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RESUMO

Objetivo: desenvolver um estudo de docking molecular com a enzima fosfolipase A2 (PLA2) na presenca
de compostos analogos ao brometo de p-bromofenacil com vistas ao reposicionamento de farmacos.
Métodos: a estrutura terciria da proteina alvo de Agkistrodon halys pallas (Viperidae) foi obtida do banco
de dados RCSB PDB e os ligantes obtidos do site PubChem foram: 4,4'-dibromobenzil e 2-
bromopropiofenona. Apés o refinamento das moléculas, foram realizadas as andlises de docking molecular
com intuito de avaliar a energia livre de Gibbs, as distancias entre dtomos e tipos de ligagdes no sitio ativo.
Resultados: o composto 4,4'-dibromobenzil esteve relacionado com o residuo do sitio ativo Tyr 52 por
meio de interagdes hidrofébicas. Em relagdo ao composto 2-bromopropiofenona foi possivel observar
interacdo hidrofébica com o residuo do sitio ativo Tyr 52 e ligac&o de hidrogénio com o residuo Gly 32.
Outros residuos de aminodacidos (Gly 32 e Asp 49) que se localizam préximos da regido de catélise
apresentaram intera¢des hidrofébicas. Conclusdes: apesar dos dtomos dos ligantes apresentarem
proximidade ao sitio catalitico da enzima, estes apresentaram intera¢des hidrofébicas e ligacdes de
hidrogénio. Estudos in vitro e in vivo devem ser realizados para corroborar os resultados tedricos.
Palavras-chave: Docking molecular. Fosfolipase A2. Bromo. Agkistrodon halys pallas.

ABSTRACT

Objective: To develop a molecular docking study with the enzyme phospholipase A2 (PLA2) in the presence
of compounds analogous to p-bromofenacil bromide with a view to drug repositioning. Methods: The
tertiary structure of the target protein from Agkistrodon halys pallas (Viperidae) was obtained from the
RCSB PDB database, and the ligands obtained from the PubChem website were 4,4'-dibromobenzyl and 2-
bromopropiophenone. After refining the molecules, molecular docking analyses were carried out to
evaluate the Gibbs free energy, the distances between atoms, and types of bonds in the active site. Results:
The compound 4,4'-dibromobenzyl was found to be related to the active site residue Tyr 52 through
hydrophobic interactions. Regarding the compound 2-bromopropiophenone, a hydrophobic interaction
with the active site residue Tyr 52 and a hydrogen bond with the residue Gly 32 were observed. Other amino
acid residues (Gly 32 and Asp 49) located close to the catalysis region presented hydrophobic interactions.
Conclusions: Although the ligand atoms are close to the enzyme's catalytic site, they exhibit hydrophobic
interactions and hydrogen bonding. In vitro and in vivo studies are needed to corroborate the theoretical
results.

Keywords: Molecular docking. Phospholipase A2. Bromine. Agkistrodon halys pallas.
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Introducao

Nas Ultimas décadas a biologia molecular evoluiu
com a descoberta da técnica de sequenciamento de
acidos nucleicos e aminoacidos, o que permitiu um
melhor entendimento sobre as estruturas e funcdes
biolégicas. Com o intenso crescimento e o avanco da
tecnologia e a criagdo de banco de dados para
armazenar informac0es bioldgicas elevou-se a rotina
computacional por meio da bioinformatica e seus
métodos in silico. Desse modo, é possivel determinar a
funcdo e a estrutura terciaria de proteinas depositadas,
bem como predizer as possiveis implicacdes destas em
contato com inibidores e ligantes'.

A bioinformatica visa compreender e organizar as
informaces associadas as macromoléculas de interesse
biolégico a partir de técnicas computacionais em larga
escala. A juncdo da biologia com a informatica
proporciona um melhor entendimento sobre a biologia
molecular, dada a complexidade do genoma dos
organismos que armazenam informacdes necessarias
para funcionalidade fisiolégica e comportamental de
diversos organismos. Dentro desse contexto, a
necessidade de programas de computador que analisem
grandes sequéncias de nucleotideos e aminoacidos é
emergente para tecer previses para pesquisas
cientificas **.

