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RESUMO

A pandemia ocasionada pelo novo coronavirus (Sars-CoV-2) é considerada como um dos
maiores problemas de satde publica no mundo. O Pilocarpus microphyllus, também conhecido
popularmente como jaborandi, € uma planta nativa brasileira, em que suas folhas apresentam
um amplo espectro de alcaloides que podem ser extraidos. Substancias como a pilocarpina,
epiisopiloturina (EPI) e epiisopilosina (EPIL) sdo os alcaloides majoritarios que constituem esta
espeécie, possuindo ampla atividade bioldgica ja comprovada. As pesquisas ja vem apontando o
uso de alcaloides para o tratamento de doencas virais, incluindo a infeccdo causada pelo Sars-
CoV-2. O presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial anti Sars-CoV-2, elucidando
parametros farmacocinéticos e farmacodindmicos antiviral in silico, dos alcaloides pilocarpina,
epiisopiloturina e epiisopilosina presentes na P.microphyllus, além de estudar as interacdes
destes alcaloides com proteinas ndo estruturais 6YYT (nspl12), 7K7P (nspl), 2H85 (nspl4) e
TMCS5 (nspl5) do SARS-CoV-2, caracterizando assim, como estudo experimental realizado
através de docagem molecular. Os trés compostos demonstraram caracteristicas farmacoldgicas
e farmacodindmicas antivirais favoraveis para serem usados no desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos. A EPIL apresentou melhor valor de energia minima de ligagdo com
proteina 6YYT (nspl2) igual a -8.3 kcal.mol?, porém a pilocarpina e a EPI também
demostraram boas interacdes com as outras proteinas ndo estruturais do virus testadas. Conclui-
se que, estes alcaloides possuem energias minimas de estabilidade e, que ainda, podem inibir o
processo de replicacdo do novo coronavirus, podendo tornar-se 6timos candidatos a antivirais.

Palavras-chaves: Alcaloides; docagem molecular; jaborandi; SARS-CoV-2.



ABSTRACT

The pandemic caused by the new coronavirus (Sars-CoV-2) is considered one of the biggest
public health problems in the world. Pilocarpus microphyllus, also popularly known as
jaborandi, is a native Brazilian plant, whose leaves have a wide spectrum of alkaloids that can
be extracted. Substances such as pilocarpine, epiisopiloturine and epiisopilosine are the major
alkaloids that constitute this species, having a wide biological activity already proven. Research
has already pointed to the use of alkaloids for the treatment of viral diseases, including infection
caused by Sars-CoV-2. The present study aimed to evaluate the anti-Sars-CoV-2 potential,
elucidating antiviral pharmacokinetic and pharmacodynamic parameters, in silico of
pilocarpine, epiisopiloturine and epiisopilosine alkaloids present in P.microphyllus, in addition
to studying the interaction of these alkaloids with non-structural proteins 6YYT (nsp12), 7K7P
(nspl), 2H85 (nspl4) and 7MC5 (nspl5) from SARS-CoV-2, thus characterizing it as an
experimental study carried out through molecular docking. The three compounds demonstrated
favorable antiviral pharmacological and pharmacodynamic characteristics to be used in the
development of new therapeutic agents. EPIL showed the best minimum binding energy value
with 6YYT protein (nsp12) equal to -8.3 kcal.mol™, but pilocarpine and EPI also showed good
interactions with the other non-structural proteins of the virus tested. It is concluded that these
alkaloids have minimum stability energies and that they can also inhibit the replication process
of the new coronavirus, making them great candidates for antivirals.

Keywords: Alkaloid; molecular docking; jaborandi; SARS-CoV-2.
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1.INTRODUCAO

A pandemia da COVID-19 gerada pelo novo coronavirus (SARS-CoV-2) tem se
apresentado como um dos maiores desafios sanitarios em escala global deste século
(WERNECK; CARVALHO, 2020). Os coronavirus (CoVs) sao virus de RNA fita simples, de
sentido positivo, capazes de infectar varios hospedeiros (MASTERS, 2006). No inicio do século
XXI, surgiram CoVs altamente patogénicos, como a Sindrome Respiratéria Aguda Grave
(SARS-CoV), Sindrome Respiratdria do Oriente Médio (MERS-CoV) (CUI J et al., 2019) e,
no final de 2019, uma nova variante do SARS-CoV denominada Sindrome Respiratoria Aguda
Grave 2 (SARS-CoV-2) (LAM et al., 2020).

Quando o0 SARS-CoV-2 infecta o ser humano, o corpo pode apresentar sintomatologia
variada como tosse, febre, falta de ar, dor de garganta, mialgia e até mesmo pneumonia. A
doenca apresenta trés niveis de gravidade: leve, moderada e grave
(CERIBELLI et al., 2020). Essa Gltima pode avancar para a Sindrome do Desconforto
Respiratério Agudo (SDRA), provocando disfungdo nos pulmdes, rins, coracgdo, figado
(SINGHAL, 2020) e pode causar pneumonia em 14% dos pacientes doentes progredindo em
6% dos casos, agravando o quadro clinico (LIU et al., 2020; MATTIUZZI et al., 2020).

Na atual situacdo de crise mundial da saude devido a falta de novas tecnologias
terapéuticas, faz-se necessario a busca por estratégias de tratamentos alternativos com
medicamentos naturais, vacinas naturais ou outros agentes terapéuticos para a reducdo da
infeccdo viral e reducédo dos sintomas clinicos do novo coronavirus (SILVA E BORGES et al.,
2020). Os produtos naturais, incluindo alimentos, especiarias, plantas medicinais e produtos
biotecnoldgicos sdo utilizados desde a antiguidade pelos povos do mundo inteiro para tratar
diversas doencas incluindo doencas virais, além de serem os principais agentes bioativos
percussores dos medicamentos e vacinas (BACK, 2020). O uso de plantas medicinais é uma
alternativa relativamente menos custosa e de avaliacdo rapida devido aos conhecimentos
empiricos ja empregados (LIMA, 2020).

O Brasil € um pais que se destaca quanto a riqueza de biodiversidade vegetal, trazendo
consigo uma imensa fonte de metabdlitos secundarios com atividades anti-inflamatéria ja
relatadas em testes prévios. Como é o caso da (epiisopiloturina, epiisopilosina e pilocarpina)
extraidos das folhas do Pilocarpus microphyllus (jaborandi), um vegetal da Amazonia Legal
(VERAS, 2014). A importancia do uso desta planta reside na pesquisa e desenvolvimento da
excelente capacidade farmacoldgica e biotecnoldgica (LIMA e SILVA et al, 2015). Esta entre

as espécies que possuem maior desempenho economicamente, pois compreende altas



concentragdes do alcaloide imidazol pilocarpina, usada para tratar glaucoma, estimular
glandulas lacrimais e sudoriparas e para controlar a xerostomia (SANTOS e MORENO, 2004).

