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RESUMO

A HMG-CoA-redutase (HMGR) é uma enzima relacionada a sintese do colesterol, sua
inibicdo € uma estratégia no tratamento da hipercolesterolemia. Com o aumento da pesquisa
por plantas medicinais com propriedades de interesse, as propriedades antilipémicas vém
sendo correlacionadas com as substancias fendlicas. O objetivo deste estudo foi avaliar, in
silico, as propriedades antilipémicas do extrato aquoso das partes aéreas de Mitracarpus
frigidus (MFAQ) frente a HMGR. Apds a caracterizacdo quimica por UFLC-QTOF-MS,
foram avaliadas as propriedades farmacocinéticas e alvos farmacologicos das substancias
presentes em MFAQ. As substancias encontradas (acido clorogénico, rutina, caempferol-30-
rutinosideo e 2-azaantraquinona) demonstraram auséncia de hepatoxicidade, baixa
promiscuidade as protéinas do CYP450, mitocondria como alvo molecular e propriedades
antilipémicas. Em seguida, as substancias foram utilizadas para o estudo de docking
molecular com a HMGR por meio do software Auto Dock Vina®. A atorvastina foi usada
como controle positivo. A enzima também foi avaliada quanto ao seu perfil eletrostatico e
apresentou paredes do sitio ativo com perfil eletrostatico positivo, e seu interior negativo.

A analise de docking molecular mostrou que os flavonoides rutina e caempferol-30-
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rutinosideo apresentaram energias de inibicdo para HMGR semelhantes & atorvastatina, que
pode ser atribuido a sua capacidade de realizar ligacGes de hidrogénio com os residuos do sitio
ativo e por serem atraidas pelas paredes do sitio. Desta forma, os resultados encontrados para
as subtancias de MFAqQ sdo promissores e descrevem o potencial antilipémico dos
flavonoides. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar o potencial antilipémico
das substancias identificadas em MFAQ.

Palavras-chave: metabolismo; lipideos; extrato; docking; HMG-CoA.

ABSTRACT

HMG-CoA-reductase (HMGR) is an enzyme related to cholesterol synthesis; its inhibition
is a strategy in the treatment of hypercholesterolemia. With the increase in research for
medicinal plants with properties of interest, antilipemic properties have been correlated with
phenolic substances. The aim of this study was to evaluate, in silico, the antilipemic
properties of the aqueous extract of the aerial parts of Mitracarpus frigidus (MFAQ) against
HMGR. After chemical characterization by UFLC-QTOF-MS, the pharmacokinetic
properties and pharmacological targets of the substances present in MFAQ were evaluated.
The substances found (chlorogenic acid, rutin, kaempferol-30-rutinoside and 2-
azaanthraquinone) demonstrated absence of hepatotoxicity, low promiscuity to CYP450
proteins, mitochondria as a molecular target and antilipemic properties. Then, the substances
were used for the study of molecular docking with the HMGR through the Auto Dock Vina®
software. Atorvastin was used as a positive control. The enzyme was also evaluated for its
electrostatic profile and showed active site walls with a positive electrostatic profile, and its
interior negative. Molecular docking analysis showed that the flavonoids rutin and
kaempferol-30-rutinoside had inhibition energies for HMGR similar to atorvastatin, which
can be attributed to their ability to perform hydrogen bonds with active site residues and to
being attracted by the walls of the site. Thus, the results found for MFAQ substances are
promising and describe the antilipemic potential of flavonoids. However, further studies are
needed to assess the antilipemic potential of substances identified in MFAQ.

Keywords: metabolism; lipids; extract; docking; HMG-CoA.
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INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares sdo uma das causas mais relevantes de mortalidade em
todo 0 mundo e estdo estritamente relacionadas ao aumento do colesterol na circulagdo do
organismo humano. Isto acontece, pois, a hipercolesterolemia pode acelerar o
desenvolvimento da aterosclerose, resultando em um actmulo de lipideos nas paredes dos
vasos sanguineos, que por sua vez, conduz a um quadro de cardiopatia isquémica
(MAHDAVI et al., 2020; RAM et al., 2020). Essas placas ateroscleréticas podem obstruir
0s vasos sanguineos do coragédo e esse bloqueio pode resultar em doengas cardiovasculares
(HARTANTI et al., 2019).

