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Resumo

A presente pesquisa visou avaliar in silico a farmacodindmica, farmacocinética e toxicidade
dos éacidos siringico e ursélico isolados da Actinidia deliciosa e analisar 0 mecanismo que
fundamente a sua atuacdo na reducdo do colesterol comparando-os com o farmaco
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sinvastatina. Foi utilizado o servidor online PreADME para a avaliagdo do perfil
farmacocinético e toxicoldgico por meio da estrutura-atividade molecular e o software
AutodockVina para o estudo da farmacodinamica e potencial farmacolédgico das interacdes
moleculares. Os dados ADME obtidos para os acidos siringico e ursolico foram semelhantes
aos da sinvastatina, na analise do docking molecular foi evidenciado que os resultados foram
aproximados entre as moléculas testadas, contudo o &cido ursélico se sobrepds com maior
estabilidade de interacdo com o alvo biologico quando comparado a sinvastatina. Foi possivel
observar a partir dos resultados que os compostos avaliados sdo qualificados a posteriores
ensaios in vitro e in vivo para um estudo mais aprofundado de sua ag&o anti-hiperlipémica.

Palavras-chave: Actinidia deliciosa; Docking molecular; Anélise in silico.

Abstract

The present research aimed to evaluate in silico the pharmacodynamics, pharmacokinetics and
toxicity of syringic and ursolic acids isolated from Actinidia delicious and to analyze the
mechanism that underlies its performance in cholesterol reduction comparing them with the
drug simvastatin. The PreADME online server was used to evaluate the pharmacokinetic and
toxicological profile through the molecular structure-activity and the AutodockVina software
to study the pharmacodynamics and pharmacological potential of molecular interactions. The
ADME data obtained for the syringic and ursolic acids were similar to those for simvastatin,
in the analysis of the molecular docking it was evidenced that the results were approximate
between the tested molecules, however the ursolic acid overlapped with greater interaction
stability with the biological target when compared to simvastatin. It was possible to observe
from the results that the evaluated compounds are qualified for subsequent in vitro and in vivo
tests for a more in-depth study of their anti-hyperlipemic action.

Keywords: Actinidia deliciosa; Molecular docking; In silico analysis.

Resumen

La presente investigacién tuvo como objetivo evaluar in silico la farmacodinamica,
farmacocinética y toxicidad de los &cidos sirinico y ursolicos aislados de Actinidia delicious y
analizar el mecanismo que subyace a su rendimiento en la reduccion del colesterol
comparandolos con el medicamento simvastatina. El servidor en linea PreADME se utilizd
para evaluar el perfil farmacocinético y toxicoldgico a través de la actividad de estructura
molecular y el software AutodockVina para estudiar la farmacodindmica y el potencial

farmacoldgico de las interacciones moleculares. Los datos de ADME obtenidos para los
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acidos sirinico y ursolico fueron similares a los de la simvastatina, en el analisis del
acoplamiento molecular se evidencié que los resultados fueron aproximados entre las
moléculas probadas, sin embargo, el acido ursolico se superpuso con una mayor estabilidad
de interaccion con el objetivo bioldgico cuando en comparacién con la simvastatina. A partir
de los resultados, fue posible observar que los compuestos evaluados estan calificados para
posteriores pruebas in vitro e in vivo para un estudio mas profundo de su accion anti-
hiperlipémica.

Palabras clave: Actinidia deliciosa; Acoplamiento molecular; Analisis in silico.

1. Introducéo

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo ocasionadas devido a uma alteracdo na
funcdo do sistema cardiaco, sendo este responsavel, pelo transporte de oxigeno e nutrientes
para que as células realizem suas fungdes adequadamente. As DCV sdo consideradas um
grande problema de saude publica em todo mundo em especial em grandes centros urbanos.
Dentre as DCV destacam-se a doenca arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca, angina,
doengas hipertensivas, dentre outras (Magalhées, et al., 2014).

Segundo o Ministério da Saude, no Brasil, cerca de 300 mil individuos sofrem infarto
do miocérdio, sendo que 30% desses individuos vém a Obito. Dentre as doengas
cardiovasculares, destaca-se a doenca coronaria arterial, sendo a mesma responsavel por
maior morbimortalidade no mundo. A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) destaca que 0s
problemas cardiovasculares sdo mais prevalentes em paises de baixa e média renda, sendo o
tabagismo, dislipidemias, hipertensdo e obesidade fatores que aumentam o risco de
desenvolver essa patologia.

