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Resumo: O estigma de milho (Zea mays L. - Poaceae) é muito utilizado pela cultura popular para tratar
diversas enfermidades. O objetivo desse trabalho foi predizer e/ou confirmar as atividades farmaco
toxicolégicas de compostos presentes no extrato de estigma de milho por meio de ferramentas in silico.
Para tanto, primeiramente foi realizado um levantamento bibliogréfico e, em seguida, as andlises in
silico, que foram realizadas utilizando-se as ferramentas SwissADME, docking e redoking. O
levantamento bibliografico apontou, como principais atividades biolégicas do estigma de milho, anti-
lipidémica, antioxidante, dirética e anti-fiingica. No estudo in silico foi identificado que os flavonoides
luteolina e apigenina, pertencentes a classe das flavonas, principal classe de flavonoides presentes no
estigma de milho, tém capacidade de se ligar & enzima anidrase carbdnica, apresentando uma possivel
atividade diurética. Observou-se que o principal flavonoide do estigma de milho, maysina, ndo é
druglikness, sugerindo que as principais atividades farmacoldgicas conhecidas até o momento, podem

estar relacionadas a outros compostos.
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Introducéo

O milho (Zea mays L. — Poaceae) é utilizado na alimentacdo de animais e
humanos devido ao seu alto teor enérgico advindo do amido (PINHO et al., 2015;
RIBEIRO, 2014; BIGANZOLI; ZULUAGA, 2015), sendo um dos cereais mais
cultivados no Brasil. Suas caracteristicas fisiologicas lhe garantem sobrevivéncia,
sendo de grande importancia para economia brasileira devido seu alto grau de
produtividade. Ao longo dos anos, partes do milho vém sendo utilizadas na medicina
tradicional para tratamento de diversas enfermidades e estudos cientificos
comprovam varias atividades farmacolégicas (GASPAROTI; PAULA, 2021).
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O objetivo desse trabalho foi predizer e/ou confirmar as atividades farmaco
toxicolégicas de compostos presentes no extrato de estigma de milho por meio de

ferramentas in silico.

Material e Métodos

Os estigmas de Zea mays L. (Poaceae) foram obtidos na pamonharia
Bouganville, localizada em Anapolis-GO, que adquire os milhos na fazenda Planalto
(variedade AGROCERES - semente 1051) cidade de Silvania-GO. Foram retirados 0s
materiais estranhos e a amostra foi submetida a secagem em estufa, com circulagéo
de ar a 40° C (x1°C), por 24 h ou até a obtencao de umidade entre 8-15%, de acordo
com a Farmacopeia Brasileira, 6° edicdo (BRASIL, 2019). Apds a secagem, o material
foi pulverizado em moinho de facas. A triagem fitoquimica e as analises por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia de extratos alcoolicos obtidos do material
vegetal foram realizadas por outros membros da equipe do projeto.

Para o levantamento bibliografico foram utilizados os termos de busca, tais
como, Zea mays, Zea, Corn, Indian Corn, Corn Indian, Maize e Teosinte, sendo o
direcionamento de busca para cada termo, utilizando-se os operadores boolianos on
(para termos dentro da mesma estratégia) e and (para associacdo entre as
estratégias). Os bancos de dados utilizados foram: Pubmed e Web of Sience, sem
limite quanto a data de publicacdo. Os artigos, em lingua inglesa ou portuguesa foram
exportados para a plataforma gratuita Rayyan QCRI https://rayyan.qcri.org/welcome,
vinculada ao Qatar Computing Research Institute, da Humad Bin Khalifa University.
Para a selecéo dos artigos, contou com dois revisores, que selecionaram os artigos
através do resumo e titulo, sendo excluidos trabalhos in vitro, in silico, mistura de
preparo e revisdes sistematicas.

Para os estudos in silico, foi realizado um levantamento bibliografico para a
busca dos principais metabdlitos ativos presentes no estigma de Zea mays. O
principal documento desta etapa foi WHO monographs on medicinal plants commonly
used in the Newly Independent States (NIS) (WHO, 2010). Os dados desse
documento foram comparados aos obtidos na triagem fitoquimica do extrato alcodlico

de estigma de Zea mays. A codificagdo das moléculas, pela base de dados Pubchem,
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foi realizada para andlises posteriores. A etapa de triagem de bioatividade dos
compostos presentes na espécie em estudo foi realizada com o0s programas
Molinspiration, SwissADME, ProToxIl e PASS. Nesta etapa, foi possivel obter uma lista
com possiveis atividades bioldgicas para cada uma das substancias, segundo a base
metodoldgica de cada programa. Foi realizada uma pesquisa de possiveis alvos para
verificacdo do docking molecular utilizando o programa SuperPred e SwisTarget
Prediction, um servidor para a predicdo de alvos moleculares com potencial de
interacdo com os ligantes investigados. Os alvos que apresentaram relagdo com a
atividade bioldgica investigada foram obtidos no banco de dados Protein DataBank
(PDB). Para a validacdo dos parametros do modelo foi realizado o redocking, pelo
programa ArgusLab 4.0.1, utilizando o complexo ligante-proteina cristalografada e
essas condi¢cdes foram utilizadas para a realizacdo do docking com os melhores
ligantes da espécie, utilizando-se o Dockthor 2.0.

