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RESUMO

Ofidismo € um problema de saude publica classificado na categoria de Doengas Tropicais
Negligenciadas de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) por nao despertar
interesse dos segmentos farmacéuticos em pesquisa e desenvolvimento de farmacos para
tratamentos com maior eficacia em consonancia a soroterapia pois a maioria das ocorréncias
sdo em regides onde a populagdo € socioeconomicamente vulneravel, sem gerar retorno
lucrativo para a industria. Os venenos ofidicos sdo constituidos principalmente por proteinas,
peptideos e toxinas que desencadeiam diversos efeitos locais e sistémicos na vitima. Nos
envenenamentos crotalicos, pela cascavel brasileira, a Crotoxina € uma das principais toxinas
com agao neurotoxica, isto €, que provoca danos neuroldgicos, deixando sequelas ou levando
a Obito. De acordo com a pesquisas em etnobotanica, tem se intensificado estudos para
explorar metabolitos secundario de plantas medicinais como flavonoides e canabinoides com
potencial neuroprotetor para doencas neurolégicas como convulsdo, epilepsia, mal de
Alzheimer e mal de Parkinson. Logo, o presente trabalho teve como objetivo verificar se estas
propriedades neuroprotetoras sdo capazes de inibir a agdo da neurotoxina Crotoxina. Para
aplicacao da metodologia de Docking Molecular, as estruturas cristalograficas foram obtidas
dos seguintes repositorios gratuitos: Protein Data Bank, Cannabis Database e Pubchem e o
conversor Openbabel. O preparo das estruturas para dockagem foi realizado no software off-
line Chimera e posteriormente submetidas a plataforma online Dockthor tanto ao método
Blinding quanto ao Grid box, foram realizados testes in silico para predicdo de energias livres
na interacao receptor-ligantes, do alvo Crotoxina com 28 ligantes, dentre eles um farmaco de
referéncia (Surinan), ligantes co-cristalizados com toxinas de bothrops moojeni da literatura,
flavonoides de Ocotea notata (Nees) e canabindides da Cannabis sativa. Todas as etapas
deste procedimento foram feitas em computador pessoal com acesso a internet. Os resultados
obtidos mostraram valores de afinidade de interagcdo promissores para o farmaco de
referéncia Surinan e para canabinodide Alfapinene, com scores -9,349 kcal/mol e -8,962
kcal/mol, respectivamente, demonstram serem bons candidatos a farmacos inibidores da
Crotoxina, destinados a terapia complementar ao soro anticrotalico.

Palavras chave: venenos; crotoxina; flavonoides; canabindides; docking molecular.



ABSTRACT

Ophidism is a public health problem classified in the category of Neglected Tropical Diseases
according to the World Health Organization (WHO) because it does not arouse the interest of
the pharmaceutical segments in research and development of drugs for more effective
treatments in line with serum therapy, since most of occurrences are in regions where the
population is socioeconomically vulnerable, without generating a profitable return for the
industry. Snake venoms consist mainly of proteins, peptides and toxins that trigger various
local and systemic effects on the victim. In crotalic poisoning, by the Brazilian rattlesnake,
Crotoxin is one of the main toxins with neurotoxic action, that is, it causes neurological damage,
leaving sequelae or leading to death. According to research in ethnobotany, studies have been
intensified to explore secondary metabolites of medicinal plants such as flavonoids and
cannabinoids with neuroprotective potential for neurological diseases such as seizures,
epilepsy, Alzheimer's and Parkinson's disease. Therefore, the present study aimed to verify
whether these neuroprotective properties are capable of inhibiting the action of the neurotoxin
Crotoxin. To apply the Molecular Docking methodology, the crystallographic structures were
obtained from the following free repositories: Protein Data Bank, Cannabis Database and
Pubchem and the Openbabel converter. The preparation of the structures for docking was
carried out in the Chimera off-line software and subsequently submitted to the Dockthor online
platform for both the Blinding method and the Grid box, in silico tests were carried out to predict
free energies in the receptor-ligand interaction, of the target Crotoxin with 28 ligands, including
a reference drug (Surinan), ligands co-crystallised with bothrops moojeni toxins from the
literature, flavonoids from Ocotea notata (Nees) and cannabinoids from Cannabis sativa. All
steps of this procedure were performed on a personal computer with internet access. The
results obtained showed promising interaction affinity values for the reference drug Surinan
and for the cannabinoid Alfapinene, with scores -9.349 kcal/mol and -8.962 kcal/mol,
respectively, demonstrating that they are good candidates for Crotoxin inhibitor drugs,
intended for therapy complementary to the anticrotalic serum.

