Cecropia pachystachya Trécul: um estudo de identificação de compostos químicos e docagem com as enzimas 5-LOX e α-1-antitripsina
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Abstract 
Cecropia pachystachya Tréc. (embaúba) is a medicinal plant, used by the population for the treatment of asthma, cough, hypertension, diabetes, inflammation, etc. Being that it already has proven properties such as: antioxidant and anti-inflammatory activity, antimicrobial, among others. That said, the objective of this work is to identify chemical compounds in ethanolic extracts of the roots and leaves of C. pachystachya by CLAE and to verify the structure-activity relationship of these compounds with 5-LOX and α-1-antitrypsin enzymes in order to investigate the action of the embaúba in the treatment of chronic respiratory diseases. Initially, the extracts were prepared with 99% ethanol, and then this extract was analyzed by CLAE to identify the chemical substances. Once these molecules were identified, their structures were submitted to molecular docking with the target enzymes of chronic respiratory diseases (5-LOX and α-1-antitrypsin). The compounds chlorogenic acid, catechin, epicatechin, coumaric acid, and syringaldehyde were identified. Among the molecular docking calculations, the complexes with catechin showed better values of interaction energy, both for the enzyme 5-LOX and α-1-antitrypsin.  Thus, we have results of scientific relevance and the need for further tests (in vivo and/or in vitro) to prove in fact the therapeutic action of the embaúba in chronic respiratory diseases.
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INTRODUÇÃO
As plantas medicinais têm sido muito utilizadas como uma forma alternativa para o tratamento de diversas doenças. A Cecropia pachystachya Trécul (Cecropiaceae) popularmente conhecida como “embaúba” é muito utilizada no tratamento de bronquite, asma, tosse, inflamação, hipertensão, diabetes, etc (Pacheco et al., 2014). Possui atividade biológica como anti-inflamatório, antioxidante, antimicrobiano, antiviral, ansiolítico, entre outras (Ferreira et al, 2021). Essas atividades são avaliadas por meio de testes in vivo, in vitro e in silico. Dentre os testes in silico temos a docagem molecular, que estuda a interação entre uma proteína/enzima e ligantes (candidatos a possíveis fármacos) analisando a relação estrutura-atividade entre eles (Santos, 2021). 
A enzima 5-lipoxigenase (5-LOX) e a deficiência genética da α-1-antitripsina estão relacionadas ao desenvolvimento da Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC) (Mourão et al. 2021). Com isso, tem-se que o objetivo desse trabalho é identificar compostos químicos nos extratos etanólicos das raízes e folhas da C. pachystachya por CLAE e verificar a relação estrutura-atividade destes compostos com as enzimas 5-LOX e α-1-antitripsina com o intuito de averiguar a ação da embaúba no tratamento de doenças respiratórias crônicas.
MATERIAIS E MÉTODOS
Produção dos extratos etanólicos
As raízes e folhas da C. pachystachya foram coletadas em Monsenhor Gil – Pi (5°33’56.7”S 42°36’19.3”W), nos meses de outubro e novembro de 2020. Uma exsicata da planta encontra-se depositada no Herbário Delta do Parnaíba da Universidade Federal do Delta Parnaíba (UFDPar) sob número voucher 6727 e cadastrado SisGen com o número: A46333F. Os materiais vegetais foram lavados, secos, triturados, pesados e armazenados. Posteriormente, os extratos foram produzidos com etanol a 99%, por método de maceração em temperatura ambiente de 26ºC ±1. O solvente foi evaporado em rotaevaporador sob pressão reduzida a temperatura ≤ 40ºC. Com a obtenção do extrato etanólico das raízes (CPR) e o extrato etanólico das folhas (CPF).
Análise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiência (CLAE) dos extratos
A análise do extrato por CLAE foi realizada em cromatógrafo analítico, marca Shimadzu modelo LC-20 AT. Controlador CBM-20A, detector UV-Vis SPD-20 A, forno CTO-20A, autoinjetor SIL-20A HT, degaseificador DGU-20A 5R, coluna de fase reversa (C18) (Shim-pack VP-ODS, 4.6 mm x 150 mm, 4.6 μm.  A identificação de compostos no extrato foi realizada por comparação do tempo de retenção (tR) com aqueles obtidos injetando padrões preparados sob as mesmas condições e para quantificação foi construída uma curva analítica (10 pontos) a partir de uma solução contendo uma mistura de todos os padrões (ácido gálico, catequina, epicatequina, ácido clorogênico, seringaldeído, ácido cumárico e ácido salicílico), conforme a metodologia de Mourão et al., 2022.