O jaborandi ap6s passar pelo processo de extracao da pilocarpina gera um substrato rico
em diversos outros alcaloides, como a epiisopiloturina (EPI) e epiisopilosina (EPIL) (VERAS,
2014). EPI possui propriedades bioldgicas ainda desconhecidas; no entanto, este alcaloide foi
isolado e j& se encontra sob patente do governo brasileiro com base na atividade de potencial
contra 0 verme Schistosoma mansoni adulto (LEITE E MIURA et al., 2011). A EPIL assim
como a EPI, ja foi relatado atuando contra adultos de S. mansoni em camundongos infectados
como também é um periférico estimulante do sistema nervoso parassimpatico, além de ja
demostrar baixa citotoxidade em estudos in vitro (GUIMARAES et al., 2018).

Por nao haver um tratamento antiviral especifico (NETO & PIRES, 2020) e por se tratar
de um virus com réapida propagacdo e que ndo ha um medicamento especifico para prevenir ou
até mesmo tratar o SARS-CoV-2, gerou preocupacao e mobilizacdo por parte dos pesquisadores
(MELO etal., 2021) para combater esta doenca. A vista disso, a busca por moléculas em estudos
in silico atraves da docagem molecular € um método antigo e que tem grande importancia no
processo de investigacdo de novos agentes terapéuticos (MUNIZ, 2018).

Desse modo, o estudo pretende avaliar o potencial anti SARS-CoV-2 elucidando os
pardmetros farmacocinéticos e farmacodindmicos antiviral, in silico dos alcaloides pilocarpina,
epiisopiloturina e epiisopilosina presentes na P. microphyllus. Além de simular interacGes
moleculares destes alcaloides com proteinas ndo estruturais envolvidas no processo de
replicacdo viral, através de docagem molecular. E com isso, poder contribuir com o
conhecimento prévio/ computacional acerca das moléculas para que ensaios in vitro e in vivo

possam ser consolidados.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 SARS-CoV-2 E A COVID-19

O virus SARS-CoV-2 ou também conhecido como novo coronavirus, que causa a
doenga COVID-19, foi identificado em dezembro de 2019, além de ter sido responsavel por
uma série de casos de pneumonia na cidade chinesa de Wuhan (MORAIS et al., 2021). Devido
aos grandes numeros de pessoas infectadas a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) declarou
no dia 11 de marco de 2020 como pandemia.

O novo coronavirus ¢ um virus de RNA envelopado, que possui uma alta taxa de
transmissdao (MORAIS et al., 2019). A apresentacdo clinica pode variar de um quadro
assintomatico ou leve, até casos graves que cursam com insuficiéncia respiratoria. Febre, tosse,
dispneia, fadiga, mialgia generalizada e cefaleia sdo os sintomas comumente observados
(CERIBELLI et al., 2021). O principal meio de transmissdo do novo CoVs, se da por goticulas
contaminadas da orofaringe de uma pessoa infectada para uma outra livre da infec¢do. A
incubacdo média, € variavel na literatura, com um periodo de 3 a 7 dias (MORAIS et al., 2021),
por conseguinte, sua transmissdo é aumentada, principalmente, por pessoas assintomaticas.

Nos casos graves de infeccOes ocasionadas pelo o SARS-CoV-2 quando em contato
com a mucosa pulmonar, causa quadros de SDRA (BARON; LEVY, 2016). A principal
caracteristica desta manifestacdo clinica se da pelo acumulo de neutréfilos na micro vasculatura
pulmonar, intersticio e espaco alveolar (WILLIAMS e CHAMBERS, 2014). Existem alguns
debates sobre se os neutrofilos contribuem diretamente para a patogénese da doenca, apesar da
associagdo evidente entre o influxo de neutréfilos no pulmé&o e a gravidade desta condi¢do. A
funcéo primaria dessas células é fornecer defesa imediata do hospedeiro contra microrganismos
patogénicos (LEONARD e YOSHIMURA, 2014).

Os neutrofilos liberam varios fatores antimicrobianos, como espécies reativas de
oxigénio, proteinases e armadilhas extracelulares. Contudo, esses fatores também séo
citotoxicos para as células do hospedeiro e podem resultar em danos aos tecidos. O acumulo
excessivo de neutrofilos na SDRA pode, portanto, contribuir para a progressdo da doenca
(WILLIAMS e CHAMBERS, 2014). Quando ocorre o recrutamento de neutrofilos, ha
liberacdo de quimiocinas incluindo o arquetipico quimioatraente de neutrofilos IL-8, a partir de
células pulmonares residentes. No entanto, essa liberagdo no pulméo inflamado é complexa e

pode envolver vérias outras citocinas (GAGGAR et al., 2008).



Ao entrar na célula, o virus consegue suprir a resposta de Interferon gama, induz a
aproximacéo e ativacdo de células inflamatorias (neutrofilos e macrofagos) gerando inflamacéo
do tecido pulmonar. Neste processo ocorre a resposta imune por subpopulacdes de linfocitos T
(TH2/TH17) para producéo de anticorpos contra o virus (SINGHAL, 2020; SARZI-PUTTINI
etal., 2020; MORAIS et al., 2021). Gera uma desregulacgéo da producéo e secrecéo de citocinas
inflamatorias, que ficam aumentadas e esse aumento da atividade do sistema imune pode gerar
danos em outros 6rgdos, disfuncédo e até morte (SARZI-PUTTINI et al., 2020; Y1 et al., 2020;
MORAIS et al., 2021).

O SARS-CoV-2 usa o receptor ACE2 (Enzima Conversora de Angiotensina Humana 2)
encontrado nos pneumdcitos tipo Il para entrada nas células através da ligacdo com as
glicoproteinas de superficie (SINGHAL, 2020; YE et al., 2020; GUI et al., 2020; GIWA et al.,
2020; SUN et al., 2020; MORAIS et al., 2021). Assim, o ciclo de replicacdo do virus, inicia-se
com a interacdo da glicoproteina S que esta localizada no envelope viral — com o receptor
celular ACE-2 (DE ALMEIDA et al., 2020). Este processo concentra-se na transcri¢do e
traducdo inicial do RNA gendmico em uma poliproteina pioneira, que é formada em proteinas
ndo estruturais, estas proteinas ndo estruturais (nsp) formadas participam da replicacdo,
excepcionalmente, nas etapas do complexo replicagdo-transcricdo (RTC), na montagem de
novos virions e no suporte @ RNA polimerase dependente de RNA (RpRd) para iniciar a
transcrigdo de uma fita simples de RNA negativo, a partir do RNA genémico viral (GAO YAN
et al., 2020).