Keywords: poisons; crotoxin; flavonoids; cannabinoids; molecular docking.
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1 INTRODUCAO

O ofidismo' no Brasil € uma problematica de salde publica classificada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma das Doengas Tropicais
Negligenciadas devido ao desinteresse da comunidade farmacéutica em direcionar
recursos para o desenvolvimento de farmacos para envenenamento ofidico. Esse fato
estd relacionado a incidéncia do problema em regides com baixo desenvolvimento
socioecondmico, acometendo principalmente moradores das zonas rurais e
trabalhadores do campo, inviabilizando os interesses financeiros da industria
(FERNANDES; FONTES 2017).

Atualmente, a terapia para acidentes com serpentes sao os soros antiofidicos
desenvolvidos pelo sanitarista Vital Brazil, que hoje € ofertado como politica publica,
apos a iniciativa de doar sua patente ao Estado brasileiro possibilitando a producéao
nacional através de investimentos do Governo Federal nos principais institutos de
pesquisa e producdo do soro destinados ao tratamento (VAZ; BRAZIL; PAIXAO,
2020). Apesar da soroterapia ser funcional, existem variaveis biolégicas que
comprometem a eficacia do soro como a localizagdo geografica, fatores sazonais,
dieta alimentar, idade e sexo, tornando importante a busca por novas terapias
complementares (FERREIRA JUNIOR, 2005).

As serpentes peconhentas brasileiras de interesse médico sdo representadas
pela familia Viperidae; que incluem os géneros Bothrops (jararaca), Crotalus
(cascavel) e Lachesis (surucucu), e familia Elapidae; que inclui o género Micrurus
(SILVA, PARDAL, 2018). A Crotalus, popularmente conhecida pelo nome cascavel, é
temida pela acdo do seu veneno que causa efeitos locais e sistémicos. Uma das
toxinas responsaveis pelo complexo quadro clinico em pacientes acidentados € a
Crotoxina com sua atividade neurotoxica, podendo levar a vitima a complicagoes
neuroldgicas severas ou evoluir a 6bito (MOLINA, 2020).

Muitas comunidades que frequentemente presenciam acidentes com animais
peconhentos fazem uso de plantas medicinais para atenuar os efeitos toxicos. Com
isto, & crescente o numero de pesquisas em etnobotanica com foco em plantas
antiofidicas para estudo dos seus metabdlitos secundarios e agées farmacologicas
(SOUZA, 2006; RODRIGUEZ, 2010).

! Ofidismo: quadro clinico decorrente da mordedura de serpentes (Ministério da saude)
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Estudos tem comprovado as propriedades antiinflamatorias e neuroprotetoras
de flavondides oriundos de plantas nativas como a Ocotea notata (Nees) (DOERL,
2015) e de canabindides provenientes da Cannabis sativa no tratamento de doencgas
neurologicas como esclerose multipla, mal de Alzheimer mal de Parkinson, entre
outros, apresentando significativas melhoras no sistema nervoso (FLORES, 2016;
FARIAS, 2020; CRISPIM et al., 2022).

Com estes indicios terapéuticos relacionados a danos neurologicos, o presente
trabalho se desenvolve com objetivo de avaliar o potencial neutralizador de moléculas
neuroprotetoras de plantas medicinais frente a Crotoxina através de metodologias in
silico, na busca de possiveis candidatos a farmacos para uma terapia complementar

ao soro anticrotalico.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ACIDENTES OFIDICOS

Os acidentes ofidicos representam um importante problema global de saude
publica e, segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), considerado como uma
das Doencas Tropicais Negligenciadas; grupo de doencas que afetam principalmente
populacdes de paises tropicais em desenvolvimento. O que implica em dizer que sao
mais comuns em locais de dificil acesso e com baixo nivel socioecondémico,
consequentemente ndo despertam interesse da industria farmacéutica em subsidiar o
desenvolvimento de novos farmacos que atuem em consonancia a soroterapia
(PINHO et al., 2001; WHO, 2019)

Os acidentes ofidicos sao classificados também como emergéncia médica, e
como tal, podem rapidamente levar a vitima a morte e, cujos efeitos do
envenenamento podem ser locais ou sistémicos, como relagcdo estritamente
relacionada com a espécie e toxinas presentes no veneno (WHO, 2019).

A ocorréncia de vitimas de ofidismo € de cerca de 1 milhdo de vitimas por ano
no mundo, com aproximadamente 300 mil mortes (FERNANDES, 2022). A
mortalidade dos acidentados varia em diferentes paises, na Asia, por exemplo, os
acidentes provocam de 25 mil a 35 mil dbitos anuais (SANTOS, 2009). No Brasil, a
partir de 1986, ha a notificacdo obrigatoria de acidentes ofidicos no Sistema de
Informacdes de Notificagdo de Agravos (SINAN). De 2009 a 2019 tiveram 313.139
casos registrados, dos quais 151.565 ocorreram na Regidao Norte, principalmente, em
area rural.

