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RESUMO

As doencas cardiovasculares (DCV) sao a maior causa de mortalidade no mundo.
Entre os processos dislipidémicos, a hipercolesterolemia € o principal fator de risco
para o desenvolvimento dessas doencas. As estatinas sao o tratamento de primeira
escolha, e embora sejam bem toleradas, apresentam diversos efeitos adversos. Por
outro lado, peptideos derivados de algumas proteinas, especialmente aquelas
encontradas nos gréos de leguminosas tém mostrado exercer efeito redutor da
concentracdo de colesterol plasmatico. Em estudos anteriores, peptideos derivados
da proteina B-vignina do feijdo-caupi diminuiram a atividade da enzima HMG-CoA
redutase, in vitro. Nesse trabalho avaliamos a capacidade dos peptideos MPNY, QDF
e GSTLN e seus anélogos e conjugados em regular o metabolismo lipidico in silico e
in vitro. Os peptideos MPNY e QDF também foram avaliados em ratos alimentados
com dieta hiperlipidica. Os peptideos foram sintetizados, utilizando o método de
sintese em fase sélida e purificados por FR-CLAE. A atividade de inibicdo enziméatica
foi avaliada em ensaios in vitro, utilizando kit HMG-CoA reductase assay. No estudo
in vivo, os peptideos e a sinvastatina foram administrados por via oral (10 mg/kg de
peso) em ratos e os efeitos foram avaliados apds 14 dias. A ingestédo alimentar foi
semelhante entre todos 0s grupos, com excec¢ao ao grupo tratado com sinvastatina,
que apresentou menor consumo e ganho de peso (16%). Nao houve diferenca
significativa entre os grupos em relacdo ao HDL-C, contudo o grupo tratado com QDF
apresentou menor concentracdo de triglicérides (-23%) comparado com 0 grupo
controle sem tratamento, ndo havendo diferenca na concentracéo de colesterol total.
O grupo tratado com sinvastatina, comparado ao grupo controle, mostrou reducéo das
concentracbes de colesterol total (-21%) e triglicérides (-23%), mas apresentou
aumento significativo (+27%) da concentracdo de glicose. Os dados ainda mostraram
uma maior toxicidade da sinvastatina em relacdo aos dois peptideos em linhagens
tumorais HepG2 (hepatocarcinoma humano), Caco2 (carcinoma de célon) e A204
(rabdomiossarcoma). Adicionalmente, analogos do QDF desenhados durante o
projeto sozinhos e ligados covalentemente ao GSTLN demonstraram capacidade em
inibir a HMG-CoA redutase in silico e in vitro. Os peptideos NDY, pGIluDF e pGIluDF-
espagadorl-GSTLN apresentaram ICso de 112,4, 95,50 e 54,96 UM respectivamente.
O pGluDF-espacadorl-GSTLN, que mostrou maior poténcia, sendo aparentemente
capaz de inibir a enzima nos sitios cataliticos de ligacdo do substrato e no de ligagédo
do NADPH. Os resultados demonstraram que peptideos oriundos de leguminosas
apresentam potencial hipocolesterolémico e podem ser considerados novos
compostos no desenvolvimento de moléculas com atividade hipocolesterolémica e
utilizado no tratamento das doencas cardiovasculares.

Palavras-chaves: hipercolesterolemia, leguminosa, globulinas, peptideos, inibidores
enzimaticos.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases (CVD) are the leading cause of mortality in the world. Among
dyslipemic processes, hypercholesterolemia is the main risk factor for the development
of these diseases. Statins are the treatment of choice, and although they are well
tolerated, they have several adverse effects.On the other hand, peptides derived from
some proteins, especially those found in legume grains, have been shown to exert a
lowering effect on plasma cholesterol concentration. In previous studies, peptides
derived from cowpea protein B-vignin decreased the activity of the enzyme HMG-CoA
reductase, in vitro. In this work, we evaluated the ability of MPNY, QDF, GSTLN
peptides, their analogues and conjugates to regulate lipid metabolism in silico and in
vitro. MPNY and QDF peptides were also evaluated in rats fed a high-fat diet. The
peptides were synthesized using the solid phase synthesis method and purified by FR-
HPLC. The enzyme inhibition activity was evaluated in in vitro assays, using the HMG-
CoA reductase assay kit. In the in vivo study, the peptides and simvastatin were
administered orally (10 mg/kg body weight) to rats and the effects were evaluated after
14 days. Food intake was similar among all groups, with the exception of the group
treated with simvastatin, which had lower consumption and weight gain (16%). There
was no significant difference between the groups in relation to HDL-C, however the
group treated with QDF had a lower concentration of triglycerides (-23%) compared to
control group without treatment, with no difference in total cholesterol concentration.
The simvastatin-treated group, compared to the control group, showed reduced
concentrations of total cholesterol (-21%) and triglycerides (-23%), but showed a
significant increase (+27%) in glucose concentration. The data also showed greater
toxicity of simvastatin in relation to the two peptides in tumor cell lines HepG2 (human
hepatocarcinoma), Caco2 (colon carcinoma) and A204 (rhabdomyosarcoma).
Additionally, QDF analogues designed during the project alone and covalently linked
to the GSTLN demonstrated the ability to inhibit HMG-CoA reductase in silico and in
vitro. The peptides NDY, pGluDF and pGluDF-spacerl-GSTLN showed ICso's of 112.4,
95.50 and 54.96 uM respectively. The pGluDF-spacerl-GSTLN, which showed greater
potency, was apparently capable of inhibiting the enzyme in the catalytic sites of
substrate binding and NADPH binding. The results showed that peptides from legumes
have hypocholesterolemic potential and can be considered new compounds in the
development of molecules with hypocholesterolemic activity and used in the treatment
of cardiovascular diseases.

Keywords: hypercholesterolemia, legume, globulins, peptides, enzyme inhibitors.
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1 INTRODUCAO

As doencas cronicas nao transmissiveis que compreendem o cancer, diabetes,
doencas pulmonares e cardiovasculares, sdo um dos principais desafios em saude do
século XXI, e coletivamente, representam a principal causa de morte em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (WHO, 2018). Dentre essas patologias crénicas
nao transmissiveis, as doencas cardiovasculares (DCV) apresentaram a maior taxa
de mortalidade nas ultimas duas décadas e sao consideradas um problema de saude
publica devido a eventos ndo fatais e danos patolégicos associados (NAGAOKA,
2019; WHO, 2018). Além disso, isquemia, aterosclerose e infarto do miocéardio
aumentam significativamente o numero de mortes devido as doencas
cardiovasculares, que podera acometer 25 milhées de pessoas até 2030 (17 milhdes
em 2008). Previsdes da “American Heart Association” indicam que até 2035, 45% da
populacao tera alguma doenca cardiovascular (AHA, 2019).

As dislipidemias sdo caracterizadas por elevados niveis plasmaticos de
colesterol total e da LDL-c (Lipoproteina de baixa densidade), acompanhando ou nao
da diminuicdo da HDL-c (Lipoproteina de alta densidade). Esse desequilibrio da
homeostase do metabolismo do colesterol, representa o principal fator de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, especialmente pelo aparecimento da
aterosclerose (AHA, 2019). A existéncia de uma relacao entre o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares e a elevada concentracdo de colesterol no sangue é
conhecida, sendo que a reducdo dos niveis plasmaticos de colesterol total e LDL-c
sdo eficazes no controle do risco do desenvolvimento da enfermidade (SUN et al.,
2021; WIGGINS et al., 2020).

Dessa forma, é necessario encontrar métodos eficazes para prevencao ou
controle das dislipidemias, a fim de reduzir o risco de desenvolvimento das doengas
cardiovasculares. Embora o colesterol possa ser obtido a partir da dieta, a maior parte
do colesterol no organismo, cerca de 70%, € sintetizada endogenamente, sendo que
diversos farmacos com atividade hipocolesterolémica tém como alvo principal a
inibicdo da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase).
Essa proteina atua convertendo a HMG-CoA ao mevalonato, uma reagdo de
oxidorreducdo envolvendo quatro elétrons e que € o passo limitante na sintese de
colesterol e outros isoprenoides (KUMAR et al., 2019; LAMMI et al., 2019).

A HMG-CoA redutase esta situada na membrana do reticulo endoplasmatico

7

liso, € composta por 888 aminoacidos e dividida em trés dominios principais. O
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dominio ancora (aminoéacidos 1-339) compreende a interacdo da enzima a membrana
do reticulo endoplasmatico. O segundo dominio, o ligante (aminoacidos 339-459), une
a regido ligada a membrana ao terceiro dominio que contém a atividade catalitica
(aminoacidos 459-888). Esse ultimo dominio é subdividido em trés subdominios, o N
(residuos 460-527), que conecta a porcéo catalitica ao dominio ligante, o L (residuos
682-888) corresponde a regido de ligacao ao substrato HMG-CoA e 0 S (residuos 527-
590), regido de interagdo com o cofator NADPH (ISTVAN E DEISENHOFER, 2000;
KUMAR et al., 2019). Moléculas que se ligam aos dominios L ou S, ou a ambos, sdo
consideradas inibidoras da atividade da enzima HMG-CoA redutase e
hipocolesterolemiantes.

As estatinas, classe de farmacos inibidores competitivos da HMG-CoA
redutase, sdo consideradas a primeira linha de compostos para o tratamento da
hipercolesterolemia, com recomendacéo de terapia Unica ou combinada com outros
farmacos que alterem o metabolismo de lipideos, a depender do fator de risco
apresentado pelo paciente (ALENGHAT; DAVIS 2019; BAYS, 2016). Embora as
estatinas sejam medicamentos bem tolerados, 0 seu uso esta associado a alguns
efeitos adversos que incluem lesGes da musculatura esquelética, diabetes mellitus,
déficits cognitivos, dentre outros (DENG et al.,, 2018). No entanto, a relacdo dos
sintomas com 0 consumo das estatinas nédo € clara, estudos com pacientes em
tratamento com estatinas demonstrou que 62% deles relataram interromper o
tratamento devido a efeitos adversos (COHEN et al., 2012).

Pesquisas atuais sugerem dietas a base de hortalicas, cereais integrais e
leguminosas como fator de prevencéo de diversas doencas cronico degenerativas,
em especial as doencas cardiovasculares (BOACHIE; YAO; UDENIGWE, 2018;
FERREIRA et al., 2015). Dentre os alimentos de origem vegetal, as leguminosas se
destacam como fontes de proteinas que tém papel reconhecido na melhoria da saude
humana, estendendo sua importancia além do valor nutricional e do fornecimento de
aminoacidos (SHI et al., 2019). Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado os efeitos
benéficos relacionados ao controle dos processos de hipercolesterolemia a partir da
ingestao de proteinas de leguminosas (LAMMI; ARNOLDI; AIELLO, 2019; SHI et al.,
2019). Desde 1999, o FDA passou a recomendar a ingestao de 25 g/dia de proteina
isolada de soja visando a reducdo do risco de DCV (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 1999).
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Dentre as leguminosas que se destacam como fontes proteicas, o feijao-caupi
(Vigna unguiculata L. Walp) apresenta entre 18-30% de proteinas na sua constituicao
quimica. A fracdo proteica dessa semente é constituida por duas classes principais,
as globulinas (70-85%) e albuminas (5-10%) que constituem praticamente 90% do
conteudo proteico total. As globulinas sdo as proteinas majoritarias nessa espécie,
sendo a proteina do tipo vicilina ou 7S a principal em termos quantitativos. Essa
proteina também denominada de B-vignina, constitui-se de um heterotrimero formado
por duas subunidades polipeptidicas principais de 60 e 55 kDa glicosiladas, e outras
menores nao glicosiladas, e apresenta similaridade estrutural (sequéncia primaria)
com outras vicilinas, especialmente a subunidade o’ da B-conglicinina da soja (Glycine
max) (ALUKO et al., 1997).

Um estudo randomizado com individuos hipercolesterolémicos, mostrou que
o consumo de 25 g/dia de isolado proteico total de feijdo-caupi, foi capaz de promover,
apos 6 semanas, reducao de 12% do colesterol total, 19% do LDL-c e o aumento de
2,7% de HDL-C, demonstrando o efeito benéfico do consumo essa proteina (FROTA
et al., 2015). Em outro trabalho, o hidrolisado proteico da proteina B-vignina do feijao-
caupi promoveu a reducéo significativa da concentracdo plasmatica de colesterol total
e LDL-c, e concentracdo hepéatica de triglicérides e colesterol, além de aumentar os
niveis de HDL colesterol e excrecédo fecal de triglicérides em ratos alimentados com
uma dieta enriquecida com colesterol e gordura saturada, comparado ao grupo
controle (FERREIRA et al., 2015). Evidéncias atribuem esses efeitos bioldgicos aos
peptideos gerados a partir da hidrélise proteica.

Somado a isso, nas Ultimas décadas diversos estudos comprovaram a
bioatividade de peptideos de origem natural, tais como, anti-inflamatéria (NOH et al.,
2015; MORONTA et al., 2016), anticancerigena (SANCHES et al., 2015; VASQUEZ-
VILLANUEVA et al.,, 2018), antimicrobiana (UL AIN; SAFDAR; YASMIN, 2017;
RAMADA etal., 2017; SANTOS-FILHO et al., 2015), anti-hipertensiva (LIU et al., 2018;
VASQUEZ-VILLANUEVA et al., 2018), hipocolesterolemiante (PAK et al., 2021,
MARQUES et al., 2018; SILVA et al., 2018), entre outras. Desta forma, os peptideos
representam uma importante classe de medicamentos, uma vez que o0 emprego
destes na terapéutica podem oferecer vantagens como maior poténcia, especificidade
e afinidade de interacdo com receptores, além de melhores perfis de seguranca e
toxicidade quando comparados a outras moléculas (ZHOU et al., 2020).
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Embora demonstrados os efeitos hipocolesterolémicos dos peptideos, o
mecanismo de acado ainda ndo esta completamente esclarecido. Autores sugerem que
peptideos bioativos exercem a sua atividade por meio da inibicdo da absorgéo
intestinal e aumento da excrecéo de esterois (LAPPHANICHAYAKOOL et al., 2017;
MARQUES et al., 2015a), ou ainda por meio da regulacédo do metabolismo de lipideos
por meio da inibicdo ou modulacdo de genes ou enzimas envolvidos na sintese de
colesterol endégeno (BOACHIE; YAO; UDENIGWE, 2018). Alguns dos mecanismos
propostos para a regulagdo do metabolismo de lipideos séo a inibicdo da HMG-CoA
redutase (LAMMI et al., 2019; SILVA et al., 2018), o aumento da expressao dos
receptores de LDL (SUN et al., 2021) e a modulacdo da atividade ou expressao de
enzimas lipogénicas e genes hepaticos relacionados a biossintese de lipideos
(SANTILLO et al., 2019; ZANONI et al., 2017).

Estudos in silico e in vivo mostraram que tripeptideos sdo possivelmente mais
estaveis e biodisponiveis, além de potentes inibidores da HMG-CoA redutase. Soares
et al. (2015) verificaram que os peptideos GGV e IVG, oriundos da hidrélise sequencial
pepsina/pancreatina, da proteina do amaranto (Amaranthus cruentus), na
concentracdo de 0,02 g/L foram capazes de inibir, in vitro, cerca de 40% da atividade
da HMG-CoA redutase. O tripeptideo YIE, obtido por metodologias in silico a partir do
peptideo YVAE, analogo aos peptideos obtidos da glicinina da soja, apresentou ICso
de 0,7 uM, cerca de 60 vezes menor do que o peptideo YVAE, indicando que
peptideos menores tem maior probabilidade de inibir a HMG-CoA redutase (PAK et
al., 2021).

Em trabalho anterior de nosso grupo, foi identificado a partir da hidrélise
enzimatica in silico da proteina B-vignina do feijdo-caupi, o tripeptideo QDF que
apresentou capacidade de inibitéria da HMG-CoA redutase in vitro (ICso = 12,8 uM)
com efeito dose-resposta e o peptideo MPNY, com capacidade de interagir com o sitio
catalitico da enzima. A analise de interacdo molecular in silico sugere que ambos 0s
peptideos agem inibindo a enzima competitivamente, ligando-se ao sitio catalitico do
substrato de forma semelhante as estatinas. Os peptideos s&o provavelmente alguns
dos responsaveis pela atividade hipocolesterolémica da fragao do hidrolisado da (3-
vignina formada por peptideos menores que 3 kDa, que inibiu cerca de 95% da
atividade da enzima in vitro (SILVA et al., 2018).

