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VELOSO, Poliana Menezes. Analise da interacdo da saxitoxina e ciguatoxina com o
nanoporo proteico da alfa-hemolisina. 2023. 34 paginas. Trabalho de Conclusédo de
Curso (Graduacéo em Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2023.

RESUMO

Atualmente, uma das causas significativas de morbimortalidade em paises desenvolvidos
e em desenvolvimento € a intoxicacdo alimentar aguda. A saxitoxina e ciguatoxina sao
biotoxinas causadoras desse tipo de enfermidade, sdo produzidas por espécies de
dinoflagelados como Alexandrium catanella e Gambierdiscus toxicus, respectivamente.
Essas toxinas chegam ao ser humano por meio da cadeia troéfica quando sdo consumidas
por outros animais aquaticos. A saxitoxina é responsavel por causar a Sindrome do
Envenenamento Paralisante pelo consumo de Moluscos (Paralytic Shellfish Poisoning),
devido ao seu mecanismo de acdo que bloqueia a corrente de excitacdo das células
nervosas e musculares, resultando em paralisia do intoxicado e, em casos extremos, morte
por asfixia. Ja a ciguatoxina é uma biotoxina agonista do canal de sédio e é responsavel
pela doencga ciguatera, que produz sintomas gastrointestinais, neuroldgicos e, em menor
grau, cardiovasculares. As técnicas atualmente empregadas para deteccdo destas e outras
biotoxinas causadoras de intoxicacdes alimentares agudas associadas ao consumo de
pescados sdo onerosas e demoradas. O emprego de um dispositivo sensor, como 0
baseado no nanoporo proteico da alfa-hemolisina (NPA), podera ser usado futuramente
como método alternativo e mais eficaz. Para a etapa inicial do desenvolvimento deste
dispositivo sera utilizado o principio do biossensoriamento estocastico. O
biossensoriamento estocéstico € uma abordagem recente onde € possivel a observacéo de
eventos de interagdo entre as moléculas individuais de analitos e um unico nanoporo.
Visando compreender o mecanismo de interacdo das biotoxinas com 0 hanoporo proteico
escolhido, utilizamos o método de docking molecular, uma abordagem in silico que simula
as interacbes intermoleculares envolvidas entre um ligante e um receptor. A estrutura
cristalografica do NPA foi obtida no banco de dados PDB (Protein Data Bank) com o cédigo
7AHL e as estruturas das biotoxinas foram obtidas na plataforma PubChem.
Posteriormente, tais estruturas tiveram suas energias minimizadas no programa Avogadro,
utilizando o campo de forca MMFF94s. O docking molecular foi realizado na plataforma
Dockthor e no programa GOLD, onde foram obtidos os valores de energia de interacao
entre o NPA e as biotoxinas. Os modos de ligacdo entre o receptor e ligantes foram
avaliados por meio do programa Discovery Studio Visualizer. Os dois ligantes foram
submetidos ao docking molecular trés vezes em cada software. No DockThor, a saxitoxina
apresentou nas trés submissdes a melhor rodada de nimero 8, com energia de afinidade
igual a - 6,312 kcal/mol e energia total - 94,565 kcal/mol. J& a ciguatoxina apresentou trés
melhores rodadas diferentes de acordo com cada submisséo, sendo elas as rodadas de
namero 11, 22 e 11. A média e o desvio padrdo obtidos dos valores de energia de afinidade
e energia total dessas trés rodadas foram - 8,304 + 0,3985; 185,875 + 2,1146 (kcal/mol),
respectivamente. No GOLD, a saxitoxina apresentou 0s seguintes valores de fitness
41,3821 + 0,6103. Avaliando os valores de energia de afinidade, energia total e o numero
de ligacbes de hidrogénio apresentados, espera-se que, em termos experimentais, a
interacdo NPA-saxitoxina seja mais forte que a interacdo NPA-ciguatoxina.

Palavras-chave: Alfa-hemolisina. Biossensor estocéstico. Nanoporo proteico. Toxinas
aguaticas. Docking molecular.



VELOSO, Poliana Menezes. Analysis of the interaction of saxitoxin and
ciguatoxin with the alpha-hemolysin protein nanopore. 2023. 34 pages. Trabalho
de Conclusao de Curso (Graduagdo em Biomedicina) — Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2023.

ABSTRACT

Currently, one of the significant causes of morbidity and mortality in developed and
developing countries is acute food poisoning. Saxitoxin and ciguatoxin are biotoxins
that cause this type of disease, they are produced by species of dinoflagellates such
as Alexandrium catanella and Gambierdiscus toxicus, respectively. These toxins reach
humans through the trophic chain when they are consumed by other aquatic animals.
Saxitoxin is responsible for causing the Paralytic Shellfish Poisoning Syndrome
(Paralytic Shellfish Poisoning), due to its mechanism of action that blocks the excitation
current of nerve and muscle cells, resulting in paralysis of the intoxicated and, in
extreme cases, death by asphyxiation. Ciguatoxin, on the other hand, is a sodium
channel agonist biotoxin and is responsible for ciguatera disease, which produces
gastrointestinal, neurological and, to a lesser extent, cardiovascular symptoms. The
techniques currently used to detect these and other biotoxins that cause acute food
poisoning associated with fish consumption are costly and time-consuming. The use
of a sensor device, such as the one based on the alpha-hemolysin protein nanopore
(APN), could be used in the future as an alternative and more effective method. For
the initial stage of the development of this device, the principle of stochastic biosensing
will be used. Stochastic biosensing is a recent approach where it is possible to observe
interaction events between individual analyte molecules and a single nanopore. In
order to understand the mechanism of interaction of biotoxins with the chosen protein
nanopore, we used the molecular docking method, an in silico approach that simulates
the intermolecular interactions involved between a ligand and a receptor. The
crystallographic structure of APN was obtained from the PDB database (Protein Data
Bank) with the code 7AHL and the structures of the biotoxins were obtained from the
PubChem platform. Subsequently, such structures had their energies minimized in the
Avogadro program, using the MMFF94s force field. Molecular docking was performed
on the Dockthor platform and in the GOLD program, where the interaction energy
values between APN and biotoxins were obtained. Binding modes between the
receptor and ligands were evaluated using the Discovery Studio Visualizer program.
The two ligands were subjected to molecular docking three times in each software. In
DockThor, saxitoxin presented in the three submissions the best round number 8, with
affinity energy equal to - 6.312 kcal/mol and total energy - 94.565 kcal/mol. Ciguatoxin,
on the other hand, presented three different best rounds according to each submission,
which are rounds numbered 11, 22 and 11. The mean and standard deviation obtained
from the values of affinity energy and total energy of these three rounds were - 8.304
+ 0.3985; 185.875 £ 2.1146 (kcal/mol), respectively. In GOLD, saxitoxin presented the
following fitness values 41.3821 + 0.6103. Evaluating the values of affinity energy, total
energy and the number of hydrogen bonds presented, it is expected that, in
experimental terms, the APN-saxitoxin interaction is stronger than the APN-ciguatoxin
interaction.