Existem cerca de 3.000 espécies de serpentes no mundo, das quais a maioria
compreende as serpentes desprovidas de peconha, ou seja, sem importancia médica
e aproximadamente 400 peconhentas. As serpentes peconhentas de interesse médico
no Brasil incluem os géneros Bothrops (jararaca, jararacugu, urutu, cai¢aca), Crotalus
(cascavel) e Lachesis (surucucu, pico-de-jaca) da familia Viperidae; e Micrurus (coral
verdadeira) da familia Elapidae (SILVA; PARDAL, 2018).

O género Crotalus agrupa as espécies de serpentes popularmente conhecidas
pelo nome Cascavel e também pelos seus inconfundiveis chocalhos na extremidade
da cauda e sua pele com formas losangulares de cor marrom, branca e amarelo,
evidentes na figura 1. Sdo endémicas no Brasil, predominantes no Sudeste e Sul e

habitam regides secas, arenosas e pedregosas.
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Figura 1 - Cascavel brasileira (Crotalus durissus terrificus)

Fonte: Lima (2010)
As acdes do veneno crotalico sdo classificadas por trés caracteristicas

principais: neurotdxica, miotoxica e coagulante, formando o conjunto responsavel por
sua alta letalidade se ndo houver uma intervencao inibitoria para atenuar o efeito de
suas toxinas neurotoxicas e nefrotoxicas (MOLINA, 2020).

Dentre as manifestacdes clinicas caracteristicas do envenenamento crotalico
estdo paralisia dos musculos esqueléticos, ptose palpebral, redu¢cdo da motricidade
ocular e insuficiéncia respiratoria, quadro atribuido a Crotoxina que atua no sistema
nervoso periférico, bloqueando a transmissdo na juncdo neuromuscular e
consequentemente inibindo a liberagao da acetilcolina, neurotransmissor importante
nessa fungao (LIMA, 2010).

O tratamento especifico para acidentes crotalicos no Brasil € o soro anticrotalico
produzido a partir de plasmas hiperimunizados de equinos. Nestes animais sao
inoculadas diferentes doses de venenos dessecados e posteriormente é feita a coleta
do sangue rico em anticorpos para ser submetido a métodos de purificacdo. Apesar
do grande porte e a facilidade para a produgcdo de antivenenos em cavalos, eles
sofrem reacgdes locais e sistémicas que comprometem tanto a qualidade como o
tempo de vida desses animais (FERREIRA JUNIOR,2005).
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2.2 NEUROTOXINAS

Neurotoxinas sao toxinas com consideravel potencial agressivo e, capazes de
lesar o sistema nervoso, podendo ainda agir sobre outras partes do organismo. Em
envenenamentos crotalicos, a neurotoxicidade ¢ atribuida principalmente a
significativa presenca da crotoxina (CTX) que representa cerca de 60% do peso seco
do veneno bruto desta serpente (NATAL JUNIOR, 2019). Sua acdo é capaz de
bloquear as transmissdes neuromusculares provocando paralisia progressiva na
vitima. A crotoxina € uma molécula de PLA2, proteina heterodimérica que apresenta
B-neurotoxicidade pré-sinaptica (SAMPAIO et al., 2010). Sua estrutura (Figura 2) é de
carater nao covalente, constituida pela parte das cadeias polipeptidicas ligadas por
dissulfeto a, B e y da subunidade acida denominada CA (crotapotina) nao téxica, em
laranja, verde e vermelho, respectivamente. E uma subunidade basica denominada
CB, destacada em azul, que € toxica e dependente do fragmento CA para cumprir sua
atividade de fosfolipase A2, atuando nas jungdes neuromusculares inibindo a
liberacao de acetilcolina (MOLINA, 2020).

Figura 2 - Modelo Estrutural da Crotoxina

Fonte: Faure; Xu; Saul (2011)
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2.3 FITOTERAPIA

Os estudos com plantas medicinais para a implantacao da fitoterapia na pratica
da medicina é algo crescente no brasil. Desde a década de 80 o Ministério da Saude
elaborou diversas resolugdes, portarias e relatdrios visando regulamentar o uso de
plantas medicinais no territério brasileiro (DAMASCENO, 2017). Entre as politicas

desenvolvidas tem-se em destaque:

a Proposta de Politica Nacional de Plantas Medicinais e Medicamentos
Fitoterapicos em 2001; o Seminario Nacional de Plantas Medicinais,
Fitoterapicos e Assisténcia Farmacéutica em 2003; a Politica de Medicina
Natural em 2003; as Praticas Complementares no SUS em 2006; o Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos em 2007; a Relagao Nacional
de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (Renisus); a Resolu¢do n°10 de
9 de marco de 2010, que estabelece o marco regulatério para produgao,
distribuicdo e uso de plantas medicinais, particularmente sob a forma de
drogas vegetais e a Resolugao n? 26, de 13 de maio de 2014, que dispde
sobre o registro de medicamentos fitoterdpico e o registro/notificacédo de
produto tradicional fitoterapico (BADKE et al., 2012; PETRY; ROMAN
JUNIOR, 2012).