Docking molecular é uma técnica in silico bem
estabelecida que tem como principal objetivo realizar a
prospeccao de novas drogas, bem como a sua relagao
com moléculas biologicamente ativas. Essa técnica
permite identificar novos compostos para fins
terapéuticos, predizer interaces entre alvos-ligantes a
nivel molecular e delinear a relacdo entre estruturas
quimicas. Também ¢é usada no campo da toxicologia
preditiva para a previsdo do potencial de inibicao dos
compostos quimicos ou farmacos nos seres vivos®.

A composicdo do veneno de serpentes é de
aproximadamente 95% de peptideos e proteinas no seu
peso seco variando conforme as diferentes espécies ou
até regides geograficas. A proteina Fosfolipase A2 (PLA2)
¢ amplamente encontrada nas familias de serpentes
Viperidae e Elapidae e considerada a enzima mais
abundante.®* A PLA2, proteina de peso molecular de
aproximadamente 13-15 KDa, pertence a uma familia de
enzimas lipoliticas esterases/hidrolases, classificadas
em dois grandes grupos, o Grupo | (GIPLA2) e o Grupo Il
(GIIPLA2) entre outros, de acordo com a localizagdo das
ligacGes dissulfeto™®.

A PLA2 apresenta propriedades neurotoxicas pré e
pOs-sindptica, miotoxicidade sistémica ou local,
cardiotoxicidade, inibicdo da agregacdo plaquetaria,
acao anticoagulante e atividades indutoras de edema.
Isso pode causar uma ruptura da membrana
mitocondrial no mdsculo respiratério como resultado da
hidrélise de fosfolipidios, implicacbes neuromusculares
além de paralisia®.

0 desenvolvimento de farmacos com atividade anti-
inflamatdria com efeitos adversos reduzidos sdo alvos
de pesquisas cientificas ao redor do mundo. O bromo é
um halogénio altamente reativo com diversas
finalidades no setor produtivo. Por apresentar inimeros
tipos de aplica¢des e interacdes com proteinas, mais
estudos sdo necessarios para melhor entender a
dindmica da conjugacdo com ligantes derivados do
bromo elucidando possiveis deformacoes na estrutura
da proteina™. O objetivo deste trabalho foi analisar as
interacGes e os tipos de ligaces quimicas da fosfolipase
acida A2 (PLA2, EC 3.1.1.4) de venenos da serpente
Agkistrodon halys pallas na presenca de compostos
analogos ao brometo de p-bromofenacilo. O intuito
principal foi realizar uma triagem destes compostos com
possiveis propriedades anti ou pré-inflamatérias com
vistas ao reposicionamento de farmacos.

Método

Estudos tedricos de docagem molecular foram
desenvolvidas por meio dos programas AutoDock,
Pymol e LigPlot'™2 Para isso, foram coletadas
informagGes em bancos de dados sobre a molécula alvo
e os ligantes embasado por levantamento bibliografico
para melhorinterpretacdo dos resultados das analises in
silico.

Identificagéo e sele¢éio da molécula alvo e ligantes

A proteina definida como alvo para os estudos in
silico é uma fosfolipase secretéria acida A2 pertence a
classe das hidrolases (PLA2, EC 3.1.1.4), extraida de
veneno da serpente Agkistrodon halys pallas. As
informagdes sobre a proteina (c6d. PDB: 1BK9) foram
adquiridas no banco de dados PDB®. Os seguintes
compostos foram usados como ligantes: 44'-
dibromobenzil (céd.: 96430) e 2-bromopropiofenona
(cbd.: 16452). Os arquivos referentes aos ligantes foram
obtidos do site PubChem em formato 3D*.

Preparagéio dos ligantes e molécula alvo para
ancoragem

Apds o download, os arquivos dos ligantes foram
convertidos no programa Pymol®. Em seguida, no
aplicativo AutoDock (versdo 1.5.6)", foram adicionados
atomos de hidrogénio polares e cargas (Gasteiger). Apds
essas modificagdes, os arquivos foram convertidos para
execucdao da docagem?®. Para realizar o docking foi
necessario delimitar mapas de grade de energia (Grid
Box) por meio do programa AutoDock!. O tamanho da
grade escolhida foi suficiente para envolver todos os
residuos de aminoacidos do microambiente do sitio
catalitico.
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Avaliacdo dos resultados de docking molecular

Os resultados foram avaliados utilizando as
ferramentas Ligplot'® e Pymol* considerando a energia
livre de Gibbs, as distancias entre atomos, orienta¢bes
(cluster) e tipos de ligagGes no microambiente do sitio
ativo. Além disso, foram considerados os valores de
desvio médio (RMSD) para avaliar a diferenca entre as
posicoes de encaixe na docagem.