Em outro trabalho realizado pelo nosso grupo, Silva et al. (2021a) avaliaram

a atividade dos peptideos pGIUGF e GSTLN, analogos a peptideos oriundos das
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proteinas do feijdo-caupi, em inibir atividade da enzima. Os autores verificaram por
modelagem molecular que os peptideos interagem em diferentes sitios cataliticos da
HMG-CoA redutase e, quando misturados, mostraram um incremento na atividade
inibitéria individual destes peptideos.

Assim, este trabalho teve como proposta contribuir com os achados da
literatura, avaliando a atividade de peptideos oriundos da hidrolise in silico da -
vignina, e de seus analogos sozinhos e conjugados com o GSTLN na capacidade de
inibir a HMG-CoA redutase in vitro e modular o metabolismo lipidico de ratos (Rattus

norvegicus) alimentados com dieta hiperlipidica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a acao dos peptideos QDF, MPNY, oriundos da hidrdlise in silico da 8-
vignina do feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.), de seus analogos e do peptideo
GSTLN, oriundo das proteinas totais do feijdo-caupi, sobre a regulacdo do
metabolismo lipidico.

2.2 Objetivos especificos

Obter hidrolisados a partir da proteina purificada previamente, por meio da acao
enzimatica sequencial — pepsina/pancreatina (mimetizacdo da digestao
gastrointestinal in vitro);

Avaliar, in silico, os peptideos QDF e MPNY, quanto ao potencial em inibir a
enzima HMG-CoA redutase;

Sintetizar, purificar e caracterizar os peptideos QDF e MPNY;

Investigar a capacidade dos fracionados proteicos oriundos da B-vignina e dos
peptideos QDF e MPNY em inibir a enzima HMG-CoA redutase, in vitro;
Avaliar a viabilidade das células HepG2, Caco2 e A204, frente aos peptideos
QDF, MPNY e a sinvastatina;

Analisar o potencial dos peptideos QDF e MPNY em modificar parametros
bioguimicos em ratos alimentados com dieta hiperlipidica;

Verificar a probabilidade de interacdo de peptideos analogos ao QDF e ao
GCTLN com o sitio catalitico da enzima HMG-CoA redutase in silico;
Sintetizar, purificar e caracterizar os peptideos analogos ao QDF e conjugados
ao GSTLN, com e sem espacador;

Investigar a capacidade inibitéria dos peptideos analogos sobre a atividade da
enzima HMG-CoA redutase, in vitro;

Determinar a concentracdo de peptideo capaz de inibir 50% da atividade da
HMG-CoA redutase.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Doengas cardiovasculares

No dultimo século houve uma transicdo epidemiologica e as doencas
infectocontagiosas deram lugar ao cancer, diabetes, doencas pulmonares e
cardiovasculares que, juntas, foram as maiores responsaveis pela mortalidade
mundial. Dentre essas doencas crénicas ndo transmissiveis, as doencgas
cardiovasculares (DCV) representam a principal causa de mortalidade, sendo
consideradas problemas de saude publica, tanto pelo alto indice de mortes, quanto
pelos danos patoldgicos associados a elas com gasto estimado em cerca de 15% do
total dos custos com a saude (NAGAOKA, 2019; WHO, 2018).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude, de todas as mortes no
mundo, cerca de 42% ocorreram por infarto e 38% por acidente vascular cerebral
(WHO, 2018). Além disso, estima-se que as doencas cardiovasculares sejam
responsaveis por 37% das mortes prematuras ocasionadas por doencas crbénicas nao
transmissiveis (AHA, 2019).

Sao classificadas como doencgas cardiovasculares o infarto, acidente vascular
encefélico, arritmias cardiacas e as doencas que tém como caracteristica a
aterosclerose (AHA, 2019). Além dos fatores de risco como sexo, hereditariedade,
etnia e idade, fatores do estilo de vida modifichAveis como dieta, sedentarismo e
consumo de tabaco sdo os principais aspectos relacionados ao aparecimento e a
desenvolvimento das doencas cardiovasculares (FALUDI et al., 2017).

A aterosclerose € responsavel por cerca de 80% dos episédios das
enfermidades cardiovasculares e cerebrovasculares (BARBARESKO; RIENKS,
NOTHLINGS, 2018). A aterosclerose ndo se resume ao acumulo de lipideos nas
artérias, ela € caracterizada por um processo de inflamacéo crénica do endotélio
iniciada por desordens lipidicas, entretanto também estd relacionada a fatores
genéticos, imunologicos, enddcrinos e circulatorios, bem como é influenciada pela
idade e estilo de vida (FALUDI et al.,, 2017; NAHRENDORF; SWIRSKI, 2013). A
aterosclerose é inequivocadamente o principal fator de risco para o desenvolvimento
de doencas cardiovasculares, e as dislipidemia estédo diretamente relacionadas a esta
condicdo (NCEP, 2011; SANDESARA et al., 2019).

As dislipidemias séo classificadas pela Sociedade Brasileira de Cardiologia

em quatro tipos principais, [1] hipercolesterolemia isolada, caracterizada pelo aumento
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nos niveis de LDL-c (= 160 mg/dL); [2] hipertrigliceridemia isolada, que ocorre quando
ha um aumento dos niveis de triglicerideos (= 150 mg/dL) e das lipoproteinas ricas
desse lipideo; [3] hiperlipidemia mista, quando existe um aumento dos niveis séricos
de triglicérides e LDL-c e; [4] reducdo de HDL-c, que envolve baixo nivel plasméatico
de HDL-c (homens < 40 mg/dL e mulheres < 50 mg/dL) associado ou ndo a um
aumento dos niveis de LDL-c (PRECOMA et al., 2019).

Desde 2011, em seu relatorio o National Cholesterol Education Program
(NCEP) reconheceu que a hipercolesterolemia é fator de risco e pré-requisito para
desenvolvimento de aterosclerose (NCEP, 2011). As recomendacdes das agéncias
mundiais de saude envolvem o tratamento das dislipidemias, objetivando a reducao
dos altos niveis de colesterol sérico com o objetivo de reduzir o risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (AHA, 2019; IAS, 2013).

3.2 Hipercolesterolemia

A hipercolesterolemia é um fator de risco relevante para o desenvolvimento de
aterosclerose e é caracterizada pelo aumento dos niveis de colesterol total,
principalmente o contido na lipoproteina LDL-c (BRASIL, 2020). Apesar do colesterol
ser um lipideo biologicamente importante, atuando como precursor de horménios
esteroidais, acidos biliares e da vitamina D e ser constituinte das membranas
celulares, influenciando na fluidez e ativacao de determinadas enzimas, seus niveis
plasméticos devem ser monitorados, a fim de reduzir o risco e desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (FALUDI et al., 2017).

Por serem estruturas hidrofébicas, para serem solubilizados e transportados nha
corrente sanguinea, o0 colesterol e outros lipideos precisam estar contidos em
estruturas conhecidas como lipoproteinas. Diversas lipoproteinas foram identificadas
no plasma e classificadas de acordo com a sua densidade em: lipoproteinas de alta
densidade (HDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL), lipoproteinas de densidade
intermediaria, lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e quilomicrons, ricos em
triglicerideos (NELSON; COX, 2014). Dentre essas lipoproteinas, a de baixa
densidade (LDL-c) é considerada o mais importante fator de risco modificavel para o
desenvolvimento das doengas cardiovasculares. Evidéncias clinicas evidenciam que
baixos niveis séricos de LDL-c estdo associados a reducédo de infarto do miocardio,
AVC e morte por doencas cardiovasculares (FERENCE et al., 2017; NAVARESE et
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al., 2018). Por outro lado, foi verificado que elevados niveis plasmaticos de HDL, estédo
relacionados a um decréscimo desse risco (BRASIL, 2020).

Com relagcdo sua etiologia, as dislipidemias podem ser classificadas em
priméria, quando é causada por um distarbio genético, ou secundéria, quando
ocorrem em decorréncia do estilo de vida inadequado, da ocorréncia de certas
comorbidades, ou ainda devido ao uso de medicamentos (FALUDI et al., 2017).

A dislipidemia originada por componente genético € menos comum que a
secundaria, entretanto, estd associada a um alto risco de desenvolvimento de
aterosclerose e doencas cardiovasculares, pois estdo relacionadas a alteracoes
presentes desde o nascimento. Foram descritas mais de 20 sindromes genéticas
monogénicas que possuem como principais caracteristicas alteracdes no perfil lipidico
e historico familiar de hipercolesterolemia precoce, podendo apresentar padrdo de
transmissdo dominante ou recessivo. As sindromes poligénicas sdo menos raras e
nao possuem padrao definido de herdabilidade (CREIDER; HEGELE, 2015; FALUDI
et al., 2017).

A hipercolesterolemia secundaria ocorre mais frequentemente que as
primarias. Fatores com dieta, sedentarismo, uso de tabaco e consumo de alcool foram
descritos como os principais fatores modificaveis relacionados a ocorréncia de
dislipidemia (BARBARESKO; RIENKS; NOTHLINGS, 2018), ademais, o0
envelhecimento e a menopausa também estdo associados ao aumento dos niveis de
colesterol na corrente sanguinea. As enfermidades mais associadas a
hipercolesterolemia sdo a obesidade, diabetes mellitus tipo 2, hipotireoidismo,
insuficiéncia renal e sindrome nefrotica, além disso, hepatopatias, implicam em
modificacdes nas concentracdes plasmaticas, pois o figado é principal 6rgdo de
formacédo e limpeza das lipoproteinas (BRASIL, 2020; PRECOMA et al., 2019).
Determinadas drogas também podem produzir alteracdes do perfil lipidico, tais como,
0S anticoncepcionais, corticosteroides, esteroides anabolizantes, diuréticos,
antipsicoticos atipicos e antirretrovirais (FALUDI et al., 2017; TIWARE; KHOKHAR,
2014).

Por ser um importante fator de risco para desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e apresentar elevada frequéncia na populagéo geral, o diagnostico
e tratamento adequado da hipercolesterolemia é essencial para um melhor resultado

terapéutico e prognostico (BRASIL, 2020).
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3.3 Biossintese do colesterol

O colesterol € uma molécula hidrofébica indispensavel a vida, presente em
todas as células e tecidos dos animais vertebrados, se localiza predominantemente
nas membranas celulares onde interage com outros lipideos para regular sua rigidez,
fluidez e permeabilidade. Este lipideo € precursor de hormonio esteroides e dos acidos
biliares (LUO; YANG; SONG, 2020) e € constituido de 27 atomos de carbono, possui
uma estrutura anfipética, sendo a regido polar definida por uma hidroxila no carbono
3 e a estrutura apolar representada por quatro anéis do nucleo de esteroide e cadeia
alifatica lateral ligada no carbono 17 (Figura 1). No organismo € encontrado na sua
forma livre ou como ésteres de colesterol (CAMPBELL; FARRELL, 2015; NELSON;
COX, 2014).

Figura 1 — Estrutura quimica do colesterol. Anéis derivados do nucleo de esteroides

rotulados de A a D. O grupo hidroxila C3 corresponde a cabeca polar da estrutura.

Cadeia lateral alquila
24 P
26

Fonte: Nelson e Cox (2014).

As células obtém o colesterol que necessitam por meio de duas diferentes vias,
a endocitose de lipoproteinas ricas em colesterol esterificado (LDL-c), mediada por
receptor, ou via sintese endégena (CARDOSO; ALVES; BOURBON, 2018). Quase
todas as células podem sintetizar colesterol e cerca de 50% da sintese em humanos
ocorre no figado, onde uma fracdo do colesterol sintetizado € incorporado nas
membranas dos hepatoécitos e outra fracdo é exportada como acido biliar, colesterol
biliar ou éster de colesterol incorporado em lipoproteinas (LUO; YANG; SONG, 2020;

XU et al., 2005).
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A sintese enddgena do colesterol ocorre a partir da molécula de acetil-CoA e é
dividida em quatro etapas que estdo resumidas na Figura 2. A biossintese do
colesterol se inicia com a condensacdo de trés moléculas de acetil-CoA em
mevalonato, que em seguida € descarboxilado, produzindo unidades isoprendides
ativadas, que posteriormente sdo condensadas para formacdo do esqualeno, que é
ciclizado originando os anéis do nudcleo esteroide, que por fim dardo origem ao
colesterol (NELSON; COX, 2014).

Figura 2 — Etapas envolvidas na biossintese do colesterol.
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A tiolase é a enzima responsavel pela condensacdo de duas moléculas de
acetil-coenzima A, formando o acetoacetil-CoA. Em seguida, com o auxilio da enzima
HMG-CoA sintetase, uma terceira molécula de acetil-CoA condensa-se com a
acetoacetil-CoA produzindo o composto B-hidroxi-p-metilglutaril-CoA (HMG-CoA),
qgue é reduzido a mevalonato apos duas moléculas de NADPH doarem elétrons para
a reacao catalisada pela HMG-CoA-redutase, considerada a enzima chave para
regulacdo da biossintese do colesterol (CAMPO; CARVALHO, 2007; NELSON; COX,
2014). Essa etapa é inibida por altos niveis de colesterol e constitui o principal ponto
de controle da sintese.

Na segunda etapa o mevalonato sera convertido em uma unidade isoprendide
por uma combinacao de reagOes de fosforilagdo, descarboxilacdo e desfosforilacao.
A enzima mevalonato-5-fosfotransferase ir4 transformar o mevalonato em 5-
fosfomevalonato. Essa molécula, sera convertida a 5-pirofosfomevalonato e depois a
3-fosfo-5-fosfomevalonato pelas enzimas fosfomevalonato-cinase e pirofosfo-
mevalonato-decarboxilase, respectivamente. Reacdes que requerem ATP e
originardo o0 isopentenil-pirofosfato e dimetilalil-pirofosfato, que podem ser
interconvertidos por reacdo catalisada pela isopentenil pirofosfato isomerase (DO et
al., 2009).

Na etapa seguinte da sintese de colesterol, os metabdlitos isopentenil-
pirofosfato e dimetilalil-pirofosfato sdo condensados ao geranil-pirofosfato, que é
condensado a outra molécula de isopentenil-pirofosfato, pela acdo da enzima fenil-
transferase, dando origem ao farnesil-pirofosfato, um composto de 15 carbonos. Duas
moléculas de farnesil-pirofosfato condensam-se originando o esqualeno, reacgao
catalisada pela esqualeno sintase (CAMPBELL; FARRELL, 2015). As reacdes que
ocorrem desde a molécula de mevalonato até a formacdo do farnesil-pirofosfato
ocorrem predominantemente nos peroxissomos celulares (OLIVIER et al., 2000).

Finalmente, o esqualeno é convertido em epéxido de esqualeno em uma
reacao que requer NADPH e O2 pela atividade da enzima denominada esqualeno-
monooxigenase. Essa molécula sofre uma ciclizac&o para formar o lanosterol, reacao
catalisada pela epoxido-esqualeno-ciclase, que apds cerca de 20 etapas transforma-
se na molécula de colesterol (NELSON; COX, 2014). As reac¢fes de biossintese do

colesterol estdo resumidas na Figura 3.
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Figura 3 — Resumo da biossintese do colesterol a partir de acetil-CoA.
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3.4 HMG-CoA redutase
A enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase) é
uma glicoproteina integral de membrana do reticulo endoplasmaético liso que, participa
da sintese enddgena do colesterol, sendo considerada uma enzima fundamental da
biossintese. A enzima atua convertendo a HMG-CoA a mevalonato, uma reacdo de
oxidorreducao de quatro elétrons que é a etapa limitante na sintese de colesterol e
outros isoprendides (LUO; YANG; SONG, 2020; NELSON; COX, 2014).
Encontrada em todos os dominios da vida, foram identificadas, por meio de
analise filogenética, duas classes dessa enzima. A HMG-CoA redutase de classe | é
encontrada em eucariontes e algumas archaeas, enquanto as enzimas de classe Il

foram identificadas em eubactérias e outras archaea. Na Figura 4 estao representadas
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as estruturas cristalograficas da HMG-CoA redutase de ambas as classes (BURG;
ESPENSHADE, 2011).

