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Resumo

A Bauhinia variegata Linn pertence a familia Fabaceae e ¢ utilizada popularmente como
hipoglicemiante. Estudos fitoquimicos isolaram flavonoides, terpenos, esteroides e derivados
do naftaleno, e por essa razao, este artigo objetiva descrever os resultados de farmacocinética,
toxicidade e atividades biologicas obtidos em estudos in silico das moléculas isoladas para B.
variegata. As bases de dados online para coleta dos dados foram: PreADMET e PASS online.
Para o desenho das estruturas quimicas e caracterizagao fisico-quimica: MarvinSketch, Mcule
property calculator e Chemicalize. Os resultados sugeriram que o Caempferol, 2'-hidroxi-4',6'-
dimetoxi-3,4-metilenodioxichalcona, = Campferol3-O-a-L-ramnosideo, (2S)-5,7-dimetoxi-
3’,4’-metilenodioxiflavanona e 5,6-dihidro-1,7-dihidroxi-3,4-dimetoxi-2-

metildibenz[b,f]Joxepina apresentaram melhor padrao farmacocinético, devido as caracteristicas
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fisico-quimicas serem alinhadas com Lipinsk, entretanto, todos os compostos apresentaram
inibi¢do sobre o citocromo P450 (CYP). O Lupeol foi o mais favoravel enquanto
antineoplasico; o [-Sitosterol ¢ o Heptatricontan-12, 13-diol capacidade antiviral; os
flavonoides (Campferol3-O-a-L-ramnosideo e 2'-hidroxi-4',6'- dimetoxi-3,4-
metilenodioxichalcona) e o Lupeol atividade antiparasitaria; o Campferol3-O-a-L-ramnosideo
e o Lupeol potencial anti-inflamatério. A acdo hipoglicemiante ndo foi encontrada, mas a via
de liberagdo do hormoénio pode ser outra. Os compostos obtiveram resultados toxicos nos
diferentes niveis troficos e em relacdo a avaliagdo da carcinogenicidade e mutagenicidade. Com
base nestes aspectos, o Campferol3-O-a-L-ramnosideo e o Lupeol parecem ser as moléculas
mais promissoras em atividades bioldgicas, podendo atuar como antimalaricos, com
modificacdes necessarias na sua estrutura para a diminui¢ao dos seus efeitos toxicos, bem como
apresentando aspectos farmacocinéticos aceitaveis caso sejam candidatos a farmacos.

Palavras-chave: Bauhinia variegata Linn; Predi¢ao; Farmacologia.

Abstract

Bauhinia variegata Linn belongs to the Fabaceae family and is popularly used as a
hypoglycemic agent. Phytochemical studies isolated flavonoids, terpenes, steroids and
naphthalene derivatives, and for this reason, this article aims to describe the results of
pharmacokinetics, toxicity and biological activities obtained in in silico studies of the isolated
molecules for B. variegata. The online databases for data collection were: PreADMET and
PASS online. For the design of chemical structures and physico-chemical characterization:
MarvinSketch, Mcule property calculator and Chemicalize. The results suggested that
Caempferol,  2'-hydroxy-4',6'-dimethoxy-3,4-methylenedioxyhalhal, =~ Campferol3-O-a-L-
ramnoside,  (2S)-5,7-dimethoxy-3',4'-methylenedioxyflavanone  and  5,6-dihydro-1,7-
dihydroxy-3,4-dimethoxy-2-methyldibenz [b, f] oxepine showed a better pharmacokinetic
pattern, due to the physical characteristics -chemicals are aligned with Lipinsk, however, all
compounds showed inhibition on cytochrome P450 (CYP). Lupeol was the most favorable as
an antineoplastic agent; [B-Sitosterol and Heptatricontan-12, 13-diol antiviral capacity;
flavonoids (Campferol3-O-a-L-ramnoside and 2'-hydroxy-4',6'-dimethoxy-3,4-
methylenedioxyhalhal) and Lupeol antiparasitic activity; Campferol3-O-a-L-ramnoside and
Lupeol potential anti-inflammatory. The hypoglycemic action has not been found, but the
hormone release pathway could be different. The compounds obtained toxic results at different
trophic levels and in relation to the evaluation of carcinogenicity and mutagenicity. Based on

these aspects, Campferol3-O-a-L-ramnoside and Lupeol appear to be the most promising
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molecules in biological activities, being able to act as antimalarials, with necessary
modifications in their structure to reduce their toxic effects, as well as presenting acceptable
pharmacokinetic aspects if they are candidates for drugs.

Keywords: Bauhinia variegata Linn; Prediction; Pharmacology.

