"

Neste trabalho foram utilizadas sequéncias de aminoécidos de ATPa de Na'/K"
das espécies de inseto D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii, as quais sao hospedeiras da planta
C. procera. Foi utilizada a sequéncia da ATPa de Na'/K" de D. plexippus (MonarchBase no.:
DP0OGS214640) do Projeto Genoma Monarca, disponivel no banco de dados ManarchBase
(http://monarchbase.umassmed.edu/home.html). (ZHAN et al., 2011; ZHAN; REPPERT,
2013). Esse banco de dados fornece todas as informacdes disponiveis relacionadas ao genoma

de D. plexippus. Foi a partir do Projeto Genoma Monarca, realizado para descobrir a base


http://monarchbase.umassmed.edu/home.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools
https://www.rcsb.org/
https://www.ebi.ac.uk/
https://opm.phar.umich.edu/
http://monarchbase.umassmed.edu/home.html
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genética sobre a migracdo dessa espécie de borboleta, que foi possivel o sequenciamento e
caracterizacdo de seu genoma (ZHAN et al., 2011; ZHAN; REPPERT, 2013).

A sequéncia disponibilizada por esse banco de dados é de nucleotideos, logo, foi
necessario realizar a busca pela sequéncia de aminoacidos correspondente a ATPa de Na'/K*
de D. plexippus, que foi realizada por meio do BLASTxX. Essa sequéncia de aminoacidos
obtida pelo BLASTX, foi utilizada como sequéncia de consulta para identificar as sequéncias
de aminoéacidos das ATPa de Na'/K* de O. fasciatus e A. nerii, no entanto, para isso foi
utilizado o BLASTp.

O programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) é disponibilizado no

NCBI (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), e permite a identificacdo e comparacdo de
regides similares de sequéncias de nucleotideos e aminoacidos, que se encontram depositadas
no banco de dados do NCBI (GenBank), e calcula a significancia estatistica dessa
similaridade (MCGINNIS; MADDEN, 2004). Essa pesquisa é realizada a partir de uma
sequéncia de consulta, de nucleotideos ou aminoacidos.

O programa BLAST é dividido em cinco categorias de pesquisa, 0 BLASTn,
tBLASTn, tBLASTX, BLASTx e BLASTp. O BLASTn identifica e compara apenas
sequéncias de nucleotideos; o tBLASTn utiliza uma sequéncia de aminoacidos como consulta,
e essa sequéncia € comparada aos produtos traduzidos de sequéncias de nucleotideos; o
tBLASTX utiliza uma sequéncia de nucleotideo como consulta, essa sequéncia € traduzida
para uma sequéncia de aminoacidos correspondente e comparada aos produtos traduzidos de
sequéncias de nucleotideos; o BLASTX utiliza uma sequéncia de nucleotideo como consulta,
essa sequéncia é traduzida para uma sequéncia de aminoacidos correspondente e comparada
sequéncias de aminoacidos; e o BLASTp identifica e compara apenas sequéncias de
aminoacidos (MCGINNIS; MADDEN, 2004).

3.5 Alinhamento e Analise Filogenética
Os alinhamentos multiplos neste trabalho foram realizados pelo programa Clustal
Omega 1.2.4 (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (THOMPSON et al., 1994). Foi

empregada a matriz BLOSUM, selecionando com penalidades de gap padrdo para

alinhamento de pares de base (gap open: 10; gap extension: 0.1). As sequéncias de
aminodacidos alinhadas correspondem as sequéncias das ATPa de Na'/K™ utilizadas ao longo
deste projeto, incluindo as de D. plexippus, O. fasciatus, A. nerii e das espécies incluidas na

analise filogenética. Foi realizado também um alinhamento mdltiplo entre as sequéncias de


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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aminoacidos das ATPa de Na'/K* de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii com a sequéncia do
template utilizado na etapa de modelagem computacional.

Para analise desses alinhamentos foram utilizados dados preliminares na literatura
sobre 0s aminoacidos e as suas respectivas posi¢des na ATPo de Na'/K* que exercem alguma
influéncia na sensibilidade desta enzima aos cardenolideos.

A construcdo da arvore filogenética foi realizada atraveés do programa MEGA?,
utilizando um bootstrap com 1000 replicacdes (KUMAR et al., 2016). Foi utilizado o método
de Méaxima Verossimilhanca baseado no modelo de correcdo de Poisson (ZUCKERKANDL,;
PAULING, 1965). A éarvore foi desenhada em escala, e o comprimento dos ramos
corresponde ao numero de substituicdes por local. Todas as posi¢cGes contém lacunas e dados
ausentes foram eliminadas.

Para a anélise filogenética foi incluida sequéncias de aminoacidos de ATPa de
Na'/K" de insetos das mesmas familias de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii, as familias
Nymphalidae, Lygaeidae e Aphididae, respectivamente. A busca pelas sequéncias de
aminoéacidos foi realizada através do BLASTp. Um menor nimero de sequéncias das familias
Lygaeidae e Aphididae estdo disponiveis no GenBank portanto, ndo foi utilizado o mesmo
nimero de sequéncias para as trés familias. A selecdo das espécies teve a finalidade de
abranger insetos especialistas e generalistas de cada familia, totalizando vinte e seis espécies e

uma sequéncia de aminoacido de ATPa de Na*/K" de cada uma dessas espécies (Tabela 3).

Tabela 3 - Espécies de insetos utilizadas na construcdo e analise da arvore filogenética.

Espécies PDB ID Generalista  Especialista Sequestra Referéncias
(Familia) cardenolideos
Danaus plexippus AFU25676.1 v v ZHEN et al., 2012
(Nymphalidae)
Danaus eresimus AFU25674.1 4 4 ZHEN et al., 2012
(Nymphalidae)
Danaus genutia CCwW28387.1 v KHAN; RASTOGI,
(Nymphalidae) 2015
Danaus gilippus AFU25675.1 v v ZHEN et al., 2012
(Nymphalidae)
Danaus CCW28386.1 v KHAN; RASTOGI,
chrysippus 2015
(Nymphalidae)
Vanessa XP_026489696.1 - - N
tameamea
(Nymphalidae)
Lycorea halia AFU25681.1 4 ZHEN et al., 2012
(Nymphalidae)
Limenitis AFU25678.1 4 ZHEN et al., 2012
archippus

(Nymphalidae)
Bicyclus anynana ~ XP_023954937.1 - - _
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(Nymphalidae)

Tirumala CCw28398.1 -

septentrionis

(Nymphalidae)

Tirumala CCw28397.1 -

petiverana

(Nymphalidae)

Idea leuconoe CCw28391.1 -

(Nymphalidae)

Mechanitis CCwW28394.1 -

polymnia

(Nymphalidae)

Ideopsis juventa CCwW28392.1 -

(Nymphalidae)

Parantica aglea CCW28395.1 -

(Nymphalidae)

Amauris tartarea CCw28384.1 -

(Nymphalidae)

Euploea core CCw28389.1 KHAN: RASTOGI,
godartii 2015
(Nymphalidae)

Oncopeltus AFU25689.1 BRAMER et al,
fasciatus 2015

(Lygaeidae)

Lygaeus kalmii AFU25682.1 BRAMER et al,
(Lygaeidae) 2015

Aphis nerii AFU25665.1 ZUST et al., 2018
(Aphididae)

Aphis gossypii XP_027839184.1 v CHAUDHARY et
(Aphididae) al., 2009
Melanaphis XP_025206956.1 v CHAUDHARY et
sacchari al., 2009
(Aphididae)

Rhopalosiphum XP_026817451.1 v PEREIRA:
maidis SALVADORI,
(Aphididae) 2006

Myzus persicae XP_022167518.1 v ALl AGRAWAL,
(Aphididae) 2012
Acyrthosiphon XP_003243206.1 RAMSEY et al.,
pisum* 2010

(Aphididae)

Sipha flava XP_025412835.1 v GONZALES et al.,
(Aphididag) 2002

Fonte: Elaborada pelo autor. * Especialista em leguminosas (Fabaceae).

3.6 Modelagem Computacional

A construgdo dos modelos tridimensionais (3D) das ATPa de Na'/K® de D.
plexippus, O. fasciatus e A. nerii foi realizada através dos servidores SWISS-MODEL
(https://swissmodel.expasy.org/) (WATERHOUSE et al., 2018) e  Phyre2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) (KELLEY et al., 2015).

Essas ferramentas de bioinformatica permite a construgdo de modelos

tridimensionais através da modelagem por homologia, também conhecida como modelagem


https://swissmodel.expasy.org/
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
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comparativa. Esse método prediz a estrutura tridimensional da proteina de acordo com a
similaridade entre a sequéncia de aminoacidos da proteina modelada e a do template, no qual
deve ser >30-35% para que seja possivel a construcdo de modelos precisos (VITKUP et al.,
2001). O template consiste numa proteina com estruturas tridimensionais resolvidas por
métodos experimentais e que possui 0s seus dados depositados no Protein Data Bank (PDB).

A modelagem por homologia € considera hoje a técnica computacional mais
confidvel para predicdo de estrutura proteica. O seu processo de construcao do modelo por
modelagem ¢ dividido em quatro etapas principais: i) identificacdo de estruturas
tridimensionais resolvidas por métodos experimentais de possiveis templates, ii) alinhamento
da sequéncia de aminoacidos da proteina a ser modelada com a desses templates, iii)
construcdo do modelo tridimensional, e iv) avaliacdo da qualidade do modelo gerado
(KELLEY et al., 2015; WATERHOUSE et al., 2018).

