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RESUMO

FERREIRA, Francis Barbosa. Planejamento Baseado na Estrutura da Metaloprotease
BpMP-1 e Avaliacdo de Tiossemicarbazonas Ativas contra a Peconha da Serpente
Bothrops pauloensis. 2016. 127p. Tese (Doutorado em Ciéncias, Quimica Bioldgica).
Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Neste trabalho, foram utilizadas semi e tiossemicarbazonas, selecionadas na quimioteca do
LaDMol-QM (Dequim-UFRRJ), para o estudo das interacdes destas com o sitio ativo de uma
metaloprotease da peconha da serpente Bothrops pauloensis por modelagem molecular e
ensaios de inibicdo da atividade enzimatica e biologica sobre a toxina. A estrutura
cristalografica de uma metaloprotease (BaPl) complexada com um inibidor (um
peptideomimético) (codigo PDB 2W12) foi utilizada como molde para a construcdo do
modelo 3D da metaloprotease da peconha de B. pauloensis (BpMP-I). O modelo 3D tedrico
da BpMP-I, inédito para esta toxina, apresentou bons pardmetros de qualidade, sendo
considerado adequado para estudos de planejamento de ligantes baseado na estrutura. As
tiossemicarbazonas obtiveram melhores resultados, quando comparados com o0s resultados
das semicarbazonas, tanto para os ensaios de docagem molecular quanto para estudos de
inibicdo da atividade enzimatica in vitro. Estudos por métodos semiempiricos indicam uma
entalpia de interacdo positiva, sugerindo que a inibi¢do enzimatica por estes compostos deve
ser um processo controlado entropicamente. Os resultados foram utilizados para selecionar o
derivado LDQM-IN-23 e propor modificacGes estruturais planejadas racionalmente, visando
melhorar a interacdo deste com a toxina. O estudo do sitio catalitico da metaloprotease
mostrou que esta possui uma cavidade adjacente com grupos amino das ligacdes peptidicas
disponiveis para interacdo. Foi proposta, entdo, a insercdo de um grupo carboxilato com
diferentes espacadores, 2 (LDQM-IN-23b) e 3 grupos metileno (LDQM-IN-23c). Os
resultados de docagem e otimizacdo semi-empirica mostraram que houve uma melhora
consideravel na interacdo dos ligantes modificados, os quais foram sintetizados e testados
para as atividades de inibicdo enzimatica e bioldgica. Na inibicdo enzimatica, houve melhora
da Clso com 0 aumento do espagador. O composto LDQM-IN-23 tem Clso de 3011,00 uM e
0s compostos modificados possuem a Clsp de 79,12 (LDQM-IN-23b) e 1,77 uM (LDQM-IN-
23c). Estes compostos foram testados para a inibicdo da atividade hemorragica in vivo
induzida pela Botropoidina, uma metaloprotease da classe P-1ll, e pela peconha bruta de B.
pauloensis. Os trés compostos conseguiram inibir a atividade hemorragica induzida pela
toxina isolada e pela peconha, sendo que o composto LDQM-IN-23c mostrou maior
eficiéncia, quando comparado com os outros dois, e para a propor¢do de 1:10 (m/m
peconha/inibidor) a inibicdo da atividade foi de 100%. Foi realizado um estudo de docagem
deste composto lider com outras metaloproteases de peconha de serpentes (SVMPs — Snake
Venom Metalloproteinases), de espécies e géneros diferentes, mostrando que este ligante
consegue interagir com outras SVMPs e é um candidato para inibir a atividade hemorragica
de SVMPs presentes na pegonha, ndo sé de B. pauloensis, mas de outras serpentes.

Palavras-chave: Metaloproteases. Veneno de serpentes. Tiossemicarbazonas. Inibicdo de
atividade hemorréagica. Planejamento de ligantes auxiliado por computador.
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ABSTRACT

FERREIRA, Francis Barbosa. BpMP-1 Metalloproteinase Structure Based Design and
Evaluation of Thiosemicarbazones Active against Bothrops pauloensis snake venom.
2016. 127p. Thesis (Chemistry PhD, Biological Chemistry). Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2016.

In this work, semi and thiosemicarbazones selected from the LaDMol-QM library, were used
to study their interactions with a metalloproteinase from the snake Bothrops pauloensis
(BpMP-1) by molecular modelling and enzymatic inhibition assays with the toxin. The
crystalographic structure of BaPl (PDB code: 2W12) was used as a mold to build the 3D
model of BpMP-1 by homology modeling. The theorical model of BpMP-I showed good
quality parameters and was used in a subsequent molecular modeling study. The
thiossemicarbazones showed better molecular docking results and in vitro enzymatic
inhibitions assays than semicarbazones. Studies by semi-empirical methods indicate a positive
enthalpy of interaction, suggesting that the enzyme inhibition by these compounds must be a
entropy-driven process. The results were used together to select the LDQM-IN-23 compound
and propose rationally designed modifications to improve the interactions with the toxin. The
study of the catalytic site of BpMP-1 showed that there is an adjacent pocket with amino
groups of the peptide bonds available for interaction. All results were used together to design
structural changes, aiming the enhancing of the interaction with toxin. Therefore, was
proposed the insertion of the carboxyl group with different spacers, containing 2 (LDQM-IN-
23b) and 3 methylene groups (LDQM-IN-23c). The docking results and semi-empiric
optimization showed that there was a considerable improvement in the interaction for the
modified compounds. The modified compounds were synthesized and tested for biological
and enzymatic inhibition activity. It was observed that the ICso values have improved: the
original molecule, LDQM-IN-23 has an ICsp of 3,011 uM and the modified molecules have
ICso of 79.12 (LDQM-IN-23b) and 1.77 uM (LDQM-IN-23c). These molecules were tested
for inhibition of hemorrhagic activity induced by Bothropoidin, a P-IlIl class
metalloproteinase, and by the B. pauloensis whole snake venom. The three molecules can
inhibit the hemorrhagic activity induced by isolated toxin and whole venom, and LDQM-IN-
23c showed higher efficiency compared with the other two, and in a rate of 1:10 (w/w
venom/inhibitor) the inhibition of the hemorrhagic activity was 100%. A molecular docking
study of this lead compound with Snake Venom Metalloproteases (SVMPs) from different
snake species and genera showed that this molecule can effectivelly interact with these
SVMPs.

Keywords: Metalloprotease. Snake venom. Thiosemicarbazones. Hemorrhagic activity
inhibition. Computer Assisted Ligand Design.

vii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Botrhops pauloensis. A — Distribuicdo geogréafica (SILVA, 2004); B — Foto de
exemplar (CAMPBELL; LAMAR, 2004). C — Padrdo de manchas da espécie (SILVA, 2004;
SILVA; RODRIGUES, 2008). Figura retirada da dissertacdo de mestrado de Thais Machado

YL@ 7N T a0 ) TSR 3
Figura 2: Aparato de inoculacdo da peconha, Daboia siamensis. A: Espécime dissecado; B:
Diagrama. Fonte: WARRELL, 2010, .......ccoiiiiiieiieie e 4

Figura 3: A) Comparacdo do perfil protedmico de Bothrops atrox da Colémbia (acima) e do
Brasil (abaixo) (NUNES et al., 2009); B) perfil protéico da peconha de Bothrops jararaca: 1
— Adulto, 2 — Jovem (Newborn), 5 — Padrdo de massa molecular, em PAGE-SDS em
condicBes reduzidas (ANTUNES et al., 2010); C) perfil protéico de diferentes espécies
botropicas em PAGE-SDS (QUEIROZ et al., 2008). .........ccceiieiieiiiie e 6

Figura 4: Comparacédo entre o perfil transcriptdmico e protedmico da peconha de Bothrops
pauloensis (RODRIGUES et al., 2012). Legenda: SVMP: Snake Venom Metallo Proteases
(Metaloproteases de veneno de serpentes); BPP: Bradykinin-potentiating Peptide (Peptideo
potencializador ; PLA>: Phospholipase A2 (Fosfolipase A2); sWWEGF: snake venom Vascular
Endothelial Grow Factor (Fator de crescimento vascular endotelial de veneno de serpentes);
NGF: Neurotrophic Growth Factor (Fator de crescimento neurotréfico); LAO: L-amino
oxidase; CRISP: Cysteins-rich secretory proteins (Proteinas secretorias ricas em cisteina). .... 7

Figura 5: Dano tecidual local evidenciando edema, bolhas, equimose e necrose
(MINISTERIO DA SAUDE, 20168). ...c.coueueiiteirierinieienesieesieie et se e senens 8

Figura 6: Classificacdo das metaloendopeptidases. Em amarelo estd destacado o cld das
Metzincinas e em vermelho a familia das Adamalisinas e ADAMSs, na qual esta contida as
SVMPs. Fonte: Adaptado de Cerda-Costa € Gomis-RUth (2014). ......ccccccveveevveveiieceececeee 11

Figura 7: Esquema do motivo de ligagdo ao zinco com trés residuos de histidina e 0 — “Met-
turn” mostrando a sequéncia comum das metzincinas. O residuo de glutamato também foi
evidenciado, o qual desempenha importante funcdo na atividade catalitica. Segmentos
variaveis sdo identificados pelas linhas pontilhadas (STOCKER; BODE, 1995).................... 12

Figura 8: Mecanismo de catalise das metaloproteases. A) Foram destacados os residuos de
histidina coodenando o zinco no sitio catalitico, juntamente com uma molécula de agua. O
residuo de glutamato, que participa do processo de catalise, também esta em destaque. Uma
ligagdo peptidica, representando o substrato, também foi mostrada. B) Apds a transferéncia do
proton da agua para o residuo de glutamato, ha um ataque nucleofilico e a formacao de um
intermediario tetraédrico. C) Ha o rompimento da ligacdo peptidica com a inser¢cdo de um
hidrogénio ao Nitrogénio, liberando os produtos da reacdo e regeneracdo da enzima
(Adaptada de AKAQD, 2011). ..ueeiiiiiieiie ettt 13

Figura 9: Estrutura de SVMP-PIIl — RVV-X, e seus respectivos dominios, M
(metaloprotease), D/DL ( desintegrina/semelhante a desintegrina), CR (rico em cisteina) e
CTLPs (proteinas semelhantes a lectinas tipo-C). Fonte: TAKEDA et al., 2012. ................... 16

Figura 10: Representacdo esquematica das SVMPs. Cada dominio ou segmento €
representado por uma cor diferente. PS: peptideo sinal; SH: Residuo de cisteina responsavel
pelo sistema cisteina swicth; Metalo: dominio catalitico; Desintegrina: dominio desintegrina
ou desintegrina-like; RC: dominio rico em cisteina; Lectina: Dominio lectina tipo-C.
Adaptado de Takeya e Takeda (2012).......cccoveieiieieeieiie e 17

viii



Figura 11: Acima: Sequéncia primaria da BpMP-1 (NAVES-DE-SOUZA et al., 2012). Em
destaque estdo os residuos de histidina, glutamato e metionina, importantes para aatividade
catalitica da toxina. Abaixo: Estrutura tridimensional em a-helice ¢ B-pregueada e superficie
0E VAN UEF WAAIS.......eeieieiieiiee ettt et r e be et e st e sreenteenee e 18

Figura 12: Estrutura do p-cumarato de triacontila, composto isoldado de Bombacopsis glabra
(MENDES €t @l., 2013). ..cuioiiiieieiiieiieeee ettt ettt re bt e s nne e 20

Figura 13: A) Estrutura da fungdo acido hidroxdmico. B) Estrutura de um inibidor de
metaloproteases, 0 Marimastat — British Biotech (LAING et al., 2007)........ccccccoovevviieinenne 20

Figura 14: Estrutura genérica de semicarbazonas e tiossemicarbazonas. A numeracdo dos
atomos € definida segundo a IUPAC — International Union of Pure and Applied Chemistry
(Unido Internacional da Quimica Pura e Aplicada).........ccccccereiiriiiinienesesese e 21

Figura 15: Exemplo de grafico de Ramachandran (estrutura 2W12) gerada pelo programa
RAMPAGE (LOVELL et al., 2012), mostrando em azul intenso as regides favoraveis, azul
claro, regiGes permitidas, beje escuro, regides favoraveis para glicina, beje claro, regies
permitidas para glicina e, em branco, as regifes desfavoraveis. .........ccccccoveveeieiievesieseenne 23
Figura 16: Exemplo de gréafico de pontuacdo Z (Z-score) (estrutura 4AlG). O X vermelho

mostra a pontuacdo obtida pelo modelo, comparado com as pontuagdes de outras estruturas
com tamanhos semelhante, depositadas no banco de dados cristalografico (BENKERT et al.,

0 TSRS 24
Figura 17: Etapas da construgdo de um modelo tridimensional utilizando modelagem
comparativa (ou por homologia). Adaptado de Casavotto e Phatak (2009)............ccccevevveenene. 25
Figura 18: Esquema de GA utilizado pelo programa GOLD (CCDC). Adaptado de JONES et
LT S PS 33
Figura 18: Estrutura basica das semi e tiosemicarbazonas utilizadas. .............c.ccccceevvveinennnne 38

Figura 19: Alinhamento das sequéncias da BpMP-I (NAVES-DE-SOUZA et al., 2012) com
a BaPl (LINGOT et al., 2009) (PDB: 2W12) mostrando os residuos conservados (79%) e a
similaridade total das estruturas (89%). Em destaque estdo os residuos de histidina em
vermelho, os quais coordenam o zinco no sitio catalitico, e o residuo de glutamato em verde,
essencial para a atividade catalitiCa. ............cccooveiiiiii e 40

Figura 20: Validacdo do modelo teérico 3D da BpMP-1. A) Sobreporicdo das estruturas 3D
da BpMP-I (azul) e da BaPI (verde); B) Grafico Ramachandran do modelo da BpMP-I gerado
pelo programa Rampage (LOVELL et al., 2012) mostrando que 99% dos residuos de
aminoéacidos estdo na regido permitida do grafico. .........ccccceeiiiiiie i 40

FIQUIPra 21: CONTINUAGAD. .....eviiiitieiieiieie ettt sttt bbbttt ettt b et ne e 43

Figura 22: Comparacéo da estrutura original co-cristalizada (2W12) (carbonos em azul) com
a da solugdo, com menor valor de RMSD segundo maior valor de pontuacdo (73,8), obtida
pela fungdo GoldScore durante re-docagem (carbonos em Verde)..........cccceoeverenenenenennnnn 44

Figura 23: Moléculas LDQM-IN-23 (esquerda) e LDQM-IN-58 (direita) docadas no sitio
CAtalitiCO A BPIMIP-L.....iiie bbb 46

Figura 24: InteracGes obtidas para a molécula LDQM-IN-23 apds o docagem no sitio
CAtalitiCO A BPIMIP-L.......eiiiieie et 47

Figura 25: Cavidade adjacente ao sitio catalitico da toxina. Em destaque estdo mostrados o
ligante, interagindo com o Zn?* e com a Gly109, e os residuos para interagdes potenciais,
GINL106, HEL108 € HELB9. .....ceeeieeieieieiiee ettt sttt 50

iX



Figura 26: Modificacdo estrutural proposta para a molécula LDQM-IN-23. O espacador “n”
pode variar entre 2 e 3 carbonos, gerando as moléculas modificadas LDQM-IN-23b e LDQM-
IN-23C, rESPECHIVAMENTE. ...c.vieiiceiecieee ettt e e e s re e be et e sneesraenee e 51

Figura 27: Resultados da docagem das moléculas modificadas racionalmente no sitio
catalitico da toxina BpMP-I. Em destaque estdo os principais residuos envolvidos na interacao
com os ligantes LDQM-IN-23b (A) e 23c (B). Os marcadores para 0s nomes dos residuos
participantes mais o iom Zn?* estfo em azul, e as distancias (em A) entre &tomos que possuem
interacdes entre si foram marcados de amarelo...........cccocveiieii e 53

Figura 28: Ensaio de inibicdo promovido pelos ligantes LDQM-IN-23, 23b e 23c sobre a
atividade hemorragica induzida pela toxina isolada Botropoidina (Bdn) (GOMES et al., 2015)
na propor¢do de 1:20 (m/m) toxina/ligante. A) Porcentagem de inibicdo da atividade
hemorragica; B) Figuras ilustrando cada tratamento realizado. O controle negativo foi
realizado com salina (NaCl 0,9%). Controle positivo: Botropoidina isolada (Bdn). Bdn + 23:
toxina isolada mais o ligante LDQM-IN-23. Bdn + 23b: Toxina isolada mais o ligante
LDQM-IN-23b. Bdn + 23c: toxina isolada mais o ligante LDQM-IN-23c. Foi utilizada a
mesma sequéncia para A e B. Os resultados sdo mostrados como a média + desvio padrao
(n=4) em triplicata. * Resultados estatisticamente significativos com relagdo ao controle
NEGALIVO (P<0,05). .riiiiiieii ettt et e e ra e reanrenreere s 55

Figura 29: Ensaio de inibicdo promovido pelos ligantes LDQM-IN-23, 23b e 23c sobre a
atividade hemorrégica induzida pela peconha bruta de Bothrops pauloensis (Bp) na propor¢édo
de 1:20 (m/m) Bp/ligante. A) Porcentagem de inibicdo da atividade hemorragica; B) Figuras
ilustrando cada tratamento realizado. O controle negativo foi realizado com salina (NaCl
0,9%). Controle positivo: Bp de Bothrops pauloensis. Bp + 23: Bp mais o ligante LDQM-IN-
23. Bp + 23b: Bp mais o ligante LDQM-IN-23b. Bp + 23c: Bp mais o ligante LDQM-IN-23c.
Foi utilizada a mesma sequéncia para A e B. Os reaultados foram mostrados como a media +
desvio padrdo (n=4) em triplicata. * Resultados estatisticamente significativos com relacdo ao
controle Negativo (P<0,05). ...c.eiiiiiecie it 56

Figura 30: Ensaio de inibicdo promovido pelo ligante LDQM-IN-23c sobre a atividade
hemorragica induzida pela peconha bruta de Bothrops pauloensis (Bp) nas proporcoes de 1:1,
1:5 e 1:10 (m/m) Bp/ligante. A) Porcentagem de inibicdo da atividade hemorragica; B)
Figuras ilustrando cada tratamento realizado. O controle negativo foi realizado com salina
(NaCl 0,9%). Controle positivo: Bp de Bothrops pauloensis. Bp + 23c: Bp mais o ligante
LDQM-IN-23. Foi utilizada a mesma sequéncia para A e B. Os resultados foram mostrados
como a média = desvio padrdo (n=4) em triplicata. * Resultados estatisticamente
significativos com relagdo ao controle negativo (P<0,05).......ccceiiiiiiiiiiniinience e 57

Figura 31: Analise comparativa da sequéncia primaria de aminoacidos da proteina madura
BpMP-1. Foi realizado o alinhamento com o dominio metalo (catalitico) de outras SVMPs da
mesma familia de serpentes (Viperideae). Em cinza estdo marcados os residuos de histidina,
os quais fazem parte do sitio catalitico, além do residuo de metionina (met-turn). O simbolo
(*) representa residuos de aminoacidos conservados em todas as sequéncias analisadas. O
hifen representa gaps introduzidos nas sequéncias para maximizar o alinhamento................. 59

Figura 32: Andlise filogenética molecular da sequéncia da BpMP-I com outras sequéncias
similares de SVMPs depositadas no PDB pelo método neighbor-joining. Foram consideradas
as sequéncias das proteinas na forma madura. A maior distancia das sequéncias das toxinas
1BUD e 4J4M com relacdo a BpMP-1 evidencia 0 menor grau de parentesco. ...........ccccvennene 61

Figura 33: Sitio de interacdo ao substrato das toxinas BpMP-I (azul) e 1BUD (verde). Em
destaque estéo os residuos Phel75 e 11e168 da BpMP-I e Thrl71 e lle169 da 1BUD, além do

X



ligante LDQM-IN-23c: em azul para a BpMP-I e verde para a 1BUD. A superficie de van der
Waals dos residuos em destaque e do ligante também foi mostrada..........ccccovevevieieininnnnnn 61

Figura 34: A) Determinacgéo do coeficiente de particdo (P) de um soluto. B) Modelo bilinear
usado para descrever as correlagdes entre a atividade bioldgica e a lipofilicidade de uma série
de farmacos congéneres. (Adaptado de: BARREIRO; FRAGA, 2015)......ccccecevvivveivnnnnnne 63

Xi



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Dominios estruturais das SVMPS. ........cccccuiiieieieie e 15
Tabela 2: Substituintes utilizados na estrutura basica representada na Figura 15................... 38

Tabela 3: Pontuacdes de docagem (funcdo GoldScore) dos ligantes no sitio catalitico da
ENZIMA BPIMIP-L. o 45

Tabela 4: Valores das entalpias de interacdo das tiossemicarbazonas com a enzima BpMP-I
obtidos ap0s a otimizacao das estruturas pelo método PM6 (programa MOPAC 2012)......... 48

Tabela 5: Valores das entalpias de interacdo das tiossemicarbazonas com a enzima BpMP-I
contendo uma molécula de agua, obtidos apds a otimizacdo das estruturas pelo método PM6

(Programa MOPAGC 2012). ....cc.oiiiiiiiaiieieieieeie sttt sttt sb bbb ane s 48
Tabela 6: Resultados de determinacdo de inibicdo enzimatica; valores obtidos para o ensaio
de inibicdo de 50% da atividade enzimatica (Cl50). .....coveerererireiiiiere e 49

Tabela 7: Valores das pontuacdes de docagem (funcdo GoldScore) e das entalpias obtidas
apos a otimizacdo das estruturas pelo método PM6 (programa MOPAC 2012)...........cccc.e..... 52

Tabela 8: Comparacdo dos valores de Clso da estrutura LDQM-IN-23 e das estruturas com
modificacdes planejadas raCioNalMELe. ..........ccccvviie e 54

Tabela 7: Pontuac6es de docagem (GoldScore) dos ligantes no sitio catalitico das SVMPs. 60

Xii



LISTA DE ABREVIACOES

ADAM - A Desintegrin and Metalloproteinases

ADAMT - A Desintegrin and Metalloproteinases with Thrombospondin Motifs

AML1 — Austin Model 1 (Modelo de Austin 1)

ASP — Astex Statistical Potential (Potencial Estatistico Astex)

Bdn — Botropoidina

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool (Ferramenta de Pesquisa para Alinhamento
Local Bésico)

Bp — Bothrops pauloensis

BPP — Braddykinin-potentiating Peptide (Pepitideo Potencializador de Bradicinina)
CEBEA — Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal

Clso — Concentracdo de Inibigdo 50

CR — Cistein Rich (Rico em Cisteina)

CTLPs — C-type Lectin Proteins (Proteinas Semelhantes a Lectina Tipo-C)

DNA — Deoxiribonucleic Acid (Acido Desoxirribonucléico)

GA — Genetic Algoritm (Algoritimo Genético)

GOLD - Genetic Optimization for Ligand Docking (Otimizacdo Genética para Ancoramento
do Ligante)

IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry (Unido Internacional da
Quimica Pura e Aplicada)

MM — Mecénica Molecular

MQ — Mecénica Quéantica

NAD — Nicotinamide Adenine Dinucleotide (Dinucleotideo de Nicotinamida e Adenina)
NGF — Neurothrophic Growth Factor (Fator de Crescimento Neurotréfico)

NJ — Neighborjoing

OM - Orbital Molecular

PAF — Platelet Activating Factor (Fator de Ativacdo Plaquetaria)

PDB - Protein Data Bank (Banco de Dados de Proteina)

PES — Potential Energy Surface (Superficie de Energia Potencial)

PLA: — Fosfolipase A2

PLP — Piecewise Linear Potential (Potencial Linear por partes)

PM3 — Parameterized Model 3 (Modelo Parametrizado 3)

Xiil



PM6 — Parameterized Model 6 (Modelo Parametrizado 6)

PM7 — Parameterized Model 7 (Modelo Parametrizado 7)

QM — Quimica Medicinal

QMEAN - Qualitative Model Energy Analysis (Modelo Qualitativo de Analise de Energia)
RE — Reticulo Endoplasmaético

RM1 — Recife Model 1 (Modelo de Recife 1)

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

RMSD — Root Mean Square Deviation (Raiz do Desvio Médio Quadratico)

SAO — Soro Antiofidico

SBDD - Structure Based Drug Design (Planejamento de Farmacos Baseados na Estrutura)
SBH — Sociedade Brasileira de Herpetologia

SCF — Self Consistent Field (Campo auto-consistente)

SD — Slater Determinats (Deteminante de Slater)

SINAN - Sistema de Informacéo de Agravo de Notificacdo

SOM - Spin Orbital Molecular

SVMPs — Snake Venom Metalloprotainases (Metaloproteinases de peconha de serpentes
sVVEGF — Snake Venom Vascular Endhotelial Grow Factor (Fator de Crescimento Vascular
Endotelial de pegonha de serpentes)

TCA — Acido Tricloroacético

UFU — Universidade Federal de Uberlandia

Xiv



-
“

SUMARIO

[ {0] 51U 107X TSRO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA ......ooiveeeeeeceeveeeever et enes s st eane st 2
2.1 Serpentes: classificacdo € aspectos EVOIULIVOS ..........ccoovverieiiriieienie e e 2
2.2 Caracteristicas Epidemioldgicas do Acidente OfidiCO .........ccoevvvvievieiene v 3
2.3 Composicao e Fisiopatologia das Pegonhas Botropicas e Botropoicas....................... 4
2.4 Fisiopatologia do Envenenamento BotrOpico e BOtropOiCo .........cccevvevvereiesinsiesnnanan, 7
g S |V 1= v o] o] £0] (= K= S SOS PRSP 10
p T8t R |V 1= w4 | o] [ 3SR 12
2.5.2  Adamalisinas/ ReproliSiNas ..........cccceiurieieiiriiiie s 13
2.5.3  Estrutura e funcdo de Metaloproteases (SVMP) .......cocvveieiieiiciecie e 14
2 TOIAPBULICA. ..ttt ettt bbbttt b 19
N 101 o T[] USSR 19
2.8 Modelagem MOIECUIAN .........cciiiiiie e 21
2.8.1  Modelagem COmMPAratiVa ..........cooeiiiirieieieiesie et 21
2.8.2  CAlICUIOS SEMIEMPITICOS ..c.vevietiieieiiiieieee et 25
2.8.3  ENtalpia de INTEraCa0 .........cceeveiiieiieiie ettt 30
2.8. 4 DOCAGEIM ...ttt ettt bbbttt 31
OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA ..ottt 34
METODOLOGIA ...ttt ettt benreereens 35

E O I @ o (=T g To Lo I - N (0D OSSPSR 35
.2 Compostos Sinteticos ULIliZAd0S ........cccvcuevivieiieiciece s 35
43  Obtencdo e Manutencdo dos Animais Para 0s Ensaios BiolOgicos.............cccceevenee. 35
4.4 QuantificaGlo de ProteiNas ........ccceverereiiii e e 35
5 ENS@I0 ENZIMALICO ...vvivieciiecieee ettt nn e 36
451  Atividade azoCaseiNOIItICA . ......cccceiiiiiiiieieieie e 36
4.6y ALIVIdA0E HEMOIMAGICA . .....cviieiiiieiieieie et 36
4.7  Ensaios de Inibi¢do da Atividade Enzimatica e HemOIragica.........ccooevevercreninnnnn 36
4.8 ANALISE ESTASTISTICA .. ovviveiecie i 37
4.9 Alinhamento e Analise FIIOgENELICA. .........cooviviieieieee e 37
4.11)  Modelagem ComputaCional ............ccoiiiiiiiiiiiiie e 37
4.10.1 Construcdo do modelo 3D da metaloprotease ..........coovveeverieeneeiinienee e 37
4.10.2 Construcdo da estrutura das lHgantes .........ccocveeiieiiiie i 37
4.10.3  D0CAgemM MOIECUIAN ......ccveiiieiieee et 38

4.10.4 CAlculos SEMI-EMPITICOS ...vovveiiieiiiiiiiiieeeieieie ettt sbe st sreereaneas 38



5 RESULTADOS E DISCUSSAQ .......cooviiiieicieieeiese e 39

i CONCLUSOES € PERSPECTIVAS .....cooiiiiiieeceeteeete e ss s 63
ET T 0] o [od (U101 63
£1.2 PEISPECTIVAS ...cvviieiiiiiiiesieie ettt bbbttt et b e 65

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coiiiieeieeeteee et en s 65

ANEXOS ...ttt ettt ettt ettt 81
YA 1) o PRSPPI 81



1 INTRODUCAO

Atualmente, o envenenamento ofidico esta incluido na lista de doencas negligenciadas,
sendo um problema de satde publica, ndo sé no Brasil, mas no mundo todo, acometendo,
principalmente, os paises em desenvolvimento ou subdesenvolvidos. No Brasil, as serpentes
do género Bothrops sdo as maiores causadoras dos acidentes ofidicos, responsaveis por cerca
de 73% destes (GUTIERREZ et al., 2010; BRASIL, 2016a).