Resumen

Bauhinia variegata Linn pertenece a la familia de las Fabaceae y se utiliza popularmente como
agente hipoglucemiante. Los estudios fitoquimicos aislaron flavonoides, terpenos, esteroides y
derivados de naftaleno, por lo que este articulo tiene como objetivo describir los resultados de
farmacocinética, toxicidad y actividades biolégicas obtenidos en estudios in silico de las
moléculas aisladas de B. variegata. Las bases de datos en linea para la recoleccion de datos
fueron: PreADMET y PASS en linea. Para el disefio de estructuras quimicas y caracterizacion
fisico-quimica: MarvinSketch, Calculadora de propiedades de Mcule y Chemicalize. Los
resultados sugirieron que Caempferol, 2'-hidroxi-4',6'-dimetoxi-3,4-metilendioxihal,
Campferol3-O-a-L-ramnoside, (2S)-5, 7-dimetoxi-3',4'-metilendioxiflavanona y 5,6-dihidro-
1,7-dihidroxi-3,4-dimetoxi-2-metildibenz [b, f] oxepina mostraron un mejor patrén
farmacocinético, debido a la -los productos quimicos estan alineados con Lipinsk, sin embargo,
todos los compuestos mostraron inhibicion del citocromo P450 (CYP). El lupeol fue el méas
favorable como agente antineoplasico; capacidad antiviral de B-sitosterol y heptatricontan-12,
13-diol; flavonoides (Campferol3-O-a-L-ramnoside y 2'-hidroxi-4 ', 6'-dimetoxi-3,4-
metilendioxihalhal) y actividad antiparasitaria de Lupeol; Campferol3-O-a-L-ramnoside y
lupeol antiinflamatorio potencial. No se ha encontrado la accién hipoglucémica, pero la via de
liberacion de hormonas puede ser diferente. Los compuestos obtuvieron resultados toxicos a
diferentes niveles troficos y en relacion con la evaluacion de carcinogenicidad y mutagenicidad.
En base a estos aspectos, Campferol3-O-a-L-ramnoside y Lupeol parecen ser las moléculas
mas prometedoras en actividades bioldgicas, pudiendo actuar como antimaléricos, con
modificaciones necesarias en su estructura para reducir sus efectos toxicos, ademas de presentar
aspectos farmacocinéticos aceptables si son candidatos a farmacos.

Palabras clave: Bauhinia variegata Linn; Prediccion; Farmacologia.

1. Introducéo

O género Bauhinia € bastante difundido no Brasil apresentando maltiplas denominagGes

populares como pata-de-vaca, unha-de-vaca, unha-de-boi, bauinia, mirird, morord, unha-de-
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anta entre outros, advindo do formato de suas folhas bilobadas (Nogueira & Sabino, 2012; Lusa
& Bona, 2009). Dentre as diversas espécies que o compdem, as suas plantas sdo bastantes
conhecidas e utilizadas pelas populacdes tradicionais no tratamento de diversas enfermidades,
em que se destaca, 0 seu potencial hipoglicemiante comprovado, sendo a B. variegata a mais
manipulada visando esse beneficio (Azevedo, et al., 2006; De Los Rios & Hidalgo, 2003; Silva
& Filho, 2002).

Pertencente a familia Fabaceae e subfamilia Caesalpiniaceae, 0 género possui uma gama
de espécies, com aproximadamente 300 plantas, onde 200 s&o apenas brasileiras demonstrando
a sua estabilidade em se adequar nos trépicos e regides quentes do globo (Vaz & Tozzi, 2005).
Em relacdo as caracteristicas morfoanatémicas, a B. variegata dispdem de suas flores com
tonalidade cor-de-rosa, por mais que algumas subespécies apresentem flores de coloragédo
branca, podendo dificultar a sua identificacdo botanica devido a sua semelhanca a B. forticata.
A equivaléncia a “pata de uma vaca” consiste em suas folhas compostas, de limbo bifoliolado
e simétrico, foliolo de &pice obtuoso e venacao actinddroma (Lusa & Bona, 2009). O arbusto é
caducifdlio com cerca de “5 a 7 metros de altura com caule liso, muito fibroso e de cascas
fibrosas” (Nogueira & Sabino, 2012).

Estudos de atividades bioldgicas comprovam a sua agdo anticoagulante, onde foi
purificado e sequenciado da semente de B. variegata o inibidor de tripsina que apresentou
homologia com o inibidor de Fator Xa isolado das sementes de B. ungulata que esta envolvido
na cascata da coagulacdo sanguinea (Souza, 2001); Antioxidante, por meio dos extratos
etandlico e aquoso da casca do caule e da raiz que mostraram capacidade de eliminar o peréxido
de hidrogénio, radical DPPH, superdxido e 6xido nitrico; antihiperlipidémico, através dos
extratos tratados em ratos albinos hiperlipidémicos havendo reducdo significativa de
triglicerideos séricos, colesterol, LDL e VLDL (Rajani & Ashok, 2009).

Hipoglicemiante, através do decocto das folhas que demonstrou efeito inibitorio sobre
a glicacdo ndo enzimatica da hemoglobina (De Los Rios & Hidalgo, 2003); antitumoral,
avaliada com o extrato etandlico contra o carcinoma ascitico de Ehrlich em camundongos
albinos suicos (Rajkapoor, et al., 2003).

