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RESUMO

As atividades medicinais de Phyllanthus niruni sdo atribuidas aos flavonoides. Neste trabalho
avaliou aspectos farmacologicos e toxicidade de flavonoides isolados de P. niruni. Para as
predigdes utilizou-se ADMETIab, PreADME, SwissADME e pkCSM, sendo selecionados as
seguintes moléculas: Quercetina (A), Isoquercitrina (B), Rutina (C), Galocatequina (D) e
Epicatequina (E). Os compostos B, C e D apresentaram violagoes a regra de Lipinski. Todas as
moléculas apresentaram alta absor¢do cutanea, baixas absor¢do trato gastrointestinal, ligacdo a
proteina plasmatica, permeabilidade celular e barreira hematoencefalica foram baixas. Somente
A apresentou alta absor¢do intestinal humana, porém, todas possuem tempo de meia-vida curto
e sdo rapidamente excretadas. Exceto B, todas inibiram CYP e apenas E é metabolizada pela
enzima. Todos os compostos apresentaram toxicidade em, pelo menos, 4 modelos, sendo que a
B ndo apresentou potencial citotoxico, genotoxico, mutagénico e carcinogénico. Predigdo da
toxicidade em modelo in vivo sugere que a molécula com menor potencial toxico é a A. Todas
as moléculas possuem potencial anticarcinogénico, sendo que as moléculas A, B, C ¢ D
apresentaram potenciais quimiopreventivos e antineoplasicos, sendo a apoptose o possivel
mecanismo envolvido nesta atividade. As moléculas D e E foram promissoras para o tratamento
de doengas cardiovasculares. A molécula A é promissora como antitumoral, enquanto E
apresentou potencial antioxidante e vasoprotetor. A molécula com maior diversidade de
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atividades ¢ a D, tendo potencias antitumoral, antifingica, leishmanicida, antioxidante e agente
inotropico positivo. Em sintese, a escolha da molécula deve se basear no objetivo terapéutico.

Palavras-chave: Simulacdo in silico; Bioflavonoides; Efeitos toxicos; Plantas medicinais;
Modelos computadorizados.

ABSTRACT

The medicinal activities of Phyllanthus niruni are attributed to flavonoids. In this work,
pharmacological aspects and toxicity of flavonoids isolated from P. niruni were evaluated. For
the predictions, ADMET]Iab, PreADME, SwissADME and pkCSM were used, and the following
molecules were selected: Quercetin (A), Isoquercitrin (B), Rutin (C), Gallocatechin (D) and
Epicatechin (E). Compounds B, C and D showed violations of Lipinski's rule. All molecules
showed high skin absorption, low gastrointestinal tract absorption, plasma protein binding, cell
permeability and blood-brain barrier were low. Only A showed high human intestinal
absorption, however, all have a short half-life and are quickly excreted. Except B, all inhibited
CYP and only E is metabolized by the enzyme. All compounds showed toxicity in at least 4
models, with B showing no cytotoxic, genotoxic, mutagenic or carcinogenic potential.
Prediction of toxicity in an in vivo model suggests that the molecule with the lowest toxic
potential is A. All molecules have anticarcinogenic potential, with molecules A, B, C and D
showing chemopreventive and antineoplastic potential, with apoptosis being the possible
mechanism involved. in this activity. The molecules D and E were promising for the treatment
of cardiovascular diseases. Molecule A is promising as an antitumor, while E showed
antioxidant and vasoprotective potential. The molecule with the greatest diversity of activities is
D, having antitumor, antifungal, leishmanicidal, antioxidant and positive inotropic agent
potential. In summary, the choice of molecule must be based on the therapeutic objective.

Keywords: In silico simulation; Bioflavonoids; Toxic effects; Medicinal plants; Computerized
models.

1. INTRODUCAO

O género Phyllanthus (familia Euphorbiaceae), compreende mais de 600
espécies, nativas predominantemente em regides tropicais, como Brasil e Bahamas. As
espécies de Phyllanthus encontradas no Brasil sdo: P accuminatus, P. amarus, P.
pulcher, P. niruroides, P. anisolobus, P. orbiculatus, P. emblica, P. oxyphyllus, P.
flexuosus, P. raticulatus, P. fraternes, P. simplex, P. mullernus, P. urinaria, P. mytrifolis,
P, virgatus e P. niruri (Miguel, 1999). Sendo a espécie P. niruni distribuida em diversos
estados como da regido norte (Amazonas, Amapa, Para, Rondonia, Roraima, Tocantins),
nordeste (Bahia, Ceard, Maranhao, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte),
Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso) e Sudeste
(Espirito Santo, Minas Gerais, Sdo Paulo) (Calixto, ef al., 1998). Em termos botanicos,
¢ uma espécie herbacea, crescendo, principalmente, nos periodos de chuva em qualquer
tipo de solo, inclusive € frequente sua presenga em terrenos baldios, calgcadas e jardins
podendo atingir pequenas alturas que variam de 10 a 50 cm, fornecendo conjuntos de
folhas compostas de pequenas leguminosas (Brasil, 2010).
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As folhas, caules e raizes de P. niruni sdo utilizadas na medicina tradicional e
popular para o tratamento de hepatite e diabetes, em infec¢gdes urinarias e da bexiga e
para tratar disturbios renais, especialmente para eliminag¢do de pedras nos rins (Wang et
al., 1995). Esta espécie ¢ conhecida popularmente como “quebra-pedra”, “erva-
pombinha” ou “arrebenta-pedra” (Brasil, 2010). Estudos quimicos da espécie revelam a
presenca de lignanas, taninos hidrolisdveis, cumarinas, terpenos (monoterpenos e
triterpenos), flavonoides (compostos fendlicos) e alcaloides do tipo da securinina, que
foram encontrados nas folhas, caules e raizes desta planta (Calixto et al.,1998). Foram
isolados compostos fenodlicos das raizes como acido galico, (-)-epicatequina, (+)-
galocatequina, (-)-epigalocatequina, (-)-epigalocatequina-3-O-galate. Das folhas e caule
taninos hidrolisdveis como geranina, corilagina e galoilglicose, além da presenga de
principios amargos, acido ricinoléico e os extratos aquosos mostraram efeito
hipoglicemiante apresenta acdo antibacteriana (Staphylococcus spp.), antiespasmoédica e
anticancerigena (Sousa et al., 1991).

