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RESUMO:

OBJETIVOS: Avaliar os principais compostos que expliguem a atividade
hipocolesterolemiate da Commiphora mukul, conhecida popularmente como
“‘guggul”’, empregando ferramentas in silico.

METODOS: Os metabodlitos da “guggul” foram levantados bibliograficamente e a
codificacdo das moléculas para a realizacdo das predi¢des foi obtida no site
Pubchem. Realizou-se entdo triagem de bioatividade com o0s programas
SwissADME, ProToxll, PASS e pesquisa de alvos, com os servidores SuperPred
Webserver. Apés a identificacdo do alvo, a estrutura selecionada foi obtida pelo
site Protein Data Bank (PDB) para o docking molecular com o programa GOLD.
RESULTADOS: Os metabdlitos, principalmente terpenos e compostos fendlicos,
da Commiphora mukul, tiveram suas propriedades fisico-quimicas e biologicas
analisadas. Os alvos para o docking molecular foram identificados e verificados
para cada composto, com suas respectivas estruturas cristalografadas no
Protein Data Bank (PDB). A molécula estigmasterol foi selecionada pois
apresentou predicao de interagdo com o receptor HMG-CoA redutase (1HWI). O
docking revelou interacédo do estigmasterol com o receptor HMG-CoA redutase,
0 que poderia auxiliar na explicacao para os efeitos hipocolesterolemiantes desta
espécie vegetal.

CONCLUSOES: O estudo in silico da Commiphora mukul abordada neste
trabalho, elegeu o estigmasterol como principal metabdlito ativo com possivel
atividade hipocolesterolemiante presente na Commiphora mukul. O docking do
estigmasterol mostrou ancoragem desta molécula no sitio ativo do receptor
HMG-CoA redutase devido as atividades desta espécie, assim, este marcador

poderia atuar como hipocolesterolemiante.

PALAVRAS CHAVES: plantas medicinais, hipocolesterolemiante, in silico,

docking molecular.



ABSTRACT:

AIMS: To evaluate the main compounds that explain the hypocholesterolemic
activity of Commiphora mukul, popularly known as “guggul” using in silico tools.
METHODS: The metabolites of the "guggul" were surveyed bibliographically and
the coding of the molecules to make predictions was obtained from the Pubchem
website. Bioactivity was then screened with the SwissADME, ProToxll, PASS
programs and target research with the SuperPred Webserver servers. After target
identification, the selected structure was obtained by the Protein Data Bank
(PDB) website for molecular docking with the GOLD program.

RESULTS: The metabolites mostly terpenes and phenolic compounds of
Commiphora mukul had their physical-chemical and biological properties
analyzed. Molecular docking targets were identified and verified for each
compound, with their respective crystallographic structures in the Protein Data
Bank (PDB). The stigmasterol molecule was selected because it showed
prediction of interaction with the HMG-CoA reductase receptor (LHWI). Docking
revealed an interaction between stigmasterol and the HMG-CoA reductase
receptor, which could explain the hypocholesterolemic effects of this plant
species.

CONCLUSIONS: This study of Commiphora mukul, using in silico tools addressed
in this work, chose stigmasterol as the main active metabolite with possible
hypocholesterolemic activity present in Commiphora mukul. The docking of
stigmasterol showed anchoring of this molecule in the active site of the HMG-
CoA reductase receptor due to the activities of this species, thus, this marker
could act as a hypocholesterolemic.

KEYWORDS: medicinal plants, cholesterol-lowering, in silico, molecular docking.



INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares s&o alteracbes que afetam de maneira
direta o sistema circulatorio e estdo associadas a diversos fatores de risco,
como: diabetes melittus, dislipidemias, obesidade, tabagismo,
hipercolesterolemia, habitos alimentares, fatores genéticos, dentre outros [1].

As dislipidemias sao alteracbes nos niveis séricos de lipideos, que
incluem colesterol total alto, colesterol de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) alto, triglicérides em niveis elevados e colesterol de
lipoproteina de alta densidade (HDL) em niveis baixos. Existem diversos tipos
de dislipidemias que sé&o classificadas conforme o tipo de alteragdo dos niveis
sérios de lipideos, podendo ser: hipertrigliceridemia isolada, HDL-
C baixo, hiperlipidemia mista e hipercolesterolemia isolada. As dislipidemias
podem ser tratadas de forma farmacoldgica e ndo farmacoldgica, ou por meio de
uma combinacédo entre essas duas abordagens. Alternativas terapéuticas, como
o0 uso de medicamentos fitoterapicos também podem ser empregadas neste
contexto [2].

Considerando que o Brasil possui um extensa biodiversidade, as plantas
medicinais constituem uma fonte de compostos bioativos, que podem ser
investigados com o0 objetivo de obter novas moléculas com
potencial terapéutico [3].