Avaliou-se a atividade anti-inflamatdria para os compostos 7-(tertbutil)-6-etoxi-1-(2-
metilprop-1-en-1-il)-3-(tertpentil) naftaleno (A) e Caempferol 7,4'-dimetil éter 3-O-p-D-
glucopiranosideo (D) obtidos a partir do extrato metanolico de B. variegata. Foi observado que
esses metabdlitos tratados em macrofagos peritoniais provenientes de camundongos resultou
em uma diminui¢do nos niveis de oxido nitroso (NO), em que sob condicdes de patologia,

poderia desencadear insuficiéncia respiratoria e choque séptico. Todavia, estimulou a producao
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de TNF-a e IL-12 aumentando os efeitos de protecdo contra doencas inflamatdrias (Rao, et al.,
2008). A anélise desta atividade é fundamental, uma vez que vem sendo demonstrado o
beneficio do efeito anti-inflamatdrio para o diabetes mellitus, pois a evolucdo da doenca esta
diretamente relacionada a inflamac&o do tecido adiposo (Gomes & Accardo, 2019).

Assim, estudos fitoquimicos levaram aos isolamentos e identifica¢es dos metabdlitos
secundarios que estdo associados as diferentes atividades bioldgicas atribuidas a espécie,
visando tanto justificar seu uso popular quanto agregar valor econdmico. Diante disso, é
importante qualificar os aspectos dessas moléculas visando constatar o seu potencial
terapéutico. Na literatura, ha uma caréncia de estudos in silico dessas moléculas isoladas para
B. variegata que se dispusesse a entender tais substancias predispondo o seu processo natural
ou de laboratorio. Este artigo descreve, de maneira inédita, os resultados de farmacocinética,
toxicidade e atividades biologicas obtidos em estudos in silico das moléculas isoladas para B.

variegata.

2. Metodologia

Inicialmente, foi realizada revisdo da literatura cientifica buscando moléculas ja
identificadas e isoladas da B. variegata que poderiam ou ndo terem sido submetidas as analises
in vitro ou in vivo para atividades biologicas. Neste estudo foi utilizado o método comparativo,
do tipo quantitativo, para as analises de farmacocinética, toxicoldgica, fisico-quimica e
biologica em que as moléculas desenhadas foram comparadas com as bases de dados online
para cada caracteristica explorada (Branddo, et al., 2020; Correa-Barbosa, et al., 2020; Pereira,
etal., 2018).

Para este trabalho utilizou-se os seguintes programas: MarvinSketch versao 20.12, 2020,
para o desenho das estruturas quimicas; PreADMET (versdo 2.0, Copyright © 2005 — 2017)
para as predi¢Bes farmacocinéticas e toxicologicas (Preadmet, 2020); PASS online - Prediction
of Activity Spectra for Substances (versao 2.0, Way2Drug.com © 2011 — 2020) para a predi¢édo
das atividades bioldgicas das moléculas (PASS online, 2020); o programa online Mcule
property calculator (Mcule, 2020) e Chemicalize.org (Chemicalize, 2020) para determinar as
propriedades fisico-quimicas das moléculas.

As predicbes para ADMET/Tox foram calculadas utilizando o software online
PreADMET, tendo como base a regra de Lipinsk ou “ regra dos cinco”, em que uma molécula
deve apresentar: log P < 5, massa molecular < 500 daltons, aceptores de hidrogénio < 10 e

doadores de hidrogénio < 5 (Lipinski, 2004). Os parametros para as propriedades
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farmacocinéticas foram os seguintes : MDCK (Madin-Darby canine kidney) e Caco-2 (baixa
permeabilidade: < 4 nm/sec; média permeabilidade: 4 — 70 nm/sec; alta permeabilidade: > 70
nm/sec; Yazdanian, et al., 1998), Absorcdo Intestinal Humana - HIA (mal absorvidos: 0 - 20%;
moderadamente absorvidos: 20 - 70%; bem absorvidos: 70 - 100%; Yee, 1997), ligacdo a
proteinas plasmaticas (fortemente ligados: mais de 90%; fracamente ligados: menos de 90%;
(Preadmet, 2020) e passagem pela barreira hematoencefalica (atravessa livremente: mais de 2;
moderadamente: 2.0 - 0.1; ndo atravessa: menor que 0,1; Ajay, et al., 1999).

Para a analise dos resultados de metabolismo de fase 1 e 2 foram considerados
substancias quer inibem: 2 ou mais CYP — acabam interferindo no metabolismo de farmacos,
podendo apresentar toxicidade; 1 CYP — talvez ocorra pouca interacdo farmacocinética dos
farmacos com a enzima; as que caso ndo apresentem inibicdo ou inducdo de CYP sdo
substancias ideais.

Na predigdo computacional para mutagenicidade foi aplicado o Teste Ames, sendo
usada as cepas da bactéria Salmonella typhimurium (TA98, TA100 e TA1535). Este teste
consiste da capacidade do agente mutagénico ocasionar a reversdo para o desenvolvimento em
meio isento de histidina (Ames, et al., 1975).

Os potenciais carcinogénicos dos compostos em ratos e camundongos foram referidos
em: (+) carcinogénico e (—) ndo carcinogénico.

