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Resumo
Objetivo: investigar in silico a reatividade e interacdo da epiisopiloturina com as
ciclooxigenases, que possuem funcdo patogénica na infeccdo por SARS-CoV-2. Método: Na
docagem molecular, a estrutura 3D das enzimas da ciclooxigenase foram obtidas do Protein
Data Bank (PDB) com o codigo PDB ID: 6Y3C (COX-1) e 3NT1 (COX-2). Para uma analise
mais detalhada, as coordenadas dos complexos selecionados foram escolhidas pelo critério de
menor conformacdo do cluster na docagem com menor energia em combinagcdo com uma
inspecdo visual. Resultados: Parametros 6timos de afinidade molecular foram obtidos a partir
da interacdo entre o ligante EPI com a proteina 3NT1, no primeiro sitio ativo. A afinidade foi
observada com energia de ligacéo igual a -8.12 kcal.mol, e uma constante de inibicdo de 1.12
uM (Tabela 1; Figura 1). Nos ligantes foi possivel observar a interacdo com os aminoacidos
G1n370, Ser121, 11e124, G1n372 e Lys532 do sitio ativo via ponte de hidrogénio. Conclusdes:
a epiisopiloturina apresentou boa afinidade pela proteina 3NT1, no primeiro sitio ativo, sendo
caracteristica importante no processo de infec¢do pelo novo coronavirus. Assim, podendo a EPI

ser um agente efetivo contra a infeccéo pelo SARS-CoV-2.

Palavras-chave: Novo coronavirus; Docagem molecular; Epiisopiloturina; Ciclooxigenase.
Area Tematica: InovagBes e Tecnologias no Enfrentamento 8 COVID-19
Modalidade: Trabalho completo



CONAIS

doit¥ .com.br/conais2021
1 INTRODUCAO

A pandemia do coronavirus 2 (SARS-CoV-2) comecou em dezembro de 2019, na
cidade de Wuhan — China. Em janeiro de 2020 a Organizacdao Mundial da Saude (OMS),
declarou o novo coronavirus como emergéncia de salde publica de interesse
internacional. Assim, cientistas e profissionais da salde ao redor do mundo tém
compartilhado seus estudos para identificar o mecanismo patogénico deste virus. Os
estudos indicaram que SARS-CoV-2 é um coronavirus, RNA virus, com
aproximadamente 29.000 pares de bases de nucleotideos (ZAZA G, 2020).

O virus foi identificado a primeira vez em pacientes com pneumonia. Sua
apresentacao clinica, chamada de COVID-19, parece variar de uma doenca respiratoria
leve ou assintomatica a grave e fatal, mas sua exata apresentacao continua desconhecida.
(NEHER RA, 2020). Em geral, o quadro clinico da manifestacdo inclui fadiga, tosse
seca e febre. Pacientes de curso leve, podem apresentar fadiga e febre baixa. Dispneia u
hipoxemia ocorre em curso grave ap6s uma semana. Casos criticos sdo rapidamente
progressivos e apresentam complicaces como a sindrome do desconforto respiratorio
agudo, choque séptico, acidose metabdlica e refrataria a disfuncdo de coagulacdo se
desenvolvendo em dias. (LIU K, 2020).

A reacdo inflamatoria é o sintoma mais obvio e a solu¢do depende da rédpida
expressdo do gene pro-inflamatorio. A ciclooxigenase (COX) é uma enzima na via
biosintética das prostaglandinas e tromboxanos a partir do acido araquiddnico. As
prostaglandinas sdo importantes para muitos processos biolégicos. Duas isoformas sédo
descritas: COX-1 e COX-2. A COX-1 é expressa em quase todos os tecidos. COX-2 ¢
expressa em resposta a estimulos inflamatdrios e outros estimulos fisioldgicos e fatores
de crescimento, sendo envolvida na producédo das prostaglandinas que medeiam a dor e

apoiam o processo inflamatério (LIU M, 2007).

A Epiisopiloturina (EPI) é um importante alcaloide imidazolico extraido das folhas da
Pilocarpus microphyllus (Rutaceae - Jaborandi), encontrado no Brasil. Sendo interessante
ressaltar que suas propriedades farmacolégicas podem reduzir a COX-2 e reverter a inflamacéo
(CL,2018).

Assim, nesse cenario de pandemia, pesquisar sobre drogas efetivas contraa COVID-19

€ um passo importante para solucionar essa situacdo caotica. Portanto, usar a docagem
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molecular para analisar a farmacocinética e investir interagdes metabolicos sdo acdes

importantes para mudar essa situacao.