Dentre as moléculas selecionadas para o presente estudo, destaca-se a rutina, um
glicosideo flavonol, importante porque fortalece capilares e, portanto, ¢ capaz de ajudar
pessoas que sofrem de arteriosclerose ou pressdao alta (Becker et al.,1985). Ja a
Quercetina ¢ importante devido ser um composto bioativo possui acdo antiagregante,
anticancer, antifingico (especialmente antidermatofitico), anti-glaucomica, anti-
inflamatoria, antioxidante, anti-atividade séptica e antiespasmddica (Saija et al., 2003).
A Galocatequina foi isolada de culturas de tecidos de P. niruri, onde estudos relataram
que essa molécula suprimiu o crescimento do colon humano e células cancerigenas
epiteliais hepaticas e apoptose causada (Uesato et al., 2001).

Catequina, epicatequina e epigalocatequina sdo os flavonoides mais comuns e
geralmente sdo chamados genericamente de catequinas (Garcia, 2007). No entanto,
atualmente t€m despertado grande interesse devido as suas propriedades antioxidantes e
os seus beneficios para a saude humana, como o tratamento e prevencao do cancer e
doengas cardiovasculares (Garcia, 2007). Além disso, apresentam efeito na fluidez da
membrana, efeito anti-inflamatorio e anti-histaminico, efeito cardioprotetor, efeito
antiviral, antioactérico e antitingico, efeito no trato gastrointestinal e efeito
antimutagénico (Garcia, 2007). Sabe-se ainda que os flavonoides apresentam
propriedades anti-inflamatorias, antibacterianas, antivirais, antialérgicas e antitumorais,
além de possuirem propriedades antioxidantes sobre radicais livres de forma a inativa-

los e a prevenir os danos oxidativos em nivel celular (Becker et al.,1985).
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. PROGRAMAS UTILIZADOS PARA AS PREDICOES

O programa MarvinSketch (versao 2017.5.) foi adotado para obter os modelos
estruturais 2D, salvos em arquivos Smile, PDB e Molfile. A avaliacao das propriedades
fisico-quimicas  foi realizada por meio do servidor online pkCSM
(http://structure.bioc.cam.ac.uk/pkesm). Servidores online como ADMETlab, pkCSM,
PreADME e SwissADME foram utilizados para avaliar os parametros farmacocinéticos.
O software PASS online (Prediction of Activity Spectra for Substances; Way2Drug.com
© 2011 — 2023 Ver. 2.0) foi utilizado para prever as possiveis atividades bioldgicas,

toxicidade e reac¢des adversas das estruturas.
2.2 SELECAO DAS MOLECULAS

Para a selecdo das moléculas foram considerados os potenciais farmacologicos
destas. Sendo selecionadas as seguintes moléculas: (A) Quercetina, (B) Isoquercetina,

(C) Rutina, (D) Galocatequina e (E) Epicatequina.
2.3. PREDICOES

A regra de Lipinski ou Regra dos 5 (ROS) foi adotada para garantir absor¢do ou
permeabilidade adequada ¢ preciso que a massa molecular (MM) seja igual ou inferior
(<) a 500 kDa, o coeficiente de particdo (Log P) seja <5, o nimero de Aceitadores de
Ligacdo de Hidrogénio (nALH) seja <10, e o numero de Doadores de Ligacdo de
Hidrogénio (nDLH) seja <5, sendo 0 comprimento desses parametros essencial para que
a molécula seja bem absorvida pelas barreiras fisiologicas (Lipinski, 1997). Outro
parametro avaliado foi a solubilidade das substancias em meio aquoso, quando menor
que 10 pg/mL, sdo classificados como baixas, entre 10 e 60 ug/mL, solubilidade
moderada; e quando maior que 60 pg/mL, alta solubilidade (Lipinski, 2000). Na
predi¢ao da farmacocinética, foram utilizados os seguintes critérios: permeabilidade em
Caco2 (Human Colon Adenocarcinoma Cells) e MDCK (Madin Darby Canine Kidney)
(Alta >70 nm/sec, média 4-70 nm/sec e baixa 0,1); Absorc¢ao intestinal humana (baixa -
0-20%; média 20-70%, e elevada >70%) (Yee, 1997), se atravessa a barreira

hematoencefalica (livremente >2,0, moderada 2,0-0,1 e reduzida ou nao atravessa <0,1)
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e se ha ligacdo a proteinas plasmaticas (ligado fortemente >90% e moderada a fraca
<90%) (Ajay, Bermis & Murkco, 1999). Para a predi¢do de metabolismo, foram
utilizados os seguintes critérios: se os compostos sofrem ou ndo metabolismo de fase 1.

