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Resumo 

 

Este trabalho faz parte de um artigo científico realizado em colaboração com 
outros autores e recentemente enviado para análise do periódico internacional Journal 

of Medicinal Chemistry. Inicialmente, alguns dos autores do trabalho em questão 
realizaram alguns ensaios experimentais utilizados para avaliar as propriedades 
antiofídicas de uma série de moléculas sintéticas pertencentes ao grupo das 4-
quinolinonas frente a diferentes venenos brutos de serpentes e seus respectivos 
componentes principais. Estes ensaios mostraram que o composto 2-hidroximetil-6-
metóxi-1,4-di-hidro-4-quinolinona (denominado aqui como composto 8) apresentou 
uma significativa atividade antiofídica, sendo capaz de neutralizar em diferentes graus 
as atividades proteolíticas, anticoagulantes e anti-hemorrágicas de metaloproteases das 
classes P-I e P-III isoladas dos venenos brutos de Bothrops neuwiedi e Bothrops 

jararacussu. Além disso, este composto também foi capaz de inibir as atividades 
miotóxicas, edematogênicas de fosfolipases A2 isoladas a partir dos venenos brutos 
utilizados nos testes experimentais, além de aumentar a capacidade neutralizante do 
efeito miotóxico do soro antiofídico produzido contra o veneno da serpente B. 

jararacussu. 

Assim, com o intuito de se obter mais informações a respeito das bases 
estruturais do mecanismo de inibição do composto 8 contra as toxinas de venenos de 
serpentes, foram realizadas simulações computacionais de docking e dinâmica 
molecular envolvendo esta molécula sintética e um modelo teórico do domínio 
catalítico de BjussuMP-II, uma metaloprotease de classe P-III presente no veneno de B. 

jararacussu. Os resultados obtidos após estes estudos teóricos revelaram interessantes 
aspectos relativos às interações do complexo formado entre o composto 8 e a 
BjussuMP-II, reforçando o potencial desta 4-quinolinona como um possível adjuvante 
na soroterapia antiofídica. 
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Introdução 

Venenos de serpentes são misturas complexas de proteínas, incluindo 

fosfolipases A2, metaloproteases, componentes coagulantes e anticoagulantes, 

citotoxinas, cardiotoxinas e outras moléculas. A fisiopatologia do envenenamento 

ofídico envolve uma série complexa de eventos que dependem da ação combinada 

destes componentes do veneno, os quais apresentam uma ampla variedade de atividades 

farmacológicas e biológicas, tais como neurotoxicidade, miotoxicidade, capacidade 

edematogênica e hemorrágica e várias outras propriedades [1,2-5]. 

Em muitos países, incluindo o Brasil, os extratos de plantas são tradicionalmente 

usados para o tratamento do envenenamento ofídico, embora apenas em alguns casos 

exista validação científica para os efeitos terapêuticos declarados [6 -10]. Por outro 

lado, vários alcalóides vegetais têm sido descritos como inibidores antiofídicos efetivos 

tanto in vitro com in vivo [10-15]. Assim, o estudo de moléculas sintéticas derivadas de 

alcalóides vegetais adquire uma importante relevância para o desenvolvimento de novas 

drogas antiofídicas. Com base nesta premissa, vários destes compostos foram testados 

com sucesso frente a venenos brutos e suas principais toxinas [16-19]. Entre as 

possíveis moléculas sintéticas que podem ser avaliadas quanto às suas possíveis 

propriedades antiofídicas estão as quinolinonas. Estes compostos sintéticos têm sido 

utilizados como fármacos antibacterianos e antimicobacterianos no tratamento de várias 

doenças infecciosas de forma ampla, eficaz e segura em função da baixa toxicidade 

decorrente da ação inibitória seletiva destas moléculas contra a PDE-5 e outras 

fosfodiesterases [20-24]. 

