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Resumo

Obijetivo: Analisar in silico a interacdo entre a pilocarpina e a principal proteina de pico, spike,
envolvida no processo patologico do coronavirus. Método: Foi realizado docagem molecular
entre pilocarpina e a estrutura 3D da proteina de superficie do SARS-Cov-2, obtidas no Protein
Data Back (PDB) com o codigo PDB ID: 6VXX. Para o procedimento de encaixe foi
empregado o pacote AutoDock Tools versdo 1.5.6. 60, em que o receptor foi considerado rigido
e o ligante flexivel. Resultados e discussdes: O processo infeccioso do virus depende
inicialmente da ligacdo entre a célula do hospedeiro e o virus, sendo esta funcdo decorrente da
proteina spike, localizada em sua superficie, permitindo a penetracdo na célula. Dessa forma,
apos a docagem molecular foi obtido parametros de afinidade molecular ideais a partir da
interacdo entre o ligante de pilocarpina com a proteina 6V XX, com interacdo dos aminoacidos
Ala520 e Ser982 do sitio ativo via ponte de hidrogénio. Concluséo: A pilocarpina apresentou
importante afinidade com a proteina 6V XX, sendo um mecanismo essencial as infeccoes,
podendo ser um alvo terapéutico importante e que vale a investigagdo in vivo para possivel
aplicabilidade ao combate do SARS-Cov-2.

Palavras-chave: Pilocarpina; Doking Molecular; Covid-19.
Area Tematica: Inovacdes e Tecnologias no enfrentamento 8 COVID-19
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O virus Sars-CoV-2, conhecido como covid-19, é caracterizada por um quadro de
sindrome aguda gripal (SARS) que surgiu em dezembro de 2019, em Wuhan na china, e
desencadeou uma emergéncia na salde publica mundial. Assim, em marco de 2020, a
Organizagdo Mundial da satde (OMS), declarou o estado de pandemia, caracterizando a
disseminacdo global da enfermidade. Tal virus possui uma alta taxa de transmissibilidade e
letalidade, sua transmiss@o ocorre por meio de goticulas salivares e superficies contaminadas
por individuos infectados e até o dia 08 de marco de 2021, segundo o painel do Coronavirus da
Organizagdo Mundial da Saude (https://covid19.who.int/),no momento da redagdo deste artigo,
havia um total de 173.271.769 casos confirmados e 3.733.980 6bitos, decorrentes do COVID-
19. (WHO, 2021)

O coronavirus € um virus envelopado e esférico, obrigatoriamente intracelular, ou seja,
necessita de células metabdlicas ativas para se replicar, possuindo RNA de fita simples, sendo
da familia coronaviridae. Seu processo de invasao ao organismo decorre de algumas proteinas
caracteristicas de sua estrutura, entre elas se destaca a glicoproteina Spike (S) e M-pro, além de
se destacar uma proteina do hospedeiro, a ECA (enzima conversora de angiotensina). A
glicoproteina Spike e N, estdo localizada na superficie do virus, sendo utilizadas para liga-se ao
receptor da célula, mediar sua entrada e neutralizar os anticorpos, sendo subdividida em duas
unidades: S1 e S2, encarregados pela adsorcédo e fusdo do virus a membrana, respectivamente.
Tal proteina possui tropismo pela célula ECA (enzima conversora de angiotensina) que se
localiza, principalmente, no pulmao. J& a glicoproteina M-pro é responsavel pelo ciclo de

reproducéo viral, por meio da traducdo do RNA. (Velavan e Meyer, 2020)

Diversos estudos buscam intervir no processo patolégico da doenca, com a elaboracéo
de farmacos que ajam nas vias bioquimicas e de moléculas alvo. Dentre os farmacos, uma classe
que vem expandindo sdo aqueles sintetizados por meio de plantas e vegetais, chamados de
medicamentos fitoterdpicos, sendo utilizada para efeitos profilaticos, curativos e paliativos,
além de possuir baixo custo e poucos efeitos adversos, sendo um medicamento seguro. Dessa
forma, os medicamentos fitoterapicos, que possuem grande diversidade no territorio brasileiro,

podem ser uma alternativa de tratamento. (Braga e Silva,2021)

A jaborandi, pilocarpus jaborandi, rica na regido do maranhdo é uma arvore que se
destaca na farmacologia filantrépica, com uso intensivo pelas industrias farmacéuticas,

possuindo suas propriedades medicamentosas por meio de trés compostos, entre eles a
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pilocarpina. Este alcaloide imidazdlico, extraido da falha da jaborandi, € um agente agonista

colinérgico, que age especialmente nos receptores muscarinicos, ativando o sistema
parassimpatico. Na clinica, sua maior indicacdo consiste no tratamento de doencas oculares,
como glaucoma e disfuncéo salivar, xerostomia. (Rocha, Andrade, VVéras et.al, 2017)

Dada a emergéncia a qual nos encontramos, no cenario pandémico, ocorre uma corrida
contra o tempo para o planejamento de farmacos efetivos contra o covid-19, além do processo
de vacinacdo, que no brasil se vagaroso. Dessa forma, enfatiza a necessidade de estratégias
terapéuticas para minimizar o dano que estd sendo causado por tal virus. Sendo assim, a
docagem molecular, é uma ferramenta que consiste em prever interacBes entre ligantes e
receptores, com o intuito de tracar uma correlacdo de boa interacdo e elevada atividade
bioldgica entre as moléculas, em que os resultados possuem extrema validade em testes in vivo.
Dessa forma, uma vez que ocorre ligagdes efetivas sobre a molécula alvo, pode-se identificar
moléculas terapéuticas para uma patologia, assim, essa ferramenta pode avaliar as propriedades
farmacocinéticas, além de possuir manejo rapido. (Franco, Peral e Garcia, 2020)

Dessa forma, devido a ineficacia de medicamentos e tratamentos disponiveis para o
Sars-Cov-2, este estudo busca investigar in silico, por meio da docagem molecular, a interacdo

entre a pilocarpina e a proteina Spike, relacionada a invasdo do virus a célula hospedeira.