As propriedades de plantas medicinais para tratamento de diversas doengas
tém sido direcionadas a métodos terapéuticos complementares ou alternativos para
venenos em acidentes com cobras, escorpides, aranhas, abelhas e vespas atuando
contra componentes como as fosfolipases A2, proteases, hemorraginas,
hialuronidases, proteases, citotoxinas, miotoxinas e neurotoxinas (DOERL, 2015).
Apesar das comprovacgdes cientificas, ainda requer estudos mais aprofundados
devido a alta complexidade de venenos e grande variabilidade biolégica decorrentes
da idade, sexo, alimentacao, distribuicdo geografica e sazonal (FERREIRA JUNIOR,
2005). A literatura dispde de trabalhos em etnobotanica que investiam as acoes
farmacologicas de diversas espécies de plantas contra peconhas de serpentes,
inclusive apresentam seus compostos isolados e caracterizados (RODRIGUES,
2010).

Inseridas na lista de relevancias das plantas medicinais, tém-se as plantas com
potencial neuroprotetor, De acordo com Klauke et al., (2014), atualmente ha intensa a
busca e identificacdo de moléculas com atividade neuroprotetora oriundas de produtos
naturais, principalmente da flora brasileira por sua grande biodiversidade. Essas
pesquisam visam novas descobertas terapéuticas para neuropatias que provocam
traumas no sistema nervoso ocasionando degeneragdo e/ou morte dos neurdnios,

cujo poder de regeneracao € minimo, entre elas estdao as doencas de Huntington,
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Parkinson, o Alzheimer e Esquizofrenia que carecem de tratamentos especificos
(MORAES, 2014; FERREIRA JUNIOR, 2005).

Segundo Meneses et al. (2014), os trabalhos cientificos em fitoquimica
destacados em sua pesquisa apresentam diversas espécies de familias botanicas
brasileiras com efeitos anti-inflamatdrios e neuroprotetores associados a presenca de
metabolitos secundarios como flavonoides e alcaldides comprovados contra doencas
neurologicas. Um estudo relacionado com algumas destas espécies abordadas se
mostraram eficientes também na reversdo do quadro de neurotoxidade por metil
mercurio em camundongos (FARINA et al., 2005; LUCENA et al., 2007; LUCENA et
al., 2010).

2.3.1 Ocotea notata

A familia Lauraceae apresenta-se em territorios mundiais, mas tem
predominancia maior na América, Asia tropical, Austrdlia e Madagascar com
aproximadamente 3000 espécies reconhecidas em 68 géneros, sendo os principais
Ocotea, Litsea, Cinnamomum, Persea, Beilschmiedia (OLIVEIRA, 2014). No Brasil
esta distribuida do Sergipe ao Parana ao longo da costa atlantica, prevalecendo nas
restingas, e sdo famosas pela utilidade na medicina popular (DOERL, 2014).

Na pesquisa de Meneses (2021), sdo apresentadas diversas espécies de
plantas ricas em flavondides que mostraram altamente eficazes no tratamento,
prevencdo ou retardamento de doengas neuroldgicas. DOERL (2014) também
enfatiza essa propriedade em flavondides ao analisar o potencial antiofidico e
neuroprotetor da Ocotea notata (figura 3) sobre o sistema nervoso central e periférico
contra injurias do veneno de Crotalus durissus terrificus certificando a planta como
antineurotéxica.

Estudos fitoquimicos realizados por Garrett e colaboradores (2012)
identificaram 10 flavonoides nas folhas de O. notata, sendo os principais a quercetina,
o kaempferol, a isoquercitrina e a quercitrina (OLIVEIRA, 2014). Estes compostos sao
comuns em plantas com atividades antioxidantes e anti-inflamatoria e podem estar
presentes em toda sua estrutura como casca, raiz, folhas, inclusive frutos e flores
(MENESES, 2021).
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Figura 3 - Planta Ocotea notata

Fonte: P.L.R. de Moraes & M.C. Machado

2.3.2 Canabis sativa

Da familia Cannabaceae, a espécie Cannabis sativa € de uma das plantas mais
antigas que sdo cultivadas para diversos fins como uso religioso, recreativo e
medicinal, principalmente em virtude de substancias aromaticas e canabindides
presentes nela (VANIN, 2022). Segundo a literatura, a Cannabis produz mais de 113
tipos de canabindides, sendo os mais conhecidos e estudados o 9-tetrahidrocanabinol
(THC) e canabidiol (CBD) em razao dos seus efeitos mais acentuados (CRISPIM et
al., 2022).