O presente trabalho envolveu a execução de estudos estruturais computacionais 

do complexo formado entre o domínio catalítico da BjussuMP-II – uma metaloprotease 

de classe P-III do veneno de Bothrops jararacussu [25] – e o composto 2-hidroximetil-

6-metóxi-1,4-di-hidro-4-quinolinona (identificado aqui como composto 8) (Figura 1), 

cujas propriedades antiofídicas foram identificadas por meio de ensaios experimentais 

prévios (ver artigo enviado para publicação em anexo). Para tanto, foram realizadas 

simulações de docking e dinâmica molecular que revelaram interessantes características 

a respeito do complexo estudado e o potencial do composto 8 como um possível 

fármaco a ser utilizado no tratamento dos efeitos deletérios causados pelas 

metaloproteases de venenos de serpentes (também denominadas como SVMPs – snake 

venom metalloproteases) nos acidentes ofídicos. 

 
Figura 1: Representação em sticks do composto 2-hidroximetil-6-metóxi-1,4-di-hidro-

4-quinolinona. 
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Metodologia 

 Materiais 

 

• HHpred, programa on-line utilizado para gerar os modelos do domínio catalítico 

da metaloprotease BjussuMP-II de Bothrops jararacussu [26]. 

• Modeller 9v10, programa utilizado para gerar os modelos do domínio catalítico 

da metaloprotease BjussuMP-II de Bothrops jararacussu [32]. 

• RAMPAGE, programa online utilizado para avaliação dos modelos do domínio 

catalítico da metaloprotease BjussuMP-II de Bothrops jararacussu previamente 

gerados [28]. 

• ProSA-web, programa online utilizado para avaliação dos modelos do domínio 

catalítico da metaloprotease BjussuMP-II de Bothrops jararacussu previamente 

gerados [29]. 

• Avogadro v.0.9.4, programa utilizado para gerar o modelo estrutural do 

composto 2-hidroximetil-6-metóxi-1,4-di-hidro-4-quinolinona (composto 8) 

[30]. 

• Gold v.5.0.1, programa utilizado para realizar as simulações de docking 

molecular entre o domínio catalítico da BjussuMP-II de Bothrops jararacussu 

(dc-BjussuMP-II) e o composto 2-hidroximetil-6-metóxi-1,4-di-hidro-4-

quinolinona (composto 8) [31]. 

• Gromacs v.4.5.3, software utilizado para executar as simulações de dinâmica 

molecular (MD – molecular dynamics) do complexo dc-BjussuMP-II/composto 

8 selecionado a partir das soluções de docking molecular geradas pelo software 

Gold v.5.0.1 [32,33]. 

 

Metodologia 

 

Modelagem do domínio catalítico da BjussuMP-II 

De acordo com os dados de alinhamento gerados pelo programa HHpred [26] 

(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred), o modelo cristalográfico com resolução de 

1,05 Å do complexo formado entre a metaloprotease BaP1 de Bothrops asper [27] e um 

inibidor peptidomimético (código PDB 2w15) foi utilizado como molde para a 

construção do modelo teórico do domínio catalítico da BjussuMP-II de Bothrops 

jararacussu. Este molde, selecionado no Protein Data Bank (PDB) utilizando o 

algoritmo BLASTP (parâmetros default), foi selecionado com base na pontuação de 

alinhamento (337,81) e seu grau de identidade (81%) em relação à BjussuMP-II. O 

programa Modeller 9v10 [32] foi então utilizado para gerar dez modelos estruturais 

baseados no molde selecionado, mantendo-se a posição original do cofator Zn2+ na 

estrutura. Além disso, o modelo cristalográfico com 1,93 Å de resolução da 

metaloprotease nativa BaP163 de Bothrops asper (código PDB 1nd1) também foi 

adicionado ao arquivo de entrada do Modeller 9v10 [32] para definir a posição da 

molécula de água catalítica coordenada nas SVMPs pelo resíduo Glu42 e pelo íon Zn2+. 