Keywords: Alpha-hemolysin. Stochastic biosensor. Protein nanopore. Aquatic toxins.
Molecular docking.
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1 INTRODUCAO

Uma das causas significativas de morbimortalidade em paises desenvolvidos
e em desenvolvimento é a intoxicagdo alimentar aguda (NELSON, 2016). Diversos
tipos de alimentos estdo relacionados a intoxicacdo alimentar, porém o pescado,
embora seja considerado um alimento de alta digestibilidade e procura pelo valor
nutricional agregado, € também um dos mais pereciveis, necessitando de atencao
guanto a manipulacéo, desde a captura até o consumo ou industrializacdo (NEVES,
2015).

No Brasil, a producédo de pescado rendeu mais de 570 milh6es de toneladas
em 2018 (EMBRAPA, 2021). Dentre os pescados, 0 peixe e seus produtos derivados
representam os alimentos de origem animal mais comercializados em todo o mundo.
Apesar disso, estudos apontam 0s riscos de intoxicagdo alimentar associada ao
consumo de peixes, principalmente relacionada a contaminacdo por biotoxinas
produzidas ou adquiridas pelo préprio animal. Este é o caso de biotoxinas produzidas
por microalgas, que contaminam os peixes herbivoros (NEVES, 2015). Por sua vez,
eles contaminam predadores, na maioria das vezes o homem.

A saxitoxina e ciguatoxina sdo biotoxinas produzidas por espécies de
dinoflagelados como Alexandrium catanella e Gambierdiscus toxicus,
respectivamente. Essas toxinas chegam ao ser humano por meio da cadeia tréfica
guando sdo consumidas por outros animais aquaticos. A saxitoxina € responsavel por
causar a Sindrome do Envenenamento Paralisante pelo consumo de Moluscos
(Paralytic Shellfish Poisoning — PSP), devido ao seu mecanismo de acao que bloqueia
a corrente de excitacdo das células nervosas e musculares, resultando em paralisia
do intoxicado e, em casos extremos, morte por asfixia (PINTO, 2022). Ja a ciguatoxina
€ uma biotoxina agonista do canal de sédio e é responséavel pela doenca ciguatera,
gue produz sintomas gastrointestinais, neurolégicos e, em menor grau,
cardiovasculares (COSTA, 2017).

Tendo em vista os danos financeiros que podem ser gerados na industria de
pescados e derivados, bem como os riscos a saude humana, torna- se relevante o
monitoramento e detecc¢do dessas substancias, em ambientes aquéaticos ou amostras
de pescados contaminados.

Os métodos utilizados convencionalmente para a identificacdo e quantificacéo

desses agentes em alimentos ou ambientes aquaticos, como a cromatografia



acoplada a espectrometria de massas, imunoensaios e ensaios baseados em células
s&o técnicas que apresentam vantagens inegaveis (SUZUKI et al., 2013; REVERTE
et al., 2014). No entanto, estes ensaios apresentam desvantagens como tempo de
andlise, custos elevados e baixa sensibilidade de alguns deles. Nesse sentido,
estudos impulsionam o desenvolvimento de métodos analiticos com alta sensibilidade,
rapidez e preciséo e que sejam menos onerosos (REVERTE et al., 2014).

O biossensoriamento estocastico € uma abordagem que se baseia na
observacéo de eventos de interacdo entre as moléculas individuais de analitos e um
unico nanoporo (AGUIAR et al., 2015). A entrada de uma molécula no lume aquoso
do nanoporo provoca um decréscimo parcial discretizado na corrente ibnica que flui
através do nanoporo (RODRIGUES et al., 2011); a partir de entdo, denomina-se este
decréscimo de “bloqueio de corrente”. Cada bloqueio de corrente é caracterizado por
uma amplitude e um intervalo de tempo. O conjunto de sucessivos blogueios constitui
uma série temporal (“impressao digital”) correlacionada com a massa e configuragao
espacial da molécula do analito (RODRIGUES et al., 2011). O nanoporo proteico da
alfa-hemolisina apresenta dimensdes, estabilidade e arquitetura molecular bem
elucidada, favorecendo sua aplicabilidade no biossensoriamento estocastico.

A simulagdo de docking molecular € uma das abordagens in silico mais
utilizadas devido, principalmente, ao baixo custo computacional e a ampla faixa de
aplicacbes em eventos de reconhecimento molecular. O processo de docking
molecular pode ser dividido em duas partes: primeiramente determinar qual a
conformacdo do ligante no sitio de interacdo da macromolécula alvo, e
secundariamente avaliar entre todas as conformacdes possiveis qual a melhor
ranqueada, baseado na afinidade de ligagdo do complexo ligante-macromolécula
(REIS, 2008).