Figura 4 — Estrutura cristalografica da HMG-CoA redutase de classe | (PDB: 1DQA)
(A) e classe Il (PDB: 1T02) (B).

Fonte: Proprio autor.

A HMG-CoA redutase humana pertence a classe | e utiliza como doador de
elétrons o NADPH, j4 as enzimas de classe Il sdo encontradas principalmente em
eubactérias e utilizam o NADH como cofator. Nas arqueobactérias as enzimas variam
amplamente em sequéncia e em classe. As formas eucaridticas da enzima sao
ancoradas no reticulo endoplasmatico, enquanto as enzimas procariticas sao
sollveis, o principal elemento que distingue as duas classes da enzima € a estrutura
do “cis-loop”, caracteristica estritamente conservada nas enzimas de classe |,
correspondendo aos aminoacidos 682-694 da HMG-CoA redutase humana (BURG;
ESPENSHADE, 2011).

As enzimas de ambas as classes sdo multimeros de um nimero especifico
de mondmeros idénticos e as comparacdes estruturais revelam semelhangas e
diferencas significativas entre elas. A HMG-CoA redutase de classe | possui trés
dominios principais (catalitico, ligante e ancora), ja as enzimas de classe Il possuem
apenas o dominio catalitico. O sitio catalitico é formado com a contribuicdo de
residuos de ambos monémeros (FRIESEN; RODWELL, 2004). O alinhamento das
sequéncias primarias das enzimas de diferentes classes revela a existéncia de uma
semelhanca de cerca de 88% entre os aminoacidos formadores dos sitios de ligacao

da enzima com o substrato (Figura 5).
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Figura 5 — Alinhamento das sequéncias da HMG-CoA redutase de Homo sapiens (NP_000850.1) e de P. mevalonii (1RRI-B), usando Clustal W

1.83. Sinal positivo (+): substituicdo conservada; Sinal negativo (-): substituicdo semi-conservada.
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A enzima HMG-CoA redutase humana, apresenta-se na forma de um
tetramero onde os mondmeros se organizam em dois dimeros, cada um possuindo
dois sitios ativos (ISTVAN et al., 2000). O grupo hidroximetilglutarilico (HMG) do
substrato HMG-CoA posiciona-se na interface destes monémeros, onde ocorrem as
reacoes de reducdo. Essa enzima esta localizada na membrana do reticulo
endoplasmatico liso e compreende um dominio hidrofébico N-terminal que atravessa
a membrana oito vezes, e um grande dominio C-terminal sollvel que se projeta no
citosol (LUO; YANG; SONG, 2020). Na Figura 6 esta representada a estrutura

cristalografica da enzima com a indicacdo dos seus quatro sitios cataliticos.

Figura 6 — Estrutura em fitas da HMG-CoA redutase humana. Vista frontal (A) e vista
lateral (B) do tetramero HMG-CoA redutase humana.

HMG-CoA

HMG-CoA

Os quatro mondmeros estdo coloridos em amarelo, verde, azul e roxo. O dimero 1 é formado pelos
mondmeros amarelo e azul e o dimero 2 pelos monémeros verde e roxo. As extremidades N- e C-
terminal do mondmero estéo indicadas. Cada um dos monémeros esta ligado a uma molécula de HMG-
CoA (estrutura em bastdo vermelho) e a uma de NADP (estrutura em bastdo preto). Fonte: Istvan e
Deisenhofer (2000).

Cada monbmero é formado por 888 residuos de aminoacidos e é dividido em
trés dominios principais. Os residuos amino-terminais (1-339) sdo ligados a
membrana do reticulo endoplasmatico liso e essa regidao € denominada de dominio
ancora. O dominio ligante, residuos 340-459, é responsavel por unir a porcéo ligada

a membrana a regido C-terminal citoplasmatica, correspondente aos residuos 460-
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888, que possui atividade catalitica (ISTVAN; DEISENHOFER, 2000). O terceiro
dominio é dividido em trés regides, a regido N (residuos 460-527), que se conecta ao
dominio ligante, o L (residuos 682-888) que € a regido de ligacdo ao substrato HMG-
CoA e 0 S (residuos 527-590), regiao de interacdo com o cofator NADPH (Figura 7).
Os dominios L e S sao unidos por um “cis-loop”, que corresponde aos aminoacidos
682-694, e é essencial para a formacao do sitio ativo (ISTVAN; DEISENHOFER, 2000;
KUMAR et al., 2019).

Figura 7 — Estrutura em fitas do mondémero da HMG-CoA redutase humana.

\
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As regides estdo representadas por diferentes cores: Regido N colorida em verde, regido L em
vermelho e regido S em azul. As extremidades N- e C-terminal do mondmero estéo indicadas. Fonte:
Istvan e Deisenhofer (2000).

Devido ao seu papel critico na homeostase celular do colesterol, a sintese de
colesterol é regulada nos niveis transcricional, traducional e pdés-traducional, em
resposta as concentracdes celulares de colesterol. Em baixas concentracfes de
colesterol o gene da HMG-CoA redutase € ativado pelo SREBP 2 (proteinas de ligacao
ao elemento regulador de esterol) (Figura 8), ja a tradu¢cdo do mRNA da HMG-CoA
redutase pode ser inibida por isoprenoides ndo esterol (NELSON; COX, 2014).

A regulacdo da atividade enzimatica da HMG-CoA redutase por meio de
modificacdes pos-traducionais se d& por meio de degradacgédo proteolitica da enzima.
Altos niveis de colesterol celular sdo detectados pela proteina Insig, que atua como
um sensor de esterol, que dispara o acoplamento de moléculas de ubiquitina a HMG-

CoA redutase, levando a sua degradagdo. Além disso, a enzima pode ser
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interconvertida nas suas formas fosforiladas e nao fosforiladas. A fosforilacao inibe a
atividade da enzima sem afetar a degradacado induzida por esterdis (LUO; YANG,;
SONG, 2020).

Figura 8 — Regulacao da sintese de colesterol por SREBP.
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Fonte: Nelson e Cox (2014).

A desregulacdo do metabolismo de colesterol pode levar ao desenvolvimento
de doencas cardiovasculares. Por ser a enzima chave da biossintese do colesterol, a
HMG-CoA redutase € o principal alvo dos tratamentos farmacoldgicos. Moléculas que
interajam com o sitio catalitico do substrato ou com sitio do cofator podem atuar como
inibidores enzimaticos e apresentarem atividade hipocolesterolémica (ALENGHAT,;
DAVIS 2019).

3.5 Tratamento farmacoldgico da hipercolesterolemia

Devido ao indiscutivel papel da hipercolesterolemia como fator de risco no
desenvolvimento de aterosclerose e doencas cardiovasculares, o tratamento das
desordens lipidicas, em especial a reducdo dos niveis de colesterol plasmatico total e
LDL-c, € recomendado a fim de reduzir esse risco. As recomendacdes para o
tratamento envolvem mudangas no estilo de vida e nos habitos alimentares, podendo
ser associado ou ndo ao uso de farmacos (BRASIL, 2020; PRECOMA et al., 2019).

O tratamento clinico para a hipercolesterolemia objetivava reduzir o LDL-c para
niveis abaixo de 100 mg/dL, entretanto as novas diretrizes priorizam a reducéo do
risco cardiovascular do paciente, avaliando diversos critérios e ndo apenas o nivel de

LDL-c isoladamente (BRASIL, 2020). Os medicamentos recomendados para 0
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tratamento da hipercolesterolemia séo as estatinas, em terapia Unica ou associadas
a ezetimiba, a colestiramina (sequestrador de &cidos biliares) ou a farmacos que
atuam predominantemente na reducdo dos triglicérides, como os fibratos ou acido
nicotinico (FALUDI et al., 2017).

Atualmente, as estatinas sdo os medicamentos de primeira escolha para o
tratamento da hipercolesterolemia. Elas atuam na primeira etapa da biossintese de
colesterol inibindo de forma competitiva e reversivel a HMG-CoA redutase, impedindo
a formacédo do mevalonato, o que resulta em menor colesterol intra-hepatico e uma
elevacdo da regulacdo dos receptores LDL da superficie das células hepaticas,
ocasionando aumento da absorcdo mediada pelos receptores de LDL e outras
lipoproteinas contendo apoB da circulacdo (WADHERA et al., 2016).

A estrutura quimica das estatinas possui uma regido analoga a estrutura do
substrato HMG-CoA, todos os farmacos dessa classe inibem a enzima de forma
competitiva com relacdo a ligacdo com o substrato, mas ndo com relacdo com a
ligagdo com o NADPH. A inibicdo da HMG-CoA redutase pelo farmaco ocorre devido
a lactona presente na estatina, que pode estar na sua forma ativa ou inativa, estrutura
semelhante a HMG (Figura 9), e as suas cadeias laterais que interagem com o sitio
catalitico da enzima (SIRTORI, 2014).

Figura 9 — Estruturas quimicas da HMG-CoA e da mevastatina.

HMG-CoA Mevastatin (acid form)
Fonte: Endo, 1992

Vérias estatinas estao disponiveis e sao classificados em estatinas de primeira
geracdo ou naturais. A estrutura dessas moléculas possui um grupo rigido e

hidrofébico, o anel decalina. As estatinas de segunda geracdo sao inibidores
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totalmente sintéticos, com grupos maiores ligados a lactona. As estatinas de segunda
geracdo possuem anéis abertos com estrutura analoga a HMG-CoA. As mudancas
moleculares vao de uma simples adicdo de um Unico atomo a aberturas de anel mais
complexas, para as estatinas mais recentes. Além disso, a estrutura analoga ao
substrato natural mostra alteracdes moleculares adicionais, que vao de hidroxilas ou
grupo metilas adicionais em padrdes estereoquimicos complexos (ISTVAN;
DEISENHOFER, 2001; SIRTORI, 2014). Na Figura 10 estdo representadas as
estruturas quimicas das estatinas de primeira e segunda geragéo.

Quando as estatinas interagem com o sitio catalitico da enzima, os residuos
sdo desordenados, revelando um sulco hidrofébico raso que acomoda as porgcdes
hidrofébicas das estatinas. O grande numero de ligacdes de hidrogénio e pares de
ions resulta em complementaridade de carga e forma entre a proteina e as estatinas
por meio de interacdes similares as observadas entre a enzima e o seu substrato. Os
compostos volumosos e hidrofébicos das estatinas ocupam a bolsa de ligacdo do
HMG e parte da superficie de ligacdo do CoA. Assim, o acesso do substrato HMG-
CoA ao sitio catalitico da enzima é bloqueado quando as estatinas sdo ligadas. Os
grupos hidrofébicos dos inibidores sdo responsaveis pela maior afinidade da enzima
com os inibidores quando comparado ao substrato (ISTVAN; DEISENHOFER, 2001).

Além de diminuir o colesterol, as estatinas parecem ter varios efeitos adicionais
pleiotrépicos, como o crescimento de novos vasos sanguineos, estimulacdo da
formacao 6ssea, protecdo contra a modificacdo oxidativa da lipoproteina de baixa
densidade, além de efeitos anti-inflamatorios e reducédo dos niveis de proteina C-
reativa (OESTERLE; LAUFS; LIAO, 2017).

Embora as estatinas sejam medicamentos bem tolerados, o seu uso esta
associado a alguns efeitos adversos que incluem lesdes da musculatura esquelética,
diabetes mellitus, déficits cognitivos, dentre outros (THOMPSON et al., 2016). Os
efeitos adversos mais graves estdo relacionados a hepatotoxicidade e danos
musculares, que variam da mialgia com ou sem alteracdo da creatinoquinase até a
rabdomidlise, esses efeitos podem surgir em semanas ou anos a partir do inicio do
tratamento (PRECOMA et al., 2019).



Figura 10 — Estruturas quimicas das estatinas inibidoras da HMG-CoA redutase.
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Para pacientes que apresentam intolerancia as estatinas, o farmaco prescrito é

a ezetimiba, que inibe os receptores NPC1-L1 impedindo a absor¢éo intestinal e

transporte do colesterol e consequentemente reducdo do colesterol hepatico e

estimulo da sintese de receptores de LDL. Outra alternativa sdo os sequestradores

dos &cidos biliares que atuam reduzindo a absorcao intestinal, que por ndo serem

absorvidas na circulacao sistémica, sao prescritos para criancas e mulheres gravidas

ou em periodo de amamentacédo (BRASIL, 2020; FALUDI et al., 2017).

A diretriz brasileira de dislipidemias e prevencdo da aterosclerose também

recomenda para paciente com alto risco cardiovascular, em que o tratamento com a
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maior dose tolerada de estatina ndo tenha alcancado os niveis recomendados de LDL-
c, 0 uso de inibidores da PCSK9 (evolocumabe e alirocumabe). Essa enzima liga-se

aos receptores de LDL favorecendo a sua degradacgéao (FALUDI et al., 2017).

3.6 Peptideos hipocolesterolemiantes

Proteinas de leguminosas apresentam capacidade de modular o metabolismo
lipidico, como demonstrado em estudos em animais e humanos (FERREIRA et al.,
2015; SIRTORI et al.,, 2009). Alguns estudos apontam que esse efeito esta
diretamente relacionado aos peptideos originados a partir da digestao gastrointestinal
dessas proteinas (MARQUES et al., 2015a; SILVA et al., 2018). Esses peptideos
podem exercer a sua atividade hipocolesterolémica por meio da inibicdo da absorcao
intestinal e aumento da excrecéo de esterdis (LAPPHANICHAYAKOOL et al., 2017;
WANG et al., 2015) e/ou da regulacédo do metabolismo de lipideos, com a inibicdo ou
modulacdo de genes ou enzimas envolvidos na sintese de colesterol enddégeno
(MARQUES et al., 2015b; ZANONI et al., 2017).

O mecanismo de acdo dos peptideos que atuam sobre o colesterol exégeno
envolve impedir a absorcdo do colesterol oriundo da dieta por meio da interacao
hidrofébica entre os residuos de aminoacidos dos peptideos hipocolesterolémicos
com os &cidos biliares. Esses peptideos competem com o colesterol, reorganizando-
se radialmente nas micelas, com seu espaco entre as partes hidrofébicas preenchidas
e separadas por sais biliares o que desestabiliza essas estruturas e impede a
emulsificacdo do colesterol e consequentemente sua absorcdo. Além disso, o
complexo sequestrante-acido biliar ndo é reabsorvido no intestino e é eliminado junto
com as fezes (BOACHIE; YAO; UDENIGWE, 2018; HOWARD; UDENIGWE, 2013).

Em estudo in vitro, a fracdo peptidica menor que 3 kDa oriunda da hidrélise do
isolado proteico do feijdo caupi cozido foi capaz de interagir com &cidos biliares e
fosfatidilcolina num sistema modelo de bile humana e inibir 39,8% da solubilizagc&o
micelar do colesterol (MARQUES et al., 2015a). Nagaoka et al. (2010) avaliaram a
capacidade do hidrolisado triptico de caseina (HTC), do hidrolisado peptidico da
proteina de soja (HPS) e do peptideo VAWWNMY solubilizarem micelas e interagirem
com &cidos biliares in vitro, além de absorver o colesterol em ratos tratados. Os dados
obtidos mostraram que a solubilidade micelar foi significativamente diminuida e a
capacidade de ligacao aos sais biliares foi maior para os tratamentos com HPS e com

o0 peptideo quando comparado com o HTC, sem diferenca estatistica entre VAWWMY



53

e o farmaco colestiramina. Somado a isto, eles foram capazes de inibir a absorcao
intestinal de colesterol in vivo. O mesmo mecanismo também foi descrito para
proteinas do farelo de arroz e hidrolisados da sericina da seda. Ratos
hipercolesterolémicos tratados com essas proteinas apresentaram reducdo do
colesterol total e LDL, além de aumentarem a excrecdo fecal de colesterol
(LAPPHANICHAYAKOOL et al.,, 2017; WANG et al, 2015). Essa atividade
hipocolesterolémica pode explicada pela presenca de peptideos ricos em aminoécidos
hidrofébicos, a presenca de nucleos hidrofobicos nos peptideos é importante para a
ligacdo do colesterol e do &cido biliar. A anfipaticidade dos peptideos também
aumenta sua capacidade de interagir com os acidos biliares livres e micelares
(BOACHIE; YAO; UDENIGWE, 2018; HOWARD; UDENIGWE, 2013).