O método denominado variable target function method (VTFM) combinado com 
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gradientes conjugados (CG – conjugate gradients) e a execução de passos de dinâmica 

molecular (MD – molecular dynamics) associados com simulated annealing (SA) [34] 

foram utilizados para refinar os modelos. O cofator Zn2+ de cada modelo foi adicionado 

com base nas coordenadas desse íon no modelo cristalográfico do complexo dc-

BaP1/inibidor peptidomimético. O melhor modelo gerado da BjussuMP-II foi 

selecionado de acordo com os parâmetros estereoquímicos e energéticos determinados, 

respectivamente, pelos programas RAMPAGE [46] e ProSA-web [29]. 

 

Construção in silico do composto 2-hidroximetil-6-metóxi-1,4-di-hidro-4-

quinolinona (composto 8)  

O programa Avogadro v.0.9.4 [30] foi utilizado para determinar a estrutura do 

composto 2-hidroximetil-6-metóxi-1,4-di-hidro-4-quinolinona (composto 8) 

quinolinona sintética através de um processo de minimização de energia com base no 

campo de força MMF94 e no emprego de um algoritmo do tipo steepest-descent. 

 

Simulações de docking molecular 

Todas as simulações de docking molecular entre o modelo do domínio catalítico 

da metaloprotease BjussuMP-II obtido após uma simulação de dinâmica molecular de 

20 ns e o composto 2-hidroximetil-6-metóxi-1,4-di-hidro-4-quinolinona (composto 8) 

foram executadas pelo programa Gold v.5.0.1 (CCDC Software Limited, Cambridge, 

Inglaterra) [31]. O local de docking foi definido como aquele compreendido dentro de 

um raio de 20 Å ao redor do cofator Zn2+ do sítio catalítico da proteína. As simulações 

foram realizadas com as opções on/fix, on/spin, toggle/fix e toggle/spin para avaliar a 

influência da molécula de água catalítica coordenada pelo resíduo Glu142 e pelo cofator 

Zn2+. Pelo menos dez simulações foram executadas para cada combinação, com a 

produção de vinte soluções de docking molecular em cada simulação. Os outros 

parâmetros de docking foram aqueles definidos como padrão pelo programa Gold 

v.5.0.1. As soluções de docking entre o composto 8 e o modelo do domínio catalítico da 

metaloprotease BjussuMP-II (complexos dc-BjussuMP-II/composto 8) foram 

classificadas conforme a função GoldScore [31]. 

 

Simulações de dinâmica molecular 

O domínio catalítico da metaloprotease BjussuMP-II e o complexo dc-

BjussuMP-II/composto 8 com a melhor pontuação definida pela função Goldscore 

foram submetidos a simulações de dinâmica molecular (MD) utilizando-se o programa 

Gromacs v.4.5.4 (Groningen Machine for Chemical Simulation) [32, 33] com as 

seguintes configurações: 

- Campo de força GROMOS 96 53a6 [35]. 

- Os estados de protonação dos grupos carregados foram ajustados para pH 7,0. 

- Adição de moléculas de solvente (água) explícitas [36]. 

- Adição de íons para promover o equilíbrio do sistema. 

- A distância mínima permitida entre qualquer átomo dos modelos e a parede da 

caixa de solvente água foi fixada em 1,0 nm. 
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Uma minimização de energia (EM – energy minimization) realizada com o 

emprego de um algoritmo do tipo steepest descent foi executada para gerar as 

configurações iniciais dos sistemas. Após este passo, foi realizada uma simulação de 

dinâmica molecular propriamente dita de 200 ps com restrição de posicionamento 

(PRMD) com o objetivo de relaxar o sistema de forma gradual. Em seguida, uma nova 

simulação de dinâmica molecular propriamente dita (20 ns para o domínio catalítico da 

metaloprotease BjussuMP-II e 50 ns para o complexo dc-BjussuMP-II/composto 8 

selecionado) foi executada para avaliar a estabilidade dos modelos. 

Todas as simulações de dinâmica molecular foram realizadas em uma caixa 

periódica cúbica de solvente sob temperatura (298 K) e pressão (1,0 bar) constantes 

[37]. As distâncias entre os resíduos de histidina catalíticos e o cofator Zn2+ dos modelos 

foram mantidas de acordo com o trabalho de Andreini et al. [38]. A topologia e os 

arquivos de coordenadas do composto 8 usados nas simulações de dinâmica molecular 

foram gerados pelo servidor Dundee PRODRG2 

(http://davapc1.bioch.dundee.ac.uk/prodrg/). 

