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RESUMO

Contexto: As técnicas de fertilizagdo in vitro encontram desafios e paradigmas para a garantia
do aumento das taxas de fertilizacdao. Diante disso, torna-se relevante a busca por ativos que
atuam propiciando respostas em células germinativas como € o caso do peptideo melitina que
possui indicios de aplicabilidade na literatura para este propdsito. Objetivo: Este trabalho
busca avaliar através de metodologias computacionais caracteristicas biologicas,
fisico-quimicas e estruturais da melitina e verificar suas interagdes por docking molecular
com a proteina 3D4G. Resultados: O peptideo demonstrou Peso molecular de 2904.5 g/mol,
certa solubilidade em &gua, em alguns modelos ser mais seguro no que diz respeito a
toxicidade do que alguns grupos controles avaliados, a estrutura da melitina demonstrou ser
passivel de interacdo com a proteina 3D4G pelo docking, com pontes salinas e ligagdes de
hidrogénio além de uma possivel atuagdo como modulador de calcio de acordo com I-Tasser.
Conclusdo: Pode-se inferir uma potencial interagdo da melitina na proteina 3D4G, sugerindo
possivel agdo em odcitos de mamiferos.
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1 INTRODUCAO

As Técnicas de reproducao assistida (TRA’s) sdo tratamentos que incluam o manuseio de
odcitos, espermatozoides, ou embrides, in vitro para promocao da gesta¢do, abrangendo uma
variedade de procedimentos, como a fertiliza¢ao in vitro (FIV), Inje¢ao Intra-Citoplasmatica
de espermatozoide (ICSI) (ZEGERS-HOCHSCHILD et al., 2009). A FIV se destaca como
uma técnica ofertada por clinicas para pessoas com problemas de fertilidade que buscam
sucesso reprodutivo (KUSHNIR; SMITH; ADASHI, 2022). Acredita-se que cerca de 8
milhdes de bebés no mundo nasceram gragas a técnicas reprodutivas (MARTE MYHRE;
RITSA, 2019). Contudo, existem desafios ainda na FIV, em pesquisas ja foi identificado uma
taxa de sucesso de apenas 47% em mulheres mais jovens que caia para valores entre 22% a

33% na faixa etaria de 40 (STEWART et al., 2011).

Entre os agentes envolvidos na reproducdo existem as glicoproteinas da zona pelucida (GZPs)
de odcitos em mamiferos sdo proteinas extracelulares localizadas na parte extracelular da
membrana plasmatica de odcitos (WEADICK, 2020), essas proteinas possuem subunidades
como a ZP3 e fungdes como acoplamento do espermatozoide e 6vulo durante a fecundagao e
atua diretamente na ativagdo, bloqueio da poliespermia e adesdo dos gametas (NIXON;
AITKEN; MCLAUGHLIN, 2007). Portanto, devido a suas funcdes essas tornam-se de
extrema importancia no processo de fecundagdo podendo serem extensivamente exploradas

para melhoria das técnicas de reprodugdo in vitro (PAUL M. WASSARMAN, 1988).

Na literatura existem estudos onde o peptideo melitina com &cido aracdonico atuando na
ativacdo oocitaria em sapos-da-areia gracas a seu estimulo a enzima fosfolipase 2 (PLA2)
(AJMAT et al., 2012)) Além disso, atividades desse peptideo no fator de estimulagdo a
prostaglandina f2a (PGF2a) em modelos mamiferos também ja foram identificadas (BERTAN
et al., 20006)

A melitina é composta por 27 aminodcidos (GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG) tendo
uma parte hidrofobica e outra hidrofilica (AL-SAMIE; ALI 2012) e ¢ um dos responsaveis
pelas fungdes antibacterianas e antivirais da apitoxina (SFORCIN et al., 2022). Esta que se
trata do veneno de abelha que ¢ um composto que diversas obras ja demonstraram
funcionalidades no tratamento de enfermidades, pode-se citar, por exemplo, efeitos

anti-inflamatoérios, antimicrobianos e até mesmo estudos para tratamento de Parkinson



(SFORCIN et al., 2022). Diferentes substancias o compdem, entre elas diversas aminas,

enzimas e peptideos como a melitina, que se destaca por sua grande presenca.