A doenca aterosclerdtica destaca-se por ser a patogenia que provoca maior
mortalidade na sociedade brasileira, sendo essa uma doenga multifatorial, que envolve o
acumulo do colesterol e oxidacdo do mesmo no meio intracelular, gerando elevacdo da
pressdo media arterial e agregacdo plaquetaria. A prevencdo da arteriosclerose ocorre a
principio por meio da identificacdo e controle das hiperlipidemias associadas com o uso de
hiperlipidémicos (dentre estes as estatinas), bem como os fatores de riscos provenientes do
estilo de vida inadequada, dieta rica em gordura, e sedentarismo (Markman, Rosa, &
Koschtschak, 2010).

Conforme Xavier, et al., (2013), nas Ultimas décadas foi obtido notaveis progressos

relacionados ao desenvolvimento de hipolipemiantes, com alto potencial para reduzir a
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hipercolesterolemia, propiciando a obtencdo de novas metas terapéuticas. Atualmente a
terapéutica farmacologica para tratar a hipercolesterolemia, consiste basicamente nas classes
farmacologicas resinas, fibratos, estatinas, ezetimiba, acido nicotinico e utilizacdo de acido
graxo 6mega 3.

A 3-hidroxi-3metilglutaril coenzima A (HMGCoA) redutase ¢ uma enzima importante
para o estudo das dislipidemias, tendo em vista que a mesma é responsavel pela regulacdo da
velocidade de sintese do colesterol no figado. As estatinas sdo uma classe farmacologica, que
agem inibindo a acdo dessa enzima, proporcionando uma reducdo nos niveis de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL), dos triglicerideos e o aumento dos niveis de lipoproteinas de alta
densidade (HDL). A sinvastatina é considerada um pré-farmaco, inibidor competitivo e
reversivel da HMG-CoA redutase, altamente prescrita para o tratamento da arteriosclerose
(Markman, Rosa, & Koschtschak, 2010).

Atualmente a grande diversidade vegetal associada ao baixo custo na terapéutica sao
alguns facilitadores que impulsionam o uso de plantas medicinais no Brasil (Oliveira,
Mezzomo, & Moraes, 2018). As plantas sdo a principal fonte de compostos fendlicos,
vitamina E (a-tocoferol) e C (ascorbico), sendo estes os mais eficazes catalizadores de
radicais livres no organismo. Grandes partes das frutas contem compostos benéficos a salde
como os tocoferois, carotendides, dentre outros. A ingestdo dessas frutas pode ser essencial na
reducdo de doencas crdnicas, como as cardiovasculares e o cancer (Bursal, & Gulgin, 2011).

A Actinidia deliciosa (Kiwi) é um fruto de origem chinesa, atualmente cultivada em
varias regides. No Brasil é cultivado em S&o Paulo, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Minas
Gerais, e nas serras do Espirito Santo (Lima, Sousa, Silva, Sousa, & Figueiredo, 2012). O
kiwi é um fruto essencial para a nutricdo humana, o mesmo € rico em fibras, potassio, acido
folico, vitaminas, sendo a principal delas a vitamina c, e varios compostos fotoquimicos. Por
ser uma fruta citrica, contém antioxidantes que sdo importantes na diminui¢do da incidéncia
de doencas degenerativas (cancer), cardiovasculares, inflamagdes e disfungdes cerebrais
(Gomes, Silva, Radeke, & Oshiroet, 2012).

Os flavonoides possuem ampla atividade terapéutica, em especial acdo antioxidante.
Dentre esses compostos se destacam no kiwi: o acido siringico, pirogalol, catecol, acido
cafeico, acido ursolico, valina, acido alagico, acido galico (Florentino, et al., 2009). O acido
siringico e 0 acido ursolico presentes na polpa da Actinidia deliciosa tém sido alvos de
estudos por possuirem acdo antioxidante, ao neutralizarem acgdo dos radicais livres.

