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-INTRODUCCION:

En nuestro pais, los accidentes ofidicos son un grave problema de Salud
Publica, siendo el género Bothrops responsable del 97% de los accidentes;
la mayoria de los mismos notificados por las provincias del Nordeste y
Noroeste, durante la temporada de verano.

Entre los componentes de los venenos uno de los principales responsables
de los efectos sistémicos son las fosfolipasas A2 (PLA2) [1]. El manejo
clinico de las mordeduras de serpientes venenosas sigue provocando
controversia. Muchos de los efectos de la mordedura aparecen rapidamente
y los antivenenos han demostrado tener limitaciones para neutralizarlos.
Ademas, la administracion de antiveneno tiene complicaciones potenciales
como las reacciones de hipersensibilidad [2]. Por lo tanto, la busqueda de
nuevos inhibidores del veneno es de gran interés como complemento a la
terapia con suero real.

El grupo Productos Naturales de la FACENA-UNNE, ha aislado vy
caracterizado una serie de derivados glicosilados de la quercetina, extraidos
de las hojas de una planta autdéctona del NEA que han mostrado actividad
antiveneno en serpientes Bothrdpicas particularmente en Bothrops diporus
(Bd, yarara chica). Estos flavonoides son metabolitos secundarios
ampliamente producidos en tejidos vegetales y por lo tanto son blancos
adecuados para extracciones farmacéuticas. [3,4,5]

En este trabajo se aplicd un enfoque computacional basado en la estructura
de la PLA2 de Bd para investigar las interacciones clave de estos derivados
glicosilados de quercetina sobre PLA2 que permitan explicar la actividad
antiveneno en ensayos in vitro.

El conocimiento adquirido en este estudio retrospectivo servira para guiar la
blusqueda de nuevos inhibidores mediante el cribado virtual (CV) de
compuestos adquiribles comercialmente. Los mejores ranqueados seran
comprados y probados experimentalmente para confirmar las predicciones
computacionales.

-MATERIALES Y METODOS:

Las simulaciones de DM se llevaron a cabo con el paquete Amberl4 [6].
Para acelerar las simulaciones se empled la versién CUDA de Amberi4,
utilizando nucleos de GPU (Unidad de Procesamiento Grafico) de una
NVIDIA® Geforce GTX 970.

Los calculos de Docking se llevaron a cabo con el programa AutoDock[7].
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El analisis de densidad electréonica QTAIM se realizé con el software
Multiwfn[8]. Los graficos moleculares fueron representados con Pymol.

La visualizacion de los fingerprint se realizd con el software R (r-
project.org). Las interacciones de cada residuo del blanco molecular se
ordenaron en una matriz en donde cada columna representa una interaccién
y cada fila un compuesto diferente.

-RESULTADOS Y DISCUSION:

Prediccion del modo de union de flavonoides:

En primera instancia se realizaron simulaciones de dinamica molecular (DM)
de los flavonoides glicosilados en el sitio de union de PLA2. Se encontraron
dos modos de unidn posibles para estos flavonoides, quercetin driven (QD)
y sugar driven (SD), donde la unidn es guiada por quercetina o por el
azucar, respectivamente. (Figura 1)

LA 2y
Figura 1: (A) Modo de union Quercetin Driven. La Quercetina guia la union
anclandose en el sub-bolsillo 1 (S1). (B) Modo de union Sugar Driven de uno de los
flavonoides glicosilados. El azucar guia la union anclandose en el sub-bolsillo 2
(S2). I6n Ca’* representado en verde.

Analisis de las interacciones intermoleculares basado en la densidad
electronica.

El andlisis de la densidad electrénica en el complejo Proteina-Ligando
permitid detectar interacciones interatdmicas inusuales tanto por su
naturaleza (inusuales) como por su fortaleza (débiles) que de otra forma
pasarian inadvertidas en un analisis meramente geométrico. La Figura 2A
muestra un grafo molecular de la densidad electrénica del complejo.
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compuestos

Interacciones

Figura 2. (A) Grafo molecular de unién SD de uno de los flavonoides glicosilados
en el bolsillo de unién de PLA2. Los caminos de enlace y puntos criticos de enlace
de las interacciones intermoleculares se muestran con lineas amarillas y circulos
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rojos pequefos, respectivamente. En azul el ién Ca**. (B) Fingerprint de
interacciones de los complejos SD. Cada columna representa las interacciones del
blanco molecular con los dtomos del ligando en una escala colorimétrica y cada fila
un compuesto diferente.

Redocking con Puntos Farmacoforicos

Las interacciones mas relevantes y comunes a todos los complejos
identificados en el analisis de los fingerprints (Figura 2B) fueron
introducidos a modo de puntos farmacoféricos (PFs) en el algoritmo de
docking para guiar las soluciones de los calculos de docking. Los parametros
de estos PFs se ajustaron de manera de reproducir los modos de unidn de
los flavonoides glicosilados (docking retrospectivo). (Figura 3)

Figura 3. Poses de uno de los flavonoides glicosilados antes (A) y después (B) de
la introduccion de los PFs para SD. Modo de union de referencia y pose de docking
en amarillo y magenta, respectivamente. En magenta ligando proveniente del
célculo de docking conformacional. Con esfera azul se representa el ién Ca**y en
naranja los PFs implementados para guiar el calculo conformacional. Notese como
mejora la prediccion al introducir los PFs.

Este protocolo de docking guiado obtenido con la informacion del estudio de
las interacciones claves de la union Ligando-PLA2 se implementard en una
campafia de cribado virtual de bases de datos de compuestos con el
objetivo de encontrar posibles nuevos candidatos a inhibidores.
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-AVAL DEL RESUMEN EXTENDIDO



