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PEPTIDEOS PRO-GLN-LEU E GLN-ASP-PHE DERIVADOS DO
FEIJAO ADZUKI APRESENTAM INTERACOES MOLECULARES
COM A HMG-COA REDUTASE SIMILARES A SINVASTATINA, IN
SILICO
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INTRODUCAO

As doencas crénicas ndo-transmissiveis (DCNTS) representam a principal causa de morte
no mundo. Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as DCNTs foram
responsaveis por 68% das mortes ocorridas no mundo, em 2012. Estima-se que havera um
aumento de 38 milhGes em 2012 para 52 milhdes em 2030 do nimero de mortes em decorréncia
desses agravos. As doencas cardiovasculares, canceres, doencas respiratdrias cronicas e
diabetes representam os maiores indices, respectivamente (WHO, 2014). Evidentemente, as
doencas cardiovasculares (DCVs) representam a principal causa de morte (48%) entre as
DCNTs, principalmente nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo que 0s
episddios coronarianos e cerebrovasculares sdo o0s mais frequentes e representam
aproximadamente 80% desse numero (BLOOM et al., 2012).

A hipercolesterolemia (concentracdo sérica > 200 md/dL) é considerada a principal causa
do desenvolvimento das DCVs. A sintese enddgena representa a principal fonte (em torno de
75%) de colesterol do organismo. A partir da acetil-CoA uma série de reacGes ocorrem até a
formacdo da estrutura isoprénica, e depois do colesterol. Nesse processo, a conversdo do
substrato 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) a mevalonato pela enzima 3-hidroxi-3-
metil-glutaril-coezima A redutase (HMG-CoA redutase) € considerada etapa limitante da
sintese do colesterol. Portanto, o principal alvo das drogas hipolipemiantes (estatinas), por
inibicdo competitiva ao substrato (BERGMANN et al., 2011).
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Estudos tém atribuido uma propriedade hipocolesterolémica a peptideos derivados de
proteinas encontradas em grdos de leguminosas, tais como sojas, feijoes, grdo-de-bico e
tremocos. Resultados de estudos anteriores demonstraram que a proteina beta-conglicinina
(FERREIRA et al., 2011; FERREIRA et al., 2010) e a glicinina (FASSINI et al., 2012;
FASSINI et al. 2011) da soja administradas por via oral exercem um efeito redutor da
concentracdo sérica de colesterol total e triacilglicerideos em ratos que foram alimentados com
dieta hipercolesterolémica por 28 dias. Por outro lado, quando em combinacdo, a proteina
associada ao tratamento farmacoldgico com rosuvastatina e/ou fenofibrato mostrou exercer
efeitos distintos sobre as concentracdes de colesterol e triacilglicerideos plasmatico e hepético,
aparentemente uma interferéncia da proteina na acdo da droga ou vice-versa foi notada
(FASSINI et al., 2012; FERREIRA et al., 2012). Posteriormente, outros estudos sugeriram que
proteinas e/ou hidrolisados proteicos de outras espécies também apresentam efeitos sobre os
niveis séricos de colesterol total e fracbes (AMARAL et al., 2014; FERREIRA et al., 2015;
AMARAL et al., 2017).

Contudo, ficou evidente que o elemento responsavel pelos efeitos observados é de
natureza proteica. Portanto, recentemente os estudos tém buscado identificar os peptideos
derivados dessas proteinas com propriedade hipocolesterolémica, sobretudo, aqueles que
exercem a capacidade de inibir a enzima HMG-CoA redutase (SILVA et al., 2018; Marques et
al., 2015). Assim, este estudo realizou um “screening” a partir de peptideos derivados da
proteina beta-vignina do feijdo adzuki, com capacidade de interagir com a regido catalitica da
enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coezima A redutase (HMG-CoA redutase), através de

analises in silico.