Resultados

A proteina fosfolipase A2 foi cristalografada com
resolucdo de 1,93 A e apresenta um total de 124
aminoéacidos; 51% dos residuos sdo a-hélice, 41% s3o
regides de alcas e 8% localizam-se em folhas B (Figura
1a). No centro da molécula localizam-se duas hélices as
quais sdo ligadas por pontes dissulfeto e uma alca de
ligacdo com o calcio. O sitio catalitico inclui uma triade
com os residuos His 48, Tyr 52, Asp 99.

Os ligantes selecionados sdo analogos ao composto
brometo de p-bromofenacilo (CgHe¢Br,0), o qual foi
cristalografado com a proteina obtida do banco de
dados. Para os estudos de docking foram selecionados
os compostos 4,4'-dibromobenzil (CisHsBr,0,) e 2-
bromopropiofenona (CsHsBrO) (Figura 1b e c).

Figura 1. Estrutura cristalografica da fosfolipase A2
secretéria de A. halys pallas (1BK9) com um atomo de
calcio em vermelho (A). Os compostos 4,4'-
dibromobenzil (B) e 2-bromopropiophenone (C) estdo
representados por sticks e estao coloridos da seguinte
forma: C=verde, H=branco e Br=vermelho escuro.
Elaborada utilizando o software Pymol. Sdo Paulo, SP,
Brasil, 2024.

Fonte: elaborado pelos autores (2024).

Para desenvolver os estudos de docking molecular foi
necessario criar uma grade com dimens&es: x =23.261;y
=52.148; z = -1.977 e gerados 20 modelos de possiveis
posicOes para cada composto. O melhor modelo foi
selecionado de acordo com a energia livre considerando
os dois compostos (4,4'-dibromobenzil e 2-
bromopropiofenona) representados na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados do docking da proteina fosfolipase
A2 (c6d. PDB: 1BK9) com os ligantes (4,4'-dibromobenzil
e 2-bromopropiofenona) obtidos do PubChem,
selecionados de acordo com o RMSD e a energia livre de
ligacdo. Andlise de dados efetuada no software
AutoDock (versdo 1.5.6). Sdo Paulo, SP, Brasil, 2024.

Proteina  Compostos Energia livre RMSD
de ligacao
1BK9 4,4'-dibromobenzil -7,8 0,000
7,6 0,302
7,2 2,172
7,0 2,656
2-bromopropiofenona -5,6 0,000
-5,6 1,702
5,5 2,270
5,5 1,400

Fonte: elaborado pelos autores (2024).

Aregido catalitica da proteina apresenta os seguintes
residuos: His 48, Tyr 52 e Asp 99. Ambos compostos
apresentaram interacOes hidrofébicas com alguns
residuos de aminoacidos (Tyr 52) do sitio catalitico da
proteina fosfolipase A2 secretdria (Figura 2).

Figura 2. Superficie molecular da fosfolipase A2 de A.
halys pallas (bege), com destaque para o sitio catalitico
em pUrpura (A). Regido catalitica (Asp99, Tyr52 e His48)
onde ocorrem as intera¢des entre proteina e ligante 4,4'-
dibromobenzil (B) e o ligante 2-bromopropiofenona (C).
Imagem elaborada no software Pymol. Sdo Paulo, SP,
Brasil, 2024.

Fonte: elaborado pelos autores (2024).

Os resultados das interacdes foram analisados
separadamente representando a ligacdao de hidrogénio
do modelo (cluster 10) com o residuo Gly 32 para 2-
bromopropiofenona e interagdes hidrofébicas para 4,4'-
dibromobenzil (Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Diagramas das melhores poses (cluster) das
simulagdes de interagdo do composto 4,4'-
dibromobenzil com a proteina PLA2. Liga¢Ges
hidrofobicas foram representadas por meio de semi
arcos vermelhos e as de hidrogénio em linhas verdes
tracejadas. Desenvolvido no software LigPlot*. Sdo
Paulo, SP, Brasil, 2024.
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Figura 4. Diagramas das melhores poses (cluster) das
simulacdes de interagdo do composto  2-
bromopropiofenona com a proteina PLA2. LigacBes
hidrofobicas foram representadas por meio de semi
arcos vermelhos e as de hidrogénio em linhas verdes
tracejadas. Elaborado no software LigPlot*. Sdo Paulo,
SP, Brasil, 2024.
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Discussao
Estudos in silico sdo importantes para o