Durante o processo de replicacdo e transcricdo do genoma viral (Figura 1) ha a
constituicdo de um complexo de réplicas ligados a membrana, formado por 16 proteinas ndo
estruturais virais realizando muitas atividades enzimaticas (RICAGNO et al., 2006). Dentre
estas proteinas, estd a nspl (CoV1) responsavel por gerar a degradacdo do mRNA (RNA
mensageiro) celular, bloquear a traducdo celular hospedeira e impedir a resposta imune inata
pela infeccdo do virus. Esta proteina possui um papel importante no ciclo de vida do novo
coronavirus, permitindo que este virus tenha capacidade de infectar ainda mais células (CLARK
et al., 2021). A proteina nspl4 é responsavel por exercer fungdo no processo de revisdo da
sintese de RNA viral, além de participar da evasao do sistema imune (NICHOLAS et al., 2022).
Uma outra proteina ndo estrutural importante na transcricéo e replicagéo viral, € a nsp 15, uma
endonuclease de RNA, que € mantida entre nidovirus, que a torna um marcador genético desta
ordem do virus (RICAGNO et al., 2006).

A RdRp do novo coronavirus, é constituido pela subunidade catalitica nsp12, além de

mais duas subunidades acessorias, nsp8 e nsp7 (SUBISSI et al., 2014). Para que ocorra a



replicacdo de RNA codificado pelo virus, a partir de uma copia do genoma de RNA da SARS-
Cov2, a proteina ndo estrutural 12 (nsp12) é o componente principal para esse processo (AHN
etal., 2012). Contém um dominio a direita e um dominio de extensdo n-terminal para nidovirus
RdRp que assume uma arquitetura nucleotidyltransferase (NiRAN) associada a nidovirus
(HILLEN et al., 2020). O dominio & direita assemelha-se a uma mdo direita, juntamente com
os dedos e a palma e polegar sendo os subdominios, estes sdo achados em todas as polimerases
de subunidade unica. As subunidades nsp7 e nsp8 conectam ao polegar, e uma copia de nsp8
se liga ao dominio dos dedos. (HILLEN et al., 2020).

Figura 1- Proteinas ndo estruturais (nsp) envolvidas no processo de transcricao e replicagdo do SARS-
CoV-2

5
(-) corddo

nsp9 (SSB)

(nsp7 e nsp8)

Fonte: Biorender, 2022.

O diagndstico da COVID-19 tem sido feito a partir de exames moleculares especificos,
baseado em biomarcadores atrelados ao préprio virus pelo material genético; teste padrao-ouro
RT-PCR (Reagéo em cadeia da polimerase com transcri¢ao reversa em tempo real); por testes
soroldgicos por procura de anticorpos e antigenos virais, e pela alteracdo na concentragédo de
biomarcadores de ¢rgdos atingidos pelo virus (FIGUEIREDO; PAULA, 2022). Para o
tratamento, € recomendavel o uso apenas de corticosteroides e profilaxia para
tromboembolismo (FALAVIGNA et al., 2022).

O uso de remedios caseiros ainda € uma alternativa bastante utilizada para tratar doengas
mais comuns, e que durante a pandemia se intensificou com o intuito de prevenir e curar 0s
sintomas do novo coronavirus (ANDRADE, 2022). E mesmo com a criacdo da vacina, e

consequentemente, controle da transmissdo e dos casos de complicagdes graves, €
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transcendente a procura de novos farmoquimicos, extraidos de plantas para o combate de
doencgas virais, como para 0 SARS-CoV-2.

2.2 INFLAI\/IAQAO PULMONAR

Todos 0s organismos Vvivos, possuem mecanismos adaptativos para responder a
estimulos agressivos no sentido de manter o equilibrio homeostatico (VOLTARELLI, 1994).
Nos vertebrados, esta resposta inclui uma série de alteracdes bioquimicas, fisioldgicas e
imunoldgicas coletivamente denominadas inflamagio (VOLTARELLLI, 1994). E um processo
natural e essencial do corpo (ROCHA, 2017). Ha dois tipos de mecanismo envolvidos no
processo da inflamacdo, a resposta imune inata, sendo mecanismo de defesa ndo especifico,
com acao geral sobre os microrganismos, independentemente de sua natureza (MENDONCA
et al., 2008). Quando se trata da resposta imune adaptativa, esta se caracteriza por apresentar
mecanismos que se baseiam no reconhecimento especifico de antigenos, mediado por
receptores presentes nas membranas dos linfocitos T e B. Classicamente a resposta imune
adaptativa pode ser categorizada em celular ou do tipo 1, e humoral ou do tipo 2 (MENDONCA
et al., 2008).

Na grande maioria das vezes, a reacdo inflamatdria age localmente no sentido de
restringir as consequéncias e a extensao do dano tecidual, nestes casos, 0 processo inflamatorio
tem apenas repercussdes locais (VOLTARELLI, 1994) e a restauracdo do tecido lesionado
acontece naturalmente (WATSON, 2006; ROCHA, 2017). Porém, em condi¢des anormais
promovem perda da funcdo do 6érgdo ou tecido, e a cronicidade nesta resposta, induz ao
desenvolvimento de doencas (LAWRENCE et al., 2002; ROCHA, 2017). A vista disso, a
resposta inflamatdria pode se tornar um componente fisiopatolégico que contribui para o
surgimento de doencas como obesidade, cancer, doenca pulmonar, asma, doencas inflamatorias
intestinais e artrite reumatoide (DUCAN et al., 2012; HEADLAND e NORLING, 2015;
ROCHA, 2017).

Como uma superficie mucosa, o pulmao esta na interface entre 0s ambientes externos e
internos e esta continuamente exposto a uma variedade de materiais estranhos, incluindo
patogenos, particulas e toxicos (GUTTENBERG et al., 2021). A mucosa respiratoria é um
sistema de defesa multicomponente, composto de liquido e muco da superficie das vias aéreas,
jungdes herméticas de células epiteliais e receptores imunoldgicos, que serve como barreira
para poluentes ambientais, irritantes e patdgenos (GEORAS; REZAEE, 2014). A perda das

funcbes de barreira epitelial ou a modificacdo das respostas epiteliais podem facilitar a
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penetracdo de particulas ou patdgenos nos espacos aéreos distais e levar a danos nos tecidos
(GUTTENBERG et al., 2021).