Os fitocanabindides e extratos de Cannabis vem ganhando interesse de varios
grupos de pesquisa através de evidencias cientificas sobre seu uso terapéutico
mundialmente. Os efeitos farmacologicos desses compostos ainda nao séo
completamente definidos, porém a aplicacéo do 6leo a base de cannabis no controle
de convulsées, epilepsia, esclerose multipla, ansiedade, depressao, enxaqueca, mal
de Alzheimer, mal de Parkinson, entre outras que afetam o sistema nervoso tem
alcangcado bons resultados clinicos e seus efeitos bem tolerados atestados pelos
pacientes, comprovando seu importante papel no SNC (FLORES, 2016; FARIAS,
2020; CRISPIM et al., 2022).
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Dentre as agbes farmacoldgicas ja definidas para o CBD, se destacam a
presenca propriedades anticonvulsivantes, auséncia de efeitos psicomiméticos e o
fato de ndo causar dependéncia. O THC pode atuar como analgésico e relaxante
muscular. Embora contenha propriedades psicoativas e tendencia para causar
dependéncia, quando utilizado concomitantemente com o CBD estes efeitos se

reduzem, pois ele tem o potencial de antagonizar o THC (VANIN, 2022).

Figura 4 - Planta Cannabis sativa

Fonte: Deyan Georgiev

2.4 ANCORAMENTO MOLECULAR

O Docking Molecular, cujo a traducdo do inglés € Ancoramento Molecular, é
uma técnica computacional amplamente utilizada para planejamento racional de
farmacos que serve para previsao de interagcdo entre moléculas ligantes e proteinas
alvos relevantes a saude e tecnologia. Os métodos possiveis com essa técnica se
classificam em receptor-ligante e receptor-proteina, onde através de caracteristicas
fisico-quimicas € definido graus de afinidades e especificidades referente as
interacbes intermoleculares existentes no complexo, como variagdes de entropia
rotacional e translacional, bem como vibracional e conformacional resultante das
restricbes de comprimento de ligacdo, deformacéao angular e angulos diedrais. durante

0 processo de reconhecimento molecular.
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Este processo de reconhecimento molecular € conduzido por combinagdes de
efeitos entalpicos e entrdpicos estimados através da energia livre de ligacdo de Gibbs
gue esta diretamente relacionada a constante de equilibrio de ligacdo Keq, podendo
ser medida experimentalmente. A equagcao expressa a seguir reune AH que € a
variagcao de entalpia, T € a temperatura absoluta, AS é a variagao de entropiae R é a

constante universal dos gases.
AGig = AH — TAS = —RT In Keq (Equacéo 1)

Programas de ancoramento molecular oferecem diferentes método de busca e
avaliagado de afinidade e s&o flexiveis em termos de utilizagdo, podendo ser através
de portais ou localmente, em versdes gratuitas ou pagas, com ou sem necessidade

de registro e integragcdo com bancos de ligantes e proteinas (VERLI, 2014).

Figura 5 - Emprego do método de Atracamento Molecular na predicdo do modo de ligagéo entre
proteina e ligante

Proteina Complexo

Ligante

Fonte: Verli (2014)
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3 METODOLOGIA
3.1 OBTENCAO DO ALVO

O Protein Data Bank (PDB) é um banco de dados de proteinas e suas estruturas
tridimensionais. Neste repositorio € possivel verificar informagoes detalhadas da
estrutura quimica como coordenadas atdmicas do espaco tridimensional, a sequéncia
polimérica, constituintes metalicos, entre outros. Bem como a origem biologica,
atividade bioldgica e referencias da sua obtencao cristalografica (BERMAN et al.,
2000). A estrutura da Crotoxina (PDB ID 3ROL) cristalizada por Faure et al. (2011),
alvo objeto de estudo deste trabalho, foi obtida neste repositério, em 02 de dezembro

de 2022, em formato de arquivo PDB para realizagao do teste de Docking Molecular.