Quanto a avaliacdo dos parametros de toxicidade em organismos marinhos foram: Algas
- toxicos < 1 mg/L e ndo toxicos > 1 mg/L (Costa, et al., 2008); Crustaceos Daphnia sp - toxico
< 0,22 pg/mL e ndo toxico > 0,22 pg/mL (Guilhermino, et al., 2000); peixes Medaka — muito
toxico < 1 mg/L, téxico entre 1-10 mg/L, prejudiciais entre 10-100 mg/L e ndo téxico > 100
mg/L (Zucker, 1985). O parametro de julgamento aplicou-se a Pa (Probabilidade de atividade)
de 70% (Filimonov, et al., 2014).

3. Resultados e Discussao

As atividades bioldgicas atribuidas a B. variegata estdo associados a diferentes grupos
de metabdlitos secundarios, com um amplo espectro de compostos. Para esta predigéo,
conforme a Figura 1, diversas substancias foram selecionadas de diferentes classes quimicas,
sendo os flavonoides, seguidos dos terpenos, esteroides e derivados do naftaleno.

O extrato etandlico obtido de diferentes partes da planta, em um estudo fitoquimico, foi
submetido a fracionamento em coluna de silica em gel, e a eluigdo foi realizada com n-hexano

e diclorometano em ordem de polaridade crescente, isolando as moléculas A e Metil6-etoxi-7-
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metil-8-(2-metilprop-1-en-1-il)-3-(terc-pentil)-2-naftoato (B; Bushra, 2018). Através do extrato
hexanico extraido das folhas foram isolados e identificados dois flavonoides: Caempferol (C)
e 0 composto D (Figura 1; Rao, et al., 2008).

Dos extratos cetdnico e metandlico das folhas foram fracionados, isolados e a partir
disso identificados uma nova chalcona, 2'-hidroxi-4',6'- dimetoxi-3,4-metilenodioxichalcona
(E), e um flavonoide glicosilado (F; Maheswara, et al., 2006). Baseado em dados
espectroscopicos do extrato metanolico das raizes foram isolados quatro fitoconstituintes:
Lupeol (G), B-Sitosterol (H), Caempferol e a Quercetina (I; Jash, et al., 2014). Das cascas das
raizes isolaram-se uma flavanona (J) e uma dihidrodibenzoxepina (K; Reddy, et al., 2003). Do
fracionamento do extrato do éter de petroleo da casca foi isolado o heptatricontan-12, 13-diol
(L; Figura 1; Vijay et al., 2014).
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Figura 1. Substéancias isoladas de B. variegata.

Legenda: A - 7-(tertbutil)-6-etoxi-1-(2-metilprop-1-en-1-il)-3-(tertpentil) naftaleno; B - metil6-etoxi-7-metil-8-(2-
metilprop-1-en-1-il)-3-(terc-pentil)-2-naftoato; C — Caempferol; D - Caempferol 7,4'-dimetil éter 3-O-B-D-
glucopiranosideo; E - 2'-hidroxi-4',6'- dimetoxi-3,4-metilenodioxichalcona; F - Campferol3-O-a-L-ramnosideo; G
— Lupeol; H - p-Sitosterol; | — Quercetina; J - (2S)-5,7-dimetdxi-3’,4’-metilenodioxiflavanona ; K - 5,6-dihidro-
1,7-dihidroxi-3,4-dimetoxi-2-metildibenz[b,floxepina; L - Heptatricontan-12, 13-diol. Fonte: Dos autores.
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Na Tabela 1 s&o descritas propriedades com base na regra de Lipinski que determina
que uma molécula ndo deve conter Log P > 5, peso molecular maior que 500 daltons, no
maximo 10 grupos aceptores e no maximo 5 doadores de hidrogénio para ser bem absorvida
(Santos, et al., 2018).

As moléculas C, E, F, I, J e K contemplaram eficientemente “a regra dos cinco” de
Lipinsk possuindo caracteristicas fisico-quimicas primordiais para uma estrutura quimica
candidata a farmaco. Além do mais, a hidrossolubilidade do composto D se deve ao grande
numero de aceptores de hidrogénio (11) e ao log P negativo (- 0, 25) que acabam interferindo
nas caracteristicas do composto, como na dificuldade de absor¢do, em virtude de a molécula
criar muitas interagdes com as moléculas de agua do organismo. Além disso, a molécula L
apresentou massa molecular de 553 Da e log P igual 12,62 possuindo propriedades que nao se
encaixam na regra. No mais, as moléculas A, B, G e H apresentaram log P elevado, podendo
sugerir que esses compostos apresentem toxicidade por atravessarem de forma acentuada as

membranas bioldgicas (Tabela 1; Dos Santos, et al., 2018).

Tabela 1. Caracterizagdo fisico-quimica das substancias isoladas de Bauhinia variegata.