O aumento do nivel de colesterol é causado, em parte, pelo excesso de sua sintese
por meio da HMG-CoA redutase (HMGR), que converte a acetil-coenzima A (acetil-coA)
em mevalonato, uma das substancias precursoras do colesterol (HARTANTI et al., 2019).
Tal enzima é alvo de tratamento farmacoldgico de medicamentos, denominado inibidores da
HMGR, as estatinas (HARTANTI et al., 2019). Esses farmacos inibem competitivamente a
HMGR e sdo eficientes na reducéo dos niveis séricos de colesterol. No entanto, o consumo
em longo prazo destes medicamentos causa efeitos colaterais graves, como danos ao figado
e musculos (SALVAMANI et al., 2016).

Nos ultimos anos tém crescido o interesse na busca por novos tratamentos de origem
natural para diversas patologias, dentre elas a hipercolesterolémia (SUGANYA et al., 2017;
MAHDAVI et al., 2020). Neste contexto, destaca-se a espécie Mitracarpus frigidus (Willd.
Ex Roem. & Schult.) K. Schum., uma planta encontrada na América do Sul, incluindo o
Brasil (PEREIRA et al., 2006). Essa espécie tem sido amplamente estudada por nosso grupo
de pesquisa e vem apresentando potencial terapéutico para diversas bioatividades, dentre
elas, antifungica, antibacteriana, anti-inflamatoria, entre outras (FABRI et al., 2013; FABRI
et al., 2014; CAMPOS et al., 2019; CAMPOS et al., 2020; FABRI et al., 2020a; FABRI et
al., 2020b).

No entanto, a maioria dos trabalhos descritos para essa espécie concentra-se no

extrato metandlico (MFM) das partes aéreas. O extrato aquoso, foco do nosso estudo, ainda
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é pouco explorado. Diante disto, com o intuito de alavancar a compreensao das bioatividades
desse extrato, utilizamos neste trabalho técnicas de bioinformatica, ferramentas que
fornecem informacdes essenciais para compreender 0 mecanismo de ac¢ao dos farmacos com
seus alvos, e também, para selecionar as melhores substancias para posterior validacdo
experimental (SUGANYA et al., 2017). Logo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
composigdo quimica do extrato aquoso das partes aéreas de M. frigidus e realizar analises in
silico, com intuito de investigar seu potencial anti-hipercolesterolémico por meio da inibigdo
da HMGR.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

As partes aéreas de Mitracarpus frigidus foram coletadas em Juiz de Fora, estado de
Minas Gerais, Brasil, em maio de 2011 nas coordenadas geograficas —43.38223, —21.78073.
Um exemplar da espécie (CESJ 46076) foi depositado no Herbario Leopoldo Krieger da
Universidade Federal de Juiz de Fora, conforme licenca ndmero A032F41-23
SISGEN/BRASIL.

Preparacdo do extrato aquoso das partes aéreas de Mitracarpus frigidus (MFAQ)

As partes aéreas de M. frigidus previamente pulverizadas (1 Kg) foram submetidas a
infusdo em agua destilada a 80 °C por 2 horas. Apés a extracdo, a solucao foi separada,
liofilizada durante 24 horas para remocdo do solvente e mantida em frascos vedados sob
refrigeracdo para posterior realizagdo da caracterizacao quimica. O material foi denominado

MFAQq e apresentou rendimento de 12,6% em relagdo ao material vegetal seco (126 g).