Lamentavelmente, estudos reprodutivos encontram dificuldades, pois para ensaios in vitro
odcitos sdo necessdrios e existem limitagdes para obtencdo de ovarios de abatedouros de
animais (ALEJANDRO et al., 2016). Além do fato que nem todos os oocitos possuem a

qualidade necessaria para estudos de desenvolvimento in vitro (4)

Dessa forma, meios computacionais podem promover e facilitar estudos com tais células
reprodutivas. No campo de atuacdo da bioinformatica, ocorre a integracdo de diversas
disciplinas com o proposito de analisar e interpretar dados biologicos. Estes, por sua vez,
aplicam algoritmos provenientes de varias areas da computacdo, como inteligéncia artificial,
modelagem e simula¢do, no intuito de realizar andlises que resultem em informagdes
relevantes na area biologica (DALL-ALBA; NOTARI; SILVA, 2020). Para tanto o presente
trabalho tem como objetivo verificar in silico a capacidade da melitina interagir com as ZPs,

bem como suas caracteristicas fisico-quimicas.

2 METODOLOGIA

2.1 Preparacao da melitina para analise in silico

Primeiramente, foi feita uma busca no Genbank da National Library of Medicine
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) e uma procura da sequéncia fasta da melitina, com obtencao
da sequéncia ocorreu a tradugdo através do blastx (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
para obtencao da sequéncia de aminoacidos.O software ChemSketch foi utilizado para obter o
codigo smiles da molécula do peptideo que serd utilizado nas anélises posteriores. Com a
sequéncia de aminoacidos obtida utilizamos a mesma na plataforma I-TASSER
(https://zhanggroup.org/I-TASSER) para obtencdo de informagdes de ligantes, funcdes

biologicas e estrutura molecular para realizagcdo de comparagdao de dados e de estruturas

obtidas com aqueles presentes na Protein Data Bank - PDB (https://www.rcsb.org) esta ultima

que também forneceu dados da sequéncia nucleotidica da proteina 3D4G.

2.2 Predicao in silico das caracteristicas fisico-quimicas da melitina
O servidor web Pep-Calc (https://pepcalc.com) foi utilizado para obtencdo das caracteristicas

fisico-quimicas como peso molecular, ponto isoelétrico, coeficiente de extingao, carga liquida


https://www.rcsb.org

em pH 7 e solubilidade. Ja a predicdo de Absor¢do, Distribui¢do, Metabolismo, Excregdo e
Toxicidade (ADME/tox) ocorreu através do servidor web pkCSM
(https://biosig.lab.uqg.edu.au/pkcsm) fornecendo também dados sobre permeabilidade em
Caco2, permeabilidade na pele, substrato de CYP3A4, depuracao total, hepatotoxicidade,
toxicidade em 7. Pyriformis, Inibidor da glicoproteina P, toxicidade dgua/cronica oral em ratos,
dose méxima tolerada em humanos e permeabilidade na barreira hematoencefalica. Foi
utilizado o hormoénio foliculo-estimulante (FSH) e o antimicrobiano ionomicina como
controle, através do  codigo smiles obtidos na  plataforma  pubchem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov), de codigo 62819 e 6912226, respectivamente. Ambos
utilizados, tanto para Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade

(ADME/tox) em pkCSM quanto para as avaliagdes listadas no topico 2.3.