Na predicao da toxicidade marinha em modelos de algas, crustdceos Daphnia sp.
e peixes Medaka. Para algas, valor <lmg/L aponta toxicidade, quando >Img/L,
considera-se atoxico (Costa et al., 2008). Quando ocorre a morte de peixes Medaka em
concentragbes de <100mg/L o metabolito é toxico; e ndo tdxico quando >100mg/L
(Zucker; Johnson, 1985). Em Daphnia magna, toéxico quando < 0,22 pg/mL e ndo
toxico quando > 0,22 pg/mL (Guilhermino, 2000). Também foi avaliada a
carcinogenicidade em ratos e camundongos; mutagenicidade pelo teste AMES com
cepas de Salmonella typhimurium (TA100 e TA1535).

Para a predi¢do das atividades biologicas considerou-se a Probabilidade para
atividade (Pa). A analise foi realizada levando em consideragdo Pa>7 (Laguinin et al.,
2011). O Super-PRED foi adotado apos andlise dos resultados de fisico-quimica,
farmacocinética, toxicidade e atividade bioldgica para prever a classificacio de
medicamentos (ATC) que a substincia promissora pode estar inserida, além dos
possiveis alvos moleculares envolvidos, a fim de nortear para futuros estudos de

docking molecular ou estudos in vivo/ vitro.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da busca na literatura, foram selecionadas cinco estruturas para o
presente estudo, especificamente, flavonoides isolados, dentre os quais estdo: (A)
quercetina, (B) isoquercitrina, (C) rutina, (D) galocatequina e (E) epicatequina (Figura

1.

Figura 1- Desenho estrutural de flavonoides isolados de Phyllanthus niruni L.

o, A W OO -
Al., j‘f N

A ®) © D) ®

Legenda: A- quercetina; B- isoquercitrina; C-rutina; D-galocatequina; E- epicatequina.
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Em relacdo ao estudo fisico-quimico (Tabela 1), foi observado que todas as
moléculas parecem apresentar um bom perfil de solubilidade em agua, todavia as
moléculas B, C e D apresentam violagdes na regra de Lipinski, especificamente, em
relagdo a massa molecular (MM), aos numeros de aceptores de hidrogénio (nALH) e
aos numero de doadores de hidrogénio (nDLH), uma vez que o peso molecular elevado
pode ser prejudicial em farmacos proteicos injetados por via parenteral, pois o
movimento através de membranas capilares ¢ tdo lento que a maior parte da absor¢do
acontece pelo sistema linfatico. Nesses casos, a liberacdo do fArmaco para a circulagao
sistémica ¢ lenta e, com frequéncia, incompleta, em razdo do metabolismo de primeira
passagem pelas enzimas proteoliticas no sistema linfatico (Whalen, 2016). Em relacao
ao carater elevado, de aceptores/ doador de hidrogénio presente nas estruturas quimica
das moléculas, consiste em um fator crucial na atividade de farmacos e xenobioticos,
haja vista que muitas interacdes farmaco - alvo molecular envolvem ligacdo de
hidrogénio e a solubilidade e a particdo aquosas sdo controladas em grande parte por ela
(Ghafourian e Dearden, 2004). Assim, o nimero de aceptores /doadores de ligagdo de
ligagdo de estdo relacionados diretamente a polaridade e a permeabilidade celular de
moléculas, logo ¢ relativamente desfavoravel para uma substancia fazer muitas ligacdes
de hidrogénio, pois isso afetaria inversamente o grau de permeabilidade e também a
absorcao (Waterbeemd e Gifford, 2003).

Além disso, pode-se observar na Tabela 1 que todas as moléculas (A-E) parecem
ndo violar o coeficiente de particdo octanol/agua ou lipofilicidade (LogP), mantendo-o
entre 0 e 2, significando um bom balangco hidrofilico-lipofilico, visto que as
propriedades moleculares, tais como, hidrofobicidade e hidrofilicidade estdao envolvidas
na absorcao e biodisponibilidade dos farmacos assim como, nas interagdes hidrofobicas
farmaco-receptor, sendo, portanto, um descritor muito importante no processo de
metabolizagdo dos farmacos lipofilicos, os quais CYP3A4 tem predilecdo (Wang et al.,
2001). No entanto, provavelmente, o nimero de Aceptores e Doadores de Hidrogénio
poderd influenciar no processo de absor¢do no trato gastrointestinal moderada, devido

as interagdes entre as CYPs. (Rodrigues et al., 2021).

