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RESUMO

Objetivo: Analisar o potencial farmacoldgico e toxicoldgico in silico do 5-hidroxi-4’,7-
dimetoxiflavona utilizando softwares gratuitos.

Métodos: Inicialmente utilizou-se o software Chemdraw para o desenho da molécula,
em seguida a andlise da probabilidade da atividade da moléula foi realizada com o
software Pass online. Na andlise dos parametros farmacoldgicos, foi avaliado a
biodisponibilidade oral tedrica do produto, pela “Regra dos Cinco” de Lipinski com o
software Molinspiration Cheminformatics. Finalmente, os parametros toxicolégicos bem
como o estudo tedrico sobre o efeito carcinogénico, o teste de AMES e a toxicidade oral
aguda foi efetuada no programa admetSAR.

Resultados: No pass online foi detectado 25 possiveis atividades farmacolégicas dentre
elas, anti-mutagénico, anti-hemorragico, anti-inflamatoério, antioxidante e
anticarginogénico. O flavonoide em estudo ndo vai contra nenhuma das Regras dos Cinco
de Lipinski, ou seja, o produto apresenta uma boa biodisponibilidade oral teorica. O
flavonoide também ndo apresentou toxicidade pelo teste AMES, néo foi classificado como
carcinogénico e a categoria de toxicidade oral aguda é a categoria III.

Conclusodes: A partir desta analise computacional foi possivel observar que o flavonoide
em estudo apresenta promissoras atividades farmacoldgicas e toxicoldgicas in silico e a
presenca dos softwares Pass online, Molinspiration e admetSAR provaram serem viaveis
como ferramentas alternativas nos testes.
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ABSTRACT

Objective: To analyze the pharmacological and toxicological in silico potential of 5-
hydroxy-4', 7-dimethoxyflavone using free software.

Methods: Initially the Chemdraw software was used for the design of the molecule, and
then the analysis of the probability of the activity of the molecule was performed with the
software Pass online. In the analysis of pharmacological parameters, the theoretical oral
bioavailability of the product was evaluated by Lipinski's Rule of Five with Molinspiration
Cheminformatics software. Finally, the toxicological parameters as well as the theoretical
study on the carcinogenic effect, the AMES test and the acute oral toxicity were carried
out in the admetSAR program.

Results: In the Pass online were detected 25 possible pharmacological activities among
them, anti-mutagenic, anti-hemorrhagic, anti-inflammatory, antioxidant and
anticarginogenic. The flavonoid under study does not go against any of the Lipinski Five
Rules, is the product has a good theoretical oral bioavailability. The flavonoid was also
non-toxic by the AMES test, not classified as carcinogenic, and the acute oral toxicity
category is category III.

Conclusions: Based on this computational analysis it was possible to observe that the
flavonoid in the study presented promising pharmacological and toxicological activities in
silico and the presence of Pass online, Molinspiration and admetSAR software proved to
be viable as alternative tools in the tests.

Keywords: Drugs. Software. Toxicology.

Introducao

Os produtos naturais cada vez mais vém recuperando espaco e importancia nas
industrias farmacéuticas ao serem fortes aliados ao desenvolvimento de novas drogas.
No entanto, o planejamento de novos farmacos é um processo arduo, que requer tempo
e investimento aplicado a pesquisa e o desenvolvimento. Calcula-se que para obter uma
nova droga segura e eficaz ao consumo humano, seja necessario entre 15-25 anos, com
um gasto de 800 a 1,4 bilhdes de ddlares?.

Além disso, a descoberta de novas drogas, como as oriundas de plantas
medicinais, € um problema mais complexo do que era no passado. O problema na
verdade é a complexidade das moléculas oriundas de plantas mediciais. Neste contexto,
os estudos in silico, que utilizam sistemas computacionais que estocam, manipulam e
mostram estruturas quimicas e as informacgles associadas a elas se tornaram uma
ferramenta importante e de uso crescente na pesquisaZ.