O quadro clinico desenvolvido apds o acidente com uma serpente do género Bothrops
pode ser muito variado, sendo dependente de varios fatores como a quantidade de pegonha
inoculada, da localizacdo da picada, idade e tamanho da espécie da serpente e da vitima e do
tempo decorrido entre o acidente e o atendimento médico (NUNES et al., 2014; BRASIL,
2016b). As manifestaces clinicas podem ser tanto locais quanto sistémicas, sendo que as
manifestacdes mais comums sdo edema, hiperalgesia, hemorragia e necrose, além de
alteracdes na hemostasia do paciente e no sistema nervoso (BRASIL, 2016a).

A constituicdo quimica destas pegonhas € muito complexa, com a maior parte de seus
constituintes sendo proteinas, toxicas ou ndo, as quais podem atuar na vitima de forma isolada
ou sinérgica, potencializando, ainda mais, os danos causados (GUTIERREZ et al., 2010;
BRHAMA et al., 2015). Vérias destas proteinas foram isoladas e caracterizadas estrutural e
funcionalmente (NAVES-DE-SOUZA et al., 2012; FERREIRA et al., 2013). Muitas delas
apresentam um grande potencial farmacoldgico, podendo ser utilizadas como modelos para
producdo de farmacos no tratamento de varias doencas, como hipertensdo, trombose e cancer.

Dentre estas proteinas, as metaloproteases sdo bastante importantes, visto que podem
induzir uma variedade de efeitos tdxicos nas vitimas de acidente ofidico, sendo que o
principal efeito é a hemorragia (NAVES-DE-SOUZA et al., 2012). As toxinas
metaloproteases estdo divididas em trés grupos, P-1 a P-IlI, diferindo na composi¢do dos
dominios estruturais (FOX; SERRANO, 2008). As metaloproteases de veneno de serpentes
(SVMP, do inglés Snake Venom Metalloproteinases) do grupo P-1 possuem apenas o dominio
metalo (catalitico); o grupo P-1I possui, além do dominio metalo, o dominio desintegrina; o
grupo P-111 possui 0 dominio metalo, 0 dominio desintegrina e/ou dominios ricos em cisteina
e lectina tipo-C.

As SVMPs estdo sendo amplamente estudadas e o entendimento da estrutura e funcéo,
bem como dos mecanismos de acdo e dos efeitos farmacoldgicos, podem ampliar nosso
conhecimento em &reas relacionadas ao tratamento das vitimas de acidentes ofidicos e ao
desenvolvimento de novos farmacos para desordens hemostaticas, inflamatorias e, ainda, com
acao bactericida e antitumoral (NAVES-DE-SOUZA et al., 2012; RODRIGUES et al., 2015).

Atualmente, a utilizacdo da modelagem molecular como ferramenta para o estudo da
estrutura de proteinas e para o planejamento de novos farmacos tornou-se bastante comum. O
uso da modelagem pode contribuir para reduzir o tempo e o custo do processo para obtencéo
da estrutura 3D de proteinas de interesse, quando comparados com o0s métodos de
cristalografia e RMN, além de auxiliar nos estudos de interacdo proteina/ligante,
possibilitando direcionar ou planejar o desenvolvimento de ligantes com melhor interagcdo
com seus alvos biogquimicos (COTRIM et al., 2011; CASTANEDA et al., 2012).

A construcdo dos modelos proteicos 3D através da modelagem comparativa (ou por
homologia) constitui o principal método para predi¢do da estrutura de proteinas. Esta técnica
permite a obtengdo de uma estrutura 3D baseada na estrutura cristalografica de uma proteina
homologa disponivel em um banco de dados (SANTOS-FILHO; ALENCASTRO, 2003;
CAVASOTTO; PHATAK, 2009). Adicionalmente, as técnicas de docagem de ligantes em
proteinas e a otimizacdo geométrica dos complexos obtidos permitem avaliar previamente a
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qualidade da interacdo entre proteina e ligante, sendo possivel, ainda, a avaliagdo de
modificacbes estruturais deste ligante visando melhorar a interacdo com a proteina de
interesse.

Neste sentido, o intuito deste trabalho é combinar estudos de modelagem molecular,
que incluem o desenvolvimento de um modelo 3D de uma toxina presente na peconha da
serpente Bothrops pauloensis e sua utilizagédo em estudos de interacdo toxina/ligante por meio
da combinacdo das técnicas de docagem molecular e calculos semiempiricos, com estudos
experimentais de determinacdo da atividade inibitéria dos compostos frente a toxina. A
combinacdo dos resultados destes estudos sera usada para planejar modificacdes estruturais
nos melhores ligantes, visando otimizar a interacdo destes com a toxina e suas atividades.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Serpentes: classificacédo e aspectos evolutivos

De acordo com a Sociedade Basileira de Herpetologia (SBH, 2016), as serpentes
formam um grupo, juntamente com lagartos e anfisbenas, a ordem Squamata, integrando a
classe Reptilia. As serpentes brasileiras estdo divididas, atualmente, em 10 familias:
Anomalepididae, Leptotyphlopidae, Typhlopidae, Aniliidae, Tropidophiidae, Boidae,
Colubridae, Dipsadidae, Elapidae e Viperidae (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
HERPETOLOGIA, 2016), das quais, quatro familias se destacam: Boidae, Colubridae,
Elapidae e Viperidae, no territdrio brasileiro.

No Brasil, a familia Viperidae é constituida por 28 espécies divididas em 6 géneros:
Bothriopsis, Bothrocophias, Bothrops, Crotalus, Lachesis e Rhinocerophis, de acordo com a
nova classificacdo realizada por Mattoni e colaboradores (2012), sendo que esta nova
classificagéo foi aceita pela Sociedade Brasileira de Herpetologia (SBH).

Vaérias investigacfes sobre a origem e evolugdo das serpentes na América do Sul
sugerem que as caracteristicas morfoldgicas e ecoldgicas destas serpentes sdo resultantes de
um processo de irradiacio adaptativa ocorrida a cerca de 10 milhdes de anos (WUSTER et al.,
2002). Essa grande diversidade dificulta, até hoje, a classificacdo e o estabelecimento das
relacOes filogenéticas. As serpentes botrdpicas, por exemplo, foram originalmente divididas
em 8 grupos, baseados nos aspectos morfologicos (contagem de escamas, coloragdo,
ornamentacdo, morfologia do hemipénis, osteologia, dentre outros), bioquimicos (eletroforese
do plasma) e moleculares (sequenciamento de genes do DNA mitocondrial e nuclear)
(JANEIRO-CINQUINI et al., 1987; PENSANTES; FERNANDES, 1989; FERNANDES;
ABE, 1991; CADLE, 1992; PARKINSON et al., 2002; WUSTER et al., 2002).

Fenwick e colaboradores (2009) realizaram estudos morfologicos e moleculares, como
anélise do DNA mitocondrial, e propuseram uma nova classificacdo para o género Bothrops.
Neste estudo algumas serpentes antes botrOpicas passaram a pertencer a um novo género,
agora denominado Bothropoides com 11 espécies (B. alcatraz, B. diporus, B. erythromelas,
B. insularis, B. lutzi, B. matogrossensis, B. pubescens, B. pauloensis, B. neuwiedi, B.
marmoratus e B. jararaca). O género Bothrops agora é composto de 17 espécies (B.
andianus, B. asper, B. atrox, B. brazilis, B. caribbaeus, B. isabelae, B. jararacussu, B.
lanceolatus, B. leucurus, B. marajoensis, B. moojeni, B. muriciencis, B. osbornei, B. pirajai,
B. punctatus, B. sanctaecrucis, e B. venezuelensis).

Em 2012, um trabalho realizado por Mattoni e colaboradores agrupou novamente os
géneros Bothropoides e Bothrops, sendo que o termo Bothropoides poderia ser utilizado como
sinbnimo de Bothrops. A espécie atualmente denominada Bothrops pauloensis, cuja toxina
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isolada de sua peconha foi objeto de estudo do presente trabalho, era descrita como Bothrops
neuwiedi pauloensis (Amaral, 1925), uma das doze subespécies do complexo Bothrops
neuwiedi o qual era composto pelas seguintes subespécies, a saber: B. n bolivianus, B. n.
diporus, B. n. goyazensis, B. n. lutzu, B. n. matogrossensi, B. n. meridionalis, B. n. neuwiedi,
B. n. paranaensis., B. n. pauloensis B. n. piauhyensis, B. n. pubescens e B n. urutu. A
subespécie B. n. pauloensis passou por duas reclassificacbes taxondmicas, onde foi
denominada inicialmente como uma nova espécie Bothrops pauloensis (SILVA;
RODRIGUES, 2008). Posteriormente, Fenwick e colaboradores (2009) realizaram uma
revisao taxonémica baseada em evidéncias moleculares e morfologicas e alteraram 0 nome de
varias espécies, sendo que a espécie Bothrops pauloensis passou a ser denominada
Bothropoides pauloensis. Com o0 novo estudo de Mattoni e colaboradores (2012), a espécie
Bothropoides pauloensis voltou a ser chamada de Bothrops pauloesis. Essa nova
nomenclatura vem sendo utilizada por diferentes trabalhos citados na literatura e sera a partir
de agora adotada nessa reviséo.

A espécie Bothrops pauloensis pode ser encontrada na regido central do Brasil nos
estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais e Sdo Paulo, como mostra
a figura 1.
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Figura 1: Botrhops pauloensis. A — Distribuicdo geografica (SILVA, 2004); B — Foto de
exemplar (CAMPBELL; LAMAR, 2004). C — Padrdo de manchas da espécie (SILVA, 2004;
SILVA; RODRIGUES, 2008). Figura retirada da dissertagdo de mestrado de Thais Machado
(MACHADO, 2010).

2.2 Caracteristicas Epidemioldgicas do Acidente Ofidico

Os acidentes ofidicos estdo crescendo em numero de casos e em numero de 6Obitos
resultantes destes (GUTIERREZ et al., 2010). Devido a isso e a falta de empenho
governamental no sentido de se buscar tratamentos mais eficazes, o envenenamento ofidico é
um problema de salde publica, sendo considerado como uma das doencas negligenciadas
(GUTIERREZ et al., 2010). Kasturiratne e colaboradores (2008) estimaram que o0 nimero de
acidentes ofidicos em 2007 foi de aproximadamente 420 mil casos registrados por ano em
todo o mundo, com um indice de mortalidade de aproximadamente 4,7% (19.800 casos). Em
2015, Gutierrez e colaboradores estimam que o numero de acidentes ofidicos chegue a 5
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milhGes de casos por ano, com cerca de 125 mil ¢btos e com aproximadamente 400 mil casos
de sequelas permenentes.

No Brasil, 0 numero de notificacbes de ofidismo aumentou entre os anos de 2000 e
2011, ocorrendo uma reducdo gradual no numero de acidentes até 2015. De acordo com o
Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacédo (SINAN)
(http://portalsaude.saude.gov.br/images/pdf/2016/janeiro/20/1-Casos-Ofidismo-2000-
2015.pdf), ocorreram 24.460 casos de acidentes ofidicos em 2015, com mortalidade de 0,43%
dos casos. Cerca de 73,5% foram causados por serpentes do género Bothrops. A mortalidade,
em geral baixa, porém, pode aumentar dependendo do tipo de envenenamento e do tempo
decorrido entre o acidente e o atendimento. Por exemplo, no envenenamento crotélico, cujo
atendimento demora de 6 a 12 horas ap6s o acidente, o indice de mortalidade é de 4,7%
(BRASIL, 2016b).

O numero de casos de ofidismo no Brasil varia de acordo com a regido (mais elevado
nas regides Norte e Nordeste) e com a época do ano, em gque aumentam os acidentes com o
aumento das chuvas e da temperatura, coincidentes com o periodo de maior atividade humana
no campo. Os acidentes acometem com maior frequéncia adultos jovens do sexo masculino.
Nas regides Sul e Sudeste, os acidentes ocorrem em maior niumero no periodo de janeiro a
abril (BRASIL, 2016a).

2.3 Composicéo e Fisiopatologia das Peconhas Botropicas e Botropoicas

As peconhas de serpentes produzidas nas glandulas veneniferas que sdao um tipo de
especializacdo de glandulas salivares (KOCHVA et al., 1987) como mostra a figura 2. Estas
sdo extremamente complexas contendo varias substancias farmacologicamente ativas que
atuam na inducdo das alteracBes fisiopatoldgicas decorrentes do envenenamento.
Aproximadamente 90% da massa seca pe¢onha sdo proteinas toxicas ou ndo toxicas. Outros
compostos também estdo presentes como citrato, ions metalicos, carboidratos, nucleotideos
em especial as flavinas mononucleotideo dinucleotideo que sdo responsaveis pela cor amarela
das peconhas e em menor proporcdo aminoacidos livres e lipideos (SOUZA et al., 2001;
FREITAS et al., 1992).

Figura 2: Aparato de inoculagdo da pegonha, Daboia siamensis. A: Espécime dissecado; B:
Diagrama. Fonte: WARRELL, 2010.



Como constituintes enzimaticos mais importantes das peconhas botropicas e
botropdicas, podemos encontrar metaloproteinases, serinoproteinases, desintegrinas,
miotoxinas, fosfolipases A, L-amino oxidases, fosfomonoesterases, fosfodiesterases,
acetilcolinesterase, arginina esterase, hialuronidase, 5’- nucleotidase e NAD-nucleosidase,
dentre outros (TU, 1988; STOCKER, 1990; QUEIROZ et al., 2008; GUTIERREZ et al.,
2009a).

Vaérios fatores podem afetar a composicao da peconha, incluindo origem geografica,
idade e sexo da serpente, estacdo do ano e tipo de presa. Alguns trabalhos demonstraram a
variacdo na composicdo das peconhas de mesmas espécies de acordo com a variacdo
geografica (RODRIGUES et al., 1998; NUNES et al., 2009). Foi verificado que a composi¢&o
da peconha de Bothrops atrox, obtida de regides diferentes (Colémbia e Brasil) é diferente,
principalmente em relacdo a composicdo de metaloproteinases e fosfolipases A2, como pode
ser observado na figura 3A.

A variacdo da composicdo também pode ocorrer de acordo com a idade dos
especimes (ANTUNES et al., 2010). Foi demonstrado que as peconhas de Bothrops jararaca
filhotes e adultos, apresentam uma importante variacdo intra-especifica da composicédo da
peconha, bem como uma variacdo das atividades bioldgicas e imunoldgicas destas pegonhas
(Figura 3B). A variacdo da composicdo das peconhas também ocorre interespecificamente,
como foi mostrado por Queiroz e colaboradores (2008). Os autores analisaram peconhas de
varias espécies botropicas e concluiram que existem diferengas entre estas, o que pode refletir
nas diferentes atividades bioldgicas produzidas pelas mesmas (Figura 3C).

Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos no sentido de entender melhor a
composicao das peconhas das serpentes, utilizando analises de proteébmica e transcriptbmica
(RODRIGUES et al., 2012; BRAHMA et al., 2015). A analise proteémica da peconha de B.
asper realizada por Gutiérrez e colaboradores (2009a) mostrou a variagdo na composicdo
desta peconha quando coletadas de serpentes de diferentes regides. Terra e colaboradores
(2009) compararam a protedmica das peconhas de Bothrops jararaca e Bothrops lanceolatus,
avaliando as diferencas na composicdo, principalmente, de metaloproteinases nestas duas
peconhas. As andlises transcriptdmicas de algumas peconhas mostraram o perfil de expressdo
génica. Kashima e colaboradores (2004) e Neiva e colaboradores (2009) realizaram a anélise
transcriptobmica das glandulas de Bothrops jararacussu e Bothrops atrox, respectivamente,
contribuindo para o conhecimento da diversidade genética presente nas glandulas das
serpentes deste género.

A combinacéo da andlise de transcriptoma e protedmica das peconhas revela parte da
composicdo protéica e peptidica das mesmas e ainda traz novos conhecimentos sobre
modifica¢bes pds-traducionais ocorridas nas glandulas de pegonha (VALENTE et al., 2009;
RODRIGUES et al.,, 2012). Rodrigues e colaboradores (2012) realizaram a analise
transcriptdmica e protedmica da peconha de Bothrops pauloensis, e verificaram que ha uma
diferenca entre o transcriptoma e o proteoma, tanto na quantidade de certas toxinas quanto na
estrutura, sugerindo que algumas proteinas possuem maior importancia que outras na
evolucdo desta espécie, por isso sd0 mais expressas que outras, e algumas modificaces nas
estruturas destas proteinas ocorrem apds a traducgéo de seus genes (Figura 4).



A Disintegrin 1 2 5
Gal-lectin ™ wer B kDa
‘ 4 250
]
L ! 150
= 100
N CRISP R L4 75
" \
Serd - -
pml':mw - 50
DCArngments LAO s 37
Disintegrin gop "y .
Cleetlm ./ K49 -
\nl" - 25
y CRISP - @ .
Serine
" )pmrhm 20
AD( fragments
| _a v
mn
- 10
o > -
C b\ & T N ¥ & j) >
¢ FEEETs L8 ER
;,&’r o £ “f’“-\o’.\@\o~“s’e¢’ﬁ'.a°\.~' gt
Mt [KkDa) vvtvvvv YV YV OO
074
642
188 oew w o VoW W -gs @
171
259 RRp—— _:_...-— --—-—‘
194 ~
e
R ’.“

Figura 3: A) Comparacgdo do perfil proteémico de Bothrops atrox da Colémbia (acima) e do
Brasil (abaixo) (NUNES et al., 2009); B) perfil protéico da peconha de Bothrops jararaca: 1
— Adulto, 2 — Jovem (Newborn), 5 — Padrdo de massa molecular, em PAGE-SDS em
condicBes reduzidas (ANTUNES et al.,, 2010); C) perfil protéico de diferentes espécies
botropicas em PAGE-SDS (QUEIROZ et al., 2008).
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Figura 4: Comparacédo entre o perfil transcriptdmico e protedbmico da pegonha de Bothrops
pauloensis (RODRIGUES et al., 2012). Legenda: SVMP: Snake Venom Metallo Proteases
(Metaloproteases de veneno de serpentes); BPP: Bradykinin-potentiating Peptide (Peptideo
potencializador ; PLA2: Phospholipase A. (Fosfolipase Az); svWEGF: snake venom Vascular
Endothelial Grow Factor (Fator de crescimento vascular endotelial de veneno de serpentes);
NGF: Neurotrophic Growth Factor (Fator de crescimento neurotrofico); LAO: L-amino
oxidase; CRISP: Cysteins-rich secretory proteins (Proteinas secretorias ricas em cisteina).

O conhecimento da composicdo protéica dessas peconhas tem uma importancia
significativa, pois pode auxiliar também no aspecto terapéutico especifico ligado a acidentes
ofidicos. O estudo da prote6bmica das peconhas pode trazer um conhecimento maior sobre
quais toxinas sdo mais importantes para determinadas espécies e, com isso, aperfeicoar a
produgdo de antivenenos. VArios autores estdo utilizando a vendmica em conjunto com a
antivendmica (identificacdo de epitopos contidos nas proteinas das peconhas reconhecidos
pelo soro antiveneno por técnicas de protedmica) na tentativa de um melhor direcionamento
na fabricacdo dos soros antivenenos melhorando a eficiéncia destes e reduzindo os efeitos
colaterais (CALVETE et al., 2009; GUTIERREZ et al., 2009a).

2.4 Fisiopatologia do Envenenamento Botropico e Botropoico

Os efeitos toxicos provocados pelas peconhas botréfpicas e botropoicas podem ser
tanto locais quanto sitémicos. Um dos principais efeitos locais iduzidos por esta peconha é a
lesdo tecidual (RODRIGUES et al., 1998; RODRIGUES et al., 2007; GUTIERREZ et al.,
2009b; OLIVEIRA et al.,, 2009; GUTIERREZ et al., 2010). O dano tecidual local é
caracterizado por edema acentuado e progressivo, dor intensa e manifestacdes hemorragicas
percebidas com sangramento no local da picada, sendo que o quadro pode evoluir para
necrose severa (Figura 5) (WARRELL et al., 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2016a). As
complicagBes que se seguem apos 0 envenenamento podem levar ao surgimento de bolhas,
gangrena, abscesso, sindrome compartimental, insuficiéncia renal aguda e choque.



3

Figura 5: Dano tecidual local evidenciando edema, bolhas, equimose e necrose
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016a).

A lesdo tecidual pode ser causada por varias toxinas distintas ou pela acéo destas em
sinergia, e, dependendo do caso, o dano tecidual se torna tdo intenso, algumas vezes
irreversivel, podendo levar a isquemia e até amputacdo do membro afetado (SILVEIRA;
NISHIOKA, 1992). As fosfolipase A> miotdxicas induzem a mionecrose através de uma
perturbacdo do sarcolema, levando a um influxo de ions célcio e a necrose muscular
(GUTIERREZ; OWNBY, 2003). As metaloproteinases também desempenham um importante
papel no dano tecidual através da inducdo indireta da mionecrose pela isquemia
(GUTIERREZ et al., 2009b). Estas toxinas degradam proteinas da lamina basal de vasos
sanguineos levando a um extravasamento de sangue nestas regides, com consequente déficit
sanguineo para a musculatura.

O edema tecidual é um efeito multifatorial. Mediadores inflamatorios liberados ou
sintetizados ap6s o envenenamento podem levar ao edema, assim como a hiperalgesia
(GUTIERREZ; LOMONTE, 2003). Danos em microvasos (capilares e vénulas) causados por
metaloproteinases hemorragicas levam ao extravasamento e formacdo do edema
(GUTIERREZ et al., 2009b). As PLA, desempenham um importante papel nesse quadro, pois
estas toxinas induzem a degranulacdo dos mastocitos, com a liberacdo de histaminas, e a
producdo de prostaglandinas, mediadores da formacdo do edema local (TEIXEIRA et al.,
2003).

Vérias destas toxinas podem induzir efeitos sistémicos. Dentre as manifestagdes mais
comuns podem ocorrer: alteracdes na coagulacdo sanguinea, mialgia, andria, oligdria
(podendo levar a insuficiéncia renal), hipotensdo, hipotermia e cefaléia (ALBUQUERQUE et
al.,, 2004), além de hemorragias (gengivorragia e em outras cavidades do corpo)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016a).

Agumas toxinas podem induzir alteragfes na hemostasia, atuando diretamente sobre
este sistema hemostatico, inibindo-o0 ou estimulando-o. O sistema hemostatico funciona sob
um delicado balanco entre o processo de formagdo do coagulo até sua completa dissolucéo
(fibrindlise), mantidos em equilibrio pelas propriedades hemodindmicas do sangue (BRAUD
et al., 2000).

Estas toxinas podem ser agrupadas em diferentes categorias: 1) procoagulantes:
ativadores de fatores V, X, IX e protrombina, além de proteases com agdo semelhante a
trombina (thrombin-like); 2) anticoagulantes: ativadores de Proteina C, proteinas que ativam a
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formacgédo do complexo fator IX/X, inibidores de trombina e PLA>; 3) Fibrino(geno)liticas:
proteinas que degradam fibrinogénio e/ou fibrina e proteinas ativadoras de plasminogénio; 4)
hemorraginas: proteinas que interagem com a parede dos vasos; 5) inibidor ou ativador de
plaquetas; 6) inibidores de serinoproteinases (serpninas) (WHITE, 2005).

A alteracdo na hemostasia do paciente apos o envenenamento ofidico pode ser
induzida por enzimas proteoliticas, geralmente classificadas de acordo com suas estruturas e
funcdes.

As SVMPs tém sido extensivamente estudadas e consideradas fundamentais no
desenvolvimento de patogenias induzidas pelas peconhas. Em geral, a acdo das SVMPs esta
relacionada a proteolise dos componentes da matriz extracelular (colageno tipo IV, laminina,
fibronectina e nidogénio), proteinas do plasma (fibrinogénio, fator de von Willenbrand,
protrombina) e proteinas da superficie celular (integrinas e caderinas). Além disso, SVMPs
sdo capazes também de interagir com receptores das plaquetas, de células endoteliais e
fibroblastos, ativando ou inibindo a resposta celular. Estes efeitos promovem alteragdes
patoldgicas graves, observadas apds o envenenamento, tais como hemorragia, inibicdo da
agregacdo plaquetéria, coagulopatia, mionecrose e resposta inflamatéria (WHITE, 2005;
MOURA-DA-SILVA et al, 2007).