3.2 OBTENCAO DE LIGANTES

As estruturas dos metabolitos secundarios dos produtos naturais que foram
usadas como ligantes foram obtidas em diferentes repositorios publicos na web no
periodo de 27 de novembro a 02 de dezembro de 2022. Os ligantes considerados
como referéncias para comparagdo dos resultados sdo moléculas que foram co-
cristalizadas com toxinas do veneno de Bothrops (Jararaca) e publicadas no
repositorio PDB, de onde foram obtidas.

O PubChem database € um componente da Molecular Libraries Roadmap
Initiatives of the US National Institutes of Health (NIH) que reune diversas substancias
quimicas com descricdo de suas propriedades e atividades biologicas disponiveis
gratuitamente para a comunidade cientifica de areas farmacéuticas, quimica
computacional, quimica medicinal e afins (LOPES, 2018). Deste repositério foram
obtidos os flavondides da planta Ocotea notata (Nees).

O Cannabis Compound Database € um banco de dados eletrénico gratuito de
moléculas encontradas Cannabis sativa, Cannabis indica e hibridos de Cannabis
provenientes de pesquisas cientificas, contendo suas estruturas e informacoes
detalhadas sobre efeitos fisiologicos, medicinais e de seus alvos de proteina
conhecidos. O banco de dados contém 6.172 entradas de constituintes quimicos e
2.336 concentragdes quimicas para 115 cultivares de Cannabis (© Wishart Research
Group). Através deste banco de dados foram obtidos os ligantes canabindides da

planta cannabis sativa.
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3.3 PREPARO DAS ESTRUTURAS

Para configurar os arquivos de estruturas das moléculas ao formato necessario
para o teste de Docking Molecular, estes foram submetidos a plataforma online
OpenBabel que permite converter quase todos os formatos quimicos de interesse.
Desse modo, os flavonodides e canabindides foram convertidos do formato SMILE para
PDB.

Para preparar as estruturas de proteinas-alvo para o teste de Docking
Molecular é preciso dissocia-las de componentes coadjuvantes como ions de
metaloproteinas ou cofatores inseridos para auxiliar na cristalizagdo em raio-X. Para
este procedimento foi utilizado o software Chimera, versao 1.15, uma ferramenta
grafica para visualizacao e analises de moléculas individuais e interagées com outras.
O aplicativo foi desenvolvido pela Resource for Biocomputing, Visualization, and
Informatics (RBVI) que recebe apoio do recebe apoio da Molecular Libraries Roadmap
Initiatives of the US National Institutes of Health (NIH), da Chan-Zuckerberg Initiative

e da University of California, San Francisco.

3.4 ANCORAGEM MOLECULAR

A realizacao do teste de Docking Molecular para obtencdo de energias livres
de ligacao e verificagdo da afinidade receptor-ligante teve como suporte a plataforma
online DockThor, um servidor de ancoragem molecular receptor-ligante desenvolvido
pelo grupo de Modelagem Molecular em Sistemas Bioldgicos do Laboratério Nacional
de Computagcdo Cientifica LNCC integrante do Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia de Farmacos e Medicamentos INCT-INOFAR e estd acoplado as
facilidades de computacao de alto-desempenho do SINAPAD (Sistema Nacional de
Processamento de Alto Desempenho.

O portal esta disponivel gratuitamente para a comunidade cientifica
internacional, sendo amplamente utilizado para predicdo dos modos de ligacao e
energia livre para grau de afinidade de complexos receptor-ligante em estudos reais
de desenho racional de farmacos (INCT-INOFAR).
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3.4.1 Método Blinding

O método Blinding na ancoragem molecular consiste experimentar a interagao
receptor-ligante sem especificar a coordenada onde se localiza o sitio ativo na
molécula alvo. Dessa forma, o teste é feito em diferentes posi¢cdes e se destaca aquela
cujo a combinacgao obtiver melhor valor de afinidade.

Os experimentos online de Blinding no Dockthor foram realizados no dia 03 de
dezembro de 2022, submetendo a estrutura do alvo Crotoxina com seus respectivos
cofatores e 28 ligantes, dentre eles a referéncia, os flavondides e canabinodides,
habilitando o teste para 24 conformacdes. Os arquivos gerados de score e imagens

foram recebidos em e-mail e armazenados em desktop para analises posteriores.

3.4.2 Método Grid box

O método Grid box, diferentemente do Blinding, requer as coordenadas do sitio
ativo na molécula alvo. Segundo Meng et al., (2011), é ideal que o sito ativo seja
definido antes dos processos de encaixe, favorecendo uma melhor acoplagem
receptor-ligante. No entanto, pouco se sabe sobre os sitios de inibicdo e interagédo da
crotoxina (NATAL JUNIOR, 2019), portanto, foi designada uma coordenada onde
teoricamente estaria situado o sitio ativo entre as subunidades CA e CB.