A computacdo se mostra promissora por permitir a detecgdo precoce de moléculas
com problemas e por orientar a pesquisa na diregdo de moléculas com maior potencial *
>, A disponibilidade de programas computacionais e bancos de dados sdo ferramentas
essenciais para a simulagdo do comportamento de moléculas no planejamento de novos
farmacos. Novos agentes terapéuticos podem ser desenvolvidos pela anadlise da relagdo
estrutura-atividade, onde os dados estruturais podem ser obtidos por diferentes

técnicas®’.
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O desenho de drogas é um processo interativo que comeca quando um composto
com perfil bioldgico interessante é identificado e termina quando tanto o perfil de
atividade e a sintese de uma nova entidade quimica s&o otimizados?.

Apesar da existéncia deste caminho cientifico, poucos sdo os estudos
farmacologicos e toxicologicos de produtos naturais oriundos de plantas medicinais que
se iniciam com os testes computacionais, tornando-se assim escasso o material literario
sobre os softwares e os testes disponiveis e confidveis.

Com base nisso, torna-se importante realizar os testes in silico de varios
metabolitos secundarios de plantas com possiveis propriedades terapéuticas, como os
flavonoides, compostos polifendlicos constituido por trés anéis contendo 15 atomos de
carbono®.

Com base nisso, este trabalho buscou avaliar as atividades farmacoldgicas e
toxicoldgicas in silico do flavonoide 5-hidroxi-4’,7-dimetoxiflavona com ferramentas
computacionais (Pass online, Molinspiration e admetSAR), para destacar as principais
atividades farmacoldgicas, a biodisponibilidade oral tedrica e investigar o perfil

toxicoldgico.

Métodos

Os ensaios laboratoriais referentes aos estudos in silico do flavonoide 5-hidroxi-
4’,7-dimetoxiflavona foram realizados no Laboratério de Bioquimica da Unidade
Académica de Ciéncias Bioldgicas do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR) da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), com a colaboragcdao do Prof. Dr.
Abrahao Alves de Oliveira Filho.

Para o inicio do estudo foi realizado o desenho da molécula no programa
conhecido como Chemdraw (http://www.chemspider.com/) que possui a tarefa de
transmitir as informacGes quimicas referente a molécula. Com esses dados foi possivel
realizar os estudos in silico proposto no trabalho.

Em seguida, ocorreu a anadlise da probabilidade do desenvolvimento de
propriedades farmacoldgicas do flavonoide em estudo utilizando o software Pass online, o
qual é conhecido como uma ferramenta valida e altamente recomendada na previsdo do
espectro de atividade para substancias com o destino de avaliar o potencial bioldgico
geral de uma molécula organica sobre o organismo humano. Este programa fornece
previsdes simultaneas de muitos tipos de atividades bioldgicas com base na estrutura dos
compostos organicos. O espectro de atividade biolégica de um composto quimico é o
conjunto de diferentes tipos de atividade bioldgica, que refletem os resultados de
interacdo do composto com varias entidades bioldgicas. Pass online da varias facetas

(caracteristicas) da acdo bioldgica de um composto, obtendo os indices Pa (probabilidade
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"de ser ativo") e Pi (probabilidade "de ser inativo") estimando a categorizacdao de um
composto potencial em ser pertencente a subclasse de compostos ativos ou inativos,
respectivamente °.

Na analise dos parametros farmacoldgicos, foi avaliado a biodisponibilidade oral
tedrica do produto, pela “Regra dos Cinco” de Lipinski, que estabelece que pelo menos
trés de quatro requisitos devam ser apresentados para que o composto possua uma boa
biodisponibilidade. Assim, para que compostos sejam absorvidos, devem possuir miLogP
menor ou igual a 5,00; MM menor ou igual a 500 g.mol™*; Area de superficie polar (TPSA)
menor ou igual a 140 A2 ou a soma do nimero de aceptores e doadores de ligacdo de
hidrogénio menor que 12; Maximo de 10 grupos aceptores de ligagdo de hidrogénio
(nALH), que é expresso pela soma de atomos de N e O; Maximo de 5 grupos doadores de
ligacdo de hidrogénio (nDLH), expresso pela soma de OH e NH na molécula °. Para esta
predicao, foi empregado o] programa Molinspiration Cheminformatics
(http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties).