As serinoproteinases causam desordens hemostaticas interferindo em pontos distintos
da coagulacdo sanguinea por degradacao proteolitica, inibindo ou ativando fatores especificos
envolvidos na cascata de coagulacdo, agregacdo plaquetaria e fibrindlise (BRAUD et al.,
2000). A maioria das serinoproteinases com acdo semelhante a trombina (thrombin-like) atua
sobre uma das cadeias do fibrinogénio Ao ou B, podendo atuar em ambas, liberando
fibrinopeptideos A, B ou AB (MARKLAND, 1998; COSTA et al.,, 2009), além de
monémeros de fibrina, os quais se agrupam formando um coagulo frouxo. Como a maioria
das “thrombin-like” ndo possui a capacidade de ativar o fator XIII, o qual é responsavel pela
estabilizacdo do coagulo, este ¢é facilmente removido da circulagdo sanguinea (STOCKER et
al., 1982). Com isso ha uma rapida diminuicdo do estoque de fibrinogénio in vivo, levando a
um efeito anticoagulante e desfibrinogenante; in vitro, porém, estas enzimas sdo pro-
coagulantes (MARKLAND, 1998; COSTA et al., 2010).

Um componente importante da peconha botrépica/botropoica, € a toxina PLA2, que
tem como substrato os fosfolipideos que sdo constituintes da membrana plasmatica celular.
As PLA?’s de pegonhas de serpentes vém sendo amplamente estudadas devido a variedade de
seus efeitos farmacoldgicos, como neurotoxicidade, miotoxicidade, cardiotoxicidade,
citotoxicidade, ativacdo e/ou inibicdo da agregacdo plaquetaria, anticoagulacdo, edema,
convulsdo, hipotensdo, dentre outras; nem todas as PLA2’s, porém, induzem todos esses
efeitos (FRANCISCHETTI et al., 1998; KINI, 2003; MASUDA et al., 2005).

As PLA?’s enzimaticamente ativas catalisam a hidrdlise especificamente na ligagdo
2-acil éster de fosfolipidios, liberando como produtos os lisofosfolipidios e &cidos graxos
livres (SIX; DENNIS, 2000). Um destes acidos pode ser o araquiddnico, que é precursor de
eicosandides, como as prostaglandinas e hormonios, potentes mediadores da resposta
inflamatdria, além de poder funcionar como segundo mensageiro (DENNIS, 1997; DESSEN,
2000). Os lisofosfolipideos liberados podem ser convertidos em fator de ativacdo plaquetéria
(PAF).

As fosfolipases Az podem ser divididas em cinco grupos principais: PLA; secretérias
(SPLA,), citosolicas (CPLA;), Ca?* independentes, acetilidrolases do fator de agregacio
plaquetaria (PAF-AH) e as lisossémicas, divididas de acordo com o mecanismo catalitico e
suas caracteristicas funcionais e estruturais.

As PLA?’s secretorias foram subdivididas em quatorze grupos, de acordo com o
numero de residuos de aminodacidos e posicdo das ligagdes dissulfeto, sendo que as PLA?’s
das peconhas de serpentes estdo incluidas nos grupos I e Il (SCHALOSKE; DENNIS, 2006).
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Essas enzimas sdo pequenas, com massa molecular variando de 13 a 18 kDa, e causam danos
sisttmicos e locais pela interferéncia nos processos fisioldgicos normais da vitima (KINI,
2003).

2.5 Metaloproteases

As metaloproteases sdo enzimas proteoliticas, podendo ser classificadas como
metaloexopeptidases (EC: 3.4.17) ou metaloendopeptidases (EC: 3.4.24). A classificacdo
apresentada no banco de dados MEROPS, e aceita pela comunidade cientifica, agrupa as
metaloproteases em espécies, familias e clds, com base na similaridade sequencial e na
distancia evolutiva (RAWLINGS et al., 2014).

Outra classificacdo aceita se baseia na estrutura do sitio ativo. Nesta classificacdo, as
metaloproteases sdo separadas em dois grupos. O primeiro grupo é formado pelas
metaloprotases que possuem apenas um metal no sitio catalitico (mononucleares) e o outro
grupo é formado pelas metaloproteases que possuem dois metais no sitio catalitico
(binucleares) (Figura 6), sendo que as endopeptidases pertencem ao primeiro grupo e as
exopeptidases estdo presentes no segundo grupo (CERDA-COSTA; GOMIS-RUTH, 2014;
ZHANG et al., 2015).

O metal presente no sitio catalitico das monucleares € um ion divalente, geralmente o
zinco, mas este pode ser substituido ions cobalto, manganés ou niquel. Estes metais sdo
ancorados e coordenados por certos residuos de aminoacidos, geralmente histidina, glutamato
ou aspartato (GOMIS-RUTH; BOTELHO; BODE, 2012).

Na tribo das zincinas (MACKERROW, 1987), o zinco esta ligado a dois residuos de
histidina e um residuo de glutamato, que fazem parte da sequéncia HEXXH. Em outra tribo,
das inverzincinas, a sequéncia ligante do zinco esta invertida, HXXEH (BECKER; ROTH,
1993; HOOPER, 1994; CERDA-COSTA; GOMIS-RUTH, 2014). A tribo das zincinas é
dividida em cinco clds: metzincinas; gluzincinas;, S2P-zincinas; aspzincinas;, enzimas
semelhantes a FtsH (Figura 6).
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2.5.1 Metzincinas

O cla@ das metzincinas possui uma sequéncia consenso de seu dominio catalitico:
HEXXHXXGXXH+M). Os trés residuos de histidina coordenam o zinco no sitio catalitico,
aléem de um residuo de metionina, altamente conservado nas estruturas das metzincinas,
formando uma al¢a ou “lago”. O Met-turn, como é conhecido, esta localizado proximo aos
residuos de histidina que coordenam o zinco, formando uma fenda hidrofébica, mas sem
contato direto com o metal, servindo para ancoramento do substrato (Figura 7) (BODE;
GOMIS-RUTH; STOCKER, 1993; HEGE; BAUMANN, 2001).

Base catalitica

Motivo de
ligagao do Zn

Figura 7: Esquema do motivo de ligacdo ao zinco com trés residuos de histidina e o — “Met-
turn” mostrando a sequéncia comum das metzincinas. O residuo de glutamato também foi
evidenciado, o qual desempenha importante funcdo na atividade catalitica. Segmentos
variaveis sdo identificados pelas linhas pontilhadas (STOCKER; BODE, 1995).

Esse cld esta dividido em doze familias: astacinas, aeruginolisinas ou serralisinas,
leishmanolisinas, snaplisinas, matrixinas, adamalisinas/ADAMSs, archaemetzincinas,
pappalisinas, fragilisinas, toxilisinas, cholerilisinas, igalisinas (Figura 6). Essas familias
apresentam um dominio catalitico formado por uma estrutura de 130 a 270 residuos de
aminoéacidos, contendo em seu dominio catalitico a mesma sequéncia consenso presentes nas
zincinas, possuindo, no entanto, alguns elementos estruturais distintos, como a presenca
adicional de estruturas secundarias (BODE; GOMIS-RUTH; STOCKER, 1993; HOOPER,
1994; GOMIS-RUTH, 2003; GOMIS-RUTH, 2009; CERDA-COSTA; GOMIS-RUTH,
2014).

As metzincinas sdo secretadas como zimogénios, possuindo um pré-dominio, o qual
apresenta um residuo de cisteina que interage com o zinco do sitio catalitico, num mecanismo
conhecido como cisteina “switch”, bloqueando o dominio catalitico ¢ inibindo a fungdo
enzimatica. Estas enzimas sdo ativadas através da hidrélise do pro-dominio iniciada por
proteases, mas a retirada total do pro-dominio ocorre por autdlise (MATRISIAN, 1992;
GRAMS et al., 1993). Estas metaloproteases também podem ser ativadas por agentes
oxidantes, surfactantes e metais pesados, entre outros, que modificam o residuo de cisteina e
dessa forma promovem a desestabilizacdo da ligacdo do zinco com o grupo tiol da cisteina,
ativando a enzima (SPRINGMAN et al., 1990).

Estudos estruturais das metaloproteases, como a termolisina, elucidaram como o Zn?*
participa nas etapas da catalise. Ele estd coordenado tetraedricamente com os residuos
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His142, His146, His152 e com uma molécula de agua. A coordenacdo da molécula de agua
com o ion zinco provoca um aumento da polarizacdo na ligacdo O-H, o que facilita a
transferéncia de um proton da molécula de agua para o grupo carboxilato do residuo catalitico
Glul43 (posicdo das termolisinas, que pode se alterar em outras familias). O anion hidroxila
formado, um forte nucleofilo, ataca o carbono carbonilico da ligacdo peptidica do substrato,
com a formagdo de um intermediario tetraédrico. Com a transferéncia do proton de Glu143
para 0 nitrogénio da ligacdo peptidica do intermediario, esta é clivada liberando os
subprodutos da reacdo; a enzima € regenerada com a incorporacdo de uma nova molécula de
agua (Figura 8) (STOCKER et al., 1995; RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006;
CORONADO et al., 2014).

Ligacao
peptidica

Figura 8: Mecanismo de catalise das metaloproteases. A) Foram destacados os residuos de
histidina coodenando o zinco no sitio catalitico, juntamente com uma molécula de agua. O
residuo de glutamato, que participa do processo de catalise, também esta em destaque. Uma
ligacdo peptidica, representando o substrato, também foi mostrada. B) Apos a transferéncia do
préton da &gua para o residuo de glutamato, ha um ataque nucleofilico e a formagdo de um
intermediario tetraédrico. C) H& o rompimento da ligacdo peptidica com a insercdo de um
hidrogénio ao Nitrogénio, liberando os produtos da reacdo e regeneracdo da enzima
(Adaptada de AKAO, 2011).

2.5.2 Adamalisinas/ Reprolisinas

Dentro do cld das metzincinas esta a familia nomeada adamalisinas, ADAMS ou
reprolisinas, a qual estd subdivida em trés grupos: ADAM (A Disintegrin And
Metalloproteinase), ADAMT (A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin
motifs) e as ja& mencionadas SVMPs (WOLFSBERG et al., 1995; BJARNASON; FOX, 1994;
GOMIS-RUTH, 2003; CERDA-COSTA; GOMIS-RUTH, 2014)

As ADAMs estdo relacionadas com a fertilizacdo e funcdo do esperma. Elas também
estdo envolvidas na miogénese, neurogénese, diferenciagdo de células osteoblasticas e na
modulacdo da migragdo celular. Além disso, estdo relacionadas com desordens fisioldgicas,
como processos inflamatdrios, asma, artrite reumatoide, e doenga de Alzheimer (TAKEYA,
IWANAGA, 1998; KAWAGUCHI et al., 2002; PRIMAKOFF; MYLES,2002).

As ADAMTs estdo envolvidas na formacdo das gonadas, desenvolvimento
embrionario e angiogénese, ativacdo do procoldgeno, além de participarem de processos
inflamatdrios, degradacdo da cartilagem nas artrites e na invasdo tumoral (BLOBEL, 1997;
SLACK; MAS; SEAH, 2001; CAL et al., 2002; GOMIS-RUTH, 2003; MOCHIZUKI;

13



OKADA, 2007; MURPHY; NAGASE, 2008; APTE, 2009; TAKEDA; TAKEYA;
IWAGANA, 2012; CERDA-COSTA; GOMIS-RUTH, 2014)

As SVMPs, como anteriormente descrito, sdo enzimas presentes nas peconhas de
serpentes que induzem alteracBes no sistema hemostatico, além de gerarem hemorragias
locais e sistémicas. Essas proteases sao também responsaveis por efeitos que caracterizam a
lesdo tecidual ap6s o acidente ofidico, como edema, hemorragia, necrose e inflamagao
(GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000; MATSUI et al., 2000; LAING et al., 2003;
GUTIERREZ et al., 2005).

2.5.3 Estrutura e funcéo de Metaloproteases (SVMP)

As SVMPs sdo classificadas em trés grupos, de acordo com a presenca ou auséncia de
seus multiplos dominios estruturais, de Pl a PIIl. Estes grupos sdo resultantes de
processamentos proteoliticos, com a disposicdo de diferentes dominios em diferentes formas
(RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006; FOX; SERRANO, 2008). Os dominios estdo
apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1: Dominios estruturais das SVMPs.

DOMINIO ESTRUTURA E FUNCAO

Constituido por uma sequéncia de 18 residuos de aminocidos,
em sua maioria hidrofobica, e que provavelmente direciona a
proteina sintetizada no reticulo endoplasmético (RE) (RAMOS;
SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006; FOX;SERRANO 2008)

Peptideo sinal (P)

Composto por 200 residuos de aminoacidos que séo
extremamente conservados nas SVMPs. Essa regido contém a
sequéncia PKMCGVT, que proporciona a inativacdo da enzima
pelo mecanismo “cysteine-switch” modulando a atividade
enzimatica desse grupo (RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO,
2006).

Pré-dominio

Apresenta uma sequencia de 200 a 210 residuos de aminoacidos.
Nesse dominio estd presente o motivo ligante de zinco,
HEXXHXXGXXH, e a sequéncia CIMXP onde se encontra um

Metaloprotease ou residuo de metionina (Met-turn) que pode ser responsavel por

catalitico manter a estabilidade da estrutura para favorecer a liga¢do do
zinco (FOX; SERRANO, 2008; RAMOS; SELISTRE-DE-
ARAUJO, 2006)
Segmento com 13-15 residuos de aminoécidos que se encontra
- entre os dominios metaloproteinase e desintegrina/semelhante a
Interdominio

desintegrina. (FOX; SERRANO, 2008, RAMOS; SELISTRE-
DE-ARAUJO, 2006)

Podem variar de 41 a 100 residuos de aminoacidos estabilizados
por pontes dissulfeto. Estes dominios possuem diferentes
motivos, responsaveis pela interacdo com diferentes tipos de
integrinas (KINI; EVANS, 1992; RAMOS; SELISTRE-DE-
ARAUJO, 2006)

Desintegrina e
semelhante a
desintegrina

(Desintegrin-like)

Formando por 112 residuos de aminoacidos, nas SVMPs esta
Rico em Cisteina localizada na porcdo C-terminal do dominio desintegrina. Esta
intimamente relacionado a inibicdo da agregacao plaquetaria.

Séo dominios encontrados nas SVMPs da classe PIlId. Se ligam
a acucares de forma especifica. Também estéo relacionadas com
a agregacao plaquetaria.

Semelhante a lectina
tipo-C (CTLPs)

As SVMPs sdo um dos maiores constituintes das pegonhas botrépicas e uma das
principais proteases encontradas nas peconhas da familia Viperidae (FOX; SERRANO 2008;
RODRIGUES et al., 2012; RODRIGUES et al., 2015).

A diversidade nos tipos de SVMP e resultado de processamento proteolitico, gerando
uma variedade de proteinas multifuncionais, classificadas de acordo de seus dominios
estruturais (figura 9). As SVMPs da classe P-I séo proteinas de baixa massa molecular, entre
20-30 kDa; possuem apenas o dominio metaloprotease ou catalitico, sendo responsavel pela
atividade enzimética da enzima. As SVMPs das classes Plla a Plle ttm massa molecular
intermedidria, variando entre 30-60 kDa; possuem os dominios metaloprotease e desintegrina.
Estes dominios podem estar presentes como dimeros ou somente como dimeros de
desintegrina. As SVMPs das classes Pllla a Pllic tém alta massa molecular, variando de 60-
100 kDa. Estdo presentes os dominios metaloprotease, desintegrina-like e dominio rico em
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cisteinas, os quais também podem formar dimeros. As SVMPs do tipo Pllld (Fig. 9),
anteriormente classificada como PIV, contém os mesmos dominios estruturais das PIIl, com a
adicdo de 2 dominios lectina tipo-C conectados por pontes dissulfeto (FOX;SERRANO,
2008) (Figura 10).

D/DL, =
— M
CR
CTLPs
Figura 9: Estrutura de SVMP-PIIl — RVV-X, e seus respectivos dominios, M

(metaloprotease), D/DL ( desintegrina/semelhante a desintegrina), CR (rico em cisteina) e
CTLPs (proteinas semelhantes a lectinas tipo-C). Fonte: TAKEDA et al., 2012.
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Figura 10: Representacdo esquemaética das SVMPs. Cada dominio ou segmento € representado por uma cor diferente. PS: peptideo sinal; SH:
Residuo de cisteina responsavel pelo sistema cisteina swicth; Metalo: dominio catalitico; Desintegrina: dominio desintegrina ou desintegrina-like;
RC: dominio rico em cisteina; Lectina: Dominio lectina tipo-C. Adaptado de Takeya e Takeda (2012).



A principal atividade induzida pelas SVMPs nas vitimas € a hemorragia
(GUTIERREZ et al., 2005). Porém, esta atividade n&o ¢é induzida pelas SVMPs da classe P-I,
visto que estas possuem apenas o dominio metalo. De acordo com Takeda e colaboradores
(2012), os dominios desintegrina e semelhante a desintegrina sdo essenciais para o
ancoramento das SVMPs a membrana basal facilitando a hidrélise da membrana basal pelo
dominio metalo. Os dominios desintegrina e semelhante a desintegrina estdo presentes nas
SVMPs das classes P-11 e P-I11 e, portanto, induzem atividade hemorragica na vitima.

A SVMP BpMP-1, objeto de estudo deste trabalho, é uma metaloprotease da classe P-I
com massa molecular de 20 kDa e foi isolada e caracterizada por Naves-de-Souza e
colaboradores (2012). Esta toxina possui atividade proteolitica sobre a azocaseina e sobre o
fibrinogénio, porém ndo possui atividade hemorragica. A sequéncia primaria desta toxina
mostra que ela possui 202 residuos de aminoacidos em sua forma madura, com os trés
residuos de histidina que participam da coordena¢do ao zinco no sitio catalitico conservados,
além dos residuos de glutamato e metionina necessarios para a atividade catalitica das SVMPs
(Figura 11).

Figura 11: Acima: Sequéncia primaria da BpMP-1 (NAVES-DE-SOUZA et al., 2012). Em
destaque estdo os residuos de histidina, glutamato e metionina, importantes para aatividade
catalitica da toxina. Abaixo: Estrutura tridimensional em o-helice e B-pregueada e superficie
de van der Waals.
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2.6 Terapéutica

O principal tratamento disponivel e 0 mais eficaz para 0 combate aos efeitos tdxicos,
até mesmo letais, associados ao envenenamento por serpentes é a administracdo do soro
antiofidico (SAO) (CUPO et al., 1991; BRASIL, 2016a). Porém, alguns problemas, que véo
desde a distribuicdo dos soros antiofidicos até reacbes de hipersensibilidade decorrentes do
tratamento estes, dificultam sua utilizacdo. De acordo com o Ministério da Saude (2016b),
estados como Roraima, Amapa, Paraiba, Pernambuco e Sergipe possuem um baixo percentual
de utilizacdo do SAO resultante da insuficiéncia na quantidade de ampolas distribuidas e/ou
no ndmero de postos de atendimento, além da sub-notificacdo, maior no Norte e Nordeste, e
da conservacdo inadequada do material imunolégico, contribuindo para a deficiéncia nesse
tipo de tratamento.

Outros fatores importantes prejudiciais nessa terapéutica sdo as reacbes de
hipersensibilidade desenvolvida pelo paciente ao SAO. Segundo Cupo e colaboradores
(1991), podem ocorrer 4 tipos principais de reacdes: imediatas, geralmente dentro de 10 a 180
min do inicio da soroterapia; precoces, ocorrendo nas primeiras 24 h; tardias, as quais
ocorrem de 5 a 14 dias ap0s a soroterapia; e as pirogénicas.

Vaérios trabalhos relataram casos de reacfes de hipersensibilidade apds a
administracdo do SAO. Um estudo realizado por Andrade-Filho em 2015, mostrou que 41,5%
dos pacientes tratados com o SAO tiveram reacOes alérgicas nas primeiras duas horas ap6s a
administracdo, sendo que 4,7% destas reacdes foram de nivel I11, em uma escala que vai de | a
IV (nivel I: menos graves; nivel IV: mais graves, como complica¢fes respiratorias e
cardiovasculares graves). Isbister e colaboradores (2008) mostraram que aproximadamente
25% dos pacientes tratados com SAO na Australia desenvolveram reacBes de
hipersensibilidade, sendo que 5% destes pacientes apresentaram reacdes anafilaticas graves.

Devido a estas dificuldades no tratamento de acidentes ofidicos com o uso de SAO,
uma alternativa a ser explorada € a busca por moléculas capazes de neutralizar o efeito toxico
das peconhas com maior eficiéncia e com maior facilidade de producdo, armazenamento e
distribuicdo do que a terapéutica atualmente utilizada. Segundo Gutierrez e colaboradores
(2013), existe a necessidade de pesquisas para a descoberta de novas moléculas com potencial
inibitério contra toxinas de serpentes, assim como das estruturas destas, possibilitando
elucidar o mecanismo de sua acdo, além de suas possiveis aplicacbes no tratamento de
acidentes ofidicos, que oferecam pouco ou nenhum efeito colateral.

2.7 Inibidores

Existem muitos trabalhos mostrando que algumas moléculas, de fontes naturais ou
sintéticas, podem inibir efetivamente toxinas de peconha de serpentes (GIMENES et al.,
2014; MENDES et al., 2012; HOWES et al., 2007).

Os inibidores de origem natutal podem ser isolados de espécies animais ou vegetais.
Nas espécies animais, os inibidores estdo presentes, principalmente, no plasma dos
indivivuos, sendo que a maior parte destes inibidores sdo glicoproteinas com massa molecular
variando de 30-90 kDa (GIMENES et al., 2014). Ja os inibidores de peconha de serpentes
isolados de plantas, em sua maioria, sdo flavonoides e compostos fendlicos como, por
exemplo, o p-cumarato de triacontila, isolado de Bambacopsis glabra (MENDES et al., 2013;
VALE etal., 2011) (Figura 12).
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Figura 12: Estrutura do p-cumarato de triacontila, composto isoldado de Bombacopsis glabra
(MENDES et al., 2013).

O desenvolvimento de inibidores sintéticos constitui uma importante ferramenta na
tentativa de se obter moléculas capazes de inibir os efeitos toxicos tanto locais quanto
sistémicos das pegonhas de serpentes, visto que estes podem ser desenvolvidos
estrategicamente de forma que inibam especificamente uma ou mais toxinas de interesse
(LAING et al., 2007; VILLALTA-ROMERO et al., 2012).

Muitos estudos utilizam estruturas pré-determinadas e ja conhecidas como inibidores
de algumas toxinas ou enzimas como ponto de partida para construcdo de novos inibidores
especificos. Villalta-Romero e colaboradores (2012) sintetizaram uma série de inibidores de
metaloproteases, peptideos contendo a funcdo acido hidroxamico (Figura 13), conhecida pela
capacidade em quelar metais. Um exemplo de inibidor de metaloproteases de largo espectro,
contendo a funcdo é&cido hidroxdmico, que chegou a ensaios pré-clinicos (como
antineoplésico, mas sem sucesso) é o Marimastat (N-[2,2-dimetil-1-(metilcarbamoil)propil]-2-
[hidroxi-(hidroxicarbamoil)metil]-4-metil-pentanamida) (figura 13).

HO O
\
NH

Figura 13: A) Estrutura da fungdo acido hidroxamico. B) Estrutura de um inibidor de
metaloproteases, 0 Marimastat — British Biotech (LAING et al., 2007).

Outra funcdo bastante utilizada em inibidores pela capacidade de quelar metais séo
as semi e tiossemicarbazonas (RODRIGUES-ARQUELLES et al., 1995; BERALDO, 2004;
POPOVIC-BIELIC et al., 2011; PAIVA et al., 2014). Estes compostos (Figura 14)
constituem uma importante classe de moléculas cujas propriedades tém sido extensivamente
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estudadas na Quimica Medicinal em razdo de sua capacidade quelante. Apesar da ampla
diversidade farmacoldgica desses compostos, como atividade citotdxica ou antitumoral,
antimicrobiana, antichagastica, antifungica, pesticidas e herbicidas, especificidades estruturais
podem selecionar atividades especificas.

x\ R;
\
VAR

N—N R,
/ \

R R,
R4

X=0,S
R, R1, R2, R3 e R4 = H, grupos alquila ou arila

Figura 14: Estrutura genérica de semicarbazonas e tiossemicarbazonas. A numeracdo dos
atomos é definida segundo a IUPAC — International Union of Pure and Applied Chemistry
(Unido Internacional da Quimica Pura e Aplicada).

2.8 Modelagem Molecular

2.8.1 Modelagem Comparativa

A modelagem molecular pode ser aplicada ndo s6 em estudos acerca das estruturas
moleculares, mas tambeém em estudos de interacdo entre moléculas (COTRIM et al., 2011;
BERNARD et al., 2001), como acontece entre compostos bioativos e seus alvos bioldgicos,
geralmente proteinas. Isso facilita o entendimento da relacdo entre a estrutura e a atividade
dos compostos bioativos, podendo auxiliar no desenvolvimento de novos farmacos, através do
chamado Planejamento de Farmacos Baseado na Estrutura (SBDD, do inglés Structure Based
Drug Design). Em estudos com inibidores enzimaticos, a modelagem molecular pode ser
associada com dados experimentais de inibicdo para melhor entender a relacdo entre a
estrutura e a atividade destes compostos (COTRIM et al., 2011; CASTANEDA et al., 2012).

Alguns fatores tornam esta ferramenta uma importante aliada nos estudos para a busca
de compostos bioativos:

1-A aquisicdo exerimental de estruturas 3D de proteinas nem sempre € possivel,

porque a obtencdo de amostra suficiente para estudos de cristalografia ou ressonancia
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magnética nuclear (RMN) ¢é dificil e, no caso da cristalografia, os cristais obtidos
podem ndo ter qualidade suficiente; além da obtencdo de modelos de proteinas, a
modelagem molecular dispGe de ferramentas para a caracterizacdo de sitios de
interacdo com os ligantes bioativos (SANTOS-FILHO et al., 2003);

2-A modelagem permite a identificacdo e selecdo prévia de compostos como ligantes
potenciais para estudos posteriores em alvos especificos, terapeuticamente
interessantes (POLITI et al., 2010);

3-A modelagem pode ser usada para a otimizacéo estrutural dos ligantes de modo a
orientar o processo de sintese (WADOOD et al., 2012).

Estes fatores associados tornam a modelagem molecular Gtil para o desenvolvimento
de novos farmacos, contribuindo para diminuir o tempo e o custo do mesmo.