A avaliacdo in silico € um método de simulagdo computacional que auxilia na escolha

de compostos que acarretam bons resultados acerca das analises pré-clinica. Retrata um
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avanco nas pesquisas que envolvem producdo de novos farmacos, tendo em vista a
capacidade de realizar a triagem destacando a viabilidade da molécula quanto a sua estrutura
quimica e reducéo da necessidade de anélises in vitro e in vivo (Oliveira, 2014; Smelcerovié,
etal., 2017).

O objetivo desta pesquisa foi avaliar in silico a farmacodinamica, farmacocinética e
toxicidade dos &cidos siringico e ursélico isolados da Actinidia deliciosa para analisar o
mecanismo que fundamente a sua atuacdo na reducdo do colesterol com o propoésito de obter

0 potencial dessas substancias como candidato ao desenvolvimento de novos farmacos.

2. Metodologia

No tocante a natureza deste trabalho, caracteriza-se como sendo uma pesquisa
experimental, com finalidade quali-quantitativa e explicativa como preconiza Pereira et al.
(2018) e, o qual se fundamenta em analises de alguns pardmetros por meio do uso de
ferramentas in silico e softwares de Quimica Farmacéutica Medicinal disponiveis na
plataforma web. Realizou-se levantamento bibliografico através de bancos de dados LILACS
- Literatura Latino Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude, SciELO - Scientific
Eletronic Library Online e PubMed - National Library of Medicine and National Institute of
Health para obtencdo de informacdes sobre o uso popular do fruto, suas caracteristicas

fitoquimicas e os métodos de avaliagéo in silico.

Otimizacgéo da Estrutura Molecular

Antes da realizacdo das analises in silico procedeu-se o desenho molecular e a
otimizacdo da estrutura tridimensional da sinvastatina, do acido siringico e do &cido ursélico,
através do software ACD/ChemSketch versdo 14.0, baseada em pardmetros da mecéanica
classica (distancia de ligacdo, angulo de ligacdo e angulo diedro). Apo6s a otimizacdo, as

moléculas foram salvas em formato (.mol).
Anélise Farmacocinética e Toxicologica in silico
A analise farmacocinética e toxicologica foi realizada pelo servidor online

PreADMET que é mantido pela Universidade de Seu na Coreia do Sul e esta disponivel em

(https://preadmet.omdrc.kr/). O cddigo fonte do arquivo .mol criado anteriormente foi
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importado para a ferramenta PreADMET e realizou-se a predigdo in silico de diversos
parametros farmacocinéticos e toxicolégicos da sinvastatina, acido siringico e &cido ursolico
com base na relacdo estrutura-atividade dessas moléculas com outras moléculas previamente

pesquisadas e com seus resultados disponiveis em varios bancos de dados mundiais.

Preparacao dos Alvos Moleculares

A enzima HMG-CoA redutase foi obtida atraveés do Protein Data Bank (PDB), ja
ancorada a molécula da sinvastatina. Antes da realizacdo do Docking computacional utilizou-
se o software BIOVIA Discovery Studio versdo 17.2.0 para remover moléculas de agua,
cofatores e o ligante complexado ao receptor e em seguida os alvos foram salvos em formato
(.pdb). Ainda nesse mesmo programa o arquivo .mol dos ligantes testes foram convertidos em

formato (.pdb).

Ancoragem Molecular

Inicialmente importou-se o ligante em formato .pdb no software AutoDockTools 1.5.6
onde foram detectadas ligacOes rotativas e definiu-se estas como rigidas e adicionaram-se
hidrogénios polares e cargas de Gasteiger. E em seguida o ligante preparado foi salvo em
formato (.pdbqgt). Os alvos foram mantidos como flexiveis caracterizando o docking como
semi-flexivel, e foram também acrescidos de cargas de Gasteiger e hidrogénios polares, 0s
hidrogénios ndo-polares foram removidos e os alvos salvos em (.pdbqt).

O volume do Grid de ancoragem foi definido em 40 pontos x 40 pontos x 40 pontos
(dimensdes X, Y e Z) para um espaco de 1 A e o centro do grid de ancoragem foi definido na
regido que estava sendo ocupada pela sinvastatina que foi cristalizada ancorada ao alvo. As
dimensGes e coordenadas no plano cartesiano do grid em cada receptor foram utilizadas para
gerar os arquivos de configuracdo do AutoDockVina. E por fim realizou-se o docking
computacional da sinvastatina, &cido siringico e &cido ursolico com a enzima HMG-CoA
redutase.