3.7 Validagéo e Refinamento dos Modelos

Os modelos gerados na modelagem computacional foram validados quanto a
possiveis erros na sua estrutura tridimensional. As ferramentas utilizadas nesta validacao
foram o MolProbity (http://molprobity.biochem.duke.edu/) (CHEN et al., 2010), ProSA-web
(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007) e ERRAT
(http://servicesn.mbi.ucla.edu/ERRAT/) (COLOVOS; YEATES, 1993).

O MolProbity é um servidor da web de validacdo de estruturas que permite avaliar

a qualidade do modelo em niveis locais e globais, tanto para proteinas com para &cidos
nucleico. Através desse servidor, sdo avaliados os contatos de todos os atomos, a sua
geometria, o comprimento de ligacdo do backbone, e 0 impedimento estérico entre pares de
atomos ndo ligados. Os resultados da validacdo sdo apresentados em resumos e graficos, dos
quais esté o gréafico de Ramachandran (CHEN et al., 2010).

O gréfico de Ramachandran é o modo mais simples e sensivel para avaliar a
qualidade de uma estrutura proteica, no qual é descrito os angulos diedros ¢ (phi) e y (psi) de
todos os residuos de aminoacidos da estrutura de peptideos. Desse modo, os angulos diedros
dos residuos séo definidos como permitidos ou ndo permitidos. Os angulos ¢ e y dos residuos
sdo considerados ndo permitidos quando ha impedimento estérico (KLEYWEGT; JONES,
1996).

ProSA-web, por sua vez, calcula a pontuacdo de qualidade geral (estrutura
tridimensional da proteina) e local (posi¢cdo dos residuos de aminoacidos na sequéncia),

avaliando as coordenadas atomicas dos Ca da estrutura de entrada. Todos esses dados sdo


http://molprobity.biochem.duke.edu/
https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
http://servicesn.mbi.ucla.edu/ERRAT/
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plotados em gréficos. A qualidade geral da estrutura é indicada através do Z-score, no qual é
exibido em um gréafico junto com Z-scores de todas as cadeias polipeptidicas determinadas
experimentalmente e depositado no PDB. Por meio desse grafico é possivel verificar se o0 Z-
score da estrutura de entrada estd dentro da faixa de Z-scores das proteinas de tamanhos
similares. Quanto ao gréafico da qualidade local, é calculada separadamente a energia média de
fragmentos de dez e de quarenta residuos, os quais sdo plotados no mesmo grafico de maneira
distinta. Em geral, valores positivos neste grafico correspondem as regides contendo erros
estruturais (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

O ERRAT expressa em porcentagem o valor de qualidade geral da estrutura
proteica. Valores de erro da estrutura de entrada sdo calculados por compara¢do com
estruturas tridimensionais determinadas experimentalmente e depositado no PDB. Esses
valores de erros sdo plotados em fun¢édo da posicao dos residuos de aminoacidos da sequéncia
de entrada. Estruturas de alta resolucdo tém qualidade geral >95%, ja as estruturas de baixa
resolucdo (2,5 a 3A) tém qualidade geral proximo a 91% (COLOVOS; YEATES, 1993).

O refinamento dos modelos gerados na etapa de modelagem computacional foi

realizado com auxilio do GalaxyRefine (http://galaxy.seoklab.org/) (HEO et al., 2013) e do

Fragment Guided Molecular Dynamics (FG-MD) (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/FG-

MD/) (ZHANG et al., 2011). Ap6s o refinamento todos os modelos foram novamente
validados.

O GalaxyRefine consiste de uma ferramenta do servidor GalaxyWeb, o qual recria
as conformacgdes de todas as cadeias laterais. Esse modelo com as suas cadeias laterais
reelaboradas sdo entdo refinados por relaxamento da sua estrutura, por meio de simulacgdes de
dindmica molecular (HEO et al., 2013).

Ja 0 FG-MD utiliza simulacBes de dindmica molecular (MD) para refinar
estruturas proteicas em nivel atdbmico. Através de um alinhamento estrutural entre 0 modelo
de entrada e fragmentos de estruturas proteicas de alta resolucdo do PDB, essa ferramenta
busca corrigir as coordenadas de cada atomo do modelo, removendo choques estéricos e
ajustando os angulos de tor¢éo e as ligacdes de hidrogénio (ZHANG et al., 2011).

Adicionalmente, o programa PyMol 2.0.7 foi utilizado para calcular a raiz
quadrada do desvio médio (RMSD no inglés, root-mean-square deviation), e para visualizagdo
dos modelos e preparo de imagens utilizadas neste trabalho.

O RMSD (A) é obtido através do alinhamento de dois ou mais modelos
tridimensionais de proteinas, e informado como “RMS” na saida de texto do PyMol . O

RMDS ¢é utilizado para quantificar a similaridade entre duas ou mais estruturas


http://galaxy.seoklab.org/
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/FG-MD/
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/FG-MD/
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tridimensionais, por meio das coordenadas atdmicas dos Ca das estruturas alinhadas. Valores
mais proximos de zero significa maior similaridade entre as estruturas alinhadas (MAIOROV;
CRIPPEN, 1994).

3.8 Caracterizagao dos Modelos Tridimensionais

Os modelos 3D das ATPa de Na*/K" de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii que
apresentaram melhor qualidade, apos o refinamento, foram analisados quanto a posicdo de
dominios proteicos, atraves de dados disponibilizados no PDB e no European Bioinformatics
Institute (EMBL-EBI). A posicdo espacial desses modelos 3D, em relacdo & bicamada
lipidica, foi calculada pelo servidor Positioning of Proteins in Membrane (PPM 2.0),
disponivel no banco de dados Orientations of Proteins in Membranes (OPM). Por meio desse
servidor, também foi possivel a identificacdo exata das sequéncias de residuos de aminoacidos
que ficam incorporados na bicamada lipidica.

3.9 Acoplamento Molecular Computacional

O acoplamento molecular computacional, ou docking, foi realizado com as
estruturas 3D das ATPal de Na*/K* D. plexippus O. fasciatus e A. nerii e os cardenolideos de
C. procera. Essa etapa foi realizada pelo programa AutoDock Vina 1.5.6. O AutoDock é um
conjunto de ferramentas de acoplamentos automatizados, que permitem prever as melhores
conformac@es possiveis de interacdo entre ligante-macromolécula e sua afinidade (TROTT;
OLSON, 2010).

Para os procedimentos de docking, foram adicionados hidrogénios polares e
cargas de Gasteiger computorizadas as estruturas 3D das ATPal Na'/K" e aos cardenolideos.
Para o estabelecimento dos valores do grid box das estruturas 3D de ATPal Na'/K" foi
inicialmente mapeado os residuos de aminoacidos que influenciam na ligacao da ouabaina em
ATPo de Na'/K*, com base em dados estruturais descritos na literatura. As posicdes desses
residuos de aminoacidos sdo as mesmas identificadas e destacadas na etapa de alinhamento
maltiplo, descrita anteriormente. O espacamento padrio do programa de 0,375 A foi mantido
para as trés estruturas 3D, e os valores dos centros e das dimensdes estdo descritas na tabela 4.
O grid box cobriu regides extracelulares e transmembranares nas trés estruturas 3D das
ATPol de Na'/K”.
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Tabela 4 - Valores atribuidos no grid box por meio do programa AutoDock 1.5.6, aos
modelos das ATPal Na'/K" de Danaus plexippus, Oncopeltus fasciatus e Aphis nerii.

Espécie Centro Dimensao

X y z X y z
Danaus plexippus 146,593 18,119  -4,162 98 104 110
Oncopeltus fasciatus 139,591 18,411 2,927 126 102 106
Aphis nerii 139,865 16,71 1,559 126 108 126

Fonte: Elaborada pelo autor. O espagamento do grid box para as trés estruturas 3D foi de 0,375 A.

Nesta analise de docking, as estruturas 3D das ATPolde Na'/K® foram mantidas
rigidas, enquanto os cardenolideos foram tratados como ligantes flexiveis. A exaustividade foi
fixada em 15 e o numero de modos de ligacdo foi limitado a 10, com diferenca maxima de
energia de 4 kcal/mol. Os resultados gerados foram analisados e escolhidos com base na
coordenacdo dos cardendlideos na enzima (OGAWA et al., 2009) e afinidade de ligacdo
prevista. Os resultados foram analisados com o programa PyMOL 2.0.7 (Schrodinger, LLC).

Além disso, o PyMOL foi utilizado para preparar todas as imagens 3D.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Cardenolideos de Calotropis procera
Os trinta e cinco cardenolideos ja identificados em C. procera foram classificados em

trés grupos, com base nos ligantes associados ao nucleo esteroide e a por¢do de aclcar ligado
(Tabela 5).

Tabela 5 - Classificagdo dos cardenolideos de Calotropis procera.
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Fonte: Elaborada pelo autor. *: Estrutura da genina de cardenolideos. * Akhtar et al., 1992; ®: Shaker et
al., 2010; ® Elgamal et al., 1999; % Bruschweiler et al., 1969; ®: Mohamed et al., 2015; : Kanojiya;
Madhusudanan, 2010; % Ibrahim et al., 2014; " Hanna et al., 1999; : Sweidan; Zarga, 2015; ': Desheesh
etal., 2004; : Quaquebeke et al., 2005.

O grupo 1 é composto por cardenolideos sem a porcéo de acglcar, denominados de
geninas, ou agliconas (Tabela 5). Desse grupo, a proceragenina é o Unico cardenolideo ja
identificado em C. procera que ndo possui henhum ligante em C-3, e que possui um grupo
hidroxila em C-7. No grupo 2, 0 menor grupo, estdo presentes os cardenolideos com um ou
dois residuos de agucar, a glicose e a ramnose. O residuo de acUcar esta ligado através de seu
grupo hidroxila de C-1 ao C-3 do nucleo esteroide (Tabela 5).