A inflamacdo pulmonar pode apresentar manifestacGes variadas, dependendo do
compartimento afetado, incluindo vias aéreas, vasculatura ou intersticio (SCHERER e CHEN,
2016). Embora as mudancas de densidade nos pulmdes em si ndo sejam especificas para a
inflamacdo, os padrdes caracteristicos podem ser Uteis para distinguir a inflamacéo de outros
processos (SCHERER e CHEN, 2016). As doencas predominantes das vias aéreas
frequentemente envolvem a infiltracdo dos alvéolos e ductos alveolares com células
inflamatorias, detritos ou fluidos (LOUREIRO et al., 2020). Quando os espacos alveolares séo
preenchidos com fluido por meio de capilares com vazamento, implicam na SDRA que é a
manifestacdo clinica de dano alveolar difuso causado por lesdo pulmonar direta ou indireta
(AMATO et al., 2007).

As doencas inflamatdrias pulmonares com sua alta morbidade e mortalidade,
representam uma carga socioeconémica significativa para a sociedade (SCHERER e CHEN,
2016). Existem poucas terapias eficientes para doencas respiratorias aprovadas para uso. Um
dos principais fatores que auxiliam neste fato € a falta de biomarcadores que quantificam com
precisdo a carga inflamatéria pulmonar a serem usados para entender a contribuicdo da
inflamacdo pulmonar para a perda da fungdo pulmonar (CAIXETA; LOPES 2022). Sendo a
SDRA uma das manifestacOes clinicas mais graves da COVID-19 (MORAIS et al., 2021).

2.3 Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardlew

Historicamente, o desenvolvimento da quimica orgéanica ocorreu paralelamente ao
estudo de plantas, principalmente a partir do século XIX, quando foram registrados os primeiros
estudos sobre plantas com base cientifica, resultando no isolamento de alguns principios ativos
ja entdo conhecidas como medicinais (MONTANARI e BOLZANI, 2001). A partir desses
estudos, foram obtidas algumas substancias conhecidas como principios ativos eficazes e que,
até hoje, ainda sdo muito empregados no tratamento de certas doencas, a exemplo de morfina,
quinina, canfora e cocaina (MONTANARI e BOLZANI, 2001).

Jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth,) (Figura 2) € o nome popular
dado as espécies de plantas pertencentes ao género Pilocarpus e familia Rutaceae. As arvores
de jaborandi sdo pequenos arbustos verdejantes, bem ramificados e apresentam tamanho entre
1-6 metros (CALDEIRA et al., 2017; SOUSA, 2021). Muito encontradas nas regidoes Norte e
Nordeste do Brasil, principalmente nos estados do Maranhdo, Para, Piaui e Bahia,
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compreendendo fortes incidéncias em areas desmatadas. (FREITAS et al., 1992; HOMMA,
MENEZES, 2014; CARVALHO et al., 2018; PEREIRA et al., 2018; SOUSA, 2021). Fazem
parte das fontes de produtos naturais de plantas nativas, que mais sdo utilizadas pelas empresas
farmacéuticas internacionais (BRANDAO, ZANETTI et al, 2008) e que movimentam a
economia, sendo consideradas uma das mais importantes da flora brasileira (SANTOS e
MORENO, 2004).

Figura 2-Jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth)

Fonte: Véraz, 2014.

De suas folhas é extraida a Pilocarpina — alcaloide ja usado no tratamento do glaucoma
administrado na forma liquida e também na xerostomia em forma de comprimido (VERAZ,
2014). Alcaloides sdo metabdlitos secundarios de cunho béasico, que podem ser encontrados em
plantas, bactérias, fungos e animais. Na sua estrutura quimica é encontrado oxigénio, nitrogénio
e carbono, podendo alterar a atividade metabdlica biologica, e também possuem uma
importancia social, econdmica, politica, na fonte de medicamentos (HENRIQUES, KERBER
etal., 2002).

No processo de pos-extracdo da planta para a obtencdo de pilocarpina é formado uma
biomassa contendo outros alcaloides que podem exercer atividade no organismo, porém ainda
necessitam de estudos mais desenvolvidos (VERAZ, 2014). A partir deste substrato, sdo
encontrados varios outros alcaloides como: isopilocarpina, pilocarpidina, isopilocarpidina,
pilosina, isopilosina, epiisopilosina, epiisopiloturina, 13-nora-7(11) -de-hidro-pilocarpina, N,
Ndimetil-5-metoxi-triptamina, N, N-dimetiltriptamina, plastidesmina, (1H) -4-metoxi-2-
quinolone e dictamina (SANTOS e MORENO, 2004; VERAZ, 2014). Sendo, a epiisopiloturina
(EPI), o mais detectado (MIURA, 2009).
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A pilocarpina, atua como um agente parassimpaticomimético colinérgico que
desenvolve estimulos diretos para a producéo de secre¢Ges em glandulas sudoriparas, lacrimais,
salivares e mucosas respiratorias (FOX et al., 1986; SIDHU, 2014; CALDEIRA et al., 2017;
SOUSA, 2021). Em estudos com ratos, a epiisopilosina mostrou causar reducdo do estado
consciente e disposi¢do, e também da atividade motora e ténus muscular, provocando
convulsdes e erecles da cauda, além de estimular a salivagdo em doses acima de 120 mg/kg
(LUCIO, 2002; MIURA, 2009; ROCHA, 2017). Atualmente a literatura informa que a EPI
demonstrou ter atividade antinociceptiva (ROCHA, 2017) anti-helmintica (GUIMARAES et
al., 2015) anti-inflamatéria (SILVA et al., 2013) e antioxidante (CARVALHO, 2018). Além de
possuir grande potencial para tratar infeccOes causadas por S. mansoni (VERAS e
GUIMARAES et al., 2012).

O Brasil é um pais detentor de uma biodiversidade rica de produtos naturais, possuindo
um grande repertério (MONTANARI e BOLZANI, 2001). Porém, as pesquisas com plantas
ainda estdo muitos focadas nas Universidades e Institutos de Pesquisa onde se executa
basicamente a fotoquimica tradicional. Apesar da existéncia de grupos de pesquisa
compreendidos na procura de principios bioativos, essa busca € limitada a area académica. Ndo
deixa de ser uma colaborag&o positiva, pois sdo pesquisas que demandam tempo e que envolve
qualificacéo de recursos humanos (MONTANARI e BOLZANI, 2001). A vista disso, ndo resta
questionamentos sobre a competéncia cientifica nacional em estar preparada para atuar no
processo de descoberta de novos farmacos, no entanto, ha pouco investimento por parte da
industria farmacéutica brasileira.