Analise Estatistica

As comparacdes entre a afinidade de interacdo da sinvastatina, &cido siringico e cido
ursélico com HMG-CoA redutase, foram realizadas pelo software GraphPadPrism verséo
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7.00 através do Teste T para amostras ndo pareadas, valores de p < 0,05 foram considerados

significativos.

3. Resultados e Discussao

As plantas medicinais sdo usadas ha muito tempo por nossos antepassados e Sao
conhecidas por terem um papel importante na cura e tratamento de algumas doencas. Elas sdo
utilizadas como alimento e como remédio para tratar enfermidades desde as civiliza¢cBes mais
antigas promovendo cura e muitas vezes até a morte devido a falta de conhecimento acerca
dos constituintes do vegetal (Tomazzoni, Negrelle, & Centa, 2006).

O kiwi, assim como outros vegetais é bastante consumido com a finalidade de
promocdo de cura, em especial para tratar disfuncGes do organismo que estdo relacionados
aos niveis de colesterol. O fruto possui como afirma Zhao, et, al. (2012) uma gama de
polifendis, alguns &cidos como o siringico e o ursolico e carotendides, ele também apresenta

atividade antioxidante e agem blogueando o estresse oxidativo in vivo.

Anélises de parametros farmacocinéticos

PreADMET é um servidor online mantido pela universidade de Seul na Coréia do Sul,
essa ferramenta é capaz de predizer diversos parametros farmacocinéticos de ADME
(absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo), e também toxicoldgicos, através da
relacdo estrutura-atividade de moléculas e fragmentos de moléculas j& avaliadas e disponiveis
em diversos bancos de dados mundiais. Tais ferramentas de analises in silico sdo importantes
para 0 processo de descoberta de novos farmacos, uma vez que podem produzir resultados
preliminares bastante importantes no processo de triagem de moléculas candidatas a farmaco
(Quadro 1).

Quadro 1: ADME da Sinvastatina, Acido Siringico e Acido Ursolico.

Método Sinvastatina Acido Siringico Acido Urs6lico

BBB 1.14749 0.539779 8.00777
Caco2 29.7405 18.8327 21.8616
CYP_3A4_inhibition Inibidor Néo Inibidor
CYP_3A4 substrate Substrato Néo Substrato

HIA 96.564192 82.027960 95.996396

MDCK 0.0473019 29.7007 0.0451719
Pgp_inhibition Inibidor N&o Inibidor

Ligacdo de proteina plasmatica 100.000000 69.775772 100.000000

Fonte: PREADMET, 2020.
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As estatinas atuam por meio da inibi¢do da enzima HMG-CoA redutase, uma enzima
hepatica que age transformando a coenzima A em mevalonato na primeira etapa da via de
sintese de colesterol hepatico (Silva, 2016). Dessa forma, devido as estatinas terem como alvo
0 sistema hepatico, a sua penetracdo na barreira hematoencefalica (BBB) pode justificar
efeitos colaterais no Sistema Nervoso central (SNC), assim quanto menor a quantidade desse
farmaco atravessando a BBB, melhor serd a seguranca do mesmo. Dentre as trés substancias
analisadas pode-se observar que o acido ursélico foi o que apresentou maior penetracdo na
BBB, caso essa substancia seja cotada para o tratamento de dislipidemia, seria necessario
avaliar posteriormente com mais detalhes a capacidade do mesmo de causar efeitos colaterais
no SNC. A sinvastatina foi a segunda molécula com maior penetracdo na BBB, sabe-se que
ela é um medicamento com seguranca relativamente alta, porém nédo héa evidéncias de efeitos
colaterais no SNC. O acido siringico foi a molécula que obteve menor valor em relacdo a
penetracdo na BBB, sendo este 0 mais seguro no que se refere aos efeitos colaterais no SNC.