A reducao da absorcao do colesterol também pode ocorrer via inibi¢ao intestinal
de Niemann-Pick C1 tipo 1 (NPC1L1), que esta localizada nos enterdécitos e transporta
o colesterol do lumen intestinal para os enterécitos (HERNANDEZ; DE MEJIA, 2017;
JIANG et al., 2020). Um estudo in silico identificou 14 peptideos de leguminosas
oriundos da digestdo sequencial pepsina/pancreatina com potencial para inibir a
NPC1L1 por meio da capacidade de interagir com o dominio N-terminal. Trés
peptideos de feijdo preto (YAAAT, ERAF e FATGT) e um peptideo do feijao caupi
(KD) também tiveram maior afinidade de ligacdo com a proteina que o farmaco
ezetimiba, e possivelmente sdo capazes de reduzir a absorcdo do colesterol
(HERNANDEZ; DE MEJIA, 2017).

Os peptideos LQPE, VLPVPQ e VAPFPE originados da hidrolise da caseina do
leite demonstraram capacidade hipocolesterolemiante in vitro por meio da reducéo da
solubilidade das micelas de colesterol e decréscimo dos niveis de proteina (NPC1L1)
em células Caco-2 tratadas com os peptideos. As reducdes foram de 19, 52 e 23%,
respectivamente para os trés peptideos, em comparacdo ao grupo controle sem
tratamento, além de regulagéo positiva da expressdao de mRNA de ABCA1 e ABCGS,
envolvidos no transporte de colesterol e reducédo da expresséo da ACAT 2 (JIANG et
al., 2020).

Além da NPC1L1, a enzima ACAT também desempenha um importante papel
na absorcdo de colesterol, ela é predominante no intestino delgado e figado, onde
esterifica a molécula de colesterol para ser transportado pelas lipoproteinas. Foi
demonstrado que ratos alimentados com dieta rica em frutose tiveram um aumento

dos niveis de triglicérides, colesterol total, VLDL e LDL plasmaético e triglicérides e
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colesterol total hepatico induzido pelo aumento da expressao de ACAT 2 (ICHIGO et
al., 2019); desta forma, inibidores dessa enzima sdo eficazes na prevencdo da
hipercolesterolemia.

A principal via pela qual o colesterol excessivo € metabolizado é pela sua
conversado a acidos biliares, a enzima responsavel por controlar a sintese de acidos
biliares no figado é a colesterol 7 alfa-hidroxilase (CYP7AL). A sua regulacao positiva
€ uma importante estratégia para tratamento da hipercolesterolemia, pois diminui o
colesterol hepético, gerando influxo de colesterol no figado e consequentemente
reducdo do nivel de colesterol plasmatico (NAGAOKA, 2019). O peptideo originado
da proteina do leite IIAEK e seus derivados AEK e EK aumentaram a expressao da
CYP7A1 em células HepG-2 (MORIKAWA et al., 2007a). Os autores verificaram que
a lisina C-terminal € um importante fator para a absorcdo desses peptideos pelos
hepatdcitos e apds uma triagem identificaram que os dipeptideos DK, EK e WK podem
aumentar significativamente o nivel de mRNA de CYP7Al em células HepG2
(MORIKAWA et al, 2007b).

Uma enzima que desempenha um importante papel na biossintese de acidos
graxos é a acetil-CoA carboxilase (ACC), que catalisa a carboxilacdo de acetil-CoA
em malonil-CoA, atua na oxidacado de acidos graxos e regula o sistema de transporte
mitocondrial. Em animais existem duas isoformas, a ACC1 e a ACC2, codificadas por
diferentes genes e com diferentes distribuicdes nos tecidos. As isoformas da enzima
ACC sao reguladas por dieta, hormdnios e outros fatores fisiol6gicos, e a malonil-CoA
€ o principal sinal metabdlico para o controle da oxidacéo e sintese de acidos graxos
em resposta as mudancas dietéticas (ABU-ELHEIGA et al., 1995; ABU-ELHEIGA et
al., 2001). Foi demonstado que camundongos com mutagcdo no gene que expressa a
ACC2 tém taxa de oxidacdo de acidos graxos mais alta e menores quantidades de
gordura, enquanto os camundongos deficientes em ACC2 acumularam 50% menos
de gordura que os camundongos selvagens (ABU-ELHEIGA et al., 2001). Além disso,
a excluséo de ACC2 foi capaz de proteger os camundongos de esteatose mesmo com
0 aumento da lipogénese e de dieta rica em lipideos. Em relagdo a animais em
condicoes normais de dietas as demais alteragbes metabdlicas foram minimas e ndo
houve diferenca fisiologica significativa nos figados de camundongos mutantes e
comparacao com os selvagens (ABU-ELHEIGA et al., 2012). Estes achados sugerem
que a isoforma 2 da enzima pode ser alvo util para sindromes metabdlicas. Em outro

estudo, camundongos com obesidade induzida pela dieta foram tratados com
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peptideos oriundos da soja e demonstraram menor ganho de peso corporal que
animais nao tratados, além de apresentarem menor ingestdo e reducéo de triglicérides
plasmatico; sendo a fosforilagdo da ACC uma das vias moduladas por esses
peptideos (JANG et al., 2008).

A enzima acido graxo sintase (FAS) que catalisa a sintese de acidos graxos de
cadeia longa tendo como substrato o malonil-CoA, produto da ACC, também & uma
importante enzima envolvida no metabolismo lipidico. Além de impedir a sintese de
acidos graxos, a inibicdo de FAS reduz goticulas de lipideos de adipdcitos e de mRNA
da proteina de ligacdo CCAAT/Enhancer (C/EBP) e de receptor ativado por
proliferador de peroxissoma y (PPARY), o que indica que o FAS desempenha papel
importante no desenvolvimento dos adipocitos. A enzima também € hiperexpressa em
células cancerigenas e sua inibicdo leva a morte celular (NAGAOKA, 2019; TIAN et
al., 2011). Os peptideos KNPQLR, EITPEKNPQLR e RKQEEDEDEEQQRE foram
identificados na fragao B-conglicinina da soja e apresentaram capacidade de inibir a
atividade da FAS in vitro com ICso de 79, 27 e 16 UM, respectivamente. A andlise de
acoplamento molecular mostrou que, os peptideos da soja se ligam ao dominio de
tioesterase da acido graxo sintase humana blogueando o seu sitio catalitico, os
autores verificaram também que a massa molar, ponto isoelétrico e numeros de
residuos carregados negativamente e hidrofilicos influenciam diretamente a poténcia
inibitéria dos peptideos (MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2010).

A reducdo dos parametros lipidios plasmaticos e hepéaticos foi observada em
camundongos alimentados com dieta hiperlipidémica e hipercolesterolémica e
tratados com proteinas hidrolisadas do leite de soja e de leite de soja integral, a
reducdo foi associada com a inibicdo da acido graxo sintase nos hepatécitos dos
animais, entretanto além da inibicdo da FAS também houve reducéo significativa da
enzima malica, o que pode ter potencializado a ac¢ao hipolipidémica (CHOI et al.,
2011). A enzima malica é uma proteina tetramérica que catalisam uma
descarboxilagdo oxidativa reversivel de L-malato, produzindo piruvato e gas
carbdnico, com reducdo de NADP*a NADPH. Em mamiferos, essas enzimas foram
divididas em trés isoformas, sendo que duas delas desempenham um importante
papel na lipogénese, fornecendo NADPH para a biossintese de acidos graxos de
cadeia longa e esteroides (HSIEH; CHEN; HUNG, 2009; UDENIGWE; ROUVINEN-
WATT, 2015).
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Outra via capaz de modular o metabolismo lipidico € pela ativacdo dos
receptores ativados por proliferadores de peroxissomas (PPAR), que sdo uma familia
de fatores de transcricdo dependentes de ligantes que regulam a expresséo do gene
alvo pela ligacéo a elementos especificos de resposta do proliferador de peroxissomas
(PPARs) em locais estimuladores de genes regulados. Ha trés isoformas desta
enzima, PPARy, PPARa e PPAR® que regulam uma série de genes relacionados ao
metabolismo lipidico. Diversos acidos graxos foram identificados como ligantes
naturais para os PPARs, atuando como sensores lipidicos e reguladores do
metabolismo lipidico (LI et al., 2018). O peptideo hidrofébico YPFVV, oriundo da B-
conglicinina da soja, diminuiu os niveis plasmaticos e hepéaticos de triglicerideos em
camundongos. Essa reducao ocorreu devido a capacidade do peptideo em aumentar
a expressao de PPARa por meio da elevagéao da expressao do gene do receptor de
adiponectina (AdipoR2). A maior expressdo do mRNA do PPARa e de seus genes
alvo, acil-CoA oxidase, carnitina, palmitoiltransferase 1A e proteina desacopladora
mitocondrial-2 no figado, aumentou a oxidacéo de &cidos graxos, o gasto de energia
e melhorou o perfil lipidico endégeno de camundongos diabéticos obesos (YAMADA
et al., 2012).

As proteinas de ligacdo ao elemento regulador de esterol (SREBP)
desempenham um papel crucial na regulacdo de genes que codificam enzimas que
atuam na captacdo e sintese de acidos graxos e colesterol. Essas proteinas sao
ancoradas a membrana do reticulo endoplasmatico e apenas a porgdo ativa N-
terminal entra no nucleo apds a clivagem proteolitica, que depende da proteina
ativadora da clivagem de colesterol (SCAP), molécula que atua como sensor de
esterol, e entdo ativa seus genes alvo. As trés diferentes isoformas, SREBP-1a,
SREBP-1c e SREBP-2 tém diferentes papeis na sintese de lipideos. Alguns estudos
sugerem que a SREBP-1 esta envolvida no metabolismo de acidos graxos e glicose,
enquanto a SREBP 2 é especifica para sintese de colesterol (BOACHIE; YAO;
UDENIGWE, 2018; LAMMI et al., 2019; SANTILLO et al., 2019). Adipocitos maduros
3T3-L1 tratados com hidrolisados de leite foram avaliados quanto a viabilidade celular,
apoptose e niveis de expresséo génica de SREBP-1c e FAS. A viabilidade celular foi
reduzida significativamente e a expressdo dos genes também sofreu alteragédo
significativa em relacdo ao grupo controle, indicando que esses hidrolisados sao

capazes de atuar no metabolismo de acidos graxos (SANTILLO et al., 2019).
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Por outro lado, SREBP-2 é um fator de transcricdo chave no metabolismo do
colesterol e controla a expressao de genes envolvidos no seu metabolismo, incluindo
receptor de LDL, PCSK9 e HMG-CoA redutase. Células HepG2 tratadas com o
peptideo GQEQSHQDEGVIVR oriundo da proteina do tremogco apresentaram
aumento da expressao da proteina SREBP-2 e consequentemente um aumento da
expressdo de receptores de LDL-c (LDLR) em 43%, tendo possivel acao
hipocolesterolémica (LAMMI et al., 2019). A regulagéo positiva da expressao dos
receptores de LDL € um dos mecanismos associados a reducéo do colesterol, pois a
remocao do LDL do plasma, um processo dependente de receptor é essencial para
manutencdo da homeostase do colesterol (BOACHIE; YAO; UDENIGWE, 2018;
LAMMI et al., 2019).

A degradacdo dos LDLR ocorre devido a acdo da pro-proteina convertase
subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9), que é regulada por seu prodominio N-teminal, que
guando clivado leva a ativagéo da proteina. A PCSK9 liga-se ao LDLR resultando na
degradacéo dos LDLR nos endossomos e inibicdo de sua reciclagem. Peptideos com
semelhanca estrutural com o prodominio ou com o dominio de interacdo da PCSK9
com a LDLR podem inibir a atividade desta enzima e reduzir os niveis de colesterol
plasmatico (BOACHIE; YAO; UDENIGWE, 2018). Estudo in silico e in vitro
demonstrou que peptideos de tremoco (GQEQSHQDEGVIVR e LILPKHSDAD) eram
capazes de inibir a interacio PCSK9-LDLR. O peptideo mais ativo LILPKHSDAD
aumentou em 66% a capacidade de captacdo de LDL das células HepG2 em relacéo
ao controle além de reduzir a expressdo de PCSK9 em hepatocitos (LAMMI et al.,
2016; ZANONI et al., 2017). LILPKHSDAD também diminuiu os niveis do fator nuclear
de hepatdcitos 1a (HNF1la), que regula a expressdo de PCSK9, o que resultou na
diminuicdo do nivel da proteina PCSK9 sem afetar diretamente LDLR e HMG-CoA
redutase, que sao regulados por SREBP2 (ZANONI et al., 2017).

A HMG-CoA redutase, principal enzima da sintese do colesterol e principal alvo
dos tratamentos farmacoldgicos, pode ser inibida de maneira competitiva. Os
peptideos LPYP, LPYPR e SPYPR foram os primeiros peptideos descritos com essa
capacidade. Eles foram isolados e identificados apés hidrélise enzimatica da glicinina
da soja e demonstraram capacidade hipocolesterolémica (KWON et al.,, 2002),
posteriormente também na glicinina foi identificado o IAVPGEVA com capacidade de
inibir a atividade da HMG-CoA redutase em 75% (PAK et al., 2005a). Os autores

também verificaram que o fragmento IAVP, apresentou ICso de 59,3 yM, sendo capaz
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de inibir a enzima de forma competitiva em ambos os sitios cataliticos, do substrato
HMG-CoA e do cofator NADPH (PAK et al., 2005b).

Marques et al. (2015b), verificaram no hidrolisado proteico total do feijdo-caupi,
a presenca do peptideo GCTLN, capaz de interagir in silico com o sitio ativo do cofator
da enzima, competindo com o NADPH. Também utilizando ferramentas
computacionais, os peptideos IAF, QGF e QDF foram identificados na globulina 7S do
feijdo caupi e apresentaram capacidade de interagir com o sitio catalitico do substrato,
além disso, in vitro, na concentracdo de 500 uM, eles foram capazes de reduzir em
69, 77 e 78% a atividade da enzima, respectivamente (SILVA et al., 2021b).

A analise do acoplamento molecular das sequencias peptidicas pGIluDF e
GSTLN, analogas aos peptideos identificados nas proteinas do feijao-caupi,
demonstrou que esses peptideos eram capazes de interagir com o sitio catalitico do
substrato e do cofator respectivamente. Além disso, juntos, ambos na concentracéo
de 50 uM, eles foram capazes de inibir cerca de 55% da atividade enzimatica,
atividade maior do que a verificada para estes peptideos isoladamente (SILVA et al.,
2021a).

Recentemente, Pak et al. (2021) utilizaram abordagens in silico, para selecionar
tripeptideos capazes de inibir a atividade da HMG-CoA redutase. Foram propostos
cinco tripeptideos baseados em peptideos desenhados em estudos anteriores do
mesmo grupo, usando o acido glutamico (E) na regido C-terminal. Todos os peptideos
projetados, YIE, YLE, YVE, YAE e YGE foram capazes de inibir competitivamente a
atividade da HMG-CoA redutase in vitro, ademais o peptideo YIE apresentou grande

potencial hipocolesterolémico, com ICsode 0,7 uM.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Proteina purificada
A proteina B-vignina, obtida a partir de sementes do feijdo-caupi (Vigna

unguiculata, L. Walp), foi previamente purificada por Silva et al (2018).

4.2 Simulagéo da digestéo gastrointestinal e fracionamento

Para mimetizar a digestdo gastrointestinal in vitro, a B-vignina (200 mg) foi
hidrolisada sequencialmente pela acdo da enzima pepsina (P-7012) e pancreatina (P-
7545), de acordo com procedimentos descritos por Akeson e Stahman (1964). O
extrato hidrolisado total foi fracionado em peptideos maiores que 30 kDa, entre 30 e
10 kDa, entre 10 e 3 kDa e menores do que 3 kDa, utilizando filtros de membranas

para ultrafiltracdo Microcon Centrifugal Filters (Merck Millipore®).