Visto que o biossensoriamento estocastico baseado em nanoporo é promissor
no desenvolvimento de dispositivos analiticos (AGUIAR, 2015) e que os métodos
atualmente empregados para deteccdo da saxitoxina e ciguatoxina S40 onerosos e
demorados (REVERTE et al., 2014), torna-se evidente a necessidade do
desenvolvimento e implementacdo de programas e dispositivos eficientes na
monitorizacdo e gestdo dos impactos destas toxinas. Desta forma, este trabalho
propOe avaliar a interagao de biotoxinas marinhas com o nanoporo proteico formado

pela alfa-hemolisina utilizando ferramentas in silico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOTOXINAS AQUATICAS

As biotoxinas aquaticas sdo substancias toxicas produzidas, em situacdes de
estresse, por organismos como dinoflagelados e bactérias, que podem contaminar
peixes e moluscos. Essas toxinas podem ser nocivas a saude humana se consumidas
através da ingestdo de alimentos contaminados (VALE, 2004). Quando consumidos,
esses organismos podem causar intoxicacfes alimentares que variam de leves a
graves, produzindo uma variedade de sintomas como nauseas, vomitos, diarreia, dor
abdominal, entre outros, e em casos extremos podem levar até mesmo a morte
(BARBIERI, 2009).

2.1.1 Intoxicagdes Alimentares Causadas pelo Consumo de Pescados

As intoxicacdes alimentares (Tabela 1) causadas pelo consumo de biotoxinas
aguaticas através da ingestdo de pescados contaminados séo classificadas em cinco
tipos: envenenamento paralisante (Paralytic Shellfish Poisoning), envenenamento
neurotoxico (Neurotoxic Shellfish Poisoning), envenenamento diarreico (Diarrhetic
Shellfish Poisoning), envenenamento amnésico (Amnesic Shellfish Poisoning) e

envenenamento por ciguatera (Ciguatera Fish Poisoning) (MOURA, 2011).

Tabela 1. Envenenamento pelo consumo de moluscos e peixes.

. : : Toxinas .
Sindrome Intoxicante Sigla : Acdo Toxica Vetores
Envolvidas
L . PSP - Paralytic o i _
Intoxicacao Paralisante , ) Y ) Saxitoxina Paralisia muscular MexilhGes
Shellfish Poisoning
L . NSP - Neurologic Brevetoxinas e Problemas Mexilhdes,
Intoxicacéo Neurologica . . . - .
Shellfish Poisoning tetrodotoxina neurolégicos peixes
Intoxicacio Diarreica DSP - Diarrhetic Spirolides, Problemas Mexilhdes
¢ Shellfish Poisoning | acido ocadaico gastrintestinais
. . ASP - Amnesic o L Problemas Mexilhdes,
Intoxicagdo Amnésica , L Acido domoico . -
Shellfish Poisoning cerebrais (amnésia) Polvos
L . . Problemas
Intoxicagao por CFP - Ciguatera Fish . . . . .
. A Ciguatoxina gastrintestinal e Peixes
Ciguatera Poisoning -
neurolégico

Fonte: adaptado de BATISTA; NEVES (2009) e CARVALHO (2021).
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Paralytic Shellfish Poisoning (PSP): envenenamento causado por biotoxinas do
grupo das saxitoxinas, produzidas por algumas espécies de Dinoflagelados marinhos,
pertencentes principalmente aos géneros Alexandrium spp., Gymnodinium spp. e
Pyrodinium spp.; e pela cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii, que compde a
biota da Lagoa Peri, localizada no sul de Florianopolis (MIOTTO, 2017). Os sintomas
produzidos por estas biotoxinas incluem sensacfes de formigamento, dorméncia,
gueimacao e paralisia respiratoria. Esta toxina atua bloqueando as funcdes nervosas
através da obstrucado da passagem do ion soédio pela membrana celular, podendo
levar a morte por asfixia nas primeiras 24 horas (BATISTA; NEVES, 2009;
CARVALHO, 2021).

Amnesic Shellfish Poisoning (ASP): envenenamento causado pelo acido
domodico, uma biotoxina produzida pela Diatomacea marinha (Pseudo-nitzschia spp),
com sintomas que incluem vomitos, diarreia, dor abdominal, tremores, dor de cabeca,
por problemas neurolégicos de perda de memoaria e desorientacéo, e possivelmente
o0 coma. O acido domoéico atua nas sinapses entre 0s neurdnios, seu mecanismo de
acao é causar um descontrole no transporte de ions Calcio e Sodio através de canais
idnicos, causando danos e morte do neurdnio (apoptose) (BATISTA; NEVES, 2009;
CARVALHO, 2021).

Diarrhetic Shellfish Poisoning (DSP): envenenamento causado pelo acido
ocadaico e spirolides, uma classe de substancias bioativas produzida pelo género
Alexandrium sp., por meio do consumo de mexilhdes contaminados. Os principais
sintomas produzidos por estas biotoxinas sao gastrintestinais como nauseas, vomitos,
diarreia e dor abdominal, acompanhada de calafrios, dor de cabeca e febre (BATISTA,
NEVES, 2009; CARVALHO, 2021).

Neurotoxic Shellfish Poisoning (NSP): envenenamento causado pela biotoxina
brevetoxina, produzida pelo dinoflagelado Gymnodinium breve. Os sintomas
causados séo gastrointestinais e neurologicos e incluem formigamento e paralisacao
dos labios, lingua e garganta, dores musculares, vertigem, reversao da sensacao de
calor e frio, diarreia e vomitos. A recuperacao ocorre em dois a trés dias e a morte nédo
ocorre frequentemente (BATISTA; NEVES, 2009; CARVALHO, 2021).

Ciguatera Fish Poisoning (CFP): envenenamento causado pelas ciguatoxinas,
produzidas pelo dinoflagelado Gambierdiscus toxicus, associado com outros
dinoflagelados como Ostreopsis, Coolia e Amphidinium. Os sintomas sé&o

caracterizados por diarreia, vomitos, formigamentos, coceiras, entre outros (BATISTA;
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NEVES, 2009; CARVALHO, 2021).

As toxinas mais comuns em frutos do mar sdo a saxitoxina, que causa a
intoxicacdo paralisante, e a ciguatoxina, responsavel pela intoxicacdo ciguatera
(BARBIERI, 2009).