O calculo do grid habilitado para um teste com 24 conformacdes e as
coordenadas referentes ao tamanho do grid foi ajustada nos eixos X, Y e Z (dimensodes
do grid em angstrom: x: -13; y: -11 e z: 3) na estrutura do alvo Crotoxina (figura 6) com

seus respectivos cofatores para a interagdo dos 28 ligantes naquela regiéo.

Figura 6 - Coordenadas do Grid box na Crotoxina

Fonte: DockThor
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As coordenadas em que foi posicionado o grid box foram baseadas em dados
experimentais que sugerem que a localizacao do sitio ativo da Crotoxina (figura 8)
esteja situada entre as cadeias q, B, y de CA apresentada em verde, amarelo e bege,
respectivamente, e CB apresentada em branco. Especificamente na regiao de CB
(His48, Asp49, Tyr53 e Asp99) representado em verde, juntamente com residuos

Asp89 e Asp99 de CA apresentados como bastdes ciano.

Figura 7 - Acessibilidade do sitio catalitico de CB em modelos cristalograficos CTX e estruturais
SAXS

| N-ferminal of CA B-chain
IS

Fonte: Fernandes et al (2017)

3.4.3 As Funcdes de Score

A funcado de Score do Dockthor, parametrizadas para descrever os diferentes
tipos de interacdes entre o ligante e a proteina alvo, foram desenvolvidas utilizando
métodos de aprendizado de maquina (GUEDES, 2021).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da ancoragem molecular para afinidade de ligacdo receptor-
ligantes foram visualizados na interface do portal dockthor e elencados nas Tabelas
1, 2, 3, e 4, em ordem de nomenclatura atribuida ao complexo alvo-ligante durante o
processo de obtencdo das moléculas. Para cada complexo constam os valores de
afinidade pelos métodos Blinding e Grid box, respectivamente. Esses valores séao
apresentados em score negativo, pois se refere ao menor valor de energia livre em
kcal/mol necessario para acoplagem alvo-ligante. Portanto, quanto menor for o valor,

melhor sera o resultado.

Tabela 1 - Docking Molecular e valores de afinidade da Crotoxina com ligantes testados em toxinas
do veneno de Bothrops, pelos métodos Blinding e Grid box

Docking Molecular Afinic:(iile/mB:)iPding Aﬁnidk?;%le/rg(r)ild box
1BTP -9.225 -7.483
2 BTP -7.667 -6.974
3 BTP -8.508 -6.891
4 BTP -7.947 -7.176
5 BTP -7.699 -6.966
6 BTP -8.849 -7.485
7 BTP -9.349 -8.891
8 BTP -8.122 -6.992

Fonte: Elaborag&o propria (2022)

Visto que ndo ha um farmaco de referéncia no mercado farmacéutico para
inibicdo do alvo em questédo, foi utilizado como referéncia o ligante Suramina co-
cristalizado com uma toxina do veneno de Bothrops moojeni disponibilizado na
literatura em 2018 sob PBD ID 6CEZ2. Este ligante foi considerado como uma boa
proposta de neutralizador para toxina de Bothrops com score -11.320 kcal/mol,
portanto, escolhido para referéncia nos testes de docking neste trabalho. No complexo
da Crotoxina com este ligante referéncia, identificado como 7 BTP, apresentou um

score satisfatorio de -9.347 kcal/mol, valor aproximado ao complexo originario.
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A estrutura cristalografica do resultado desse complexo em destaque pode ser

visualizada tridimensionalmente na figura 8 a seguir:

Figura 8 - Estrutura cristalografica do complexo Crotoxina-7BTP, contendo o ligante representado em
rosa para carbono, azul para nitrogénio, vermelho para oxigénio e branco para hidrogénio.

Fonte: Pymol

Tabela 2 - Docking Molecular e valores de afinidade da Crotoxina com flavonoides da planta Ocotea
notata (Ness), pelos métodos Blinding e Grid box

Docking Mol lar Afinidade Afinidade Grid
ocking Molecllar ) glinding kcal/mol | box kcal/mol
]
ISOQUERCITRINA -7.846 -7.502
2 KAEMPFEROL -7.308 -7.829
3 QUERCITRINA -7.282 -7.427

Fonte: Elaboracao propria (2022)

Os resultados para afinidade da Crotoxina com os flavonoides foram
semelhantes nos dois métodos de ancoragem, sendo o melhor valor de energia livre
referente ao complexo Crotoxina-lsoquercitrina pelo método Blinding com score -
7.846 kcal/mol.
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A estrutura cristalografica do resultado desse complexo em destaque pode ser

visualizada tridimensionalmente na figura 9 a seguir:

Figura 9 - Estrutura cristalografica do complexo Crotoxina-1isoquercitrina, contendo o ligante
representado em rosa para carbono, azul para nitrogénio, vermelho para oxigénio e branco para
hidrogénio.