4.3 Acoplamento molecular de peptideos no sitio catalitico da HMG-CoA
redutase

Os peptideos com elevada predicéo de interacao (p <0,1000) com o complexo
catalitico da enzima HMG-CoA redutase, a partir do modelo de interagcdo do inibidor
comercial sinvastatina (PDB ID: 1HW9) (SILVA et al., 2018) e seus analogos tiveram
seu modo de interacdo predito por meio da analise de acoplamento molecular,
utilizando o protocolo de encaixe de ajuste induzido. A regido de interagao foi definida
a partir das coordenadas cristalograficas (X = 3,93, Y = -9,20, Z = -11,33) da
sinvastatina (PDB ID: 1HW9). Em seguida, as dimensées da caixa de busca (10-14 A)
foram otimizadas utilizando o programa AutoDock-VINA® (versdo 4.2.6), sendo
consideradas as poses mais proximas (RMSD < 2,0 A) daquela observada com a
sinvastatina (TROTT; OLSON, 2010). As 4 posi¢cdes com maiores probabilidades

foram consideradas na etapa de analise visual.

4.4 Sintese de peptideos

Os peptideos foram sintetizados empregando a metodologia de sintese de
peptideos em fase sdlida (SPFS) e utilizando o grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonil
(Fmoc) como grupo protetor do a-amino. Protetores &cido-labil, geralmente derivados
do grupo t-butil (t-Bu), nas cadeias laterais dos aminoacidos também foram
empregados. A SPFS fundamenta-se no crescimento da cadeia peptidica, residuo por
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residuo, ao aminoacido C-terminal ligado covalentemente pelo seu grupamento
carboxila aos sitios reativos existentes em um suporte solido (resina) (MERRIFIELD,
1963).

Para obtencdo dos peptideos com a carboxila C-terminal livre, foi utilizada a
resina Wang ja ligada ao primeiro Fmoc-aminoacido. Para os acoplamentos foram
utilizados Fmoc-aminoacidos e agentes de ativacdo dos grupos carboxilas (N,N-
diisopropilcarbodiimida (DIC) e 1-Hidroxibenzotriazol (HOBt)) com duas vezes de
excesso em relacdo ao teor de grupos ativos livres na resina.

Antes do acoplamento de cada aminoacido, para realizar a desprotecao do grupo
a-amino do aminoacido anterior, foram realizadas lavagens com 20% 4-metil-
piperidina/DMF durante 1 e 20 min. Apds cada etapa de acoplamento e desprotecéo
foram  efetuadas lavagens com  N,N-dimetilformamida (DMF) para
eliminacdo do excesso de reagentes e subprodutos.

Apoés cada uma das etapas de acoplamento e desprotecéo, foi realizado o teste
de ninidrina, para verificar a eficiéncia destas etapas. Este reagente, a altas
temperaturas, reage com grupos amino livres, produzindo um composto de cor violeta
(KAISER et al., 1970).

4.5 Reacdo de clivagem

Para separar o peptideo da resina (suporte sélido), é realizada uma reacéo de
clivagem. A reagdo aconteceu com o uso de diferentes reagentes, o
acido trifluoracético (TFA), responsavel pela clivagem, o triisopropilsilano (TIS), o 1,2-
etanoditiol (EDT) e a &gua ultrapura, que agem como supressores de reacdes
colaterais. Para os peptideos que continham residuos de Cys ou Met foi utilizada uma
mistura na proporcéo de 94 % TFA : 2,5 % Agua : 2,5 % EDT : 1 % TIS. Os outros
peptideos foram clivados com a seguinte proporcéo 95 % TFA : 2,5 % Agua : 2,5 %
TIS. As misturas foram submetidas a agitagdo por 2 h em temperatura ambiente. Apos
esse periodo, agua ultrapura e acetonitrila (50:50, v/v) foram adicionadas a solucéo,
seguida de agitacdo em vortex e centrifugacéo para separar a resina do peptideo. O
sobrenadante contendo o peptideo bruto foi entao liofilizado, obtendo-se um composto

branco floculoso denominado de bruto.
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4.6 Purificacdo e caracterizacdo dos peptideos

ApoOs a clivagem, os peptideos foram purificados por cromatografia liquida de
alta eficiéencia (CLAE) (Shimadzu Prominence®) em sistema semipreparativo
utilizando coluna em fase reversa (Jupiter Proteo Phenomenex®) de tamanho 25 x 1,0
cm, e didmetro de particula de 10 um. A detecgao do material eluido foi realizada em
220 nm. O sistema de solventes utilizado foi: A (0,045% de acido trifluoracético em
agua ultrapura) e B (0,036% de acido trifluoracético em acetonitrila), com fluxo de 5
mL/min. O gradiente utilizado variou de peptideo para peptideo (Tabela 1). Apés a
separacao e liofilizacdo dos materiais obtidos, a andlise de pureza de cada fracao foi
realizada por CLAE em um aparelho analitico Shimadzu, com coluna 150 x 4,6 mm,
de fase reversa C18 Ultraspehere Phenomenex, tamanho da particula de 5 pum,
deteccdo em 220 nm, utilizando um programa gradiente de 5 a 95% de solvente B em
30 min com fluxo de 1 mL/min.

A identidade do material obtido foi confirmada por meio da obtencédo da massa
molar do material em um espectrometro de massas com metodologia “lon trap”

(Thermo LCQ-fleet) com ionizacao electrospray positiva.

Tabela 1 — Gradiente de purificacdo dos peptideos.

Peptideo Gradiente (Solvente B) Tempo de Corrida (min)
QDF 10240% 150
MPNY 10240% 90
Qby 5a35% 120
NDF 10240% 90
NDY 5a35% 90
pGluDF 10240% 150
GSTLN 2a30% 120
QDFGSTLN 15a55% 90
pGluDFGSTLN 20a50% 90
QDF-espagadorl-GSTLN 15a55% 90
pGluDF-espagadorl-GSTLN 20a50% 90
QDF-espagador2-GSTLN 20a50% 90
pGluDF-espacador2-GSTLN 20a50% 90

4.7 Ensaio de inibicdo da enzima HMG-CoA redutase in vitro
A atividade inibitoria dos fracionados proteicos (0,5 mg/proteina/mL) e dos
peptideos foi avaliada em ensaios in vitro, utilizando kit HMG-CoA reductase assay

(Sigma Aldrich®), em triplicata, de acordo com metodologia proposta por Hulcher e
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Oleson (1973). A metodologia consiste na medida espectrofotométrica da reducao da
absorbancia em 340 nm. O decréscimo da absorcdo representa a oxidacdo do

NADPH, de acordo com a seguinte reagao:

HMG-CoA + 2NADPH + 2H+ — Mevalonato + 2NADP+ + CoA-SH

A leitura da absorbéancia foi realizada utilizando um espectrofotbmetro UV/Vis
(PerkinElmer, Lambda 1050). Os ensaios foram realizados no modo de leitura cinética,
durante 5 min, com medidas de absorbancia a cada 5 s. A pravastatina foi utilizada
como controle positivo de inibicéo.

A atividade especifica da enzima foi definida como: pmol de NADPH
oxidado/min/mg proteina. Os resultados foram expressos em percentuais de inibicao,
com base no controle sem inibidor, considerado com 100% de atividade. Para os
peptideos que apresentaram maiores atividades inibitérias (NDY, pGIuDF e pGIluDF-
espacadorl-GSTLN), foram obtidas curvas analiticas com diferentes concentracfes
de cada peptideo, relacionando o logaritmo da concentracdo pelo percentual de
inibicdo. Do grafico obtido foi calculada a concentracéo necessaria para inibir 50% da

atividade enzimatica (ICso).

4.8 Ensaios de viabilidade celular

A viabilidade celular das linhagens tumorais HepG2 (hepatocarcinoma humano),
Caco2 (carcinoma de célon) e A204 (rabdomiossarcoma) foi determinada pelo ensaio
de Oxido-reducao da resazurina de acordo com os procedimentos descritos por Page,
Pagé e Noel (1993) e adaptados por De Grandis et al. (2017).

As células foram incubadas sob condi¢cdes padronizadas de cultivo celular (37
°C, 5% COz2, 95% de umidade), em garrafas de cultivo de 75 cm?, contendo meio de
cultura DMEM (Gibco®), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco®). As
células foram recolhidas das garrafas de cultivo utilizando 2 mL de tripsina-EDTA
0,25% (Gibco®), centrifugadas a 200 x g por 5 min e contadas em camara Neubauer,
pelo método de exclusédo com solugéo de azul de Trypan a 0,004% (Sigma Aldrich®),
que cora as células inviaveis, em seguida, ajustou-se a concentragdo para 7,5 x 10*
células/mL. As células foram subcultivadas em microplacas de 96 pocos obtendo-se
uma concentracdo celular de 1,5 x 10* células/poco, e incubadas sob as condicdes

padronizadas de cultivo, durante 24 horas para permitir a aderéncia celular. Para o
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tratamento, as amostras (QDF, MPNY e sinvastatina) foram preparadas de forma que
pode-se realizar seis diluicbes na microplaca, a fim de se obter concentracdes de 2 a
250 pM. O controle negativo (CN) foi composto por células que receberam apenas
meio de cultura e o controle positivo (CP) recebeu o agente citotdxico
metilmetanosulfonato (MMS, 300 uM). As células foram incubadas por 24 h.

ApoOs esse periodo, o meio de cultura foi removido, e logo em seguida foram
adicionados 50 pL de cloridrato de resazurina 0,01% (Sigma—Aldrich®). As placas
foram novamente incubadas por 2 h e, em seguida, procedeu-se a leitura da
fluorescéncia em leitor de microplacas Synergy H1 (BioTek®) em filtros de excitacédo
e de emissdo nos comprimentos de onda de 530 e 590 nm, respectivamente. Em
células metabolicamente ativas, a resazurina (de coloragéo azul nao fluorescente) é
reduzida a um composto fluorescente de coloracéo rosa, denominado resorufina. Com
isso, a intensidade de fluorescéncia é proporcional ao nimero de células viaveis.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos
pela porcentagem de viabilidade celular calculada com base na fluorescéncia emitida
pelo controle negativo, considerada como 100% de viabilidade.

4.9 Analise in vivo

4.9.1 Animais, dietas e protocolo experimental

O efeito da administracéo por via oral dos peptideos QDF, MPNY e do farmaco
comercial Sinvastatina® foi avaliado em ratos submetidos a dieta hiperlipidica durante
21 dias. Ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, var. Albinus), com 40
dias de idade e peso médio de 180 g, provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias
da Saude, da Universidade Federal da Bahia (UFBA) foram utilizados no experimento.

Antes do inicio do experimento, 0s animais permaneceram por uma semana no
local do experimento, a temperatura controlada de 22 + 2 °C, com ciclo de claro-escuro
de 12 h, recebendo ragdo comercial Purina® e agua ad libitum, para adaptacéo e
aquisicao do peso ideal.

Todos os procedimentos realizados com os animais foram executados de acordo
com o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (National Research Council,
1985), apods analise e aprovacao pela comissdo de ética no uso de animais (CEUA)
da Escola de Medicina Veterinaria da Universidade Federal da Bahia, sob parecer
protocolado de numero 91/2018 (Anexo A).
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Todos os animais foram alimentados, ad libitum, por sete dias com racgao
hiperlipidica, enriquecida com sebo hidrogenado (35 g/100 g) e acido célico (0,1 g/100
g) para induzir ao estado de dislipidemia, a dieta foi produzida pela empresa
PragSolug6es® Ltda, composicéo descrita na Tabela 2, seguindo metodologia descrita
por Ferreira et al. (2015) com modificacdes. Apos esse periodo foram divididos em
quatro grupos de n =7, de acordo com o tratamento recebido, [1] hipercolesterolémico
(HC, controle positivo), [2] idem a 1 contendo o peptideo QDF, [3] idem a 1 contendo
o peptideo MPNY, e [4] idem a 1 contendo a sinvastatina (SV). Todos os animais
foram alimentados com a dieta hiperlipidica e recebiam agua ad libitum. Os peptideos
e o farmaco foram administrados diariamente por técnica de gavagem, na
concentracdo de 10 mg/Kg de peso corpéreo dos animais, durante 14 dias. O grupo
controle positivo (HC) recebeu uma solucdo salina (NaCl 0,2 mol/L), nas mesmas

condicoes.

Tabela 2 — Composicéao da dieta experimental ofertada durante 21 dias.

Ingredientes Dieta HC (g/100 g)

Amido de Milho 4,85
Caseina 20,00

Amido Dextrinizado -
Sacarose 30,00

Oleo de Soja -
Celulose Microcristalina 5,00
Mix Mineral AIN93 G 3,50
Mix Vitamina AIN93 1,00
L Cistina 0,30
Bitartarato de Colina 0,25

Colesterol -
Acido Célico 0,10
Sebo Hidrogenado 35,00

4.9.2 Parametros experimentais e analises bioquimicas séricas

Ao longo dos 21 dias, o ganho de massa corporal e a ingestdo foram
quantificados diariamente, em balanca semi-analitica, respeitando sempre 0 mesmo
horario. A ingestdo foi determinada pela diferenca entre a ragdo ofertada no dia
anterior e a sobra de racao do dia.

Nos dias 0, 7 e 14, os animais permaneceram 12 h em jejum e posteriormente

foi realizada a coleta de sangue pela veia caudal. Ao final do experimento (dia 21), os
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animais foram deixados em jejum por 12 h e em seguida foram eutanasiados por
decapitacdo. O sangue obtido foi coletado em tubos contendo gel separador, e em
seguida centrifugado (1500 rpm/15 min/4 °C) e o soro foi armazenado a — 70 °C, para
analises posteriores.

Os niveis de colesterol total, HDL-c, triglicérides e glicose dos animais foram
avaliados por espectrofotometria no equipamento Winer CB 330, por meio de reacdes
colorimétricas e enzimaticas, utilizando kits de reagentes da Wiener lab group® e
leitura em 505 nm.

O nivel sérico de colesterol total € medido pela intensidade de cor vermelha do
composto antipirilguinonimina, formado apés reacdes de hidrdlise dos ésteres de
colesterol, que libera colesterol livre, que sera oxidado a colest-4-emona e peréxido
de hidrogénio. Este reage com 4-aminoantipirina e fenol, formando o composto de
coloracdo vermelha.

Para analise do HDL-c, este é solubilizado com um detergente seletivo, em
seguida o colesterol dessas particulas é oxidado pela acéo da colesterol oxidase, este
ird reagir com 4-aminoantipirina e cromogénio disulfobutiimetatoluidina (DSBmMT),
gerando um produto colorido.

A reacdo de quantificacdo dos triglicérides € realizada com a hidrolise deste,
liberando acido graxo e glicerol, que é convertido em glicerol-3-fosfato. Esse composto
é oxidado a dihidroxiacetona e peroxido de hidrogénio, que ira reagir com 4-
aminoantipirina e 4-clorofenol, produzindo quinoneimina, produto de cor vermelha.

A dosagem do nivel de glicose plasmatica acontece por meio de uma reacao de
oxidacao da glicose, gerando acido glucénico e peréxido de hidrogénio, que ira reagir
com 4-aminoantipirina e fenol, formando antipirilquinonimina.

Todos os produtos coloridos formados apds as reacdes sdo proporcionais a

concentracdo do analito na amostra.

4.10 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados através da analise de variancia (ANOVA)
unidirecional (one-way) e para a comparacdo multipla foi utilizado o teste de Duncan
(SigmasStat®, v. 3,5, Systat software, California, USA). O nivel de significancia foi
considerado quando p < 0,05. Todos os resultados foram expressos como média +

desvio padréo de pelo menos trés analises independentes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Proteinas de leguminosas apresentam diversas atividades benéficas a saude
reconhecidas. A acao hipocolesterolémica do isolado proteico total do feijao-caupi tem
sido demonstrada em estudos in vitro e in vivo (FROTA et al., 2008; FROTA et al.,
2015; MARQUES et al., 2015a; MARQUES et al., 2018). Além disso, a proteina -
vignina isolada e hidrolisada também mostrou capacidade de regular o metabolismo
lipidico em ratos hipercolesterolémicos (FERREIRA et al., 2015). Estudos preliminares
indicam que esse efeito esta diretamente relacionado a peptideos de tamanho entre
3 a 20 residuos de aminoécidos originados a partir da hidrélise dessas proteinas (PAK
et al., 2021; SILVA et al., 2021b). Devido a importancia desses resultados, diversos

estudos tém investigado a acdo dos peptideos e seus mecanismos de acao.