Ao verificar parametros de absorcdo dos farmacos, foi avaliada a permeabilidade em
células epiteliais Caco-2 (derivadas do adenocarcinoma do célon humano). Segundo Sousa,
Freitas, & Storpirtis, (2007), no decorrer dos anos as células Caco-2 vem sendo amplamente
empregadas nos ensaios de andlises de absorcdo e permeabilidade de farmacos, sendo que
esse modelo ajuda na identificacdo de moléculas com potenciais terapéuticos. O mesmo
possibilita prever a sua capacidade de absorc¢do in vivo, que é fundamental para as triagens de
moléculas em estudos pré-clinicos. Ao que se refere ao parametro descrito no quadro 1 do
modelo de células Caco-2, observou-se que a sinvastatina mostrou maior permeabilidade
quando comparado com as duas moléculas testes, porém os resultados de absorcéo nesse tipo
de célula para o acido siringico e o acido ursolico foram aproximados ao da sinvastatina.

Analogamente, para fazer uma correlacdo com os resultados do modelo Caco-2
obtidos na andlise in silico, foi realizado o teste de excrecdo em células MDCK, um
parametro que mede a taxa de excrecdo dos farmacos que usa um modelo de células do rim
canino. Quando cultivado em membranas semipermeaveis, essas células diferenciam-se em
epiteliais colunares apresentando juncdes o que as caracterizam como semelhante as células
Caco-2 (Chong, Dando, & Morrison, 1997). De acordo com os resultados do quadro 1, houve
uma variagdo em relagdo aos resultados obtidos na andlise in silico entre 0s compostos
fenolicos testes e o farmaco utilizado na terapéutica, a sinvastatina. Quanto maior for o valor
do MDCK, melhor sera a taxa de eliminagdo do fa&rmaco. Dessa forma, observou-se que nesse
parametro o acido siringico obteve resultado relevante, adquirindo melhor capacidade de

excrecdo em relacdo a sinvastatina e ao acido ursolico.
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Um fator essencial na etapa de desenvolvimento de novos farmacos é a capacidade
inibitéria enziméatica que a molécula apresenta. Assim, o citocromo P450, complexo
enzimatico de grande importancia no metabolismo, apresenta vérias subfamilias, nesse
contexto, merecendo destaque o CYP3A4, que é caracterizado como um dos principais
citocromos na metabolizacdo de drogas no ser humano, sendo encontrado no trato
gastrointestinal e no figado, onde é responsavel pela diminuicdo da biodisponibilidade de
algumas drogas (Devlin, 2002). O resultado obtido na analise nos permite propor que 0
farmaco (sinvastatina) e o acido ursolico possuem capacidade de inibi¢do e funcionam como
substrato enzimatico da subfamilia CYP3A4, podendo influenciar no metabolismo de outras
drogas que possam ser utilizadas concomitantemente com eles, ja o acido siringico ndo é
substrato do CYP3A4 e ndo possui atividade inibitoria, ou seja, esta substancia possui menos
interacdes farmacoldgicas quando comparado as demais aqui analisadas.

Segundo Polli, Crison, & Amidon, (1996), o processo de dissolucdo e de permeacéo
no intestino pode apresentar fatores que limitam o processo de absor¢do nas formas
farmacéuticas de uso oral. E no duodeno e na parte proximal do jejuno onde ocorre grande
parte da absorcdo dos farmacos no trato gastrointestinal, a mucosa do TGI € composta por
epitélio colunar simples, com uma membrana proeminente vascularizada, que possui pregas,
microvilosidades e depressdes para promover a absor¢do. No quadro 1 é possivel observar
gue ambos 0s compostos testes analisados apresentaram valores de HIA (Absorcdo Intestinal
Humana) bem proximos ao da sinvastatina, apresentando absorcao semelhante.

A Pgp (Glicoproteina — P), esta presente em grande parte nas células epiteliais, que
revestem o intestino delgado, hepatdcitos, colon, glandula renal dentre outras estruturas, a
mesma € caracterizada por ser um dos pontos seletivos para a entrada de xenobidticos nos
tecidos, e tem uma funcdo fundamental na excrec¢do, auxiliando na eliminacdo de farmacos,
promovendo reducdo da biodisponibilidade de variais moléculas (Amin, 2013; Ashoraj, Dey,
Panchagnula, & Varma, 2003). Assim, ao avaliar o resultado sobre a Pgp, o acido ursélico
apresentou-se inibitorio sobre essa proteina, como ocorre com a sinvastatina, onde ha inibicao
da proteina e bloqueio do efluxo do farmaco apo6s sua absor¢do. O &cido siringico nédo
apresentou atividade inibitoria sobre a proteina de efluxo (pgp), o que implica dizer que
haveria uma reducdo da biodisponibilidade da mesma, e seriam necessarias doses mais altas
dessa substancia para efetivacdo de sua atuacdo farmacologica, pois ela seria excretada de
volta a luz intestinal apds sua absorcao pelas células epiteliais.