entendimento sobre o modo como os diferentes
farmacos podem interagir com proteinas, ligantes ou
inibidores®, O composto 4,4'-dibromobenzil esteve
relacionado por meio de interagdes hidrofébicas com o
residuo Tyr 52, o qual faz parte da triade catalitica da
PLA2. A média da distancia entre proteina-ligante foi de
4.5 A e outros residuos de aminoacidos (Gly 32 e Asp 49)
que se localizam préximos da regido de catalise
apresentaram interagGes hidrofdbicas com os trés
modelos demonstrados.

Em relagdo ao composto 2-bromopropiofenona, na
melhor posicdo foi possivel observar uma interagdo
hidrofébica com o residuo Tyr52, 0 qualfaz parte do sitio
catalitico. Este ligante também apresentou uma ligacdo

de hidrogénio com o residuo Gly 32 com disténcia de
3.11A

Na proteina cristalografada obtida no banco de
dados, o grupo p-bromo-fenacil esta situado préximo ao
sitio ativo e ocupa uma posicdo semelhante ao da PLA2
pancredtica bovina. O inibidor estd covalentemente
ligado ao atomo de His48 formando extensas interagdes
hidrofébicas com os residuos  circundantes,
especialmente com as cadeias laterais de Phe5 e Cys45 e
a cadeia principal de Gly30*.

Compostos a base do bromo podem apresentar
atividade anti-inflamatéria e também capacidade proé-
inflamatdria segundo a literatura. Além de afetar o
sistema respiratorio e cardiaco, podem causar estresse
oxidativo e morte celular. No entanto, pesquisas
apontam que os derivados de bromo obtidos de
invertebrados marinhos podem reduzir a inflamacao
induzida por lipopolissacarideos®”.

Pesquisas apontam que os halogénios como o bromo
possuem atividade antioxidante em nivel celular, atuam
na obesidade e doencas cardiovasculares. No processo
de halogenac&o, dtomos de hidrogénio sdo substituidos
por halogénios. Esse processo pode interferir na
permeabilidade da membrana celular e sua
lipofilicidade. Além disso, foi comprovado que a
auséncia do bromo contribuiu com o aumento da
peroxidacdo lipidica em ensaios de citotoxicidade”®*".

As fosfolipases (PLA) clivam os fosfolipidios em
quatro sitios diferentes da molécula, originando cinco
diferentes classes. A PLA2 cliva-se na posicao sn-2
acarretando em 1-acil-lisofosfolipidos e acidos graxos.
As outras classes (C e D) sdo consideradas
fosfodiesterases. A PLC hidrolisa fosfolipidos antes do
grupo fosfato e a PLD hidrolisa apds o grupo fosfato. Em
procariontes e eucariontes ocorrem diversos tipos de
fosfolipases, principalmente as do tipo A e C. De acordo
com a literatura, o complexo formado a partir da base de
Schiff e derivados do bromo promoveu ac¢do eficaz
contra diversas espécies de bactérias e fungos!®19-202,

Estas enzimas utilizam uma diade ou triade catalitica
para realizar a hidrélise da ligacdo éster na posicdo sn-2
dos substratos que sdo os fosfolipidios e originam dois
produtos os acidos graxos livres e lisofosfolipidios que
podem atuar em duas vias distintas. O &cido
araquidonico é convertido em eicosandides e
prostaglandinas,  importantes = mediadores  da
inflamac&o e os lisofosfolipidios podem induzir varios
efeitos farmacolégicos® %,

Conclusao

Neste trabalho, buscou-se analisar as interacoes de
dois compostos andlogos ao brometo de p-
bromofenacilo sobre a PLA2 de Agkistrodon halys pallas
por meio de docking molecular. Apesar dos dtomos dos
ligantes apresentarem proximidade ao sitio catalitico da
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proteina, estes se ligaram aos compostos através de
interacSes hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio,
consideradas ligacdes mais fracas quando comparadas
a ligacdo covalente ou i6nica. Com intuito de corroborar
os resultados tedricos, estudos in vitro e in vivo devem
ser realizados para avaliar os efeitos antinflamatérios
dos derivados de bromo sobre a enzima PLA2.
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