5.1 Ensaio in vitro da inibicdo da HMG-CoA redutase por fracdes peptidicas

A fim de investigar o possivel mecanismo hipocolesterolémico da proteina [3-
vignina, esta foi purificada e caracterizada a partir da farinha obtida pela pulverizagéo
do feijdo-caupi (SILVA et al., 2018). Posteriormente, a proteina foi hidrolisada,
simulando a digestéo gastrica, pela acdo sequencial das enzimas pepsina/pancreatina
e o hidrolisado proteico obtido foi fracionado por ultrafiltracéo.

As fracdes proteicas de diferentes massas molares foram avaliadas in vitro,
utilizando método espectrofotométrico, quanto a sua capacidade de inibir a atividade
da enzima HMG-CoA redutase. Os resultados dos ensaios de inibicdo enzimatica sao
apresentados na Tabela 3.

O hidrolisado total da proteina B-vignina do feijdo caupi apresentou capacidade
de inibir a enzima HMG-CoA redutase com valor superior a 95%. Além disso, todas
as fracoes foram capazes de reduzir a atividade da enzima, e dentre as fragdes com
diferentes massas molares obtidas, a fracdo formada por peptideos menores do que
3 kDa apresentou a maior atividade inibitéria (95%). Esse resultado foi semelhante ao
reportado por Silva et al. (2021b), que utilizou 0 mesmo mecanismo enzimatico e
processo de fracionamento para obtencéo da fracdo peptidica menores do que 3 kDa
gue reduziu 90% da atividade enzimatica. Estudo anterior verificou atividade inibitéria
de 89% para essa fracdo, porém, os autores utilizaram como material de partida um
hidrolisado obtido a partir do isolado proteico total do feijao caupi (MARQUES et al.,
2015a). Os resultados mostraram que, essa fracdo poderia conter as principais

sequéncias responsaveis pela atividade do hidrolisado total.
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Tabela 3 — Inibicdo da atividade da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase.

Amostra Concentracao de inibidor Inibicao (%)
Controle - 0?

Pravastatina 0,5 uM 97,51 £ 0,0012°
Hidrolisado Total 500 pug/mL 95,29 + 0,0021%f
Peptideos > 30 kDa 500 pg/mL 62,81 £ 0,0029¢
Peptideos 30 < 10 kDa 500 pg/mL 12,58 +0,0105¢
Peptideos 10 < 3 kDa 500 pg/mL 59,78 +0,0159¢
Peptideos < 3 kDa 500 pg/mL 95,02 + 0,0012f

No entanto, a purificacdo dos peptideos da fracdo contendo peptideos de
massa molar menor que 3 kDa néo foi satisfatoria, ndo sendo obtidos materiais puros
em quantidade consideravel. Desta forma, métodos alternativos foram avaliados para

a procura de peptideos com atividade hipocolesterolémica.

5.2 Sintese, purificacao e caracterizacdo dos peptideos

Devido a dificuldade na obtencédo de peptideos do hidrolisado da proteina 8-
vignina, ferramentas alternativas foram utilizadas. O uso de metodologias in silico tem
se mostrado eficiente na triagem de peptideos com atividades biologicas (SILVA et
al., 2018; SUN et al., 2021). Utilizando essas ferramentas, Silva et al. (2018) e Silva
et al. (2021a) selecionaram as sequéncias QDF e MPNY, oriundas da hidrélise in silico
da B-vignina, que apresentaram alta probabilidade de interagir com o sitio catalitico
da enzima, de maneira semelhante as interacdes realizadas pelo farmaco comercial
sinvastatina.

No peptideo QDF, ja estudado anteriormente somente in silico e in vitro, a
fenilalanina (F) ocupa a mesma posi¢édo do anel decalina, uma vez que ambos tém
caracteristicas hidrofébicas e na forma ciclica. A glutamina (Q) realiza interacées
polares semelhantes as do grupo carboxila da sinvastatina, além disso, realiza uma
ligacdo de H com o residuo Lys692 da HMG-CoA redutase, ao invés de Arg590. Uma
diferenca significativa foi observada nas interacdes que o residuo aspartico (D) do
peptideo realiza, este demonstrou estar ha uma distancia mais adequada para realizar
ligacdo de H com o residuo Ser589 do que a sinvastatina, devido a presenca de um
grupo apolar na regido do sitio ativo.

O peptideo MPNY, cuja sequéncia foi citada por Silva et al. (2018) e Silva et al.

(2021a), mas nao avaliada in vivo, realiza interagcdes menos favoraveis que o QDF,
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no entanto, possui interacbes com o sitio catalitico da enzima, semelhantes as
realizadas pela sinvastatina. A tirosina (Y) realiza interacdes polares com os residuos
Ser684 e Asp690 e a carboxila da asparagina (N) faz uma ligacado de H com o Asn765.
Além disso, a metionina (M) realiza intera¢des hidrofébicas com o sitio ativo da HMG-
CoA redutase.

As interacdes favoraveis que esses peptideos realizam com a enzima HMG-
CoA redutase e o fato de que peptideos curtos serem descritos como promissores
candidatos a farmacos, devido a baixa toxicidade e biodisponibilidade oral, nos
levaram a estudar (PAK et al., 2021; SOARES et al., 2015) as sequéncias QDF e
MPNY in vitro. Neste sentido, estes peptideos foram sintetizados manualmente pelo
método da sintese de peptideo em fase soélida (MERRIFIELD, 1963) e avaliadas
quanto a capacidade de inibir a HMG-CoA redutase in vitro e de modular o
metabolismo lipidico in vivo.

As sinteses das sequéncias peptidicas QDF e MPNY foram eficientes, pois os
peptideos puros foram obtidos com rendimento acima de 40% e as massas molares
tedricas foram confirmadas por meio da espectrometria de massas.

Os materiais brutos obtidos foram purificados e os dados de pureza e as

massas molares obtidas estdo colocadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Dados de purificacdo e caracterizacdo dos peptideos QDF e MPNY.

Peptideo Pureza (%) MM tedrica(g/mol) MM obtida (g/mol)
QDF 95,6 408,41 409,17

MPNY 99,9 523,60 524,20
*MM - Massa Molar

O peptideo QDF apresentou uma pureza menor (95,6%), quando comparado
com o peptideo MPNY, devido a presenca de um pico em 7,9 min. A avaliagcdo deste
material por espectrometria de massas sugere que, 0 aminoacido glutamina que se
encontra na posi¢cado N-terminal sofre ciclizagdo em sua cadeia lateral, formando um
acido piroglutamico (pGlu). Essa modificacao ja foi encontrada em outros estudos e é
acelerada em meios acidos, alcalinos ou em altas temperaturas (PURWAHA et al.,
2014). O contaminante obtido mostrou massa molar de 391,40 g/mol, idéntica a

tedrica para o peptideo pGIuDF.
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Nas Figuras 11 e 12 estdo representados os cromatogramas dos materiais

brutos e puros e os espectros de massas obtidos na sintese dos peptideos QDF e

MPNY, respectivamente.

Figura 11 — Perfis cromatograficos do peptideo QDF (A) bruto e (B) puro e (C)
espectro de massas obtido*.
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Figura 12 — Perfis cromatograficos do peptideo MPNY (A) bruto e (B) puro, e (C)

espectro de massas obtido*.
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5.3 Ensaio in vitro da inibicdo da HMG-CoA redutase pelos peptideos QDF e
MPNY

Apés a obtencdo dos peptideos puros, foi possivel confirmar a capacidade
destes em reduzir a atividade da enzima HMG-CoA redutase in vitro. Os peptideos
foram testados na concentracdo de 100 uM e suas atividades hipocolesterolémicas

estao descritas na Tabela 5.

Tabela 5 - Inibicdo da atividade da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase pelos
peptideos QDF e MPNY.

Amostra Concentragao de inibidor  Inibicao (%)
Controle - 0°
Pravastatina 0,5 uM 94,7 +0,0221°
QDF 100 uM 45,7 +0,0823¢
MPNY 100 uM 22,9 +0,1750¢

De forma semelhante as fracGes proteicas, os peptideos demonstraram exercer
efeito inibitério da atividade enzimatica. Na concentragcao de 100 uyM, os peptideos
QDF e MPNY inibiram, respectivamente, 45,7 e 22,9% da atividade da enzima.
Entretanto, Silva et al. (2018), relataram que o QDF apresentou um ICso de 12,84 uM,
atividade superior & encontrada. Em outro trabalho, Silva et al. (2021a), verificou que
o peptideo MPNY, na mesma concentracao inibiu 38,1% da atividade da HMG-CoA
redutase. As diferencas encontradas, apesar de ndo esperadas, podem ser explicadas
devido a diferencas nos kits utilizados para analise e em seu armazenamento.

Sequéncias peptidicas obtidas da proteina glicinina (11S) da soja, IAVP,
IAVPTGVA e IAVPTGEVA, apresentaram um ICso de 59, 93 e 125 uM,
respectivamente, frente a capacidade de inibicdo contra a HMG-CoA redutase (PAK
et al., 2005b). Os peptideos YVVNPDNDEN e YVVNPDNNEN, identificados na [3-
conglicinina (7S) da soja, exibiram um ICso de 150 e 200 uM respectivamente (LAMMI
et al., 2015). Desta forma, os peptideos acima descritos apresentaram atividade

superior aos peptideos oriundos de leguminosas, encontrados na literatura.

5.4 Ensaios de viabilidade celular
A toxicidade desses dois peptideos (QDF e MPNY) até o momento néao tinham
sido avaliadas. Neste sentido, a citotoxicidade destes e da sinvastatina (controle)

foram avaliadas por meio da viabilidade celular das linhagens de células de carcinoma
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hepatocelular humano (HepGZ2), carcinoma de colon (Caco?2) e de rabdomiossarcoma
(A204). As linhagens foram escolhidas por corresponderem aos tecidos relacionados
aos efeitos adversos mais comuns associados ao consumo das estatinas. As
concentracbes usadas variaram de 2 a 250 puM. O percentual de viabilidade foi
quantificado pelo método de resarsurina (PAGE; PAGE; NOEL, 1993). Os resultados

dos ensaios de viabilidade celular sédo apresentados nas figuras 13, 14 e 15.

Figura 13 — Viabilidade de células da linhagem HepG2 frente a sinvastatina e aos

peptideos QDF e MPNY.
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Figura 14 — Viabilidade de células da linhagem Caco2 frente a sinvastatina e aos
peptideos QDF e MPNY.
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Figura 15 — Viabilidade de células da linhagem A204 frente a sinvastatina e aos
peptideos QDF e MPNY.
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Os resultados mostraram que ambos 0s peptideos sdo seguros, mesmo nha
mais alta concentracgao testada (250 uM). A viabilidade das linhagens celulares HepG2
manteve-se proxima a 90%, ja a Caco2 apresentou viabilidade entre 95 e 100%
enguanto a linhagem A204 mostrou aproximadamente 96% de viabilidade. Por outro
lado, na mesma concentracdo de sinvastatina, as viabilidades das linhagens HepG2,
Caco2 e A204 foram, respectivamente, de 4, 9 e 31%. Embora sejam o principal
tratamento para a hipercolesterolemia, o uso das estatinas esta associado a
hepatotoxicidade, lesées da musculatura esquelética, entre outros efeitos adverso,
cuja relagdo com o consumo das estatinas ndo é clara (DENG et al., 2018;
THOMPSON et al., 2016).

Os resultados demonstram que embora apresentem ICso muito superior ao das
estatinas, o0s peptideos ndo apresentaram citotoxicidade, mesmo em altas
concentracfes. Resultado semelhante foi encontrado por Lin et al. (2015) que
utilizaram a técnica de exibicdo de fagos para rastrear peptideos curtos com
capacidade de inibir a HMG-CoA redutase. Nesse trabalho os peptideos TPMASD e
PMAS foram capazes de inibir a atividade da enzima, com ICso de 80 e 68 uM
respectivamente, além de ndo apresentarem citotoxicidade in vitro sobre a linhagem

celular HepG2.

5.5 Analise in vivo
A fim de verificar a atividade desses peptideos sobre o metabolismo lipidico in

vivo, as duas sequéncias foram testadas em ratos. O experimento consistiu na
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utilizacao de 4 grupos de ratos, onde todos foram avaliados no tempo zero e apés 7
dias com a dieta hiperlipidica. Apés este periodo eles foram submetidos a diferentes

tratamentos:

[1] continuou com a dieta hipercolesterolémica (HC, controle positivo);
[2] dieta hipercolesterolémica + peptideo QDF;
[3] dieta hipercolesterolémica + peptideo MPNY;

[4] dieta hipercolesterolémica + sinvastatina (SV).

Os parametros de ganho de peso corporal e consumo alimentar foram
avaliados e os resultados apresentados nas Figuras 16 e 17.

Nos sete dias iniciais, onde os animais estavam apenas sendo alimentados
com dieta hiperlipidica ndo houve diferenca estatistica entre eles com relagdo ao
ganho de peso. Apés 14 dias de tratamento, os grupos 1, 2 e 3 tiveram aumentos de
54,3%, 47,9% e 44,5%, respectivamente. Apesar de diferentes esses dados nao
diferem estatisticamente entre si. Lima et al. (2019) também n&o encontraram
diferenca estatistica de ganho de massa e consumo de racdo entre animais tratados
com hidrolisados proteicos de feijdo comum (Phaseolus vulgaris) e grupo controle HC.

Diferentemente do encontrado para os 3 grupos anteriores, o grupo tratado com
o farmaco sinvastatina teve ganho de peso de apenas 26,3%, diferindo dos demais
grupos (Figura 16). Ferreira et al. (2015) avaliaram o ganho de massa e 0 consumo
de racao de ratos hipercolesterolémicos, tratados com glubulinas 7S de caupi (7S-C)
e adzuki (7S-A) e sinvastatina, e verificou que os grupos tratados com 7S-A e
sinvastatina provocaram reducéo de cerca de 12% do peso corporal dos animais, além
da reducéo da ingestao alimentar, enquanto a 7S-C n&do apresentou reducéo. Fassini
et al. (2011) verificaram que ratos alimentados com dieta hipercolesterolémica e
tratados com glicinina da soja ndo apresentaram diferenca em relagédo ao ganho de
massa, quando comparado com grupo controle sem tratamento, entretanto, mostrou
também nao haver diferenca entre os grupos tratados com glicinina da soja,

rosuvastatina e glicinina + rosuvastatina.
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Figura 16 — Ganho de massa dos animais (Rattus norvegicus) em funcao do tempo de estudo*
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*HC: animais que nao receberam tratamento, QDF: animais tratados com o peptideo QDF, MPNY: animais tratados com o peptideo MPNY e SVT: animais

tratados com o farmaco de referéncia Sinvastatina.
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Com relacdo ao consumo de racéo, a partir do 14° dia, o grupo 4, comecou a
diferir significativamente dos demais grupos (Figura 17), apresentando ao fim do
tratamento um consumo médio de 32,4 g/dia/animal enquanto os ratos dos grupos 1,
2 e 3 consumiram em meédia 36,6, 37,5 e 38,8 g/dia/animal, respectivamente. O que
sugere que o maior ganho de peso observado nestes grupos pode ser consequéncia
do maior consumo de racao.

Os niveis de colesterol total, HDL-c, triglicérides e glicose dos animais foram
avaliados por espectrofotometria, por meio de reac¢des colorimétricas e enzimaticas.
A Figura 18 apresenta os valores de colesterol total dos quatro grupos de ratos, nos
dias 0, 7, 14 e 21 do experimento. E possivel verificar ao avaliar o grupo controle, que
ndo houve diferenca significativa entre os valores de colesterol total no inicio (O dia) e
no fim da andlise (21 dias), indicando que a dieta hiperlipidica n&o foi capaz de induzir
a hipercolesterolemia nos animais. Além disso, ao fim dos 21 dias os peptideos QDF
e MPNY na dose de 10 mg/kg de peso/dia ndo foram capazes de reduzir o colesterol
total dos animais com relacdo ao grupo controle, ndo apresentando diferenca
estatistica entre eles. Apenas o grupo alimentado com a sinvastatina mostrou uma
diminuicao do colesterol total apos 14 e 21 dias. Essa variacéo pode estar relacionada
ao menor ICso do farmaco e a variagdo do consumo de ragdo. Ressaltamos que apesar
da atividade dos compostos sobre a HMG-CoA redutase ser diferente, os peptideos e
a sinvastatina foram administrados na mesma concentragédo de 10 mg/Kg de peso
corpéreo dos animais.