2.3 Avaliacio da ecotoxicidade do peptideo no ambiente

Utilizamos o software VEGA-HUB (versao 1.2.3) para realizar predigdes in silico
relacionadas aos potenciais impactos ambientais. O software conduziu calculos para
determinar os parametros de persisténcia no solo e na agua, e avaliou a toxicidade cronica em
organismos da fauna e flora marinha. Podendo citar, por exemplo, efeitos de irritacdo na pele,
irritagdo nos olhos, aberragdes cromossomicas, efeitos em receptores de estrogénio, receptores
androgénicos, disruptor enddcrino e atividades em organismos marinhos como Daphnia

Magna, peixes, algas e ligacdes com proteinas plasmaticas.

2.4 Analise de ramachandran

Para avaliar estereoquimica de uma estrutura de proteina ao analisar a geometria de cada
residuo individualmente, assim como a geometria global da estrutura como um todo,
buscando visualizar pontos maledveis na conformagdo dos residuos de aminoacidos das
cadeias do peptideo melitina e da proteina alvo, utilizou-se a plotagem Ramachandran da
plataforma UCLA-DOE LAB — SAVES v6.0 (https://saves.mbi.ucla.edu) da Universidade da
Califérnia, Los Angeles, que expde através de um grafico as regides com conformagdes

permitidas ou proibidas.

2.5 Docking molecular com cluspro 2.0
Foi utilizada a base de dados PDB (https://www.rcsb.org) para obten¢ao da glicoproteina ZP3
de codigo 3D4G, sequéncia fasta desta que serviu para modelagem e como alvo para

avalia¢do de interacdes com o peptideo melitina.. Na realizacdo do procedimento do docking



molecular serd utilizado o web server ClusPro (https://cluspro.bu.edu) onde se realizara o
“docking cego” ou seja, sem a indicacdo de sitios de ligagdo. Sera avaliado os 10 melhores
sistemas conformacionais de acordo com o software, buscando aqueles com resultados
energéticos mais baixos nas ligagdes e comparar cada um utilizando a visualizagdo 3D no
pymol para assim obter o sistema que mais se aproxima da realidade. Para analise de ligacdes
entre ~os  aminoacidos  foi  utilizado o banco de dados PDBsum
(https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/) que apds o envio dos modelos de

docking indicou as interagdes entre os residuos.

3 RESULTADOS

3.1 Avaliacao fisico-quimica

Conforme aplicagdo do codigo de aminoéacidos da melitina utilizado no modelo para avaliagdo
de propriedades, observa-se na tabela 1 destacando a baixa solubilidade em dgua do peptideo.
O peso molecular de 2904.5 g/m condiz com a maior quantidade de residuos (27). Ademais,
distingdes como do ponto isoelétrico da melitina em pH 12.18, carga em pH 7 em 5 da
melitina indicam parametros elétricos que devem ser considerados em ensaios in vitro. Em
relacdo ao coeficiente de extingdo 5690 M-1cm-1 indicando maior capacidade de absor¢ao de
luz caso estejam em concentragdes no caminho optico iguais. Na modelagem da melitina pelo
I-tasser, o software indicou possiveis ligantes e funcdes bioldgicas, entre elas ligagdes com
acidos nucléicos, como ligante de ions-metalicos (como célcio, magnésio e zinco) e atividade

catalitica.

3.2 Avaliacao ADME/tox

Avaliou-se a absor¢do considerando como pardmetro inicial a permeabilidade Caco2, foi
observado na tabela 2 que a melitina e a ionomicina sdo pouco absorvidas, se comparadas ao
FSH. Uma baixa absor¢cdo cutanea foi visualizada do peptideo e grupos controles. Na
absor¢ao intestinal, segundo as predigdes em porcentagem, tanto a melitina quanto o FSH nao
sdo absorvidos, em contrapartida a ionomicina ¢ absorvida com valor acima de 46%. A
melitina pode ser carreada pelo substrato de P-glicoproteina. Destaca-se também o fato de que
a melitina e o FSH nao sdo um inibidores das Glicoproteinas I e II. Em relagdo a distribuigao,
a melitina € menos permeavel que os controles na barreira hematoencefalica (BHE) e no
sistema nervoso central (SNC). No que diz respeito a metabolizagdo, foi previsto que ndo

