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RESUMO

Acidentes causados pelas serpentes peconhentas do género Bothrops geram um grande
problema médico e social no Brasil, devido ao proeminente dano local que pode levar a
amputacdo do membro atingido. Algumas proteinas presentes no veneno botropico estdo
diretamente relacionadas ao proeminente dano local, entre elas estdo as fosfolipases Az,
fosfolipases A»-like, metaloproteinases, serino proteases, L-aminoacido oxidases, lectinas tipo
C e lectinas tipo C-like que atuam diretamente nos tecidos musculares. Considerando que os
efeitos locais do veneno ndo sdo completamente neutralizados pelo soro antiofidico, ha
necessidade da busca por compostos que possam complementar a soroterapia. Desta forma,
neste trabalho, sdo propostos estudos de termoforese em microescala ¢ de bioinformatica
(Docking molecular e simulagdo de dindmica molecular) com miotoxinas botropicas e
moléculas candidatas a inibi-las. Os experimentos de termoforese em micoescala foram
realizados com fosfolipases As-like e inibidores conhecidos, j4 os experimentos de
bioinformatica foram realizados com diversas classes de proteinas das serpentes Bothrops € 0s
inibidores. Com os resultados obtidos neste trabalho, poderd se compreender melhor as
interacdes e possiveis modificagdes estruturais que podem ser causadas pelos inibidores, além
de também entender as bases estruturais que levam a inibi¢do destas proteinas. Além disso,
pretende-se verificar a possibilidade de moléculas inibidoras agirem de maneira simultinea em

diferentes classes de toxinas.

Palavras-chave: Acidentes ofidicos; serpentes Bothrops; veneno de serpentes; inibidores de
venenos botropicos; termoforese em microescala; Docking molecular; simula¢ao de dinamica

molecular.



ABSTRACT

Envenoming involving snakes from Bothrops genus can be considered a public health and
social problem in Brazil, due their prominent local muscle damages, which can lead to limb
amputation. Some proteins presented in bothropic venom are directly related to this local
damage, among them are phospholipases Az, phospholipases A>-like, metalloproteinases,
serine proteases, L-amino acid oxidases, C-type lectin and C-type lectin-like that act directly
in the muscle tissues cells. Considering these effects are not fully reverted by the antiophidic
serum administration, the search for new molecules is essential to complement the antivenom
therapy. In this work, it’s proposed the use of microscale thermophoresis and bioinformatics
assays (molecular docking and molecular dynamics simulation) with bothropic myotoxins and
candidate molecules for inhibiting them. The microscale thermophoresis assays were
performed using phospholipase Az-like and known inhibitors, and the bioinformatics assays
were made using various proteins classes presented in bothropic venom and inhibitors. The
results obtained here can led to observe the possible modifications in the protein structure by
the inhibitor molecules and also, better comprehend the structural basis of the inhibitor
binding to venom proteins. Furthermore, it was proposed to identify the possibility of known

inhibitors molecules that will work simultaneously in different classes of toxins.

Keywords: Snakebite; Bothrops snakes, snake venom, bothropic venom inhibitors, microscale

thermophoresis; molecular docking; molecular dynamics simulation.
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1. Introducio

1.1. Importancia dos acidentes ofidicos

Serpentes peconhentas de importancia médica estao distribuidas por mais de 160 paises
do globo. Devido a deficiéncia na obtenc¢ao de dados sobre os acidentes ofidicos, estima-se que
anualmente, entre 4,5 ¢ 5,4 milhdes de pessoas sdo envolvidas em acidentes ofidicos, sendo
que entre 1,8 ¢ 2,7 milhdes de pessoas afetadas, apresentam problemas médicos relacionados
ao envenenamento. Esses acidentes causam mais de 400 mil amputagdes e podem causar entre
81 a 138 mil mortes por ano. Devido aos impactos financeiros e sociais, em junho de 2017 a
Organiza¢ao Mundial de Saude (OMS) classificou os acidentes ofidicos como uma doenca
negligenciada (GUTIERREZ et al., 2017a; KASTURIRATNE et al., 2008; WHO, 2018;

WILLIAMS et al., 2019).