Tabela 1- Predigdes fisico-quimicas de flavonoides isolados de Phyllanthus niruni L.

Solubilidade RO
MM (g/mol) LogP nALH nDLH (ug/mL) TPSA 5
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A 320,23 1,98 9 5 Alta frsgTy
B 464,37 -0,53 12 8 Alta 18300 1Y
o 612,49 i 17 11 Alta e
D 306,27 1,25 7 6 Alta 12445 1
E 290,27 1,54 6 5 Alta 11038 0

Legenda: A- quercetina; B- isoquercitrina; C- rutina; D- galocatequina; E- epicatequina.
Massa Molecular (MM) <500kDa; Log P <5;nimero de Aceitadores de Ligacdo de
Hidrogénio (nALH)<10; nimero de Doadores de Ligagdo de Hidrogénio (nDLH)<S5;
Solubilidade em meio aquoso; TPSA: &rea de superficie polarizada topoldgica <140
A.RO5 — nlimero de violacdes as “Regra dos Cincos”.

Tendo em vista isso, a absor¢ao por via cutanea de todas as moléculas analisadas
(A-E) parece ser alta, mas apresentaram média absor¢do intestinal em modelos de
células humanas (A, B e D) e baixa permeabilidade em células Caco-2 (D-E) e MDCK
(B-C) (Tabela 2). Ao realizar a predicdo das moléculas frente as células epiteliais de
carcinoma do colon humano (Caco2), possibilitou uma avaliagdo acerca da
permeabilidade de compostos principalmente no que diz respeito a substancias
transportadas passivamente significando que para as células Caco2 as moléculas em
questdo possuem um baixo nivel de permeabilidade, ou seja, estdo menos propensas a
transpassar membranas. Isso pode estar relacionado ao fato de as moléculas possuirem
um carater predominantemente hidrofilico o que as torna altamente polarizadas
dificultando que elas se difundam pela monocamada celular. (Mochiutti, Carvalho,

Nascimento, Brasil & Martelli, 2019).

Tabela 2 - Predicdo dos aspectos farmacocinéticos de flavonoides isolados de

Phyllanthus niruni L.
Absor¢ao Distribuicdo Excregdo Metabolismo*
Molécula
. MDC Cac Tem Inibica
S Cutanea AIH LPP BHE p Cl ¢ Substrato
K 0-2 0y 0
A Alta Média Meédi - Medigigbaix Baixa  Curto Baix 1A2 Nao
a a a a
B Alta Baixa Médi Médi  Baiy Baixa  Curto Baix Nao Nao
a a a a
C Alta  Baixa M:d‘ Baixa B‘:" Baixa  Curto B‘:X 3A4 Nio
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Baix Médi Baix Baix i

D Alta Média Baixa  Curto 2C9,2C Nao
a a a a
19
E Am | Meaa ™ xm PE ni, MR 7 Rt ovebe
a a a 9,2C19

Legenda: A- quercetina; B- isoquercitrina; C- rutina; D- galocatequina; E- epicatequina.
Permeabilidade cutanea (alta: >0.1, baixa: < (0.1); Caco-2 (HumanColon Adenocarcinoma Cells)
e MDCK (MadinDarbyCanineKidney) (Alta >70 nm/sec, média 4-70 nm/sec e baixa 70);
Ligagdo a proteinas plasmaticas (PP) ligado fortemente >90%, ligado moderadamente 70-89%,
fracamente ligado <69%; Barreira Hematoencefalica (BHE) (Alta distribuicdo> 2,0, Média
distribuic¢do 2,0-1,0, Baixa distribui¢cdo >1,0). Taxa de liberagdo (Cl). Citocromo P450*; Tempo
1 ( >8h: alta; 3h< Cl < 8h: moderado; <3h: baixo); Taxa de liberagao (CL) (>15 mL/min/kg:
alta; SmL/min/kg< Cl < 15mL/min/kg: moderado; <5 mL/min/kg: baixo).

As moléculas A, D e E entre as selecionadas, parecem apresentar uma absorgao
moderada via células MDCK. Isso ocorre, pois, as células Madin Darby Canine Kidney
(MDCK), sao utilizadas como modelo de estudo para a avaliagdo da permeabilidade de
membranas, assim no presente estudo, considera-se que moléculas com baixa a
moderada absor¢do pelas células MDCK estdo mais propensas a possuirem uma grande
massa molecular, bem como sdo mais capazes de formar ligacdes externas de
hidrogénio dificultando sua absorcao epitelial (Chen ef al., 2018).

A ligacdo a proteina plasmatica (PP) apresentou ser baixa para todas as
moléculas selecionadas para o estudo, podendo ser prejudicial para as propriedades
farmacocinéticas das moléculas, pois tais propriedades das drogas podem ser
modificadas pelo grau de ligacdo as proteinas plasmaticas, em fun¢do da afinidade de
ambos (fArmaco e proteinas), da concentracdo sanguinea da droga e do tipo de proteinas
presentes no fluido em questdo (Stevenson, et al., 1994). As alteracdes farmacocinéticas
decorrem da distribuicdo seletiva da droga apenas na forma livre (ndo ligada as
proteinas plasmaticas) por mecanismo de difusdo ou transporte através das células de
parede de membranas de vasos sanguineos, que finalmente atingem os sitios ativos, p.e.
receptores, enzimas € DNA (Barreiro e Fraga, 2001).