ocorre inibicdo do citocromo P450. Além disso, nem o peptideo nem os controles sdo



metabolizados pela isoforma CYP2D6, apenas melitina e ionomicina pela CYP3A4. A
toxicidade foi avaliada inicialmente, pela toxicidade oral aguda em ratos (LD50) onde
indicou-se que uma quantidade maior do peptideo (2.482 mol/kg) se comparado a ionomicina.
Também em comparagdo a este, observou-se uma maior quantidade de mg/kg (13.049) em
relacdo aos 1.886 mg/kg da ionomicina que oferece toxicidade cronica em ratos. A
sensibilidade cutanea ndo foi observada, todavia hepatotoxicidade foi identificada na melitina
e em ambos controles. Por fim, identificou-se toxicidade de todos os peptideos testados no
protozodrio T.pyriformis inibindo seu crescimento, mas auséncia da toxicidade da melitina e

do FSH em peixes Fathead minnow.

3.3 Avaliacao ecotox

De acordo com as avaliagdes do modelo presentes na tabela 3, a melitina ndo possui
toxicidade no desenvolvimento reprodutivo, semelhante a ionomicina. Ademais, nem o
peptideo nem os controles tiveram efeitos responsivos ao receptores mediadores de estrogénio
e androgénio, e nem afinidade ao primeiro citado. Na avaliagao, todos obtiveram classificagao
IIT na escala Cramer, servindo de parametro para verificacdes extras de toxicidade, que
ocorreram com avaliacdes de toxicidade aguda e cronica em organismos marinhos e terrestres.
Primeiramente avaliou-se EC50 em Daphnia magna, onde foi previsto que doses de 0.2182
mg/l, seriam possiveis letais a 50% de uma populacao, em contrapartida a niveis de toxicidade
cronica 4.93 mg/l, ambos valores nesta espécie ficaram medianos se comparados aos
controles. Tratando de toxicidade em algas e peixes, foi observado que em sua maioria
concentragdes mais altas de melitina para promocdo de efeitos agudos e crénicos se
comparados aos grupos controle. O mesmo se deu para minhocas, modelo animal utilizado
para avaliacdo terrestre. Por fim, em avaliacdo ambiental o modelo indicou dificuldade na

biodegradacao, servindo de alerta ao descarte inapropriado.

3.4 Modelagem de peptideo e proteinas

A principio, a plataforma PDB seria a fonte para os modelos do peptideo e proteinas, contudo
ao encontrar ndo conformidades estruturais, decidiu-se realizar modelagem através do
I[-Tasser, para comparar com as estruturas obtidas do PDB a fim de garantir maior qualidade
na docagem. Na figura 2 foi utilizado o software pymol (versdo 2.5.8) realizou alinhamento
de ambas para verificar semelhangas foi comparado as estruturas da proteina 3D4G e foram
identificadas divergéncias, com um valor RMSD igual a 0.756 (2659 atoms) uma vez que

valores aproximados a 0 sugerem igualdade estrutural.



3.5 Analise de ramachandran

Na plotagem de Ramachandran que pode ser visualizada na figura 2, verificamos a
flexibilidade estrutural do peptideo e proteinas utilizadas buscando verificar as possibilidades
de interacdes. Nas regides vermelhas temos as areas com aminoacidos mais favoraveis, em
amarelo as mais permissivas, em bege as permissivas e as regides brancas indicam areas
ndo-maledveis. Obteve-se na melitina um resultado 95.45% somando regides favoraveis
(72,7%) com as regides permitidas e a proteina 3D4G, de 96,9% somando suas regides

favoraveis (80,5%) com as permitidas (16.4%).