Na Ameérica Latina, 85% dos casos de acidentes ofidicos sao relacionados as serpentes
do género Bothrops (CARDOSO et al., 2009; GUTIERREZ et al., 2011; KASTURIRATNE
et al., 2008). Serpentes do género Bothrops sao membros da subfamilia Crotalinae e sdo de
grande interesse cientifico, médico e social no Brasil, pois sdo responsaveis pela grande maioria
dos acidentes ofidicos que ocorrem no pais (CARDOSO et al., 2009). Um dos principais
problemas associados ao envenenamento botropico ¢ o proeminente dano local causado, que
em casos mais severos podem evoluir para necrose do musculo esquelético do local afetado
(GUTIERREZ et al., 2009b). Atualmente, a administracao de antivenenos de origem animal
(soro antiofidico) consta como Unico tratamento especifico disponivel para o envenenamento
de serpentes (GUTIERREZ et al, 2017b). Estes antivenenos sdo compostos por
imunoglobulinas, sendo constituidos de moléculas de IgG inteiras (~150kDa), ou seus
fragmentos F(ab’); ou Fab (GUTIERREZ et al., 2013; LALLOO & THEAKSTON, 2003;

OTERO et al., 2006). Apesar do sucesso dessa terapia na neutralizacao das toxinas envolvidas



pelos efeitos sistémicos, o soro apresenta limitada eficacia na protecdo do estabelecimento da
mionecrose local (WARRELL, 2010). Esta limitagdo pode ser explicada pelas propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas destes anticorpos in vivo (GUTIERREZ et al., 1998;
GUTIERREZ & OWNBY, 2003). Assim sendo, possiveis alternativas para o avango no
tratamento deste problema sdo: i) a identificagdo dos componentes envolvidos no processo € o
entendimento das bases moleculares para seus mecanismos de agdo, e ii) o conhecimento de
moléculas com propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas mais adequadas para a

neutralizacao das toxinas de acao local.

1.2.  Moléculas presentes no veneno de Bothrops

O estabelecimento da mionecrose ¢ um evento complexo que também pode envolver a
acdo combinada de diversos componentes que estdo presentes nas pegonhas de serpentes
(ESCALANTE et al., 2011; GUTIERREZ et al., 2009a; GUTIERREZ & OWNBY, 2003;
GUTIERREZ et al., 2008; GUTIERREZ et al., 2005; HARRIS & CULLEN, 1990;
LOMONTE et al., 2003; MORA-OBANDO et al, 2014b; OLIVEIRA et al., 2010;
WALLNOEFER et al., 2010). As peconhas de serpentes sdo compostas por uma mistura de
diferentes moléculas que apresentam distintas propriedades bioldgicas, sendo
aproximadamente 90% de seu peso seco constituido por proteinas, como por exemplo,
fosfolipases A, (PLA»s) basicas e acidas, toxinas PLA>-like, metaloproteinases, de classe I e
III, serino proteases, L-aminodcido oxidases (LAAO), lectinas tipo C e lectinas tipo C-like
(BAILEY & WILCE, 2001; MATSUI et al., 2000). Essas classes de toxinas presentes na
peconha de serpentes Bothrops levam a efeitos como a inflamacdo, hemorragia, edema, dor e
mionecrose, que acabam por causar severos danos locais (DE SOUZA et al, 2015;
ESCALANTE et al., 2011; FERNANDES et al., 2007; FERRAZ et al., 2019; GALVAO

NASCIMENTO et al., 2010; GUTIERREZ et al., 2009a; GUTIERREZ & OWNBY, 2003;



GUTIERREZ et al., 2008; GUTIERREZ et al., 2005; HARRIS & CULLEN, 1990;
LOMONTE et al., 2003; MAMEDE et al., 2016; MAMEDE et al., 2020; MORA-OBANDO

et al.,2014b; OLIVEIRA et al., 2010; WALLNOEFER et al., 2010; ZYCHAR et al., 2010).

1.2.1. PLA:

As fosfolipases Az de serpentes sdo enzimas extracelulares amplamente estudadas por
estarem envolvidas em importantes atividades farmacolédgicas, podendo ter efeitos citotoxicos,
miotoxicos, anticoagulantes, inflamatdrios e neurotoxicos. Além de estudos que essa classe de
toxina tem demonstrado efeitos antimicrobianos e antineoplasicos (ANDRIAO-ESCARSO et
al., 2002; GUTIERREZ & OWNBY, 2003; SAMPAT et al., 2023). Estas enzimas possuem
baixa massa molecular (12 a 15 kDa) e apresentam entre 119 e 143 aminoacidos em sua
estrutura primaria. Atuam hidrolisando a ligagao éster sn-2 dos fosfolipidios, liberando assim
lisofosfolipidios, acidos graxos e 4cido aracdonico (precursor de eicosanodides, que atuam como
mediadores inflamatérios) (ARNI & WARD, 1996; OWNBY et al., 1999). As PLA2s possuem
o residuo de acido aspartico na posicdo 49, sendo este de grande importancia para a
coordenacio do ion Ca*?; juntamente com outros aminoacidos, este auxilia na fixacdo do
substrato ao sitio enzimatico, sendo assim fundamental para a expressao da atividade catalitica

nesta classe de proteinas (ARNI & WARD, 1996).

