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1. INTRODUCAO

As dislipidemias, que representam alteragdes no metabolismo lipidico, sao
consideradas um fator de risco significativo para o desenvolvimento de doencgas
cronicas e suas complicagcdes cardiometabolicas. (BEBERICH & HEGELE, 2022).
A enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA redutase (HMGR) exerce um papel central
na regulacdo do metabolismo lipidico, atuando como uma enzima limitante na
biossintese de colesterol no figado, ao catalisar a conversao de HMG-CoA em
mevalonato. Dessa forma, a HMGR € considerada um alvo terapéutico para
farmacos anti-hiperlipidicos, notadamente a classe das estatinas, que atuam por
meio da inibicdo dessa enzima (KANU et al., 2024). Recentemente, a lipase de
triacilglicerol do adipdcito (ATGL) tem sido associada as dislipidemias, uma vez
que é altamente expressa no tecido adiposo e é responsavel pela catalisacdo da
lipolise nos tecidos adiposos branco e marrom, promovendo a liberagao de acidos
graxos livres na circulagdo (SCHREIBER, XIE & SCHWEIGER, 2019).

Diante disso, a busca por alternativas terapéuticas naturais que minimizem
os efeitos da dislipidemia, sem os efeitos adversos dos farmacos, tem sido uma
prioridade para a comunidade cientifica. Nesse contexto, a llex paraguariensis
A.St-Hill. (familia Aquifoliaceae), popularmente conhecida como erva-mate,
destaca-se por  suas propriedades hipolipemiantes, antioxidantes,
anti-inflamatérias e diuréticas. Entre os compostos predominantes na llex
paraguariensis, destaca-se o acido clorogénico, que é um acido fendlico
caracterizado como um éster do acido cafeico e do acido quinico (BLUM-SILVA et
al., 2016). Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial
hipolipidémico do extrato aquoso de llex paraguariensis em um modelo
experimental de dislipidemia, além de investigar a interagdo molecular in silico
entre o acido clorogénico e sua afinidade de ligagédo as enzimas ATGL e HMGR.

2. METODOLOGIA

O extrato aquoso de llex paraguariensis (folhas secas e moidas) foi
preparado de acordo com FELLIPI et al. (2005) com pequenas modificagdes. A
dieta hiperlipidica (DHL) foi preparada de acordo com ESTADELLA et al. (2004).
O protocolo de indugado experimental de dislipidemia contou com a administragao
de DHL durante 30 dias, seguida pelo tratamento com extrato de llex
paraguariensis por via intragastrica durante 15 dias (90 mg/kg). Foram utilizados
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24 ratos Wistar machos adultos divididos aleatoriamente em 4 grupos distintos: A
- controle, B - dieta controle + extrato de llex paraguariensis (90 mg/kg), C- DHL +
agua, D - DHL + extrato de llex paraguariensis (90 mg/kg). Os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa do Centro
Universitario Feevale (parecer n°2.08.03.07.912). Ao final do periodo experimental
os animais foram eutanasiados e o sangue foi coletado para separagao do soro, o
qual foi utilizado para avaliagdo dos niveis de triglicerideos (TG), colesterol total
(CT), lipoproteina de alta densidade(HDL)-colesterol utilizando kits comerciais. Os
valores de lipoproteina de baixa densidade (LDL) foram calculados pela formula
de Friedwald.

A analise dos dados foi efetuada no programa estatistico GraphPad Prism
8.0.1 por ANOVA de uma via, seguida do Teste post hoc de Tukey, considerando
P<0,05 como diferenga significativa. Os resultados foram expressos como média
* erro padrao (S.E.M).