Ja no grupo 3 estéo inclusos todos os cardenolideos com 2,3-ligagdes ciclicas, que
consiste em uma hexose ligada aos C-2 e C-3 do nucleo esteroide. Esse € o maior grupo e
mais heterogéneo. Os cardenolideos desse grupo foram agrupados em trés grupos menores,
grupos 3.1, 3.2 e 3.3. O grupo 3.1 é composto por cardenolideos que ndo possuem um grupo

hidroxila em C-19 do nucleo esterdide (gomfoside e afroside). No grupo 3.2 estdo 0s
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cardenolideos que possuem o grupo hidroxila em C-19, no qual pode estar no estado oxidado
ou reduzido. O grupo 3.3 se distingue do 3.2 pela presenca de um grupo tiazolidina ligado na
hexose (Tabela 5).

O indice de hidropaticidade dos trinta e cinco cardenolideos esta representado na
Tabela 6. Todos os cardenolideos apresentaram um gradiente uniforme de polaridade, com
valores de -0.474 (uzarina) a 3.743 (B-anhidroepidigitoxigenina).

Tabela 6 - Hidropaticidade dos cardenolideos de Calotropis procera.

Cardenolideos LogP  Polaridade
Uzarina -0.474 Mais
123-hidroxicoroglaucigenina 0.566 hidrofilico
Procegenina A 0.566
3-[B-(4-O-B-D-glucopiranosil-B-D-6-desoxiallopiranosil)oxi] 0.573

uzarigenina

Procegenina B 0.870
15B-hidroxicalactina 0.889

Afrogenina 0.918
Calotropagenina 1.026

Frugoside 1.063

Calotoxina 1.274
Deglucouzarina 1.297
B-tetrahidro-uscharidina 1.396
Calactoprocina 1.532

Proceraside A 1.818

Siriogenina 1.837

Ischaridina 1.840

Afroside 1.856

Calotropina 1.964

Calactina 1.964
B-Anhydroepidigitoxigenin-33-O-B-glucopiranoside 1.972

15B- hidroxi-uscharina 2.103
2,19-epoxi-3p,14B-dihidroxi-19-metoxi-Sa-card-20(22)-enolide 2.152

Asclepina 2.405

Ischarina 2.408
2”-0xovoruscharina 2.517

Uscharidina 2.756
Dihidrouscharina 2.864

Gomfoside 2.931
Dihidrovouroscharina 3.044
Uzarigenina 3.067
Proceragenina 3.109

Uscharina 3.178
Uzarigenone 3.275
\Voruscharina 3.310 Mais

B-anhidroepidigitoxigenina 3.743  hidrofébico
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Fonte: Elaborada pelo autor. O logaritmo decimal do coeficiente de particdo (Log P) estd disposto em ordem
crescente de Log P. Cardenolideos mais hidrofobicos possuem valores de Log P > 0, e os cardenolideos mais
hidrofilicos possuem valores de Log P < 0 (BJELCIC et al., 2019). O valores de Log P foram abtidos através do
software MarvinSketch 17.29.0.

Essa grande diversidade estrutural de cardenolideos sintetizados por C. procera,
bem como a variedade no grau de polaridade desses metabdlitos, pode esta relacionada com a
coevolucdo entre C. procera e seus respectivos herbivoros. Assim, esse processo de
coevolucdo resultaria na seletividade desses cardenolideos aos diferentes herbivoros, de modo
que um cardenolideo pode exercer efeitos tdxicos em uma espécie de herbivoro com mais
intensidade do que em outras espécies.

E notdria a complexidade dos mecanismos de defesa desenvolvidos pelos
herbivoros para superar os efeitos tdxicos dos cardenolideos, e de seu papel em induzir a
planta a reformular seus mecanismos de defesa contra tais herbivoros. Assim, a
insensibilidade das ATPa de Na*/K* de D. plexippus O. fasciatus e A. nerii aos cardenolideos
parecem agir como forca motriz sobre a variedade estrutural dos cardenolideos sintetizados
por C. procera.

Além disso, a especificidade com relagdo a polaridade dos cardenolideos para o
sequestro sugere haver seletividade desses metabdlitos sobre as ATPa de Na'/K® desses
insetos. Assim, possivelmente os cardenolideos que ndo sao sequestrados por esses herbivoros
sdo capazes de se ligarem com maior afinidade em seu sitio de ligagdo nessas ATPo de
Na'/K*, em relacdo aos cardenolideos que ndo sdo sequestrados. De modo que a seletividade
desses metabolitos a essas enzimas esta diretamente relacionada a sua polaridade.

No entanto, por meio do trabalho de Tao et al. (2016), descrito anteriormente, é
demonstrado um exemplo de “trade-off” em D. plexippus, no qual demonstra que 0s
cardenolideos apolares também sdo absorvidos pelo organismo desse inseto. Logo, pode-se
propor que ha cardenolideos que sdo especificamente sequestrados por D. plexippus e que séo
capazes de inibir sua ATPa de Na'/K", no entanto, a toxicidade é dependente da dose, uma
vez que a taxa de sobrevivéncia de D. plexippus foi inversamente proporcional & concentragdo
de cardenolideos apolares em Asclepias (TAO et al., 2016).

Assim, é possivel que C. procera sintetize cardenolideos seletivos aos herbivoros
D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii, e que essa seletividade abrange também aos que séo

sequestrados por esses insetos.
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4. 2 Modelagem computacional e caracterizacdo dos modelos tridimensionais

Os modelos 3D das ATPal de Na'/K" de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii
gerados pelos servidores Swiss Model (Modelo 1) e Phyre2 (Modelo 2) utilizaram como
template a estrutura cristalografica da ATPase de Na'/K" da glandula retal de tubardo da
espécie Squalus acanthias (PDB ID: 3a3y e 2zxe, respectivamente). Os modelos 3D de D.
plexippus, O. fasciatus e A. nerii apresentaram alta similaridade com as estruturas dos
templates, com identidade entre 70 % a 76,26 %. As estruturas 3D desses templates foram
resolvidas por cristalografia de raios-X com resolugdes de 2,80 A e 2,4 A, respectivamente.

A estrutura cristalografica do template 3a3y foi resolvida na conformacéo
acoplada a ouabaina, enquanto que estrutura do template 2zxe foi resolvida na conformacéo
nativa da enzima. Este trabalho tem a finalidade de gerar modelos 3D com conformacdes as
mais semelhantes possiveis de sua estrutura nativa. Assim, os modelos 2, gerados pelo
servidor Phyre2, no qual utilizou o template 2zxe, seriam o0s modelos 3D ideais para
prosseguir com as analises deste trabalho. No entanto, para assegurar a qualidade dos modelos
3D escolhidos, ambos os modelos 1 e 2 foram validados e refinados.

A validacao desses modelos 3D foi realizada pelos servidores MolProbity, atraves
do diagrama de Ramachandran, e pelos servidores ProSA-web e ERRAT (Tabela 7).
Segundo o exposto pelo diagrama de Ramachandran e pelo ERRAT, todos os modelos 1 de
D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii possuiam melhor qualidade.

Entretanto, o z-score, calculado pelo ProSA-web, dos modelos 1 das ATPal de
Na'/K* de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii (-11,65, -10,95 e -11,84, respectivamente)
foram os valores mais distantes do z-score de seu template 3a3y, que corresponde a -10,8.
Quanto maior é a diferenca entre os valores do z-score do modelo e de seu template menor € a
qualidade do modelo, uma vez que esses valores correspondem as coordenadas atdbmicas dos
Ca da estrutura. Portanto, de acordo com os dados gerados pelo ProSA-web, os modelo 2 das
ATPal de Na'/K" de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii, que apresentaram z-score de -
11,97, -11,37 e -12,16, respectivamente, possuem melhor qualidade, uma vez que seu

template 2zxe possui z-score de -11,35 (Tabela 7).


https://swissmodel.expasy.org/templates/3a3y.1
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Tabela 7 - Validagdo dos modelos tridimensionais das ATPal de Na'/K" de Danaus
plexippus, Oncopeltus fasciatus e Aphis nerii gerados pelos servidores Swiss Model (Modelo
1) e Phyre2 (Modelo 2).

Espécies (Modelo) Molprobity (%) ProSA- ERRAT
Regides Regides Outliers web (%)
favoraveis  permitidas (z-score)

Danaus plexippus Q) 95,2 99,3 7 -11,65 95,719
(2) 94,8 99,2 8 -11,97 92,464

Oncopeltus fasciatus (1) 95,5 99,7 3 -10,95 95,492
(2) 94,8 99,4 6 -11,37 92,850

Aphis nerii (1) 95,3 99,5 5 -11,84 96.118
(2) 94,3 99,1 9 -12,16 90,974

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os servidores Refine e 0 FG-MD foram utilizados para o refinamento dos
modelos 1 e 2 das ATPol de Na'/K' de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii. Apds o
refinamento de todos os modelos 1 e 2, foi realizado novamente a validacdo pelos servidores
MolProbity, ProSA-web e ERRAT (Tabela 8).

Tabela 8 - Validagdo dos modelos tridimensionais refinados das ATPal de Na'/K* de Danaus
plexippus, Oncopeltus fasciatus e Aphis nerii gerados pelos servidores Swiss Model (Modelo
1) e Phyre2 (Modelo 2).