A modelagem por homologia ou modelagem comparativa € uma técnica de
modelagem molecular de proteinas baseada na comparacdo de padrGes ou sequéncias
conservadas de proteinas com estruturas primarias similares, geralmente membros da mesma
familia (CAVASOTTO; PHATAK, 2009). Os modelos séo construidos utilizando estruturas
cristalogréficas de proteinas semelhantes, utilizando, para isso, técnicas como alinhamento
das sequéncias (alvo e molde) e andlise de identidade e similaridade entre as sequéncias
(SANTOS; SANT’ANNA, 2002; SANTOS-FILHO et al., 2003). A identidade de uma
sequéncia refere-se a presenca do mesmo residuo de aminoéacido na mesma posi¢do, em duas
sequéncias alinhadas. A similaridade esta relacionada a presenca de residuos de aminoacidos
com as mesmas propriedades fisico-quimicas na mesma posicdo em duas senquéncias
alinhadas (GIBAS; JAMBERCK, 2001). De acordo com Casavotto e Phatak (2009), as
sequéncias devem possuir no minimo 30% de identidade para se obter modelos com qualidade
aceitavel.

Os moldes séo obtidos em bibliotecas digitais, as quais possuem estruturas 3D de
proteinas depositadas. Uma das bibliotecas mais utilizadas é o Protein Data Bank (PDB), que
possui estruturas cristalograficas de proteinas. A escolha do molde é feito com base em alguns
critérios como o nivel de identidade e similaridade como o alvo, a qualidade da estrutura
depositada no banco de dados e a presenca de ligantes e cofatores (BORDOLI et al., 2009).

Apos a escolha do molde, a proxima etapa € a constru¢do do modelo tridimencional.
Esta etapa pode ser realizada através de programas especificos como Swiss-PDB Viewer
(GUEX; PEITSCH, 1997), no qual é possivel realizar a substituicdo dos residuos de
aminoacidos ndo idénticos ou similares do molde pelos residuos do modelo na mesma
posicdo, preservando a caracteristica tridimensional previamente estabelecida da estrutura
cristalografica do molde. Outra forma para a construgdo do modelo 3D é a utilizacdo de
métodos  automatizados disponiveis, como 0 servidor  SWISS-MODEL
(http://swissmodel.expasy.org/) (ARNOLD et al., 2006; KIEFER et al., 2009; GUEX et al.,
2009; BIASINI et al., 2014), o qual gera a estrutura 3D do modelo de interesse, a partir do
molde previamente selecionado, com a estrutura ja otimizada e validada.

A validacdo do modelo construido, por qualquer dos métodos apresentados, € de
fundamental importéncia, pois permite avaliar a qualidade deste modelo. O gréafico de
Ramachandran (RAMACHANDRAN, 1968), o qual pode ser gerado por diversos programas,
como Swiss-PDB Viewer e pelo RAMPAGE (LOVELL et al., 2012), dentre outros, € um
dado de validagdo de um modelo muito importante, pois ele define os residuos de
aminoacidos que se encontram em regides energeticamente favoraveis e desfavoraveis,
mostrando a distribui¢do das combinagdes entre os angulos ® ¢ ¥ que os residuos de
aminoacidos de uma proteina podem apresentar. Os residuos de aminoacidos que possuirem
problemas estereoquimicos estardo em regides desfavoraveis do grafico (Figura 15).
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Figura 15: Exemplo de grafico de Ramachandran (estrutura 2W12) gerada pelo programa
RAMPAGE (LOVELL et al., 2012), mostrando em azul intenso as regides favoraveis, azul
claro, regiGes permitidas, beje escuro, regides favoraveis para glicina, beje claro, regibes
permitidas para glicina e, em branco, as regides desfavoraveis.

Existem outras formas para validacdo do modelo. Uma delas é através do grafico de
pontuacdo Z, o qual indica a qualidade geral do modelo através da energia dos residuos de
aminoéacidos do modelo. O valor da pontuacdo Z do modelo é indicado em um grafico que
contém a pontuacdo Z de vérias proteinas determinadas experimentalmente (cristalografia ou
RMN) que estdo depositadas no banco de dados. Assim, a Pontuacdo Z da estrutura do
modelo é colocada no mesmo grafico com as outras estruturas, utilizando uma cor diferente
para mostrar se 0 valor estd dentro da faixa de energias obtidas para as outras proteinas
(Figura 16).
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Figura 16: Exemplo de gréafico de pontuacdo Z (Z-score) (estrutura 4AIG). O X vermelho
mostra a pontuacdo obtida pelo modelo, comparado com as pontuagdes de outras estruturas
com tamanhos semelhante, depositadas no banco de dados cristalografico (BENKERT et al.,
2011).

Em resumo, a modelagem comparativa pode ser dividida em cinco etapas principais:
1) alinhamento das sequéncias priméarias do alvo com possiveis moldes; 2) escolha do molde
(template) com base nos critérios ja mencionados; 3) constru¢do do modelo, com o auxilio de
programas especificos; 4) otimizacdo do modelo; 5) e validacdo do modelo (Figura 17).
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Figura 17: Etapas da construcdo de um modelo tridimensional utilizando modelagem
comparativa (ou por homologia). Adaptado de Casavotto e Phatak (2009).

Os modelos de proteinas gerados podem ser utilizados em estudos de interacdo
proteina/ligante e para o planejamento de novos farmacos baseado na estrutura. Existem
varios métodos de modelagem molecular utilizados para este fim. A metodologia a ser
utilizada neste trabalho empregard os métodos quanticos semiempiricos e o método de
docagem ou ancoramento molecular.

2.8.2 Calculos Semiempiricos

Para estudos que envolvem distribuicdo eletrénica de atomos, moléculas ou sistemas
com maior grau de complexidade e detalhamento e, ainda, para estudos de reagcdes nas quais
ligacbes quimicas sdo formadas e/ou rompidas, € necessario a utilizacdo e aplicacdo de
métodos que envolvam a mecanica quantica (MQ). Para isso, se faz necessario o
esclarecimento de alguns conceitos da MQ. Os métodos de MQ consideram a dualidade
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particula-onda da matéria, descrevendo as moléculas em funcéo da relacdo entre ndcleos e
elétrons. Esta relagdo ndo pode ser descrita nos métodos classicos de Mecénica Melecular
(MM), pelo fato dos elétrons serem particulas extremamente leves. Como consequéncia desta
dualidade, ao invés de se deslocar ao longo de uma trajetoria perfeitamente definida, uma
particula se distribui no espaco como uma onda, que na MQ substitui o conceito classico de
trajetoria e € definida pela funcdo de onda, y (psi) (JENSEN, 1999; ATKINS; PAULA,
2004).

Apesar de serem significativamente mais exigentes do ponto de vista computacional
do que célculos de MM, meétodos que utilizam calculos da MQ sdo muito utilizados, pois
permitem obter resultados quantitativos da termodindmica e cinética moleculares,
propriedades de estados de transicdo, estabilidade relativa de moléculas e mecanismos de
reagdes, além de propriedades moleculares que dependem da distribuicéo de elétrons.

A obtencdo da energia do sistema, pelos métodos da MQ, ocorre atraves da solucédo da
equacédo de Schrodinger, a qual depende da funcdo de onda do sistema (equagéo 1). No caso
particular do atomo de hidrogénio (préton de massa infinita), esta equacdo tem solucédo exata
(ATKINS; PAULA, 2004).

—h* _  Ze*
[ Ve — — Y(x,y,z) = E¥ (x,y,2) (1)

8m2m

A soma dos operadores de energia cinética e potencial de um elétrom de massa m a
uma distancia r do nucleo de carga Z, a constante de Planck h, e a carga do elétron (e), estdo
representados pelo termo entre colchetes. E é a energia total do elétron e y a fungdo de onda
que descreve o seu movimento. No operador energia cinética, V> é a abreviagdo descrita na
equacéo 2:

, 92 9% 92
Vo= %2 + a—yz + 372 )

A equacdo de Schrodinger pode ser descrita como dependente ou independente do
tempo. Para a realizacdo de célculos quanticos semiempiricos, é escolhida a forma
independente do tempo, por se tratar de célculos de estados estacionarios de sistemas
moleculares (SILVA, 2005).

A equacdo de Schrodinger seré resolvida de forma aproximada para qualquer sistema
com mais de duas particulas, como as moléculas. Levando em consideracdo que a massa
nuclear € muito maior que a massa dos elétrons e a velocidade de movimentacéo dos elétrons
é muito maior do que a do nucleo, Max Born e J. Robert Oppenheimer (1927) mostraram que
os elétrons deveriam se ajustar de forma praticamente instantdnea a qualquer mudanca de
posicdo nuclear. Entdo uma forma de simplificar a equagdo de Shrddinger é assumir a
imobilidade dos ndcleos. Esta aproximacdo é conhecida como aproximagdo de Born-
Oppenheimer, que permite separar a equacdo de Schrodinger em duas: uma parte eletronica e
outra parte nuclear. Ou seja, a funcdo de onda total para uma molécula pode ser descrita da
seguinte forma (equacdo 3) (LEVINE, 1995; LEACH, 2001):

Y,,: (nucleos, elétrons) = ¥(elétrons) ¥(nucleos) 3)

A energia total é igual a soma da energia nuclear (a repulsdo eletrostatica entre as
particulas positivas do nucleo) e a energia eletronica, que pode ser obtida pela resolucéo da
equagao de Schrodinger “eletronica”. Esta equagdo possui a forma a seguir, com dependéncia
na posic¢ao dos nucleos:

Helwel — pelyel (4)
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onde

hz elétron elétron elétron 7 elétron elétron 1
A - A 5
Aogam O, Wt ) Y skt D Y e O

m-m T, T,

a A a Aa a> b ab

raa € a distancia entre o nucleo A e o elétron a e rap a distancia entre dois elétrons a e b.
Para cada configuracdo considerada, a equacdo de Schrodinger é resolvida para os elétrons,
considerando que estes se encontram nos campos produzidos pelos nucleos. O termo que
descreve a energia cinética nuclear esta ausente, ja que os nucleos estdo parados no espaco, e
é necessario que o termo de interacdo coulombiano entre nucleos seja adicionado a energia
eletronica E®, para produzir a energia total E do sistema de forma satisfatoria (equacio 6)
(LEVINE, 1995):

nucleo nucleo
R
A> B AB

Nota-se que ndo ha referéncia a massa nuclear na equacdo de Schrodinger
“cletronica”. Este fato se deve a superficie de energia potencial (potencial energy surface, ou
PES), que compreende uma solucéo da equagido de Schréodinger “eletronica” ¢ independente
da massa nuclear. Mesmo com a aproximacao de Born-Oppenheimer, a equacdo ainda nao é
resolvida analiticamente para sistemas com mais que um elétron, sendo necessarias ainda
outras aproximacoes (JENSEN, 1999; LEACH, 2001; SILVA, 2005).

A equagdo de Schrodinger “eletrdonica” ndo admite solugdes exatas devido as
complexas interagOes intereletronicas. Com isso, deve-se recorrer a uma solugdo aproximada
para um sistema de muitos elétrons. Em uma dessas aproximacdes, assume-se que os elétrons
do sistema serdo descritos por uma combinacdo de fungdes de onda de um elétron e
estendidas por toda a molécula. Esta funcdo é usualmente chamada de orbital molecular
(OM), sendo denotada por <pi" (equacdo 7) (ROGERS, 2003):

o = @i(xH, yH*, zH) ©)

(6)

onde p designa um determinado elétron com coordenadas x“, y* e z¢, e o indice i designa 0s
varios orbitais moleculares.

Em um tratamento mais rigoroso, devemos impor que, além das coordenadas espaciais
(cartesianas ou polares), a funcdo de onda de um elétron contenha também as coordenadas de
spin do referido elétron. A fungdo assim construida é entdo chamada de spin-orbital molecular
(SOM), sendo denotada por yk (1) (equacgéo 8).

X)) = @ (x", y¥, 2z, (SH) (8)
at ’]\
pr

e o indice k designa diferentes spins moleculares. As func¢des de spin sdo denotadas por o e f3,
e obedecem as condicGes de ortonormalidade (JENSEN, 1999).

A funcdo de onda eletronica total para uma molécula com N elétrons em N
spinorbitais é construida como um produto antissimétrico dos spin-orbitais moleculares
(SOM) de forma a satisfazer o Principio de Exclusdo de Pauli (dois elétrons ndo podem ter
todos 0s nimeros quénticos iguais). A anti-simetria da funcdo de onda pode ser alcancada
através da sua construcdo a partir dos determinantes de Slater, conforme a equacdo 9
(LEACH, 2001):

onde n,.(S*) =
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Esta forma funcional é a mais simples para uma funcao de onda orbital que satisfaca o
principio da anti-simetria. O determinante de Slater ¢ uma forma conveniente e concisa
devido as propriedades especiais dos determinantes. As colunas representam funcdes de onda
de elétrons Unicos ou orbitais, enquanto as coordenadas eletrénicas se encontram ao longo das
linhas. Trocando quaisquer duas colunas de um determinante, um processo que corresponde a
troca de dois elétrons, troca-se o sinal do determinante preservando a propriedade anti-
simétrica, preé-requisito indispensavel para funcbes de onda de sistemas multieletronicos. Se
duas colunas sdo idénticas, correspondendo a dois elétrons de mesmo spin-orbital, o
determinante € nulo (LEACH, 2001; JENSEN, 1999).

Esta simplificacdo da equacdo de Schrodinger envolve a separacdo das variaveis, ou
seja, a funcdo de onda de varios elétrons € substituida por um produto de fungdes de onda de
um elétron. A aproximacdo mais simples, denominada Hartree-Fock, envolve o uso de um
unico determinante de produtos das funcdes de um elétron, os spin-orbitais (ou orbitais de
spin). Cada spin-orbital é descrito como um produto de um termo espacial ¥, funcdo das
coordenadas de um dnico elétron e referida como um orbital molecular, e um termo de spin «
ou f, conforme descrito acima (ANTUNES et al., 1999; OLIVEIRA, 2005). As equacdes de
Hartree-Fock sdo obtidas impondo, para uma determinada funcdo de onda, que a energia €
sujeita a restricdo de que os SOMs permanecam ortonormais entre si. A condicdo de
ortonormalidade é escrita em termos da integral de sobreposicdo, Sij, entre 0s orbitais i € |
(equacdo 10) (JENSEN, 1999; LEACH, 2001):

Sy = [ xixjdt =0 (10)

De acordo com o teorema variacional, a energia calculada a partir de Uina 1unina
aproximada para a funcdo de onda verdadeira serd sempre maior que a energia verdadeira.
Consequentemente, quanto melhor a funcdo de onda, menor de energia. A primeira derivada
da energia, E, sera igual a zero no minimo. A aproximacdo de Hartree-Fock leva ao grupo de
equac0es diferenciais acopladas (chamadas de equacfes de Hartree-Fock), considerando um
eletron no SOM y; no campo dos ndcleos e dos outros elétrons em seus SOMs fixos y;
(equacdo 11) (LEACH, 2001):

(9)

fixi = Zj EijXj (11)
onde f; é chamado operador de Fock, um hamiltoniano efetivo unieletrbnico para um elétron
do sistema multieletronico, que depende do proprio orbital y; e assume-se como se cada
elétron se movimentasse num campo fixo, provocado pelos nucleos e demais elétrons. Ao
resolver estas equacdes obtém-se o conjunto de fungdes y;, e por sua vez a energia do estado
eletronico para cada geometria nuclear (ANTUNES et al., 1999). A estratégia de resolucéo
das equacgbes de Hartree-Fock é chamada meétodo do campo auto-consistente (SCF). O
método SCF ¢ iterativo, ao prosseguir refinando as solucbes y;, com a energia eletronica total
se reduzindo até que a diferenca entre dois ciclos ndo mude segundo um critério de
convergéncia pré-estabelecido, alcancando-se a auto-consisténcia (SILVA, 2005).

O método Hartree-Fock calcula o produto antissimétrico @ de spin-orbitais que
minimizam a integral variacional, usando o hamiltoniano real. O método de calculo Hartree-
Fock constitui um método ab initio, como um célculo do tipo SCF que fornece apenas uma
aproximacdo a funcdo de onda Hartree-Fock, pelo tamanho limitado do conjunto de bases.
Pela forma restrita da @, o método Hartree-Fock né&o fornece a func¢do de onda real (LEVINE,
1995).
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Além dos métodos quanto-mecéanicos ab initio, hd os chamados semiempiricos. A
maior parte do tempo gasto para realizar um calculo como o colocado acima é utilizada no
calculo de integrais, ja que a equacdo de Schrddinger é uma equacdo diferencial e sua solucao
requer integragdo. Para reduzir o trabalho computacional e o gasto de tempo, algumas destas
integrais podem ser negligenciadas ou aproximadas (OLIVEIRA, 2005). Os métodos
semiempiricos utilizam um hamiltoniano mais simples que o verdadeiro, usando dados
empiricos (determinados experimentalmente) para assumir os valores de algumas integrais do
calculo. Os eclétrons de camadas atomicas mais internas sdo tratados como um ‘“‘carogo
congelado”, considerando no célculo apenas os elétrons pertencentes a camada de valéncia,
visto que sdo estes os elétrons que participam mais efetivamente nas ligacbes quimicas
(LEACH, 2001; ROGERS, 2003). Além disso, nos calculos com métodos semiempiricos é
usado o conjunto de bases minimo.

Os meétodos semiempiricos foram desenvolvidos originalmente para moléculas
organicas conjugadas, mas atualmente enquadram praticamente todos os tipos de moléculas.
Boas estimativas de valores de entalpias de formacao (AH®) em fase gasosa sdo possiveis
através da escolha de um hamiltoniano adequado. Embora ndo seja tdo preciso quanto o
método ab initio, 0 método semiempirico é capaz de calcular propriedades quimicas e fisicas
de moléculas e sistemas muito maiores. Mesmo com capacidade computacional comum,
calculos semiempiricos podem ser executados em um tempo adequado com sistemas contendo
milhares de atomos (LEVINE, 1995; LEACH, 2001; OLIVEIRA, 2005).

Os métodos semi-empiricos mais conhecidos e difundidos sdo o AM1 (Austin model
1) (DEWAR et al., 1985), o RM1 (Modelo de Recife 1) (ROCHA et al., 2006) e 0 PM3
(Parameterized Model 3) (STEWART, 1989) e os mais recentes, PM6 (Parameterized Model
6) (STEWART, 2007) e PM7 (Parameterized Model 7) (STEWART, 2013), todos
disponiveis no programa Mopac2012 (Stewart Computational Chemistry), o qual foi utilizado
neste trabalho, e também na verséo atual, Mopac2016.

Estes métodos sdo baseados nos modelos Hartree-Fock (LEACH, 2001) com algumas
simplificacGes para tornar o calculo global mais simples. Foram introduzidos parametros
empiricos, levando em consideracdo uma extensa variedade de dados experimentais,
incluindo geometria de equilibrio, calores de formacdo, momentos de dipolo e potencial de
ionizacao.

O método AM1 estd presente em varios programas para realizacdo de calculos
quanticos. O método conta com a adicdo de uma funcdo gaussiana para estabilizar as
interacdes nucleo-nucleo, tornando possivel a previsdo de qual conférmero é o mais estavel.
Porém, por ser um dos primeiros programas disponiveis para realizacao deste tipo de trabalho,
este método conta com a parametrizacdo de poucas estruturas diminuindo, assim, a acuracia
de seus calculos (STWART, 2007). O método RM1 utiliza a mesma estrutura matematica do
método AM1, porém foram incluidas novas parametrizacbes, contribuindo para uma
significativa melhora da acuracia dos célculos, com relagdo ao AM1. O método PM3 fornece
menor faixa de erros que o AM1, principalmente para pardmetros como entalpias de formacéo
(AH{), pois conta com uma melhora significativa das técnicas de parametrizacdo (STEWART,
1990). No método PM6 foram introduzidos novos termos de parametrizagao, totalizando 70
elementos, com énfase nos do uso em bioquimica, melhorando a base de calculo e a
confiabilidade dos resultados (STEWART, 2007). O mais recente, PM7, introduziu novos
termos de parametrizacdo e aproximacgOes, sendo cerca de 10% mais preciso que o PM6
(STEWART, 2013).
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2.8.3 Entalpia de interacéo

A interacdo entre enzima e inibidor pode ser representada pelo esquema abaixo, no
qual a enzima (E) interage com o inibidor (I), gerando um complexo enzima/inibidor (El).
Esta interacdo gera uma constante de associacdo do complexo K, (sentido direto), definida
pela equacdo 12, e uma constante de dissociacdo do complexo K, (sentido inverso)
(OLIVEIRA, 2005).

Kas

E+|] =—]————= E| Kas = (12)
Kas

As constantes de associagdo e dissociagdo se relacionam com a variagdo de energia
livre de Gibbs (4G) da reagdo de acordo com a equagéo a seguir (13), onde R € a constante de
gases e T a temperatura do sistema:

AG = —RTInK,, = RTIn Ky, (13)

Em sistemas em que se trata de inibicdo enzimatica a constante de dissociacdo K
pode ser substituida pela constante de inibicdo enzimatica K; (constante de inibicao
enzimatica (CHENG; PRUSOFF, 1973)). Considerando que enzimas ocorrem em meio
aquoso e que a biofase € composta por mais de 60% de agua, a variacdo da energia livre AG
em agua pode ser dividida, conceitualmente, nas etapas representadas a seguir (WANG et al.,
1994):

AG
Eap T Iag =———— Elug
| 1
AGy AG: AGy
r | AG;
E(EJ + I(g:, _ EI{.%)

Sendo assim, a variacdo da energia livre total seria uma somatdria das energias livres
apresentadas em cada etapa, ou seja, a energia livre total seria obtida somando: AG; + AG, +
AG; + AG,. Entdo, com a substituicdo da energia livre total 4G na equacdo 13, teriamos:
(WANG et al., 1994; OLIVEIRA, 2005; OLIVEIRA et al., 2006):

RTInK; = AG; + AG, + AG; + AG, (14)

Vérios trabalhos sobre inibicdo enzimética tratam a mesma enzima com Varios
inibidores diferentes. Estes resultados gerariam um modelo tedrico de inibicdo. Se dois
inibidores A e B forem avalizados frente @ mesma enzima, a equacgdo 14 pode ser usada para
determinar constantes relativas (WANG et al., 1994). A equacéo 14, entdo, pode ser colocada
da seguinte forma:

RT (InKA —InKF) = (AG{ — AGP) + (AGS — AGE) + (AG{ — AGE) + (AGS — AGE)  (15)

Se considerarmos que o primeiro termo do lado direito da equacdo 15 trata apenas da
enzima, sem o inibidor, este termo se torna nulo, pois AG# = AGE. E se considerarmos que
existe uma grande diferenca entre o tamanho do ligante e o do receptor, a estrutura do ligante
se torna desprezivel, entdo, o termo AG# é determinado essencialmente pela estrutura do
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receptor, ou seja, AG; ~ AGE (WANG et al., 1994; OLIVEIRA, 2005). Simplificando a
equacdo 15, temos:

RT (InK# —InKP) = (AG4 — AGE) + (AG4 — AGE) (16)

Os termos de entropia e entalpia sdo os que determinam a energia livre de Gibbs,
sendo que o sistema pode sofrer a influéncia da temperatura. Considerando a entropia e a
entalpia no sistema e a influéncia da temperatura, o termo AG5 pode ser subdividido em:

AG4 — AGE = (AH$ — AHE) — T(AS$ — ASE) (17)

A equacdo 16 pode ser modificada com a substituicdo dos novos termos obtidos na
equacdo 17, obtendo uma nova equacao:

RT (In KA — In KP) = (AG4 — AGE) + (AHE — AHE) — T (AS{ — ASE) (18)

Considerando que uma das constantes (K;* ou K) for determinada experimentalmente
ou conhecida, neste caso sera considerado que K é conhecida, a outra constante podera ser
determinada a partir de dados tedricos, como demonstra a equacao 19 a seguir:

RT InK{ = [(AGS — AGE) + (AH# — TASE)] — [(AHE — TASE) — RT In K] (19)

Na nova equacdo, o segundo termo do lado direito da equacdo corresponde a uma
constante. Isto faz comque In k#* fique dependente do primeiro termo de forma linear. A
interagdo enzima/inibidor, correspondente ao termo de entalpia (AHZ), pode ser calculado
diretamente por varios métodos, inclusive por métodos semiempiricos, 0s quais Sao
considerados excelentes métodos para determinacdo de entalpias de formacdo. Os métodos
semiempiricos podem ser aplicados em sistemas que envolvam complexos enzima/inibidor,
0s quais podem conter centenas ou milhares de atomos, com calculos rapidos e confiaveis,
dede que os hamiltonianos sejam escolhidos adequadamente. Isto é possivel por que estes
métodos sdo baseados na determinacdo da distribuicdo eletrénica ao redor dos nucleos
atémicos, permitindo a avaliacdo das liga¢cBes quimicas que determinam a estrutura molecular
do ligante, assim como as interacbes intermoleculares entre ligante/biomacromolécula
(OLIVEIRA, 2005; OLIVEIRA et al., 2006). O termo entélpico foi renomeado neste trabalho
de AH; para AH;,;, onde AH;,; constitui a entalpia de interagdo entre os componentes do
complexo ligante-sitio ativo, determinada atravées da equagao:

AHipe = AHcpx — (AHgq + AHlig) (20)

sendo o termo AH,, correspondente a entalpia calculada para o complexo enzima/inibidor; o
termo AH,, a entalpia calculada para o sitio ativo enzimético vazio, sem inibidor algum; e o
termo AH,; 4, a entalpia de formacéo do inibidor, todos em fase gasosa.

2.8.4 Docagem

Uma metodologia muito utilizada para avaliar as caracteristicas moleculares
envolvidas no reconhecimento bioldgico entre duas moléculas é o ancoramento (docagem),
inicialmente proposta por Kuntz e colaboradores (1982). O programa de docagem usado neste
trabalho, GOLD (Genetic Optimization for Ligand Docking) (CCDC), permite realizar o
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ancoramento do ligante com a proteina, rigida ou parcialmente flexivel, buscando e
classificando as varias orientacfes e conformacdes possiveis e otimizando a interacdo entre as
duas moléculas.

O GOLD é um programa de ancoramento molecular que utiliza um algoritmo genético
(GA) para produzir estruturas iniciais de complexos, que sdo entdo melhoradas utilizando-se
operadores baseados na teoria da evolugdo Darwinina, como recombinacfes e mutagdes, ou
seja, novas solucdes sdo produzidas a partir de solugdes progenitoras (WILLETT, 1995). O
programa se utiliza de métodos estocésticos para a busca por orientacbes e conformagdes, as
quais sdo classificadas por meio de funcgdes de pontuacdo (KITCHEN et al., 2004).