2 METODO

Na docagem molecular, a estrutura 3D das possiveis enzimas da ciclooxigenase humana
foram obtidas do Protein Data Bank (PDB) (BERMAN H M, 2000) com o cédigo PDB ID:
6Y3C (COX-1) e 3NT1 (COX-2). Todos os procedimentos de encaixe utilizaram o pacote
Autodock 4.2 (GOODSELL D S, 2000), (GOODSELL D S, 2005), (MORRIS G M, 2008).
Proteinas e ligantes foram preparados para simulacdes de docagem com AutoDock Tools
(ADT) verséo 1.5.6 (SANNER M F, 1999). O receptor foi considerado rigido; cada ligante foi
considerado flexivel. As cargas parciais de Gasteiger foram calculadas ap0ds a adicéo das quedas
de hidrogénio (GASTEIGER J, 1980). Os atomos de hidrogénio apolares da proteina e do
ligante foram posteriormente fundidos. Uma caixa cubica de 60 x 60 x 60 pontos com
espacamento de 0,35 A entre os pontos da grade foram gerados para a proteina alvo. Os centros
da grade de afinidade foram definidos. O algoritmo genético lamarckiano de busca global
(LGA) (MORRIS G M, 1998) e a busca local (LS) (SOLIS F J, 1981) pseudo-solido e seus
métodos foram aplicados na busca da docagem. Cada ligante foi submetido a 100 execugdes
independentes de simulacbes de acoplamento (ROCHA J A, 2018). Outros parametros de
docagem foram definidos como padrdo. As conformagdes encaixadas foram agrupadas em
familias de acordo com o RMSD. Para uma andlise mais detalhada, as coordenadas dos
complexos selecionados foram escolhidas pelo critério de menor conformacdo do cluster na

docagem com menor energia em combina¢do com uma inspecao visual.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados relativos a docagem molecular do composto da epiisopiloturina (EPI) com
as proteinas 6Y3C e 3NT1 sdo apresentadas na tabela 1. Pardmetros 6timos de afinidade
molecular foram obtidos a partir da interacdo entre o ligante EPI com a proteina 3NT1, no
primeiro sitio ativo. A afinidade foi observada com energia de ligacéo igual a -8.12 kcal.mol ™,
e uma constante de inibicdo de 1.12 uM (Tabela 1; Figura 1). Nos ligantes foi possivel observar
a interacdo com os aminodcidos G1n370, Ser121, 11e124, G1n372 e Lys532 do sitio ativo via
ponte de hidrogénio. Além disso, a afinidade molecular da EPI com 6Y3C (Tabela 1; Figura
2), com energia de ligagdo igual a -7.48 kcal.mol™! e uma constate de inibicdo de 3.31 pM. Foi

observada interacdo com os aminoacidos Met522 e Arg120 do sitio ativo.
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Tabela 1. Pardametros de afinidade molecular da EPI com as proteinas 3NT1 e 6Y3C.

Aminoécidos que

Complexo AGbind® _ Aminoéacidos que
) ) interagem por ) ) 3
(Ligante- (kcal.m KiP _ o realizam interacéo
] ' meio de ligacdes ] o
Proteina) ol hidrofobica ¢

de hidrogénio

GIn370, Ser121, Thrl18, Tyrl22,

EPI-3NT1
-8.12 1.12uM  1lel24, GIn372 e GIn543, Phe371,
(1° active site) Lys532 Pro542 e Ser126
Asp515, GIn350,
EPI-3NT1 24.77 His351, Asp347,
-6.28 GIn192 e Asn581
(2° active site) uM Phe580, Ser579 e
Gly354
Leu384, Ser353,
Leu359, Vall16,
Tyr355, Val349,
Leu531, Ala527,
EPI-6Y3C -7.48 331 M Met522 e Arg120

Gly526, 11523,
Tyr385, Phe518,
Ser530, Phe381 e

Trp387

2 Ligacéo de forga na melhor combinagio; ® Melhor conformagcéo da constate de inibigdo;

Obtido com o programa Ligplot.

Figura 1 — Docagem molecular 3D do complexo proteina-ligante com a proteina 3NT1, no
primeiro sitio ativo, proteina e ligante EPI ilustrando o sitio de Ligacdo ativo (A) com as

respectivas interacdes de ponte de hidrogénio (B e C).
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ad Tle124(A) GIn372(A)

Figura 2 — Docagem molecular 3D do complexo proteina-ligante com a proteina 6'Y3C e ligante
EPI ilustrando o sitio de Ligacdo ativo (A e B) com as respectivas interagdes de ponte de
hidrogénio (B e C).
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4 CONCLUSAO
Observa-se que os resultados obtidos na docagem molecular entre a EPI com a proteina
3NT1 alcancaram alto grau de afinidade no primeiro sitio ativo. Afinidade destacada por

energia de ligagdo igual a -8.12 kcal.mol! e uma constante de inibigdo de 1.12 uM.

A 3NT1 é identificada no PDB como a ciclooxigenase 2 (COX-2), enzima importante
nos processos bioldgicos. Esta enzima por estar envolvida na produgdo das prostaglandinas e

por apoiar o processo inflamatdrio, que é presente no COVID-19, e principalmente por ser



CONAIS sons

~ Congresso Nacional de Inova¢des em Saude

doity.com.br/conais2021 ) )
exacerbado com a infeccdo do novo coronavirus mostra-se como ponto importante a ser

neutralizado durante infeccdo pelo virus.

Portanto, a EPI por possuir alto grau de afinidade/acoplamento pela COX-2, pode ser
um agente efetivo contra a infeccdo do SARVS-CoV-2. Sendo assim, é importante dar
continuidade aos estudos desse alcaloide e posteriormente testar in vitro e in vivo. Vale destacar,
gue por ser um material acessivel, e abundante na natureza, torna-se alternativa ideal para o

combate da pandemia.
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