A P. microphyllus Stapf ex Wardleworth por ser a Unica espécie com eficiéncia
econdmica para a extracao de pilocarpina, tem um valor elevado economicamente (ABREU et
al., 2007; CALDEIRA et al., 2017; SOUSA, 2021). O grande interesse da industria
farmacéutica pela pilocarpina se deve pela eficacia e seguranca do uso deste alcaloide para o
tratamento de glaucoma e xerostomia (GUIMARAES et al., 2018; PEREIRA et al., 2018;
PANARESE; MOSHIRFAR, 2020; SOUSA, 2021). Esta planta ¢ utilizada desde muito tempo
pela populacdo indigena da Amazdnia, tendo em vista que os povos indigenas foram os
primeiros a notarem que as folhas de jaborandi tém propriedades estimulantes para desencadear
a producdo de suor e saliva (CALDEIRA et al., 2017; SOUSA 2021). O cha das folhas é usado
para tratar febre, estomatite e também como antidoto contra venenos e toxinas. Através dos
costumes indigenas sob a espécie foram repassadas por geracoes e se fixou no Brasil, facilitando
0 uso desta planta na medicina popular (HOLMSTEDT; WASSEN; SCHULTES, 1979;
CALDEIRA et al., 2017; SOUSA 2021). Na literatura, ha evidéncias de plantas que possuem
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potencial atividade antiviral contra 0 novo coronavirus, mas ainda € muito deficiente de estudos

gque comprovem a acdo desta atividade.
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3.0BJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o potencial anti Sars-CoV-2, elucidando parametros farmacocinéticos e
farmacodindmicos antiviral, in silico dos alcaloides pilocarpina, epiisopiloturina e

epiisopilosina presentes na P. microphyllus.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar os ligantes pilocarpinas, epiisopiloturina e epiisopilosina através do método
B3LYP/6-3117";

o Aferir parametros farmacocinéticos relacionados a administracdo, distribuicao,
excrecdo e metabolismo dos alcaloides, bem como suas toxicidades;

e Avaliar a farmacodinamica antiviral dos alcaloides;

e Simular interagdes moleculares entre os ligantes pilocarpinas, epiisopiloturina e

epiisopilosina com proteinas envolvidas no processo de replicacdo viral do Sars-Cov-2;
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4 METODOLOGIA

4.1 OTIMIZACAO DOS LIGANTES

O meétodo hibrido B3LYP é um dos métodos mais adequados e apropriados para o
estudo de célculos de energias, visto que o mesmo possibilita elucidar as propriedades
eletronicas, estruturais e espectrais, intrinsecas das moléculas, com precisdo (FRANCISCO,
2017; AHMAD et al., 2018; SOUSA, 2022).

As estruturas 2D (Figura 3) dos ligantes (pilocarpina, epiisopiloturina e epiisopilosina)
foram construidas com o software MarvinSketch, enquanto que para o desenho 3D das
estruturas utilizou-se os softwares GaussView 5 e Gaussian 09w (FRISCH et al., 2009). As
moléculas foram otimizadas com base na Teoria do Funcional da Densidade (DFT)
(STRATMANN et al., 1997) com a funcdo hibrida B3LYP (JAIN et al., 2004) e base 6-311G**
(COLLINS et al., 1976). Apos isso, as estruturas otimizadas foram utilizadas para as demais

analises in silico.

Figura 3- Estrutura quimica da pilocarpina (A); epiisopiloturina (B) e epiisopilosina (C).
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Fonte: Rocha, 2017.

4.2 PARAMETROS FARMACOCINETICOS

O ADMET in silico é uma ferramenta da bioinformatica adequada e amplamente
utilizada nos estudos de propriedades farmacocinéticas de moléculas. Os resultados obtidos, a
partir desta analise, podem fornecer dados relativos as propriedades bioldgicas e quimicas
destas moléculas (ROCHA et al., 2018; SOUSA, 2022). Esta ferramenta é bastante utilizada
pelo fato de diminuir gastos com ensaios bioldgicos realizados com moléculas que

possivelmente, poderiam ndo apresentar nenhum potencial para uma determinada finalidade
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terapéutica, consequentemente, economizando investimentos e tempo de muitos pesquisadores.
(ROCHA et al., 2018; SOUSA, 2022).

Os parametros farmacocinéticos relacionados a absor¢do, distribuicdo, metabolismo,
excre¢ao e toxicidade (ADME/Tox.) da pilocarpina, epiisopiloturina e epiisopilosina foram
obtidos usando o servidor online pkCSM (PIRES E BLUNDELL et al.,2015). Nessas analises,
as propriedades fisicoquimicas, a lipofilicidade, solubilidade em &gua, o potencial de absor¢ao
intestinal humana (HIA), a capacidade de absorcdo do farmaco (PCaco2), a permeabilidade da
pele (PSkin), o potencial de cruzar a barreira hematoencefalica, a possivel reacdo com a
glicoproteina-P foram considerados para absorcao e distribuicdo. A eficiéncia de inibi¢cdo com
as subfamilias CYP450 foi utilizada como parametro do metabolismo do farmaco e a avaliacdo
da excrecdo renal OCT2 como pardmetro de excre¢do do farmaco. Além disso, avaliacdo
toxicoldgica sobre a hepatotoxicidade, mutagenicidade pelo teste de AMES, inibicao de hERG
foram utilizadas como parametros referentes a toxicidade do composto (KHAN et al., 2017;
ROCHA et al., 2018; DURAN-ITURBIDE; DIAZ-EUFRACIO; MEDINA-FRANCO, 2020;
ARAUJO et al., 2021, SOUSA, 2022).

4.3 ATIVIDADE ANTIVIRAL IN SILICO

O AntiVir-Pred estima a probabilidade de que um determinado composto tenha a
probabilidade de pertencer as classes particulares de compostos ativos sobre alguma atividade
bioldgica antiviral. Ajuda a identificar os ensaios biologicos especificos, nos quais 0s
compostos devem ser estudados (WAY2DRUG, 2011).

A atividade antiviral dos alcaloides foi avaliada a partir do servidor online Way2Drug
AntiVir-Pred. Nesta analise, foram gerados os cddigos SMILES de cada um dos alcaloides
selecionados neste estudo. Desse modo, foi avaliado a potencial atividade dos alcaloides em
inibir proteinas virais, sendo que os maiores indices de confianca gerados pela analise foram

considerados como os mais favoraveis (WAY2DRUG, 2011).

4.4 DOCAGEM MOLECULAR

A docagem molecular € um método que utiliza programas (softwares) de computadores
para interagir um ligante a um receptor, afim de conhecer a energia de ligacdo entre ambos, é
neste método que se conhece se havera interagdo do ligante ao sitio ativo do receptor (MUNIZ,

2018). Esta ferramenta tem ampla utilidade para entender como as ligagdes quimicas, as
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estruturas e as posicoes dos ligantes nos complexos ligante-receptor podem induzir ou bloquear
uma determinada atividade bioldgica a partir da energia livre de Gibbs construida no sistema
(ROCHA et al., 2018; SOUSA, 2022).