A espécie vegetal Commiphora mukul Hook.ex Stocks (Burseraceae) é
amplamente distribuida em regides aridas de alguns estados da india, entretanto
também pode ser encontrada no Brasil. Estudos constataram que a resina
de Commiphora mukul, conhecida como “goma de guggul” apresenta diversos
efeitos benéficos ao organismo, sendo o mais importante a acao
hipocolesterolémica. A Commiphora mukul, extraida da resina através de
solventes como metanol, acetato de etila e hexano, tem sido utlizada na
medicina Ayurvédica ha mais de 2000 anos para tratar uma variedade de
doencas, como: obesidade, dislipidemia, artrite reumatoide, doencas
cardiovasculares, entre outras. Alguns estudos mais recentes estao sendo feitos
para testar a resina no manejo da cardiopatia isquémica. Esta espécie constitui

fonte promissora de compostos bioativos, apresentando atividade inibitoria da



biossintese do colesterol hepatico, aumento da excrecao fecal de acidos biliares
e aumento da lecitina plasmaética [4].

Durante a realizac&o de estudos com a finalidade de encontrar compostos
bioativos promissoresuma das principais ferramentas de investiga¢cao, consiste
nas andlises insilico. As ferramentas in silico sdo empregadas para a
descoberta de novos compostos bioativos baseados em técnicas
computacionais. Atualmente, no cenario farmacéutico, os modelos in
silico apresentam destaque devido a flexibilidade, baixos custos e alto potencial
na prospeccdo de novas moléculas, além de minimizar a utilizagdo de ensaios

com animais de laboratério [5].

O objetivo deste trabalho € descrever as propriedades quimico-biolégicas
dos marcadores quimicos presentes na espécie vegetal Commiphora mukul e
identificar moléculas com propriedades quimicas e estruturais propensas a inibir

a biossintese do colesterol hepatico ja descritos na literatura.

MATERIAL E METODOS

Os metabdlitos ativos presentes na espécie Commiphora mukul foram
identificados através de busca de artigos cientificos em base de dados como
Pubmed, Sciencedirect, Scielo sobre a espécie Commiphora mukul. Apés a
identificacdo dessas estruturas, a codificacdo das moléculas para a realizagao
das predicOes foi obtida no site Pubchem para as andlises posteriores [6]. A
etapa de triagem de bioatividade para os marcadores quimicos foi realizada com
0s programas SwissADME [7], ProToxll [8-10] e PASS [11-13]. Na etapa de
triagem foi possivel obter uma lista com possiveis atividades bioldgicas para
cada uma das substancias em funcdo de suas estruturas quimicas, segundo
as bases metodoldgicas de cada programa.

A partir dos compostos selecionados, foi realizada pesquisa
de possiveis alvos para a verificagdo do docking molecular utilizando o servidor
SwissTargetPrediction [14], que determina alvos moleculares a partir da

estrutura de ligantes.



Os alvos que apresentaram relacdo com a atividade biologica investigada
foram posteriormente obtidos no banco de dados Protein Data Bank (PDB;
https://www.rcsb.org/) [15]. Os compostos com maiores scores a atividade
hipocolesterolemiante foram selecionadas para simulacdes de docagem
molecular. O visualizador Hermes GOLD Suite 5.7.0 foi usado para preparar 0s
receptores para o acoplamento [16]. A regido de interesse usada para o docking
foi definida com base na regido de ancoramento do ligante co-cristalizado.
Valores padrdo de todos os outros parametros foram utilizados e as analises
foram realizadas empregando algoritmos genéticos associados a funcdo de
score CHEMPLP [17]. Para a validacdo dos parametros do modelo foi realizado
o redocking utilizando o complexo ligante (fluvastatina)-proteina cristalografada
e essas condi¢des foram reproduzidas na realizacdo do docking com o marcador

guimico selecionado da espécie Commiphora mukul.
RESULTADOS
Os principais metabdlitos secundarios presentes na espécie Commiphora

mukul foram: guggulsterone, myrrhanol A, curzerene, furanoeudesma-1,3-diene,

lindestrene, curzerenone, stigmasterol e guggulsterone-M (Figura 1).

Molécula Estrutura quimica
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Tabela 1: Principais metabdlitos  ativos presentes na espécie
Commiphora mukul , identificados através de revisado bibliografica. Os pontos
vermelhos nas figuras das moléculas representam atomos de oxigénio e 0s

pontos cinzas representam atomos de Hidrogénio.