A ligacdo a proteina plasmatica (PP) parece ser forte para A e E, e moderada
para B, C e D, significando uma maior afinidade dos compostos pela proteina
plasmatica. A molécula E apresentou uma ligacao forte (>90%) ideal para farmacos ao
se ligar a albumina, permitindo com que a substincia seja transportada efetivamente
(Amorim, 2004).

Na Tabela 2, percebe-se que todas as moléculas apresentaram baixa capacidade
de permeabilidade pela barreira hematoencefalica (BHE). Isso consiste na restri¢do
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durante a passagem pelas células endoteliais do cérebro. O bloqueio na passagem das
substancias pode ocorrer pelas caracteristicas fisico-quimicas das moléculas, garantindo
que o candidato a farmaco ndo apresente efeitos no Sistema Nervoso Central (SNC)
(Bertelli, 1994). Ao submeter as moléculas ao servidor online Swiss ADME, foi
realizada a avaliacdo da permeabilidade pelas membranas através do grafico boiled-egg
sendo evidenciado na Figura 2, onde as moléculas A, D e E parecem serem de fato
absorvidas pelo trato gastrointestinal. As moléculas B e C aparentemente ndo sdo
absorvidas pelo TGI (Figura 2). Nenhuma das moléculas parece possuir capacidade de
atravessar a BHE, atribuindo convergéncia entre os resultados dos programas. Isso
consiste na restricdo durante a passagem pelas células endoteliais do cérebro. O
bloqueio na passagem das substancias pode ocorrer pelas caracteristicas fisico-quimicas

das moléculas, garantindo que o candidato a fArmaco ndo apresente efeitos no SNC

(Bertelli, 1994).

Figura 2- Grafico Boiled-egg para predi¢ao de absorc¢ao de isolados de
Phyllanthus niruni L.

Show Molecules Name

H
&

BBB
HIA

o PGP+

o PGP—

2 molecules out of range!

Woietute 1

o
Molecule 5 o
Molecule 4

Legenda: A- quercetina; B- isoquercitrina; C- rutina; D- galocatequina; E- epicatequina.
BBB: barreira hematoencefalica; AIH: absor¢@o pelo trato gastrointestinal; PGP+: Transporte
acontece via Glicoproteina P: PGP-: transporte ndo ocorre via Glicoproteina P. Servidor online
SwissADME.

Quanto a metabolizagdo, todas as moléculas parecem ser metabolizadas pela
superfamilia do citocromo P450, principalmente pelas isoformas CYP 3A4, CYP 2C19,

CYP 2C9. A molécula A e C inibem apenas uma unica isoforma, enquanto as
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moléculas D e E inibem trés das isoformas, entretanto a molécula B ndo inibe nenhuma
das isoformas. Quanto maior o nimero de isoformas inibidas, maior sera a interagao
dessas moléculas com outros farmacos, o que pode principiar a presenca de reacdes
adversas, principalmente do tipo farmacocinéticas que nao sao desejaveis (Habenschus,
2017). Nesse sentido, a utilizagdo dessas moléculas como formas terapéuticas
perpassam pela necessidade de um manejo clinico do medicamento, onde a interagdo
com outros farmacos deve ser observada e conduzir a evitar que os mesmos facam
competi¢do entre si.

Além disso, quanto a excrecdao, todas as moléculas selecionadas parecem
apresentar curtos tempo de meia-vida e baixa taxa de liberacdo, visto que a meia vida de
farmacos, principalmente, benzodiazepinicos ¢ um fator relevante também para
caracterizar os efeitos colaterais, como os sintomas de abstinéncia. Farmacos com
tempo de meia-vida curta ou intermedidria, como lorazepam, oxazepam e alprazolam
provocam mais sinais de abstinéncia por sua rapida eliminag¢do, fazendo com que o
organismo sinta essa elimina¢do mais abrupta (Brunton, 2012).

Na Tabela 3 podemos observar a predicdo da toxicidade para algas, peixes
Medaka e Minnow sp., onde foi avaliado o potencial toxico sendo observada toxicidade
aguda das substancias frente a estes organismos marinhos. Todas as moléculas,
provavelmente, sdo toxicas para os modelos que utilizam peixes, podendo sinalizar os
efeitos da intoxicagcdo aguda e/ou cronica frente as substancias testes. As moléculas A,
D e E parecem ser toxicas para o crustaceo Daphnia sp., que avalia a toxicidade aguda e
os eventos toxicos relacionados a administracio de multiplas doses (toxicidade
sincronica) (Costa et al., 2008). E importante ressaltar que as diferencas de toxicidades
entre diferentes organismos sdo esperadas, pois os organismos sdo fisiologicamente

diferentes, além de pertencer a diferentes niveis troficos (Costa ef al., 2008).