Moléculas Massa Molecular (g/mol) logP Solubilidade” HBA™ HBD™
A 352,55 7,65 BAIXA 1 0
B 368,51 6,44 BAIXA 3 0
C 288,25 1,48 ALTA 6 4
D 478,44 -0,25 ALTA 11 5
E 328,31 3,03 ALTA 6 1
F 400,38 1,37 ALTA 8 4
G 426,72 7,88 BAIXA 1 1
H 428,73 8,41 BAIXA 1 1
| 302,23 1,99 ALTA 7 5
J 328,31 3,14 ALTA 6 0
K 300,35 3,11 ALTA 4 2
L 553,00 12,62 BAIXA 2 2

Legenda: A - 7-(tertbutil)-6-etoxi-1-(2-metilprop-1-en-1-il)-3-(tertpentil) naftaleno; B - metil6-etoxi-7-metil-8-(2-
metilprop-1-en-1-il)-3-(terc-pentil)-2-naftoato; C — Caempferol; D - Caempferol 7,4’-dimetil éter 3-O-B-D-
glucopiranosideo;; E - 2'-hidroxi-4',6"- dimetoxi-3,4-metilenodioxichalcona; F - Campferol3-O-a-L-ramnosideo;
G — Lupeol; H - B-Sitosterol; | — Quercetina; J - (2S)-5,7-dimet6xi-3’,4’-metilenodioxiflavanona ; K - 5,6-dihidro-
1,7-dihidroxi-3,4-dimetoxi-2-metildibenz[b,floxepina; L- Heptatricontan-12, 13-diol.*Solubilidade em solvente
aquoso; **HBA-hydrogen-bond acceptors (Aceitadores de ligacdo de hidrogénio);
*** HBD-hydrogen-bond donors (nimero de doadores de ligacao de hidrogénio). Massa molecular < 500; Log P
< 5;

HBA < 10; HBD < 5. Fonte: Dos autores.
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Iniciou-se estudos farmacocinéticos com predicGes sobre a absorcdo dos compostos,
onde foi realizada a verificacdo da permeabilidade em células epiteliais, células Caco2, células
MDCK e no trato gastrointestinal. Em seguida, a distribuicdo nas proteinas plasmaticas e na
barreira hematoencefalica. Logo depois investigado o metabolismo e inibi¢do por CYP (Tabela
2).

Por se tratar de estudos experimentais e ao se discutir de possiveis substancias
candidatas a farmacos, a analise da permeabilidade esta relacionada a absorcdo no intestino,
haja vista essa ser uma importante via para absor¢éo de farmacos orais - devido a area de contato
(vilosidades e microvilosidades) ser relativamente maior.

As células Caco2 s&o um dos modelos celulares mais utilizados visando entender os
processos de absor¢do intestinal in vitro, seja nos ensaios de permeabilidade e absorcdo de
farmacos, seja na investigacao de potenciais efeitos de alguns compostos (Goncalves, 2010). A
vista disso, todas as substancias apresentaram média absor¢ao em células Caco2, com exce¢ao
da quercetina que apresentou baixa absor¢cdo. Em contrapartida, os compostos B e K
apresentaram alta permeabilidade as células MDCK, o0s que apresentaram média
permeabilidade foram os compostos A, C, H, I, J e L enquanto que os demais exibiram-se menos
permedveis (D, E, F e G; Tabela 2). A desvantagem do cultivo das células MDCK é a de ndo
resultar em reagédo cruzada com sequéncias de anticorpos humanos ou de camundongos (Dukes,
et al., 2011). O cultivo de células MDCK ¢é mais viavel do que comparado com ensaios
utilizando Caco2, principalmente relacionado ao custo dessa cultura celular, por derivar de um
grupo heterogéneo de células e ser de linhagem celular originaria de cdo (Irvine, et al., 1999).

Os compostos A, B, C, E, F, G, H, J, Ke L possuem elevada taxa de absorg¢éo intestinal
(AIH > 70-100%) e os compostos D e | apresentaram absor¢do moderada (56,48% e 63,49%,
respectivamente; Tabela 2). Ao contrario de farmacos que ndo necessitam passar pelo processo
de biotransformacdo pré-sistémica, a absor¢do dos compostos pelo trato gastrointestinal é
dependente da relacdo hidro/lipossolubilidade. Esse fato estd associado ao coeficiente de
particdo 6leo-a4gua ser um aspecto fundamental na solubilidade. Assim, as moléculas A, B, G,
H e L possuem coeficiente de parti¢do elevado (Log P em torno de 8,0) sendo mais lipossoluveis
e favorecendo a sua absorcdo atraves da transposicdo das membranas citoplasmaticas por
difusdo passiva. Ja os outros compostos, em essencial os flavonoides, se mostraram mais
hidrossoluveis com coeficiente de parti¢do baixo (Log P < 5,0; Tabela 1). Ha de ser ressaltado
que os valores de Log P > 5 podem fazer com que 0s compostos possuam baixo indice

terapéutico e manifestem reacBes adversas, devido a alta capacidade de atravessar as
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membranas celulares que resulta em danos no Sistema Nervoso Central (SNC) e tecidos
periféricos do individuo, por isso a sua estabilidade é fundamental (Dos Santos, et al., 2018).