O algoritmo genético envolve 5 etapas: (1) a codificagdo das varidveis, consistindo na
criacdo de possiveis solugdes, os “cromossomos”, formados pelos arranjos ou orientagdes de
uma molécula/ligante em relacdo a uma proteina/sitio ativo; (2) a criagdo da populagdo inicial,
a qual é constituida por varios cromossomos; (3) avaliacdo da resposta (aptiddo), sendo
calculada a partir dos valores atribuidos na formagao dos “cromossomos”, determinando quais
destes serdo capazes de gerar a melhor resposta esperada, inferindo com qual probabilidade
este cromossomo ira cruzar; (4) o cruzamento, que consiste em cruzar pares randémicos de
cromossomos, dos quais serdo obtidas novas geracdes, as quais herdardo caracteristicas dos
“pais”; e (5) a mutacdo, que consiste da troca aleatdria de informagdes contidas nos genes. Ao
final, os descendentes com maior aptiddo, ou seja, aqueles com melhores valores de ajuste ao
seu ambiente (proteina), sdo selecionados para substituir os individuos menos aptos da
geracdo anterior (COSTA-FILHO; POPPI, 1999; MORRIS et al., 1998. JONES et al., 1997).
No programa GOLD, as etapas da GA seguem um desenvolvimento segundo a figura 18.
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1) Um conjunto de operadores de reproducdo e escolhido
(crossover, mutacéo, etc). A cada operador ¢ atribuido um “peso”.

1.7

2) E criada uma populagéo inicial de forma aleatoria.

A ¥ 4

3) Avaliacdo dos individuos, determinando a aptiddo de seus
membros.

l

4) O operador de reprodugao ¢ escolhido com base em seu “peso”
e 0s pais sao escolhidos.

]

5) Os cromossomos “filhos” sdo produzidos e suas aptiddes sao
avaliadas.

l

6) A nova populagdo substitui os membros menos adaptados da
populacao original.

]

7) O calculo para apos a aplicacdo de 100.000 operadores.

Figura 18: Esquema de GA utilizado pelo programa GOLD (CCDC). Adaptado de JONES et
al., 1997.

Para iniciar o célculo, é necessario que seja definido o sitio de interacdo, que equivale
a um raio de corte até o qual as interacdes ligante-proteina sdo consideradas. Inicialmente,
define-se um ponto de origem, que pode ser através de coordenadas cartesianas, da indicacao
de um determinado atomo, ou mesmo pelo posicionamento de um residuo, que deve ser
centralizado em relacdo ao possivel sitio de ligacdo. Em seguida, é necessario definir o
tamanho do raio do sitio de interacdo, que deve englobar possiveis posicionamentos dos
ligantes em estudo, para que todo o sitio de ligacdo seja pesquisado (JONES et al., 1997;
JONES et al., 1995a,b). O tamanho méaximo do sitio de interacdo é de 20 A a partir do ponto
de origem. Em outra etapa da preparagdo para o célculo, todos os doadores e aceptores de
ligacGes hidrogénio sdo identificados na superficie do sitio de interacdo (em relagéo a proteina
e ao ligante), usando-se a caracterizacdo SYBYL de tipos de atomos (CLARK et al., 1989),
com a adicdo dos “pares de elétrons solitarios” aos aceptores, a uma distancia de 1,0 A. Os
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grupamentos que participam de liga¢fes hidrogénio, assim como todas as ligacdes simples
aciclicas ndo-terminais do ligante, sdo marcadas como giratorias (JONES et al., 1997; JONES
et al., 1995a,b).

A versdo 5.1 do programa GOLD possui 4 funcGes para classificar as solugbes do
ancoramento, chamadas de funcdes de pontuacdo (ou de escore): Goldscore (JONES et al.,
1997), Chemscore (ELDRIDGE et al., 1997), ASP (MOOIJ et al., 2005) e, 0 mais recente,
ChemPLP (KORB et al., 2009). A pontuagdo de cada solugdo (ou “pose”) € um numero
adimensional que varia de funcdo para funcdo e quanto maior for indica que melhor sera a
interacdo proteina-ligante prevista.

Cada fungdo possui sua propria base de célculo: A funcdo Goldscore utiliza termos
com interacdes de dispersdo como Van der Waals e ligacdes hidrogénio para o complexo
proteina/ligante. Além disso, a energia promovida pela tensdo torsional do ligante e a energia
interna do ligante sdo incluidas nos calculos. A funcdo Chemscore é uma funcgdo
parametrizada em dados empiricos de dezenas de complexos com a afinidade de ligacdo
conhecida. Esta funcdo faz uma estimativa da diferenca da energia livre apds a interacdo com
o ligante. O valor final é obtido adicionando termos para torsdes internas e choques entre
atomos, se opondo aos contatos que ficarem muito proximos e as conformacdes internas de
alta energia. A funcdo ASP (do inglés: Astex Statistical Potential) utiliza a informag&o sobre a
frequéncia de interacdo entre os atomos dos ligantes e das proteinas obtida pela analise de
estruturas ligante/proteina existentes no banco de dados PDB e esta informacdo é utilizada
para gerar potenciais estatisticos. Dados como energias de ligacfes hidrogénio, raios e
polarizabilidade atémica, potenciais de torsdo, direcionalidade de ligagfes hidrogénio séo
utilizados como parametros para construir a funcao. A funcdo mais recente, ChemPLP, possui
termos que priorizam a complementaridade proteina/ligante, particulares da funcdo PLP (do
inglés: Piecewise Linear Potential), além de adicionar termos que tratam das ligacdes
hidrogénio e com metais, dependentes da distancia e do angulo, extraidas da funcédo
ChemScore. (LIEBESCHUETZ et al., 2012).

3 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

Os acidentes ofidicos constituem um problema de salde publica de grande relevancia
mundial, pois podem levar individuos acometidos a sequelas permanentes e a morte.
Atualmente, o nimero de acidentes ofidicos vem crescendo anualmente e o principal
tratamento disponivel, o soro anti-ofidico, enfrenta sérios problemas, que vdo desde sua
producdo, distribuicdo, até reacbes de hipersensibilidade graves (GUTIERREZ et al., 2015,
ANDRADE-FILHO, 2015).

Gutierrez e colaboradores (2015) salientam sobre a necessidade de se buscar novas
formas ou alternativas para o tratamento do acidente ofidico que contorne os problemas de
producdo e distribuicdo, além de inibir os efeitos toxicos de forma mais efetiva,
principalmente os locais, e que promova pouca ou, de preferéncia, nenhuma reacdo adversa
no paciente.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver inibidores efetivos para uma
metaloprotease presente na pegonha de Bothrops pauloensis, visto que esta classe de toxinas
representa 30 a 75% da composi¢do da peconha (VALENTE et al., 2009; RODRIGUES et
al., 2015) e pode induzir varios efeitos toxicos nas vitimas, combinando métodos
computacionais, incluindo modelagem comparativa de proteinas, estudos de docagem
molecular e célculos semiempiricos, com resultados de avaliacdo da atividade in vitro dos
compostos com o intuito de se avaliar e selecionar os melhores ligantes. Para se alcancar este
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objetivo, foram utilizados, inicialmente, compostos da biblioteca LaDMol-QM da UFRRJ
pertencentes as classes das semicarbazonas e tiosemicarbazonas, sendo que, numa segunda
etapa, buscou-se propor de forma racional modificacdes estruturais nos melhores ligantes com
0 objetivo de melhorar a interagdo com a metaloprotease presente na peconha de Bothrops
pauloensis e, em seguida, avaliar o efeito in vitro e in vivo destas na atividade inibitoria sobre
a toxina.

4 METODOLOGIA

4.1 Obtencéao das toxinas

As toxinas e a peconha utilizadas neste trabalho foram cedidas pela Profa. Dra.
Veridiana de Melo Rodrigues Avila, coordenadora do Laboratério de Bioquimica e Toxinas
Naturais do Instituto de Genética e Bioquimica — Universidade Federal de Uberlandia. Foram
utilizadas as toxinas isoladas BpMP-I (NAVES-DE-SOUZA et al., 2012) e Botropoidina
(GOMES et al., 2015), além da peconha de Bothrops pauloensis.

4.2 Compostos Sintéticos Utilizados

As estruturas dos compostos sintéticos usadas nos estudos de modelagem molecular,
assim como amostras utilizadas nos estudos de avaliacdo de atividade in vitro e in vivo, foram
cedidas pelo Prof. Dr. Arthur E. Kimmerle, do Departamento de Quimica, Instituto de
Ciéncias Exatas, UFRRJ.

4.3 Obtencéo e Manutencdo dos Animais Para os Ensaios Bioldgicos

Camundongos Swiss foram obtidos e mantidos no Centro de Bioterismo e
Experimenta¢do Animal (CBEA) da UFU com agua e suplemento alimentar “ad libitum”, a
uma temperatura de 22 £1°C, luminosidade controlada e padrdo sanitario convencional. Este
projeto recebeu parecer favoravel pelo Comité de Etica e Utilizacdo de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) sob Protocolo de n° 051/13.

4.4 Quantificacdo de Proteinas

A quantificacdo das proteinas foi determinada pelo método de Bradford, 1976. Cada
amostra foi diluida em 100 pL de agua deionizada e adicionada a 3 mL do reagente Bradford
(100 mg de Coomassie Blue G, 50 mL de etanol 95%, 100 mL de &acido fosférico 85% e agua
desionizada suficiente para completar 1L de solu¢do). Em seguida, foram feitas medicgdes das
absorbancias no espectrofotbmetro Ultrospec 1000 UV/Visivel (Pharmacia Biotech) em
comprimento de onda de 595 nm. Com os valores das absorbancias construiu-se uma curva
para determinacdo da concentracdo das proteinas, tomando como padrdo uma curva de
Soroalbumina Bovina.
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4.5 Ensaio Enzimatico

45.1 Atividade azocaseinolitica

A atividade azocaseinolitica foi determinada de acordo com Gomes e colaboradores
(2011) com modificacbes. A azocaseina (1 mg/mL) foi dissolvida em tampdo Tris-HCI 0,05
mol/L (pH 7.8) contendo 0,15 mol/L NaCl. 160 pL desta solugédo foi adicionada em cada pogo
de uma placa de poliestireno (96 pocos). A reac¢do foi iniciada com a adicdo de 45 uL da
solugdo da enzima contendo 7,5 pg de enzima (massa minima capaz de degradar 50% do
substrato utilizado, previamente determinada por Naves-de-Souza e colaboradores (2012)),
atingindo a concentragéo final de 7,3 uM. Ap0s a incubacéo da solugdo a 37 °C por 30 min., a
reacdo foi interrompida com a adi¢ao de 45 pLL de 20% (m/v) do 4cido tricloroacético (TCA).
A placa, entdo, ficou descansando a temperatura ambiente por 30 min e, posteriormente, foi
centrifugada a 3000 g por 20 min. O sobrenadante foi transferido para outra placa e a
absorvancia a 405 nm foi determinada e a atividade azocaseinolitica foi definida como uma
unidade (U) para o aumento em 0,01 na absorvancia em relacdo ao controle (salina).

4.6 Atividade Hemorragica

O ensaio de atividade hemorragica foi realizado segundo método descrito por Nikai e
colaboradores (1984). Para este ensaio, a toxina BpMP-I foi substituida pela toxina
Botropoidina (GOMES et al., 2015), uma metaloprotease da classe P-l1l hemorrégica, ja
utilizada pelo grupo de pesquisa, visto que a BpMP-1 ndo possui atividade hemorrégica por se
tratar de uma metaloprotease P-1. A hemorragia foi induzida por injecdes intradérmicas (i.d.)
de diferentes doses da peconha de B. pauloensis e da enzima Botropoidina, 10ug e 5ug,
respectivamente, no dorso de camundongos Swiss machos (18-22g, n=4). Apds trés horas, 0s
animais foram anestesiados com solugdes de ketamina® 10% (0,05 ml/kg) + xilasina® 2%
(0,025ml/kg) e posteriormente sacrificados. As peles foram removidas e a area hemorragica
foi medida utilizando-se um paquimetro de baixa pressdo (CALIPER).

4.7 Ensaios de Inibi¢ao da Atividade Enzimatica e Hemorréagica

Os ensaios de inibicdo da atividade enzimatica foram realizados incubando-se
previamente 0os compostos sintéticos, os quais foram suspendidos em solucdo de acetronitrila
a 50%, com a toxina BpMP-1 por 60 min a 37° C e, imediatamente apds, foi determinada a
atividade enzimética. Foram utilizadas as proporcdes de 1:1, 1:5, 1:10 e 1:20 toxina/ligante
(M/M) e a Clso (concentragdo minima do ligante capaz de inibir 50% da atividade da enzima)
foi determinada. Para os ensaios de inibicdo da atividade hemorragica, os ligantes foram
incubados previamente com a toxina Botropoidina ou com a peconha de B. pauloensis por 60
min. a 37° C e imediatamente apo6s, foi determinada a atividade hemorragica. Foram
utilizadas proporgdes de 1:1, 1:5, 1:10 ou 1:20 toxina/ligante ou peconha bruta de B.
pauloensis (Bp)/ligante (m/m). Todos os ensaios foram realizados em triplicata e com n=3. A
montagem dos graficos, calculos das médias e desvios padrdes das médias foram realizadas
com auxilio dos softwares Micrococal Origin e Sigma Plot. A determinagdo das significancias
entre as medias (analise de variancia) e os testes de significancia da diferenca entre duas
médias foram realizados utilizando-se o Teste t de Student, e os valores de P <0,001 e >0,1
foram considerados estatisticamente significantes. Os dados foram apresentados como média
* desvio padréo.
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4.8 Analise Estastistica

Todos os experimentos de atividade enzimatica e biologica foram realizadas em
triplicata com n=3. A montagem dos graficos, calculos das médias e desvios padrdes das
médias foram realizadas com auxilio dos softwares Micrococal Origin e Sigma Plot. A
determinacdo das significancias entre as médias (analise de variancia) e os testes de
significancia da diferenca entre duas médias foram realizados utilizando-se o Teste t de
Student, e os valores de P <0,001 e >0,1 foram considerados estatisticamente significantes. Os
dados foram apresentados como média ou desvio padrao.

4.9 Alinhamento e Analise Filogenética

A sequéncia protéica da BpMP-1 foi alinhada utilizando-se o programa ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) com outras SVMPs. A anélise filogenética
foi realizada utilizando o mesmo programa pelo método “Neighborjoing” (NJ). Foram
realizadas 1000 réplicas (arvores aleatorias) e aquela com maior consenso entre as sequéncias
foi utilizada (LARKIN et al. , 2007; GOUJON et al., 2010; McWILLIAM et al., 2013; LI et
al., 2015).

4.10 Modelagem Computacional

4.10.1 Construcdo do modelo 3D da metaloprotease

Foi utilizada a técnica de modelagem comparativa (modelagem por homologia). A
sequéncia usada como molde para a montagem da BpMP-I (NAVES-DE-SOUZA et al.,
2012) foi a estrutura da BaPl (codigo do PDB 2W12 (LINGOTT et al., 2009)), encontrada
com a ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), fornecida pelo servidor Swiss-Model
(http://swissmodel.expasy.org/) (ARNOLD et al.,, 2006). Esta ferramenta procura por
estruturas na base de dados ExNRL-3D (proveniente do PDB) a partir da sequéncia em
pesquisa, para selecionar os moldes mais apropriados para a modelagem com o Swiss-Model.
O molde compartilha de alto grau de identidade (79%) com a sequéncia-alvo, e sua estrutura
tridimensional possui a melhor resolucdo encontrada (1,46 A) dentre as sequéncias
pesquisadas com a ferramenta BLAST.

4.10.2 Construcao da estrutura das ligantes

As estruturas dos ligantes foram construidas e tiveram a energia minimizada pelo
método PM3 (STEWART, 1989) com o auxilio do programa Spartan’08 (Wavefunction). As
moléculas utilizadas neste estudo foram obtidas da quimioteca LaDMol-QM (Departamento
de Quimica — UFRRJ), coordenado pelo Prof. Dr. Arthur E. Kiimmerle, e tém sua estrutura
béasica apresentada na figura 18 com os substituintes apresentados na tabela 2.
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Ar ,/\N/NH\”/NHZ
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Figura 18: Estrutura basica das semi e tiosemicarbazonas utilizadas.

Tabela 2: Substituintes utilizados na estrutura basica representada na Figura 15.

Ligante X Ar

LDQM-IN-22 S Fenil
LDQM-IN-23 S 4-OMe- Fenil
LDQM-IN-24 S 4-Cl-Fenil
LDQM-IN-25 S 3-OH,4-OMe- Fenil
LDQM-IN-26 S 2-Furanil
LDQM-IN-27 S 4-Br- Fenil
LDQM-IN-53 @) 2,4-OH-Fenil
LDQM-IN-54 @) 3-OH -Fenil
LDQM-IN-55 @) 4-OH-Fenil
LDQM-IN-56 @) 3-OH,4-OMe-Fenil
LDQM-IN-57 @) 4-COOH-Fenil
LDQM-IN-58 @) 4-OMe-Fenil
LDQM-IN-59 @) 4-Cl-Fenil

4.10.3 Docagem Molecular

As moléculas foram utilizadas para os ensaios de docagem molecular com a toxina, no
programa Gold 5.1 (CCDC), para identificacdo dos modos de interacdo mais provaveis. A
fungdo de pontuagdo, o residuo de aminoacido a partir do qual se define a cavidade de
interacdo e o raio da cavidade de interagdo para ancoramento dos ligantes foram escolhidos
apos experimentos de re-ancoramento do inibidor peptideomimético co-cristalizado com uma
metaloprotease BaPl (Cédigo PDB: 2W12).

4.10.4 Célculos semi-empiricos

Os complexos com maiores pontuagdes foram reotimizados no programa MOPAC
2012 (Stewart Comput. Chem.) para obten¢édo de dados mais precisos da energia de interacao.
Para isso, os arquivos foram preparados fazendo-se um recorte do sitio de ligacdo dos
complexos enzima/ligante obtidos por docagem molecular, incluindo todos os residuos de
amino 4cidos com ao menos um &atomo dentro um raio de 6,0 A em torno do ligante,
utilizando-se o programa RasMol 2.7.5 (BERNSTEIN, 2009). O modelo de trabalho inicial
foi constituido dos residuos Ser71, Leu75, Asp104, GIn105, GIn106, Thr107, 11e108, Gly109,
11e110, Alalll, Tyrl12, Thr113, Alal24, Val125, Val126, Met127, His129, Arg135, Val136,
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Alal37, Val138, Thrl39, Met140, Alal4l, Hisl42, Glul43, His146, Asnl47, Metl150,
His152, Asp153, Serl62, Cys163, lle 164, Met165, Alal66, Serl67, Thrl68, 1le169, Serl70,
Lys171, Phel75, além do ion metalico Zn?* (202), pertencente ao sitio catalitico. Logo apds,
foram adicionados atomos de hidrogénio a estrutura do recorte, usando-se 0 programa
PyMOL (Delano Scientific LLC, 2006).

As otimizagOes das geometrias para minimizacdo de energia foram feitas com o
Hamiltoniano PM6 do programa MOPAC 2012, até uma norma de gradiente inferior a 1,0
kcal/A ou rad. Durante as otimizacdes, os atomos das ligacdes peptidicas foram mantidos
fixos no espaco. Os atomos de hidrogénio e todos os atomos das cadeias laterais e dos ligantes
foram mantidos livres para que pudessem alcancar conformacdes de menor energia durante a
minimizacdo de cada sistema modelado. As palavras-chave utilizads para a realizacdo de
calculos foram as seguintes:

PM6 GRAD NOINTER MMOK EF CHARGE=n XYZ PDBOUT

PM6: Hamiltoniano

GRAD: Imprimir todos os gradients

NOINTER: N&o imprimir as distancias interatbmicas

MMOK: Usar correlacdo de mecanica molecular em ligagdes CONH

EF: Usar rotina EF (Eigenvector Following) na pesquisa de minimo de energia

CHARGE=n: Define a carga total n do sitema

XYZ: Realiza todas as operacGes geométricas utilizando coordenadas cartesianas.

PDBOUT: Cria um arquivo com extensdo pdb com a estrutura calculada.

MOZYME: Utiliza o método de orbital molecular localizado para acelerar o SCF
Obs: apenas a palavra-chave CHARGE=n foi alterada de acordo com a carga total de cada
estrutura.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A sequéncia da proteina de interesse, uma metaloprotease da peconha de Bothrops
pauloensis, a BpMP-1 (NAVES-DE-SOUZA et al., 2012), foi utilizada para buscar no banco
de dados PDB uma sequéncia molde de outra proteina com estrutura cristalografica resolvida.
A estrutura cristalografica com cddigo no PDB 2W12, da metaloprotease BaPl (LINGOT et
al., 2009) complexada com um peptidomimético ((2R,3R)-N1-[(1S)-2,2-dimetil-1-
(metilcarbamoil)propil]-N4-hidroxi-2-(2-metilpropil)-3-{[(1,3-tiazol-2-il-carbonil)amino]me-
til}butanodiamida), foi utilizada como molde para a constru¢do do modelo 3D da sequéncia
da BpMP-I. O molde possui alto grau de identidade com a sequéncia alvo, 79%, e alto grau de
similaridade, 89% (Figura 19). Possui, também, uma 6tima resolucio cristalografica, 1,46 A.
Esta estrutura, entdo, foi escolhida como molde para a constru¢do do modelo 3D da sequéncia
de interesse para este trabalho.
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QKFSPKYIELAVVADHGMFTKYNSNVNTIRTWVHEMVNSLNGFFRSMNVDASLVNLEVWS 61
++FSP+YIELAVVADHG+FTKYNSN+NTIRT VHEM+N++NGF+RS++V A L NLEVWS
ERFSPRYIELAVVADHGIFTKYNSNLNTIRTRVHEMLNTVNGFYRSVDVHAPLANLEVWS 60

KKDLIKVEKDSSKTLTSFGEWRERDLLPRISHDHAQLLTTIVFDQQTIGIAYTAGMCDPS 121
K+DLIKV+KDSSKTL SFGEWRERDLLPRISHDHAQLLT +VFD TIG AYT GMCDP
KQDLIKVQKDSSKTLKSFGEWRERDLLPRISHDHAQLLTAVVFDGNTIGRAYTGGMCDPR 120

SV VV DHSK N+ VAVT LG+ +C+CGAKSCIMAS +SK LS+EFSD

QSVAVVMDHSKKNIRVAVT L LGMDHED-DTCTCGAKSCIMASTISKGLSFEFSD 180
L
HSVGVVRDHSKNNLWVAVT L LGIHEDTGSCSCGAKSCIMASVLSKVLSYEFSD 180

CSQNQYQTYVTKHNPQCILNKP 202
CSQONQY+TY+T HNPQCILNKP
CSQNQYETYLTNHNPQCILNKP 202

Figura 19: Alinhamento das sequéncias da BpMP-I (NAVES-DE-SOUZA et al., 2012) com
a BaPl (LINGOT et al., 2009) (PDB: 2W12) mostrando os residuos conservados (79%) e a
similaridade total das estruturas (89%). Em destaque estdo os residuos de histidina em
vermelho, os quais coordenam o zinco no sitio catalitico, e o residuo de glutamato em verde,
essencial para a atividade catalitica.

As estruturas 3D das proteinas BpMP-I e BaP| superpostas estdo mostradas na Figura
17A. Alem de ter cobertura de 100% da estrutura, 0 modelo da BpMP-1 gerado resultou em
um valor de RMSD (raiz do desvio médio quadratico) de 0,24 A e apresentou 99% dos
aminoéacidos fora das regides ndo permitidas, conforme determinado pelo servidor Rampage
(LOVELL et al., 2012). Os dois Unicos residuos localizados nestas regifes, Thr156 e Cys157
(em destaque na Figura 20A), ndo participam do sitio catalitico (Fig. 20B) e, portanto, ndo
interferem nos resultados de docagem e célculo de otimizagdo da estrutura dos complexos
enzima/ligante.

A G

Figura 20: Validacdo do modelo tedrico 3D da BpMP-1. A) Sobreporicdo das estruturas 3D
da BpMP-1 (azul) e da BaPI (verde); B) Grafico Ramachandran do modelo da BpMP-I gerado
pelo programa Rampage (LOVELL et al.,, 2012) mostrando que 99% dos residuos de
aminoacidos estdo na regido permitida do grafico.
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Além disso, a validacdo do modelo da BpMP-1 contou com a analise do grafico de
pontuagdo Z (Figura 21A) gerado pelo servidor SWISS-Model, baseado na funcgdo de
pontuacdo QMEANG (Qualitative Model Energy ANalysis), uma combinacdo linear de seis
descritores estruturais usando potenciais estatisticos: uma energia potencial para a geometria
local do angulo de tor¢do de trés residuos de aminoacidos consecutivos (Torsion); dois
potenciais dependentes da distancia para interagfes atdbmicas, um para avaliar a energia de
interacdo de todos os atomos do modelo (All-Atom) e outro para as interacfes no nivel dos
residuos, baseado somente nos carbonos Cf (CBeta); o potencial de solvatacdo, que descreve
0 estado embebido (em meio a uma solugédo aquosa) dos residuos de aminoacidos (Solvation);
os 2 termos finais descrevem a concordancia entre as estruturas secundarias preditas (a partir
da sequéncia) e a calculada (SS Agree); e a concordancia da acessibilidade do solvente (ACC
Agree). O QMEANSG para o modelo gerado foi de -2,28, dentro do aceitavel para estruturas
cristalizadas de mesmo tamanho, depositadas no banco de dados, conforme mostrado no
gréafico de pontuacdo Z (Figura 21B).

Estimativas da qualidade local do modelo, baseado na funcdo de pontuacdo QMEAN,
podem ser vistas no grafico “Local Quality Estimate”. A cada residuo é atribuida uma
pontuacdo de confiabilidade entre 0 e 1, que descreve a semelhanca esperada com relacdo a
estrutura nativa (Figura 21C). Numeros mais altos indicam maior confiabilidade nos residuos
gerados no modelo (BANKERT et al., 2011).
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Figura 21: Validacdo do modelo teérico da BpMP-I. (A) O gréafico de pontuacao Z foi gerado
utilizando os resultados do QMEANSG, gerado a partir de 6 descritores estruturais: Cg, All
Atom, Solvation, Torsion, SS Agree e ACC Agree. (B) Comparacdo do modelo com estruturas
cristalogréficas ndo redundantes. (C) Estimativa de Qualidade Local (Local Quality Estimate)
(Continua).
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Figura 21: Continuagao.

Com base nos resultados apresentados, podemos concluir que o modelo teérico 3D da
toxina BpMP-1 gerado pelo servidor SWISS-Model possui qualidade satisfatdria. Este modelo
foi utilizado nos estudos de docagem molecular e célculos semiempiricos.