2.2 SAXITOXINA

As saxitoxinas (Figura 1) sdo um grupo de neurotoxinas produzidas por
algumas espécies de dinoflagelados como Pyrodinium Bahamense, Alexandrium spp.
e Gymnodinium catenatum (METCALF, 2009; MURK, 2019; CHRISTENSEN, 2020) e
pela cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii (MIOTTO, 2017). Intoxicam seres
humanos através da ingestdo de mexilhdes contaminados (CARVALHO, 2021). Esta
toxina estd entre as neurotoxinas naturais conhecidas mais potentes
(CHRISTENSEN, 2020) e age no organismo por meio da sua interagdo com 0s canais
de sodio nas células nervosas. Ela blogueia a passagem dos ions sodio através
desses canais, afetando a transmissdo dos impulsos nervosos (MURRAY, 2011,
CHRISTENSEN, 2020).

Essa acgéo inibitéria nos canais de sédio resulta na paralisia dos musculos,
produzindo sintomas como sensacdes de formigamento, dorméncia, queimacgao e
paralisia respiratéria, o que pode levar a morte nos casos mais graves de intoxicacao
(CHRISTENSEN, 2020).

Figura 1. Estrutura da Saxitoxina.

Fonte: PubChem.
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2.3 CIGUATOXINA

As ciguatoxinas (Figura 2) estdo entre as toxinas marinhas mais comuns e sao
produzidas pelo dinoflagelado Gambierdiscus toxicus (BATISTA; NEVES, 2009), sao
poliéteres ciclicos, lipossoluveis, inertes ao calor (mesmo ap0s 0 cozimento),
permanecem estaveis apdés o congelamento e exposicdo em condi¢cdes acidas e
basicas. Acumula-se no muasculo e visceras de peixes que apresentam aparéncia
normal, até mesmo o gosto e olfato (LEHANE; LEWIS 2000).

Foram identificados trés tipos de ciguatoxina: CTX-1, CTX-2 E CTX-3, dentre
estes, a CTX-1 é a forma mais potente e a mais encontrada em peixes carnivoros
(OLIVEIRA, 2009). Estas toxinas sao ingeridas e bioacumuladas nos peixes como
barracuda, moreia, mero, peixe-cirurgido, peixe-papagaio, turbo, entre outros
(BAGNIS, 1977), e quando consumidas pelo homem acabam causando a ciguatera
(SWIFT, 1993).

O quadro clinico desenvolvido por esta doencga inclui sintomas gastrointestinais
como diarreia, nduseas, vomitos e dor abdominal. Ja os neuroldgicos séo inversao de
temperatura, dorméncia/sensibilidade nas méaos, nos pés, na lingua e na boca,
tremores, prostracdo e dores musculares e, por fim, os cardiacos que seriam
bradicardia e hipotensédo (GOUVEIA, 2009). O mecanismo de a¢ao das ciguatoxinas
€ complexo e ainda nédo é totalmente compreendido (VEIGA, 2009), porém, de acordo
com estudos, alguns de seus analogos agem através do bloqueio de canais de sédio

e potassio dependentes de voltagem (LOPEZ, 2011).

Figura 2. Estrutura da Ciguatoxina.

Fonte: PubChem.
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2.4 METODOS ANALITICOS PARA DETECGAO DE BIOTOXINAS AQUATICAS

Para tornar mais seguro o consumo de mexilhdes e peixes pelos seres
humanos é importante a identificacdo da presenca de biotoxinas como a saxitoxina e
a ciguatoxina nestes alimentos. Atualmente, no Brasil, apesar de ndo existir um
programa de monitoramento voltado para a detec¢do de dinoflagelados toxigenos
(OLIVEIRA, 2009), séo utilizados alguns métodos analiticos para a deteccdo destas
biotoxinas, estes métodos podem ser divididos em biolégicos e quimicos. (BARBIERI,
20009).

2.4.1 Métodos Biologicos

Sd0 o0s mais utilizados e reconhecidos universalmente, porém sao
considerados analiticos, visto que ndo possuem especificidade e sensibilidade
suficiente para diferenciar uma toxina da outra. Este método consiste na relacédo entre
dose e tempo de morte do camundongo. E injetado intraperitonealmente 1 mL do
extrato toxico em um camundongo com peso determinado e observa-se em quanto
tempo se iniciam os sintomas ou ocorre a morte (BARBIERI; OLIVEIRA, 2009).
Contudo, por uma questéo ética, muitas entidades estéo incentivando pesquisadores
a desenvolverem outros métodos alternativos a experimentacdo animal (MELEGARI,
2010).

2.4.2 Métodos Quimicos

Estudos demonstram que os métodos quimicos sdo simples, sensiveis e
especificos. Porém seu principal problema é a reacado cruzada com outros compostos
e o limitado suprimento de anticorpo (OLIVEIRA, 2009). Os principais métodos
desenvolvidos sdo cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e imunoensaios
enzimaticos (ELISA) (VALE, 2004).

2.4.2.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia - HPLC

A HPLC (High Performance Liquid Chromatography) permite detectar e
guantificar com muita sensibilidade a presenca de toxinas. A cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (HPLC - MS) € uma modalidade da HPLC onde
a deteccao é feita espectrofotometricamente, utilizando um comprimento de onda que
varia conforme a toxina de interesse presente na amostra. (AMORIM, 1997; LANCAS,
2004).
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A HPLC — MS é considerada a abordagem mais adequada para a deteccao de
ciguatoxina, ndo apenas pela capacidade de separacdo dos diferentes analogos
envolvidos na contaminacdo, mas também pela deteccdo sensivel por meio do
monitoramento de sua relagdo massa-carga (ESTEVEZ, 2020).

Ha também a modalidade da HPLC onde a deteccéo é feita por fluorescéncia
(HPLC - FL). As saxitoxinas nao sdo moléculas naturalmente fluorescentes, mas, para
gue sejam analisadas por esta técnica, passam por um processo denominado
derivatizacdo, onde é introduzida na saxitoxina outra molécula com propriedade
fluorescente, tornando possivel sua detec¢do. Diversos estudos tém empregado esta
técnica na identificacdo de saxitoxinas (LAWRENCE et al., 1995; OSHIMA et al.,
2003).