As estruturas 3D dos alvos proteicos de SARS-CoV-2 foram obtidas a partir do Protein
Data Bank (PDB) (BERMAN et al., 2000) com o c6digo PDB ID: 6YYT (nsp12), 7K7P (nspl),
2H8S5 (nspl14) e 7TMCS5 (nspl5), sdo proteinas ndo estruturais que fazem parte do processo de
transcri¢do e replicacdo do virus. Todos os procedimentos de encaixe utilizaram o pacote
Autodock 4.2 (GOODSELL; MORRIS; OLSON, 1996; GOODSELL, 2005; MORRIS; HUEY;
OLSON, 2005). Proteinas e ligantes foram preparados para simula¢des de docagem com o
AutoDock Vina (SANNER, 1999). O receptor foi considerado rigido; cada ligante foi
considerado flexivel. As cargas parciais de Gasteiger (GASTEIGER, 1980) foram calculadas
apos a adi¢do de todos os hidrogénios de queda. Os atomos de hidrogénio ndo polares das
proteinas e dos ligantes foram posteriormente mesclados. Uma caixa cubica de 25x 25 x 25
pontos foi gerada para o alvo de proteina (ROCHA et al., 2018). Outros pardmetros de encaixe
foram definidos como valores padrdo. As conformacdes ancoradas 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 menor conformagdo de encaixe do

cluster com menor energia em combinacdo com uma inspec¢ao visual.
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A andlise farmacocinética da pilocarpina, epiisopilosina e epiisopiloturina sao

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Propriedades farmacocinética dos alcaloides

Solubilidade em agua

Permeabilidade
Caco?2

Absorcéo Intestinal
humana

Permeabilidade na
pele

Substrato de
glicoproteina P

Permeabilidade BBB

Substrato CYP2D6
Substrato CYP3A4
Substrato CYP1A2
Substrato CYP2C19
Substrato CYP2C9
Substrato CYP2D6
Substrato CYP3A4

Substrato renal
OCT2

Toxicidade AMES

Inibidor hERG |
Inibidor hERG 11

-1.806
log/mol/L

1.225
log Papp in
10
96.98 %

-2.919
log Kp

Néao

-0.168
log/BB

Sim

Nao
Néao

-2,931
log/mol/L

0,52

log Papp in

10°®

91.396 %

-2,737
log Kp

Sim

0.033
log/BB

Sim

Sim

Néao
Sim

-3,122
log/mol/L

1.215
log Papp in
10
98.054 %

-2,745
log Kp

Sim

Néo
Sim

Fonte: Biosig, 2022.
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Os alcaloides apresentaram baixa solubilidade em agua (25°C), alta permeabilidade
intestinal humana (>90%), e para permeabilidade pelas Caco2 (>0,90 log Papp in 10%), a
pilocarpina e epiisopiloturina demonstram que a partir dos valores preditos, podem ser
candidatos a administracdo oral. Quanto a permeabilidade dérmica (>-2,5 log Kp), as moléculas
possuem pouca capacidade de permeacéo, de acordo com os valores calculados, o que pode
interferir no desenvolvimento de medicamentos transdermais, indicando que estes compostos
possuem uma certa permeabilidade transdérmica, mas nao sendo caracterizado como substancia
com alta permeacdo na pele (VIEIRA et al., 2014; SOUSA 2022).

Os trés alcaloides sdo permeaveis a barreira hematoenceféalica (< 0,3), 0 que pode causar
efeitos colaterais indesejaveis, mas que tem seu valor quando o alvo principal do
desenvolvimento de um medicamento é o cérebro (DUARTE, 2020). Somente a epiisopilosina
demostrou ser substrato de glicoproteina P, proteina esta essencial para o processo de absorcéo,
distribuicdo, metabolizacdo e excre¢do de varios farmacos (ROCHA et al., 2018; SOUSA
2022). Em um estudo de ARAUJO (2015) verificou que moléculas que tem capacidade de inibir
a funcdo da glicoproteina P, consegue fazer com que biodisponibilidade destas sejam
aumentadas intracelularmente, com isso, a pilocarpina e EPI possuem este potencial.

O citocromo P450 é responsavel por acBes de oxidagdo, reducgdo, hidroxilacdo e
hidrélise de diversas moléculas (MODA, 2011). A pilocarpina ndo demostrou rea¢es com esta
familia, isso indica possivelmente que este composto ndo tem capacidade de ser acumulado no
corpo e consequentemente nao ter efeito prolongado no organismo, além de ndo ter capacidade
de inibir o processo de metabolizacdo (ROCHA et al., 2018). Ao contrario da EPIL que
apresentou ser inibidores de CYP3A4, CYP1A2 e a EPI para CYP2C19. As principais
isoformas de P450 responsaveis pelo metabolismo de drogas sdo CYP2D6 e CYP3A4
(BIOSIG, 2022) o que para estas moléculas, somente a EPIL mostrou-se ser inibidor o que pode
levar, consequentemente, ao impedimento no processo de biotransformacdo e eliminagédo
(SOUSA, 2022).

Em muitos estudos, a pilocarpina apresentou pouca seletividade de atuar no 6rgéo ou
tecido alvo da terapéutica. Quando utilizado para tratamento de xerostomia, atua nas glandulas
salivares, promove aumento do fluxo salivar, porém também provoca muitos efeitos adversos,
como sudorese, calafrios, dores de cabeca, vomito, nauseas sdo relatados (ALMEIDA,
KOWALSKI, 2010; BRIMHALL; JHAVERI; YEPES, 2013; GUSMAO, 2018). Uma
alternativa viavel para o uso controlado deste alcaloide, seria de forma tdpica e local
(GUSMAO, 2018).
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Quanto a excrec¢do renal pelo transportador de cations orgénicos 2 (OCT2), em que este
substrato desempenha papel fundamental na disposicdo e desobstrugdo renal de drogas
principalmente cationicas e compostos enddgenos (SOLVO BIOTECHNOLOGY, 2022)
somente a EPIL ndo é substrato, enquanto a pilocarpina e EPI indicam excecéo renal.

Os testes de hepatotoxicidade demostram que 0s trés compostos ndo tém capacidade de
causar danos ao figado, ainda estes alcaloides para toxicidade AMES possuem potencial
carcinogénico. Em estudos de (ROCHA et al., 2018; ROMAN et al. 2019) através de testes
especificos, evidenciaram que a EPIL ndo possui potencial em causar danos ao material
genético.

Em relacdo as interagdes com os inibidores hERG, que é um gene responsavel por
codificar a producdo de subunidade proteica de canais de potassio, os resultados preditos
apontam que a EPIL e EPI possui acdo para hERG I1, tendo potencial capacidade em danificar
0s canais de potassio importantes no funcionamento elétrico do coracdo (SANTANA,
MIRANDA; SOUSA, 2020). J& a pilocarpina, foi o alcaloide que ndo apresentou inibicdo para
este gene.