2 METODO

Para a realizacdo desse estudo experimental do processo de docagem molecular,
realizada no Nucleo de Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia (BIOTEC) na
Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPAR), durante o primeiro semestre de 2021,
foram obtidos por meio do Protein Data Back (PDB) estruturas 3D da proteina de pico do
coronavirus (SARS-Cov-2), com o codigo PDB ID: 6V XX. Para iniciar o procedimento de
encaixe foi utilizado o pacote AutoDock Tools (ADT) versdo 1.5.6. 60, onde o receptor foi
considerado rigido e o ligante foi considerado flexivel. Os centros da grade de afinidade foram
definidos. O algoritmo genético lamarckiano de busca global (LGA) e os métodos de busca

local (LS) pseudo-Solis e Wets foram aplicados na busca do docking.

O ligante foi submetido a 100 execucBes independentes de simulag¢bes de encaixe.
Outros parametros de encaixe foram definidos como os valores padrdo. As conformacgdes
encaixadas resultantes foram agrupadas em familias de acordo com o RMSD. Para uma analise

mais detalhada, as coordenadas dos complexos selecionados foram escolhidas pelo critério de
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menor conformacao docking do cluster com menor energia em combinagdo com uma inspegéo

visual.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s o contato com o patdgeno através da via area superior, que ocorre devido a
contaminacdo por goticulas salivares e superficie contaminada, o virus se adere a mucosa
epitelial, por meio da proteina viral de superficie, spike e N ao receptor tecidual, conhecida
como enzima conversora de angiotensina (ECA-2), localizada no trato respiratorio inferior,
mediando sua entrada na célula alvo e ocorrendo a replicacdo viral, por meio da protease M-
pro. Assim, 0 processo patoldgico se inicia por meio da acoplagem da estrutura de pico

(proteina spike) do coronavirus a célula hospedeira, resultando nas repercussdes no organismo.

Tento a pilocarpina como uma substancia fitoterapica e possivel efeito na fisiopatologia
do coronavirus foi medido a forca de interacdo entre os ligantes, por meio da docagem
molecular, em que foram pesquisados a interacdo com a proteina Spike, a 6V XX, cuja 0s

resultados estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1. Pardmetros de afinidade molecular da pilocarpina com a proteina 6V XX.

Complex AGpind® Ki®  Amino acids that Amino acids that perform
(Ligand- interact through hydrophobic interaction ©
Protein) gkcal.mol‘ hydrogen bonds®
)
PILO- -5.27 138.21  Asp364, Ser373  Phe374, Asn343, Phe342, Phe338,
6V XX UM and Ser371 Gly339, Val367 and Leu368
(1° active
site)
PILO- -7.15 5.75 Ala520 and Gly545, Asn544, Leu390, Cys391,
BV XX UM Ser982 Phe565, Thr393, Phe392, Ala522,
_ Glu516, Leu518, Leu517, His519,
(2° active Arg983 and Asp979

site)
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PILO- -4.94 238.58 Asp994 Gly971, Arg995, Tyr756, Gly999,
6V XX MM Thr998 and Phe970
(3° active
site)

Fonte: Autoria propria

Os Parametros de afinidade molecular ideais foram obtidos a partir da interacdo entre o
ligante de pilocarpina com a proteina 6V XX, no segundo sitio ativo. A afinidade foi observada
com energia de ligacdo igual a -7,15 kcal.mol-1 e uma constante de inibicdo de 5,75 UM (Tabela
1; Figura 1). Nos ligantes foi possivel observar a interacdo com os aminoacidos Ala520 e

Ser982 do sitio ativo via ponte de hidrogénio.

Figura 1 - Docking molecular 3D do complexo proteina-ligante com a proteina 6V XX, no
segundo sitio ativo, e o ligante pilocarpina ilustrando o sitio de ligacdo ativo (A) com as

respectivas interagdes de ponte de hidrogénio (B e C).
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Fonte: Autoria prépria

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos na docagem molecular da pilocarpina com proteina Spike,
associada a fisiopatologia do coronavirus, permitiu a analise de afinidades moleculares, o qual
foi obtido uma interacdo ideal entre o ligante de pilocarpina com a proteina 6V XX, localizada
na superficie do virus, responsavel pelo acoplamento do virus a célula hospedeira, e

consequentemente processo infeccioso.

Dessa forma, a busca e urgéncia por um tratamento eficaz que diminua a mortalidade
do virus e repercussdes sociais e econémicas, traz a importancia desse estudo in silicio, o qual
pode indicar um possivel alvo farmacoldgico associado a pilocarpina. Assim, deve ser

complementado em experimentos in vivo, visando analisar as repercussoes clinicas.
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