3.6 Docking molecular e ligacao de aminoacidos

Os dockings foram realizadas no ClusPro 2.0 indicaram sobreposi¢des dos aminoacidos da
melitina com os da proteina 3D4G, foram selecionados dois modelos para obtengdo de
imagens conforme a figura 3 e os dados daqueles com menor energia foram coletados, onde
obteve-se um valor de energia de -906.3 para o modelo 0 e -866.8 para o modelo 1. As
verificacdes de ligagdes de aminoacidos foram realizadas e podem ser vistas na figura 4.
Observou-se no modelo 0 a interacdo de 22 aminoacidos da proteina alvo com 15 do ligante,
resultando num total de 4 pontes salinas, 6 ligacdes de hidrogénio e 124 contatos nao ligados.
J4 no modelo 1 ocorreu a interagao entre 21 residuos de aminoacidos da proteina alvo com 14
aminoacidos do ligante, o que proporcionou 2 pontes salinas, 8 ligacdes de hidrogénio e 113

contatos nao ligados.

4 TABELAS E FIGURAS

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas da melitina

Propriedades fisico-quimicas Melitina
Numero de residuos 27
Peso molecular 2904.5 g/mol
Ponto isoelétrico pH 12.18
Carga em pH 7 5
Solubilidade em agua Baixa solubilidade
Coeficiente de extingao 5690 M-1cm-1

Legenda: Caracteristicas fisico-quimicas obtidas no software Pep-cal.



Tabela 2: ADMETOX da melitina e controles

Melitina FSH Ionomicina ValorAe S (.16
referéncia
Permeabilidade Caco2 (cm/s) -2.908 0.934 -3.951 >0.90 cm/s
Absor¢io intestinal em humanos (%) 0 0 46.634 >30%
Permeabilidade cutanea (kp) -2.735kp -2.735kp -2.735 <-2.5kp
Substrato em glicoproteina-P Sim Sim Sim -
Inibidor de glicoproteina-P I Nao Nao Nao -
Inibidor de glicoproteina-P II Nao Nao Sim -
Permeabilidade BBB (log BB) -11.801 -1.154 -1.877 >03
Permeabilidade CNS (log PS) -12.832 -5.243 -3.263 >-2
Substrato CYP2D6 Nao Nao Nao -
Substrato CYP3A4 Sim Nao Sim -
Inibidor CYP1A2 Nao Nao Nao -
Toxicidade Aguda Oral em Ratos (LD50) (mol/kg) 2.482 2.516 2.232 -
Toxicidade Cré(lrlrilf;/lk(;rj)l vs;gils)atos (LOAEL) 13.049 3.987 1.886 )
Hepatotoxicidade Sim Sim Sim -
Sensibilidade cutanea Nao Nao Nao -
Toxicidade em T. Pyriformis (ug/L) 0.285 0.285 0.285 >-0.5
Toxicidade em Fathead minnow (mM) 41.673 11.371 -0.697 <-0.3

Legenda: ADME/tox diz respeito a absorcdo, distribuicao, metabolismo, excre¢do e toxicidade.

Tabela 3: Toxicidade/ecotoxicidade da Melitina e controles

Melitina FSH Ionomicina
Biblioteca de toxicidade de desenvolvimento/reprodutiva Nao toxico Nao Toxico Nao Toéxico
Efeito mediado pelo receptor de estrogénio Nao-ativo Nao-ativo Nao-ativo
Modo de afinidade de llgagflo.relatlva ao receptor de Inativo Ativo Inativo
estrogenio
Efeito mediado pelo receptor de andrégeno Nao-ativo Nao-ativo Nao-ativo
Classificagdo de Cramer Alto (Classe III) | Alto (Classe I1I) | Alto (Classe I1I)
Modelo de toxicidade aguda de Daphnia Magna
(EC50)[mg/l] 0.2182 1.97 0.003
Modelo de toxicidade aguda de algas (EC50)[mg/1] 152.69 16.96 4.61
Modelo de toxicidade cronica de Daphnia Magna
(NOEC)[mg/l] 4.93 1.44 12.44
Modelo de toxicidade cronica de algas (NOEC) [mg/1] 7.57 2.23 2.05
Toxicidade em minhocas (mg/kg) 234.12 4.696 11.848
. o Nao facilmente | Nao facilmente | Nao facilmente
Modo de biodegradabilidade pronto biodegradavel | biodegradavel | biodegradavel