Cada um desses compostos foi submetido a triagem farmacocinética
utilizando o programa SwissADME, contendo os parametros: massa molecular,
NOHNH (numero de doadores de ligacdo de hidrogénio), nON (namero de

aceptores de ligacdo de hidrogénio), TPSA (area superficial da molécula), milogP



(lipofilicidade da molécula), necessarios para classificar o conjunto de moléculas
semelhantes ao parametro farmacocinético de drogas ja conhecidas. Por meio
das informagbes obtidas utilizando o servidor SwissADME, realizou-se a
classificacdo druglikeness nesses compostos de acordo com as regras de
Lipinski (“regra dos cinco”)[18], que retratam suas respectivas capacidades de
apresentarem comportamento semelhante a farmacos empregados por via oral
e segundo tais critérios, foi observado que todos os compostos inicialmente
selecionados da espécie C. mukul foram classificados como druglikeness. [7]

A capacidade de absorcdo pelo trato gastrointestinal (TGI),
permeabilidade na barreira hematoencefalica (BHE), dose letal média (DL50) e
classe de toxicidade foram obtidas nos programas SwissADME e ProToxll. Ja as
possiveis atividades biologicas para cada metabdlito ativo da Commiphora mukul
foram obtidas com o programa PASS online. [11-13]

Por meio dos resultados gerados pelo servidorSwissTargetPrediction, na
pesquisa de alvos para a realizagdo do docking molecular, foram verificados o0s
potenciais alvos de cada composto e posteriormente suas respectivas estruturas
cristalografadas no PDB. Dos compostos inicialmente selecionados, a molécula
de estigmasterol apresentou as maiores pontuacfes nos servidores utilizados e
foi, portanto, a substancia escolhida para avaliar a potencial interacdo com o
provavel alvo HMG-CoA redutase (beta-hidrometilglutaril coenzima A redutase),
gue consiste em uma das principais enzimas hepaticas responsaveis pela
sintese de colesterol e que pode estar associada a dislipidemias quando existe
um excesso de sintese deste lipideo. Assim, o estigmasterol poderia estar
associado a um efeito hipocolesterolemiante, pois o bloqueio da HMG-CoA
redutase pode acarretar a inibicdo da sintese de colesterol, resultando em queda
dos niveis de LDL e VLDL. A estrutura obtida pelo PDB: ID: 1HW!I foi a utilizada
para a realizagc&o do estudo de ancoragem molecular com o ligante selecionado
[19].

O estigmasterol foi classificado como druglikeness segundo os critérios
de Lipinski, sendo portanto uma substancia que de acordo com as regras de
Lipinski, poderia se comportar como um farmaco em potencial, sobretudo no
ambito farmacocinético; os resultados das predicdes farmacocinéticas, ponta
gue o estigmasterol apresenta absorcdo pelo trato gastrointestinal (baixa) e

baixa penetracao pela barreira hematoencefdlica (BHE). Embora apresente uma



das menores doses letais média (DLso) dentre os compostos selecionados, 0
valor 890mg/kg representa um parametro seguro dado que o composto foi
classificado como classe 4 (as classes variam de 1 a 6 e quanto mais préximo
de 6, mais seguro € o composto) [8-10]; além de que mostrou possivel atividade
em alvos relacionados ao controle dos marcadores lipidicos, segundo o
programa PASS.

Realizou-se inicialmente o redocking (Figura 2) para a validacdo dos
parametros do modelo, utilizando o ligante co-cristalizado fluvastatina e como
sitio de ligac&o o sitio em que esta molécula se encontra ancorada no receptor
HMG-CoA redutase. A Figura 2 revela os resultados do redocking, em que as 3
poses com maiores resultados na funcao de score utilizada apresentaram
valores de RMSD menores que 1A. Assim, o resultado obtido neste modelo de

redocking foi extrapolado para o ligante selecionado estigmasterol. [20].

1HWI_2

Figura 2- Redocking da fluvastatina (ligante co-cristalizado) no receptor HMG-

CoAredutase (os valores de RMSD das 3 poses geradas foram menores que 1).

O docking revelou potenciais interacdes do estigmasterol com o receptor
HMG-CoA redutase A Figura 3-A revela que uma interacao intermolecular de
maior intensidade (ligacdo de hidrogénio) ocorre entre o estigmasterol e a
alanina 751 presente na cavidade ativa do receptor HMG-CO0A redutase. Outras
interacOes provavelmente responsaveis pela estabilizacdo do ligante no sitio
ativo correspondem a interagdes do tipo 1T- alquila e alquila-alquila com os
aminoacidos valina A 683, Leucina B 857, alanina B 856, Leucina B 853,

Metionina A 65, Histidina B 752. A conformacdo tridimensional da interacdo do



estigmasterol com o receptor HMG-Co0A redutase esta representada na Figura
3-B.
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Figura 3- A) Representacdo bidimensional da pose 1 da ancoragem do

estigmasterol dentro do sitio do receptor HMG-CoA redutase. B) Representacao

tridimensional.
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DISCUSSAO

O levantamento de metabdlitos ativos da Commiphora mukul, com suas
respectivas propriedades fisico-quimicas, classificacdo druglikeness, predicéo
de toxicidade, predicdo de possivel acdo no sistema cardiovascular, além da
analise dos alvos para realizagdo do docking permitiu a escolha do estigmasterol
como molécula para realizacdo do docking molecular, apresentando melhor
desempenho em todas essas analises, com maior potencial de interagdo com o
receptor HMG-CoA redutase.