Ferreira et al. (2015) verificaram ao fim de 28 dias, que animais alimentados
com dieta com adicdo de 20% Oleo de coco, 0,5% acido colico e 1% colesterol
apresentaram um aumento do colesterol total de cerca de 6 vezes em comparagao
aos animais que consumiram dieta padrdo néo hiperlipidica, além disso observou
reducdo de 33% no colesterol total de animais tratados com 200 mg/kg/dia de [3-
vignina de feijao-caupi, em relacdo ao grupo controle hipercolesterolémico. Por outro
lado, estudos com camundongos hipercolesterolémicos, tratados com 700 mg/kg/dia
de hidrolisado proteico de feijdo comum ndo mostrou reducdo dos niveis de LDL-c
guando comparado ao grupo controle (GOMES et al., 2020). Desta forma, os estudos
realizados por nos foram prejudicados devido ao ndo aumento de colesterol dos
animais no periodo estudado. Esse fato pode ser atribuido a pouco eficiéncia da dieta

em agir no aumento do colesterol plasmatico ou ainda no tempo de estudo.
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Figura 17 — Ingestao de racdo em grama por animal (Rattus norvegicus) em funcéo do tempo de estudo*
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*HC: animais que nao receberam tratamento, QDF: animais tratados com o peptideo QDF, MPNY: animais tratados com o peptideo MPNY e SVT: animais
tratados com o farmaco de referéncia Sinvastatina.



Figura 18 — Colesterol total dos grupos dos animais (Rattus norvegicus) em 0, 7, 14 e 21 dias*
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*HC: animais que nao receberam tratamento, QDF: animais tratados com o peptideo QDF, MPNY: animais tratados com o peptideo MPNY e SVT: animais
tratados com o farmaco de referéncia Sinvastatina.
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O nivel de HDL-colesterol (Figura 19) também nao mostrou diferenca
significativa entre os quatro grupos de animais avaliados.

Com relacdo aos valores de triglicérides, apresentados na Figura 20, tanto o
peptideo QDF gquanto a sinvastatina apresentaram diferenga significativa quando
comparados ao grupo controle, reduzindo 30,6% e 31,9% dos triglicérides iniciais,
respectivamente. O peptideo MPNY n&o diferiu do grupo sem tratamento. A reducao
encontrada é superior a observado por Fassini et al. (2011), que ap6s 28 dias, mostrou
diminuicdo de aproximadamente 23% dos triglicérides em ratos tratados com 300
mg/kg/dia de 11S de soja assim como naqueles tratados com 10 mg/kg/dia de
rosuvastatina. Apesar da similaridade de valores, vale lembrar 0 maior consumo de
dieta do grupo tratado com o peptideo QDF em relacdo ao tratado com sinvastatina.
Estes dados em conjunto podem indicar uma maior atividade do peptideo em diminuir
o triglicéride. No entanto, maiores estudos sdo necessarios para comprovar e
esclarecer essa diferenca.

A concentracéo sérica de glicose também foi avaliada e verificou-se que todos
0S grupos apresentaram aumento no nivel de glicose apés 21 dias. Foi observado que
nao houve diferenca significativa entre os grupos 1, 2 e 3 do inicio ao fim do
tratamento. Entretanto os animais tratados com sinvastatina apresentaram um
aumento de 26,5%, comparado ao grupo controle HC no 21° dia, como pode ser
observado na Figura 21. O resultado reforca as evidéncias de que as estatinas
apresentam um pequeno, mas significativo aumento do risco de desenvolvimento de
diabetes tipo 2 (RIDKER et al., 2012; SWERDLOW et al.,, 2015), fato esse
possivelmente devido a ligacéo entre 0 mecanismo de acéo das estatinas e alteracdes
no metabolismo oxidativo do musculo esquelético (MIKUS et al., 2013).

Os dados obtidos in vivo ndo mostraram resultados comprobatérios e diferentes
da acdo hipercolesterolémica entre os compostos estudados, provavelmente pelo
pouco tempo de exposi¢cdo aos peptideos e sinvastatina e pela pouca eficacia da

racao hiperlipidica utilizada.
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Figura 19 — HDL-colesterol dos grupos dos animais (Rattus norvegicus) em 0, 7, 14 e 21 dias*
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*HC: animais que nao receberam tratamento, QDF: animais tratados com o peptideo QDF, MPNY: animais tratados com o peptideo MPNY e SVT: animais

tratados com o farmaco de referéncia Sinvastatina.
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Figura 20 — Triglicérides dos grupos dos animais (Rattus norvegicus) em 0, 7, 14 e 21 dias*

120 -
mHC QDF =MPNY ®=mSVT

100 -
=
L)
o
E g0 -
o
- I
S 60 - I I
=)
< |

40 -

20 -

D = T T T
0 7 14 21

Tempo (dias)

*HC: animais que n&do receberam tratamento, QDF: animais tratados com o peptideo QDF, MPNY: animais tratados com o peptideo MPNY e SVT: animais

tratados com o farmaco de referéncia Sinvastatina.



Figura 21 — Glicose total dos grupos dos animais (Rattus norvegicus) em 0, 7, 14 e 21 dias*
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*HC: animais que nao receberam tratamento, QDF: animais tratados com o peptideo QDF, MPNY: animais tratados com o peptideo MPNY e SVT: animais

tratados com o farmaco de referéncia Sinvastatina.
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5.6 Acoplamento molecular de peptideos no sitio catalitico da HMG-CoA
redutase

Como o peptideo QDF apresentou resultados satisfatorios in silico e in vitro,
e positivo sobre a producéo de triglicérides in vivo, resolvemos desenhar e testar
analogos desta molécula a fim de se obter um peptideo com melhor interacdo com o
sitio catalitico da enzima HMG-CoA redutase e com possivel capacidade de modelar
o metabolismo lipidico. Inicialmente realizamos modificagbes pontuais na sequéncia.
Estas modificacdes foram realizadas por simples substituicdo de residuos do peptideo
por outros com as mesmas propriedades fisico-quimicas e pertencentes ao mesmo
grupo ao qual o aminoacido original pertencia. Desta forma, os peptideos QDY, NDF
e NDY foram desenhados. Estes peptideos possuem a substituicdo da fenilalanina
pela tirosina, o que adiciona ao peptideo um grupo fenol substituindo o fenil, e/ou uma
asparagina substituindo a glutamina. O menor tamanho da Asn poderia facilitar a
interacdo com o sitio catalitico da HMG-CoA redutase. Inicialmente estes peptideos
tiveram sua interagdo com a HMG-CoA redutase realizada por analise de acoplamento
molecular (Figuras 22-26), utilizando o protocolo de encaixe de ajuste induzido
(TROTT; OLSON, 2010) no sitio de interacdo definido a partir das coordenadas
cristalograficas da sinvastatina (PDB ID: 1HW9). Para efeito de comparacdo as
analises de docking da sinvastatina e do peptideo original foram adicionados (Figuras
22 e 23) (SILVA et al., 2018).

A interagdo do peptideo QDY com o sitio catalitico € semelhante a realizada
pela sinvastatina (Figura 22). A tirosina (Y) mostrou interacdes polares, da hidroxila
do grupo fenol semelhantes ao grupo carboxila do farmaco. A carboxila da glutamina
(Q) faz ligacéo de hidrogénio com o residuo Asn658. Entretanto, diferente do peptideo
QDF, cuja cadeia lateral da fenilalanina ocupa a mesma regiéo hidrofébica que o anel
de decalina da sinvastatina (Figura 23), 0 mesmo ndo ocorre para a tirosina do QDY
(Figura 24).
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Figura 22 — Andlise de docking da sinvastatina com o complexo catalitico da enzima HMG-CoA redutase (PDB ID: 1HW9). Posicao
(redocking) da sinvastatina obtida pela modelagem molecular (cinza) e existente na estrutura cristalografica (amarela) (A) e das

interacdo da sinvastatina no sitio ativo (B).
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Figura 23 — Analise de docking do peptideo QDF com o complexo catalitico da enzima HMG-CoA redutase (PDB ID: 1HW9).
Sobreposicao da estrutura da sinvastatina (cinza) e do peptideo QDF (amarelo) obtidos por modelagem molecular (A) e de de

interacao do peptideo QDF no sitio ativo (B).
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Figura 24 — Analise de docking do peptideo QDY com o complexo catalitico da enzima HMG-CoA redutase (PDB ID: 1HW9) usando
o software AutoDock-VINA® e de interacdo do peptideo com o sitio ativo.
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O peptideo NDF obtido da substituicdo da glutamina pela asparagina, ambos
sdo aminoacidos polares ndo carregados com a cadeia lateral amida, mostrou
interacBes polares da Asn com o sitio ativo semelhantes as do grupo carboxila da
sinvastatina (Figura 25). Além disso, os resultados da simulacdo demonstraram que
ocorre uma ligacdo de H da cadeia lateral da Asn com o residuo Lys692, ao invés de
Arg590 (Figura 22), assim como ocorreu para o QDF (Figura 23). O residuo de
aspartato (D) pela predicdo de docking estd em uma posicado adequada para realizar
ligacdo de H com os residuos Asn755 e His752, diferente da sinvastatina que, devido
a presenca de um grupo apolar na regido do sitio ativo ndo é capaz de realizar esse
tipo de interacdo. Porém, a fenilalanina ndo ocupa o mesmo bolsdo hidrofébico
ocupado pelo anel de decalina da sinvastatina.

Quando realizamos substituicdes tanto no N quanto no C terminal (NDY)
(Figura 26), a tirosina (Y) ocupa a mesma configuracdo do anel de decalina da
sinvastatina, pois ambos possuem grupos hidrofébicos e na forma de anel, ja a
asparagina (N) mostrou uma ligagdo de H com o residuo Lys692 e apresenta interacao
desfavoravel entre o grupo a-amino e o residuo Arg590 (ambos positivos em pH
bioldgico).

As simulacbes acima para os peptideos QDY, NDF e NDY mostraram
interacbes que poderiam aumentar e/ou diminuir a interacdo com a HMG-CoA
redutase. Para se obter uma previsdo da soma de todas as intera¢des entre a enzima
e 0S compostos, o célculo da energia de ligagdo com o sitio catalitico da HMG-CoA
(Tabela 6) foi realizado. Os valores negativos obtidos confirmaram a possibilidade de
ligacdo dos peptideos com o sitio ativo, sendo que o peptideo NDY mostrou menor

energia de ligacdo que o peptideo original QDF.

Tabela 6 — Energia de ligacdo dos peptideos com o sitio catalitico da enzima HMG-
CoA redutase (PDB ID: 1HW?9).

Peptideo Energia de Interagdo
MPNY - 6,0 kcal/mol
QDF - 6,5 kcal/mol
Qpy - 6,4 kcal/mol
NDF - 6,3 kcal/mol
NDY - 7,2 kcal/mol
PyrGIuDF - 7,0 kcal/mol
(B-GIn)DF - 6,5 kcal/mol
Q(Me-Asp)F - 7,0 kcal/mol
Q(B-Asp)F - 6,7 kcal/mol

QD(MePhe) - 6,5 kcal/mol
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Figura 25 — Analise de docking do peptideo NDF com o complexo catalitico da enzima HMG-CoA redutase (PDB ID: 1HW9) usando
o software AutoDock-VINA® e de interacdo do peptideo com o sitio ativo.
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Figura 26 — Analise de docking do peptideo NDY com o complexo catalitico da enzima HMG-CoA redutase (PDB ID: 1HW9) usando
o software AutoDock-VINA® e de interacdo do peptideo com o sitio ativo.
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Além das substituicbes de residuos por outros aminoacidos naturais de
caracteristica semelhante, alguns métodos s&do descritos na literatura como
estratégias para melhorar o uso terapéutico dos peptideos, aumentando sua meia-
vida, solubilidade e absorcao, e/ou reduzindo sua protedlise. Esses métodos incluem
a conjugacao de peptideos, a glicosilacao, a ciclizacao, a protecao da extremidade N-
terminal, entre outros (LI; CLARK; TAN, 2018). Nesse contexto, um peptideo com sua
extremidade N-terminal ciclizada - pGIuDF - foi desenhado e sintetizado. Destacamos
que, esse peptideo foi encontrado como produto colateral durante a sintese do QDF,
sendo possivel de que seja formado também durante a digestdo gastrica. O
acoplamento molecular dessa molécula com o sitio ativo da HMG-CoA redutase esta
apresentado na Figura 27.

O peptideo realiza interacdes semelhantes as realizadas pelo peptideo QDF
(SILVA et al., 2018). A fenilalanina (F) ocupa o bolsdo hidrofébico de forma
semelhante ao anel de decalina da sinvastatina, o residuo de acido aspartico (D)
realiza interacdes de hidrogénio com os residuos Ser565 e Leu851, além disso o acido
piroglutdmico (pGlu) parece interagir com as regifes hidrofébicas da regido catalitica.
A sequéncia pGIuDF mostrou baixa energia de interacdo com a enzima (- 7,0
kcal/mol), sendo juntamente com a apresentada pelo NDY (- 7,2 kcal/mol) as menores
(Tabela 6). Esses resultados estdo de acordo com estudos anteriores que mostraram
que os peptideos com capacidade de interagir com a enzima HMG-CoA redutase
eram anfipaticos, em sua maioria carregados negativamente e com cerca de 30% de
aminodcidos hidrofébicos (LIN et al., 2015).
Além da ciclizacdo do peptideo, nesse caso parcial, outra estratégia de desenho
de novas drogas peptidicas, com melhores propriedades farmacocinéticas e
especificidade ao alvo molecular, € a incorporacdo de aminoacidos ndo naturais a
estrutura (LAU; DUNN, 2018). Os peptideos (B-GIn)DF, Q(Me-Asp)F, Q(B-Asp) e
QD(Me-Phe), cujas estruturas estdo representadas na Figura 28, tiveram suas
interacbes com o sitio catalitico da enzima HMG-CoA redutase preditas e
representadas nas Figuras 29, 30, 31 e 32. O peptideo (B-GIn)DF mostrou encaixe
favoravel na regido catalitica da enzima HMG-CoA redutase (Figura 29), a B-Gin
realiza interacdes polares semelhante as do grupo carboxila da sinvastatina; o acido
aspartico (D), interage com o residuo Ser654; além disso o acoplamento molecular
sugere que ha uma possibilidade de formacéo de interagGes intramoleculares entre a

carboxiamida da glutamina com a cadeia principal.
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Figura 27 — Anélise de docking do peptideo pGluDF com o complexo catalitico da enzima HMG-CoA redutase (PDB ID: 1HW9)

usando o software AutoDock-VINA® e de interacéo do peptideo com o sitio ativo.
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Figura 28 — Estruturas quimicas dos peptideos (B-GIn)DF (A), Q(Me-Asp)F (B), Q(B-Asp)F (C) e QD(Me-Phe).
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Figura 29 — Analise de docking do peptideo (3-GIn)DF com o complexo catalitico da enzima HMG-CoA redutase (PDB ID: 1HW9)

usando o software AutoDock-VINA® e de interacéo do peptideo com o sitio ativo.
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O acoplamento molecular do Q(Me-Asp)F apresentou interacdes satisfatérias
e baixa energia de interacéo, realizando provaveis interacées com os grupos Leu856,
Lys690 e Glu559, entretanto o grupo metila do Me-Asp néo realiza nenhuma ligacao
significativa com o sitio ativo da enzima (Figura 30).

A sequéncia Q(B-Asp)F apresentou um bom perfil de interacdo, pois a cadeia
carbdnica mais longa do B-aminoacido fornece uma superficie hidrofébica maior,
quando comparado ao a-amino&cido, além de realizar ligacdes polares semelhantes
as realizadas pelas estatinas (Figura 31).