METODOLOGIA

Os ensaios de hidrdlise in silico foram realizados atraves da acdo sequencial das enzimas
pepsina (EC 3.4.23.1), tripsina (EC 3.4.21.4) e quimiotripsina (EC 3.4.21.1), sobre a sequéncia
de aminoacidos da proteina B-vignina do feijdo adzuki, obtida a partir do GenBank
(NCBI/GenBank Blast: AB292246.1; UniProtKB: A4P198 PHAAN) através do web software
BIOPEP® (http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep).

Os peptideos gerados a partir da hidrolise foram submetidos a anélise para predicdo da
probabilidade de bioatividade, através do web software PeptideRanker Score®,

(http://bioware.ucd.ie/~compass/biowareweb/Server_pages/peptideranker.php). Os peptideos

com potencial bioativo foram definidos como aqueles que apresentaram score > a 0,500
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(variabilidade de 0,000 a 1,000). Em seguida, os peptideos selecionados foram preditos quanto
a interagdo com o complexo cataliticos da enzima HMG-CoA redutase, a partir dos modelos de
interacdo dos inibidores comerciais, sinvastatina (PDB ID: 1HW9), mevastatina (PDB ID:
1HWS8), rosuvastatina (PDB ID: 1HWL), atorvastatina (PDB ID: 1HWK), fluvastatina (PDB
ID: 1HWI), cerivastatina (PDB ID: 1HWJ) e lovastatina (PDB ID: 1T02) através do web
software PepSite 2 (http://pepsite2.russelllab.org), sendo a significancia estatistica de p <
0,2500, como previamente validado (TRABUCO et al., 2012).

Os peptideos com elevada predi¢ao de interagao (p < 0,1000) tiveram seu modo de
interacdo predito por meio da andlise de acoplamento molecular, utilizando o protocolo de
encaixe de ajuste induzido. A regido de interacdo foi definida a partir das coordenadas
cristalogréficas (X = 3,93, Y = -9,20, Z = -11,33) da sinvastatina (PDB ID: 1HW9). As
influéncias das dimensdes da caixa foram analisadas a partir do “redocking” da sinvastatina (10
A a 14 A, caixa clbica) utilizando o programa AutoDock-VINA® (versdo 4.2.6), sendo que a
dimensdo que resultou no menor desvio entre a sinvastatina cristalografica e a sinvastatina
reacoplada (RMSD < 2,0 A), foi utilizada para o acoplamento dos peptideos previamente
selecionados (TROTT; OLSON, 2010). As posi¢cdes com menor RMSD e maior energia de

ligacdo foram analisadas visualmente através do software PyMOL 0.99r.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Peptideos derivados de alimentos tém demonstrado exercer efeitos promissores para o
desenvolvimento de novos farmacos. A integracdo de ferramentas que simulam ou que
predizem possiveis eventos quimicos e biolégicos (a serem avaliados posteriormente em caso
positivo) como os de bioinformatica tem contribuido para acelerar o processo de identificacao
de moléculas bioativas. O uso de modelos in silico tém evoluido com os avancos notaveis nas
areas de correlacdo, predicdo, simplificacdo, automatizacdo, entre outros aspectos relevantes
(CIEMNY et al. 2018; GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

A partir da sequéncia primaria da -vignina do feijdo adzuki foram obtidos 99 estruturas
primérias, os quais tiveram sua predicdo de bioatividade analisada. Os peptideos que
apresentaram score > 0,500 foram selecionados para avalia¢do da predicao de interacdo com o
complexo da porgdo catalitica da HMG-CoA redutase humana, a partir dos modelos de
interacdo de inibidores comerciais: sinvastatina (1HW9), mevastatina (LHW8), rosuvastatina
(IHWL), atorvastatina (1HWK), fluvastatina (LHWI), cerivastatina (1HWJ) e lovastatina
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(1T02. Os peptideos selecionados foram: PF, GF, AF, GR, QDF, ADADF, QM, PIY, DSDF,
EW, DVF, PH, SSQDEPF, PQL, GH e GSL.