Condicdes cromatograficas

MFA(q foi analisado por cromatografia liquida ultrarrapida acoplada a espectrometria

de massa (UFLC-QTOF-MS) no modo positivo [M + H]" usando um aparelho da marca
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Shimadzu UFLC (modelo Nexera) e um espectrémetro de massa Bruker (modelo QTOF
Compact) com ionizagdo por fonte eletrospray. A fase mével utilizada foi constituida por
agua acidificada, pH = 3, com acido férmico (fase A) e metanol (fase B). O fluxo de injecéo
foi ajustado para 0,4 mL/min e o tempo de execucdo, para 12 minutos. A coluna usada foi a
Kinetex 2,6 um - C18 - 100A, comprimento 100 mm X 3,0 mm. A corrida cromatogréfica
comegou com 40% da fase B em 0,01 minuto, atingindo até 70% da fase B em 8,20 minutos
e 95% da fase B em 9,70 minutos, com um retorno subsequente para 40% da fase B em 10,20
minutos, a execucdo terminou em 12 minutos. As condicdes de ionizacdo foram definidas
da seguinte forma: voltagem da fonte de ions eletrospray de 40 V, voltagem capilar de 4500
V e temperatura capilar de 220 °C. A aquisi¢do dos fragmentos de massa foi realizada por

varredura na faixa de 100 a 1000 m/z.

Predicdes in silico de bioatividades e do perfil farmacocinético

Apés a caracterizacdo quimica de MFA(q, as estruturas das substancias elucidadas
foram projetadas no software online molinspiration®. Em seguida, as bioatividades
relacionadas a regulagdo ou biossintese lipidica e propriedades farmacocinéticas foram
avaliadas nas plataformas online, PASS online® (FILIMONOV et al., 2014), ADMET
LMMD® (CHENG et al., 2012) e PKCSM® (PIRES; BLUNDELL e ASCHER, 2015). Os
valores da capacidade de “possuir atividade” (Pa) e de “ndo possuir atividade” (Pi) foram

tabelados apds a predicdo respeitando o ponto de corte de 30% (0,30).

Selecéo e preparacdo da HMGR para docking

A estrutura da enzima HMGR foi preparada de acordo com a metodologia de Lin et
al., (2015a). A estrutura cristalizada da HMGR, PDB ID = 1hwk.pdb, contendo a estrutura
da atorvastatina (controle positivo) foi selecionada para os estudos de docking. Para a

preparacdo da proteina alvo, as moléculas de dgua foram excluidas da estrutura e todas as
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cargas e hidrogénios dos residuos de aminoacidos foram adicionados e utilizando o software
Auto Dock Tools 1.5.6®

Estudos de docking

As analises de docking molecular foram realizadas de acordo com De Assis et al.
(2020) seguida de algumas modificacdes. A estrutura 2D das substancias elucidadas em M.
frigidus foram projetadas no software Chem Sketch® e suas estruturas otimizadas no software
Avogadro v1.1®, utilizando o campo de forca MMFF94s e o algoritmo steepest descended.
Na segunda etapa, os ligantes foram preparados no Auto Dock Tools v1.5.6 ® (ADT), onde
foram adicionadas as cargas parciais Gasteiger, ligacfes rotacionaveis e hidrogénios. Apés
essa etapa, os arquivos pdbqt foram gerados. A atorvastatina na cadeia B da estrutura
cristalizada da proteina HMGR foi utilizada como controle positivo e para realizar o
redocking por meio do célculo do RMSD (desvio padrdo quadratico médio). O programa
AutoDock Vina® foi utilizado para estudos de docking molecular. A grid box usada foi:
centro da caixa com dimensdes de 22 x 22 x 22, coordenadas de X = 2,435, Y =-9,837eZ
=-10,024, e espacamento de 0,375 A . O programa forneceu varias conformagcdes de docking
(9 poses) que foram avaliadas no software Pymol 2.4.1®. Foi selecionada a estrutura mais
promissora com base nos parametros energéticos e nas interaces formadas entre a HMGR

e as substancias.
Estudo do perfil eletrostatico
Para compreender as interacdes entre os ligantes e o sitio ativo da HMGR, analisamos

o perfil eletrostatico desta enzima usando os programas PDB2PQR v1.9® e APBS v1.4.1®
(JURRUS et al., 2018).
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De acordo com o perfil cromatografico obtido por UFLC-QTOF-MS para MFA(q,

quatro substancias foram identificadas quando comparados os perfis de fragmentacdo de

massas obtidos com os dados disponiveis na literatura (Tabela 1).