Com os parametros toxicoldgicos foi efetuado o estudo tedrico sobre o efeito
carcinogénico, o teste de AMES e a toxicidade oral aguda; pelo programa admetSAR
(http://Immd.ecust.edu.cn:8000/). Nesta analise, os resultados foram classificados como
téxicos (T) e ndo-téxicos (NT); carcinogénico (C) e ndo-carcinogénico (NC).

A toxicidade oral aguda foi classificada com base nas quatro categorias da Agéncia
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos que divide os compostos de acordo com seu
valor de DLsy (conhecida como a dose letal mediana). A categoria I contém os compostos
com valores de DLsg inferior ou igual a 50 mg/kg, a Categoria II contém compostos com
DLsg valores superiores a 50 mg/kg e inferior a 500 mg/kg, a Categoria III inclui
compostos com DLsg valores superiores a 500 mg/kg e inferior a 5000 mg/kg e a

Categoria IV consiste de compostos com DLsg valores superiores a 5000 mg/kg.
Resultadso e Discussao

A andlise farmacoldgica do flavonoide 5-hidroxi-4’, 7-dimetoxiflavona utilizando o
software Pass online demonstrou que este composto tem a probabilidade de apresentar
varios efeitos bioldgicos com importancia terapéutica, como por exemplo: anti-
mutagénico, anti-hemorragico, anti-inflamatoério, antioxidante e anticarginogénico, como

mostra a tabela 1.
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Tabela 1- Analise in silico do flavonoide 5-hidroxi- 4’, 7-dimetoxiflavona com o
software Pass online.

N° Atividades Pa Pi Atividade bioldgica
1 0,910 0,002 Antimutagénico
2 0,755 0,018 Antineoplasico

3 0,658 0,010 Anti-hipercolesterolémico
4 0,627 0,011 Anticarcinogénico
5 0,619 0,004 Antioxidante

6 0,610 0,029 Antiinflamatério
7 0,560 0,009 Antisséptico

8 0,555 0,003 Anti-hemorragico
9 0,518 0,017 Antimicobacteriano
10 0,505 0,030 Antifdngico

11 0,486 0,026 Antiulcerativo
12 0,479 0,032 Antialérgico

13 0,459 0,014 Antitussigeno
14 0,442 0,021 Antituberculdsico
15 0,410 0,029 Antiparasitario
16 0,369 0,038 Antibacteriano
17 0,340 0,006 Antifibrinolitico
18 0,336 0,034 Antiprotozoario
19 0,317 0,032 Antihelmintico
20 0,311 0,283 Anti-isquémico, cerebral
21 0,280 0,115 Antitrombdético
22 0,272 0,011 Anti-hematotdxico
23 0,242 0,097 Antitoxico

24 0,212 0,069 Anticataratico
25 0,164 0,143 Antiviral

Autoria proépria (2017)

Estes resultados da analise in silico corroboram com outros dados da literatura

cientifica que aponta os flavonoides como metabodlitos secundarios com um amplo

11 15

, antifibrotica >,
20,21

nimero de atividades farmacoldgicas anti-inflamatéria | teri4

18,19

, antivira

16 17

antioxidante *°, antineoplasica */, antifungica e antibacteriana . Por isso sdo
utilizados para o tratamento de varias doencas e ha séculos constituem alvos de
pesquisas cientificas. Além disso, esses metabdlitos sdo conhecidos por inibir a
peroxidacdo lipidica, agregacdo plaquetaria, permeabilidade e fragilidade capilar e as
atividades enzimaticas da ciclo oxigenase e da lipoxigenase. Eles promovem estes efeitos
ao agirem como sequestradores de radicais livres, antioxidantes e quelantes de cation
divalente 2223,

A anadlise computacional do flavonoide em estudo utilizando o software

Molinspiration revelaram propriedades expostas na tabela 2.
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Tabela 2- Analise in silico do flavonoide 5-hidroxi- 4’, 7-dimetoxiflavona
com o software Molinspiration.

Comp. miLogP MM nALH Ndlh nviolagbes TPSA nrotb

Flavonoide 3.54 298.29 5 1 0 68.91 3

Comp. - composto; miLogP - coeficiente de particdo octanol/agua; nALH - nimero de
grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio; nDLH - nimero de grupos doadores de
ligacdo de hidrogénio; nviolagdes — numero de violagdes; TPSA - area superficial polar
topoldgica; nrotb — nimero de bandas rotaveis.