1.2.2.  PLA:-like

As toxinas PLAjs-like apresentam a substitui¢do do aminoacido acido aspartico na
posi¢ao 49 por aminoacidos do tipo lisina, serina ou arginina, sendo entdo conhecidas como
Lys49-PLAos, Ser49-PLA>s e Arg49-PLAjs respectivamente. Em serpentes do género
Bothrops, podemos encontrar as Lys49-PLA>-like, que sdo caracterizadas por serem

cataliticamente inativas, pois a ligacdo do ion Ca™ no sitio ativo é impedido por diferentes



fatores estruturais, como por exemplo, as mutagdes dos residuos Asp49->Lys e Tyr28—->Asn
(FERNANDES et al., 2010; HOLLAND et al., 1990). Sendo assim, baseando-se em estudos
estruturais propostos recentemente, o modo em que as toxinas PLA»-/ike expressam a sua
atividade miotoxica € por meio de dois sitios principais: o sitio em que a toxina realiza contato
com a membrana "Membrane Docking Site - MDoS" composto por aminoacidos de carater
basico e; uma regido hidrofébica da toxina, composta pelos residuos leucina (Leul21) e
fenilalanina (Phel25), a qual seria responsavel pela ruptura da membrana, chamada de
"Membrane Disrupt Site - MDiS" (FERNANDES et al., 2013). O mecanismo para a a¢gdo das
toxinas PLA»-like pode ser resumidamente apresentado por 5 passos principais: 1°) entrada de
um substrato (4cidos graxos) no canal hidrofobico da toxina; 2°) Ativacao alostérica da toxina
e alinhamento dos sitios funcionais; 3°) Ligacdo da toxina na membrana através do MDoS; 4°)
Rompimento da membrana celular pela acio do MDiS; 5°) Morte celular causada pelo influxo
descontrolado de ions (BORGES et al., 2017; FERNANDES et al., 2014; SALVADOR et al.,

2015).

1.2.3. Metaloproteinase

As metaloproteinases de veneno de serpentes sao classificadas de I a III de acordo com
sua organizagdo em dominios. Possuem papel importante no estabelecimento da mionecrose
pois grande parte destas proteinas pode induzir hemorragia local e sistémica. O processo de
hemorragia causada por estas proteinas se da por sua atuacao sob componentes da membrana
basal de vasos sanguineos, causando assim, o rompimento dos mesmos, seguido da deficiéncia
do suprimento sanguineo da regido afetada (ESCALANTE et al., 2011; GUTIERREZ et al.,
2009b; OLIVEIRA et al., 2010; WALLNOEFER et al., 2010). As metaloproteinases de classe
I (MP-I) sdo consideradas as mais simples e menos hemorragicas por terem apenas um dominio

metaloproteinase, contendo um sitio de ligacdo de zinco, e sdo enzimas proteoliticas



(TAKEDA et al., 2012). As MP-II sdo mais raras e compostas por um dominio
metaloproteinase ¢ um dominio desintegrina. As MP-III sdo as mais complexas e sdo
compostas pelo dominio metaloproteinase, dominio tipo-desintegrina e dominio rico em
cisteina. O dominio tipo-desintegrina, que contém pelo menos um sitio de ligacao de calcio,
sdo capazes de se ligar a receptores integrina na superficie das células para que os outros
dominios possam executar suas funcdes em células especificas e também impedindo os ligantes
naturais se ligarem a essa integrina (FOX & SERRANO, 2005), ja o dominio rico em cisteina
impede a agregacdo plaquetdria estimulada por coldgeno mas ndo impede a agregacdo
estimulada por adesinas difosfato (ADP), indicando que ocorre uma interagdo com a integrina

021 das plaquetas (JIA ef al., 2000; KAMIGUTI ef al., 2003).

1.2.4.  Serino protease

As serino proteases de venenos de serpentes sdo glicoproteinas que atuam em fatores
de cascata de coagulacdo e em outros componentes do sistema hemostético da regido afetada
(BOLDRINI-FRANCA et al., 2020; GUTIERREZ et al., 2005; SERRANO & MAROUN,
2005). Essas serino proteases sdo definidas por uma triade catalitica composta por um residuo
serina altamente reativo essencial para a formagao do complexo enzimatico, além dos residuos
acido aspartico e histidina que fazem a estabiliza¢do do complexo (BARRETT & RAWLINGS,
1995). Essas serino protease também contém um sitio de glicosilagdo onde ocorre a liga¢ao dos
carboidratos, que sdo importantes para a estrutura e fungdo enzimas glicosiladas

(DESHIMARU et al., 1996).