Tabela 1 - Dados de MS no modo (+) obtidos por ESI e os resultados da identificacdo das

substancias bioativas no extrato aquoso de partes aéreas de Mitracarpus frigidus por UFLC-

QTOF-MS.

Substancias

Principais fragmentos de massa (m/z)

Tempo de
retencdo (min)

Referéncias

Acido clorogénico
Rutina
Caempferol-30-
rutinosideo

2-Azaantraquinona

355, 1003 [M+H] *; 163, 0413 [M+H-acido quinico] *

611, 1599 [M+H] *; 465, 1016 [M+H-raminose] *; 303, 0486
[M+H-raminose-glucose] *

595.1686 [M+H]; 449.1101 [M+H-raminose] *; 287.0567
[M+H-raminose-glucose] *

441, 2447 [2M+Na] *; 210, 0535 [M+H] *

13
4.0

4.9

8.8

Linetal., 2015b
Rey et al., 2018.

Jang et al., 2018.

Gbaguidi, 2005;
Okunade et al.,
1999

Legenda- ESI, Fonte de ionizacdo do tipo eletrospray.

Atualmente ha um aumento na busca por substancias naturais, onde a pesquisa de

substancias biologicamente ativas auxilia na descoberta de novas moléculas (JOHNSON et

al., 2019). Por meio de UFLC-QTOF-MS, quatro substancias foram caracterizadas em

MFAQ guando comparados os fragmentos de massa com os dados da literatura (OKUNADE,
1999; GBAGUIDI, 2005; LIN, 2015; REY, 2018; JANG, 2018). Apos a caracterizacao

quimica, essas substancias foram utilizadas no processo de triagem in silico.
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Predicdes de bioatividades in silico

As analises de bioatividade in silico foram realizadas para investigacdo das
propriedades farmacoldgicas das substancias identificadas em MFAQ antes de inicializar 0s
estudos de docking (Tabela 2). Valores de Pa> 30% (probabilidade de “possuir atividade™)
foram considerados como bioatividades promissoras. A melhor correlacdo encontrada para
todos os fitocompostos (&cido clorogénico, rutina, caempferol-30-rutinosideo e 2-
azaantraquinona) foi a regulacdo do metabolismo lipidico. A atorvastatina, conforme
esperado, apresentou propriedades hipolipémicas, anti-hipercolesterolémico, inibidor da

sintese do colesterol, inibidor da HMGR e regulador do metabolismo lipidico.

Tabela 2 — Resultados das predicdes de bioatividades in silico das substancias identificadas

em MFAq realizada pela plataforma PASS online®.

Bioatividades Atorvastatina Acido Rutina Caempferol-30- 2-azaantraquinona
clorogénico rutinosideo
Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi
Hipolipémico 0,860 0,005 - - - - - - - -
Anti-hipercolesterolémico 0,511 0,020 - - - - - - - -
Inibidor da sintese de 0,467 0,005 ) ) ) . . ) . )
colesterol
Inibidor da HMG-CoA- 0,399 0,001 ) ) ) ) ) ) ) )
redutase
Reg“'adofig? d’izgtabo"smo 0346 0117 0565 0027 0468 0060 0479 0055 0,465 0,061

Legenda- Pa, probabilidade de “possuir atividade™. Pi, probabilidade de “ndo possuir atividade™.