Espécies Servidores Molprobity (%) ProSA- ERRA
Regides Regides Outliers web T (%)

favoraveis permitidas (z-score)
Danaus 1) Refine 98.9 99.9 1 -11,66  93.571
plexippus FG-MD 91,5 98,2 18 -11,78  94.501
(2)  Refine 98,8 100,0 0 -12,36 96,524
FG-MD 89,8 98,0 20 -11,96 93,068
Oncopeltus 1) Refine 99,2 100 0 -11,29 94,479
fasciatus FG-MD 91,0 98,2 18 -10,97 94,094
(2)  Refine 98,9 100 0 -11,62 93,827
FG-MD 90,3 98,3 17 -11,45 94,507
Aphis nerii 1) Refine 99,0 99,9 1 -12,2 96,636
FG-MD 90,2 98,2 12 -11,95 95,719
(2)  Refine 98,6 100 0 -12,5 94,507
FG-MD 89,4 97,5 25 -12,26 93,820

Fonte: Elaborada pelo autor. Os servidores de refinamento utilizados foram o Refine do GalaxyWEB e 0 FG-
MD.

Apbs o refinamento pelo servidor GalaxyRefine, € possivel demonstrar que 0s
modelos 2 das ATPal de Na'/K® de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii, gerados pelo
servidor Phyre 2, apresentaram 6tima qualidade (Tabela 8), permitindo utiliza-los nas analises
adiante desse projeto. Assim, todos os dados apresentados a seguir foram obtidos a partir de
estudos utilizando apenas os modelos 2 de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii.
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Por meio do programa PyMOL 2.0.7., foi realizado, separadamente, o
alinhamento estrutural de cada modelo 3D das ATPal de Na'/K' de D. plexippus, O.
fasciatus e A. nerii, com a estrutura utilizada como template em suas construcfes (PDB ID:
2zxe), no qual apresentaram RMSD de 0,245 A, 0,255 A e 0,26 A, respectivamente. Esses
valores de RMSD indicam uma boa semelhanca entre os modelos 3D avaliados e o template.

Esses valores de RMSD correspondem as similaridades entre as coordenadas
atdbmicas dos C-a dos modelos 3D de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii com as do template
2zxe, e quanto mais proximo de zero menor serd a diferenga entre essas coordenadas, e
melhor seré a qualidade do modelo 3D avaliado (MAIOROV; CRIPPEN, 1994).

Os dominios citoplasmaticos A, P e N, e as hélices transmembranares (aM1-10)
dos modelos 3D de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii foram identificados e estdo
detalhados na Tabela 9 e Figura 6. Essa identificagdo foi realizada por meio dos dados do
template 2zxe que estdo depositados do EMBL-EBI, e do alinhamento estrutural dos modelos
3D de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii com o modelo 3D do template, através do
programa PyMOL 2.0.7.

Tabela 9 - Posicdo dos segmentos de aminoacidos das ATPol de Na'/K* de Danaus
plexippus, Oncopeltus fasciatus e Aphis nerii correspondentes aos dominios citoplasmaticos
(A, P e N) e transmembranares (aM1-10).

Espécie Dominio  Posicao Sequéncia de aminoéacidos Posicao
inicial final
Danaus plexippus A 23 QELDIDY...GPNALTP 68
M1 73 PEWVKFC... YGIVAST 107
M2 113 DDHLYLG... IFSYYQE 137
A 148 KNMVPQF... SGLDTGE 267
M3 268 TPIAKEI... FIIAFIL 299
M4 302 HWLDAVI... TAKRMAS 339
P 362 DKTGTLTQNRMTV 374
N 375 AHMWFDN. .. DPPRAAV 585
P 586 PDAVAKC... NFASIVT 746
M5 741 FASIVTG... LAFILCD 783
M6 789 GTVTILC... AIALAYE 811
M7 832 NERLISM... FVIMAEN 862
M8 893 TYRDRKA... WADLIIC 923
M9 937 NWALNFG. . .AAFLSYT 957
M10 970 KLVWWLP... REFYLRRN 998
Oncopeltus fasciatus A 22 QELDIDY... GPNALTP 67
M1 72 SEWVKFC... YFITSTT 106
M2 112 DNHMYLG. .. VFSYYQE 136
A 147 KNMVPQF... SGLDTGS 266
M3 267 TPIAREI... FIIAFAM 298
M4 301 FWLDAVV. . .TAKRMAA 338
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P 361 DKTGTLTQNRMTV 373
N 374 AHMWFEDN. . .DPPRAAV 584
P 585 PDAVAKC...NFASIVT 745
M5 740 FASIVTG. ..LANVVLN 782
M6 788 GAVTILC...AISLAYE 810
M7 831 NERLISL...FVIMAEN 861
M8 892 TYKERKA...WADLIIS 922
M9 936 NWALNFG. . .AAFLSYC 956
M10 969 KEVWWLP. .KYYLRRY 997
Aphis nerii A 62 ODPYLDY...GPNTLTP 107
M1 112 PEWIKFA...HTAETST 146
M2 152 DDYFYLG...IFSYYQQ 176
A 414 AHMWFEDN. . .DPPRAAV 627
M3 307 TPIAREI...FIIALMM 338
M4 341 YWLDAII...TAKRMAS 378
P 401 DKTGTLTQONRMTV 413
N 414 AHMWFEDN. . .DPPRAAV 627
P 628 PDAVAKC...NFASIVT 788
M5 783 FASIVTG...IAFIMLS 825
M6 831 GAIAILC...AISLGYE 853
M7 874 NNRLISL...FVIMAEN 904
M8 935 TYQDRKS...WANLIIC 965
M9 978 NMALNFS...ALFLCYL 999
M10 1012 KWTWWIP...KFYIRRN 1040

Fonte: Elaborada pelo autor. Os segmentos listados de 1-10 correspondem a sequéncias de aminoacidos
correspondentes aos dominios transmembrares aM1-10, respectivamente. A tabela foi reproduzida com base nos
dados da ATPase de Na'/K* do template (PDB ID: 2zxe).



46

Figura 6 - Organizacdo estrutural dos dominios citoplasmaticos (P, N e A) e das hélices
transmembranares («M1-10) dos modelos tridimensionais das ATPal de Na'/K" de Danaus
plexippus (A), Oncopeltus fasciatus (B) e de Aphis nerii (C) incorporados na bicamada
lipidica.
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Fonte: Elaborada pelo autor. As linhas pontilhadas horizontais azuis correspondem aos limites aproximados da
bicamada lipidica, calculado pelo servidor PPM 2.0. Os fons Mg?, F* e K* estdo representados por esferas de
cor verde, cinza claro e roxo, respectivamente. Os dominios A, P e N, e as hélices transmembranares sao
descritos usando os seguintes cddigos de cores: marrom [dominio de ligagdo a nucleotideos (N)], azul [dominio
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de fosforilagdo (P)], limon [dominio atuador (A)], verde (aM1-2), vermelho (aM3-4), amarelo (aM5-6), cinza
(aM7- 8) e laranja (aM9— 10). Figura produzida com o programa PyMOL 2.0.7.

A posicdo espacial das ATPal de Na'/K" de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii
em relacdo a bicamada lipidica foi calculada pelo servidor Positioning of Proteins in
Membrane (PPM 2.0), disponivel no banco de dados Orientations of Proteins in Membranes
(OPM) (Figura 6). Por meio desse servidor, também foi possivel a identificacdo exata das
sequéncias de residuos de aminoacidos que ficam incorporados na bicamada lipidica (Tabela
10).

Tabela 10 - Posicdo dos segmentos de aminoéacidos das ATPal de Na'/K® de Danaus
plexippus, Oncopeltus fasciatus e Aphis nerii correspondente as hélices transmembranares
(aM1-10) que ficam incorporados na bicamada lipidica.

Espécie oM Posicéo Sequéncia de aminoéacidos Posicéo

inicial final

Danaus plexippus 1 74 EWVKFCK. ..CFIAYGI 103
2 114 DHLYLGI...TGIFSYY 135

3 277 FIHLITG...FIIAFIL 299

4 306 AVIFLIG... PEGLLAT 325

5 761 SIAYTLT...FLAFILC 782

6 790 TVTILCI...DMVPAIA 807

7 836 ISMAYGQ...FFVYFVI 858

8 901 EFTCHTA...WADLIIC 923

9 938 WALNFGL. . .LSYTPGM 960

10 971 LVWWLPA...LSIFIYD 988

Oncopeltus fasciatus 1 73 EWVKFCK...CFVAYFI 102
2 113 NHMYLGL...TGVFSYY 134

3 276 CGDHTVM. . .FIIAFAM 298

4 305 AVVFLIG...LATVTVC 328

5 759 KSIAYTL...FLANVVL 781

6 789 AVTILCI...MVPAISL 807

7 834 LISLSYG...FFVYFVI 857

8 902 TCHTAFF...ADLIISK 923

9 937 WALNFGL. . .AAFLSYC 956

10 970 FVWWLPG...FIYDEVR 990

Aphis nerii 1 113 EWIKFAK...CFLAHTA 142
2 153 DYFYLGV...TGIFSYY 174

3 316 FVNFVNI...FIIALMM 338

4 343 LDAIIFM. ..PEGLLAT 364

5 803 SITYTLS...FIAFIML 824

6 832 AIAILCI...MVPAISL 850

7 877 LISLAFG...FFTYFVI 900

8 945 TCHTGFF...ANLIICK 966

9 980 MALNFSL...ALFLCYL 999

10 1013 WIWWIPP...FIYDEVR 1033

Fonte: Elaborada pelo autor. Os segmentos listados de 1-10 correspondem as hélices transmembrares aM1-10,
respectivamente. A tabela foi reproduzida com auxilio do servidor Positioning of Proteins in Membrane (PPM
2.0), disponivel no banco de dados Orientations of Proteins in Membranes (OPM).
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Os modelos 3D das ATPal de Na'/K" de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii
geradas neste trabalho apresentaram as caracteristicas tipicas de todas as ATPases de Na'/K",

com o numero de dez segmentos transmembranares (aM1-10) (MORTH et al., 2011).

