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INTRODUCAO

O controle de doencas parasitarias em ruminantes € um importante fator para o
incremento da produtividade da agropecuaria no Brasil. As infestacdes pelo carrapato
Rhipicephalus microplus sdo responsaveis por elevados prejuizos econémicos (JUNIOR,
et al.,, 2019). A ocorréncia de cepas resistentes a maioria dos acaricidas comerciais
evidencia a necessidade do desenvolvimento de novos produtos antiparasitarios mais
efetivos e seletivos com diferentes mecanismos de acdo (KUMAR et al., 2020).

As ferramentas in silico sdo amplamente utilizadas para a pesquisa de novos
produtos, auxiliando na selecdo dos alvos moleculares e triagens de compostos com
potencial efeito bioldgico (MALAK et al., 2022). Este estudo teve como objetivo avaliar
in silico a afinidade de novas entidades quimicas derivadas da hordenina e teobromina

frente a enzima acetilcolinesterase de R. microplus.

MATERIAL E METODOS

Design de novas moléculas baseadas nos alcaloides
Foi utilizado o software vBROOD 3.2.0.2 da plataforma OpenEye Scientific Software
para gerar moléculas analogas aos compostos originais a partir das estruturas
tridimensionais destes compostos.

Triagem virtual baseada no alvo molecular
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Para os estudos de acoplamento dos analogos, obtidos a partir dos alcaloides, foi utilizado
0 programa DOCK 6.9 e acessorios, que aplica o0 método sistémico, com funcdo de
pontuacdo baseados no campo de forca de mecénica molecular (SARI et al., 2022;
ALLEN etal., 2017). Foi utilizado o modelo tridimensional da enzima acetilcolinesterase
de R. microplus elaborado por Cerqueira (2022).

Avaliacdo quimiométrica e Andlise das interagGes intermoleculares
Foi realizado a avaliagdo quimiométrica dos compostos com melhores resultados de
GridScore através do mapeamento obtido com utilizacdo da ferramenta ChemGPS-NP
(FERREIRA, 2023).

Apbs a selecdo do melhor analogo, foi realizada a andlise das interacoes
intermoleculares, no programa PLIP, com objetivo de identificar e analisar
qualitativamente as interacGes intramoleculares entre as moléculas e o sitio ativo da

proteina em comparacdo a molécula referéncia (ADASME et al., 2021).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O design das estruturas gerou uma quantidade significativa de analogos (n= 2724)
agrupados em clusters (n=66). A partir do resultado do acoplamento dos analogos foi
realizado uma pré filtragem de acordo com os valores de GridScore obtidos, a fim de
estimar a afinidade de ligacdo destes compostos.

O anélogo — Cluster 3, 136 de 198 — que apresentou melhor valor energético
ranqueado (-51,34 kcal/mol) pertence ao composto hordenina, o incremento na afinidade
deste analogo foi obtido a partir da introducdo de grupamento metileno com amina
terminal na molécula protétipo.

A Distancia Euclidiana (DE) foi mensurada em comparacdo com o alcaloide
eserina, que apresentou boa atividade acaricida relatado por Cerqueira. Outros estudos
também relataram eserina como um inibidor reversivel da acetilcolinesterase.

Pode-se observar que os analogos se posicionam em unanimidade na porcao
negativa do eixo X, representando moléculas pequenas; a maioria dos compostos se
agruparam na por¢do negativa do eixo Z, representando a prevaléncia de andlogos mais
polares; as maiores variagdes estdo no eixo Y, representando uma grande variedade na
lipofilicidade dos compostos.

Ap0s obtengdo dos valores das variaveis energéticas e fisico-quimicas, foi criado
um novo parametro de pontuacdo com elaboracdo de uma nova funcéo de pontuacédo para

Re-ranqueamento (Rr) dos resultados como demonstrado na tabela a seguir. Foram entdo



somadas as pontuacdes de GridScore e DE para obter o valor do novo ranqueamento e

assim eleger o melhor andlogo com potencial atividade inibitoria da enzima.

Tabela 1. Ranqueamento dos analogos a partir dos valores de GridScore (kcal/mol) e

Distancia Euclidiana

ID GridScore DE Rr
1 -51,33 156  -49,77
2 -49,69 156  -48,13
Hordenina 5 -47,63 192  -4571
3 -48,00 2,62  -45,38
4 -47,68 2,62  -45,06
6 -47,97 2,99  -44,98
7 -47,86 2,99  -44,87
Teobromina 8 -47,08 2,99  -44,09
9 -46,79 2,99  -43,80
10 -44.77 2,92 41,85

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023

Para estudo comparativo de interaces intermoleculares do complexo proteina-

ligante no software PLIP foi utilizado como controle positivo a molécula de eserina —

composto com atividade conhecida frente a RmAChEL -, a qual apresentou interacdes

hidrofobicas com o residuo Trp222 e de empilhamento © com o AA Trp316.

Figura 1. Interac6es intermoleculares dos complexos proteina-analogo 1 (A) e analogo 2 (B).

Ao analisar o complexo proteina-analogo 1 da hordenina, ligante que obteve

melhores valores de Re-ranqueamento, foram observadas interacdes hidrofébicas com os

residuos Asp61 e Trp316, e ligacGes de hidrogénio com residuos Asn74, Gly108, Glu188,

Ser189 e His425 (Figura 1A). Este resultado indica que além da boa afinidade energética

e fisico-quimica, o analogo 1 interage bem com o sitio ortostérico da enzima.



O complexo proteina-andlogo 2 da hordenina foi analisado no software por ter
valores de Re-ranqueamento proximos ao andlogo 1. Este complexo apresentou um maior
numero de interacdes intermoleculares: interagdes hidrofébicas com os residuos Asp61,
Tyrl1l, Trp316 (2x), ligacdes de hidrogénio com os aminoacidos Asn74, Ser189 (2x) e

interagdo de empilhamento n-cation com o residuo Trp316 (Figura 1B).

CONSIDERACOES FINAIS
O estudo das estruturas analogas dos alcaloides utilizados permitiu a identificacao

de dois anélogos da hordenina (1 e 2), IUPAC (3-azaniumilpropil-[2-(4-hidroxifenil)etil]-
metilazanio), como compostos mais promissores para interagir com a enzima
acetilcolinesterase de R. microplus (RmAChE1), com valores 6timos das propriedades
fisico-quimicas e energéticas. No entanto, faz-se necessario realizar testes in vitro, para

comprovacao da bioatividade.
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