O metabolismo lipidico esta relacionado ndo apenas com o aparecimento de diversas
doencas, mas também, influencia no envelhecimento e expectativa de vida. Desta forma, sua
regulacdo pode auxiliar na melhora da qualidade de vida e evitar o surgimento de doengas.
Logo, pesquisas por novas substancias que possuam menos efeitos adversos e que ajudem a
regular esse metabolismo torna-se essencial. Por meio da pesquisa de alvos/atividades
farmacologicas, as substancias, acido clorogénico, rutina, caempferol-30-rutionoside e 2-

azaantraquinona, mostraram bioatividades promissoras como reguladores do metabolismo
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lipidico, sugerindo que essas substancias podem vir a ser uma estratégia em potencial para a
regulacdo desse metabolismo (JOHNSON et al., 2019).

Propriedades farmacocinéticas

As propriedades farmacocinéticas das substancias de MFA(Q e da atorvastatina foram
avaliadas pelas plataformas online ADMET LMMD® e PKCSM®. As analises mostraram
que os fitoconstituintes ndo apresentam toxicidade hepatica e tém a mitocondria como
organela alvo (Tabela 3). Todos os constituintes, com excecdo da 2-azaantraquinona, nao
apresent acdo inibitoria ou sdo substratos para as diferentes enzimas do CYP450, fato que
corrobora com os resultados de “promiscuidade” para as enzimas do CYP450, onde foi
encontrada uma baixa capacidade para todas as substancias. Também foi avaliado as
propriedades farmacocinéticas da atorvastatina, no qual foi possivel observar um efeito

hepatotdxico e alta promiscuidade com as enzimas do CYP450 para esse farmaco.

Tabela 3- Propriedades farmacocinéticas das substancias promissoras de MFAq avaliadas
pelas plataformas ADMET LMMD® e PKCSM®.

Propriedades Atorvastatina Acido clorogénico Rutina Caempferol-30- 2-Azaantraquinona
farmacocinéticas rutinosideo
Hepatotoxicidade Sim Né&o Né&o Né&o Né&o
Organela alvo Mitocdndria Mitocéndria Mitocéndria Mitocondria Mitocondria
CYP450 2C9 Substrato NS NS NS NS NS
CYP450 2D6 Substrato NS NS NS NS NS
CYP450 3A4 Substrato S NS NS NS NS
CYP450 1A2 Inibidor NI NI NI NI |
CYP450 2C9 Inibidor NI NI NI NI NI
CYP450 2D6 Inibidor NI NI NI NI NI
CYP450 2C19 Inibidor NI NI NI NI |
CYP450 3A4 Inibidor NI NI NI NI |
Promiscuidade com HP BP BP BP BP

as enzimas do CYP

Legenda- S, substrato. NS, ndo substrato. I, inibidor. NI, ndo inibidor. AP, alta promiscuidade. BP,
Baixa promiscuidade.

As enzimas da familia CYP450 sdo mono-oxigenases que catalisam reagdes ligadas

a metabolismo de diferentes drogas e tambeém estdo presentes na sintese de colesterol,
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esteroides e outros lipideos (ZANGER et al., 2013). As estatinas sdo substratos da CYP3A4
e 0 seu uso concomitante com medicamentos que inibem/induzem essa enzima pode levar a
variacdes das concentracdes plasmaticas desses farmacos, causando assim, toxicidade
(BALASUBRAMANIAN et al., 2021).

Em relagdo as propriedades farmacocinéticas avaliadas nesse estudo, todas as
substancias identificadas apresentaram auséncia de hepatotoxicidade e possuiram a
mitocdndria como organela alvo. Com excecdo da 2-azaantraguinona, as substancias
também ndo demonstraram propriedades inibitorias ou foram substrato para diferentes
enzimas do CYP450, o que corrobora com 0s baixos indices de promiscuidade para essas
enzimas. Comparativamente, a atorvastatina apresentou hepatotoxicidade e alta taxa de
promiscuidade para as enzimas do CYP450. Esses resultados sugerem que as substancias
presentes em MFAQ podem induzir baixos efeitos toxicos e que sdo seguras para O

tratamento da hipercolesterolemia.

