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Resumo

A Frutalina (FTL) é uma lectina a-D-galactose ligante, das sementes de Artocarpus incisa L., que
tem apresentado varias atividades biomédicas e com base nisto, técnicas de bioinformatica vém
buscando elucidar as bases moleculares de interagdo com os receptores biologicos. O objetivo do
trabalho é associar o docking molecular as estratégias tradicionais de prospecc¢édo de biofarmacos.
No primeiro trabalho, a FTL foi submetida ao docking contra a superficie do ligante TRPV1, no
qual demostrou ter afinidade no modelo de dor orofacial aguda e neuropatica. No segundo
trabalho, a FTL interagiu com o canal idbnico NMDA, agindo no mecanismo de efeito
antidepressivo-simile. Os resultados in vivo mostraram que a FTL possui efeito antidepressivo-
simile mediado por receptores NMDA e via L-Arginina/NO/cGMP, e é eficiente na promocao de
efeito antinociceptivo em dor orofacial aguda e neuropatica. O docking molecular demonstrou que
a FTL interage com a enzima NOS e com o receptor NMDA, realizando ligagcdes de até 1.9
angstrons. Em relacdo ao canal TRPV1, houveram ligacdes de hidrogénio de até 1.8 angstrons,
com alta reprodutibilidade. Pode-se concluir que a associacao das prospecc¢des de biofarmacos in
vitro e in silico podem potencializar a eficiéncia da bioquimica e da farmacologia como aliadas na

producédo de novas solugfes biomédicas.
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Introducdo

A Frutalina (FTL) é uma lectina vegetal obtida das sementes de Artocarpus incisa L.,
popularmente conhecida como fruta-pao, e por ter a capacidade de se ligar, de forma reversivel a
glicanos especificos (residuos de D-Galactose e de D-Manose), foi isolada por meio de
cromatografia de afinidade em coluna de galactomanana reticulada de Adenanthera pavonina
(Moreira et al., 1998). E uma glicoproteina a-D-galactose ligante (podendo reconhecer também a-
D-Manose) e a sua estrutura tridimensional foi estabelecida por métodos cristalograficos
(MONTEIRO-MOREIRA et al., 2016). O sitio de ligacdo da FTL consiste em uma cavidade
proxima ao N-terminal da cadeia a, formada por quatro residuos-chave: Gly25, Tyrl46, Trpl47 e
Asp149.

Nas ciéncias médicas, a Frutalina tem demonstrado muitas atividades biol6gicas: sendo
capaz de induzir migracdo de neutréfilos humanos in vivo e in vitro através da interacdo acucar-
proteina entre a lectina sollvel e a galactose presente na superficie do neutréfilo, efeitos
citotéxicos, como inducdo de apoptose e inibicdo da proliferacédo celular, sobre as células Hela,
linhagem de cancer cervical (OLIVEIRA et al., 2011), marcador tumoral para reconhecimento de
neoplasias de mama (FERREIRA, 2001), tiredide (MILHOME, 2003) e leucemia linfoblastica
aguda (CAVALCANTE et al.,, 2016) e também é um potente ativador mitogénico de linfécitos
humanos e é capaz de se ligar a IgA (BRANDO-LIMA et al., 2005). A FTL também apresentou
atividade gastroprotetora em modelo experimental de lesdo gastrica aguda induzida por etanol
(ABDON et al., 2012) e apresentou efeito antinociceptivo observado na dor orofacial aguda e
neuropdtica, podendo ser mediada por receptores TRPAL e TRPV1 (DAMASCENO et al., 2016).

Com base no seu elevado potencial biomédico, foram realizadas validac¢des in silico das
interagdes biomoleculares entre a FTL e os receptores biolégicos envolvidos, para otimizagéo da

bioprospeccao de farmacos com recursos tecnoldgicos e simulagdes computacionais.

Materiais e Métodos
Foi utilizado o software Hex 8.0.0, que realiza a procura por ordenacdes e encaixes de forma
automética, monitorando a energia de cada situagédo simulada. Os encaixes foram realizados sem

considerar as moléculas de 4gua e explorando toda a superficie dos receptores.
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Para isso foram determinados os seguintes parametros: Tipo de correlacdo — “Shape only”,
Dispositivo de Calculo - CPU, Numero de Solu¢des - 10000, Modo FFT - 3D fast lite, Grid
Dimension — 0.6, Faixa do receptor - 180, Faixa do Ligante -180, Faixa de Tor¢éo - 360, Faixa de
Distancia - 40.