1.2.5. L-aminoacido oxidases (LAAQO)

As LAAO sdo glicoproteinas que ligam em FAD estdo envolvidas nos processos

hemorragicos e também atuando diretamente nas células musculares causando apoptose



(MACHADO et al.,2019; SOUZA et al., 1999). Essas enzimas geralmente sao homodiméricas
e consistem em um dominio de ligagdo de dinucleotideo de flavina e adenina (FAD), um
dominio de ligacao de substrato e um dominio helical. O dominio de ligacao de substrato e o
dominio helical formam uma interface em forma de funil que d& ao substrato acesso ao sitio
ativo (DU & CLEMETSON, 2002; PAWELEK et al., 2000). O FAD ¢ uma flavina que serve
com um co-fator dessa enzima e contribue na formagao de H»-O> que leva ao estresse oxidativo

(GUO et al., 2012).

1.2.6. Lectina tipo C

As lectinas tipo C de serpentes se geralmente se conformam em homodimeros e se
ligam em carboidratos, atuando na modulacdo da hemaglutinacao, indu¢do do agregamento de
plaquetas, liberagcdo de ions de calcio do musculo esquelético, nefrotoxicidade, indugdo de
edema e hipotensdao (ABREU et al., 2006; BRAGA et al., 2006; HAVT et al., 2005; LIMA,
2009; OGILVIE et al., 1989; OHKURA et al., 1996; PANUNTO et al., 2006). Essas lectinas
tem um dominio se reconhecimento de carboidrato, comumente em serpentes sendo de
galactose, que € coordenado por um ion calcio (LU et al., 2005; OGAWA et al., 2005). Além
disso, as lectinas também podem ter outros dominios, como um sitio de ligagao de sddio, porém

sua fungdo ainda ndo ¢ bem compreendida (WALKER et al., 2004).

1.2.7.  Lectina tipo C-like

Ja as lectinas tipo C-like de serpentes sdo comunmente conhecidas por serem
heterodimeros que interagem com os fatores IX e X, trombina, protrombina, fator de von
Willebrand e plaquetas e desencadeam efeitos anticoagulantes no sangue e moduladores em
relacdo a aglutinagdo e/ou agregagao plaquetaria (HIROTSU et al., 2001; LIMA, 2009; LU et

al., 2005; MATSUSHITA et al., 2000; MIZUNO et al., 2001; MONTEIRO & ZINGALI,



2000; SHIKAMOTO et al., 2003). Essas lectinas tipo C-/ike necessitam de um co-fator, como
o fator de von Willebrand (VWF), para que consigam interagir com componentes das plaquetas

(MORITA, 2005; SEN et al., 2001).

1.3. Potenciais inibidores

Visando complementar a soroterapia, que pode possuir baixa eficacia na prevencao dos
danos locais causados por algumas toxinas do veneno (GUTIERREZ et al, 2014;
GUTIERREZ & OWNBY, 2003; WARRELL, 2010), ha a necessidade de melhor compreender
o processo de mionecrose causado pelos componentes que estdo presentes no veneno, bem
como conhecer o modo de interagdo proteina/inibidor. Sendo assim, € possivel apresentar uma
alternativa complementar ao tratamento do envenenamento ofidico, visto que novas moléculas
podem apresentar uma melhor farmacocinética nos organismos vivos. Por isso, ¢ essencial a
busca por moléculas candidatas a inibidores e compreender suas estruturas quando ligadas as

principais classes de toxinas de Bothrops.

Os inibidores escolhidos para esses estudos foram selecionados por apresentarem
capacidade inibitoria em diferentes classes de toxinas de serpente e uma toxicidade aceitavel a
células de mamiferos. As moléculas escolhidas foram o marimastat (ARIAS et al., 2017,
TONN et al., 1999), 4acido aristoloquico (BHATTACHARIJEE et al., 2017,
BHATTACHARIJEE & BHATTACHARYYA, 2013), PMSF (PINSKY, 1982; SANT' ANA
et al., 2008), thiodigalactoside (ITO et al., 2011; OZEKI et al., 1994), hesperetina (DOS
SANTOS et al., 2021; EFSA, 2010), varespladib (BRYAN-QUIROS et al., 2019; DENNIS et

al.,2011) e suramina (FERNANDES et al., 2007; LIN-SHIAU & LIN, 1999).