Tabela 3 - Predigdo dos aspectos toxicologicos de flavonoides isolados de Phyllanthus

niruni L.
Organismos Marinhos Mutagenicidade Carcinogenicidade
Alga Daphnia Medaka  Minnow Teste Ames Camundongos Ratos
A + + + + + - +
B + - + + - - -
C + - + + - + -
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Legenda: A- quercetina; B- isoquercitrina; C- rutina; D- galocatequina; E- epicatequina.

Resultados: positivo (+), negativo (-).

As moléculas A e E (Tabela 3) foram consideradas mutagénicas pelo programa,
uma vez que apresentaram capacidade mutagénica através do teste AMES. Quanto a
carcinogenicidade, as moléculas A e D foram consideradas carcinogénicas para ratos e
somente a molécula C foi carcinogénica a camundongos. Os flavonoides sdo conhecidos
por sua agao antioxidante, ou seja, compostos capazes de sequestrar os radicais livres e
assim impedir danos as células (Behling ef al., 2004), nesse caso, as moléculas B ¢ E
parecem nao causar danos as estruturas celulares.

Em relacdo a toxicidade sist€mica, evidenciada na Tabela 4, a DL50%, os valores
previstos se mantiveram entre 300 mg/kg e 2000 mg/kg, atribuindo a classificagdo IV de
toxicidade, sendo considerados nocivos (A-E). As moléculas B, D e E foram
consideradas nefrotoxicos e todas as estruturas analisadas parecem gerar
hepatotoxicidade. Por seu carater cinético as moléculas passam muitas vezes pelo
figado, sofrendo alteracdes estruturais, apds isso elas alcancam o trato urinario onde
devem ser eliminadas, o que pode gerar uma bioacumulacdo nos néfrons causando sua

toxicidade (Vieira, 2015).

Tabela 4- Predigdo in silico da toxicidade sistémica de flavonoides isolados de Phyllanthus

niruni L.
Classifi Her Neuro .
Hepatotox ~ Nefro Teratoge ] Embrio  Hemato  Cancerig  Genotdx
cagdo ) : g* ) Toxic : " )
ico toxico nico téxico toxico eno ica

DL50* * 0
A v - - - - - - - - -
B v - - - - + - + - +
C I\Y% - ) = 5 + + - +
D IV - - - - + % s - +
E IV 5 + - - * - - - +
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Legenda: A- quercetina; B- isoquercitrina; C- rutina; D- galocatequina; E-
epicatequina.*mg/kg; **inibicdo de Herg I e II; DI5SO0- I - <5 (Fatal) II- <50 (Fatal) III- <300
(Toéxico) IV- <2000 (Nocivo ) V- <5000 (Prejudicial) VI- >5000 (Atoxico); Resultados: positivo
(+), negativo (-).

Na predicdo da nefrotoxicidade das moléculas, dentre as cinco selecionadas,
somente B, D e E (tabela 4) apresentaram resultados positivos, todavia os flavonoides,
sdo antioxidantes, uma vez que devido essa capacidade gera a reducgdo da expressao de
moléculas inflamatoérias, diminuindo a nefrotoxicidade e a hepatotoxicidade induzidas
por estresse oxidativo (Medeiros, 2018). Além disso, na predi¢do da teratogenicidade,
apenas as moléculas B e C, parecem ser positivas, sendo os teratdgenos agentes que
alteram de forma irreversivel o desenvolvimento estrutural ou funcional do embrido ou
feto, podendo provocar ma formacdes, indicando seletividade para determinado 6rgaos-
alvos e exercer seus efeitos em determinados estagios do desenvolvimento embrionario
(Andrade, 2017).

Entre as cinco moléculas selecionadas, somente a molécula A ndo apresentou
neurotoxicidade, dado que essa neurotoxicidade pode ser causada por agentes
biologicos, quimicos ou fisicos e os efeitos neurotoxicos podem ser permanentes ou
reversiveis, podendo ser decorrentes das propriedades neurofarmacologicas e
neurodegenerativas dos agentes neurotoxicos, ou do resultado da acdo direta ou indireta
no SNC (Slikker jr; Bowyer, 2005). Nas predigdes hepatotoxica e embriotoxica, as
moléculas B e C, apresentaram resultados positivos, podendo significar que sdo
moléculas toxicas para a medula dssea, e para uma ou mais de suas linhagens celulares,
haja vista que devido a grande capacidade proliferativa do tecido hematopoiético, as
células da medula dssea podem ser alvos da acdo toxica de varias substancias, incluindo
os fitoterapicos (Fugh-Berman, 2000).

Outro ponto importante deste estudo foi a predicdo de atividades bioldgicas,
sendo que, somente a molécula E, entre todas as selecionadas parece ndo apresentar
atividade antitumoral (Tabela 5). Todavia, um recente estudo mostrou que a catequina
apresenta agdo antitumoral majoritaria, considerada a mais ativa, biologicamente, e
considerado o agente antitumoral mais potente na quimioprevengdo, uma vez que pode

eliminar as espécies reativas de oxigénio (EROs), reduzir a proliferagdo celular e
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induzir a apoptose. (Das et al., 2008). Somente a molécula B parece apresentar
capacidade de estimular a caspase 3 (Tabela 5). A atividade anticancerigena da
quercetina, especialmente, da isoquercitrina foi comprovado em animais diabético
devido uma densidade aumentada de células apoptoéticas no epitélio do jejuno, tanto nas
vilosidades quanto nas criptas, por outro lado um niimero reduzido de células caspase-3-

IR (Cavararo, 2022).