4.3 Alinhamento de sequéncias de aminoacidos de ATPal de Na'/K*

O alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos das ATPal de Na'/K* de D.
plexippus, O. fasciatus, A. nerii e do template 2zxe demonstrou haver alta similaridade, uma
vez que as ATPases de Na'/K" consistem de enzimas altamente conservadas (MORTH et al.,
2011). O template utilizado neste trabalho consiste em uma enzima sensivel aos
cardenolideos, portanto, a ouabaina é capaz de se ligar em seu sitio de ligacdo nesta enzima
(OGAWA et al., 2009). Assim, a sequéncia de aminoacidos da ATPo de Na'/K" do template
2zxe foi utilizada para fazer uma analise comparativa entre sua sequéncia e as de D.
plexippus, O. fasciatus e A. nerii.

A similaridade entre as sequéncias de aminoécidos das ATPal de Na'/K" de D.
plexippus, O. fasciatus e A. nerii com a do template foram de 75,62 %, 73,92 % e 67,90 %,
respectivamente. Ja a similaridade das sequéncias dos herbivoros entre si foi maior, com
valores de 85,11 % entre D. plexippus e O. fasciatus, 77,42 % entre D. plexippus e A. nerii, e
76,65 % entre O. fasciatus e A. nerii.

Essa maior similaridade entre as sequéncias de aminoacidos das ATPal de
Na'/K" de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii, com relacdo a do template, ja seria esperado,
visto que esses trés insetos sdo semelhantes quanto a serem resistentes aos efeitos toxicos dos
cardenolideos (PETSCHENKA et al., 2013; LOHR et al., 2017; ZUST et al., 2018). No
entanto, sdo poucas substituicdes de aminoacidos nas sequéncias de ATPal de Na'/K" desses
herbivoros que levam a reducdo na sensibilidade aos cardenolideos. As posicBes de residuos
de aminoécidos que causam alguma influéncia na sensibilidade de ATPa de Na'/K" estdo
destacadas na figura 7, destacando as substituicbes de aminoacidos na sequéncia dos trés
herbivoros.
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Figura 7 - Alinhamento de secgbes das sequéncias de aminoacidos da ATPo de Na'/K" da
glandula retal de tubardo da espécie Squalus acanthias (PDB ID: 2zxe) e das ATPal de
Na'/K" de Danaus plexippus, Oncopeltus fasciatus e Aphis nerii.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Sdo apresentadas apenas as regides onde estéo localizadas as posi¢des dos residuos
de aminoacidos que causam alguma influéncia na sensibilidade de ATPo de Na*/K", os quais estdo sombreados
com a cor cinza. As vinte posi¢des que estdo destacados foram identificados a partir de dados estruturais ja
descritos na literatura. A numeragdo dos aminodcidos e a identificacdo das hélices (dentro dos quadrados)
correspondem a ATPal de Na*/K* de D. plexippus. O alinhamento foi realizado através do programa Clustal
Omega Asteriscos representam residuos de aminodcidos idénticos; dois pontos representam substituicdes
conservadas; um ponto representa representam substituicbes semi-conservadas. Q: glutamina; V: valina; T:
treonina; E: glutamato; D: aspartato; N: Asparagina; H: histidina; S: Serina; F: fenilalanina; Y: tirosina; I:
Isoleucina; G: glicina; A: alanina; L: leucina; R: arginina. 104 e 115: Price; Lingrel, 1988; 309, 776, 790, 797:
Qui et al., 2003; 302, 305, 307, 308, 312, 790: Qui et al., 2005; 312, 315, 316, 320, 321, 322, 323, 776, 779, 790,
797: Ogawa et al., 2009; 312, 315, 316, 776, 779, 790: Yatime et al., 2011 e 305, 307, 308, 312, 315, 316, 776,
790: Dobler et al., 2012.

Entre as vinte posicdes destacadas como relevantes por influenciar na
sensibilidade de ATPa de Na'/K®, onze estdo localizadas na hélice transmembranar aM4,
entre a posicdo 302 e 323 (Figura 7). O segmento entre os residuos G*® e G3*' da enzima
corresponde a regido da ATPa de Na'/K™ que sofre o maior rearranjo estrutural desencadeado
pela interacdo da ouabaina, causando o aumento no tamanho de sua cavidade de ligacdo na
enzima (OGAWA et al., 2009; YATIME et al., 2011).

As substituicdes Q104V e N115H encontradas na ATPal de Na'/K" de D.
plexippus, ja foram descritas anteriormente como substituicdes que alteram potencialmente a
sensibilidade da enzima aos cardenolideos (DOBLER et al., 2012).

Na ATPal de Na'/K"* do pulgdo A. nerii foi identificado as substituicdes Q104E e
N115Y (Figura 7). A substituicdo Q104E tambeém foi observada por Dobler et al. (2012) em
uma espécie ndo identificada do género Largus, também da ordem hemiptera e que utiliza
plantas contendo cardenolideos como hospedeiras, no entanto, o trabalho ndo identificou os

efeitos dessa substituicdo na enzima.
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As substituicbes Q104V e N115Y, bem como Q104E e N115H, torna essa regido
de aM1-2 apolar e com carga, respectivamente. Esse tipo de substitui¢do, de um residuo sem
carga na cadeia lateral por um residuo com carga, foi também responsavel por conferir a
ATPa de Na'/K* de rato resisténcia a ouabaina (PRICE; LINGREL, 1988). Por meio de
ensaios de mutagénese, com ATPo de Na'/K" de rato, as substituicdes por aminoacidos com
carga positiva (Q104R e N115H) foram responsaveis pela resisténcia desta enzima a inibicéo
por ouabaina (PRICE; LINGREL, 1988).

A substituicdo Q104T na ATPal de Na'/K' de O. fasciatus ndo reduz a
sensibilidade dessa enzima aos cardenolideos, havendo a necessidade de pelo menos outras
duas substituicdes de residuos de aminoacidos em outras posi¢fes na sua sequéncia proteica,
para lhe conferir a insensibilidade aos cardenolideos (ZHEN et al., 2012). A substituicdo
Q104T ndo altera a polaridade e a carga nessa posi¢do, como ¢ observado nas ATPal de
Na'/K" de D. plexippus e A. nerii, logo, pode-se pressupor que a polaridade e a mudanca de
carga nas posicOes 104 e 115 estdo diretamente relacionadas a reducao na sensibilidade das
ATPal de Na'/K".

A posicdo 302 (Loop aM3-4) das ATPal de Na*/K" de D. plexippus, O. fasciatus
e A. nerii mostrou-se também variavel (Figura 7). Foi observado nas sequéncias de D.
plexippus, O. fasciatus e A. nerii a substituicdo de serina por histidina, fenilalanina e tirosina,
respectivamente. Semelhante ao que ocorre nas posicdes 104 e 115, as substituicdes em 302
observadas nos trés herbivoros também alteram a carga e a polaridade dessa posicao, uma vez
que histidina tem sua cadeia lateral carregada positivamente, e fenilalanina e tirosina possuem
cadeias laterais apolares.

A posicdo 302 parece exercer um papel critico na ligacdo de cardenolideos em
ATPa de Na'/K*. Como citado anteriormente, a ligagio da ouabaina na ATPa de Na'/K*
sensivel desencadeia um maior rearranjo estrutural no segmento de aminoacidos entre 0s
residuos G*® e G*! (OGAWA et al., 2009; YATIME et al., 2011), de modo que substituicdes
de residuos neste segmento de aminoacidos podem desencadear mudancas drésticas na
afinidade de ligagdo de ATPa de Na'/K" aos cardenolideos, ao interferir em seu rearranjo
estrutural.

Além disso, através de ensaios de docking molecular Qiu et al. (2005),
observaram em uma ATPa de Na*/K* sensivel o residuo T envolvido em uma ligagéo de
hidrogénio com um grupo hidroxila do agucar da ouabaina. Assim como a treonina, a serina €
um residuo com sua cadeia lateral polar e sem carga, e sua substituicdo por residuos com

carga na cadeia lateral, ou por residuos apolares e com grupos aromaticos, como encontrado
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nas espécies de herbivoros estudadas nesse trabalho, pode ser um fator téo relevante quanto as
substituicdes Q104V e N115H no contexto da insensibilidade de ATPo de Na'/K® aos
cardenolideos.

Os rESidUOS FSOQ’ 6312, V315, ASlG, E320, G321, LSZZ, LSZS, F776, D797 foram
conservados nas ATPal de Na'/K" de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii (Figura 7). Esses
mesmos residuos s@o conservados em outras espécies insensiveis aos cardenolideos, além das
trés espécies trabalhadas nesse projeto. Isso foi observado em Empyreuma pugione e
Pygoctenucha terminalis (Lepidopteras), espécies que sequestram cardenolideos de suas
plantas hospedeiras, e diferem apenas na substituicdo Q104L em relagdo a ATPa de Na'/K"
de Sus scrofa, no qual é uma espécie sensivel aos cardenolideos (DOBLER et al., 2015).

Anteriormente, Qui et al. (2005) por meio de trabalhos com quimeras de ATPa de
Na'/H" de rato, uma enzima que ndo se liga a ouabaina, demonstraram que a adicdo de sete
residuos de aminoacidos, E3®, V3%, 3% e G312 de aM4, e F''®, T e D' de aM6-7, foram
capazes de conferir a essa ATPo de Na'/H" a capacidade de ligagdo & ouabaina (QIU et al.,
2005).

No entanto, a adicdo de apenas os trés residuos F'’°, T e D’¥" na ATPa de
Na'/H" n&o foi capaz de conferir-lhe a capacidade de ligagdo & ouabaina (QIU et al., 2005). A

F'’® e D™ na afinidade de ligacdo & ouabaina esta diretamente

influéncia dos residuos
relacionada as mudancas na conformacgdo da ATPa de Na'/K", que sdo desencadeadas pela
interacdo da ouabaina (QIU et al., 2003; OGAWA et al., 2009).