No que se refere a distribuicdo, a maioria dos compostos ligam-se fortemente as
proteinas plasmaticas (A, B, G, H, I, K e L) com exce¢do dos compostos C, D, E, F e J ligando-
se fracamente (Tabela 2). Esse tipo de ligacdo ocorre na corrente sanguinea em que ha a
competicdo de dois carreadores: a albumina (para farmacos acidos) e a glicoproteina acida a1
(para farmacos alcalinos). A ligacéo as proteinas plasmaticas depende da quantidade de farmaco
disponivel em fracdo livre, da sua afinidade pelos sitios de ligacao e da concentracdo da proteina
(Rang, et al., 2016). Dessa forma, as moléculas que apresentaram alta ligacdo plasmaética
(Fortemente > 90%) acabam possuindo baixa toxicidade em razdo de nédo atingirem o efeito
farmacoldgico esperado dado que a concentracdo da forma ligada estd maior do que a disponivel
em fracdo livre (Moda, 2007). Portanto, para que haja o efeito terapéutico, € necessario que as
ligacOes as proteinas plasméticas sejam fracas e reversiveis.

No que diz respeito a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, houveram
moléculas que tiveram alta distribuicdo (A, B, G, H, K e L), média distribuicdo (C, Fe l) e
baixa distribuicdo (D, E e J; Tabela 2). Por conseguinte, substancias com baixa distribuicao
estdo presas no plasma e no liquido intersticial, ndo conseguindo penetrar no SNC. Assim como
ocorre no trato gastrointestinal e na corrente sanguinea, o padrdo de distribuicdo na barreira
depende da particdo Oleo-agua, ligacdo no interior dos compartimentos, particdo do pH e
permeabilidade das barreiras teciduais (Rang, et al., 2016).

A respeito do metabolismo por CYP, os compostos A, B, G, H e J sdo metabolizados
pela CYP3A4, pois como observado anteriormente, possuem carater de maior lipofilicidade
tendendo a continuar no organismo. Os compostos D e F, possuem caréater hidrofilico advindo
da existéncia da molécula de glicose em suas estruturas, necessitando fracamente serem
convertidos em metabdlito polar. As moléculas C, | e L ndo apresentaram metabolismo para a
CYP3A4 (Tabela 2). As familias CYP1, CYP2 e CYP3 sdo pertencentes ao citocromo P450
humano e estdo envolvidas no metabolismo de fase | possuindo isoenzimas que se destacam
bioativando ou bioinativando drogas, que ocorre predominantemente no figado. Portanto, elas
estdo relacionadas principalmente aquelas em que a CYP3A4 esta presente, pois essas enzimas
podem promover reacOes de desalquilacdo, oxidagdo, desaminacdo e hidroxilacdo aromatica
(Audi & Pussi, 2008). Assim, para que um farmaco seja solubilizado em agua as
biotransformac6es aumentam a solubilidade tornando possivel a sua excre¢do. Por isso algumas
das substancias mencionadas, necessitam que 0s seus metabdlitos sejam convertidos em

metabolitos mais hidrofilicos (Riesenman, 1995), uma vez que moléculas apolares sdo mais
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lentamente excretadas do que substancias polares que tendem a permanecer no tabulo renal,
aumentando a sua concentragdo mais na urina em relacdo ao plasma sanguineo.

Porém, vale destacar que o Caempferol e a Quercetina em um estudo sobre alguns
flavonoides e sua associacdo com a permeabilidade no instestino em células Caco-2,
apresentaram boa permeabilidade intestinal e a proporcdo de transporte controlado por
gradiente de concentracdo (Yang, et al., 2014). Isso significa que devido ao baixo Log P esses
flavonoides possuem solubilidade em agua sendo capazes de serem facilmente eliminados pelo
organismo e nao precisando ser biotransformados (Tabela 1).

As substancias B, C, D, E, I, J, K e L sdo capazes de inibir as enzimas CYP2C9,
CYP2C19 e CYP3A4 (Tabela 2). Ao avaliar a especificidade que um inibidor atua em alguma
CYP, diversos fatores podem ser desencadeados, como a farmacocinética de outros substratos
prejudicada tendo potencial em desencadear em uma acdo farmaco-farmaco, resultando,
consequentemente, em efeitos colaterais e/ou toxicos (Silva, 2015). Dessas moléculas é levado
em consideracdo a sua lipossolubilidade (Tabela 1). Como jé citado, devido ao alto coeficiente
de particdo, as moléculas A, B, G, H e L possuem em comum afinidade pela CYP2C9 sugerindo
uma potente inibicdo contra essa enzima e apenas a substancia A ndo possuindo afinidade pela
CYP3A4. No entanto, somente as moléculas apolares A e L inibiram a CYP2C19 nesta predi¢cdo
(Tabela 2).

Além do mais, as substancias C, D, E, F, I, J e K apresentam inibicdo contra alguma
CYP, mas devido a alta solubilidade em ambiente aquoso, a forca de inibicdo de CYP3A4,
CYP2C9 e CYP2C19 talvez seja fraca (Tabela 2). Portanto, com base nos resultados, deve ser
avaliado os riscos dos compostos em ensaios tanto in vivo quanto in vitro, advindo das
interacbes que podem ocorrer dos farmacos com as enzimas, arriscando prejudicar o seu

planejamento inicial (Silva, 2015).
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Tabela 2. Predigdes farmacocinéticas das substancias isoladas de Bauhinia variegata.