Tabela 5- Predi¢ao in silico da atividade anticancer de flavonoides isolados de

Phyllanthus niruni L.
Anti Quimio
Antineo e
Apoptos Caspases . Citostatic MMP9
) o carcinogénic ~ Ip53* 3% Quinase** o preventi o
plasico
0 Vo

A + + + + - - - " "
B + + + - + 2 + + -
C + + + + - + - + -
D + + + - - - - + -
E - - + + - - - - +

Legenda: A- quercetina; B- isoquercitrina; C- rutina; D- galocatequina; E- epicatequina.
*inducdo; **inibicdo. Resultados: positivo (+), negativo (-).

As predigdes de atividade anticarcinogénica sugerem que todas as moléculas sao
positivas. Estas atividades podem estar relacionadas ao potencial antioxidante e no
sequestro de radicais livres (Tabela 5). Sabe-se que, a atividade antioxidante dos
flavonoides esta relacionada com a propriedade redutora e a sua estrutura quimica, que
neutraliza e sequestra radicais livres, quelando os metais de transi¢do e agindo tanto no
inicio, como na transmissdo do processo de oxidagdo (Paula et al., 2014). Logo, uma
substancia anticarcinogénica pode reverter ou impedir o processo de carcinogénese de
uma célula normal. Nesse contexto, as moléculas, provavelmente agem impedindo tanto
o processo de carcinogénese quanto de mutagénese ao sequestrar e impedir a acao dos
radicais livres nas células normais (Silva et al., 2001).

Quanto a proteina TP53, as moléculas A, C e E s@o possivelmente promissoras,
visto que essa proteina se torna estavel e passa a controlar diversos genes que sao seus

alvos, impedindo a progressdao do ciclo, o que permite reparar os danos nas células ou
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disparar o processo de morte destas por apoptose (Moura-Galho et al., 2004). Na analise
da indugdo a apoptose, as moléculas de A a D foram positivas, exceto a molécula E,
entretanto, um estudo evidenciou que os polifendlicos (do extrato puro de caqui, o
galato de epicatequina, a epigalocatequina e o epigalocatequinagalato) induzem
efetivamente a apoptose de células de leucemia linfocitica humana (Ferrari, 2002).

Quanto as predigdes quimiopreventiva, a maior parte das moléculas selecionadas
parecem apresentar esse potencial, pois dentre os agentes quimiopreventivos que mais
se destacam, podem-se destacar os flavonoides, pela sua capacidade de induzir a
apoptose das células tumorais, inibir a proliferacao destas células, e impedir a invasao
de angiogénese e tumor de células (Vauzour ef al., 2010). Ao predizer a capacidade de
inibi¢do da expressdao de MMPY, somente as moléculas A e E, se destacam, uma vez as
MMPs atuam degradando proteinas da lamina basal em torno dos capilares, facilitando
a angiogénese e a neurogénese, € contribuindo para instigar a morte celular, todavia
flavonoides dos tipo quercetina e catequina apresentam potente acdo neuroprotetora
para neurdnios dopaminérgicos em cultura, sendo essas agdes conhecidas por
modulagcOes de cascatas de sinalizacao intracelular envolvidos no controle da
sobrevivéncia, morte e diferenciacdo; efeitos na expressdo de genes e efeitos
mitocondriais (Santos, 2011).

Outro ponto a destacar foi a predicdo da atividade antioxidante das moléculas
(Tabela 7), onde todas as moléculas de A até E se mostraram promissoras na previsao.
Os flavonoides sao antioxidantes efetivos devido as suas propriedades sequestrantes de
radicais livres e, por quelar ions metalicos, protegem os tecidos dos radicais livres e da
peroxidagdo lipidica, visto que a propriedade antioxidante ¢ direcionada sobre o radical
hidroxil (OH) e o anion superoxido (O2-), que sdo espécies altamente reativas

envolvidas na iniciacao da peroxidagdo lipidica. (Galho, 2014).

Tabela 7 — Prediggo de efeitos farmacologicos sistémicos de flavonoides isolados de

Phyllanthus niruni L.

.. . - Protetor Estimulante de
Vasoprotetor Anti-inflamatorio ~ Antioxidante e . .
hepatico histamina
A - - - - -
B - - - - -
C + + + + +
D - - 4 + +
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Legenda: A- quercetina; B- isoquercitrina; C- rutina; D- galocatequina; E- epicatequina.
Resultados: positivo (+), negativo (-).

Na predi¢do da atividade antiinflamatoria, as moléculas B e C, parecem ser
promissoras, tendo em vista que em relacdo a atividade antiinflamatéria, os in
flavonoides atuam modulando células envolvidas com r a inflamagdo (por exemplo,
inibindo a proliferagdo de como importantes linfocitos T), inibindo a produgdo de
citocinas pro-inflamatorias (por exemplo, TNF-a e IL-1), modulando atividade das
enzimas da via do 4cido araquiddnico, tais como fosfolipase Az, ciclo-oxigenase e lipo-
oxigenase, além de modularem a enzima formadora de 6xido nitrico, a 6xido nitrico
sintase induzida mesmo inibir a form (iNOS) (Coutinho, 2009).