D112P11L

F109

R27

Fonte: Pymol

Tabela 3 - Docking Molecular e valores de afinidade da Crotoxina com THCs da planta Cannabis
sativa, pelos métodos Blinding e Grid box

- Afinidade Grid
Docking Molecular Bl Q_ﬂm(ij(ads | box
Inding kcal/mo kcal/mol
1 THC -8.495 -7.344
2 THC -8.084 -6.944
3 THC -8.099 -7.313
4 THC -7.846 -6.708

Fonte: Elaboragao propria (2022)

Os resultados de afinidade da Crotoxina com THC foram melhores do que com
flavondides. O melhor valor de energia livre entre os ligantes THCs foi referente ao
complexo Crotoxina-1THC, referente ao delta-8-tetrahydrocannabinol, pelo método

Blinding com score -8.495 kcal/mol.
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A estrutura cristalografica do resultado desse complexo em destaque pode ser

visualizada tridimensionalmente na figura 10 a seguir:

Figura 10 - Estrutura cristalografica do complexo Crotoxina-1THC, contendo o ligante representado
em rosa para carbono, azul para nitrogénio, vermelho para oxigénio e branco para hidrogénio.

D112 S113
P111

Fonte: Pymol

Tabela 4 - Docking Molecular e valores de afinidade da Crotoxina com CBD da planta Cannabis
sativa, pelos métodos Blinding e Grid box

Docking Molecular ) Afinidade Afinidade Grid
inding kcal/mol | box kcal/mol

1CBD -7.909 -7.436

2 CBD -8.112 -7.579

3 CBD -7.984 -7.575

4 CBD -7.750 -7.233

Fonte: Elaborag&o propria (2022)

Os resultados de afinidade da Crotoxina com CBD foram melhores do que com
flavonoides e semelhantes aos com THC. O melhor valor de energia livre entre os
ligantes CBDs foi referente ao complexo Crotoxina-2CBD, referente ao cannabidiol

monomethyl ether, pelo método Blinding com score -8,112 kcal/mol.
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A estrutura cristalografica do resultado desse complexo em destaque pode ser

visualizada tridimensionalmente na figura 11 a seguir:

Figura 11 - Estrutura cristalografica do complexo Crotoxina-2CBD, contendo o ligante representado
em rosa para carbono, azul para nitrogénio, vermelho para oxigénio e branco para hidrogénio.

Fonte: Pymol

De modo geral, os resultados de afinidade da Crotoxina foram melhores e
semelhantes com THC e CBD, do que com flavonodides. Entre todos, o melhor valor
de energia livre entre os ligantes canabinoides foi referente ao complexo Crotoxina-

1THC pelo método Blinding com score -8.495 kcal/mol.

Os ensaios com flavonoides apresentaram resultados com os menores valores
de score de afinidade. As estruturas podem ser modificadas para uma melhor agao
como ligante ou serem subtituidas por outros flavonoides também abundante na

planta ocotea notata (Nees) em novos testes.

Analisando os valores dos scores de afinidade da Crotoxina com os dois grupos
de canabindides, estes ndo apresentaram resultados proximos ao complexo de
referéncia, PBD ID 6CE2 de score -11,320 kcal/mol, porém a diferenca € pequena, o
que sugere um potencial inibidor contra a Crotoxina. Ainda assim, € ideal que se faca
modificacdes nestes ligantes para aperfeicoar o acoplamento no sitio ativo do alvo e
consequentemente diminuir a energia livre de ligacdo até que esteja semelhante a

referéncia, assim como todo planejamento de farmaco.
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5 CONCLUSAO

A avaliacéo in silico das interagdes alvo-ligantes realizada no presente trabalho
levaram a conclusdes positivas em relagcado aos objetivos da pesquisa. A escolha da
referéncia Suramina serviu como um bom parametro para analise dos resultados do
docking molecular, mostrando que ligantes ja co-cristalizados com alguma toxina
ofidica podem servir para outros géneros de serpente.

O método Blinding teve melhor desempenho com relacdo ao método Grid box,
reforcando a necessidade de mais estudos para identificagdo do sitio ativo da
Crotoxina, que consequentemente resultara no aperfeicoamento das seguintes
ancoragens moleculares.

A Suramina e os canabindides sao possiveis candidatos a farmacos para
terapia complementar ao soro anticrotalico, tanto para medicina humana quanto para
medicina veterinaria, sendo fundamental a continuidade dessa pesquisa com as

proximas etapas que constituem o desenvolvimento de medicacéo.
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