Outro fator analisado foi a ligagdo dos compostos a proteinas plasmaticas, descritos no

quadro 1. De acordo com Santos, Daniel, Prospero, & Costa, (2018), quanto maior for a
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quantidade de farmacos ligados a proteinas plasméticas, maior serd a capacidade do mesmo
permanecer ligado na forma de reserva. De forma geral o &cido ursolico e a sinvastatina
apresentaram 100% de ligacdo com proteinas plasmaticas, ou seja, a biodisponibilidade do
farmaco € reduzida. O &cido siringico apontou menor ligagdo com as proteinas plasmaticas,
indicando que ele possui fragdo livre maior quando comparado a sinvastatina e o &cido
ursdlico e, portanto, melhor biodisponibilidade.

Analises de parametros toxicologicos

Os parametros toxicoldgicos avaliados para o farmaco controle e as moléculas testes
provém de avaliacGes in silico que simulam o contato destas moléculas com tecidos
bioldgicos de diferentes espécies de seres vivos em ordem evolucional, sendo constituido pelo
teste de Ames, carcinogenicidade em roedores, interagdes com genes do tipo hERG que
codificam canais i6nicos em células cardiacas e parametros de toxicidade em organismos

marinhos.

Quadro 2: Anélise de Parametros Toxicoldgicos.

Métodos Sinvastatina Acido Siringico Acido Urso6lico
TA100 (- S9) Negativo Negativo Negativo
TA100 (+ S9) Negativo Negativo Negativo
TA1535 (- S9) Negativo Positivo Negativo
TA1535 (+ S9) Negativo Negativo Negativo
Carcinogenicidade_Rato Positivo Positivo Positivo
Carcinogenicidade_Camundongo Positivo Negativo Positivo
Inibi¢do_hERG Baixo risco Baixo risco Baixo risco
Algae_at 0.00912522 0.0762153 0.00162087
daphnia_at 0.0171603 0.660163 0.00932035
medaka_at 0.000562335 0.523704 0.000166336
minnow_at 0.00113113 0.298169 3.50478e-005

Fonte: PREADMET, 2020.

As mutacOes acarretam grandes propensOes por estarem concernentes a patologias
degenerativas como, por exemplo, o cancer. O teste de Ames é um ensaio bacteriano em curto
prazo bastante utilizado para a avaliacdo de mutagenos, através dele faz-se uso de estirpes da
bactéria Salmonella typhimurium (TA100 e TA1535) com alteracGes nos genes que estdo
diretamente relacionados a producdo da histidina para a averiguacdo prévia da capacidade das
substancias causarem modificacBes genéticas nas bactérias e provocar seu crescimento em
meio com auséncia de histidina (Benfenati, 2016; Dolabela, et al., 2018; Efinger, O'Driscoll,
McAllister, & Fotaki, 2018).
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Como evidenciado por Calixto, (2012) o teste com as cepas identifica agentes que
podem causar alteracdes mutagénicas, elas podem ser avaliadas na presenca ou na auséncia da
fracdo S9, essa fracdo esta relacionada a metabolizacdo de substéncias, sdo compostas por
fragdes hepaticas microssomais e citosdlicas, e simulam as caracteristicas dos metabolitos
produzidos. A cepa TAL100 constata a capacidade de a substancia causar substituicdes de
codificagdo genética no par guanina-citosina e a cepa TA1535 detecta substancias que podem
ocasionar a inducao de metilagédo e substituicdo de pares de bases guanina-citosina (Grandis,
2016). Foi possivel verificar através do teste de Ames que a sinvastatina e o acido ursolico
ndo apresentaram predicdo a mutagenicidade nas cepas, enquanto que o &cido siringico, por
sua vez, apresentou predicdo a mutagenicidade na cepa TA1535 10RLI (- S9) sugerindo que
a molécula é mutagénica, no entanto ap6s sua metabolizacdo ela deixa de ser mutagénica.
Porém esse resultado por si s6 ndo € definitivo, mesmo sendo um dos testes mais sensiveis
que existem atualmente para essa avaliacdo, é necessaria a realizacdo de outros métodos para
a validacéo dos resultados obtidos por meio do teste de Ames.