A partir dos resultados foi observado uma o6tima probabilidade de bioatividade dos
residuos PF (Pro-Phe) e GF (Gly-Phe), apresentando score de 0,99 (> a 0,500). Dentre eles,
apenas o residuo PF mostrou uma grande probabilidade de interacdo com o sitio catalitico da
HMG-CoA redutase in silico (0,0170), considerando o modelo de interacdo do inibidor
comercial, sinvastatina (PDB ID: 1HW9). Os residuos QDF (GIn-Asp-Phe), PH (Pro-His) e
PQL (Pro-Gln-Leu) também apresentaram predicéo de interacdo com o sitio, apesar de menor
probabilidade bioatividade em relagdo ao residuo PF. Por isso, esses quatro peptideos (PF,
QDF, PH, PQL) foram selecionados para andlise de acoplamento molecular.

Para que o programa realizasse a predicao de interacdo entre HMG-CoA redutase e seus
ligantes, os ligantes da estrutura 1HW9 foram removidos e o encaixe da sinvastatina foi predito
através do redocking pelo software Autodock-Vina®. A ligacdo predita para a sinvastatina
utilizando as dimensdes para a caixa de busca de 12 A x 12 A x 12 A permitiu encontrar um
baixo desvio em relacéo a estrutura cristalografica, RMSD = 1,76 A (< 2,0 A). Esses resultados
garantem que tanto o anel decalina, como a carboxila e as hidroxilas realizem as interacdes
moleculares esperadas.

As trés conformacdes que apresentaram maiores ranks de cada peptideo acoplado tiveram
analise visual realizada. Os peptideos PF e PH apresentaram interacdes desfavoraveis, como
por exemplo, anel benzénico direcionado para regido de intera¢6es polares. Os peptideos QDF
(conformacao 3), ja retratado na literatura como promissor (SILVA et al., 2018), e o peptideo
PQL (conformagdo 1) apresentaram um perfil de interagdo similar ao realizado pela
sinvastatina. Desta forma foi realizada a analise visual do acoplamento para estes peptideos.

A analise visual do peptideo QDF demonstrou que o anel aromatico da fenilalanina (F)
ocupa a regido do sitio correspondente ao anel decalina da sinvastatina, apresentando 0 mesmo
perfil hidrofobico. A carboxila da cadeia lateral do aspartato (D) demonstrou realizar interacfes
polares semelhantes as encontradas no grupo carboxila da sinvastatina. Uma diferenca
encontrada em relagdo as intera¢fes da sinvastatina quando comparada ao peptideo QDF é que
a asparagina (Q) apresenta uma distancia mais favoravel (2.9 A) para realizar ligacio de H (2.7
— 3.2 A) com o residuo Ser684, devido & presenca de um grupo apolar da sinvastatina nessa
regido do sitio ativo, tornando-a incapaz de realizar esse tipo de interag&o.

Ao analisar o acoplamento molecular do peptideo PQL foi observado que o anel

pirrolidina da prolina (P) esta localizado na regido ocupada pelo anel decalina da sinvastatina.
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O grupo amida da asparagina (Q) do PQL demonstrou realizar interagdes polares, semelhantes
as encontradas no grupo carboxila e hidroxilas da sinvastatina. Além disso, a carboxila da
leucina (L), assim como o QDF, apresenta uma distancia (3.0 A) capaz de realizar ligacéo de H

com o residuo Ser684, diferentemente da sinvastatina.

CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados encontrados foi possivel indicar quatro sequéncias de peptideos
(QDF, PQL, PH e PF) derivados da proteina beta-vignina do feijdo adzuki com predicao de
interacdo na regido catalitica da enzima HMG-CoA redutase. Contudo, as estruturas QDF e
PQL demonstram perfil de interacdo similar a sinvastatina. Dessa forma, sugere-se que esses
peptideos poderiam exercer uma acgdo hipocolesterolémica, devido as possiveis modificacdes
na dindmica-funcdo da enzima que levariam a reducdo e/ou inibicdo da atividade. Estudos
subsequentes com os peptideos PQL e QDF sintetizados estdo sendo realizados (in vitro) a fim

de confirmarmos a capacidade de inibicdo da enzima HMG-CoA redutase.
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