Todos os compostos da triagem realizada obedeceram aos parametros
de Lipinski. Essa classificacdo € amplamente utilizada para determinar
propriedades moleculares que sao importantes para a predi¢cdo farmacocinética
das substéancias in vivo. De acordo com a regra dos cinco de Lipinski, em que se
baseia essa classificagdo, uma molécula candidata a prototipo de farmacos é
mais provavel de possuir propriedades favoraveis se o peso molecular for abaixo
de 500 (pequena), o coeficiente de particdo octanol/agua (log P) é inferior 5
(lipofilica), se ndo ha mais que 5 doadores de ligacéo de hidrogénio (grupos OH
e NH) e se ndo existem 10 aceptores de ligacdo de hidrogénio (homeadamente
N e O) [18].

O estigmasterol se comportou neste estudo in silico, como um ligante na
estrutura do receptor HMG-CoA redutase (1HWI), permitindo a inferéncia da
possivel acdo hipocolesterolemiante, de forma semelhante ao que foi
demonstrado no redocking da fluvastatina, substancia co-cristalizada com essa
mesma acgao.

O estigmasterol ocupou o sitio ativo da beta HMG-CoA redutase,
possivelmente funcionando, portanto, como uma potencial substancia capaz de
inibir a sintese de colesterol e, portanto, capaz de regular os niveis de lipideos
aterogénicos do corpo (LDL e VLDL), e com base nos resultados in silico pode-
se sugerir o aumento de HDL, sendo necessarios mais estudos in vitro e in vivo.

As doencas cardiovasculares tém se tornado um problema cada vez mais
comum no cotidiano da populacdo afetando milhdes de pessoas e sendo
responsaveis pelo alto indice de mortalidade e morbidade mundial. A
dislipidemia, que se caracteriza como uma alteragcdo metabdlica lipidica e que

resulta na alteracéo dos niveis séricos das lipoproteinas, € um importante fator
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de risco cardiovascular. O tratamento da dislipidemia, atualmente, se faz de
formafarmacoldgica e ndo farmacoldgica. Dentre as opc¢des ndo farmacoldgicas,
pode-se incluir uma dieta mais balanceada, a exclusédo de acidos graxos trans
da dieta, o controle do peso corporal, a reducdo na ingestdo de bebidas
alcoolicas, a reducdo na ingestdo de aguUcares e carboidratos, a ingestdo de
alimentos com alto teor de dmega 3 (ricos em EPA e DHA), a pratica diaria de
exercicios fisicos e a cessacédo do tabagismo. Para o tratamento farmacoldgico,
atualmente, existem algumas classes de farmacos que sédo bastante utilizadas,
como: estatinas, ezetimiba, resinas e fibratos. Porém, em varios casos 0s
tratamentos sao descontinuados pelos pacientes devido ao alto indice de
reacOes adversas que estes farmacos apresentam. O mais comum € a fraqueza
muscular proveniente do tratamento com as estatinas [21].

Com isso, destaca-se o tratamento com os fitoterapicos, que possuem 0s
ativos ou também chamados de compostos bioativos obtidos a partir de uma
espécie vegetal conhecida. As vantagens deste tipo de tratamento € uma maior
adesdo do paciente, em diversos casos apresenta um melhor custo-beneficio,
nado causa dependéncia ao paciente e a diminuicdo de efeitos adversos
causados por farmacos sintéticos [22]. Por fim, € necessario destacar que a
espécie Commiphora mukul abre novas perspectivas para o tratamento de
dislipidemia, visto que a mesma se apresenta como uma espécie vegetal que
oferece ao paciente bons resultados e ndo manifesta reacdes adversas quando

administrada de maneira consciente e indicada pelo profissional de saude.

CONCLUSAO

Através dos estudos in silico realizados neste trabalho, conclui-se que o
estigmasterol apresenta-se como uma molécula promissora pois a mesma é
responsavel pelo efeito hipocolesterolemiante da espécie Commiphora Mukul. O
docking do estigmasterol revelou ancoragem desta molécula no sitio ativo do
receptor HMG-cOA redutase e, portanto, responsavel pela diminui¢do dos niveis

de colesterol sanguineo.
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