A predicdo in silico no servidor PreADMET possibilita maior agilidade na analise,
uma vez que seu algoritmo € relacionado a dados do National Toxicology Program e do FDA,
0 que lhe propde resultados confiaveis do potencial carcinogénico (Jonsdéttir; Jergensen, &
Brunak, 2005; Benfenati, 2016; Efinger, O'Driscoll, McAllister, & Fotaki, 2018). No teste de
predicdo a carcinogenicidade em camundongos o &cido siringico manteve-se negativo o que
Ihe confere menor toxicidade, enquanto a sinvastatina e o acido ursélico apresentaram
resultados positivos, ja na predicdo da carcinogenicidade em ratos todas as moléculas
estudadas obtiveram resultados positivos.

A avaliacdo da capacidade inibitéria das moléculas testadas in silico no gene herg, que
por sua vez, estd relacionado com a codificagdo da subunidade o do canal de potéssio
voltagem dependente do midcito cardiaco, obteve resultados de baixo risco. Essa avaliacdo é
de suma importancia, pois a inibicdo do herg faz com que haja aumento do tempo de
repolarizacdo, que consequentemente eleva o potencial de acdo e o intervalo QT podendo
causar arritmias cardiacas (Jing, Easter, Peters, Kim, & Enydy, 2015).

Em relacdo aos parametros de toxicidade em organismos marinhos, os dados foram
adquiridos por meio de séries de propriedades quimicas com analise das redes neurais de
toxicidade aguda aquatica. No tocante a avaliacdo desses parametros, quanto menor for a
concentracdo da molécula com habilidade de provocar inibigdo do crescimento, maior sera o
potencial toxico. Diante dos dados expostos, constatou-se que houve aumento nos nimeros

atingidos nos teste em algas e em Daphniasp. para o acido siringico quando comparado a
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sinvastatina o que caracteriza uma melhora consideravel (Costa, Olivi, Botta, & Espindola,
2008; Melkinov, Kostal, Voutchkova-Kostal, Zimmerman, & Anastas, 2016; Dolabela, et al.,
2018).

Anélise da farmacodinédmica e docking molecular

O docking molecular é um método computacional realizado através de um software de
simulacdo de modelagem molecular, uma ferramenta computacional agil e eficiente para
avaliar e prenunciar a capacidade de duas moléculas interagirem, ele é bastante eficiente para
ser utilizado em pesquisas de acoplamento molecular. O designio do software de juncédo
molecular é obter a predicdo da atividade molecular no que diz respeito a sua estrutura,
afinidade e as formas de interacdo com seu alvo bioldgico, onde haverd formacdo do
complexo (Forli, et al., 2016).

Estes métodos computacionais sdo utilizados para analise de macromoléculas
bioldgicas e possuem extrema importancia para acompanhamento da atividade das proteinas.
Uma pesquisa de ancoragem inicia-se com o estabelecimento do sitio de ligacdo, ou seja, 0
local da proteina que havera a interacéo, os resultados das tentativas de encaixe séo analisados
e uma lista classificatéria das poses de interacdo € originada e fornecida para serem
averiguados (Alonso, Blisnyuk, & Gready, 2006; Seeliger, & Groot, 2010).

De acordo com Quiroga, & Villarreal (2016) o AutodockVina, bastante empregado na
triagem virtual, € um programa proveniente do Autodock 4, ele dispde de funcdo de
pontuacdo, algoritmo de otimizacdo global eficiente e precisdo acentuada, além de realizar
calculos paralelos utilizando varios nacleos em uma maquina para acelerar o calculo. Através
do AutodockVina foi avaliada a conformacdo espacial de cada molécula testada (ligantes)
para identificacdo da conformacdo mais viavel ao acoplamento com o alvo bioldgico.