Legenda: A tabela 3 reune dados obtidos do software Vega-Hub (1.2.3) considerando valores de

toxicidade/ecotoxicidade em modelos animais ¢ efeitos em receptores reprodutivos e estrogenos/androgenos.
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Figura 1 — Estrutura da proteina 3D4G

Legenda: Em verde observamos a 3D4G modelada por I-tasser e em azul a extraida da plataforma PDB. Em A

observamos um comparativo estrutural e em B o alinhamento realizado pelo software Pymol.

Figura 2 — Comparativos plotagem Ramachandran
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Legenda: Em A observamos a analise de Ramachandran da melitina e em B a analise da proteina 3D4G.

Figura 3 — Docking realizado no ClusPro 2.0

Legenda: Em A observamos o modelo 0 da docagem. Em B observamos o modelo 1 da docagem.

Figura 4 — Ligacao de aminodacidos entre proteina alvo e o peptideo
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Legenda: Chain A sdo os aminoacidos da proteina alvo, enquanto chain B trata-se dos aminoacidos do ligante.
Na figura A temos o modelo 0 e em B 0o modelo 1 da docagem.

5 DISCUSSAO

A FIV pode ser emocionalmente desafiadora para as mulheres devido as dificuldades e
tensdes associadas aos fracassos do procedimento, gerando sentimentos de tristeza e medo de
novos insucessos. Além disso, a dor fisica das inje¢cGes durante a etapa do desenvolvimento
folicular também contribui para o desgaste emocional ( MAKUCH; FILETTO, 2010). Diante
disso, pode-se inferir que estudos que buscam avaliar efeitos de substancias, moléculas e
peptideos em células germinativas buscando de alguma forma contribuir com as pesquisas

reprodutivas que visam melhorar suas taxas de sucesso se fazem relevantes.

De acordo com (RADY, I. et al., 2017) a melitina ¢ um composto peptidico que solubiliza-se
em agua, apresentando um peso molecular de 2840 g/mol, o que possui semelhanga com os
resultados obtidos dos modelos utilizados que sugerem pouca solubilidade em agua e um peso
de 2904.5 g/mol. O ponto isoelétrico (pl ou IEP) representa um parametro fisico-quimico
significativo em uma variedade de substancias, como peptideos e proteinas, sendo util na
estimativa da carga superficial dessas moléculas em diferentes faixas de pH (Kozlowski,
2021). MAITIP et al., (2021) obteve em seus ensaios valores de ponto isoelétrico de 11,10 a
12,02, valores aproximados dos 12.18 que foram obtidos neste estudo. Em relacdo a carga em

pH 7, MIHAJLOVIC; LAZARIDIS, 2012) também obteve valores iguais de 5.
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A possibilidade da melitina ser um ligante de calcio conforme as demonstra¢des do i-tasser
permitiram inferir possibilidades da mesma poder desempenhar fungdes semelhantes ao
controle utilizado, ionomicina que de acordo com (VASILEV et al., 2012) ¢ um agente
iondforo capaz de aumentar o calcio intracelular podendo propiciando em odcitos a ativagao
oocitaria. Observar interagdes com calcio ¢ interessante uma vez que, de acordo com
(WHITAKER, 2006) ao adentrar no odcito, o espermatozoide desencadeia ondas de célcio,
que em mamiferos percorrem toda a extensao do 6évulo, que ¢ algo caracteristico da interagao

desses gametas em diferentes espécies.