Moléculas Absorcéo Distribuicho ~ Metabolismo Inibicéo

1G-
Cutinea CMCDK - c02 AIH(%)

(n/msec) BHE Fase 1 CYP
(n/msec)

PP
(%)

CYP2C9,
CYP2C19
CYP3A4,
B Alta 71,43 50,12 98,81 92,05 Alta CYP3A4 CYP2C9,
CYP2C19
CYP3A4,
C Alta 23,19 9,57 77,83 89,67 Moderada - CYP2C9,
CYP2C19
CYP3A4,
D Alta 3,38 10,06 56,48 35,24 Baixa Fracamente CYP2C9,
CYP2C19
CYP3A4,
E Alta 1,06 30,34 96,49 87,82 Baixa Fracamente CYP2C9,
CYP2C19
CYP2C9,
CYP2C19
CYP3A4,
CYP2C9
CYP3A4,
CYP2C9
CYP3A4,
| Alta 13,35 3,41 63,49 93,24 Moderada - CYP2C9,
CYP2C19
CYP3A4,
J Alta 9,37 51,31 98,57 88,42 Baixa CYP3A4 CYP2C9,
CYP2C19
CYP3A4,
K Alta 139,63 24,69 92,90 99,07 Alta Fracamente CYP2C9,
CYP2C19
CYP3A4,
L Alta 68,01 49,92 94,99 100,0 Alta - CYP2C9,
CYP2C19

A Alta 69,83 55,09 100,0 93,63 Alta CYP3A4

F Alta 0,95 11,72 83,70 72,72 Moderada Fracamente

G Alta 0,12 47,49 100,0 100,0 Alta CYP3A4

H Alta 18,99 52,22 100,0 100,0 Alta CYP3A4

Legenda: A - 7-(tertbutil)-6-etoxi-1-(2-metilprop-1-en-1-il)-3-(tertpentil) naftaleno; B - metil6-etoxi-7-metil-8-(2-
metilprop-1-en-1-il)-3-(terc-pentil)-2-naftoato; C — Caempferol; D - Caempferol 7,4’-dimetil éter 3-O-B-D-
glucopiranosideo;; E - 2'-hidroxi-4',6"- dimetoxi-3,4-metilenodioxichalcona; F - Campferol3-O-a-L-ramnosideo;
G — Lupeol; H - B-Sitosterol; | — Quercetina; J - (2S)-5,7-dimetdxi-3’,4’-metilenodioxiflavanona ; K - 5,6-dihidro-
1,7-dihidroxi-3,4-dimetoxi-2-metildibenz[b,floxepina; L- Heptatricontan-12, 13-diol. Permeablilidade cutanea —
alta permeabilidade: < 0,1, Baixa permeabilidade: > 0,1; Permeabilidade em células
Caco2 e MDCK-Alta permeabilidade: >70 nm/sec, Média permeabilidade: 4-70 nm/sec, Baixa permeabilidade <
4 nm/sec; Absorc¢do intestinal — Alta absor¢éo: 70-100%, Absor¢do moderada: 20-70%, Mal absorvida: 0-20%;
Ligacdo as proteinas plasmaticas — Fortemente > 90%, Fracamente < 90%; Distribuicdo na Barreira

hematoencefélica—Alta distribuicdo > 2,0, Média distribui¢do 2,0-0,1, Baixa distribui¢do > 1,0. Fonte: Dos autores.
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Na Tabela 3 foi observado se as moléculas tiveram efeito anticancer, através de inducéao
da apoptose e estimulagéo de caspases. As atividades contra microorganismos e parasitos, foi
maior evidenciada caso possuissem efeito anti-inflamat6rio, da mesma maneira com as
alteracdes metabdlicas e efeitos sobre o estresse oxidativo (hipolipémico, inibicédo da sintese do
colesterol, aumento de liberagdo da insulina, antioxidante e a inibicdo da sintese de Oxido
Nitrico).

Como as caspases desempenham papel central na execucdo da apoptose, neste trabalho
asmoléculas D, E, F, G, H e J foram favoraveis quanto a estimulacao da caspase 3, onde apenas
amolécula G ativou seletivamente a caspase 8 demonstrando seu claro potencial na indugéo da
apoptose e se alinhando com outros estudos que comprovaram a B. variegata promissora contra
diversos tipos de canceres (Tabela 3; Pandey, 2017; Mishra, et al., 2013; Rajkapoor, et al.,
2003). A analise desse processo é importante tendo em vista que a morte celular programada
corresponder a um mecanismo bioguimico que subsidia o controle de células nos organismos
multicelulares, promovendo a homeostase dos tecidos e sendo extremamente vital para células
infectadas, mutadas ou danificadas (Kruidering & Evan, 2000).