Acordante ao exposto por Smith, Van Ness & Abbott (2007) cada conformacao emite
energia livre de ligacdo, essa energia é calculada através das interacGes ndo covalentes entre
os grupos funcionais das moléculas testadas e no acoplamento com o alvo, onde é formado
um complexo que quanto menor for a energia de ligagdo, maior sera a sua estabilidade. A
variacdo da energia livre esta associada a espontaneidade de um processo, os elementos de
evolugdo temporal dos complexos moleculares sdo essenciais para os calculos de energias
livres para que se obtenham as mais variadas conformagdes que o complexo possa aderir.
Diante do exposto, foi adquirida por meio de analise computacional a estatistica dos valores

de energia de ligacdo como evidenciado no Grafico 1.
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Graéfico 1: Comparagio entre a Afinidade de Interacio de Acido Siringico, Acido Ursélico e
Sinvastatina com a Enzima HMG-CoA Redutase.

L Syringic Acid
o Synvastatin

B yrsolic Acid

Affinity (kcal/mol)
N

Fonte: Autores, 2020.

Pode-se observar no Gréfico 1, que comparando-se a afinidade da sinvastatina pela
HMG-CoA redutase em relacdo ao acido siringico, houve uma afinidade maior da
sinvastatina, uma vez que esta possuiu uma menor energia de ligacdo, sendo esta variacao
entre as duas substancias estatisticamente significativa (p <0,0001). Na comparacdo da
afinidade da sinvastatina, pela enzima alvo, com o &cido ursolico observou-se, de forma
estatisticamente significativa (p <0,05), uma maior afinidade de interacdo do &cido ursolico.

O estudo da predicdo do potencial farmacolégico da interagdo entre as moléculas
testadas e o0 alvo bioldgico foi baseado em avaliagdo in silico através do docking molecular,

ilustrado nas Figuras 1, 2 e 3.
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Figura 1: Complexo ligante-proteina alvo formado pela sinvastatina e HMG-CoA redutase e

suas interacdes com 0s aminoacidos.
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Fonte: Discovery Studio, 2020.

Figura 2: Complexo ligante-proteina alvo formado pelo acido siringico e HMG-CoA

redutase e suas interacbes com 0s aminoacidos.
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Figura 3: Complexo ligante-proteina alvo formado pelo &cido ursolico e HMG-CoA redutase

e suas interacBes com 0s aminoacidos.

TYRA479

Fonte: Discovery Studio, 2020.

Conforme a observacao da Figura 1 foi identificada a participacdo de trés aminoacidos
na interacdo da sinvastatina com sitio ativo, a leucina (857), lisina (735) e a valina (683).
Desses trés aminoacidos presentes na interacdo da sinvastatina, observou-se que na interacao
do &cido siringico com seu alvo (Figura 2) um deles repetiu-se, o que implica dizer que as
moléculas interagem no mesmo sitio ativo da HMG-CoA redutase. J& de acordo com o
visualizado na Figura 3, na interacdo do &cido ursélico com os aminoacidos ndo houve
repeticdo dos mesmos quando comparado a sinvastatina e ao acido siringico, isso significa

que as interacdes ocorreram em locais diferentes na enzima.

4. Considerac0es Finais

O presente trabalho nos possibilitou por meio das predicdes realizadas, sugerir que 0s
compostos fendlicos (&cido ursolico e acido siringico) por meios das simula¢@es apresentaram
pardmetros farmacocinéticos favordveis ao uso, bem como poucos efeitos colaterais e baixos
riscos toxicoldgicos quando comparados ao medicamento sinvastatina, que esta presente no
mercado.

Também, os dados obtidos por meio do docking molecular na HMG-CoA redutase
demonstraram que houve formacgé@o do complexo das estruturas quimicas do acido ursolico e
acido siringico no mesmo alvo terapéutico da sinvastatina e em sitios diferentes, com alguns

aminoacidos semelhantes na formacdo do complexo enzimatico entre ambos, sendo que o
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acido ursolico apresentou estabilidade de interacdo com o alvo bioldgico maior que a
sinvastatina.

Por conseguinte, o acido ursolico e o acido siringico, sdo substancias qualificadas para
a realizacdo de ensaios in vitro e in vivo, para uma avaliacdo mais aprofundada do potencial
toxicoldgico e terapéutico no tratamento das dislipidemias. Da mesma forma, sdo necessarias
maiores investigacoes para confirmar os diferentes tipos de interagdes moleculares bem como
0s mecanismos de acao referentes aos efeitos benéficos dos acidos siringico e ursélico como

possiveis agentes anti-hiperlipémico.
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