A andlise do acoplamento molecular do peptideo QD(Me-Phe) mostrou que
existe uma disposicado favoravel para os grupamentos hidrofébicos, mas de forma
geral apresentou um perfil de interacdo desfavoravel, ndo sendo um provavel inibidor
da HMG-CoA redutase (Figura 32).

Os peptideos (B-GIn)DF, Q(Me-Asp)F e Q(B-Asp) apresentaram bons perfis de
interacdo com sitio catalitico da HMG-CoA redutase, podendo apresentar atividade
hipocolesterolémica, entretanto nenhum deles mostrou uma diminuicdo da energia de
interacdo superior em relagdo ao pGluDF, como mostrado na Tabela 6, desta forma,
0s estudos envolvendo esses peptideos nao foram continuados.

O peptideo GSTLN, anélogo do peptideo GCTLN, também foi descrito como
inibidor da HMG-CoA redutase Silva et al. (2021a), e neste trabalho foi avaliado em
relagdo ao seu acoplamento molecular no sitio ativo da HMG-CoA redutase. A analise
obtida ndo mostrou interacao entre este peptideo e o sitio ativo da enzima com o
substrato (Figura 33).

A enzima HMG-CoA redutase, além do sitio catalitico do substrato, também
possui um sitio de interagdo com o cofator NADPH. Marques et al. (2015b) mostraram
que a sequéncia GCTLN, diferentemente dos demais peptideos estudados até o
momento, interage com a HMG-CoA redutase por meio da ligacdo ao dominio de
interacdo do NADPH com a enzima. Desta forma, a falta de interacdo do peptideo
com o sitio ativo do substrato é esclarecida e esperada. No entanto, Silva et al.
(2021a), mostrou que um analogo desse peptideo, o GSTLN na concentragcéao de 100

MM apresentou capacidade de inibir a enzima, in vitro, em 27,1%.
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Figura 30 — Analise de docking do peptideo Q(Me-Asp)F com o complexo catalitico da enzima HMG-CoA redutase (PDB ID: 1HW9)

usando o software AutoDock-VINA® e de interacéo do peptideo com o sitio ativo.

Leu856
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Figura 31 — Analise de docking do peptideo Q(B-Asp)F com o complexo catalitico da enzima HMG-CoA redutase (PDB ID: 1HW9)

usando o software AutoDock-VINA® e de interacéo do peptideo com o sitio ativo.
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Figura 32 — Analise de docking do peptideo QD(Me-Phe) com o complexo catalitico da enzima HMG-CoA redutase (PDB ID: 1HW9)

usando o software AutoDock-VINA® e de interacéo do peptideo com o sitio ativo.
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Figura 33 — Analise de docking do peptideo GSTLN com o complexo catalitico da enzima HMG-CoA redutase (PDB ID: 1HW9)

usando o software AutoDock-VINA® e de interacéo do peptideo com o sitio ativo.
—‘\if:' W ‘ Only . /




99

Silva et al. (2021a) mostrou ainda que, uma solucdo contendo uma mistura dos
peptideos pGlu-GF (50 uM) e GSTLN (50 uM) apresenta uma capacidade de inibigao
de 55,4% da atividade da enzima, superior aos peptideos individualmente. Além disso,
ambos os peptideos foram capazes de incrementar a inibicdo realizada pela
pravastatina. Estes dados demostraram que a associacao do pGIuGF com o GSTLN
possui um bom potencial de inibicdo. Neste trabalho, resolvemos avaliar os peptideos
QDF e pGIluDF, que interagem com o sitio ativo do substrato, ligados covalentemente
ao GSTLN, analogo que se liga ao sitio de ligacdo do NADPH.

5.7 Sintese, purificacao e caracterizacdo dos peptideos analogos ao QDF

Os analogos peptidicos que apresentaram bons perfis de interacdo com o sitio
catalitico da enzima HMG-Coa redutase foram sintetizados e purificados utilizando o
mesmo protocolo de sintese em fase sélida (MERRIFIELD, 1963) utilizado
anteriormente. Ademais, a fim de se avaliar o efeito de se acoplar peptideos com acao
no sitio do substrato da HMG-CoA redutase com peptideos com acdo no sitio de
ligacdo do NADPH, o QDF e pGIluDF foram conjugados a sequéncia GSTLN, com e
sem espacador. Os espacadores, um polar e um apolar, foram utilizados para dar
maior mobilidade ao peptideo e possivelmente permitir o aumento da interagcdo com
os sitios da HMG-CoA redutase. As estruturas dos espacadores utilizados estao

colocadas na Figura 34.

Figura 34 — Estrutura quimica dos espacadores acido 2-[2-(amino)etoxi] etoxi-acético

(A) e 8-(amino)-acido caprilico (B).

O
A H
N
Fmoc” “/\‘O/\\/O\)I\OH

O

B H\/\/\/\)\OH

Fmoc™

Os perfis cromatograficos dos analogos QDY, NDF, NDY e pGIuDF brutos e puros
obtidos, e seus respectivos espectros de massas estéo apresentados nas Figuras 35,
36, 37 e 38.
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Figura 35 — Perfis cromatograficos do peptideo QDY (A) bruto e (B) puro, e (C)

espectro de massas obtido*.
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Figura 36 — Perfis cromatograficos do peptideo NDF (A) bruto e (B) puro, e (C)

espectro de massas obtido*.
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Figura 37 — Perfis cromatograficos do peptideo NDY (A) bruto e (B) puro, e (C)

espectro de massas obtido*.
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Figura 38 — Perfis
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cromatograficos do peptideo pGIluDF (A) bruto e (B) puro, e (C)

espectro de massas obtido.
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39, 40, 41, 42, 43 e 44 sao mostrados os cromatogramas dos

peptideos brutos e puros das sequéncias: QDF-GSTLN, pGIuDF-GSTLN, QDF-
Espacadorl-GSTLN, pGluDF-Espacadorl-GSTLN, QDF-Espacador2-GSTLN e
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pGluDF-Espacador2-GSTLN. Os espectros de massas confirmaram a obtencdo do

material desejado.

Figura 39 — Perfis cromatograficos do peptideo QDFGSTLN (A) bruto e (B) puro, e

(C) espectro de massas obtido*.
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Figura 40 — Perfis cromatograficos do peptideo pGIUDFGSTLN (A) bruto e (B) puro,

e (C) espectro de massas obtido*.
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Figura 41 — Perfis cromatograficos do peptideo QDF-Espacadorl-GSTLN (A) bruto e

(B) puro, e (C) espectro de massas obtido*.
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Figura 42 — Perfis cromatograficos do peptideo pGluDF-Espacadorl-GSTLN (A)

bruto, (B) puro, e (C) espectro de massas obtido*
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Figura 43 — Perfis cromatograficos do peptideo QDF-Espacador2-GSTLN (A) bruto,

(B) puro e (C) espectro de massas obtido*
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Figura 44 — Perfis cromatograficos do peptideo pGluDF-Espacador2-GSTLN (A) bruto

e (B) puro, e (C) espectro de massas obtido*
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Na Tabela 7, estédo colocadas as purezas obtidas pelos peptideos apoés a etapa

de purificacdo e as massas molares teoricas e obtidas.

Tabela 7 — Dados de purificagéo e caracterizacdo dos analogos peptidicos do QDF e

acoplados a sequéncia GSTLN.

Peptideo Pureza (%) MM tedrica (g/mol) MM obtida (g/mol)

QDby 98,40 424,40 425,12

NDF 99,90 394,38 395,08

NDY 98,70 410,38 411,09

pGluDF 99,90 391,40 392,02
QDFGSTLN 99,50 880,91 881,36
pGIuDFGSTLN 99,90 863,89 864,16
QDF-espagadorl-GSTLN 99,90 1024,90 1026,54
pGluDF-espacadorl-GSTLN 99,50 1007,90 1009,48
QDF-espagador2-GSTLN 99,90 1022,37 1022,58
pGluDF-espacador2-GSTLN 99,90 1005, 35 1005,55

*MM - Massa Molar

Os peptideos analogos ao QDF e os peptideos conjugados ao GSTLN foram
obtidos com grau de pureza satisfatorios, sendo alguns deles avaliados em relacéao a

capacidade de inibicdo da HMG-CoA redutase.

5.8 Ensaio in vitro da inibicdo da HMG-CoA redutase pelos peptideos anélogos

As sequéncias peptidicas analogas aos peptideos oriundos da proteina do
feijdo caupi apresentaram interacdes favoraveis com o sitio catalitico da enzima,
podendo apresentar atividade hipocolesterolémica, portanto, apds a sintese e
purificacdo, a atividade dessas moléculas foi verificada in vitro utilizando o kit HMG-
CoA reductase assay (HULCHER; OLESON, 1973).

Os peptideos analogos ao QDF (pGluDF, QDY, NDF e NDY) e o GSTLN foram
avaliados na concentracédo de 100 uM (Tabela 8), e verificou-se que todos possuem
capacidade de reduzir a atividade enzimatica da HMG-CoA redutase. Os peptideos
pGluDF e NDY, que apresentaram menor energia de interagdo com o sitio catalitico
da enzima, foram os que mostraram maior atividade inibitéria: 46,20 e 55,60%,
respectivamente. Esses peptideos mostraram maior atividade inibitoria que outras
sequéncias peptidicas, oriundas de hidrolisados de leguminosas, descritas na

literatura. Os peptideos GGV, IGV e VGVL identificados na fragdo menor que 3 kDa
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de hidrolisado proteico de amaranto, na concentracdo de 20 mg/L, apresentaram
capacidade de inibir 40% da atividade da enzima (SOARES et al., 2015). Os peptideos
IAF e QGF, oriundos da proteina B-vignina do feijao-caupi, inibiram, na concentragéo
de 500 uM, 69 e 77% da atividade enzimatica, respectivamente (SILVA et al., 2021b).

Tabela 8 — Inibicdo da atividade da HMG-CoA redutase pelos analogos peptidicos do

QDF e acoplados a sequéncia GSTLN.

Amostra Concentrag¢ao de inibidor  Inibigao (%)
Controle - 0?

Pravastatina 0,5 uM 94,70 + 0,0221°
QDF 100 uMm 45,70 £ 0,0823¢
pGluDF 100 uM 46,20 + 0,1550¢
Qby 100 um 10,70 + 0,0807¢
NDF 100 um 15,74 £ 0,1030¢
NDY 100 pM 55,60 + 0,0746f
GSTLN 100 uMm 28,00 + 0,09678
pGluDFGSTLN 100 uMm 26,90 £ 0,19748
pGluDF-espacadorl-GSTLN 100 uM 65,40 +0,2840"
pGluDF-espacadorl-GSTLN 50 uM 44,95 +0,1758¢
pGIUDF + GSTLN 50 uM + 50 uM 39,30 + 0,1936'

Embora praticamente ndo haja diferenca entre as atividades inibitérias dos
peptideos QDF e pGIuDF, a extremidade ciclica confere ao segundo peptideo
melhores propriedades farmacocinéticas e especificidade (LAU; DUNN, 2018). Desta
forma, foram testados apenas os peptideos conjugados com o pGIuDF acoplados ao
peptideo GSTLN, sem espacador e com o espacador acido 2-[2-(amino)etoxi]etoxi-
acético. O conjugado contendo o espacador apolar nao foi avaliado devido a demora
na importagdo do kit, devendo ser testado posteriormente. Além disso, foram testados
0s peptideos pGIuDF e o GSTLN juntos em solucdo, porém ndo conjugados, mas
totalizando na soma 100 pM, mesma concentracdo dos peptideos avaliados
individualmente. Na concentragcdo de 100 puM de inibidor, todos os conjugados
mostraram capacidade de inibir a atividade da enzima. A menor atividade foi
encontrada para o peptideo sem espacador (pGluDF-GSTLN), inclusive menor que as
dos peptideos individualmente, provavelmente devido ao impedimento estérico. A
proximidade entre eles pode dificultar a interagdo com os sitios de ligacéo e diminuir

a atividade.
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O peptideo pGluDF-espacadorl-GSTLN apresentou um aumento significativo
da atividade quando comparado aos peptideos pGluDF e GSTLN e pGIuDF-GSTLN,
indicando uma ac¢éo conjunta nos sitios de ligagédo do substrato e do NADPH da HMG-
CoA redutase. Somado a isto, se pegar os peptideos livres em solugdo na
concentracdo de 50 uM em relacdo ao bioconjugado, o segundo foi mais ativo,
mostrando um efeito mais que aditivo na atividade da HMG-CoA redutase. Silva et al.
(2021a) verificaram em seu trabalho um incremento da atividade inibitéria quando os
peptideos pGIUGF e GSTLN foram misturados, ambos na concentragdo de 50 uM. A
mistura do peptideo GSTLN com o farmaco pravastatina também foi positiva,

sugerindo uma acao conjunta nos sitios do substrato e do cofator.

5.9 Determinacgéo do ICsodos peptideos

Para os peptideos avaliados que apresentaram maior atividade inibitoria, foi
determinada a concentracéo capaz de inibir 50% da atividade da HMG-CoA redutase.
Os peptideos foram testados por anélise espectrofotométrica (HULCHER; OLESON,
1973), nas concentracdes de 25, 50, 100, 200 e 400 puM. A Figura 45 mostra o
percentual de capacidade em reduzir atividade da enzima dos peptideos pela

concentracéo destes.

Figura 45 — Efeito dose/resposta dos peptideos pGluDF, pGluDF-espacadorl-GSTLN
e NDY sobre a atividade da enzima HMG-CoA redutase.
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Foi verificado para os peptideos pGIluDF, pGluDF-espacadorl-GSTLN e NDY
ICs0 de 95,50, 54,96 e 112,4 uM respectivamente. O pGluDF-espacadorl-GSTLN,
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apresentou maior poténcia, devido ao fato de conseguir agir em ambos 0s sitios
cataliticos.

Outros estudos demonstraram que peptideos com capacidade de inibir os dois
sitios da enzima apresentam maior atividade. O fragmento IAVP, derivado do peptideo
IAVPGEVA, oriundo da globulina 11S da soja, apresentou ICso de 59,3 uM, sendo o
mais ativo dos derivados do IAVPGEVA, e capaz de inibir a enzima de forma
competitiva em ambos os sitios cataliticos, do substrato HMG-CoA e do cofator
NADPH (PAK et al., 2005b).

Os peptideos analogos aos peptideos derivados da proteina [B-vignina
apresentam um bom potencial hipocolesterolémico, sendo possiveis candidatos a

farmacos e/ou adjuvantes no tratamento de dislipidemias.
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6 CONCLUSOES

O estudo atual comprovou que os peptideos QDF e MPNY oriundos da proteina
B-vignina do feijdo-caupi foram capazes de inibir competitivamente a enzima HMG-
CoA redutase, interagindo no sitio catalitico do substrato, com mecanismo de agéo
semelhante as estatinas. A partir dos resultados obtidos na analise in vivo, foi possivel
verificar que embora os peptideos ndo tenham reduzido os niveis séricos de colesterol
e LDL, o peptideo QDF foi capaz de modular o metabolismo lipidico de ratos
alimentados com dieta hiperlipidica, reduzindo os niveis de triglicérides destes
animais. Os peptideos também ndo mostraram toxicidade nas condicfes estudadas.

A obtencédo de novos analogos a partir das sequéncias acima foi positiva na
obtencdo de moléculas mais ativas. A analise de modelagem molecular e os ensaios
in vitro mostraram que as sequéncias peptidicas analogas aos peptideos identificados
nas proteinas do feijdo caupi foram capazes de interagir com a enzima e reduzir a sua
atividade. Além disso, o pGluDF-espacadorl-GSTLN mostrou maior atividade, sendo
capaz de inibir a enzima interagindo com os sitios cataliticos do substrato e do cofator.

Nesse contexto, os resultados desse estudo contribuem para os achados da
literatura fornecendo evidéncias da atividade hipocolesterolémica de peptideos
oriundos de proteinas de leguminosas. Somado a isto, indica que esses peptideos

podem ser utilizados no desenho de novas moléculas mais ativas e menos toxicas.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagio da capacidade de peptideos
Oriundos da hidrélise da proteina b-vignina na modulagao do metabolismo lipidico”,
registrada com o n® 91/2018, sob a responsabilidade do Prof. Ederlan de Souza Ferreira,
e que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagao de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovada
pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Escola de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal da Bahia, em reuniao de 10.12.2018.
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