 

Avaliação dos modelos obtidos após as simulações de dinâmica molecular 

 Os parâmetros estereoquímicos e energéticos dos modelos submetidos às 

simulações de dinâmica molecular foram analisadas com os programas RAMPAGE [28] 

e ProSA-web [29]. Adicionalmente, foi realizada a análise dos gráficos do desvio médio 

quadrático (RMSD – root mean square deviation) dos átomos da cadeia principal dos 

modelos com base na diferença das médias de dois conjuntos idênticos de pontos (o 

período transiente das simulações de dinâmica molecular não foi considerado). 

 

Resultados e Discussão 

De acordo com os ensaios experimentais mostrados no artigo em anexo, o 

composto 2-hidroximetil-6-metóxi-1,4-di-hidro-4-quinolinona (composto 8) é 

particularmente eficaz na inibição das atividades farmacológicas induzidas por 

metaloproteases de venenos de serpentes (SVMPs) em comparação com os outros 

compostos testados. Como também demonstrado pelos resultados obtidos nos ensaios 

de dicroísmo circular (CD – circular dichroism), estas propriedades inibitórias não são 

explicadas pela degradação da proteína. Logo, o composto 8 não é capaz de modificar 

significativamente a estrutura secundária da metaloprotease BjussuMP-II de B. 

jararacussu e, assim, deve exercer sua atividade necessariamente através de algum 

mecanismo específico de interação proteína/ligante. 

 Para verificar esta hipótese, realizamos inicialmente a modelagem e a uma 

simulação de dinâmica molecular de 25 ns do domínio catalítico da BjussuMP-II (dc-

BjussuMP-II). Após estes procedimentos in silico o modelo em questão apresentou uma 

qualidade estereoquímica satisfatória, com 96,1% de seus resíduos de aminoácidos 

alocados nas regiões permitidas do diagrama de Ramachandran [28] e uma energia 

potencial da estrutura adequada (Z-score = - 6,52) [29]. Com base nestes dados, é 

possível supor que o modelo obtido após os 25 ns de simulação de dinâmica molecular 

também é adequado. Além disso, o modelo conservou uma similaridade estrutural em 
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relação a outros domínios catalíticos de SVMPs [39-46], apresentando três pontes de 

dissulfeto (Cys116-Cys196, Cys156-Cys180 e Cys158-Cys163), dois subdomínios 

elipsoidais estruturalmente preservados e um posicionamento favorável dos anéis das 

histidinas catalíticas para a coordenação do cofator Zn2+. 

 Em seguida, o sítio ativo do dc-BjussuMP-II e seus arredores foi definido como 

o local de eleição para o docking do composto 8 com base em estudos envolvendo 

várias estruturas cristalográficas. Estes trabalhos indicam que estes locais são 

efetivamente as regiões de interação entre diferentes SVMPs e inibidores específicos ou 

ligantes. Em 1994, Zhang et al. [41] elucidaram uma série de complexos 

cristalográficos envolvendo a atrolisina C (forma d), uma SMVP do veneno de Crotalus 

atrox, um tripeptídeo natural (pyroGlu-Asn-Trp) e o ligante sintético SCH47890, 

demonstrando que as duas últimas moléculas se ligam ao sítio ativo do atrolisina. Da 

mesma forma, Cirilli et al. [47] determinou a estrutura cristalográfica da adamalisina II 

de Crotalus adamanteus ligado a um análogo de POL647, um tripeptídeo sintético 

natural encontrado em venenos de crotalídeos e viperídeos, e indicou que a interação do 

ligante com os resíduos do sítio catalítico e o cofator Zn2+ ocorre de forma assimétrica. 

Além disso, neste complexo, a presença do inibidor desloca a molécula de água 

catalítica coordenada na proteína nativa pelo Zn2+ e um resíduo de ácido glutâmico. 