Docking molecular paraa HMGR

Perfil eletrostéatico do sitio ativo da HMGR e redocking da atorvastatina

No primeiro momento, foi avaliado o perfil eletrostatico do sitio ativo da HMGR
(Figura 1). Esta analise forneceu observacdes importantes sobre a carga dos residuos de
aminoacidos presentes no sitio ativo da enzima. As paredes do sitio ativo apresentaram um
perfil eletrostatico positivo, enquanto que o interior do sitio se apresentou carregado

negativamente.
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Figura 1- Imagem do perfil eletrostatico do sitio ativo da HMGR.

Legenda- Coloracdo azul indica residuos com carga positiva, enquanto que colora¢do vermelha
indica residuos com carga negativa.

Apos avaliacdo do perfil eletrostatico do sitio ativo, foi construido a grid box e, para
isso, realizou-se o redocking da atorvastatina. A atorvastatina foi retirada do arquivo pdb da
proteina HMGR e foi novamente realizado o seu docking, para que dessa forma, pudesse ser
feito o calculo do RMSD (desvio padréo quadratico medio). O valor do RMSD no redocking
da atorvastatina foi 0,806.

O estudo do perfil eletrostatico € importante para facilitar a compreensdo da
aproximacdo ou repulsdo de moléculas por meio de forgas eletrostaticas, sendo assim,
utilizado para analisar as interagdes intermoleculares. Moléculas com cargas opostas irdo
possuir forcas atrativas enquanto que moléculas com cargas iguais possuiram forgas
repulsivas, (LI et al., 2017; SHASHIKALA et al., 2019). Nossos resultados demonstraram
que, o sitio ativo da HMGR apresenta paredes carregadas positivamente e o interior mais
eletronegativo, sugerindo que substancias com grupos organicos mais eletronegativos terdo
uma afinidade maior pelas paredes do sitio ativo, enquanto que substancias com grupos
carregados positivamente serdo atraidas para o interior do sitio ativo. J& para a validagéo da
grid box, foi realizado o redocking da atorvastatina por meio do calculo do RMSD. Uma
grid box adequada deve ter um valor de RMSD menor que 2 (TORRES et al., 2019). Logo,
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a grid box criada foi promissora, pois apresentou valor de RMSD adequado, demostrando

que houve uma boa sobreposi¢do entre a molécula antes e depois do redocking.

Resultados de docking para as substéncias de MFAqQ

As substancias identificadas em MFAq foram utilizadas para realizar o docking

molecular no sitio ativo da HMGR. As analises mostraram que as substancias possuem maior

capacidade de fazer ligagdes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas com os residuos do
sitio catalitico da HMGR (Tabela 4 e Figura 2).

Tabela 4- Resultados de docking para as substancias identificadas em MFAQ.

Substancia

Energia
(kcal/mol)

Ligacdes de hidrogénio

Interacdes
hidrofébicas

Interagdes
n-Cation

Pontes
salinas

Atorvastatina

Acido clorogénico

Rutina

Caempferol-30-
rutinosideo

2-azaantraquinona

-9,0

-6,9

-6.9

SER 565A (2,48A)
SER 684B (2,06A)
LIS 691B (2,65A)
LIS 692B (2,88A)
ALA 751A (2,28A)
ASN 755A (2,15A)
SER 661B (2,20A)
GLU 665B (3,284)
SER 684B (2,54A)
ASP 690B (2,42A)
LIS 692B (2,64A)
LIS 735A (1,81A)
ALA 751A (2,51A)

SER 565A (3,76A)
ARG 590B (1,14A)
MET 657B (2,30A)
ASN 658B (1,83A)
SER 661B (1,98A)
GLUC 665B (2,06A)
ASN 686B (3,15A)

LIS 735A (2,06A)
ALA 856A (2,12A)

CYS 561A (2,88A)
SER 565A (3,27A)
ASN 658B (2,46A)
ASN 658B (2,294)
SER 661B (2,80A)
SER 684B (2,63A)
LIS 692B (2,36A)
LIS 735A (2,33A)
ARG 590B (3,54A)
ASN 755A (2,54A)