Portanto, os parametros farmacocinéticos avaliados revelam que os compostos dispdem

de caracteristicas que podem ser aperfeicoadas para melhorar estas propriedades.

5.2 ATIVIDADE ANTIVIRAL IN SILICO
A atividade farmacodinamica antiviral da pilocarpina, epiisopilosina e epiisopiloturina

é apresentada logo abaixo, na Tabela 2.

Tabela 2- Propriedades da farmacodindmica antiviral dos alcaloides

*Virus da 0.1179 0.0923 0.1004
Imunodeficiéncia Proteina pol Proteina pol Proteina pol
Humana 2
*Virus varicela - 0.1048 0.0671
z6ster (cepa Dumas) DNA DNA
(HHV-3) polimerase polimerase

(herpesvirus 3)

*Virus Herpes 0.1048 0.0671
simples (tipo 1 /cepa DNA DNA
17) polimerase polimerase
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*Rinovirus sp. 0.0233
Humano Protease A
*Herpesvirus 0.0215 0.0115
Macanice 1 Timidina Timidina
quinase quinase
*Coronavirus 0.0959
relacionado a Replicase
sindrome poliproteina
respiratoria do lab

Oriente Médio
(isolado United
Kingdom)/
H12399006/2012)
(Betacoronavirus
England 1)
(Humancoronavirus
EMC)
*Qbtidos com a plataforma WayDrug, AntiVirPred.

Fonte: WayDrug, 2022.

De acordo com os resultados obtidos da plataforma AntiVirPred, tanto a pilocarpina, a
EPIL e a EPI demonstraram atividade bioldgica antiviral sobre a proteina Pol do virus da
imunodeficiéncia humana 2. Para mais, a pilocarpina e EPI demostratam atividade biologica
também para Herpes virus 3 e Herpes virus simples 1. Ja a EPIL revelou atividade antiviral
sobre o Rinovirus e juntamente com a epiisopiloturina para Herpes virus macanice 1.

Fonseca (2019) relatou que muitos metabdlicos secundarios extraidos de plantas ja
possuem acdo frente a muitas doencas virais, por atuarem diretamente na atividade biologica,
comprometendo nos diferentes estagios do ciclo de replicacdo dos virus. Neste contexto, 0s
alcaloides revelaram ter acdo sobre proteinas virais importantes para o processo de replicacéo,
tendo capacidade em impedir no ciclo de vida destes virus, desta forma, presidindo elevada

capacidade em inibicdo na progressdo de doencas virais.

5.3 DOCAGEM MOLECULAR
5.3.1 Pilocarpina

Os alcaloides foram otimizados e apresentaram estabilidade com o método tedrico
B3LYP/6311G++. Em um estudo de (ROCHA et al., 2018) foi descrito que a EPI é o alcaloide
mais estavel do jaborandi quando comparada com a epiisopilosina, isopilosina e pilosina, por

conta de sua conformagéo trans.
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proteinas ndo estruturais 6YYT, 7K7P, 2H85, 7MC5 do processo de replicacdo do COVID-19

sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 3- Parametros de afinidade molecular do composto pilocarpina com as proteinas 6YYT, 7K7P,

Pilocarpina-6YYT

Pilocarpina-7K7P

Pilocarpina-2H85

Pilocarpina-7MC5

6.6

-4.2

-6.1

-4.7

2H85, 7TMC5.

Phe741 (A), Glu744
(A), Leu749 (A),
Tyr748 (A), Asn743
(A)

Pro53 (B), Val47 (B),
Glu48 (B), Lys49 (B)

Leu723 (A),
Ala747 (A)

Val51 (B), Leu52
(B), Gly50 (B),
Glu82 (B)
Lys70 (A), Asp296  Lys276 (A), Val294

(A) (A), Ser197 (A),
Lys89 (A), 1le295
(A), Asp199 (A),
Arg198 (A), Asp272
(A), Thr195 (A)
Asn63 (A), GIn36(A),
Tyr30 (M), Gly34
(M), Ser33 (M),
Gly35 (M), GIn65
(A), Tyré4 (A)

Thr12 (M)

2 Energia na melhor conformac&o; ®Obtidos com o programa Ligplot.- software.

Fonte: Proprio autor, 2022.

Os parametros de afinidade molecular mostram que a pilocarpina apresenta interagdes

com as proteinas 6YYT, 7K7P, 2H85 e 7MC5. O melhor parametro de afinidade, para este

alcaloide, foi obtido partir da interacdo entre o ligante pilocarpina com a proteina 6YYT. A

afinidade foi observada com energia de ligacdo igual a -6.6 kcal.mol™ (Tabela 7; Figura 2). As

interacOes por ponte de hidrogénio entre Leu723 (A) e Ala747 (A) permitem que o complexo

ligante-proteina se torne mais estavel.

A baixa energia livre de ligacdo necessaria para esta interacdo promove uma melhor
afinidade para formacéo deste complexo (VERMA et al., 2012; SOUSA, 2022). As interacfes
hidrofobicas também contribuem para esta baixa energia livre. A proteina ndo estrutural 12 ou
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nsp12 (6YYT) esta envolvida na etapa de replicacdo do novo coronavirus. E a primeira proteina
ndo estrutural a ser codificada, que faz parte da constituicdo de RdRp, além de ser catalisador
de RNA replicase (DAE et al., 2012). Indicando assim, o grande potencial da pilocarpina de

bloquear a acdo desta proteina e levar a ndo replicagéo viral.

Figura 4-Docagem molecular 3D do complexo proteina-ligante com a proteina 6YYT e o ligante
pilocarpina ilustrando o sitio de ligagéo ativo (A) com as respectivas interacdes ponte de hidrogénio
(BeC).

TYrT48(A)

e, -

Fonte: Proprio autor, 2022.

Além disso, interagdes moleculares com energias de ligacdo de -4,2 kcal.mol?, -6,1
kcal.mol™ e -4,7 kcal.mol* entre a pilocarpina foram observadas com as proteinas 7K7P, 2H85
e 7MC5, respectivamente. A juncdo gerada pelas interacbes moleculares demostrou o
impedimento da atividade das proteinas ndo estruturais que o ligante pode causar, com isso, 0
composto pode diminuir as chances do virus de infectar células devido a interacdo com a
proteina 7K7P (nspl) (CLARK et al., 2021), além de diminuir a replicacdo de alta fidelidade

do virus que é mediada por uma exoribonuclease, como foi comprovado com a interagcdo do
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ligante com a proteina 2H85 (nsp14) (NICHOLAS, et al., 2022). Para mais, o complexo
formado por pilocarpina com a proteina 7MC5 (nsp15), apresenta boa interagdo, em que esta
proteina tem funcdo de abrigar uma endonuclease critica na replicacdo do novo coronavirus
(RICAGNO et al., 2006).

