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INTRODUCAO

O carrapato Rhipicephalus microplus tem sido responsavel por consideraveis
prejuizos econdémicos na bovinocultura. A principal medida de controle deste carrapato é
a utilizacdo de acaricidas sintéticos nos animais infestados, porém a selecdo de cepas de
carrapatos resistentes aos diferentes grupos quimicos disponiveis no mercado, tem
incentivado a busca de novos principios ativos que sejam menos toxicos e mais eficientes
(BANUMATHI et al., 2017).

O género Ocotea representa um importante membro da familia Lauraceae, e
diferentes atividades bioldgicas tém sido relatadas para espécies deste género, incluindo
ac3o acaricida (CONCEICAO et al., 2017). Dentre as espécies deste género encontradas
no semiarido baiano, pode-se destacar a Ocotea spixiana, que apresenta atividade in vitro
anticolinesterasica (CASSIANO, 2014).

Uma importante enzima presente no carrapato que representa um alvo para
substancias acaridas é a triosefosfato isomerase. Esta enzima participa da glicélise e da
gliconeogénese, catalisando a interconversdo entre gliceraldeido 3-fosfato e fosfato de
dihidroxiacetona. Dessa forma, sua inibi¢do diminuiria a producéo de ATP, interferindo
nas funcgdes celulares e provocando a morte do carrapato (MORAES et al., 2011).

METODOLOGIA

Inicialmente, foi realizada uma busca da estrutura macromolecular da enzima
triosefosfato isomerase de R. microplus no Protein Data Bank (PDB) baseando-se nos
fatores de qualidade cristalografica (fator de resolucdo e valor R) e na presenca do
substrato para a localizagdo das coordenadas do sitio ativo.



Para os estudos de acoplamento molecular de substancias de O. spixiana com a
trioseofosfato isomerase foi utilizado o programa DOCK 6.8 e acessorios (LANG et al.,
2015). A delimitacdo do espago de acoplamento molecular foi feita com o célculo da
superficie molecular de acesso ao solvente do receptor gerada pelo programa acessorio
DMS. A partir do DMS foi construida a imagem negativa da superficie molecular do sitio
ortostérico pelos programas SPHGEN e SPHERE_SELECTOR (KUNTZ et al., 1982).
As propriedades moleculares para a regido de acoplamento molecular foram calculadas
pelo programa GRID em sua configuracdo padrdo (MENG et al., 1992). Para pontuacao
das moléculas utilizou-se a funcdo GridScore. As moléculas foram ordenadas por energia
de afinidade e comparadas com inibidores classicos da enzima TPI.

As moléculas foram ranqueadas por numero, aquelas com melhores resultados
foram analisadas de acordo com seu padrdo de ligacdo com a enzima. Assim, a anélise
das interagdes intermoleculares, foi realizada no programa PLIP (SALENTIN, 2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecdo do modelo 3D da enzima triosefosfato isomerase (TPI)
No banco de dados Protein Data Bank, foi possivel encontrar o0 modelo 3D da

enzima triosefosfato isomerase (TPI) do carrapato Rhipicephalus microplus, com o
coédigo 3TH6 (Moraes, et. al. 2011). No entanto, este modelo foi cristalizado sem ligante
e sem a delimitacdo do seu sitio ativo, que sdo caracteristicas fundamentais para a o0s
estudos de acoplamento molecular. Dessa forma, foi necessario selecionar uma proteina
que apresentasse similaridade estrutural com a TPI e que concomitantemente estivesse na
presenca de um ligante, para que o sitio ativo estivesse especificado.

Para tanto, utilizou-se o programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) para a
identificacdo de outras sequéncias de proteinas que possuissem identidade com a TPI do
carrapato (3TH6). Foram obtidas 100 sequencias de comparacao significativa, e dentre
estas, a melhor proteina com um ligante acoplado foi a 2I19E (TPI do Tenebrio molitor)
com uma cobertura de 98% e identidade de 67,48% em relacdo a TPI do carrapato R.
microplus. A sobreposicao dessas duas proteinas gerou um RMSD de 0.568 A (Figura 1),
e segundo Eswar et al. (2016) estes resultados mostram que a proteina 2I19E possui
semelhancas suficientes para a realizacdo de testes in silico.

Figura 1: Sobreposicdo do modelo TPI de R. microplus
(azul) com o modelo selecionado 2I19E (bege).



Ensaio in silico: acoplamento molecular
Foram selecionados 18 alcaloides presentes no extrato acetato de etila de Ocotea

spixiana, que foram previamente identificados por nosso grupo de pesquisa. Os
compostos avaliados foram: Armepavina, N-metil boldina, Boldina, Coclaurina,
Corituberina, N-metil isodomesticina, Isodomesticina, N-metil glaucina, Glaucina,
Isocoridina, Magnocurarina, N-metil laurotetanina, N-metil nantenina, Nantenina, N-
metil predicentrina, Predicentrina, Reticulina e Xanthoplanina.

Para o acoplamento molecular foi utilizado o programa AutoDock Vina (TROTT,
OLSON, 2010), com a finalidade de encontrar a substancia com melhor interacdo com a
TPI. Dentre as moléculas testadas, a glaucina apresentou melhor resultado, considerando
0 parametro de energia de afinidade (kcal/mol). O programa gerou 9 conformacdes
diferentes de possibilidade de interacdo da glaucina com a TPI, e a melhor conformagéo
obteve um resultado de afinidade de -8.7kcal/mol, que segundo a classificacdo proposta
por Trott e Olson (2010) pode ser considerado como um bom resultado.

Na avaliacdo das interacdes intramoleculares da glaucina com modelo da enzima,
observou-se duas interacdes (Figura 2): uma ligacdo hidrofdbica, entre o atomo de
carbono 471 da proteina, e asparagina (ASN) do ligante; e a outra interacdo foi uma
ligacdo de hidrogénio entre o atomo 1852 da proteina, um atomo de oxigénio, com a
metionina (MET). Ambas as ligacdes se encontram na fenda do sitio alostérico da
proteina.

Figura 2: Interacdo da glaucina com a proteina 3TH6 (ligagdo tracejada:
hidrofébica e ligacdo continua: hidrogénio)

CONSIDERACOES FINAIS

A glaucina, alcaloide presente na especie O. spixiana, apresentou, in silico,
capacidade de interagir com a enzima TPI através de uma ligacdo hidrofobica e uma
ligacdo de hidrogénio, presentes no seu sitio alostérico. Este composto apresenta um
potencial efeito frente ao alvo proposto, no entanto novos estudos in vitro frente a enzima
e ao carrapato sdo necessarios para a confirmacgéo de sua ag&o carrapaticida
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