ALA 564A (3,93A)
VAL 683B (3,91A)
HIS 752A (3,51A)
LEU 853A (3,62A)
ALA 856A (3,82A)
LEU 857A (3,72A)

LEU 853A (2,77A)
LEU 857A (3,66A)

LEU 853A (2,27A)
ALA 856A (3,23A)
LEU 857A (3,84A)

HIS 752A (3,56A)
LEU 853A (3,40A)

ARG590B (4,72A)

ARG 590 B (1,39A)

ARG 590B (4,83A)
LIS 692B (4,05A)
LIS 735A (2,90A)

Legenda- A, distancia em angstrons.
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Figura 2 - Docking molecular das melhores poses das substancias de MFAQ e da

atorvastatina no sitio ativo da HMGR.

Legenda- A, atorvastatina. B, Acido clorogénico. C, Rutina. D, Caempferol-30-rutinosideo. E, 2-

azaantraquinona. Linhas amarelas pontilhadas indicam ligagdes de hidrogénio.

O sitio ativo da HMGR pode ser dividido entre a por¢do Coa e a por¢do HMG. A
porcdo CoA encontra-se em uma regido de superficie da enzima e apresenta residuos
carregados positivamente (Ser565, Asn567, Arg568, Lis722, Ser865, His866 e Tyr4d79)
(GESTO et al., 2020). Nesta regido, a cadeia lateral do residuo Tyr479 se liga a base
nitrogenada Adenina presente no HMG-CoA por meio de interacdo de van de Waals,
enquanto que a hidroxila desse aminoacido faz uma ligacéo de hidrogénio com o grupo 3’-
fosfato da porcao ribose dessa mesma substancia (ISTVAN et al., 2000). Ja a porcdo HMG

—
—

988



¥

Journal of Biology & Pharmacy

&fu and Agricultural Management
=m]
ISSN 1983-4209 Journal of Biology & Pharmacy and Agricultural Management, v. 17, n. 4, out/dez 2021

revista.uepb.edu.br/index.php/biofarm

se encontra no meio de duas subunidades da HMGR, ele é formado pelos residuos Arg590,
Ser684, Asp690, Lis691, Lis692 e Asp767 de uma subunidade e os residuos Glu559,
Lys735, Asn755, Leu853 e His866 da outra subunidade (GESTO et al., 2020).

A inibicdo da HMGR ¢ feita quando a porc¢do hidrofébica das estatinas bloqueia o
acesso da HMG-CoA no sitio de ligacdo da enzima (GESTO et al., 2020). Esse blogueio
ocorre devido a uma mudanca de conformacao na estrutura da enzima apos a ligacdo com a
estatina. Todas as estatinas ligam-se aos residuos Arg590, Lis691 e Asp690 (ISLAM et al.,
2015; BANSAL et al., 2021). Essa inibicdo acontece porque as estatinas possuem estrutura
similar ao HMG-CoA, apresentando uma ligacdo covalente com um grupo hidrofébico em
sua estrutura (GESTO et al., 2020). Os resultados encontrados nos testes de docking
confirmaram as informacdes descritas anteriormente. A atorvastatina apresentou ligacdes de
hidrogénio com os residuos Ser565, Lis691, Lis692 e Asn755, interacOes hidrofobicas com
o residuo Leu853 e ligacBes do tipo pontes salinas com os residuos Arg590, Lis692 e Lis735.
Todos os residuos descritos sao caracteristicos do sitio catalitico da HMGR (ISLAM et al.,
2015; GESTO et al., 2020, ISTVAN et al., 2000).