Conforme a tabela 2 buscando avaliar os parametros de ADME/tox primeiramente avaliou-se
absorcdo. Com interesse de imitar as cé€lulas intestinais, utiliza-se em pesquisa a linhagem
caco2 de de adenocarcinoma do colon que possuem caracteristicas e funcionalidades
semelhantes a enterocitos (FERRARETTO et al, 2018) servindo como modelos para
avaliagdo de absorvigdao onde nos modelos utilizados observou-se valores de -2.908 dados que
condizem com o resultado de 0% de absor¢do intestinal também demonstrados pelo modelo.
Avaliou-se a permeabilidade cutanea, uma via transdérmica ¢ um meio com muitas vantagens
a outros métodos de administragdo de farmacos (PRAUSNITZ; LANGER, 2008) e nesse
parametro a melitina apresentou valores idénticos aos controles de-2.735 kp indicando baixa
permeabilidade, o que condiz com o resultados que indicaram auséncia de sensibilidade
cutanea. Seguindo as avaliacdes de absorcao, obteve-se que a melitina ¢ substrato da
glicoproteina-P e ndo se demonstrou inibidora desta, que de acordo com (ELMELIEGY et al.,
2020) ¢ também chamada de proteina 1 de resisténcia a multiplas drogas (MDRI1) que
desempenha um papel crucial no transporte de efluxo em células por estar envolvida na

absorc¢ao de diferentes compostos por diversas células.

A Barreira Hematoencefalica (BHE) ¢ essencial para preservar o ambiente cerebral,
impedindo a entrada de solutos prejudiciais no microambiente do cérebro e atua na
manutengdo da regido extracelular do ambiente do SNC (CHOWDHURY et al., 2021) Em
relacdo a distribui¢do, os resultados indicaram uma baixa permeabilidade na barreira
hematoencefalica e inaptiddo de penetragdo no sistema nervoso central, de todos os testados,

principalmente da melitina que obteve valores maiores que ambos os controles.

O cytochrome P450 (CYPs) diz respeito as principais enzimas do metabolismo de

medicamentos humanos, desempenham um papel crucial na saude geral, representando cerca
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de 75% do processamento de medicamentos. Com pelo menos 57 CYPs codificados no
genoma humano, essas enzimas sdo fundamentais para o metabolismo de produtos
farmaceéuticos, destacando sua importancia na manutencao da satde humana (ZHAO, M. et
al., 2021). Nas analises obtidas identificou-se, que nem a melitina e os controles sao
substratos da isoforma CYP2D6, ou inibidoras de CYP1A2, contudo a melitina ¢ ionomicina

sdo substratos de CYP3A4.

A escala de Cramer ¢ amplamente utilizada na classificagdo e classificacdo de substancias
com base na toxicidade oral esperada, para substincias de alta classe III, cujas estruturas
quimicas ndo indicam seguranga inicial ou podem sugerir toxicidade significativa, ou
possuem grupos funcionais reativos (LAPENNA; WORTH, 2011) Nas analises obtivemos
que todos os testados sao classe III. O ensaio de hepatotoxicidade indicou que a melitina pode
ser prejudicial ao figado, porém na literatura existem estudos que indicam seu potencial como
agente redutor de insuficiéncia hepatica induzida por medicamentos como o ensaios feitos por

NAJI et al., (2021).

Conforme um nuimero crescente de produtos quimicos antropogénicos ¢ liberado no meio
ambiente, ameagando a funcionalidade dos ecossistemas, a relevancia do campo cientifico da
ecotoxicologia segue aumentando (WERNER, 2018). Estd que se trata de uma area que
verifica em nivel populacional como produtos quimicos podem afetar organismos
(DUPERRON et al., 2020). Os ensaios de ecotoxicidade indicaram uma quantidade maior de
melitina que os controles tanto para efeitos agudos e cronicos em ratos, algas e minhocas.
Além disso, ndo foi identificado toxicidade em peixes Fathead minnow mesmo com 0S
modelos indicando que a melitina nao seja facilmente biodegradavel (KWON et al., 2015)
verificou in vivo a toxicidade de um composto de veneno de abelha rico em melitina em ratos
Sprague-Dawley e com doses de 1 mL e ndo observou mortes. Diante dessas informagdes,
podemos inferir que possivelmente a mesma ofereca menos impactos ambientais que os

controles utilizados.