Interações não covalente de outros inibidores peptidomiméticos (POL647 e POL656) 

com resíduos da região do sítio ativo da adamalisina também foram descritos por 

Gomis-Ruth et al. [40]. 

 Os resultados obtidos nos ensaios de docking molecular mostraram que os 

complexos dc-BjussuMP-II/composto 8 com as melhores pontuações definidas pela 

função GoldScore não apresentaram um deslocamento da água catalítica, indicando que 

a atividade inibitória do composto 8 pode não ter relação com esta particularidade 

estrutural. Portanto, de acordo com os dados, o ligante parece apenas evitar o acesso de 

moléculas de substrato ao sítio catalítico da BjussuMP-II, não permitindo, assim, a 

ocorrência de qualquer reação hidrolítica (Figura 2). 

 

 

 

Figura 2. Representação da superfície do domínio catalítico da BjussuMP-II destacando 

a ancoragem do composto 8 (em sticks) no canal de acesso ao sítio catalítico da 

proteína.  
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 Com objetivo de testar este possível mecanismo estrutural de inibição do 

composto 8 frente à BjussuMP-II, o complexo dc-BjussuMP-II/composto 8 com a 

melhor pontuação atribuída pela função GoldScore foi submetida a uma simulação de 

dinâmica molecular de 50 ns. O obejtivo deste procedimento foi o de verificar a o 

comportamento deste complexo e o tipo e prevalência das interações entre a proteína e o 

ligante. A análise dos resultados da simulação mostrou que a amplitude máxima do 

desvio quadrático médio (RMSD) dos carbonos-alfa do modelo foi da ordem de 0,1 Å 

(Figura 3), demonstrando, portanto, um pequeno grau de variação estrutural do 

complexo testado durante o intervalo de tempo calculado. Este resultado denota que a 

interação do ligante com o domínio catalítico da BjussuMP-II aparentemente não 

introduz nenhum grau significativo de instabilidade à proteína, o que sugere a 

possibilidade da real formação de um complexo dc-BjussuMP-II/composto 8. Ainda, 

uma análise mais acurada da simulação mostrou que um dos átomos de oxigênio do 

composto 8 mantém durante praticamente toda a simulação uma distância constante (ao 

redor de 1,8 Å) em relação ao cofator Zn+2 (Figura 4). 

 
Figura 3. Gráfico do desvio médio quadrático (RMSD) dos átomos de carbono-alfa da 

cadeia principal do complexo dc-BjussuMP-II/composto 8 submetido a uma simulação 

de dinâmica molecular de 50 ns. 
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Figura 4. Distâncias em Å entre o composto 8 (1) e o cofator Zn2+ (2) do sítio catalítico 

da BjussuMP-II. Uma das histidinas catalíticas (3) também está representada.  

 

 Assim, aparentemente, o composto 8 estabelece uma interação importante com o 

domínio catalítico da BjussuMP-II, mediada, principalmente, pelo cofator Zn+2. Com 

base nestes dados estruturais, é possível, portanto, ressaltar o potencial uso da molécula 

sintética 2-hidroximetil-6-metóxi-1,4-di-hidro-4-quinolinona como um adjuvante na 

terapia antiofídica, particularmente com o objetivo de diminuir as ações hemorrágicas, 

fibrigenoliticas e miotóxicas das metaloproteases de serpentes do gênero Bothrops. 

Ademais, este trabalho também sugere que outros estudos farmacológicos e estruturais 

envolvendo o composto 8 e outras quinolinonas sintéticas também podem ser 

importantes para o futuro desenvolvimento de novas drogas antiofídicas. 
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Anexos 

 

Trabalhos baseados nos resultados obtidos 

 

• Os resultados obtidos por esse trabalho foram submetidos na revista Journal of 

Medicinal Chemistry com o título “Biochemical/Biological Activities and 

Structural Insights into the Inhibitory Mechanism of a Novel Synthetic 

Quinolinone with Anti-Ophidic Properties”. 2013 