2.4.2.2 Imunoensaios enzimaticos — ELISA

Os imunoensaios mais comuns sao aqueles realizados no formato ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), no qual a ligacdo toxina-anticorpo €
detectada por uma reacao de anticorpo ligado a enzima e um substrato para a enzima
que gera um sinal mensuravel. Atualmente, existem ELISAs disponiveis para a
deteccdo de quase todos os grupos de toxinas, incluindo ciguatoxina e saxitoxina
(PEREZ RODRIGUEZ; VALE, 2004). A desvantagem dessa técnica é que muitas
vezes a correlacdo entre o perfil de reatividade cruzada de um anticorpo com os
diferentes analogos de um grupo de toxinas e o potencial toxico destes compostos
n&o € satisfatoria (PEREZ RODRIGUEZ; VALE, 2004).

Na tabela 2 encontram-se as vantagens e desvantagens das técnicas utilizadas

na deteccao de biotoxinas.

Tabela 2. Vantagens e desvantagens das técnicas de detec¢ao de biotoxinas.

Técnicas Vantagens Desvantagens

Testes com camundongos Simples avaliacdo e baixo custo Resultado néo especifico e
utilizacéo de animais em testes
toxicoldgicos

HPLC Alta sensibilidade, seletividade e Necessidade de padrbes puros
precisédo e quantificados para cada
toxina, custo elevado

ELISA Alta sensibilidade e especificidade Resultados falsos positivos
Fonte: SILVA (2010).
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2.5 NANOPORO PROTEICO

Apesar das técnicas citadas anteriormente oferecerem muitas vantagens, ainda
ndo sdo ideais para uso em rotina. Sendo assim, estudos estdo buscando novas
alternativas para superar as deficiéncias apresentadas por elas e oferecer uma técnica
mais eficaz na deteccao dessas toxinas em alimentos (JETTANAJIT; NHUJAK, 2016).

Com o avanco da nanobiotecnologia na direcdo de desenvolvimento de
dispositivos capazes de detectar, identificar, caracterizar e quantificar moléculas,
estdo sendo utilizadas nanoestruturas biolégicas que possuem a capacidade de
reconhecer moléculas, tornando possivel a criagdo de uma classe inovadora de
biossensores. Uma dessas nanoestruturas biolégicas é o nhanoporo proteico de alfa-
hemolisina (AGUIAR et al., 2015).

A alfa-hemolisina é uma proteina formada de poros em membrana, secretada
pela bactéria Staphylococcus aureus. Forma um poro transmembrana com diametros
das entradas de 4,6 e 2,0 nm; e constricdo de 1,4 nm (AGUIAR et al., 2015). Quando
uma molécula passa pelo poro, ela causa uma mudanca na corrente elétrica que pode
ser detectada. Isso permite que o nanoporo de alfa-hemolisina seja usado para
identificacdo de moléculas com alta precisdo e sensibilidade (BAYLEY; CREMER,
2001). Este nanoporo possui estabilidade e arquitetura molecular bem elucidada,
favorecendo sua aplicabilidade no biossensoriamento estocastico (AGUIAR et al.,
2015).

O biossensoriamento estocastico € uma técnica que tem como base a
observacédo da interacdo entre as moléculas individuais de analitos e um Unico
nanoporo (AGUIAR et al., 2015). Este biossensoriamento denomina-se estocastico
por causa da série temporal aleatéria de flutuacbes discretas registradas, devido a
deteccdo por um Unico nanoporo, de cada molécula do analito. A entrada de uma
molécula no lume aquoso do nanoporo provoca um decréscimo parcial discretizado
na corrente idnica que flui através do nanoporo (RODRIGUES et al., 2011);
denominando-se este decréscimo de “bloqueio de corrente”. Cada bloqueio de
corrente € caracterizado por uma amplitude e um intervalo de tempo (Figura 3). O
conjunto de sucessivos bloqueios forma uma série temporal (“impresséo digital”)
correlacionada com a massa e configuracdo espacial da molécula do analito
(RODRIGUES et al., 2011).
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Figura 3. Nanoporo como ferramenta biotecnoldgica no reconhecimento e quantificacao
molecular.
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Fonte: Laboratério de Biofisica das Membranas e Células-tronco — Dr. Oleg Krasilnikov (2008). A
corrente ibnica que passa pelo nanoporo proteico, na auséncia de moléculas, € maxima e estavel
guando um potencial é aplicado. A molécula (bolinha vermelha) chega ao lume do nanoporo por
difusdo e interage modulando a corrente idnica. A insercdo do nanoporo € indicada pela seta
(vermelha) para cima e a seta para baixo indica a adi¢cdo do analito na solu¢ao banhante. O sentido
do fluxo do analito no lume do nanoporo € indicado pela seta azul. T1 e T2 sdo os tempos de
permanéncia da primeira e da segunda molécula do analito dentro de nanoporo. T3 é o tempo de
auséncia da molécula no interior do nanoporo. Al é a diferenca entre a corrente através do nanoporo

na auséncia e na presenca do analito dentro dele.

2.6 DOCKING MOLECULAR

Das abordagens in silico a simulacdo de docking molecular € uma das mais
utilizadas devido principalmente a ampla faixa de aplicacbes em eventos de
reconhecimento molecular, tais como interacdes intermoleculares, energética de
ligagdo e mudancgas conformacionais induzidas e ao baixo custo computacional. De
acordo com estudos, esta técnica pode ser utilizada na andlise das interacfes entre
duas proteinas e entre uma proteina e um acido nucleico, porém a sua principal
utilizac&o € no estudo das interagBes entre proteinas e ligantes (ZACHARIAS, 2010).

O docking molecular permite a avaliagdo dos modos de ligagdo de um ligante
em um determinado ponto da macromolécula alvo, assim como também permite as
correspondentes interacdes intermoleculares que estabilizam a formacédo deste
complexo formado pelo ligante e macromolécula (REIS, 2008).