O grafico Ramachandran destaca-se como uma das teorias mais robustas na investigacao da
estrutura das proteinas por possuir divergéncia baixa entre simulagdes e experimentos, sendo
fundamentado na estabilidade da ligagao peptidica N-C, o conceito concentra-se nos angulos
de tor¢do ¢ e ¥ e sua interpretagdo trazendo reflexdes sobre a estrutura das proteinas (TAM;

SINHA; WANG, S. M., 2020). Na plotagem de ramachandran, uma vez que valores
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desejaveis fossem acima de 90% de regides favoravelmente flexiveis, obteve-se resultados um
da melitina de 95.45% s e a proteina 3D4G, de 96,9% em ensaios futuros o impacto desses

fatores na docagem podera ser melhor avaliado.

Os resultados do docking indicaram sobreposi¢cdes dos aminoacidos em ambas as plataformas
utilizadas. No ClusPro, o servidor realiza bilhdes de conformacdes para determinar a
interacao rigida entre as partes do sistema, agrupamento com base no desvio quadratico médio
(RMSD), que agrupa as 1000 estruturas de energia mais baixas com base na similaridade de
suas conformacdes, encontrando aquelas que representam os modelos mais provaveis do
complexo e refinamento das estruturas selecionadas por minimizacdo de energia, onde
obtém-se os modelos mais precisos e realistas do sistema em estudo (KOZAKOV et al.,

2017).

Com a visualizacao das ligacdes entre residuos de aminoacidos foi visto a presenga de pontes
salinas e de ligagcdes de hidrogénio. Esse tipo de ligacdo e de ponte desempenham um papel
central na ligagdo as proteinas, especialmente na determinagdo da especificidade dessas
ligacdes (XU; TSAI; NUSSINOV, 1997). As ligacdes de hidrogénio combinadas com
interagdo ndo covalente juntamente com uma atracdo eletrostatica entre grupos quimicos ou
atomos com carga oposta se tratam das pontes salinas e sdo encontradas em interagdes de
residuos Lys ou Arg e Asp ou Glu sendo participantes em proteinas em suas interagoes,
dobramento, reconhecimento, rigidez conformacional e na estabilidade (SPASSOV;
ATANASOVA; DOYTCHINOVA, 2023). Nas analises foram identificadas pontes salinas em
ambos os modelos de docking entre aminoacidos citados na literatura o que nos permite

inferir uma possivel estabilidade entre as proteinas e o ligante.

6 CONCLUSAO

Diante dos dados obtidos através dos ensaios in silico podemos considerar que a melitina
pode possuir um potencial de ligagdo com a proteina de zona pelicida 3D4G, imaginamos que
essa ligacdo pode promover liberacdo de calcio mas para confirmar isso necessita-se de
realizagdo de ensaios de dindmica molecular para verificagdo da for¢a de ligacdo além de
ensaios in vitro para analise de como esse peptideo e a proteina interagem entre si € quais os

resultados de tais interagdes com um contato fisico real.
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ABREVIACOES
ADME/tox  Absorcao, distribui¢cdo, metabolismo, excregao e toxicidade

GPZ/ZPs Glicoproteinas de zona pelucida

FSH Hormonio Foliculo Estimulante

TRA’s Técnicas de reprodugdo assistida

FIV Fertilizagao in vitro

[0) Angulo de tor¢do phi

¥ Angulo de torgdo psi

NOEC Nivel sem Efeito Observado

EC50 Concentragao Efetiva de Meio
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