As semi e tiossemicarbazonas utilizadas neste trabalho foram ancoradas no sitio
catalitico do modelo da BpMP-I, considerando-se um raio 6,0 A para o sitio de interacio,
determinado a partir do &tomo de nitrogénio Ne do residuo de His142, que faz parte da triade
de coordenagdo do metal (zinco). A funcdo de pontuacdo do programa GOLD 5.1 (CCDC)
para realizacdo da docagem foi escolhida apds o experimento de re-docagem do inibidor co-
cristalizado, o peptidomimético, com uma toxina homdloga, a mesma estrutura utilizada como
molde (codigo PDB: 2W12) para construcdo do modelo 3D da BpMP-I. O resultado da re-
docagem do inibidor utilizando a funcdo de pontuacédo GoldScore obteve melhores resultados
quando comparados com as outras fun¢des. O RMSD (Root Mean Square Deviation) para a
re-docagem foi de 0,4215 A (Figura 22), sendo que para as fun¢des ChemPLP, ChemScore e
ASP os valores de RMSD obtidos foram de 0,6157, 1,274 e 1,119 A, respectivamente. De
fato, todos os valores estdo melhores do que a resolucdo cristalografica e podem ser
considerados satisfatorios.
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Figura 22: Comparacéo da estrutura original co-cristalizada (2W12) (carbonos em azul) com
a da solugdo, com menor valor de RMSD segundo maior valor de pontuacdo (73,8), obtida
pela funcdo GoldScore durante re-docagem (carbonos em verde).

Definidos os parametros necessarios como o local para docagem, tamanho do raio para
a docagem e a funcdo de pontuacdo com melhor capacidade de previsdo da geometria de
interacdo dos ligantes dentro do sitio catalitico da metaloprotease, o experimento de docagem
foi conduzido com os ligantes (semi e tiossemicarbazonas, descritos na Tabela 2) no sitio
catalitico da enzima BpMP-1. Os resultados da docagem com as pontuacGes atingidas por
cada ligante utilizado estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Pontuacdes de docagem (funcdo GoldScore) dos ligantes no sitio catalitico da
enzima BpMP-I.

NH NH
Ar XN \H/ ?
X
Ligante X Ar Pontuacao?
LDQM-IN-22 S Ph 56,28
LDQM-IN-23 S 4-OMe-Ph 66,01
LDQM-IN-24 S 4-CI-Ph 60,77
LDQM-IN-25 S 3-OH,4-OMe-Ph 53,46
LDQM-IN-26 S Furano 50,35
LDQM-IN-27 S 4-Br-Ph 62,31
LDQM-IN-53 o) 2,4-OH-Ph 49,01
LDQM-IN-54 @) 3-OH -Ph 47,03
LDQM-IN-55 o) 4-OH-Ph 47,80
LDQM-IN-56 @) 3-OH,4-OMe-Ph 47,24
LDQM-IN-57 O 4-COOH-Ph 51,83
LDQM-IN-58 @) 4-OMe-Ph 52,24
LDQM-IN-59 ©) 4-Cl-Ph 50,01

@ Valores de pontuacdo para a funcdo GoldScore.

As maiores pontuacdes resultantes do experimento de docagem foram obtidas para as
tiossemicarbazonas, ou seja, as moléculas que possuem um atomo de enxofre na estrutura.
Como estd mostrado na figura 23, o &tomo de enxofre do melhor ligante previsto, LDQM-IN-
23, se coordena com o fon Zn?*. Esta interacdo parece ser a responsavel pela melhor interacio
das tiossemicarbazonas em relagdo as semicarbazonas. Este fato pode ser explicado pela
teoria de Pearson (PEARSON, 1963), a qual classifica acidos e bases em duros e macios,
sendo que acidos duros teriam a tendéncia de interagir com bases duras e acidos macios de
interagir com bases macios. De acordo com a classificacdo de Pearson, o fon Zn?* é
considerado um &cido de Lewis de carater limitrofe, mas em metaloenzimas ele é mais
comumente associado a bases de cardter macio, como residuos de cisteina e de histidina.
Assim, 0 fon Zn?* teria maior tendéncia de interacio com o enxofre, uma base macia, presente
nas tiossemicarbazonas. Ja para o oxigénio presente nas semicarbazonas, que € uma base dura
de acordo com Pearson, € prevista uma interacdo mais fraca com o ion metalico. Alem disso,
o0 enxofre se aproxima mais do zinco, ficando a uma distancia de 1,89 A, por ser um atomo
com maior raio quando comparado com o oxigénio, o qual fica a 2,14 A de distancia, o que
melhora a coordenagdo com o zinco (Figura 23).
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Figura 23: Moléculas LDQM-IN-23 (esquerda) e LDQM-IN-58 (direita) docadas no sitio
catalitico da BpMP-I.

O substituinte no anel aromético do ligante possui menor relevancia para a interagao.
Porém, a presenca de substituintes na posi¢do 4 do anel melhora a interacdo, elevando os
valores das pontuagGes na docagem, como pode ser observado para os ligantes LDQM-IN-23,
24 e 27 com relacdo ao ligante ndo substituido LDQM-IN-22. A substitui¢do realizada com o
grupo metoxi (LDQM-IN-23) foi a que levou ao melhor resultado de docagem. Este grupo
fica inserido em uma cavidade hidrofébica, formada pelas cadeias laterais dos residuos de
Val139, 11e170 e Phel76 do sitio de interagdo, melhorando a interacdo enzima/inibidor
(Figura 24). O ligante LDQM-IN-23 ainda realiza uma interacdo do tipo empilhamento-x
entre seu anel aromatico e o anel imidazolico do residuo His142 e uma ligagdo de hidrogénio
com a carbonila peptidica do residuo Gly109 (Figura 24). Ja o ligante LDQM-IN-25 foi a
tiossemicarbazona que obteve o pior resultado de docagem (Tabela 3). Este resultado pode ser
atribuido as duas substitui¢fes realizadas no anel aromatico, o que pode causar impedimento
estérico da molécula para sua inser¢do adequada na cavidade hidrofébica do sitio de interacdo
da enzima.
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Figura 24: InteracBes obtidas para a molécula LDQM-IN-23 apds o docagem no sitio
catalitico da BpMP-I

Entretanto, devido as aproximacgdes envolvidas nas funcGes de pontuacdo, as
pontuacBes em geral sdo limitadas quanto a correlacdo com dados de atividade. Para se avaliar
melhor as interacbes entre a BpMP-1 e as tiossemicarbazonas, os complexos com as
geometrias de interacdo mais favordveis obtidas pela docagem foram submetidos a
reotimizacdo de suas estruturas através do método PM6 pelo programa MOPAC 2012 para se
obter as respectivas geometrias de interacdo. Duas situacbes foram consideradas para a
enzima antes da coordenagdo com os ligantes. Na primeira, 0 Zn?" se encontra coordenado
apenas com os anéis imidazolicos dos 3 residuos de histidina do sitio ativo (Tabela 4). Os
resultados da entalpia de interagdo dos ligantes (AHin) para esta situagdo mostram que 0S
valores AHint foram favoraveis para todos os ligantes, exceto para 0 composto ndo substituido
LDQM-IN-22, indicando que os ligantes substituidos sdo capazes de interacBes favoraveis
com o sitio catalitico da enzima, em acordo com os resultados obtidos pela docagem e pela
inibicdo de atividade enzimatica.
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Tabela 4: Valores das entalpias de interacdo das tiossemicarbazonas com a enzima BpMP-I
obtidos ap0s a otimizacdo das estruturas pelo método PM6 (programa MOPAC 2012).

Ligante AHf(Complexo) AHgs(enzima) AHs(Ligante) AHint*
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

LDQM-IN-22 -1570,58 -1642,04 69,21 2,25
LDQM-IN-23 -1556,75 -1522,41 27,79 -62,13
LDQM-IN-24 -1470,70 -1458,70 59,27 -71,27
LDQM-IN-25 -1587,31 -1519,50 -4,70 -63,11
LDQM-IN-26 -1562,40 -1522,82 38,55 -78,13
LDQM-IN-27 -1515,18 -1522,63 77,51 -70,06

* AHint= AHf(Complexo) — [AHt(enzima)+ AHs(Ligante)]

No entanto, esta situacdo pode estar superestimando a intera¢do e levando a valores de
AHiy excessivamente negativos, ja que o ion Zn*>" nio se encontra com sua camada de
coordenacao completa no sitio antes da coordenagdo dos ligantes. Assim, na segunda situagao
avaliada, o Zn*" inicialmente foi preparado em um estado tetracoordenado, fazendo
coordenagdes com os 3 residuos de histidina e com uma molécula de dgua, que ¢ deslocada
para fora do sitio apds coordenag@o com os ligantes (Tabela 5). Os resultados para a situagdo
em que o ligante deve deslocar a molécula de agua da enzima (Tabela 5) mostram que o
processo se tornou agora entalpicamente desfavoravel para todos os ligantes. Os resultados do
segundo modelo sugerem que, excetuando-se possiveis efeitos entropicos, as
tiossemicarbazonas ndo devem se ligar muito fortemente com a enzima e ndo devem ser
inibidores fortes.

Tabela 5: Valores das entalpias de interagdo das tiossemicarbazonas com a enzima BpMP-I
contendo uma molécula de agua, obtidos apds a otimizacdo das estruturas pelo método PM6
(programa MOPAC 2012).

Ligante AHs(Complexo) AHs(enzima- AHs(Ligante) AHint*
(kcal/mol) agua) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

LDQM-IN-22 -1570,58 -1748,10 69,21 54,01
LDQM-IN-23 -1556,75 -1735,62 27,79 96,77
LDQM-IN-24 -1470,70 -1658,03 59,27 73,75
LDQM-IN-25 -1587,31 -1692,34 -4,70 55,43
LDQM-IN-26 -1562,40 -1749,12 38,55 93,87
LDQM-IN-27 -1515,18 -1722,12 77,51 75,13

* AHin= AHs(complexo) + AHf(agua) — [AHf(enzima-agua) + AHs(ligante)], onde
AHgs(agua) = -54,31 kcal/mol

Foi realizado uma triagem da atividade de inibicdo enzimdtica promovida pelos
ligantes sobre a BpMP-I (Tabela 6). O Composto LDQM-IN-26 foi excluido destes resultados
devido a influéncia de sua colorag¢do sobre leitura de absobancia, gerando um falso positivo.
Esta triagem mostrou que as tiossemicarbazonas possuem atividade inibitéria modesta e que
as semicarbazonas ndo foram ativas, para a dosagem avaliada (2500 uM). Estes resultados
corroboram os resultados de docagem, os quais evidenciaram que as tiossemicarbazonas
possuem pontuagdes maiores que as semicarbazonas. Outros autores ja haviam mostrado que
as tiossemicarbazonas podem quelar metais presentes no sitio catalitico de enzimas (PAIVA
et al., 2014; RODRIGUES-ARQUELLES et al, 1995; POPOVIC-BUJELIC et al., 2011,
BERALDO, 2004), justificando a perda da atividade enzimatica.
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Tabela 6: Resultados de determinagdo de inibicdo enzimatica; valores obtidos para o ensaio
de inibicdo de 50% da atividade enzimatica (Clsp).

Ligante Clso (n1M) Ligante Clso (nM)
LDQM-IN-22 4.217,22 LDQM-IN-58 Inativo
LDQM-IN-23 3.011,68 LDQM-IN-57 Inativo
LDQM-IN-24 4.249,94 LDQM-IN-59 Inativo
LDQM-IN-25 3.412,50 LDQM-IN-53 Inativo
LDQM-IN-26 nd LDQM-IN-55 Inativo
LDQM-IN-27 3.136,76 LDQM-IN-56 Inativo

LDQM-IN-54 Inativo

O derivado LDQM-IN-23 foi o que obteve melhor resultado, quando comparado com
0s outros derivados testados. O menor valor da Clso (3.011,68 uM) corrobora os resultados
obtidos na docagem, na qual este derivado obteve o maior valor de pontuagdo (66,01).
Notavelmente, a ordem das pontuacfes de docagem e das atividades quase coincide, com
excessdo de LDQM-IN-24 e e LDQM-IN-25, previstas como a terceira e a quinta mais ativas
pela docagem, respectivamente, o inverso do obtido no ensaio enzimatico. O mesmo nao se
observa para os dados calculados com o método semi-empirico: ndo ha correlagdo entre 0s
dados de AHint € 0s dados de atividade para ambas situa¢Ges avaliadas, o que sugere que a
ordem das atividades é influenciada por efeitos entrépicos. No entanto, a atividade modesta
observada sugere que a interacdo das tiossemicarbazonas com a enzima nao é de fato muito
favoravel, o que esta de acordo com os valores positivos de AHint obtidos pelos célculos com
0 segundo modelo semi-empirico.

A partir dos dados de inibicdo enzimética (concordantes com a previsdo da docagem),
foi escolhida a molécula LDQM-IN-23 como estrutura base para o planejamento de
modificacOes estruturais, visando melhorar sua atividade inibitoria. Apesar de ter um valor de
Clso ainda muito alto, foi demonstrado experimentalmente que este ligante é capaz de inibir a
enzima de fato. O ligante LDQM-IN-23 possui a maior pontuacdo de docagem, dentre os
ligantes estudados, mas tem entalpia de interacdo desfavoravel, quando se considera o
deslocamento da agua coordenada ao Zn?*. Sendo esta a provavel razdo da fraca inibicao,
caso se criem novos pontos de interacdo com a enzima, é esperado uma melhoria em AHiy €
na atividade.

Foi realizado um estudo a partir da geometria de interacdo apresentada pelo ligante
LDQM-IN-23 dentro do sitio catalitico (Figura 25). Esta analise indicou sitios de interacdo
em potencial, direcionando as modificagdes propostas para este ligante. Adjacente ao sitio
catalitico da toxina existe uma cavidade, cercada por residuos polares e por grupos carbonila
ou amino da cadeia polipepeptidica, passiveis de serem utilizados para novas interacdes.
Exemplos destes residuos séo a GIn106, 11e108 e a 11e1609.
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Figura 25: Cavidade adjacente ao sitio catalitico da toxina. Em destaque estdo mostrados o
ligante, interagindo com o Zn?" e com a Gly109, e os residuos para interacdes potenciais,
GIn106, 11e108 e 11e169.

Foi aplicada a estratégia do planejamento racional pelo grupo, com a participacdo do
Prof. Dr. Artur E. Kummerle (Dequim-ICE-UFRRJ), propondo-se a modificacao estrutural do
ligante LDQM-IN-23 com introducdo de um grupo &cido carboxilico com diferentes
espacadores (2 e 3 metilenos) entre o anel aromético e o &tomo de carbono iminico (Figura
26). Estas modificacdes foram com o intuito de promover uma possivel interacdo do grupo
acido carboxilico com grupos dos residuos polares presentes na cavidade.
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Figura 26: Modificacdo estrutural proposta para a molécula LDQM-IN-23. O espagador “n”
pode variar entre 2 e 3 carbonos, gerando as moléculas modificadas LDQM-IN-23b e LDQM-
IN-23c, respectivamente.

As duas estruturas foram docadas (na forma carboxilato) no sitio catalitico da BpMP-I,
utilizando o mesmo procedimento anterior, fun¢do de pontuacdo e padronizacdes para as
demais moléculas ja estudadas. As pontuacbes de docagem para as duas moléculas novas
foram melhores, quando comparadas com a primeira série de moléculas, inclusive com a
molécula original LDQM-IN-23 (Tabela 7).

Os melhores complexos, com a geometria de interacdo mais favoravel, para os dois
novos ligantes foram submetidos a otimizacdo estrutural com o método semi-empirico PM6,
também utilizando o mesmo procedimento e com as mesmas especificagdes utilizadas para 0s
demais ligantes. Os valores da entalpia de interacdo para as moléculas modificadas se
tornaram cerca de 65 e 86 kcal/mol mais favoraveis para LDQM-IN-23b e LDQM-IN-23c,
respectivamente, quando comparados com os valores da molécula original. E esperado que
uma melhora tdo significativa em AHint tenha um impacto positivo na estabilidade do
complexo com a enzima e melhore a atividade inibitoria. A medida que se aumenta o
espacador melhora a interacdo do ligante com a toxina, ou seja, o ligante com estrutura
modificada racionalmente LDQM-IN-23c obteve melhores resultados de interacdo in silico
guando comparada as demais moléculas (Tabela 7).
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Tabela 7: Valores das pontuacdes de docagem (funcdo GoldScore) e das entalpias obtidas
apos a otimizacdo das estruturas pelo método PM6 (programa MOPAC 2012).

—— _ _
Ligante Pontuacéo AHi(Cpx)  AHr(enzima-agua) ~ AHz(Lig) AHint

(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
LDQM-IN-23 66,01 -1556,75 -1735,62 27,79 96,77
LDQM-IN-23b 71,50 -1762,41 -1726,44 -121,85 31,57
LDQM-IN-23c 73,17 -1771,80 -1718,54 -117,92 10,35

* AHine= AHr(complexo) + AHs(dgua) — [AHf(enzima-agua) + AHs(ligante)], onde
AHg(agua) = -54,31 kcal/mol

A Figura 27 mostra os ligantes LDQM-IN-23b e LDQM-IN-23c docados no sitio
catalitico da BpMP -I. O aumento da entalpia de interacdo da molécula LDQM-IN-23c
(Figura 27b) em relacdo & molécula original LDQM-IN-23 é devido a interacdo via ligacdo
hidrogénio do grupo carboxilato do ligante com o grupo amino peptidico do residuo 1le169.
Embora a molécula que contém o espacador com 2 carbonos, LDQM-IN-23b (Figura 27a),
também realize essa mesma interacdo, 0 maior espacador da primeira permite uma melhor
acomodacdo no sitio e 0 grupo tiossemicarbazona consegue estabelecer interacfes melhores
com o ion Zn?* e com a carbonila peptidica do residuo Gly109. LDQM-IN-23b faz interacoes
mais longas com o fon Zn?" e com a carbonila peptidica do residuo Ser167, o que pode
explicar o valor menos favoravel para a entalpia de interacéo.
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Figura 27: Resultados da docagem das moléculas modificadas racionalmente no sitio
catalitico da toxina BpMP-I. Em destaque estdo os principais residuos envolvidos na interacao
com os ligantes LDQM-IN-23b (A) e 23c (B). Os marcadores para 0s nomes dos residuos
participantes mais o iom Zn?* estdo em azul, e as distancias (em A) entre &tomos que possuem
interacdes entre si foram marcados de amarelo.

O planejamento das modificagdes estruturais realizadas para o ligante LDQM-IN-23
se mostraram muito promissoras nos resultados de docagem e calculos semi-empiricos. O
grupo carboxilato adicionado a molécula com o espacador possuindo 2 ou 3 carbonos levou a
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resultados muito interessantes, melhorando a entalpia de interacdo e com excelentes
geometrias de interacdo dentro do sitio catalitico da toxina.

De posse destes resultados, as moléculas modificadas LDQM-IN-23b e 23c foram
sintetizadas no laboratorio LadMol-QM sob a supervisdo do Prof. Dr. Artur E. Kiimmerle e
utilizadas para realizacao de ensaios de inibi¢do enzimatica in vitro e ensaios bioldgicos.

Os resultados de inibicdo enzimética in vitro comprovaram os resultados obtidos pela
docagem e com os célculos semi-empiricos, ou seja, as moléculas modificadas foram mais
eficientes em neutralizar a atividade enzimética da toxina BpMP-1, quando comparados com
os resultados da molécula original, sendo que a molécula LDQM-IN-23c é mais ativa do que
a LDQM-IN-23b (Tabela 8).

Tabela 8: Comparacao dos valores de Clso da estrutura LDQM-IN-23 e das estruturas com
modificacdes planejadas racionalmete.

LIGANTE Clso (uM) Aumento da atividade
LDQM-IN-23 3011,68 -
LDQM-IN-23b 79,12 38X
LDQM-IN-23c 1,77 1.700,5X

A interacdo (ligacdo hidrogénio) promovida pelo grupo carboxilato, cuja introdugédo na
molécula LDQM-IN-23 foi racionalmente planejada a partir dos resultados dos estudos de
modelagem molecular, aumentou a energia de interacdo total entre enzima/inibidor,
resultando em uma menor dose para inibicdo de 50% da atividade catalitica da enzima. Além
disso, uma pequena modificacdo no espacador, de 2 carbonos (LDQM-IN-23b) para 3
carbonos (LDQM-IN-23c), também melhorou a interagdo enzima/inibidor viabilizada pela
melhor disposicdo deste dentro do sitio catalitico da enzima, com a coordenacdo do enxofre
com o fon Zn?* ficou com uma orientagdo mais favoravel em relacdo & disposicdo desta
interacdo para o outro inibidor. A ligacdo hidrogénio realizada pelo a&omo de nitrogénio
namero 4 da tiossemicabazona (Figura 14) do segundo inibidor parece ser mais favoravel
devido a mior proximidade com o 4&tomo de oxigénio do residuo de Gli169 quando comparada
com a ligacéo hidrogénio realizada pelo &tomo de nitrogénio nimero 2 da tiossemicarbazona
(Figura 14) do primeiro inibidor.

Comprovada a acdo inibitoria, mais ainda, a melhora da atividade de inibi¢cdo dos
ligantes modificados sobre a toxina BpMP-I, foi determinada a atividade bioldgica, a inibi¢do
da atividade hemorragica para saber como seria 0 desempenho e o comportamento dos
compostos in vivo. Foram testadas as inibi¢des da atividade hemorragica promovidas pelos
inibidores modificados e pelo inibidor original, para comparacdo, sobre uma metaloprotease
da classe PIIl, a Botropoidina (GOMES et al., 2015) e também sobre a pegonha bruta de
Bothrops pauloensis.

Os resultados mostraram que os trés inibidores testados conseguem neutralizar a
atividade hemorragica promovida, tanto pela toxina isolada quanto pela peconha bruta. Pode
ser observado na figura 28 que houve reducdo de aproximadamente 55-60% da atividade
hemorragica induzida pela Botropoidina quando inibida com os inibidores LDQM-IN-23 e
23b, respectivamente, na propor¢do de 1:20 toxina/inibidor (m/m). Apesar de ndo haver
diferenca significativa entre as reducdes dos tamanhos dos halos hemorragicos promovidas
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pelos ligantes mencionados acima, a intensidade e a concentracdo do halo, quando da inibicéo
por LDQM-IN-23, é muito maior ou mais significativa, em comparacdo com o halo formado
apos a inibicdo promovida por LDQM-IN-23b, o qual é menos intenso, mais disperso no
tecido epitelial. Assim, pode-se concluir que o ligante LDQM-IN-23b é mais ativo para a
inibicdo da atividade hemorragica promovida pela Botropoidina quando comparado com o
ligante LDQM-IN-23. A inibicdo promovida por LDQM-IN-23c foi ainda melhor,
praticamente 100% (Fig. 28): pode-se observar que ndo ha a formacdo do halo hemorragico
quando a toxina é inibida por este composto.

— 2 T
4\
£
S
o /
(@]
o 59%
\(© 55% *
=
o 1- *
e T
()
I
o
5]
I 100%

Figura 28: Ensaio de inibicdo promovido pelos ligantes LDQM-IN-23, 23b e 23c sobre a
atividade hemorragica induzida pela toxina isolada Botropoidina (Bdn) (GOMES et al., 2015)
na proporcdo de 1:20 (m/m) toxina/ligante. A) Porcentagem de inibicdo da atividade
hemorragica; B) Figuras ilustrando cada tratamento realizado. O controle negativo foi
realizado com salina (NaCl 0,9%). Controle positivo: Botropoidina isolada (Bdn). Bdn + 23:
toxina isolada mais o ligante LDQM-IN-23. Bdn + 23b: Toxina isolada mais o ligante
LDQM-IN-23b. Bdn + 23c: toxina isolada mais o ligante LDQM-IN-23c. Foi utilizada a
mesma sequéncia para A e B. Os resultados sdo mostrados como a média + desvio padréo
(n=4) em triplicata. * Resultados estatisticamente significativos com relacdo ao controle

negativo (p<0,05).

Estes ligantes também foram testados contra a peconha bruta (PB) de Bothrops
pauloensis. A inibicdo da atividade hemorragica ocorreu para os trés ligantes testados (Figura
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29). Para os ligantes LDQM-IN-23 e 23b, houve uma aparente inversdo do potencial de
inibicdo, ou seja, o primeiro ligante foi mais ativo quando comparado com o segundo. Este
resultado pode estar relacionado com o fato de que a peconha bruta ser composta por varios
tipos de proteinas, inclusive vérios tipos de metaloprotease com vérias isoformas
(RODRIGUES et al., 2015). A molécula LDQM-IN-23 pode se encaixar melhor nos sitios das
outras SVMPs, inibindo um ndmero maior de toxinas desta classe quando comparado com o
ligante LDQM-IN-23b. Ja o ligante LDQM-IN-23c consegue inibir totalmente a atividade da
peconha bruta de Bothrops pauloensis para a dose testada, confirmando ser o melhor inibidor
dentre os avaliados. Além disso, a atividade de inibicao sobre a peconha bruta mostra que este
inibidor é capaz de se ligar efetivamente a outras toxinas da classe das SVMPs sendo,
portanto, um excelente inibidor de SVMP.
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Figura 29: Ensaio de inibicdo promovido pelos ligantes LDQM-IN-23, 23b e 23c sobre a
atividade hemorragica induzida pela peconha bruta de Bothrops pauloensis (Bp) na proporcao
de 1:20 (m/m) Bp/ligante. A) Porcentagem de inibicdo da atividade hemorragica; B) Figuras
ilustrando cada tratamento realizado. O controle negativo foi realizado com salina (NaCl
0,9%). Controle positivo: Bp de Bothrops pauloensis. Bp + 23: Bp mais o ligante LDQM-IN-
23. Bp + 23b: Bp mais o ligante LDQM-IN-23b. Bp + 23c: Bp mais o ligante LDQM-IN-23c.
Foi utilizada a mesma sequéncia para A e B. Os reaultados foram mostrados como a média +
desvio padrdo (n=4) em triplicata. * Resultados estatisticamente significativos com relacdo ao
controle negativo (p<0,05).
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Como a moléecula LDQM-IN-23c é a mais ativa para inibicdo da atividade
hemorragica dentre as moléculas testadas, foi realizado um novo ensaio de inibigdo da
atividade hemorragica induzido pela peconha de B. pauloensis no intuito de verificar se a
inibicdo induzida pela molécula seria dose-dependente. A figura 30 mostra que esta molécula
ja promove inibicdo da atividade hemorragica na menor dose testada (1:1 m/m) com
aproximadamente 41% de inibicdo. Esta porcentagem de inibi¢cdo aumenta com o aumento da
dose, sendo de aproximadamente 84% da dose de 1:5 (m/m) e com inibic&o total da formacao
do halo hemorrégico na dose de 1:10 (m/m).
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Figura 30: Ensaio de inibicdo promovido pelo ligante LDQM-IN-23c sobre a atividade
hemorragica induzida pela peconha bruta de Bothrops pauloensis (Bp) nas proporgdes de 1:1,
1:5 e 1:10 (m/m) Bp/ligante. A) Porcentagem de inibicdo da atividade hemorragica; B)
Figuras ilustrando cada tratamento realizado. O controle negativo foi realizado com salina
(NaCl 0,9%). Controle positivo: Bp de Bothrops pauloensis. Bp + 23c: Bp mais o ligante
LDQM-IN-23. Foi utilizada a mesma sequéncia para A e B. Os resultados foram mostrados
como a média + desvio padrdo (n=4) em triplicata. * Resultados estatisticamente
significativos com relagdo ao controle negativo (p<0,05).
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Estes resultados mostram que o ligante LDQM-IN-23c consegue inibir efetivamente as
SVMPs presentes na peconha de B. pauloensis. Mesmo sendo construido a partir de um
planejamento com base no sitio catalitico da BpMP-I, uma metaloprotease do tipo P-1 e ndo
hemorragica (j& que s6 possui o dominio metalo), este inibidor consegue se ligar no sitio
catalitico das SVMPs do tipo P-Il e P-11l (FOX;SERRANO, 2008) (toxinas hemorragicas)
inibindo-as efetivamente.