O processo de docking molecular pode ser classificado como um problema de
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otimizacao de ajuste de formas moleculares, podendo ser dividido em duas partes: 1)
determinar qual a conformacao do ligante no sitio de interacdo com a macromolécula
alvo; e 2) avaliar entre todas as conformacgdes possiveis qual a melhor ranqueada,
baseado na afinidade de ligagéo intermolecular do complexo ligante-macromolécula.
Essa Ultima etapa pode ser realizada por meio de calculos de energia potencial,
obtidos através de funcdes de pontuacdes, correspondentes as interacdes
intermoleculares (FERREIRA et al., 2015).

Portanto, a técnica oferece as coordenadas do ligante de melhor solugcéo
(menor energia livre), como ilustrado na figura 4. O docking molecular pode ser rigido
ou flexivel. No caso do docking rigido, apenas os movimentos de translacdo e rotacdo
do ligante sédo considerados. Ja na abordagem flexivel, além dos graus de liberdade
rotacional e translacional, também s&o explorados os angulos diedros do ligante,
aumentando significativamente o nimero de solu¢des e o tempo computacional para
realizacao do calculo (FERREIRA et al., 2015).

Figura 4. Grafico da energia em funcéo da conformagdo. A minima energia representa o

melhor resultado macromolécula-ligante em um caso de docking rigido.
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Fonte: retirado de REIS (2008).

O passo a passo do processo de docking molecular consiste em: 1) obtencao
e otimizacdo das estruturas tridimensionais da macromolécula e do ligante; 2)
submissao do ligante as fun¢des de pontuacdo de acordo com a variagdo dos graus
de liberdade previamente descritos; e 3) obtencdo das melhores solucdes, de acordo
com o algoritmo utilizado para escolher as solu¢cdes (FERREIRA et al., 2015), como

representado na figura 5.
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Figura 5. Arcabouco do processo de docking.

Fonte: retirado de FERREIRA et al. (2015). (A) Estrutura tridimensional do ligante; (B) Estrutura
tridimensional da macromolécula; (C) ligante € ancorado no sitio de ligagdo da macromolécula e as
supostas conformacdes sdo exploradas; (D) as solu¢des de menor energia, bem como as interacdes
intermoleculares correspondentes sdo identificadas. A espinha dorsal da macromolécula é

representada em cartoon. O ligante (rosa) é representado em vareta. Linhas tracejadas indicam

ligacdes de hidrogénio.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a interacdo de biotoxinas aquaticas com o nanoporo proteico formado

pela alfa-hemolisina utilizando ferramentas in silico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as energias de interacdo da saxitoxina e ciguatoxina com o
nanoporo da alfa-hemolisina via utilizagdo de docking molecular.

e Determinar os modos de ligacdo da saxitoxina e ciguatoxina com 0 nanoporo
da alfa-hemolisina via utilizacdo de docking molecular.

e Comparar os valores de energias de interacdo das biotoxinas com 0 nanoporo
da alfa-hemolisina.

e Determinar as afinidades da saxitoxina e ciguatoxina com o nanoporo da alfa-
hemolisina.
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO E MINIMIZACAO DA ENERGIA DAS MOLECULAS

As estruturas quimicas dos ligantes (saxitoxina e ciguatoxina) foram obtidas
através do banco de dados PubChem. Em seguida foi utilizado o programa Avogadro
para realizar a minimizacao de energia das moléculas, utilizando-se o campo de forca
MMFF94s, com o objetivo de otimiza-las. Para isso, com as ferramentas do programa,

a molécula foi desenergizada até que dE=0.

4.2 OBTENGAO E DESIDRATAGAO DA PROTEINA ALFA-HEMOLISINA

A estrutura cristalografica do nanoporo proteico da alfa-hemolisina foi obtida no
banco de dados Protein Data Bank (PDB), por meio do codigo 7AHL. E para obter um
melhor resultado na simulacgéo e facilitar a analise, a proteina foi desidratada, ou seja,
foram retiradas as moléculas de agua da alfa-hemolisina manualmente (através do
arquivo em texto). Com a proteina sem a camada de agua, ela esta preparada para

ser submetida ao processo de docagem molecular com os analitos em estudo.

4.3 CALCULO DO CENTRO DE GRID

A alfa-hemolisina € uma proteina que se oligomeriza em membranas lipidicas,
formando um nanoporo proteico composto por sete subunidades. Para obter a posi¢céo
do centro da caixa (grid center), regidao na qual sera realizada a analise de docking,
sao calculadas as médias das coordenadas x, y € z de um aminoacido de referéncia
(Tabela 3).
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Tabela 3. Média aritmética das coordenadas atémicas (X, y, z) para o aminoacido LYS-147,
aminodacido tomado como referéncia nesse trabalho para o centro da caixa (grid center) na
docagem molecular. Esses calculos baseiam-se na obtencéo da média da posi¢éo do carbono
alfa (CA) do aminoécido de referéncia a partir da posi¢cdo do aminoacido em cada uma das 7

subunidades monomeéricas que compdem 0 Nanoporo.

Coordenadas Atdmicas

Mond&mero X Y z
1 37,636 20,952 33,094
2 31,464 27,114 39,036
3 31,179 37,847 39,287
4 36,945 44,619 33,636
5 44,333 42,483 26,409
6 47,897 33,332 22,716
7 44,862 23,624 25,826
Média 39,188 32,853 31,429

Fonte: autoria prépria (2023).

4.4 DOCKING MOLECULAR

4.4.1 Docking Molecular com o Software DockThor

Para a primeira rodada de testes de docagem molecular, foi utilizada a
plataforma Dockthor segundo o procedimento abaixo:

1. Realizou-se o upload do arquivo da proteina, nesse caso 0 nanoporo proteico
da alfa-hemolisina (NPA) de Staphylococcus aureus, e o arquivo foi enviado como
solicitado pela plataforma.

2. Como néo havia cofator, foi selecionada a opcao respectiva.

3. Adicionou-se o arquivo referente ao ligante (saxitoxina ou ciguatoxina),
selecionando a opg¢éo “adicionar H”, para serem adicionados os atomos de hidrogénio
necessarios. Em seguida, o arquivo foi enviado como solicitado pela plataforma.