Foram realizados 3 dockings moleculares:

e Docking A: estrutura da enzima NOS, especificamente o0 seu dominio oxygenase, (PDB ID:
1ZVI), e a estrutura do ligante, uma molécula de FTL (PDB ID: 4WOG);

e Docking B: estrutura do receptor NMDA como receptor e a estrutura da FTL como ligante
(PDB ID: 4WOG);

e Docking C: estrutura do canal TRPV1 (PDB ID: 3J5P) e a estrutura tridimensional da
Frutalina (PDB ID: 4WOG), ambas obtidas a partir do PDB.

Para andlise dos complexos formados apds o docking molecular, foi utilizado o software

PyMol 1.4.7, que permite a manipulacao tridimensional da molécula e do complexo formado.

Resultados e Discusséao

Docking A: pode-se observar que a o dominio oxygenase da enzima receptora NOS interage

com o ligante fortemente, com ligacdes que variam de 1,3 a 3,0 angstroms, garantindo a acédo

biolégica sugerida pelo experimento in vivo (Figura 1).

ational Use Only

)

Figura 1: FTL (ciano) x Dominio Oxygenase da enzima NOS (verde).
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A visualizagdo da interagéo, juntamente a medicdo da distancia das ligacdes e as altas
energias observadas (Tabela 1), comprova o mecanismo de ligagdo entre residuos de
aminoéacidos da enzima NOS (dominio Oxygenase) e os residuos de aminoécidos da FTL: Val24,
Gly25, Ser100, Tyr102, Lys141, Tyrl46 e Tyrl50. Com base nestes residuos, pode-se sugerir
também a possivel glicosilacdo de alguns aminoécidos da enzina NOS, ja que os residuos Gly25,
Tyrl46 e Tyrl50 estdo diretamente relacionados com a atividade lectinica da Frutalina, o que
sugere que este sitio de reconhecimento tenha grande afinidade a glicanos.

Docking B: Observou-se alta energia de interacdo entre as moléculas, com ligacdes que variam de
2.1 a 3.2 angstroms. Os residuos de aminoacidos do receptor NMDA envolvidos sdo: GIn40,
Phe342, Lys343, Val345, GIn371, lle11l, Leull2, Phell4, que possibilitam interacées quimicas
com muitos residuos da FTL, inclusive os residuos associados a atividade lectinica: Gly25,
Tyrl46, Trpl4d7 e Aspl49. Esta forte interagdo observada no docking molecular pode sugerir o

mecanismo de ligagdo entre FTL e o receptor NMDA (Figura 2).

Figura 2: FTL (purpura) x receptores NMDA (amarelo)

Docking C: Foi possivel observar acao direta dos aminoacidos Asp149, Tyrl46, Trpl47 e Gly25,
gue fazem interacbes fortes com aminoacidos do TRPV1, evidenciando ligac6es de até 1,9
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angstrons. A visualizacdo da interacdo, juntamente a medicao da distancia das ligacfes e as altas
energias observadas, comprova o mecanismo de ligacdo entre 4 aminoacidos do SRC da
Frutalina, com aminoacidos glicosilados do TRPV1 (Figura 3)

Figura 3: Frutalina (verde) interagindo fortemente com o receptor TRPV1 (vermelho). A esquerda,

0s aminoacidos envolvidos na interacao (sticks).

Tabela 01: Energia da regido de interagfes da Frutalina contra receptores biolégicos envolvidos

em acoes farmacoldgicas (Eiwta — kcal/mol):

TRPV1 NMDA NOS
Cluster 01: -1981,16 -16353,91 -887,48
Cluster 02: -1771,28 -15894,88 -814,57
Cluster 03: -1701,92 -15682,25 -811,66
Cluster 04: -1651,51 -15040,66 -810,14
Cluster 05: -1637,00 -14799,38 -784,78
Cluster 06: -1430,30 -14764,13 -776,22
Cluster 07: -1429,21 -14543,02 -751,05
Cluster 08: -1405,82 -14527,10 -723,57
Cluster 09: -1393,14 -14476,09 -719,11
Cluster 10: -1333,90 -14462,69 -716,42
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Conclusao

Com base nos dados obtidos e nas referéncias bibliogréficas, pode-se concluir que a associagéo
das prospecc¢Oes de biofarmacos in vitro e in silico potencializam a eficiéncia da bioquimica e da
farmacologia como aliadas na producdo de novas solugbes para os problemas de saude, e o
docking molecular, apesar de ser uma tecnologia de simulacdo computacional, mostrou-se
eficiente por observar nuances biomoleculares que sustentam as bases de interacdo do
biofarmaco: compatibilidade espacial, afinidade quimica, ligacdes quimicas, impedimentos
estéricos, polaridade, reprodutibilidade e investigac6es energéticas. Pode-se sugerir que outras
ferramentas de bioinforméatica sejam também associadas nas ciéncias biomédicas, como:
modelagem molecular, dindmica e alinhamentos. Desta forma, 0s recursos tecnolégicos poderiam

potencializar a bioprospecc¢ao de novos farmacos.
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