Autoria propria (2017)

Os resultados obtidos (Tabela 2) foram comparados com a Regra dos Cinco de
Lipinski em que um composto deve apresentar os seguintes resultados, para ter boa
biodisponibilidade oral: miLogP menor ou igual a 5,00; MM menor ou igual a 500 g.mol-
1; Area de superficie polar (TPSA) menor ou igual a 140 A2 ou a soma do nimero de
aceptores e doadores de ligacao de hidrogénio menor que 12; Maximo de 10 grupos
aceptores de ligacdo de hidrogénio (nALH), que é expresso pela soma de atomos de N e
O; Maximo de 5 grupos doadores de ligagdo de hidrogénio (nDLH), expresso pela soma
de OH e NH na molécula '°. Os compostos que violarem mais de um desses pardmetros
poderdo apresentar problemas de biodisponibilidade.

Além desses parametros analisados existe também o parametro nimero de
bandas rotaveis (nrotb), que esta relacionado a flexibilidade da molécula para a predicao
da biodisponibilidade, pois quanto maior a sua flexibilidade mais facil a interacdo com a
enzima. A flexibilidade da molécula esta associada ao nimero de ligagOes rotaveis que
corresponde ao numero de ligagdes simples, fora de um anel, ligado a um atomo ndo
terminal. Quanto mais ligagbes simples tiver a molécula, maior é a interagdo com a
enzima facilitando a transposicdo da barreira, ou seja, maior a biodisponibilidade do

25 estabeleceram que

farmaco. Através de alguns estudos, Veber e colaboradores
compostos, com uma TPSA menor ou igual a 140 A2 e um nUmero de ligacBes rotaveis
menor ou igual a 10, apresentaram elevada probabilidade de boa biodisponibilidade oral.

ApoOs a comparacdo pode-se observar que o flavonoide em estudo ndo vai contra
nenhuma das Regras dos Cinco de Lipinski, ou seja, o produto apresenta uma boa
biodisponibilidade oral tedrica. Estes resultados estdo de acordo com o estudo in vivo
realizado por Liu & Hu?®, que mostrou que a flavona apigenina, o flavonoide em estudo,
eram bem absorvidas no intestino.

Embora os produtos naturais sejam amplamente considerados de menor risco em
comparagdo as drogas sintéticas, eles ndo sao completamente livres da possibilidade de
toxicidade ou outros efeitos adversos 2°.

Sendo assim, ha a necessidade de realizar estudos toxicoldgicos para

determinagdo de parametros de seguranca que ndo sao observados durante o uso
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popular dos derivados de plantas medicinais, constituindo assim, uma analise bastante
relevante, uma vez que se caracterizam os efeitos deletérios das drogas produzidos a
partir de sua administracdo, ajudando a decidir se uma nova substancia deve ser
adotada ou ndo para uso clinico %’.

Um software que pode ser utilizado para avaliar a toxicidade computacional é o
admetSAR. Por meio da analise do flavonoide utilizando este programa, pode-se observar
que o flavonoide ndo apresentou toxicidade pelo teste AMES, ndo foi classificado como

carcinogénico e a categoria de toxicidade oral aguda é a categoria III (Tabela 3).

Tabela 3 — Toxicidade in silico do flavonoide 5-hidroxi- 4’, 7-dimetoxiflavona
calculada no software admetSAR

Tipo de toxicidade Toxicidade Carcinogénico Toxicidade oral
AMES aguda
5-hidroxi- 4’, 7- NT NC III
dimetoxiflavona (ndo toéxico) (ndo carcinogénico) (500 - 5000
mg/kg)

Autoria proépria (2017)

Conclusao

Tendo em vista os resultados obtidos, pode-se concluir que o flavonoide 5-hidroxi-
4',7-dimetoxiflavona apresenta promissoras atividades farmacoldgica e toxicoldgica in
silico e o uso de softwares como o Pass online, Molinspiration e admetSAR é uma
alternativa viavel para o desenvolvimento de novos farmacos a base de produtos

naturais.
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