4. Ajustou-se os valores de centro da caixa e suas dimensdes.

5. Foi selecionada a opcéao “Dock” para realizar a simulacéo.

6. Todo o procedimento citado acima foi realizado trés vezes para cada ligante.
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4.4.2 Docking Molecular com o Software GOLD

Na segunda etapa de testes de docagem molecular, foi utilizada a plataforma
GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking) segundo o procedimento abaixo:

1. Selecionou-se as opc¢des Gold e Wizard, em sequéncia.

2. Realizou-se o upload do arquivo da proteina, nesse caso o NPA de
Staphylococcus aureus.

3. Adicionou-se os hidrogénios necessarios na aba “Protein Setup”. Na mesma
aba, existe a opcao de remover agua ou algum cofator indesejado (essa opcdo nao
foi utilizada ja que ndo houve necessidade).

4. Ajustou-se os valores de centro de caixa e suas dimensdes.

5. Adicionou-se o arquivo referente ao ligante (saxitoxina ou ciguatoxina).

6. Definiu-se a funcéo de score avaliada na docagem molecular. Nesse cenario,
foi escolhida a GOLDScore.

7. Foi selecionada a opg¢éao “Run GOLD” para realizar a simulagao.

8. Todo o procedimento citado acima foi realizado trés vezes para cada ligante.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a analise dos resultados, foi utilizado o software Discovery Studio
Visualizer, uma ferramenta capaz de avaliar os tipos de ligacbes envolvidas na

interacdo macromolécula-ligante.

5.1 ANALISE DE DOCKING MOLECULAR COM O SOFTWARE DOCKTHOR

O DockThor utiliza de campo de forca para simular as conformacdes possiveis
entre a proteina e o ligante estudado. As médias calculadas do centro de caixa servem
para indicar a plataforma qual o local exato onde deve haver a analise da interacéo
dos ligantes com a proteina. Este software testa diversas conformacdes diferentes e
disponibiliza os resultados em forma de score, colocando em ordem as melhores
rodadas de acordo com os valores das energias. A energia total (kcal/mol) define o
ranking, ou seja, quanto maior a energia total do sistema, menor a interacdo das
ligacbes desse complexo, portanto a melhor conformacdo do ranking sera a com
menor energia total, que é a mais provavel de acontecer experimentalmente, pois a

reacdo vai optar pelo menor gasto de energia possivel.

5.1.1 Saxitoxina

Dessa forma, no docking molecular da alfa-hemolisina com o ligante saxitoxina,
realizado através do software DockThor, a rodada ndmero 8 apresentou menor
energia total em todas as trés submissdes realizadas, sendo a melhor rodada

apresentada no ranking como mostra a tabela 4.

Tabela 4. Score do DockThor das melhores rodadas do ligante saxitoxina com a proteina

alfa-hemolisina.

Score Energia de Afinidade Energia Total
(kcal/mol) (kcal/mol)
Rodada 8 - 6,312 - 94,565

Fonte: autoria propria (2023).

No programa Discovery Studio é possivel visualizar o complexo da proteina
com o ligante e analisé-lo. Para isso, abrimos a visualizagdo da proteina que foi

submetida ao docking (alfa-hemolisina) e depois do ligante (saxitoxina) em sua melhor
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conformacao do ranking, para visualiza-los juntos no complexo (Figura 6A) e obter o
diagrama 2D com as ligacfes intermoleculares envolvidas na interagcdo do complexo
(Figura 6B).

Figura 6. Complexo formado pela saxitoxina com o nanoporo proteico obtido no DockThor.
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Fonte: autoria prépria (2023). (A) Disposicéo espacial da saxitonina na regiao de constriccdo do nanoporo

proteico. (B) Diagrama 2D das intera¢fes intermoleculares envolvidas no complexo saxitoxina-nanoporo.

5.1.2 Ciguatoxina

Ja no docking molecular da alfa-hemolisina com o ligante ciguatoxina, realizado
através do software DockThor, os primeiros lugares do ranking de cada uma das trés
submissfes foram as rodadas de numero 11, 22 e 11. Estas apresentaram menor
energia total em relagdo as outras rodadas, sendo consideradas as melhores, como

mostra a tabela 5.
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Tabela 5. Score do DockThor das melhores rodadas de cada uma das trés submissdes do

ligante ciguatoxina com a proteina alfa-hemolisina.

Score Energia de Afinidade Energia Total
(kcal/mol) (kcal/mol)
Rodada 11 - 8,441 186,340
Rodada 22 - 8,616 183,567
Rodada 11 - 7,855 187,719
Média + DP - 8,304 + 0,3985 185,875 +2,1146

Fonte: autoria propria (2023). Dados em triplicata, expressos como média = desvio padrao.

No programa Discovery Studio foram obtidas as imagens do complexo da
proteina com o ligante (Figura 7A) e do diagrama 2D com as ligacdes intermoleculares
envolvidas na interagdo do complexo (Figura 7B).

Figura 7. Complexo formado pela ciguatoxina com o nanoporo proteico obtido no DockThor.
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Fonte: autoria prépria (2023). (A) Disposicéo espacial da ciguatoxina na regido de constriccdo do nanoporo

proteico. (B) Diagrama 2D das intera¢fes intermoleculares envolvidas no complexo ciguatoxina-nanoporo.

5.2 ANALISE DO DOCKING MOLECULAR COM O SOFTWARE GOLD

O GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking), € um algoritmo genético

para encaixar ligantes flexiveis em sitios de ligacao de proteinas.
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5.2.1 Saxitoxina

Na tabela 6 e figura 8 estdo os resultados obtidos com esta plataforma para o
ligante saxitoxina.

Tabela 6. Resultados de fithess para cada uma das melhores rodadas das trés submissdes

do ligante saxitoxina com a proteina alfa-hemolisina no software GOLD.

Rodada GoldScore Fitness
9 41,5651
1 40,7012
7 41,8800
Média = DP 41,3821 + 0,6103

Fonte: autoria propria (2023). Dados em triplicata, expressos como média + desvio padrao.