1.3.1. Marimastat

O composto sintético Marimastat ¢ conhecido como um inibidor de metaloproteinases
de matriz (WHITTAKER et al., 1999), e também foi citado na literatura como um potencial
inibidor de metaloproteinase de serpentes (CHOWDHURY et al., 2022; LAYFIELD et al.,

2020; STEWARD & THOMAS, 2000; VIVAS-RUIZ et al., 2023).

1.3.2.  Acido aristoléquico

O composto de natural acido aristoloquico, presente em plantas das espécies
Aristolochia e Asarum, ¢ usado desde dos tempos antigos pela medicina tradicional para uma
grande variedade de enfermidades, como febre, infec¢des, inflamacdo, diarréia e
envenenamento por escorpides e serpentes (JORDAN & PERWAIZ, 2014). O composto foi
citado na literatura como um inibidor de PLA> (DEY et al., 2021; GONZALEZ et al., 2020;
XIMENES et al., 2012) e LAAO (BHATTACHARIEE et al., 2017, BHATTACHARIJEE &

BHATTACHARYYA, 2013) de serpentes.

1.3.3.  Fluoreto de fenilmetilsulfonil

O composto sintético fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) conhecido como um
inibidor de esterases e proteases (FAHRNEY & GOLD, 1963), foi citado na literatura como
um potencial inibidor de Serino protease (WIEZEL et al., 2019; ZAQUEO et al., 2014) e

LAAO (EL HAKIM et al., 2015; NIELSEN, 2019) de serpentes.

1.3.4. Thiodigalactoside

O composto sintético Thiodigalactoside conhecido como um inibidor de lectinas
(CUMPSTEY et al., 2005; LEFFLER & BARONDES, 1986) foi citado na literatura como um

potencial inibidor de Lectina tipo C de serpentes (HAMAKO et al., 2007; OZEKI et al., 1994).



1.3.5. Hesperetina

O composto natural Hesperetina ¢ comumente encontrado em frutas do género Citrus
e ¢ conhecido por sua atividade anti-inflamatoria, anti-cancerigena, neuroprotetiva,
cardioprotetiva e antidiabético (ADAN & BARAN, 2015; ROOHBAKHSH et al., 2015;
SHARMA et al., 2015; XIE et al., 2023). Esse composto também foi citado na literatura como
um potencial inibidor de Serino protease de serpentes (DOS SANTOS et al., 2021; DOS

SANTOS et al., 2018).

1.3.6.  Varespladib

O composto sintético varespladib foi inicialmente criado para ser um inibidor de PLA>
secretoria (DENNIS et al., 2011) e ja foi citado na literatura como um potencial inibidor de
PLA> (BRYAN-QUIROS et al., 2019; LEWIN et al., 2022) e de PLA>-like (SALVADOR et

al., 2019) de serpentes.

1.3.7. Suramina

O composto sintético suramina foi inicialmente criado com um antiparasitario ha mais
de 100 anos (WIEDEMAR et al., 2020), porém também foi citado na literatura como um
inibidor de PLA»-like (MURAKAMI et al., 2005; SALVADOR et al., 2015; SALVADOR et

al., 2018) e Serino protease (FERNANDES et al., 2007; ULLAH et al., 2018) de serpentes.
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6. Conclusao

Os dados obtidos nos experimentos de afinidade em conjunto com os de bioinformatica
levam a concluir que marimastat e acido aristoloquico tem potencial como moléculas inibidoras
de toxinas PLA>-like, e essa moléculas em conjunto com o varespladib e a suramina tem
potenciais inibir de multiplas classes de toxinas presentes nas pegonhas das serpentes do género
Bothrops e que atuam de forma simultdnea. Também ¢ importante citar que o MST nao foi
capaz de separar os dois eventos de ligacdo da suramina e MjTX-II, sendo assim ¢ necessario
considerar isso dependendo de como a moléculas se comporta em quando se liga a toxina. Os
resultados desse trabalho auxiliam na busca de potenciais moléculas inibidoras, porém sao
necessarios mais estudos funcionais e farmacoldgicos para que possa ocorrer adicdo dessas
moléculas a soroterapia. Esses dados de possiveis inibidores sdo valiosos em um possivel
aprimoramento deste tratamento ao acometido, reduzindo os danos causados. Além disso,
podemos sugerir novos estudos farmacoldgicos envolvendo uma juncdo das moléculas
apresentadas aqui de forma independente a soroterapia, podendo servir como uma forma de

tratamento alternativo.
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