Na estimagao das moléculas que sdo estimulantes de histaminas, as moléculas A,
B e C, presumivelmente sdo promissoras, visto que tais participaram da distribui¢do de
mastdcitos, onde tecidos e fluidos rico: dessas células, como pele, camada mucosa do
trato gastrointestinal, pulmdes vias aéreas superiores e fluidos peritoneais de ratos e
camundongos, possuem elevadas concentragdes de histamina. Sendo também, cruciais
na liberagdo e atuacdo da histamina em seus receptores especificos (Barros, et al.,
2015).

O sistema de classificacdo Anatomical Therapeutic Chemical (ATC) (Tabela 8) ¢
usado para a classificagdo de drogas. E uma publicagio da Organizagio Mundial da
Satde (OMS) e nela podemos encontrar a classificagao e identificar o 6rgao ou sistema
no qual os medicamentos atuam e suas propriedades quimicas, farmacoldgicas e
terapéuticas. Cada codigo ATC ¢ dividido em 4 niveis:nivel 1: grupo principal
anatomico, nivel 2: grupo principal terapéutico; nivel 3:  subgrupo
terapéutico/farmacologico; nivel 4: subgrupo quimico/terapéutico/farmacolégico. Para a
previsao de ATC, bem como a previsdo de alvo, ¢ utilizado o servidor web SuperPred,
baseando-se em um modelo de aprendizado de maquina, usando regressdo logistica e

impressoes digitais Morgan de comprimento. (Todescato, 2017).

Tabela 8-Previsdo de classificagdo ATC de flavonoides isolados de Phyllanthus niruni L.

Molécula D Molécula E
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Grupo principal anatomico Sistema cardiovascular Sistema cardiovascular

Medicamento para terapia

Grupo principal terapéutico Vasoprotetor
cardiaca
Subgrupo terapéutico Estabiliad " Estimulante excl. glicosideos
“ o stabilizador capilar
farmacologico @hidiacos
Subgrupo Estimulantes adrenérgicos e

i At oo Bioflavonoide estabilizador de capilares
quimico/terapéutico/farmacologico dopaminérgicos

Receptor alfa do horménio tireoidiano Receptor mineralocorticoide
Porcentagem (%) (probabilidade: 82,94%; precisdo do (probabilidade: 75,14%; precisdo
modelo: 99,15%) do modelo: 100%)

Legenda: D- galocatequina; E- epicatequina.

Com isso, dentre as moléculas selecionadas, A, B, C e D apresentaram uma
porcentagem relativamente baixa na classificagdo (<30%). Em relagdo, principalmente a
molécula E, a classificagdo ATC enunciou para o grupo principal anatdmico, terapéutico
e o subgrupo terapéutico/farmacologicos possiveis farmacos agindo sobre o sistema
cardiovascular  humano, todavia diferenciando-se apenas nos subgrupos
terapéutico/farmacologico/quimico, pois a epicatequina, apresenta atividade
vasodilatadora, além de papel cardioprotetor e cardiovascular, foi comprovado que esse
flavonoide atua sobre o endotélio vascular, através da sintese e liberagdo o6xido nitrico
(NO), que promove vasorelaxamento, reduz a agregacao plaquetéria e limita o fluxo de
proteinas plasmadticas aterogénicas na parede arterial (Neiva, et al., 2003).

Ao analisar os resultados de classificagdo ATC a molécula E destacou-se
apresentando um percentual de 75,14%, sendo considerada a mais promissora entre os
cinco isolados da espécie, uma vez que apresenta alvos moleculares promissores para
futuros estudos de docagem molecular, tendo em vista que tal molecular também
apresentou bom perfil de semelhanga com farmacos, convergéncia com a atividade
biologica prevista e menor toxicidade, por sua vez, podendo agir especificamente sobre
o sistema cardiovascular humano como vaso-protetor estabilizador de capilares (Tabela
8). Além disso, avaliou-se os efeitos do bloqueio do receptor mineralocorticoide (RMC)

da epicatequina na funcdo endotelial, na pressdo arterial (PA) e em parametros
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inflamatoérios e renais de individuos com sindrome metabolica (SM) (Lovisi, 2013). Por
fim, recentes estudos debatem a ag¢do da epicatequina na dieta humana e também
auxiliando no tratamento de doencas neurodegenerativas como Alzheimer e

neurologicas como ansiedade (Ribeiro, 2003)
4. CONSIDERACOES FINAIS

Ao avaliar o perfil de semelhanga dos compostos deste estudo com farmacos, foi
possivel perceber que a epicatequina foi a estrutura que teve o melhor perfil
farmacocinético (absorcao, distribuicdo e metabolismo), menor toxicidade e grande
potencial biologico. Pode-se sugerir que ¢ importante investigar a atividade anticancer e
os efeitos sist€émicos, especialmente, relacionados ao sistema circulatorio humano destes
compostos, principalmente utilizando modelos in vitro ao levar em consideragdo seus

efeitos antioxidantes e vasoprotetores.
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