Figura 8. Complexo formado pela saxitoxina com o nanoporo proteico obtido no GOLD.
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Fonte: autoria propria (2023). (A) Disposicéo espacial da saxitoxina na regido de constriccdo do nanoporo

proteico. (B) Diagrama 2D das intera¢es intermoleculares envolvidas no complexo saxitoxina-nanoporo.

5.2.2 Ciguatoxina

Na tabela 7 estédo os resultados de fitness obtidos com esta plataforma para o
ligante ciguatoxina.
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Tabela 7. Resultados de fithess para cada uma das melhores rodadas das trés submissdes

do ligante ciguatoxina com a proteina alfa-hemolisina no software GOLD.

Rodada GoldScore Fitness
10 45,9269
3 52,1650
3 55,5767
Média + DP 51.22287 + 4.8934

Fonte: autoria prépria (2023). Dados em triplicata, expressos como média * desvio padréo.

Nao foi possivel a obtencéo do diagrama 2D de intera¢des intermoleculares do
complexo formado pela ciguatoxina com o nanoporo proteico de alfa-hemolisina
realizado pelo software GOLD. O programa Discovery Studio ndo suportou o tamanho
do ligante.

Analisando os dados de docking molecular obtidos no DockThor e GOLD, os
ligantes saxitoxina e ciguatoxina interagiram com o0 nanoporo de alfa-hemolisina e
formaram, em sua maioria, ligacdes de hidrogénio, Van der Waals e alquila (Figuras
6B, 7B e 8B). Desta forma, demonstraram haver potencial de bloqueio, ainda assim
alguns aspectos devem ser levados em consideragao.

O DockThor elabora um ranking das melhores conformacdes de um mesmo
ligante de acordo com a sua energia total, quanto menor a energia total, melhor a
rodada do ligante selecionado. Como visto na tabela 4, a melhor rodada selecionada
para o ligante saxitoxina foi a de numero 8 nas trés submissfes realizadas,
significando que a energia total dela foi a menor em comparagdo com as outras
rodadas. Esta rodada também apresenta ligacdes desfavoraveis doador-doador,
porém pela presenca de ligacfes fortes como alquila e ligacfes de hidrogénio, supde-
se que as ligacdes desfavoraveis ndo sao tao relevantes nesse sistema. Ja para o
ligante ciguatoxina, o DockThor selecionou trés diferentes melhores rodadas nas trés
submissfes realizadas, sendo elas as de nimero 11, 22 e 11 (tabela 5), que também
foram a de menor energia total em comparacdo com as demais rodadas das suas
respectivas submissoées.

Porém, comparando a energia total obtida pela saxitoxina (- 94,565 kcal/mol)
com as obtidas pela ciguatoxina (185,875 + 2,1146 kcal/mol) fica evidente que, pela
saxitoxina apresentar um valor bem menor, experimentalmente, pode haver uma

maior facilidade de interacdo entre ela e 0 hanoporo proteico, em comparacao com a
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ciguatoxina.

Além disso, as interacBes moleculares sdo importantes parametros para
predizer o nivel de atracdo ou repulséo entre moléculas (ROCHA, 2001) e, de todas
as interacbes ndo covalentes direcionadas entre biomoléculas, as ligagbes de
hidrogénio séo consideradas as mais importantes (CHEN et al., 2016). Tais ligacoes
sao vistas como um forte parametro de afinidade de ligacdo do complexo receptor-
ligante e sdo as mais fortes entre as interacdes intermoleculares. Sendo assim, quanto
mais ligacOes de hidrogénio entre o ligante e o nanoporo de alfa-hemolisina, maior o
indicio da formacdo de um complexo estavel. Ambas as biotoxinas apresentaram 5
ligacdes de hidrogénio (Figuras 7B e 8B).

Em relacdo ao docking molecular realizado no software GOLD, os valores de
pontuacéo fitness de cada uma das melhores rodadas das trés submissdes realizadas
obtidos para a saxitoxina sdo demonstrados na tabela 6 (com valores de média *
desvio padréo). Estes valores sdo numeros adimensionais e quanto maior forem,
indicam que melhor sera a interacao ligante-proteina (FERREIRA, 2016). Dentre as
trés rodadas avaliadas, a numero 1, apesar de ser a com menor valor de fitness, foi
considerada a mais favoravel devido as suas cinco ligac6es de hidrogénio. Esta
rodada também apresenta ligacbes desfavoraveis doador-doador, porém pela
presenca das ligacdes de hidrogénio, supde-se que as ligacdes desfavoraveis ndo sdo

tao relevantes neste sistema.
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6 CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que avaliando os valores de energia de afinidade,
energia total e o nimero de ligagbes de hidrogénio, espera-se que, em termos
experimentais, a interagdo NPA-saxitoxina seja mais forte que a interacdo NPA-
ciguatoxina.

A interacdo do ligante saxitoxina com o nanoporo de alfa-hemolisina
demonstrada pelo software DockThor apresentou importantes interagdes
intermoleculares como as de hidrogénio, alquila e Van der Waals e uma baixa energia
total necessaria para a formacédo do complexo ligante-macromolécula. Na interacdo
do ligante saxitoxina com o NPA demonstrada pelo software GOLD também foi
possivel notar a grande quantidade de ligacdes de hidrogénio, corroborando com a
sugestdo de que a saxitoxina seja capaz de formar um complexo estavel com o NPA.

Em relacdo a ciguatoxina, foi obtida uma significativa quantidade de ligacGes
de hidrogénio com o nanoporo de alfa-hemolisina, também surgiram ligacdes alquila,
Van der Walls e ligacdo carbono-hidrogénio, porém a energia total apresentada é alta
em relacdo a apresentada pela saxitoxina, tornando a ciguatoxina um ligante menos
favoravel.

Por fim, sdo necessarios estudos envolvendo a dindmica molecular, que sejam
capazes de considerar a flexibilidade de receptores e ligantes e a cinética das reacgoes,
além de mais estudos comparativos e experimentais a fim de aprofundarem estes
resultados preditivos. Desta maneira, o0 nanoporo de alfa-hemolisina e os estudos
computacionais podem ser grandes aliados, auxiliando na prospeccdo de novos

biossensores.
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