A inibicdo de outras SVMPs presentes na peconha de B. pauloensis decorre do fato de
que esta classe de toxinas possuirem o sitio catalitico altamente conservado (STOCKER;
BODE, 1995). Isto permite ao ligante fazer basicamente as mesmas interacGes daquelas
realizadas no sitio catalitico da BpMP-I, a partir do qual foi planejada. Claro que pode haver
algumas substituicGes de alguns residuos de aminoacidos dentro de cada sitio catalitico,
porém, estas substituicdes parecem nao afetar significativamente a interacdo desta molécula
com as toxinas.

Estes resultados chamaram bastante a atencdo para o fato de que a molécula LDQM-
IN-23c pode interagir com outras SVMPs diferentes daquela para qual foi planejada. Entéo,
resolveu-se realizar um estudo de interacdo por modelagem molecular para as
tiossemicarbazonas ja testadas, além das moléculas modificadas LDQM-IN-23b e 23c, para
SVMPs presentes na peconha de outras serpentes, diferentes em espécie e género, da familia
Viperideae.

A sequéncia da BpMP-I foi alinhada utilizando o banco de estruturas protéicas PDB
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Foram escolhidas 7 sequéncias de SVMP
depositadas, utilizando critérios para sele¢cdo com base na identidade, resolucéo cristalografica
e grau de parentesco da espécie de serpente a qual pertence a SVMP selecionada. As 7
sequéncias utilizadas serdo identificadas pelo cddigo de depdsito no PDB: 4Q1L (Bothrops
leucurus), 2W12 (Bothrops asper), 3GBO (Bothrops moojeni), 1HTD (Crotalus atrox), 3AIG
(Crotalus adamanteus), 1BUD (Deinagkistrodon acutus) e 4J4M (Protobothrops
mucrosquamatus) (LINGOTT et al., 2009; AKAO et al., 2010; ZHANG et al., 1994;
GOMIS-RUTH et al., 1998; GONG et al., 1998; CHOU et al., 2013).

Analisando o alinhamento da BpMP-1 com as outras SVMPs, pode-se observar que o
sitio catalitico destas toxinas é altamente conservado, com os trés residuos de histidina
(His142, His146 e His152, com variacdes) que se coordenam com o ion Zn?*, conservados em
todas as sequéncias e com a maioria dos outros residuos do sitio de ligagdo,
HEXXHXXGXXH+M (HEGE; BAUMANN, 2001 dissertagio; BODE; GOMIS-RUTH;
STOCKER, 1993; GOMIS-RUTH, 2003) também conservados (Figura 31). Isto sugere que
os inibidores testados neste trabalho, principalmente LDQM-IN-23c, poderiam interagir com
sitios cataliticos de outras SVMPs, mesmo sendo SVMP’s de diferentes espécies, géneros ou,
ate, familias de serpentes.
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CLUSTAL 0(1.2.1) multipls sequence alignment

1BUD:A|PDBID|
4J4M:2 | PDBID|
2W12:A|PDBID|
3GBO:A| PDBID|
BpMP-I|

4Q1L:2|PDBID|
1HTD:A|PDBID|
3AIG:A|PDBID|

1BUD:A| PDBID|
4J4M:2| PDBID|
2W12:A|PDBID|
3GBO:2| PDBID|
BpMP-1I |

4Q1L:2|PDBID|
1HTD:A|PDBID|
3AIG:A|PDBID|

1BUD:| PDBID|
£J4M:2| PDBID|
2W12:2|PDBID|
3GBO:A| PDBID|
BpMP-I|

4Q1L:A|PDBID|
1HTD:A| PDBID|
3AIG:A|PDBID|

1BUD:2| PDBID|
4J4M:2| PDBID|
2W12:2|PDBID|
3GBO:A|PDBID|
BpMP-I|

4Q1L:A|PDBID|
1HTD:A| PDBID|
3AIG:A|PDBID|
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Figura 31: Andlise comparatlva da sequéncia primaria de aminoacidos da proteina madura
BpMP-I. Foi realizado o alinhamento com o dominio metalo (catalitico) de outras SVMPs da
mesma familia de serpentes (Viperideae). Em cinza estdo marcados os residuos de histidina,
0s quais fazem parte do sitio catalitico, além do residuo de metionina (met-turn). O simbolo
(*) representa residuos de aminoacidos conservados em todas as sequéncias analisadas. O
hifen representa gaps introduzidos nas sequéncias para maximizar o alinhamento.

As estruturas cristalograficas destas toxinas foram, entdo, utilizadas para a docagem
das tiossemicarbazonas em seus sitios cataliticos. Os resultados da docagem mostraram que
estes inibidores possuem pontuagfes para a docagem no sitio catalitico das SVMPs muito
préximos aos valores obtidos para 0 ancoramento no sitio catalitico da BpMP-I, para todos 0s
ligantes testados (Tabela 7). Os valores das pontuagdes seguiram, ainda, a mesma tendéncia
observada para os valores obtidos para a BpMP-I, sendo que os ligantes modificados, LDQM-
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IN-23b e 23c, obtiveram maiores pontuacdes quando comparados com os ligantes originais,
com o primeiro ligante tendo pontuacdo menor que o segundo, com excecdo para a toxina
3AIG, na qual a pontuacdo do ancoramento foi maior para o ligante LDQM-IN-23b.

Tabela 7: Pontuacdes de docagem (GoldScore) dos ligantes no sitio catalitico das SVMPs.

Pontuacgao?

Ligante BpMP-I 2W12 4Q1L 3GBO
LDQM-IN-22 56,28 54,27 56,31 55,45
LDQM-IN-23 66,01 61,70 63,94 63,16
LDQM-IN-24 60,77 57,53 60,09 58,83
LDQM-IN-25 53,46 61,81 63,46 60,75
LDQM-IN-27 62,31 61,32 61,32 60,16

LDQM-IN-23b 71,50 66,28 75,49 70,57
LDQM-IN-23c 73,17 69,68 79,76 73,88
Pontuacao?

Ligante 1HTD 3AIG 1BUD 4JAM
LDQM-IN-22 54,47 54,12 54,35 52,46
LDQM-IN-23 61,89 62,00 54,63 58,87
LDQM-IN-24 58,07 57,33 57,30 56,69
LDQM-IN-25 63,81 64,02 54,55 59,49
LDQM-IN-27 59,61 60,52 57,85 58,19

LDQM-IN-23b 71,84 72,9 62,40 65,19
LDQM-IN-23c 72,28 72,6 64,87 66,83

&Valores de pontuacdo para a funcdo GoldScore; nimeros em negrito indicam os
valores mais elevados.

Houve uma diminuicgéo dos valores das pontuacdes para todos os ligantes, inclusive o0s
modificados, para as SVMPs 1BUD e 4J4M. Este resultado pode ser devido ao fato de que
estas toxinas possuem menor grau de identidade com a BpMP-I (52,31% e 52,74% de
identidade, respectivamente) e, ainda, menor grau de parentesco, ou seja, sdo mais distantes
qguando analisadas filogeneticamente (Figura 32). Isto resulta em maior quantidade de
residuos de aminoacidos ndo idénticos entre as toxinas, 0 que pode gerar problemas para a
interacdo dos ligantes dentro do sitio catalitico das toxinas. A analise do sitio catalitico da
toxina 1BUD mostra que esta possui 4 residuos de aminoacidos (HEMAHNLGVSH)
diferentes quando comparado com o sitio catalitico da BpMP-1 (HELGHNLGMDH), o que
pode explicar os piores resultados da docagem naquela toxina. Ja para a toxina 4J4M
(HELGHNLGMAMH), existe apenas a substituicdo de um residuo de aminoacido, Asp por Ala.
Porém, o resultado inferior desta toxina quando comparado com o resultado de ancoramento
para a BpMP-1 pode ser devido & substituicdo de outros residuos, dentro do sitio de iteracéo
do ligante com a toxina.
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1BUD_A|PDBID| 0.25182
4J4M_A|PDBID| 0.24308
r 1HTD_A|PDBID| 0.10983
L 3AIG_A|PDBID| 0.09809
2W12_A|PDBID| 0.09362
3GBO_A|PDBID| 0.09255
BpMP-1| 0.06493
4Q1L_A|PDBID| 0.0495

Figura 32: Andlise filogenética molecular da sequéncia da BpMP-I com outras sequéncias
similares de SVMPs depositadas no PDB pelo método neighbor-joining. Foram consideradas
as sequéncias das proteinas na forma madura. A maior distancia das sequéncias das toxinas
1BUD e 4J4M com relacdo a BpMP-1 evidencia o menor grau de parentesco.

O sitio de ligacdo ao substrato também pode ser responsavel pela diferenca de
interacdo dos ligantes sobre a BpMP-I e sobre a 1BUD. Nota-se, na figura 33, que as duas
toxinas possuem diferencas em alguns residuos de aminoacidos, 0s quais podem provocar
impedimentos estéricos. Como pode ser observado, os residuos Thrl71 na 1BUD (verde) e
Phel75 na BpMP-I1 (azul) ocupam a mesmam regido no sitio de ligacdo ao substrato, porém,
Thrl71 restringe mais o sitio, diminuindo a cavidade do mesmo e dificultando a acomodagéo
do ligante. Com isso, a ligacdo de hidrogénio do grupo carboxilato do ligante com o residuo
11e169 fica prejudicada, reduzindo a interacdo do ligante LDQM-IN-23c com a toxina 1UBD
guando comparado com a BpMP-I. Esta ideia ¢é reforcada pelo fato de que a pontuacdo da
docagem para o ligante que ndo possui substituicdo no anel aromatico, LDQM-IN-22, é
bastante semelhante entre as toxinas, ja que, neste caso, o impedimento estérico promovido
pelo residuo Thrl71 na toxina 1BUD seria minimizado.

Figura 33: Sitio de interacdo ao substrato das toxinas BpMP-I (azul) e 1BUD (verde). Em
destaque estdo os residuos Phel75 e 11e168 da BpMP-I e Thrl71 e 1le169 da 1BUD, além do
ligante LDQM-IN-23c: em azul para a BpMP-I e verde para a 1BUD. A superficie de van der
Waals dos residuos em destaque e do ligante também foi mostrada.
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Mesmo com estes impedimentos estéricos, 0s quais promovem uma diminui¢do da
interacdo do ligante modificado com a toxina 1BUD quando comparado com a interagdo deste
com a BpMP-I, os valores de pontuacdo obtidos para aquele complexo mostram que o ligante
pode interagir efetivamente com a toxina, visto que os valores estdo proximos para dos
valores obtidos para LDQM-IN-23 docado no sitio original da BpMP-I.

Estes resultados mostram que a molécula planejada racionalmente, LDQM-IN-23c,
seria um 6timo prototipo de inibidor universal da atividade toxica induzida por SVMP, sendo
necessarios alguns ajustes para alguns casos especificos. Além disso, este inibidor pode ser
utilizado para estudos mais detalhados dos sitios cataliticos destas toxinas, visando a
producdo de novos inibidores, mais potentes contra 0 maior nimero de SVMP possivel.

Além disso, a inser¢do do grupo carboxilato na molécula original, LDQM-IN-23,
deveria aumentar a hidrofilicidade do composto modificado LDQM-IN-23c, melhorando sua
solubilidade em &gua, com relacdo a molécula original. O grupo carboxila inserido, quando no
pH da corrente sanguinea, ficaria em sua forma desprotonada, melhorando sua solvatacao pela
agua e aumentando sua solubilidade, visto que este grupo funcional possui um pKa calculado
nesta molécula (disponivel em: epoch.uky.edu/ace/public/pKa.jsp) de 4,2. Este grupo também
melhoraria sua interacdo molecular com o sitio catalitico das SVMPs, como foi mostrado ao
longo deste trabalho. Em uma provavel administracdo oral desta molécula, esta molécula
estaria em sua forma protonada até a sua absorcao intestinal, o que facilitaria sua absorcao
através da passagem deste pela membrana plasmatica de forma passiva (ELIEZER; FRAGA,
2015).

Outro parametro muito utilizado para avaliar a farmacoabilidade de ligante com
atividade biologica € o seu coeficiente de particdo (P) entre fase aquosa e fase organica. O
coeficiente de particdo pode ser definido pela razdo entre a concentragdo desta substancia
dissolvida na fase organica e sua concentracdo na fase aquosa, em um sistema que se encontra
em equilibrio dividido em dois compartimentos (Figura 34A). Dessa forma, as substancias
que apresentarem um maior coeficiente de particdo sdo mais lipofilicas e podem, entdo,
atravessar a membrana plasmatica na absorcdo. De acordo com Barreiro e Fraga (2015),
substancias com esta caracteristica apresentam um melhor perfil farmacoldgico. Ainda de
acordo com estes autores, os valores do logaritmo do coeficiente de particdo (logP) também
esta relacionado com a atividade bioldgica (Figura 34B). Substancias com valores de logP
entre 1 e 3 possuem propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas ideais, cujo
incremento ou reducdo leva a reducdo da atividade biol6gica.
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Figura 34: A) Determinacdo do coeficiente de particdo (P) de um soluto. B) Modelo bilinear
usado para descrever as correlac@es entre a atividade bioldgica e a lipofilicidade de uma série
de farmacos congéneres. (Adaptado de: BARREIRO; FRAGA, 2015).

O LogP tedrico da molécula LDQM-IN-23c, calculado pelo programa
ACD/ChemSketch (freeware) é de 1,51, indicando que esta molécula possui um coeficiente
de particdo dentro da faixa ideal, mostrando que esta pode ser uma boa candidata a farmaco
para o tratamento de acidentes ofidicos. Este valor de LogP é um pouco mais baixo quando
comparado com o valor obtido para a molécula original LDQM-IN-23, o qual é 1,98, mas
continua dentro da faixa 6tima de LogP. Além disso, os outros fatores, como pKa (ja
discutido neste trabalho) e o tamanho da molécula (281 Da), associado com o valor de logP,
colocam esta molécula num patamar muito promissor em relacdo & utilizacdo desta como
prototipo para o desenvolvimento de um farmaco capaz de inibir a atividade toéxica de SVMP.

6 CONCLUSOES e PERSPECTIVAS

6.1 Conclusdes

Neste trabalho foi possivel construir através da modelagem comparativa um modelo
3D da metaloprotease presente na peconha de Bothrops pauloensis baseado no molde da
estrutura cristalografica da BaPl (2W12). O modelo foi validado utilizando-se varios
parametros de qualidade, como o grafico de Ramachandran, o0 RMSD e o QMEANS,
resultando em um modelo inédito e de boa qualidade para realizacdo deste trabalho.

Uma série de moléculas, semi e tiossemicarbazonas, foram ancoradas no sitio
catalitico do modelo da BpMP-I e os resultados indicaram que as tiossemicarbazonas devem
possuir maior afinidade pelo sitio catalitico quando comparadas com as semicarbazonas.

A atividade in vitro de inibigdo enzimética promovida pelas semi e tiossemicarbazonas
foi avaliada, sendo que as tiossemicarbazonas foram moderadamente ativas e as
semicarbazonas foram inativas, corroborando os resultados obtidos pela docagem.

Célculos semiempiricos realizados com os complexos gerados pela docagem das
tiossemicarbazonas no sitio catalitico da toxina mostraram que estas moléculas apresentam
entalpia de interacdo positiva, assumindo que o processo envolve o deslocamento de uma
molécula de agua coordenada ao fon Zn?* do sitio catalitico. Combinados com os dados de
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atividade, estes resultados sugerem que o processo de inibicdo deve ser controlado por efeitos
entropicos.

A Clso de cada tiossemicarbazonas foi definida (com excessdo do derivado LDQM-
IN-26) e, juntamente com os resultados de docagem, mostrou-se que o derivado com o
substituinte p-metoxi-fenila (LDQM-IN-23) da série inicial tem a estrutura mais adequada
para a inibicdo da enzima, pois possui menor Clso e maiores valores de pontuagdo de
ancoramento.

A partir destes resultados a molécula LDQM-IN-23 foi selecionada e, juntamente com
uma analise cuidadosa do modo de interacdo previsto teoricamente com o sitio catalitico da
toxina, foram propostas modificagbes estruturais, incluindo um grupo carboxilato com
diferentes espacadores, 2 e 3 grupos metilenos, gerando as moléculas modificadas LDQM-IN-
23b e 23c, respectivamente. Os métodos de docagem e semiempiricos mostraram que as
moléculas modificadas possuem um melhor perfil de interacdo com o sitio catalitico da
toxina, com relagdo a molécula original.

Apds a sintese destas novas moléculas, estas foram testadas para a atividade de
inibicdo enzimatica, resultando numa menor dose de inibi¢do, principalmente para a molécula
LDQM-IN-23c, aumentando a atividade em aproximadamente 1700 vezes, com relacdo a
molécula original.

Estas moléculas, original e modificadas, foram testadas para a atividade hemorragica,
in vivo. Estas moléculas conseguiram inibir a atividade hemorragica promovida, ndo sé por
uma metaloprotease isolada, a Botropoidina, mas também inibiram a atividade hemorragica
promovida pela peconha de Bothrops pauloensis, sendo que a molécula LDQM-IN-23c
também foi mais ativa quando comparada com as outras moléculas testadas.

Foram retiradas do PDB estruturas de varias metaloproteases contidas na pegonha de
espécies e géneros diferentes. Estas estruturas foram utilizadas para realizar a docagem das
tiossemicarbazonas sobre o sitio catalitico destas toxinas, e os resultados mostraram que estas
moléculas, principalmente a LDQM-IN-23c, podem interagir efetivamente com o sitio
catalitico destas toxinas.

A modificagdo estrutural planejada de uma tiossemicarbazona resultou em uma
molécula, a LDQM-IN-23c, capaz de neutralizar a atividade enzimatica, in vitro, e biol6gica
(hemorrdgica), in vivo, promovida por toxinas isoladas e pela peconha bruta de serpente.
Além disso, testes preliminares, in silico, sugerem que esta molécula seria capaz de interagir
com o sitio catalitico de outra metaloprotease presentes em peconhas de serpentes de espécies
e géneros diferentes, sendo, portanto, uma molécula com potencial terapéutico universal para
a atividade toxica promovida por metaloproteases de peconha de serpentes. O valor do logP
desta molécula estd dentro de uma faixa ideal para utilizagdo deste como prototipo para
farmaco visando o tratamento dos acidentes ofidicos.

Pode-se concluir que este trabalho gerou um modelo 3D tedrico de uma
metaloprotease, a BpMP-I, inédito de étima qualidade e, principalmente, um composto lider
com grande potencial inibitério sobre a principal atividade toxica promovida por
metaloproteases sobre a vitima de acidentes ofidicos. Este composto e seus derivados sao
candidatos muito promissores como protétipo para o desenvolvimento de farmacos com
potencial terapéutico para acidentes ofidicos, cuja patente foi requerida e depositada pelos
autores (Anexo 1).
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6.2 Perspectivas

Através do planejamento de modificacGes estruturais foi criada o composto LDQM-
IN-23c, com maior atividade de inibicdo em relacdo ao composto original. Com base nestas
estruturas modificadas, novas modificagdes estdo sendo planejadas e posteriormente
sintetizadas com o intuito de se obter derivados com atividade ainda maiores.

A atividade das tiossemicarbazonas e semicarbazonas sera testada sobre peconhas de
espécies diferentes, além de serem testadas, também, sobre outras classes de toxinas, como as
PLA,.

Novos trabalhos foram propostos em conjunto com outros grupos de trabalho para
avaliar a atividade destas moléculas sobre células tumorais, visto que ja é relatado na
literatura que esta classe de moléculas podem possuir atividade anti-tumoral, e sobre parasitas
como Leishmania sp.
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Relatorio Descritivo

“CRIACAO DE INIBIDORES DE METALOPROTEASES PARA O
TRATAMENTO DE ViTIMAS DE ACIDENTES OFiDICOS”

1- Acidentes ofidicos sdo um problema de saude publica considerado
negligenciado pela Organizacdo Mundial de Saude, que afeta
principalmente populagbes pobres em paises tropicais e
subtropicais. Embora o numero exato de acidentes ofidicos que
ocorrem no Mundo todo seja desconhecido, estima-se que cerca de
5 milhées de pessoas séo picadas por cobras anualmente, com até
2,5 milhdes de envenenamentos [Rabies and envenomings: a
neglected public health issue. Report of a consultative meeting,
World Health Organization, Geneva, 10 January 2007, p14]. Pelo
menos 100.000 pessoas morrem como resultado de picadas de
serpentes a cada ano, com cerca de trés vezes esse numero em
amputacdes e outras deficiéncias permanentes causados por
acidentes ofidicos [Chippaux, J. P. Bull. World Health Organization,
1998, 76, 515-524. Kasturiratne, A. et al., The global burden of snake
bite: a literature analysis and modelling based on regional estimates
of envenoming and deaths, PLoS Medicine, 5, €218, 2008]. Os
trabalhadores rurais e as criangas sao as mais afetadas. As criancas
muitas vezes sofrem efeitos mais graves do que os adultos, devido a
sua massa corporal menor. Este tipo de lesdo é frequentemente
encontrado em comunidades rurais pobres em paises de baixa e
média renda, onde os sistemas de saude sdo mais frageis e os
recursos medicos escassos ou praticamente inexistentes.

2- O veneno de serpentes produz varios efeitos téxicos, que variam
desde danos no tecido local até manifestagdes sistémicas, que
podem resultar em morte. A principal forma de tratamento para os
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acidentes ofidicos € o uso de soro antiofidico (SAO). Uma limitagao
no uso do SAO para o tratamento de acidentes ofidicos é que nao é
simples obter um produto com qualidade adequada. Primeiramente,
€ necessaria a obtengao de imundgenos (venenos de serpente) com
boa qualidade, o que exige niveis elevados de capacitagao técnica e
de investimento de recursos nos paises onde esses acidentes sao
comuns, que nao raramente sao paises pobres. Além disso, nesses
paises, ha falta muitas vezes de capacidade reguladora para o
controle da produgéo de SAO, o que torna insuficiente a avaliagao
de suas qualidade e adequag¢ao. Em muitos locais, a ma regulacao
combinada com uma distribui¢do inadequada levam a uma perda de
confianga por parte dos médicos, gestores de saude e pacientes nos
SAOQ disponiveis.

No entanto, mesmo em pacientes tratados com SAO de qualidade
adequada acontecem comumente complicag¢des locais, tais como a
necrose de tecidos moles e sindrome compartimental [Lopoo, J. B.
et al. Treating the snakebitten child in North America: a study of pit
viper bites. J. Pediatr. Surg. 33, 1593-1595, 1998]. O tratamento
cirrgico se torna necessario em certos casos. Abordagens
cirurgicas para acidentes ofidicos podem variar, por exemplo, desde
o desbridamento cirurgico no local da picada até fasciotomia e
amputagédo de membro [Johnson C. A. Management of snakebite.
Am. Fam. Physician 44, 174-180, 1991; Chattopadhyay, A. et al.
Surgical implications of snakebites. Indian J. Pediatr. 71, 397-399,
2004]. Além das consequéncias sociais, as amputag¢des tém efeitos
econdmicos nas familias e comunidades rurais onde esses
acidentes ocorrem com mais frequéncia, ja que muitas vezes
incapacitam pessoas para o trabalho que antes faziam.

Diante deste quadro, a produgdo de farmacos com agao antiofidica
pode ser uma alternativa bastante interessante para reduzir as

deficiéncias no tratamento e as consequéncias destas para os
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pacientes que sofreram acidentes ofidicos. Farmacos podem ser
produzidos com menores custos, em locais onde ha uma boa
capacidade de produgdo instalada e de regulamentagdo, sendo
posteriormente transportados para os locais onde ha sua demanda.
Mesmo que nao seja possivel obter substancias que substituam
integralmente o SAO, a combinagdo do uso do SAO com os
farmacos poderia aumentar as chances de sobrevivéncia das vitimas
e diminuir os danos teciduais no local da picada, reduzindo o nimero
de intervencoes cirargicas e amputagdes.
[http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs337/en/]

O veneno de serpentes contém uma mistura complexa de proteinas
e polipeptideos. A maior parte das proteinas tem atividade
enzimatica, destacando-se as hidrolases digestivas, oxidases de L-
amino acidos, fosfolipases, pro-coagulantes do tipo trombina, serina-
proteases do tipo calicreina e as metaloproteases.