Quimeras de ATPa de Na*/H" que continha em sua sequéncia de aminoacidos a
adicdo de apenas um residuo (E3®, V3 13 ou G*'%) foram capazes de conferir a essa enzima
a capacidade de ligacdo a ouabaina (QIU et al., 2005). Entretanto, as quimeras que
apresentaram afinidade de ligacdo a ouabaina mais préxima de ATPa de Na'/K" sensiveis
eram as ATPa de Na'/H" que possuiam em sua sequéncia de aminoacidos os sete residuos,
E3°5, V307, |308, G312, F776, T7% o D797 (QIU et al., 2005).

A substituicdo de apenas um dos residuos E3*®, V3% 3% e G2 na quimera que
continha F'’®, T'® e D’¥, j4 era observado uma reducdo significativa na capacidade de
ligagdo da ouabaina na ATPa de Na*/H" (QIU et al., 2005).

Na ATPal de Na'/K* de D. plexippus dentre os sete residuos identificados por
Qiu et al. (2005) apenas o glutamato da posicdo 305 foi substituido por um aspartato (Figura
7), mas ambos tem natureza hidrofilica e com carga negativa na cadeia lateral. Essa
substituicdo pode ser resultado de uma mutacdo de transversdo, e ndo estar relacionada a

necessidade do organismo em superar a toxicidade causada pelos cadernolideos. A
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substituicdo E305D € encontrada em espécies de inseto que ndo sdo expostos aos
cardenolideos (DOBLER et al., 2015), de modo que seja provavel que essa mudanca de
aminoacidos tenha surgido no inicio da divergéncia evolutiva na classe Insecta.

Além disso, como citado anteriormente, a substituicdo de pelo menos um residuo

E3%, V37 1398 e G3'2 ¢ responsavel pela diminuigdo na capacidade da ATPa de Na*/H*

dentre
de se ligar a ouabaina (QIU et al., 2005). Nas ATPa de Na*/K" dos trés herbivoros avaliados
neste trabalho é observado a substituicdo de pelo menos um desses residuos em D. plexippus
(E305D), e de dois residuos em O. fasciatus (E305D e 1308V) e A. nerii (E305D e V3071)
(Figura 7).

Assim, substituices dos residuos E3%®, V¥ 3% G2 F76 770 o DT

, |308, G* si0 o suficiente para conferir a ATPa de Na*/K*

especialmente nos E3%°, V3"
insensibilidade aos cardenolideos. Isso é observada nas ATPa de Na'/K" de D. plexippus, O.
fasciatus e A. nerii, que sdo enzimas insensiveis aos cardenolideos e que possuem pelo menos
uma substituicdo desses aminoacidos (Figura 7).

A substituicdo T790A esta presente nas ATPal de Na'/K* de O fasciatus e A.
nerii (Figura 7), e consiste em uma substituicdo relevante, na qual foi capaz de conferir
resisténcia & ouabaina em ATPa de Na'/K' de células de mamiferos (FENG; LINGREL,
1995).

O oxigénio da cadeia lateral de T'*° forma ligacdo de hidrogénio com o grupo
hidroxila de C14 da ouabaina, no qual consiste em um grupo conservado nos cardenolideos.

T'% é essencial para ligacdo de alta afinidade da ATPa de Na*/K* aos

Assim, o residuo
cardenolideos (KHALID et al., 2014).

A substituicdo T790A leva a perda da capacidade de formar ligacBes de
hidrogénio nessa posi¢cdo da sequéncia (FENG; LINGREL, 1995), gerando uma reducdo na
afinidade de ligacdo das ATPul de Na'/K" de O. fasciatus e A. nerii aos cardenolideos. Essa
mesma substituicdo T790A foi identificada por Dobler et al. (2015), em Lygaeus kalmii, uma
espécie também da ordem hemiptera e sequestradora de cardenolideos.

O residuo T* age também em conjunto com F'” para ligar o glicosideo cardiaco
e inibir ATPa de Na'/K" sensiveis (PALASIS et al., 1996). Assim, a substituicio T790A na
ATPol de Na'/K* de O. fasciatus e A. nerii impede ou dificulta o cardenolideo de ficar
acomodado na aM5. Esse efeito de impedir a acomodacéo do cardenolideo em sua cavidade
de ligacdo na enzima de O. fasciatus é ainda acrescido pela substituicdo F779N. De modo que

nao haveria interacdes o suficiente para estabilizar o acoplamento de cardenolideos na ATPal

de Na'/K" de O. fasciatus.
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Outro fator que reduz a sensibilidade da ATPal de Na'/K" de O. fasciatus sdo as
substituigdes D114N (aM2) e R965Q (Loop aM9-10). Os residuos D** e R formam
interacdes idnicas entre si e, apesar de ndo atuarem diretamente na ligacdo da ouabaina, a
substituicdo de pelo menos um desses residuos por um residuo sem carga na cadeia lateral, tal
como ocorre na ATPal de Na'/K" de O. fasciatus, é capaz de causar uma reducdo dréastica na
afinidade de ligacdo (OGAWA et al., 2009).

4.4 Descricdo do sitio de ligacdo de cardenolideos

A localizagdo e descricdo do sitio de ligagdo de cardenolideos nos modelos 3D
das ATPal de Na'/K* de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii (Figura 8) foi realizada com
auxilio dos dados publicados por Ogawa et al. (2009), no qual descreve o sitio de ligacdo da
ouabaina e seu acoplamento na ATPa de Na'/K" da glandula retal de tubardo da espécie S.
acanthias (PDB: 3a3y), que se refere a mesma enzima utilizada como template na construcéo

dos trés modelos “2” estudados neste trabalho.

Figura 8 - Localizacdo do sitio de ligacio de cardenolideos na ATPo de Na'/K" da glandula
retal de tubar&o da espécie Squalus acanthias (PDB: 3a3y) (A), e nos modelos 3D das ATPal
de Na'/K" de Danaus plexippus (B), Oncopeltus fasciatus (C) e Aphis nerii (D).
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Fonte: Elaborada pelo autor. A seta vertical indica a localizagéo do sitio de ligagdo de cardenolideos. A ouabaina
acoplada a estrutura cristalizada da ATPase de Na'/K" de S. acanthias é representada na forma de bastdes verde
e com o oxigénio destacado em vermelho, e os ions K* sdo representados por esferas de cor roxa. As hélices
transmembranares que formam o sitio de ligagdo estdo identificadas («M1-6). As linhas pontilhadas horizontais
azuis correspondem aos limites aproximados da bicamada lipidica, calculado pelo servidor PPM 2.0. Figura
produzida com o servidor PyMOL 2.0.7.

As posicBes 104, 115 e 302 nos modelos 3D das ATPal de Na'/K* de D.
plexippus, O. fasciatus e A. nerii localizam-se exatamente na regido extracelular,
transmembranar, e na interface da superficie extracelular da membrana plasmatica,
respectivamente (Figura 9). As posicdes 104, 115 e 302 ficam na regido mais externa do sitio
de ligacdo dos cardenolideos, de modo que residuos nessas posi¢fes sdo 0s primeiros a
formarem contatos com esses metabolitos. Além disso, as posi¢des 104, 115 e 302 ficam
localizadas nas hélices transmembranares M1, aM2 e no Loop aM3-4, respectivamente.
Nessas hélices sdo observadas as maiores mudangas estruturais desencadeadas pela interacédo

com cardenolideos.

Figura 9 - Destaque das posicdes 104, 115 e 302 nas ATPo de Na'/K" de Danaus plexippus
(A), Oncopeltus fasciatus (B), e Aphis nerii (C).
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Fonte: Elaborada pelo autor. Os residuos de aminoacidos nas posi¢des 104 (regido extracelular), 115 (regido
transmembrana) e 302 (interface da superficie extracelular da membrana plasmatica) sdo destacados em forma
de varetas vermelhas. Os fons K* sdo representados por esferas de cor roxa e as linhas pontilhadas horizontais
azuis correspondem aos limites aproximados da bicamada lipidica, calculado pelo servidor PPM 2.0. Figura
produzida com o servidor PyMOL 2.0.7.

Vale ressaltar que apos a ligacdo de cardenolideos em sua cavidade de ligacédo a
regido em torno desse metabolito é fechada por meio de ligacdes de hidrogénio entre o seu
nucleo esteroide e as cadeias laterais polares dos residuos de aminoacidos de aM1, aM2 e
aM6 (LAURSEN et al., 2015). Esse processo ndo foi descrito de forma detalhada por Laursen
et al. (2015), e ndo exclui a possibilidade de que os residuos de M4 também possam
influenciar sobre o fechamento dessa regido na enzima através da formacdo de ligacGes de

hidrogénio.
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Assim, € pressuposto que as mudancgas nas propriedades quimicas dos residuos
nas posi¢oes 104 de aM1 e 115 de aM2, bem como na posi¢ao 302 do Loop aM3-4, possam
exercer influéncia direta tanto no rearranjo estrutural desencadeado pela ligacdo dos
cardenolideos na enzima para aumentar a dimens&o de sua cavidade de ligacdo, como também
sobre o fechamento dessa regido envolta do cardenolideo. Logo, as substitui¢cbes nas posices
104, 115 e 302 de residuos polares e sem carga por residuos apolares ou de menor polaridade
e com carga dificultam ou impedem esse comportamento estrutural nas ATPal de Na'/K" de
D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii.

