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INTRODUCAO

Atualmente o controle de carrapatos é focado no uso repetido de diferentes classes
de acaricidas sintéticos. Entretanto, em virtude da ocorréncia de cepas resistentes a
maioria dos acaricidas comerciais torna-se necessario o desenvolvimento de novos
produtos antiparasitarios com diferentes mecanismos de acdo (KUMAR et al., 2020). As
plantas constituem uma importante fonte de substancias com diferentes estruturas
quimicas e com diversas atividades contra parasitos (JAIN et al., 2020).

Os métodos para a descoberta de farmacos podem adotar abordagens mais diretas
feitas a partir do entendimento dos processos moleculares envolvidos na doenca, para
isso, 0 ponto de partida da pesquisa é o alvo molecular, tais como o receptor, enzima e
DNA (WALTERS et al., 1998). As enzimas sdao alvos moleculares importantes para o
planejamento de novos farmacos, em razdo do seu papel essencial em diferentes vias
bioquimicas dos parasitos. O objetivo do presente estudo foi construir um modelo
tridimensional da enzima glutamato descarboxilase de R. microplus (RmGAD) e avaliar
in silico a atividade de metabdlitos de plantas frente a RmGAD.

MATERIAL E METODOS

Como ndo ha registro da estrutura tridimensional da enzima glutamato
descarboxilase do R. microplus, foi elaborado um modelo tridimensional da mesma
utilizando dados obtidos através de dados obtidos no National Center for Biotechnology
Information - NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) com auxilio do moédulo BLAST. Em
seguida foi utilizado o modelo tridimensional da enzima com melhor resultado do
BLAST, através da interface grafica do CHIMERA (PETTERSEN et al., 2004).

Para os estudos de acoplamento molecular de metabolitos de plantas (substancias
isoladas de espécies de Ocotea por nosso grupo de pesquisa e outros metabdlitos descritos
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no banco de dados virtual ZINC) com a glutamato descarboxilase foi utilizado o programa
DOCK 6.9 e acessorios (LANG et al., 2015).

A delimitagéo do espago de acoplamento molecular foi feita inicialmente com o
calculo 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 (regido de ligacdo do ligante cristalografico) 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).

As moléculas foram ranqueadas pelo valor da pontuagdo GridScore, e aquelas com
melhores resultados foram analisadas de acordo com seu padrdo de ligagdo com a enzima
utilizando o programa PLIP (SALENTIN, 2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, o alvo escolhido foi a enzima Glutamato descarboxilase (RmGAD)
do R. microplus (503 aa) - AFX68719.1. Essa enzima participa da sintese de acido y-
aminobutirico (GABA) participando de varios processos incluindo a-descarboxilagéo,
transaminacdo, racemizacao e clivagem aldolica (FENALTI et al, 2007).

Devido ao fato dessa proteina ndo possuir uma estrutura 3D determinada foi
realizada uma busca por potenciais estruturas semelhantes a sequéncia primaria da
RmGAD. Inicialmente a sequéncia primaria da proteina foi obtida no National Library
of Medicina (NCBI), selecionando-se a com conferéncia manual. Através do BLASTp
(ALTSCHUL et al., 1990) foi realizada uma busca para compara a sequéncia bioldgica
priméaria contra um banco de dados de estruturas 3D de GAD, para isso foi utilizado o
banco RSCB Protein Data Bank (PDB). Entre as 7 melhores proteinas encontradas, foi
selecionada a proteina 20KJ (GADG67), que apresentou maior identidade sequencial, com
boa cobertura no alinhamento, além disso, a proteina depositada no PDB possui boa
resolucdo cristalogréfica.

A partir do alinhamento das sequencias de DNA proteicos realizado entre a
proteina escolhida e o molde de RmGAD foram levantados dados importantes para
analise do posicionamento do sitio ortostérico e paridade entre as sequéncias, esse
alinhamento foi realizado na plataforma online Clustal Omega (SIEVERS et al., 2011)
com auxilio da ferramenta Emboss NEEDLE.

Apbs alinhamento foram estabelecidos paramétros de interesse: a identidade entre
as sequencias de 84.2%, similaridade tambem de 84.2%, e o estado de conservacao do
sitio catalitico em 100% entre os aminodcidos GLN 98A, LEU 99A, SER 100A (190-
192) (Uniprot Q99259).

A 20KJ é composta por duas cadeias de aminoacidos assimétricas, a parte
escolhida para realizacdo do acoplamento de ligantes foi a parte € demonstrada na figura
6. Os substratos para 0 GAD67 sdo: o cofator piridoxal 5-fosfato (PLP) molécula que se
liga ao residuo LY'S 405A da proteina selecionada formando o complexo ligante LLP, o
acido  4-[({3-hidroxi-2-metil-5-[(fosfonooxi)metil]piridin-4-il}metil)amino]butanoico
(PLZ) e acido gama-amino-butandico (GABA) (FENALTI et al, 2007).



O sitio ortostérico é formado pelos residuos presentes na cadeia A e B: GLN
190A, SER 192A, ALA 253A, HIS 291A, ASP 373A, ASN 402A, TYR 434B, CYS
455B, ARG 567A (FENALTI et al, 2007) (Figura 1)

Figura 1: Representacdo da localizacdo (A) e composicao do sitio ortostérico de acordo com as cadeias A
e B (B). Em roxo a cadeia A, em vermelho a cadeia B

Os resultados da andlise de acoplamento molecular indicam que o Armepavina,
apresentou o melhor valor do GridScore seguido pelo Coclaurina (Tabela 1). As
interacdes intermoleculares apresentadas pelo complexo Armepavina — GAD podem ser
observadas na figura 2.

Tabela 1. Valores do Gridscore (kcal/mol) apds o acoplamento molecular de alcaloides
com a glutamato descarboxilase

Molécula GridScore (kcal/mol)
Armepavina -22,96

Coclaurina -17,80

Reticulina -2,90

Magncurarina 3,67

Domesticina 34,36

HIS 291

ARMEPAVINE

GLN 190

Figura 2: Mapa de interagdes intermoleculares do complexo Armepavina — GAD67



Foram observadas seis interagdes hidrofobicas, com os residuos GLN 190A, LEU
191A (2), THR 348A, TYR 434B, LEU 435B. Apresentam-se também duas ligacGes de
hidrogénio doadoras com o residuo ARG 567A, por fim, o ligante realiza um
empilhamento 7 do tipo paralelo com a HIS 291A. Os dados obtidos sugerem que
armepavina interage bem com os aminoacidos GLN 190A, THR 348A, TYR 434B, LEU
435B integrantes do sitio ativo (FENALTI et al, 2007), e que pode desencadear efeito
inibitorio sobre a enzima.

CONSIDERACOES FINAIS

O alvo Glutamato descarboxilase descrito neste trabalho aparenta ser um 6timo
objeto de pesquisa para o desenvolvimento de novos acaricidas para controle de
Rhipicephalus microplus. O alcaloide armepavina apresentou melhor potencial in silico
de interagir com a enzima glutamato descarboxilase. Estudos in vitro serdo necessarios
para a elucidacdo da eficacia inibitdria de alcaloides frente a essa enzima
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