As metaloproteases presentes no veneno de serpentes sao enzimas
dependentes de zinco, que apresentam ambientes de ligagdo de
zinco altamente semelhantes. Algumas metaloproteases induzem
hemorragia, afetando diretamente o0s vasos sanguineos,
principalmente capilares. Aparentemente, estas enzimas séao
capazes de clivar, de uma forma altamente seletiva, as ligagbes
peptidicas dos principais componentes da membrana basal,
afetando assim a interagdo entre a membrana basal e as células
endoteliais. Como consequéncia, essas células sofrem uma série de
alteragbes morfologicas e funcionais in vivo, provavelmente
associadas a fatores biofisicos hemodinamicos. Eventualmente,
lacunas sado formadas em células endoteliais através das quais
ocorre o0 extravasamento. Além de hemorragia, metaloproteases de
veneno induzem lesdo muscular esquelética, mionecrose, o que
parece ser secundario a isquemia que se segue no tecido muscular

como consequéncia da hemorragia e diminuicdo da perfusdo. A
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ruptura de microvasos também prejudica a regeneracdo do musculo
esquelético, sendo, portanto, responsavel pela fibrose e perda de
tecido permanente apds picadas de cobra. Além disso, as
metaloproteases de veneno participam na degradagédo dos
componentes da matriz extracelular e desempenham um papel
importante na resposta inflamatéria local proeminente que
caracteriza envenenamentos ofidicos. Devido ao seu papel na
patogénese da lesédo do tecido local, metaloproteases de veneno de
cobra constituem alvos relevantes para o desenvolvimento de
inibidores que podem complementar antivenenos na neutralizagao
dos efeitos descritos [Gutiérrez J.M., Rucavado, A. Snake venom
metalloproteinases: their role in the pathogenesis of local tissue
damage. Biochimie 82, 841-850, 2000]

Na presente invengao é descrita a criagdo de compostos inéditos da
classe das tiosemicarbazonas, que apresentam acao inibitéria sobre
uma metaloprotease presente no veneno da serpente Bothropoides
pauloensis, verificada in vitro, e eficacia comprovada in vivo contra
hemorragias induzidas em camundongos pelo veneno da mesma
serpente, um dos efeitos comumente observados em individuos que
sofreram acidentes ofidicos e que em muitos casos pode levar a
amputagbes dos membros afetados. A espécie B. pauloensis é
localizada em parte das regides Sudeste e Centro-Oeste do Brasil,
pertencendo a subfamilia Crotalinae da familia Vipiridae, a principal
responsavel por acidentes ofidicos no pais.

No processo descrito por esta invengdo, os compostos foram
planejados racionalmente através do uso de métodos
computacionais. Para tanto, foi utilizada a técnica da docagem
molecular para se identificar o provavel modo de interagédo de
compostos protétipos com um modelo de uma metaloprotease de B.

pauloensis. A partir das estruturas obtidas, foram propostas
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modificacdes estruturais com o objetivo de aumentar a poténcia
destes compostos como inibidores de metaloproteases.

9- Os estudos realizados e resultados obtidos serdo apresentados na
forma de topicos:

9.1. Sintese dos Inibidores

17 Serie
0 H
' NN N SN ANHz
X JIE i ot S— |
l X /o X
S R
R 1ad i
Ja-h
2 R=H X=8 3aR=H X=0
2b R = OMe X=8 3b R =0OMe X=0
2c R= ClI X=8 3c R= Cl| X=0
2d R=30Me-40H X =8 3d R=30Me-40H X =0
2e R=42Br X=5 3e R=2,4-0H X=0
3f R=4COOH X=0
3g R=4-0H X=0
3h R=3-0H X=0

A sintese da 12 série consistiu em uma reagdo de condensagcdo dos
aldeidos com tiosemicarbazida ou semicarbazida. Em um balédo
volumétrico adicionou-se 1 eq de aldeido e em seguida 1,05 eq de
hidrazida, solubilizados em 10 mL de etanol. A mistura reacional
permaneceu em refluxo por aproximadamente 10 horas, e apos
resfriamento a temperatura ambiente a solugao foi vertida em gelo para
ocasionar a precipitacdo. O produto foi filtrado sob pressdo reduzida e o
mesmo foi lavado com etanol. A reagdo foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada com revelador de fluoresceina, e os
produtos obtidos foram avaliados por técnicas de espectroscopia 'H-
RMN que demonstraram pureza adequada.
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22 Série
12 Etapa 0
AICI OH
"o cl "o °
~"al 42 55%
(0] (0]
AICI
/@ i 04,00 = OH
o0 U ~
Cl\/\CI (0]
48%
4b

Na 12 etapa da sintese dos compostos da 22 série, foram adicionados
solvente e cloreto de aluminio (1,1 eq) a um baldo de 2 L de fundo
redondo equipado com um dinamémetro terap, tubo de guarda, e funil
de adigao, contendo uma solugdo de anidrido succinico (0,7 mmol) em
etileno dicloreto. A massa de reacao foi arrefecida sob agitacdo a 15°C.
O composto aromatico (0,7 mmol) foi adicionada gota a gota a mistura
reacional acima, mantendo-se a mesma temperatura. A mistura
reacional foi agitada durante 3-4 h a temperatura ambiente; a reacao foi
monitorada utilizando-se TLC e, ap6s a concluséo da reagdo, a massa
foi vertida numa mistura de 1 kg de gelo e 100 mL de &cido cloridrico
concentrado, sob agitagdo. O sdlido precipitado foi filtrado e lavado com
éter.

87



7/15

2% Etapa

e} .NH
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H
OH N NH OH
. W " Hsz \n/ 4 HAG /@/‘\/\/LL
o] S ~o

EtOH 74%

Na 22 etapa, adicionou-se tiosemicarbazida (1,2 eq) a solugdes de 1eq
de 4a e de 4b em etanol. A mistura reacional permaneceu em refluxo
por aproximadamente 6 horas, ocorrendo formacao de subprodutos em
ambas as reagdes. A solugao da reacao de formacao de 5a foi vertida
em gelo e o precipitado formado foi lavado com etanol gelado
apresentando-se como unico croméforo em cromatografia de camada
delgada e avaliagbes espectroscopicas (1H-RMN) demonstraram
formagéao do produto.

Da mistura reacional para formagdo do produto 5b precipitou uma
massa branca, com formacgao de subprodutos. A mesma foi filtrada e
lavada com etanol gelado. Mesmo ap6s lavagem observou-se a
permanéncia de subprodutos, realizando-se entédo purificagdo em coluna
cromatografica (DCM-Metanol), obtendo-se elevada pureza apos esta
etapa.

9.2. Modelagem Molecular

A metaloprotease utilizada neste estudo, identificada na pegonha de
Botrhopoides pauloensis e denominada BpMP-l, foi isolada
anteriormente [NAVES-DE-SOUZA, D. L. et al. Biochemical and
enzymatic characterization of  BpMP-, a fibrinogenolytic
metalloproteinase isolated from Bothropoides pauloensis snake venom.
Comparative Biochem. Physiol., Part B, 161, 102-109, 2012.]. Devido a
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auséncia de estruturas cristalograficas de BpMP-| para serem usadas
nos estudos de docagem molecular, foi inicialmente construido um
modelo tridimensional da toxina, utilizando-se o método de modelagem
comparativa disponibilizado no servidor Swiss-MODEL
(http://swissmodel.expasy.org/). O molde usado foi a estrutura
cristalografica da toxina BaPl (Codigo de depdsito no Protein Data Bank:
2W12), da espécie Bothrops asper, que apresenta um étimo valor de
resolugéo cristalografica, 1,46 A [ARNOLD, K. et al. The SWISS-MODEL
Workspace: A web-based environment for protein structure homology
modelling. Bioinformatics 22, 195-201, 2006]. A analise dos parametros
de qualidade do modelo obtido demonstrou sua adequagéo para uso nas
etapas posteriores.

As estruturas das séries 1 e 2 foram desenhadas e otimizadas com o
meétodo PM3 do programa Spartan’14 (Wavefunction, Inc.). Para a
docagem na enzima, foi utilizado o programa GOLD 5.2 (CCDC) com a
funcdo de pontuacdo GoldScore [LIEBESCHUETZ, J. W.; COLE, J. C,;
KORB, O. Pose prediction and virtual screening performance of GOLD
scoring functions in a standardized test. J. Comput. Aided Mol. Des. 26,
737-748, 2012]. Apds andlise dos resultados encontrados com a série 1,
foram propostas e avaliadas modificagbes estruturais nas
tiosemicarbazonas que levaram a um aumento do numero de interagdes
com residuos de amino acidos localizados no sitio de interagédo com a
enzima, gerando a série 2. Os complexos enzima-ligante com as
maiores pontuagdes no procedimento de docagem tiveram suas
estruturas reotimizadas pelo método PM6 [STEWART, J. J. P.
Optimization of parameters for semiempirical methods VI: more
modifications to the NDDO approximations and re-optimization of
parameters. J. Mol. Model., 19, 1-32, 2013] disponivel no programa
MOPAC 2012 (Stewart Computational Chemistry), para posterior céalculo
da entalpia de interagdo, um parametro teoérico usado como critério para

se avaliar o nivel de interacdo das substancias com a enzima.
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Substancias com entalpias de interagdo mais favoraveis com uma
enzima sao provavelmente melhores ligantes desta enzima. A figura 1
mostra o composto com a entalpia de interagdo mais favoravel da série
2, 5b, e suas principais interagdes no sitio ativo da enzima BpMP-I,
identificadas de acordo com o procedimento de modelagem molecular
descrito. Na figura, os atomos de nitrogénio sé@o representados em azul,
os de hidrogénio em branco, os de oxigénio em vermelho, o de zinco em
cinza e o de enxofre em amarelo; os atomos de carbono da proteina
estdo em verde e os do ligante estdo em violeta. Este composto foi
também o mais ativo nos ensaios in vitro e in vivo, conforme descrito a

seguir.

Figura 1

9.3.Ensaio de inibigcao enzimatica

A toxina purificada BpMP-I foi dissolvida em NaCl 0,9% e quantificada
pelo método desenvolvido por Bradford [BRADFORD, M. M., Rapid and
sensitive method for the quatitation of microgram quantities of protein
utilizing the principle of protein-dye binding. Anal. Biochem. 72, 248-254,
1976.]. A atividade azocaseinolitica foi determinada de acordo com
Gomes e colaboradores [GOMES, M. S. R. et al. Purification and
functional characterization of a new metalloproteinase (BleucMP) from
Bothrops leucurus snake venom. Comp. Biochem. Physiol. C, 153, 290-

300, 2011] com modificagdes. A azocaseina (1 mg/mL) foi dissolvida em
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tampao Tris-HCI 0,05 mol/L (pH 7,8) contendo 0,15 mol/L NaCl. 160 pL
desta solucgéo foi adicionada em cada pogo de uma placa de poliestireno
(96 pogos). A reagao foi iniciada com a adigéo de 45 pL da solugédo da
enzima contendo 7,5 pyg de enzima (massa minima capaz de degradar
50% do substrato utilizado, previamente determinada por Naves-de-
Souza e colaboradores (2012)). Apds a incubagao da solugédo a 37 °C
por 30 min., a reagao foi interrompida com a adi¢do de 45 pL de 20%
(m/v) do acido tricloroacético (TCA). A placa, entdo, fica descansando a
temperatura ambiente por 30 min. e posteriormente, centrifugada a 3000
G por 20 min. A absorvancia do sobrenadante a 405 nm foi determinada
e a atividade azocaseinolitica foi definida como uma unidade (U) para o
aumento em 0,01 na absorvancia em relagédo ao padrao. Os ensaios de
inibicdo foram realizados incubando-se previamente os compostos
sintéticos com a toxina por 30 min a 37°C e, imediatamente apds, foi
realizada a atividade enzimatica. Para os ensaios de inibicdo da
atividade enzimatica, foram utilizadas as propor¢des de 1:1, 1:5, 1:10 e
1:20 toxina/composto (M/M). A Clsg foi definida como a concentracédo
capaz de inibir 50% da atividade cazeinolitica promovida pela BpMP-I. A

tabela 1 mostra os resultados de inibicao enzimatica obtidos.

Tabela 1: Atividade inibitoria (Clso) dos compostos sintetizados sobre a

enzima BpMP-|

Ligante X R Y Clsg (M)
2a S H H 4.217,22
2b S 4-OMe H 3.011,68
2c S 4-Cl H 4.249,94
2d S 3-OH,4-OMe H 3.412,50
2e S 4-Br H 3.136,76
3b (6] 4-OMe H Inativo
3c o 4-Cl H Inativo
3d o 3-OH,4-OMe H Inativo
3e 0} 2,4-OH H Inativo
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3f 0O 4-COOH H Inativo
39 (@] 4-OH H Inativo
3h O 3-OH H Inativo
5a S 4-OMe CH,CH,COzH 79,12
5b S 4-OMe CH,CH,CH,CO,H 1.77

9.4. Ensaio de Inibi¢cao da Atividade Hemorragica

Este ensaio foi realizado segundo método descrito na literatura [Nikai,
T., Mori, N., Kishida, M., Sugihara, H., Tu, A.T., lIsolation and
biochemical characterization of hemorrhagic toxin f from the venom of
Crotalus atrox (western diamondback rattlesnake), Arch. Biochem.
Biophys. 231, 309-319, 1984]. A hemorragia foi induzida por injecoes
intradérmicas (i.d.) de diferentes doses da pegonha de B. pauloensis e
da enzima BpMP-1 (10ug e 50ug, respectivamente) no dorso de
camundongos Swiss machos (18-22g, n=4). Apés trés horas, os animais
foram anestesiados com solugées de ketamina® 10% (0,05mL/kg) +
xilasina® 2% (0,025mL/kg) e posteriormente sacrificados. As peles
foram removidas e a area hemorragica foi medida utilizando-se um
paquimetro de baixa pressdao (CALIPER). O potencial anti-hemorragico
do inibidor foi determinado como a porcentagem de inibigao da atividade
hemorragica.

10- Como ilustragdo da agdo dos compostos, a figura 2 mostra os
resultados do ensaio de inibicdo promovido pelos ligantes agora
denominados LDQM-IN-23 (2a acordo com a Tabela 1), LDQM-IN-23b
(5a) e LDQM-IN-23c (5b) sobre a atividade hemorragica induzida pela
metaloenzima isolada Botropoidina (Bdn) na proporgdo de 1:20 (m/m)
toxinal/ligante. Em (A), esta representada a porcentagem de inibigéo da
atividade hemorragica (halo hemorragico); em (B), imagens ilustrando
cada tratamento realizado. O controle negativo foi realizado com salina
(NaCl 0,9%) e controle positivo foi a Botropoidina isolada (Bdn). Bdn +
23 representa a toxina isolada mais o ligante LDQM-IN-23 (2a). Bdn +
23b representa a toxina isolada mais o ligante LDQM-IN-23b (5a). Bdn +
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23c representa a toxina isolada mais o ligante LDQM-IN-23c (5b). Foi
utilizada a mesma sequéncia em (A) e (B). Os resultados sao mostrados
como a média + desvio padrao (n=4) em triplicata. O asterisco indica
resultados estatisticamente significativos com relagdo ao controle
negativo (p<0,05).

A

59%
55% *

Halo Hemorragico (cmz)

B 100%

Figura 2

11- Na sequéncia, a figura 3 mostra o ensaio de inibigdo promovido
pelos ligantes LDQM-IN-23 (2a), LDQM-IN-23b (5a) e LDQM-IN-23c (5b)
sobre a atividade hemorragica induzida pela pegonha bruta de
Bothropoides pauloensis (Bp) na proporgdo de 1:20 (m/m) Bpl/ligante.
Em (A) € mostrada a porcentagem de inibi¢géo da atividade hemorragica,
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medida como halo hemorragico (em cm?). Em (B) sdo mostradas figuras
ilustrando cada tratamento realizado. O controle negativo foi realizado
com salina (NaCl 0,9%). O controle positivo foi a pegonha bruta de
Bothropoides pauloensis. Bp + 23 representa Bp mais o ligante LDQM-
IN-23. Bp + 23b representa Bp mais o ligante LDQM-IN-23b. Bp + 23c
representa Bp mais o ligante LDQM-IN-23c. Foi utilizada a mesma
sequéncia para A e B. Os resultados sdo mostrados como a média *
desvio padrao (n=4) em triplicata. O asterisco indica resultados
estatisticamente significativos com relagdo ao controle negativo
(p<0,05).

A

i
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63% é

—
1
*

Halo Hemorragico (cmz)

100%

O'rrrn'll'n'rrn' |%' SRR - H‘I‘l‘l"l;l‘l‘l‘l‘n
O“O\Q 6Q x 1:5 x 1’5“ x 1'$°
c° gﬁ\\“a

°° o0 @°

Figura 3
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12- A Figura 4 mostra a inibicdo dose-dependente da atividade
hemorragica do veneno de Bothropoides pauloensis (Bp) causada pelo
composto mais ativo da série, LDQM-IN-23c (5b). Duas MDH (doses
minimas hemorragicas) de Bp foram injetadas por via intradérmica na
regidao dorsal de ratos. Depois de 150 min, os animais foram
sacrificados, as suas peles foram removidas e o halo hemorragico foi
entdo medido. Os ratos de controle receberam solugéo salina (NaCl a
0,9%; m / v). Em (A) é apresentado o grafico da area do halo
hemorragico (em cm?) em fungdo do tratamento do animal; ha uma
reducao dose-dependente do halo em funcdo da concentracdo do
composto LDQM-IN-23c (5b). Em (B) sdo mostradas imagens ilustrando
cada tratamento realizado, na mesma sequéncia apresentada em (A).
As razdes usadas foram 1:1, 1:5 e 1:10 Bp:LDQM-IN-23c (5b) (w / w).
Os resultados sado apresentados como média + DP (n = 4). O asterisco
indica que os resultados sdo estatisticamente significativos com relagao

ao controle negativo (p<0,05).
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RESUMO

“CRIACAO DE INIBIDORES DE METALOPROTEASES PARA O
TRATAMENTO DE VITIMAS DE ACIDENTES OFIDICOS”

Pelo menos 100.000 pessoas morrem como resultado de picadas de
serpentes a cada ano, com cerca de trés vezes esse niumero em amputacgdes e
outras deficiéncias permanentes. A principal forma de tratamento para os
acidentes ofidicos € o soro antiofidico, mas este apresenta algumas limitagoes,
como a producgéo de custo elevado e pouco efeito sobre complicagdes locais,
tais como a necrose de tecidos moles e sindrome compartimental. Diante deste
quadro, a producgao de farmacos com agéo antiofidica pode ser uma alternativa
bastante interessante para reduzir as deficiéncias no tratamento atual e as
consequéncias destas para as vitimas de acidentes ofidicos. As
metaloproteases presentes no veneno de serpentes induzem hemorragia,
afetando diretamente os vasos sanguineos. Na presente invencéo é descrita a
criacdo de compostos inéditos da classe das tiosemicarbazonas, que
apresentam acgao inibitéria sobre uma metaloprotease, presente no veneno da
serpente Bothropoides pauloensis, verificada in vitro. Houve eficacia
comprovada in vivo contra hemorragias induzidas em camundongos pelo
veneno da mesma serpente, um dos efeitos comumente observados em
individuos que sofreram acidentes ofidicos e que em muitos casos pode levar a
amputacdes dos membros afetados. No processo descrito por esta invengéo,
os compostos foram planejados racionalmente através do uso de métodos

computacionais.
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REIVINDICAGOES

CRIACAO DE INIBIDORES DE METALOPROTEASES PARA O
TRATAMENTO DE VITIMAS DE ACIDENTES OFIDICOS,
caracterizado por apresentar a estrutura geral abaixo, na qual Ar pode
ser um anel aromatico ou heteroaromatico de 4 a 7 membros,
constituido de carbonos, podendo conter 1 ou mais atomos de
nitrogénio, oxigénio ou enxofre e, opcionalmente, os atomos de
carbono podem conter substituintes como halogénios, grupos alquila
substituidos com atomos de nitrogénio, enxofre ou halogénios, grupos
alcoxila, anéis aromaticos ou heteroaromaticos e grupos amino nao
substituidos, monossubstituidos ou dissubstituidos por substituintes

alquila, arila ou heteroarila;

Ar/u\/l'\n/)l(‘R,;

CRIACAO DE INIBIDORES DE METALOPROTEASES PARA O
TRATAMENTO DE VITIMAS DE ACIDENTES OFIDICOS, de acordo
com a reivindicagao 1, caracterizado por apresentar Z como um atomo
de enxofre, oxigénio ou nitrogénio nao substituido ou monossubstituido
por substituintes alquila, arila ou heteroarila;

CRIACAO DE INIBIDORES DE METALOPROTEASES PARA O
TRATAMENTO DE VITIMAS DE ACIDENTES OFIDICOS, de acordo
com a reivindicagdo 2, caracterizado por apresentar Ry e R, como
cadeias alquilicas lineares de 1 a 10 atomos de carbono,
opcionalmente contendo um ou mais heteroatomos como oxigénio,
nitrogénio e enxofre, ou como cadeias alquilicas de 1 a 10 atomos de

carbono, ramificadas ou substituidas por grupos alquila, arila,
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heteroarila, hidroxila, amina, tiol, éter, nitrila e halogénios, ou como
anéis aromaticos ou heteroaromaticos de 4 a 7 membros, constituidos
de carbonos, podendo conter 1 ou mais atomos de nitrogénio, oxigénio
ou enxofre;

CRIACAO DE INIBIDORES DE METALOPROTEASES PARA O
TRATAMENTO DE VITIMAS DE ACIDENTES OFIDICOS, de acordo
com a reivindicagdo 3, caracterizado por apresentar R3 e R4 como
cadeias alquilicas lineares de 1 a 10 atomos de carbono,
opcionalmente contendo 1 ou mais heteroatomos como oxigénio,
nitrogénio e enxofre, ou como cadeias alquilicas de 1 a 10 atomos de
carbono, ramificadas ou substituidas por grupos alquila, arila,
heteroarila, hidroxila, amino, tiol, éter, nitrila e halogénios, assim como
anéis aromaticos ou heteroaromaticos de 4 a 7 membros, constituidos
de carbonos, podendo conter um ou mais atomos de nitrogénio,
oxigénio ou enxofre;

CRIACAO DE INIBIDORES DE METALOPROTEASES PARA O
TRATAMENTO DE VITIMAS DE ACIDENTES OFIDICOS, de acordo
com a reivindicagao 4, caracterizado por apresentar X como oxigénio
ou nitrogénio nao substituido, monossubstituido ou dissubstituido por
substituintes alquila, arila ou heteroarila e, adicionalmente, seus sais
farmaceuticamente aceitaveis, solvatos, amidas, ésteres, N-Oxidos,
formas quimicas semelhantes a estas protegidas quimicamente e pro-
farmacos;

CRIACAO DE INIBIDORES DE METALOPROTEASES PARA O
TRATAMENTO DE VITIMAS DE ACIDENTES OFIDICOS, de acordo
com a reivindicagao 5, caracterizado por apresentar L como constituido
por cadeias alquilicas lineares de 1 a 10 atomos de carbono,
opcionalmente contendo 1 ou mais heteroatomos como oxigénio,
nitrogénio e enxofre, ou como cadeias alquilicas de 1 a 10 atomos de
carbono, ramificadas por grupos alquila, hidroxila, amino, tiol, éter,
nitrila e halogénios.

99



Anexo 2 — Artigo em submissao

Structure Based Discovery of First Metalloproteinase
BpMP-I Inhibitors for the Treatment of Hemorrhage

Caused by Snakebites.
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Arthur E. Kimmerle$, Carlos Mauricio R. Sant'Anna8.
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KEYWORDS: Snakebites, metalloproteinase inhibitors, thiosemicarbazones, molecular docking.

ABSTRACT: The venoms of snakes are composed by many toxins which are responsible for various toxic
effects including intense pain, bleeding disorders and local tissue damage caused by hemorrhage and
necrosis. The snake venom metalloproteinases (SVMPs) are proteolytic zinc-dependent enzymes acting in
different hemostatic mechanisms. In this work, we use a structure based molecular modeling strategy for the
rational design, by means of a homology 3D model of a SVMP isolated from Bothropoides pauloensis venom,
followed by synthesis and in vitro evaluation of new thiosemicarbazones as the first inhibitiors of the B.
pauloensis SVMP. Besides being effective for the SVMP inhibition, two molecules were shown to be effective
also in vivo, inhibiting hemorrhage caused by the B. pauloensis whole venom.

Snakebites, a public health problem
affecting especially populations in rural
areas of tropical countries, are considered
by WHO a neglected disease. In Brazil,
snakes from the bothropic and bothropoic
genus (Viperidae) are the major causative
agents of snakebites, accounting for about
80% of them (Brazil, 2012). The venoms
of snakes are composed by many toxins
which are used for immobilizing, killing,
and digesting their prey (Sajevic, 2011).
These toxins are responsible for various
toxic effects including intense pain,
bleeding disorders and local tissue damage
caused by hemorrhage and necrosis that
can ultimately lead to permanent disability
and may result in limb amputation
(Gutierrez et al., 2010a).

Although animal-derived antivenom sera
have proved highly effective in the
neutralization of systemic effects, they are
only partially effective in reverting the
local pathological alterations induced by
snake venoms. Consequently, it has been
suggested that specific inhibitors of
enzymes present in the venoms may
represent an improvement for the treatment
of snakebites (Gutierrez et al., 1999). The
snake venom metalloproteinases (SVMPs)
(EC 3.4.24) are proteolytic enzymes acting
in different hemostatic mechanisms
(Tanjoni et al., 2010). The main effect
induced by SVMPs is hemorrhage, an

effect caused by degradation and
disruption of the capillary basement
membrane leading to edema, myonecrosis
and reduced ability to regenerate muscle
tissue (Markland, Swenson, 2013).

In recent years, SVMPs have been
exhaustively studied and their structure and
mechanism of action have been determined
(Markland; Swenson, 2013). They are
zinc-dependent proteins characterized by a
large molecular mass spectrum (20 to 110
kDa), which are classified into three
groups, PI to PIII, according to the number
of structural domains present in their
structures (Fox and Serrano, 2008).

The development of effective SVMP
inhibitors may be beneficial for the
treatment of victims of snakebites,
resulting in a significant overall reduction
in local tissue damage after the
envenoming. Furthermore, the
development of inhibitors to specific toxins
present in snake venoms could be the first
step towards an alternative to principal
treatment for ophidian envenoming, the
animal-derived antivenom sera. Besides
the low effectiveness on snakebite area,
there are many other problems with the
anti-venom sera, ranging from the
inadequate distribution of sera (Gutierrez
et al., 2010b) to hypersensitivity reactions
caused by them (Bucaretchi, 2002;
Thiansookon, 2008).
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There is a need for new strategies for the
development of molecules with inhibitory
potential against toxins from snakes and
with little or no collateral effects, as well
for the elucidation of their mechanism of
action (Perales, 2005). Therefore, this
work is focused on the use of molecular
modeling strategies for the rational design,
followed by synthesis and evaluation of
new substances for the inhibition of
metalloproteinase  toxins  present in
Bothropoides pauloensis venom, a species

responsible for snakebites in Brazil’s
Southeast and Midwest regions.

Giving the importance of the Zn'"! ion for
the catalytic mechanism of
metalloproteinases, our initial proposal was
the synthesis of a series of low molecular
weight molecules containing
semicarbazone and thiosemicarbazone
groups, which could be useful as Zn-
chelating  candidates, as previously
described (Paiva et al., 2014; Gambino,
2004).
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