Para observar a interacdo do acido clorogénico (PubChem CID 1794427)
com as enzimas ATGL e HMGR, foi utilizado o software AutoDock 4.2.6. A
estrutura cristalina da HMGR (ID PDB: 1HWL) foi obtida do Protein Data Bank
(PDB). Para a ATGL, a estrutura proteica predita foi obtida a partir do
SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) utilizando a sequéncia FASTA da
ATGL (ID UniProt: Q96AD5) recuperada do UniProt (https://www.uniprot.org).
Apos as simulagbes de docking, as Energias de Ligagdo e os Constantes de
Inibicdo (Ki) dos compostos selecionados foram calculados para as enzimas
HMGR e ATGL.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir das analises bioquimicas demonstram que o
protocolo de inducdo experimental de dislipidemia ocasionou um aumento
significativo nos niveis de TG (Fig 1A) (P<0,05), CT (Fig 1B) (P<0,05) e
LDL-colesterol (Fig 1 C)(P<0,05) no grupo DHL quando comparados com o grupo
controle. A administragdo do extrato aquoso de llex paraguariensis per se
associado a uma dieta padrao demonstrou significativa diminuicdo nos niveis de
TG (P<0,001). De maneira importante, foi possivel observar que a administragao
de DHL associada ao extrato aquoso de llex paraguariensis demonstrou
significativo potencial de protegao frente ao aumento nos niveis de CT (P<0,001),
TG (P<0,05) e LDL-colesterol (P<0,01) quando comparado ao grupo DHL. Por
fim, em relagdo aos niveis de colesterol-HDL, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos (P>0,05).
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Figura 2: Efeitos do tratamento com extrato aquoso de llex paraguariensis nos
niveis séricos de triglicerideos (A), colesterol total (B) e LDL-colesterol (C) em
ratos Wistar machos adultos submetidos a um protocolo de indugdo experimental
de dislipidemia. Os dados estdo representados como média + erro padrao,
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analisados por ANOVA, seguido do teste de Tukey. (n =6). *** representa
P<0,001, ** representa P<0,01, e * representa P<0,05 quando comparado ao
grupo A. ### representa P<0,001 e ## representa P<0,01 quando comparado ao
grupo B. @@@ representa P<0,001, @@ representa P<0,01, e @ representa
P<0,05 quando comparado ao grupo A. DHL, dieta hiperlipidica; lp., llex
paraguariensis; LDL, lipoproteina de baixa densidade.

Em relagcéo as simulagbes de docking molecular (Fig. 2), o acido clorogénico
demonstrou a notavel afinidade de ligagdo com ambas as enzimas, conforme
indicado pelas energias de ligagao: -13,65 kcal/mol para a ATGL e -9,14 kcal/mol
para a HMGR, juntamente com constantes de inibicao (98,50 pM e 198,27 nM,
respectivamente), sugerindo sua capacidade de penetrar a membrana, uma vez
que a HMGR esta ligada a membrana endoplasmatica do reticulo. Nesse sentido,
o acido clorogénico emerge como um promissor inibidor para ambas as enzimas,
especialmente para a ATGL. Tais resultados podem ser associados aos efeitos
protetores das alteragdes lipidicas séricas observadas nos ensaios in Vivo,
através da potencial inibicao da liberagao de AG livres e biossintese de colesterol.

A anadlise detalhada das interagdes entre aminoacidos revela que, para a
ATGL, o acido clorogénico mostra interagdes fortes com LEU90 e GLY16 por meio
de ligacdes de hidrogénio, além de interacdes hidrofébicas envolvendo PHEGY,
PHE97 e outros residuos como ILE94, ALA65 e LEU51, aumentando sua
afinidade de ligacdo geral. Para a HMGR, o acido clorogénico exibe um perfil de
interacao robusto com ASP767, MET655, LYS735, ALA751, ARG590, ASN755 e
GLUS59, apresentando varias ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas,
especialmente com ASP767, MET655 e GLU559, proporcionando alta
estabilidade ao complexo enzima-ligante.
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Figura 2: Previsao de afinidade de ligagéo e interagao ligante-proteina do acido
clorogénico na HMGR e ATGL.

Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram com achados
prévios da literatura que ja relataram o potencial hipolipidémico do extrato aquoso
de llex paraguariensis atribuido a sua composigdo bioativa (MASSON et al.,
2022). Nesse contexto, o acido clorogénico se destaca por suas diversas
atividades bioldgicas que podem influenciar o metabolismo lipidico, corroborando
os achados do presente estudo. Ele promove uma inibicdo significativa da
expressdo de mRNA relacionado a sintese de acidos graxos livres e da acetil-CoA
(LIU et al., 2023), além de afetar a atividade da enzima ATGL, resultando em uma
diminuicdo da biodisponibilidade, bem como da lipogénese hepatica e
adipogénese, ao mesmo tempo em que ativa a lipolise, além de limitar a digestao
e a absorgao de lipidios da dieta ao se complexar com os lipidios (DZAH et al.,
2023).

4. CONCLUSOES

Em conclusao, os resultados deste estudo evidenciam que o extrato aquoso
de llex paraguariensis possui a capacidade de modular as alteragdes lipidicas
séricas em um modelo experimental de dislipidemia induzido pelo consumo de
uma DHL. Adicionalmente, evidéncias obtidas por meio de simulagdes in silico
indicam que o acido clorogénico, um de seus componentes majoritarios, € capaz
de regular enzimas essenciais do metabolismo lipidico. Dessa forma, o extrato se
apresenta como uma alternativa terapéutica promissora para a redugéo dos riscos
associados ao consumo de DHL e desenvolvimento de dislipidemia.
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