Além disso, a carga positiva de histidina nas posi¢des 115 e 302 da ATPal de
Na'/K" de D. plexippus e na posi¢do 115 na enzima de O. fasciatus pode resultar em uma
interacdo eletrostatica com cargas negativas de lipideos da porcéo extracelular da membrana
plasmaética. Assim, propdem-se que tais interacfes eletrostaticas também possam prejudicar o
rearranjo estrutural nas ATPal de Na'/K" de D. plexippus e O. fasciatus e, portanto, conferir
a essas enzimas uma reducdo na sensibilidade aos cardenolideos.

Deve-se também ressaltar, que as propriedades quimicas e estruturais dos
cardenolideos também exercem influéncia sobre o rearranjo estrutural de ATPa de Na'/K™.
Assim, a reducio na sensibilidade aos cardenolideos nas ATPal de Na'/K* de D. plexippus,
O. fasciatus e A. nerii parece depender ndo apenas de VV'%, E® H™® y1° H302 302 o y302
mas também das caracteristicas quimicas e estruturais dos cardenolideos que irdo interagir

com esses residuos de aminoacidos.

4.5 Andlise do acoplamento molecular

O acoplamento molecular computacional, ou docking, entre os modelos 3D das
ATPal Na*/K* de D. plexippus O. fasciatus e A. nerii e os cardenolideos de C. procera foi
realizado com a finalidade de identificar quais desses cardenolideos sdo capazes de interagir
no seu sitio de ligacdo dessas enzimas.

Assim, estabelecendo uma relagdo direta entre a capacidade dos cardenolideos de
adentrarem, parcial ou total, em sua cavidade de ligacdo nesses modelos 3D com a sua
seletividade serd possivel identificar quais cardenolideos de C. procera séo seletivos para D.
plexippus O. fasciatus e A. nerii, ou seja, quais desses cardenolideos foram resultados de uma
resposta do mecanismo de defesa de C. procera contra esses herbivoros. Além disso, por
meio do docking foi possivel esclarecer a relacdo entre a polaridade desses cardenolideos e

sua seletividade sobre as ATPal Na'/K" de D. plexippus O. fasciatus e A. nerii.
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Os dados do acoplamento da ouabaina na estrutura cristalogréfica da ATPase de
Na'/K" de S. acanthias (PDB ID: 3a3y) foram utilizados como referéncia (OGAWA et al.,
2009). Do total de trinta e cinco cardenolideos de C. procera apenas sete ndo ficaram
acoplados na cavidade de ligacdo de nenhum dos modelos 3D. Esse cardenolideos sdo 12p-
hidroxicoroglaucigenina, p-Anhydroepidigitoxigenin-3p-O-B-glucopiranoside, gomfoside,
afroside, calotoxina, B-tetrahidro-uscharidina e calactoprocina.

Os demais cardenolideos formaram ligacbes de hidrogénio e contatos
hidrofébicos com residuos de aminodcidos chaves localizados na cavidade de ligagdo
(descritos anteriormente na Figura 7). O docking dos cardenolideos que adentraram na
cavidade de ligacdo dos modelos 3D de D. plexippus O. fasciatus e A. nerii sdo mostrados na
Tabela 11. Vale ressaltar que ndo houve diferenca relevante entre os valores de afinidade de
ligacdo do docking dos cardenolideos com os modelos 3D, os quais variaram entre -6,2
kcal/mol a -10,0 kcal/mol.

Tabela 11 - Acoplamento molecular de cardenolideos de Calotropis procera com os modelos
tridimensionais das ATPal de Na'/K* de Danaus plexippus, Oncopeltus fasciatus e Aphis
nerii.

Danaus plexippus Oncopeltus fasciatus Aphis nerii
Proceragenina
Menos Polar

N&o interagiu Né&o interagiu

Uzarigenin
Menos Polar

Na&o interagiu Na&o interagiu
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Uzarigenone
Menos Polar

N&o interagiu

»
- e

B-ahid roepiigitxigenina
Menos Polar
N&o interagiu

Né&o interagiu

Siriogeniha
Mais Polar
N&o interagiu

Né&o interagiu

Mais Polar
N&o interagiu
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Procegenina A
Mais Polar
Né&o interagiu N&o interagiu

Procegenina B
Mais Polar
Né&o interagiu Né&o interagiu

Calotropégenina
Mais Polar
Né&o interagiu

Deglucouzarina
Mais Polar
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N&o interagiu

N&o interagiu

3-[[3-4-O-|3-D-glucopiranosiI-B-D-G desoxiallopiranosil)oxiJuzarigenina
Mais Polar

N&o interagiu

Frugoside
Mais Polar
N&o interagiu Né&o interagiu

Procraside A
Mais Polar




60

N&o interagiu

/&
> N =

Né&o interagiu

Caloopina
Mais Polar
N&o interagiu

Né&o interagiu

Célactina
Mais Polar
Né&o interagiu

Né&o interagiu

15 ﬁ-hidroxicala{ctina
Mais Polar

Uscharidina
Menos polar
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Iséharidina
Mais Polar

Né&o interagiu

N&o interagiu

Asclepina
Menos Polar

Né&o interagiu

Né&o interagiu

Dihidrouscharina
Menos Polar

N&o interagiu

N&o interagiu

Uscharina
Menos Polar
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N&o interagiu Né&o interagiu

») " e
15p- Hidroxi Uscharina
Menos Polar

Né&o interagiu

»/, > S
Dihidrovouroscharina
Menos Polar

N&o interagiu N&o interagiu

2”-oxovoruscharina
Menos Polar
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Né&o interagiu

Ischarina
Menos Polar
N&o interagiu Né&o interagiu

o
Fonte: Elaborada pelo autor. Os cardenolideos de C. procera estdo representados por bastdes de cor azul. As
coordenadas da ouabaina acoplada na estrutura da ATPase de Na*/K* de S. acanthias (PDB ID: 3a3y) sdo
mostradas em vermelho, na forma de bastdes (OGAWA et al., 2009). Na parte inferior das imagens é possivel
visualizar a porgio de uma esfera roxa, que representa um fon K™ no sitio 11 de ligagio de K*. Figuras produzidas
com o servidor PyMOL 2.0.7.

Possivelmente, em condicbes in vivo os cardenolideos citados na Tabela 11
poderiam induzir algum rearranjo estrutural nas aM1-4 das ATPal Na+/K" D. plexippus, O.
fasciatus e A. nerii, e interferir em sua atividade enzimatica.

Os resultados do docking apresentados aqui estdo em conformidade com a relagédo
que ha entre a polaridade dos cardenolideos de C. procera e sua seletividade sobre as ATPal
de Na'/K" de D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii, como sugerido anteriormente. Apesar de
ser pequena a diferenca entre nimero de cardenolideos polares e apolares que interagiram
com os modelos 3D, houve semelhanca nos resultados ao associar a polaridade dos
cardenolideos que interagiram com esses modelos 3D e a especificidade na polaridade
requerida para o sequestro por D. plexippus, O. fasciatus e A. nerii.

Visto que, dentre os cardenolideos que interagiram com a ATPal Na'/K" de D.
plexippus, que totaliza vinte e dois cardenolideos, doze possuiam natureza mais hidrofébica.
Esses doze cardenolideos menos polares séo: proceragenina, uzarigenina, uzarigenone, f-
anidroepidigitoxigenina,  2p,19-Epoxi-3p,14p-dihidroxi-19-metoxi-5a-card-20(22)-enolide,

uscharidina, asclepina, uscharina, 158- hidroxi uscharina, voruscharina, 2”-oxovoruscharina e
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ischarina. J& os dez cardenolideos que sdo mais polares foram siriogenina, procegenina B,
deglucouzarina, uzarina, 3-[B-(4-O-B-D-glucopiranosil-B-D-6-desoxiallopiranosil)  oxi]
uzarigenina, frugoside, proceraside A, calotropina, calactina, 15B-hidroxicalactina (Tabela
11).

A preferéncia das lagartas de D. plexippus por sequestrar cardenolideos mais
polares, pode justificar a menor sensibilidade de sua ATPal Na'/K" a esses cardenolideos. Os
cardenolideos com natureza mais hidrofébica, e possivelmente mais tdxica, devem ser
excretados ou metabolizados pela D. plexippus.

O modelo 3D de O. fasciatus exibiu menor sensibilidade aos cardenolideos de C.
procera. Apenas sete cardenolideos associaram-se com esse modelo 3D, dos quais quatro tém
natureza hidrofébica (15B- hidroxi uscharina, 2”-oxovoruscharina, uscharidina e
voruscharina) e trés tém natureza hidrofilica (15p-hidroxicalactina, afrogenina e
calotropagenina) (Tabela 11).

A polaridade de seis cardenolideos que adentraram na cavidade de ligacdo do
modelo 3D de O. fasciatus estdo nos extremos dos valores de Log P dos trinta e cinco
cardenolideos de C. procera (Tabela 6). Apenas 15B-hidroxi uscharina apresentou indice de
hidropaticidade intermediaria (Log P de 2.103), em relacdo aos demais cardenolideos da
Tabela 6.

O herbivoro O. fasciatus sequestra cardenolideos com polaridade intermediaria,
logo, os seis cardenolideos de C. procera que poderiam Ihe causar algum efeito toxico ndo séo
expostos as suas ATPases de Na'/K*, uma vez que estes estdo fora da faixa de polaridade
tolerada para o sequestro.

Com relacdo ao modelo 3D de A. nerii, dentre os quatorze cardenolideos que
interagiram com esse modelo seis tem natureza hidrofébica, e os demais apresentam natureza
mais hidrofilica. Os seis cardenolideos com natureza hidrofobica sdo uzarigenone, 2,19-
Epoxi-3p,14p-dihidroxi-19-metoxi-5a-card-20(22)-enolide, uscharidina, dihidrouscharina,
15B- hidroxi uscharina e dihidrovouroscharina. Enquanto que os oito cardenolideos com
natureza hidrofilica sdo afrogenina, procegenina A, calotropagenina, deglucouzarina, uzarina,
3-[B-(4-O-B-D-glucopiranosil-B-D-6-desoxiallopiranosil) oxy] uzarigenina, 15B-
hidroxicalactina e ischaridina.