As substancias presentes em MFAQ também apresentaram interac6es com residuos
descritos como caracteristicos do sitio catalitico da enzima. O acido clorogénico apresentou
ligagbes de hidrogénio com os residuos Ser684, Asp690, Lis692 e Lis735, e interacdo
hidrofobica com o residuo Leu853. A rutina apresentou ligagfes de hidrogénio com o0s
residuos Ser565 e Lis735, e interacdo hidrofébica com o residuo Leu853. O caempferol-30-
rutinosideo apresentou ligacdes de hidrogénio com os residuos Ser684, Lis692 e Lis735. A
2-azaantraquinona apresentou ligacdes de hidrogénio com o residuo Ans755 e interacfes
hidrofobicas com o residuo Leu853. Além desses residuos, as substancias também
apresentaram interacdes com residuos caracteristicos de ligacdo para estatinas (ISTVAN et
al., 2000; GESTO et al., 2020), como ligacdes de hidrogénio com Asp690 e interacdo n-
cation com Arg590 para o acido clorogénico, interacdo hidrofébica com Arg590 para a
rutina, interacdes n-cation com Arg590 para o caempferol-30-rutinosideo e ligagdes de

hidrogénio com Arg590 para a 2-azaantraquinona.
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Os estudos realizados para as substancias identificadas em MFAQ estdo condizentes
com os dados da literatura. Estudos apontam que o &cido clorogénico tem efeitos protetores
no figado devido ao seu potencial regulador do metabolismo lipidico com reducéo dos niveis
de triglicerideos, acidos graxos e colesterol. Estes trabalhos também revelaram que essa
substancia regula o metabolismo dos acidos graxos, estimula as proteinas quinases ativadas
por AMP e modula o nivel de &cidos graxos hepaticos (ZHOU et al., 2016). A rutina, por
sua vez, ja foi citada como componente bioativo no tratamento da hiperlipidemia e doencas
cardiovasculares (HUSSAIN et al., 2021). Além disso, trabalhos in vivo utilizando animais
mostraram reducdo do tamanho dos adipdcitos, reducdo de peso e niveis mais baixos de
triglicerideos, colesterol total e lipoproteinas de baixa densidade apos tratamento com esse
flavonoide (YANG et al., 2020).

Ainda com relacdo a rutina, um estudo de docking molecular utilizando a HMGR
demonstrou sete interagdes moleculares do tipo ligacdes de hidrogénio entre a enzima e essa
substancia (SUGANYA et al.,, 2017). O caempferol é outro flavonoide que vem
apresentando propriedades antihiperlipidémicas e anti-obesidade, diminuindo o ganho de
peso e auxiliando na regulacdo do metabolismo lipidico, diminuindo adipdcitos, colesterol e
triglicerideos (CHANG et al., 2011). Esse composto também pode se ligar no mesmo local
que as estatinas e 0 HMG-CoA devido as posic¢Bes de suas hidroxilas, que sdo adequadas
para realizar ligagcdes de hidrogénio ao local de ligagdo do substrato, podendo inibir a HMGR
por impedimento estérico (ISLAM et al., 2015). Ja a 2-azaantraquinona, é um alcaloide, e
pode ter a inibicdo enzimatica relacionada a propriedades caracteristicas dessa classe de
subtancias, no entanto, faltam dados que elucidem seus mecanismos (OKUNADE et al.,
1999; REDDY et al., 2014).

CONCLUSAO
Comparando os resultados obtidos das substancias identificadas no extrato aquoso

de M. frigidus com os resultados da atorvastatina, é possivel inferir a bioatividade

relacionada a regulacdo do metabolismo lipidico dessas substancias. Além disso, 0s
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constituintes analisados apresentaram-se seguros, menos toxicos e com menor probabilidade
de efeitos adversos. Por meio da analise de docking molecular, as substancias avaliadas
apresentaram ligacdes com varios residuos do sitio ativo da HMGR, além de interacGes com
pelo menos um dos residuos caracteristicos das ligaces das estatinas com a enzima (ASP690
e ARG590). Esses resultados sdo relevantes para indicar que essas substancias podem ser
inibidores da HMGR, sendo uma estratégia terapéutica no tratamento de hiperlipidemias

tanto na forma isoladas quanto associadas no extrato aquoso de M. frigidus.
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