Cálculos de docagem molecular 
Na realização da docagem molecular utilizou-se os programas Autodock 4.2, Chimera, Autodock Tools (ADT) versão 1.5.6 (REF). Os possíveis alvos da DPOC, a cadeia das estruturas da 5-lipoxigenase (5-LOX) e a α-1- antitripisina, foram obtidos no banco de dados de proteínas (PDB - Protein Data Bank) com os códigos 3V92 e 1KCT, respectivamente. Os ligantes utilizados foram os compostos identificados da C. pachystachya, suas estruturas tridimensionais foram obtidas no banco de dados PubChem. O estudo da interação foi direcionado para que ocorresse no sítio ativo de cada enzima, ou seja, próximo ao resíduo Phe177 (fenilalanina) para a 5-LOX, o qual já foi identificado e relatado por Carvalho et al. (2020), e resíduos Met358 (metionina) e Ser359 (serina) para a enzima α-1-antitripisina, identificado de acordo com Song et al. (1995). Uma caixa cúbica de 60 x 60 x 60 pontos foi gerada e cada simulação consistiu em 100 corridas independentes. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Análise por CLAE dos extratos CPR e CPF
O rendimento da produção dos extratos foi de 2,81 % (CPR) e 4,55% (CPF). Os compostos identificados por CLAE para o CPR foram o ácido clorogênico (5,525 mg/g), catequina (6,880 mg/g), epicatequina (7,290 mg/g) e seringaldeído (4,325 mg/g) conforme, Fig. 01. Já para CPF, foram verificados os compostos ácido clorogênico (5,085 mg/g), ácido cumárico (4,46 mg/g) e catequina (5,84 mg/g), conforme, (Fig. 01). Na literatura são relatos para a C. pachystachya o ácido clorogênico, ácido cumárico, catequina e epicatequina (Mathias & Oliveira, 2017), sendo o seringaldeído relatado para esta pela primeira vez. A presença de tais substâncias proporciona a C. pachystachya atividades biológicas como: anti-inflamatória, antioxidantes, agente hiperglicêmico, antimalárico, antiviral, antimicrobiana, entre outras (Aragão et al., 2012).
Figura 01: Cromatograma dos extratos etanólicos CPR e CPF em comparação com os padrões, 290 nm.
[image: ]
(1) ácido gálico, (2) catequina, (3) ácido clorogênico, (4) epicatequina, (5) seringaldeído, (6) ácido cumárico e (7) ácido sálicilico. Preto: Padrão cromatográfico, Azul: CPR, Rosa: CPF.

Cálculos de docagens molecular
Analisando os resultados de docagem molecular, temos que para os complexos realizados com ambas as enzimas (5-LOX e α-1-antitripsina) aqueles realizados com a molécula catequina apresentou os melhores valores de energia de interação e de constante de inibição. Sendo de -6,24 Kcal/mol e 26,70 μM para 5-LOX/catequina e -6,01 Kcal/mol e 39,24 μM para α-1-antitripsina/ catequina, respectivamente. A catequina tem ação antioxidante e propriedades de eliminar radicais livres, com isso podem exercer efeito protetor contra o câncer e doenças cardiovasculares (Nakanishi et al., 2010). Possui também atividades fisiológicas de anti-hipertensiva, antibacteriana, anti-inflamatória e efeito protetor da aterosclerose (Fan et al., 2017).

CONCLUSÕES
Através do CLAE foi possível identificar os compostos ácido clorogênico, catequina, epicatequina, seringaldeído e ácido cumárico nos extratos etanólicos de C. pachystachya. Os cálculos de docagem molecular mostraram que a catequina apresentou melhores resultados de energia de interação e constante de inibição para ambas as enzimas. Estes resultados são de grande relevância cientifica e ressaltam a necessidade da realização de mais testes para compreender-se a ação da embaúba no tratamento de doenças respiratórias.
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