Aphis nerii, além de ser uma espécie sequestradora de cardenolideos
predominantemente apolares, possui um mecanismo que modifica a estrutura dos metabélitos
que sdo sequestrados, tornando-os mais toxicos aos seus predadores (ZUST et al., 2018).

Assim, é possivel que o seu mecanismo de modificagdo possa atuar sobre os cardenolideos
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sequestrados que poderia lIhe causar prejuizos no desenvolvimento, por ter afinidade a sua
ATPo de Na'/K*. No entanto, vale ressaltar que a estrutura de uscharidina é mantida quando
sequestrada e armazenada por Aphis nerii.

A sensibilidade que as ATPal de Na'/K"* de D. plexippus, O. fasciatus, e A. nerii
apresentaram aos cardenolideos pode estar diretamente relacionada a fonte alimentar e ao tipo
de metamorfose que esses herbivoros sofrem ao longo de seu desenvolvimento. A
metamorfose dos insetos € de dois tipos, holometabolo, no qual o inseto passa por todas as
fases de desenvolvimento (ovo, larva, pupa e adulto), e hemimet&bolo, em que ocorre uma
metamorfose incompleta e o estagio jovem (ninfa) € semelhante a sua fase adulta (YANG,
2001).

A lepiddptera D. plexippus é holometabolo e sequestram os cardenolideos apenas
na sua fase larval. A fase larval de D. plexippus € a Unica fase do ciclo de vida em que seu
organismo é exposto & uma elevada concentragdo de cardenolideos, uma vez que as larvas sdo
mastigadoras de folhas de C. procera, que consiste em um tecido que tem elevada
concentracdo de cardenolideos. Os cardenolideos sequestrados por lepiddpteras sdo
armazenados no exoesqueleto (HOLZINGER; WINK, 1996), de modo que na fase adulta de
D. plexippus suas ATPases de Na'/K' ndo sdo expostas aos cardenolideos que foram
sequestrados durante sua fase larval.

Vale ressaltar também, que as lagartas de D. plexippus iniciam a herbivoria
realizando cortes nas folhas permitindo a liberacdo de latex antes de se alimentarem. Esse
comportamento é empregado para contornar o latex, logo, a concentracdo de cardenolideos
ingerido pelas lagartas também € reduzido, uma vez que no latex é encontrado maior
concentragdo de cardenolideos. Assim, ainda que as ATPa de Na'/K' de D. plexippus
apresentarem uma maior sensibilidade aos cardenolideos de C. procera, as lagartas
desenvolveram outros meios para contornar a toxicidade dos metabolitos de suas hospedeiras.

Ja os hemipteras O. fasciatus e A. nerii sao hemimetabolos e sdo expostos aos
cardenolideos durante todo o seu desenvolvimento, justificando a necessidade de possuirem
ATPases de Na'/K® com maior insensibilidade a esses metabdlitos. Ambos sdo insetos
sugadores e, portanto, ndo é possivel evitar o contado com os cardenolideos presentes nos

fluidos vegetais de suas plantas hospedeiras, como as lagartas de D. plexippus.
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O alinhamento e a arvore filogenética abrangendo vinte e seis sequéncias de

aminoacidos de ATPa de Na'/K® correspondentes a insetos das familias Nymphalidae,

Lygaeidae e Aphididae estdo ilustrados nas Figuras 10 e 11.

Figura 10 - Alinhamento multiplo de sec¢Bes das sequéncias de aminoacidos de ATPa de
Na'/K* de insetos representativos das familias Nymphalidae, Lygaeidae e Aphididae,
incluindo Danaus plexippus, Oncopeltus fasciatus e Aphis nerii.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Sdo apresentadas apenas as regides onde estdo localizadas as posigdes dos residuos
de aminoacidos que causam alguma influéncia sobre a sensibilidade de ATPa de Na*/K" aos cardenolideos, 0s
quais estdo sombreados com a cor cinza. As vinte posi¢cdes que estdo destacados foram identificados a partir de
dados estruturais de ATPo de Na'/K™ ja descritos na literatura. . A numeracio dos aminodcidos e a identificacio
das hélices (dentro dos quadrados) correspondem a ATPal de Na'/K" de D. plexippus. O alinhamento foi
realizado através do programa Clustal Omega Asteriscos representam residuos de aminoacidos idénticos; dois
pontos representam substituicGes conservadas; um ponto representa representam substituicdes semi-conservadas.
Q: glutamina; V: valina; T: treonina; E: glutamato; D: aspartato; N: Asparagina; H: histidina; S: Serina; F:
fenilalanina; Y: tirosina; I: Isoleucina; G: glicina; A: alanina; L: leucina; R: arginina.

Figura 11 - Andlise Filogenética Molecular pelo método de Maxima Verossimilhanca.
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Fonte: Elaborada pelo autor. A arvore foi baseada no modelo de correcdo de Poisson (ZUCKERKANDL;
PAULING, 1965). A analise envolveu 26 sequéncias de aminoacidos de ATPo de Na'/K* de membros das
familias Nymphalidae, Lygaeidae e Aphididae. Todas as posi¢cdes contendo lacunas e dados ausentes foram
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eliminadas. Os ndmeros ao longo dos ramos indicam valores de bootstrap em 100 analises replicadas. As
espécies identificadas a partir da literatura como especialistas estdo em negrito. *: desconhecidas quanto a serem
especialistas ou generalistas; **: Especialista em leguminosas (Fabaceae); As posi¢cdes dos residuos de
aminoacidos que influenciam na afinidade da ATPa de Na'/K" aos cardenolideos sdo mostrados, com 0s
respectivos residuos. Q: glutamina; V: valina; T: treonina; E: glutamato; D: aspartato; N: Asparagina; H:
histidina; S: Serina; F: fenilalanina; Y tirosina; I: Isoleucina; G: glicina; A: alanina; L: leucina; R: arginina.
Arvore filogenética foi construida através do MEGAT.

A érvore mostra dois grupos monofiléticos, um grupo composto pelas familias
Nymphalidae e Lygaeidae e outro pela familia Aphididae. A partir dessa arvore filogenética,
ndo foi identificada diferenca entre espécies generalistas e especialistas, quanto aos residuos
de aminoécidos nas posi¢cdes consideradas relevantes no contexto de sensibilidade aos
cardenolideos, especialmente no grupo da familia Aphididae (Figura 11).

Mudangas de residuos dentro de uma mesma familia foi observado apenas em
Nymphalidae, o grupo com maior nimero de espécies representativas. Dentro deste grupo,
apenas as posi¢des 104 e 115 mostraram-se ser varidveis. De modo que a sensibilidade das
ATPo de Na*'/K* do grupo Nymphalidae parece ser dependente exclusivamente das posi¢des
104 e 115, indenpendente de qualquer outra posi¢ao nesta enzima.

L% e N'*® possuem

Todas as espécies utilizadas nessa analise filogenética com
ATPases de Na'/K" altamente sensiveis & ouabaina, incluindo o especialista em Apocynaceae,
E. core (PETSCHENKA et al., 2013). A resisténcia de espécies aos efeitos toxicos dos
cardenolideos ndo € atribuida unicamente a insensibilidade das ATPases de Na'/K", como é o
caso de E. core, 0 qual é capaz de degradar esses metabdlitos (PETSCHENKA et al.,
2016).

No género Tirumala e nas espécies D. gilippus, D. genutia, D. chrysippus
ocorre um processo de simplesiomorfia em N''°. Essas mesmas espécies possuem ATPases
de Na/K* com insensibilidade intermediéria & ouabaina, em relacdo aos insetos com V** e
H® (altamento insensiveis) e com L' e N'** (altamento sensiveis) (PETSCHENKA et al.,
2013). E plausivel que a reducdo na insensibilidade das enzimas deste grupo possa esta

relacionado unicamente ao N**°

, que consiste em um residuo conservado em espécies
sensiveis aos cardenolideos.

Os membros do grupo da familia Lygaeidae ficaram limitados aos insetos O.
fasciatus e L. kalmii, ambos especialistas de Apocynaceae e com 0s residuos chaves
conservados. A arvore filogenética obtida neste trabalho esta de acordo com a produzida por

Petschenka et al. (2013), em relacdo aos grupos Nymphalidae e Lygaeidae. No grupo da
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familia Aphididae todos os residuos chaves que foram destacados no alinhamento da figura 10

sdo conservados, em relacdo a A. nerii, 0 Unico especialista de Apocynaceae deste grupo.
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5 CONCLUSAO

A variedade estrutural dos cardenolideos sintentizados por C. procera tem a
finalidade de aumentar o espectro de agdo de sua defesa quimica sobre ATPa de Na'/K* com
diferentes graus de sensibilidade. Em contrapartida, os herbivoros D. plexippus, O. fasciatus e
A. nerii sequestram preferencialmente os cardenolideos que ndo séo seletivos a suas ATPa de
Na'/K*, ou que sio seletivos, mas ndo lhes cause efeitos toxicos severos em baixas
concentragfes. Os cardenolideos com maior potencial de toxicidade sobre esses herbivoros
séo possivelmente excretados ou metabolizados, para evitar danos ao organismo.

O grau de sensibilidade das ATPa de Na'/K" de D. plexippus, O. fasciatus e A.
nerii pode esta relacionado a polaridade dos cardenolideos e as propriedades quimicas dos
residuos de aminoacidos nas posi¢es 104, 115 e 302, justificando a especificidade na

polaridade dos cardenolideos sequestrados.
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