Resultados e Discussao

Foram encontrados 1066 artigos que atendiam a estratégia de busca, obtidos
a partir de buscas nas bases Pubmed (n= 1050) e WebOfSience (n= 806). Dentre
esses artigos, 14 foram removidos por serem duplicados. Por atenderem os critérios
de inclusdo determinados, selecionou-se 7 artigos para leitura na integra e extracao
de dados. Observou-se com os dados obtidos uma atividade anti-lipidémica,
utilizando-se ratos com os parametros de moléculas marcadoras de colesterol
(SHAHEED et al., 2015; IKPEAZU et al., 2018), protetora renal (BAI et al., 2010;
WANS et al., 2020), antifangica (ZHAO et al., 2017) e antioxidante (SABIU et al.,
2016). De acordo com WHO (2010) os principais metabolitos secundarios presentes
no estigma de milho sé&o os flavonoides, especialmente, 6-C-glicosilflavonas, sendo o
principal a maysina. Entre os flavonoides, podem ser encontrados ainda glicosideos
de luteolina (Isoorientina), 6-C-glicosil analogos de apigenina (isovitexina) e
chrysoeriol, rutina, luteoforol e apiforol. Entre as atividades farmacolédgicas preditas
através do software Pass, observa-se a predominancias das atividades antioxidantes,
antineoplasicas, anti-hemorragicas e cardioprotetoras para 0S compostos

considerados druglikness. As moléculas apigenina e luteolina foram selecionadas
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para investigacdo de suas possiveis intera¢des (docking) com a anidrase carbénica,
por pertencerem a mesma classe dos compostos encontrados no estigma de milho,
as flavonas. Para o redocking, ap0s baixar o ligante critalografado no PDB, no
programa ArgusLab, foi retirado o arquivo JTW (2-(benzenesulfonyl)-4-chloro-N-(2-
hydroxyethyl)-5-sulfamoyl-benzamide), extraindo-o e religando-o, analisando a
posicdo que o programa calcula para esta molécula, através dos resultados obtidos
pelo RMSD. Foram geradas 25 poses, na qual analisou-se visualmente a proximidade
entre os ligantes e comprovou-se através dos resultados de RMSD, sendo todos
abaixo de 2, comprovando que o programa e o modelo sao eficientes. A andlise de
docking molecular foi realizada com o auxilio do software Dockthor 2.0. Na analise de
interacdo da luteolina (PDB ID: 3SZ1) com o receptor anidrase carbénica (PDB ID:
6R71), constatou-se uma energia de afinidade de -8,768 e para a interagao apigenina
(PDB ID: 4ADGM) com 0 mesmo receptor, constatou-se uma energia de afinidade de -
8,481. Quanto mais negativa a energia de afinidade for, mais o ligante tende a interagir

no sitio ativo, com os residuos definidos.

Consideracgdes Finais

A revisao bibliografica apontou atividades farmacolégicas para o estigma de
milho, tais como: anti-lipidémica, antioxidante, antifangica e protetor renal. Algumas
dessas atividades sao idénticas ou fazem analogia as atividades sugeridas para os
compostos presentes no estigma de milho investigados nos estudos in silico, tais
como, atividades antioxidante, cardioprotetora e hepatoprotetora. Nos estudos in
silico, as flavonas apigenina e luteolina apresentaram uma boa energia de afinidade
nas predi¢des, apontando uma potencial interagdo com o receptor anidrase carbdnica,
por meio do docking molecular. Esses achados sugerem suave a moderada atividade
diurética, que requer estudos in vitro e in vivo para confirmacao. Observou-se que o
principal composto do estigma de milho, maysina, ndo é druglikness, sugerindo que
as principais atividades farmacoldgicas conhecidas até o momento, podem estar
relacionadas a outros compostos.

Os estigmas de milho coletados em pamonharias do presente estudo, pela

presenca de flavonoides do tipo flavona confirmada nos estudos fitoquimicos, podem
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apresentar as atividades farmacologicas indicadas nos estudos bibliograficos e in

¢

silico, que merecem ser investigadas em estudos adicionais de eficacia e seguranca.
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