5.3.2 Epiisopilosina

Os resultados referentes ao acoplamento molecular do composto epiisopilosina com as
proteinas 6YYT, 7K7P, 2H85, 7MC5 do processo de replicacdo do COVID-19 sdo
apresentados na Tabela 8.

Tabela 4- Parametros de afinidade molecular do composto epiisopilosina com as proteinas 6YYT,
7K7P, 2H85, 7TMCS5.

Epiisopilosina- -8.3 - Met601 (A), ulé (P),
6YYT all (T), al7 (P),
Leu758 (A), Thr591
(A), Val588 (A),
Trp598 (A), Gly590
(A), Lys593 (A),

Cys813 (A)
Epiisopilosina- -5.0 Leu52 (B) Pro53 (B), Tyr59 (B),
7K7P Val47 (B), Glu48 (B),
Lys49 (B), Gly50 (B)
Epiisopilosina- -7.2 - Argl98 (A), Ser197
2H85 (A), Aspl199 (A),

Glu68 (A), Thr166
(A), 11e69 (A), Lys89
(A), Asp87 (A),
Asp272 (A), Lys276

(A)
Epiisopilosina- -6.4 Asn105 (M), Thr102 (M), Cys103
7MC5 Lys133 (M) (M), Phe110 (M),

Asp106 (M), Gly109
(M), Pro37 (M),
Leu3l (M),

3 Energia na melhor conformac&o; ®Obtidos com o programa Ligplot- software.

Fonte: Proprio autor, 2022,
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Os parametros de afinidade molecular demonstram que a epiisopilosina tem interagdo
com as proteinas 6YYT, 7K7P, 2H85 e 7TMC5. A melhor afinidade, para a EPIL, foi observada
com a proteina 6YYT (nspl2), igual para pilocarpina. Com energia de ligacdo igual a -8.3
kcal.mol (Tabela 8; Figura 3). O virus, ao penetrar na célula do hospedeiro por endocitose,
acontece fusao entre envelope viral com a membrana do endossomo, por ser um ambiente acido
ocorre desnudamento e consequente liberacdo do genoma viral no citoplasma da célula. A fita
de RNA senso positivo é ligeiramente traduzida e esta traducdo inicial da origem a duas
poliproteinas (ppla e pplb) (FIUZA et al., 2020). E na pplb que conttm 16 proteinas no
estruturais e entre elas encontra-se a nsp 12 (6YYT) que constitui 0 RdRp, responsavel por
iniciar a transcricdo de uma fita simples de RNA negativo, a partir de RNA gendmico viral
(ALMEIDA et al., 2020). A vista disso, o complexo formado entre EPIL e a proteina 6YYT

tem propriedade de bloquear o processo de replicacao do virus.

Figura 5-Docagem molecular 3D do complexo proteina-ligante com a proteina 6YYT e o ligante
epiisopilosina ilustrando o sitio de ligacdo ativo (A) com as respectivas interac6es ponte de hidrogénio

(B).

A)

B)
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Fonte: Proprio autor, 2022.

5.3.3 Epiisopiloturina
Os resultados referentes ao acoplamento molecular do composto epiisopiloturina com
as proteinas 6YYT, 7K7P, 2H85, 7TMC5 do processo de replicacdo do COVID-19 sdo

apresentados na Tabela 9.

Tabela 5- Parametros de afinidade molecular do composto epiisopiloturina com as proteinas 6YYT,
7K7P, 2H85, 7TMCS5.

Epiisopiloturina- -7.0 Asn69l (A), Lys545 (A), g18 (P),
6YYT Asp623 (A), Thr687 (A), Asp760
Arg555 (A), Ser682 (A), Cys622 (A)
(A), g8 (T)
Epiisopiloturina- -5.1 Arg90 (B), Gly89  Lys63 (B), Ser91 (B)
7K7P (B), GIn87 (B)
Epiisopiloturina- -7.2 Asp272 (A) Lys276 (A), Asp199
2H85 (A), Arg198 (A),

Ser197 (A), Lys89
(A), Thrl66 (A),
Glu68 (A), 11e69 (A),
Lys70 (A), Ser273
(A), Tyr278 (A)

Epiisopiloturina- -6.6 His95 (A), Asn104  Prol41 (A), Phel90
7MC5 (A), Valol (A), (A), Asp273 (A),
Gly93 (A), Asp90 (A), Phel46

(A), Glu92 (A)

3 Energia na melhor conformac&o; ®Obtidos com o programa Ligplot- software.
Fonte: Proprio autor, 2022,

Os parametros 6timos de afinidade molecular foram obtidos a partir da interacéo entre
o ligante epiisopiloturina com a proteina 2H85, mas também houve afinidade molecular com
as proteinas 7K7P, 2H85 e 7MC5. A melhor afinidade foi observada com energia de ligacdo
igual a -7.2 kcal.mol* (Tabela 9; Figura 4). A proteina nsp 14 (2H85), desempenha funcéo de
revisdo do RNA viral durante a sintese e participa também do processo de evasdo do sistema
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imune do hospedeiro, sugerindo assim, que a EPIL pode inibir fortemente esta capacidade,
tornando-se um bom composto para o desenvolvimento de farmacos (NICHOLAS et al., 2022).

Figura 6-Docagem molecular 3D do complexo proteina-ligante com a proteina 2H85 e o ligante
epiisopiloturina ilustrando o sitio de ligacdo ativo (A) com as respectivas interagdes ponte de
hidrogénio (B e C).

Fonte: Proprio autor, 2022.
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6.CONCLUSAO

Com base na andlise dos resultados, os alcaloides pilocarpina, epiisopilosina e
epiisopiloturina possuem boas propriedades farmacologicas, favorecendo suas aplicabilidades
no desenvolvimento de novos farmacos. Indicando assim, que ao entrarem em contato com o
organismo, podem agir de maneira positiva sem causar danos significativos. Sobre as
caracteristicas de farmacodinamica antiviral, as trés moléculas demonstram ter capacidade de
impedir a atividade viral, sobre algumas proteinas virais.

Os resultados de docagem molecular também foram significativos, pois o0s trés
compostos obtiveram boas energias minimas de interacfes com as proteinas ndo estruturais
testadas. A interacdo entre epiisopilosina e 6YYT (nspl2) foi a que se destacou, apresentando
melhor resultado de menor energia minima de ligacdo. Designando assim, que estes compostos
tém elevada capacidade de inibir a acdo das proteinas e induzir a morte do SARS-CoV-2 por
meio do blogueio de replicacdo e transcricdo do virus, sendo necessario mais estudos
especificos em testes prévios.
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