As atividades antibacteriana, antifangica e antiplasmddica foram nulas nesta predicéo.
A atividade antiviral foi positiva para as moléculas H e L (Tabela 3). Em contraposicao, o
extrato das folhas de B. variegata foi utilizado em método de difusdo em disco com Agar
Muller-Hinton (MHA) e executados contra K. pneumoniae, Proteus spp., E. coli e
Pseudomonas spp., os resultados foram satisfatérios para todas as cepas testadas onde K.
pneumoniae apresentou o maior halo de inibig&o, sendo igual a 18,33 mm e o seu controle
positivo comparado a atividade bactericida do antibiético modelo com halo de 18, mm (Mishra,
et al., 2013). Esta atividade biolégica pode ter sido dada através do sinergismo entre as
moléculas no estudo do autor, diferentemente da especificidade dada aos compostos em ensaios
in silico.

Os resultados foram positivos para atividade antileishmanicida das moléculas E, F e G
(Tabela 3). O género Bauhinia é bastante estudado e visto ser uma excelente fonte para a
identificacdo de metabdlitos secundarios que apresentam ser promissores em atividades
bioldgicas, principalmente das doencas negligenciadas.

E importante destacar que o Lupeol, um metab6lito muito conhecido, exibiu atividade
antiparasitaria (Tabela 3), em um estudo esse triterpendide apresentou valores significativos
(ICs0de 65 £ 0,41 pg / mL e 15 + 0,45 pg / mL) frente as formas promastigota e amastigota de
Leishmania donovani, respectivamente (Das, 2017). Em outra investigacdo chalconas

oxigenadas impediram o crescimento de promastigostas e amastigotas de leishmania em
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camundongos infectados com L. donovani inibindo a respiracdo do parasita e a atividade das
desidrogenases mitocondriais (Zhai, et al., 1999). Logo, existe uma congruéncia do estudo in
silico com as pesquisas in vivo contribuindo para que essas substancias sejam melhor
compreendidas em ensaios pre-clinicos para o tratamento da leishmaniose. O estudo in silico
identificou apenas as moléculas F e G com atividade anti-inflamatéria (Tabela 3).

Os antioxidantes tentam retardar as reac0es de degradacdo oxidativa, inibindo o0s
radicais livre e quelando metais. Os flavonoides exibem importantes atividades antioxidantes
através da reatividade com o hidrogénio e seus elétrons, a outros antioxidantes, complexacao
com metais de transi¢do e estabilidade com radical formado (Alves, 2007). Neste estudo, as
moléculas C, F e |, sdo da classe dos flavonoides e estdo igualados com o que ja € sugerido para
esse metabolito, ou seja, inibem a oxidacao de outras células. Sobre a inibi¢do da sintese de NO
nenhuma molécula foi positiva para esta atividade (Tabela 3).

Em relagdo a inibigdo da sintese do colesterol as moléculas C, D, F, J e K foram
favoraveis nesta predicdo (Tabela 3). Além disso, outra alteracdo metabolica foi analisada,
como a atividade hipolipemiante e visto que os resultados podem esclarecer que as substancias
pesquisadas, como o Caempferol e o B-Sitosterol, atuam nos diferentes niveis do metabolismo
dos lipidios e possam ser viaveis para o tratamento da obesidade (Tabela 3). Em um estudo, foi
relatado que o B-Sitosterol contribuiu na atividade hipocolesterolémica e os seus efeitos sobre
a concentracdo hepatica de colesterol e triglicerideos e, consequentemente, pode prevenir o
risco de doencas cardiovasculares (Saeidnia, 2014).

Sobre a atividade hipoglicemiante relatada para o género, neste estudo preditivo
nenhuma das substancias apresentaram alteragdes metabolicas que aumentassem a producgéo de
insulina das células. Porém, é possivel que seja outro caminho a via de liberagdo deste hormonio
sugerindo que novas substancias sejam submetidas ao rigor da investigacao in silico, a fim de

que seja evidenciado tal atividade.
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Tabela 3. Predicdo de atividades bioldgicas de substancias isoladas de Bauginia variegata.

ATIVIDADES A B C D E F G H 1 J K L
CANCER

Antineoplasicos - - + o+ -+ o+ -+ o+ - -

Inducdo de apoptose - - + - + -+ + o+ o+ - -

Estimulacéo de caspase 3 - - - + o+ o+ 4+ + -+ - -

Estimulagéo de caspase 8 - - - - - -4 - - - - -

MICROORGANISMOS E PARASITOS
Antibacteriano - - - - - - - - - - - R

Antifungico - - - - - - - - - _ -

Antiviral - - - - - - - + - - - +

Antiplasmddica - - - - - - - - - - - -

Antileishmania - - - - + o+ 4+ - - - - -

ANTI-INFLAMATORIO

Anti-inflamatério - - - - -+ 4+ - - - - N
ALTERAC;OES METABOLICAS E EFEITOS SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO

Hipolipémico - + - - - - - + - - - -

Inibicdo da sintese do colesterol - - + + -4+ - - -+ ¥ -

Aumento de liberacdo de insulina - - - - - - - - - - - -

Antioxidante - - + - - + - - + - . .

Inibicdo da sintese de NO - - - - - - - - - - - -
Legenda: A - 7-(tertbutil)-6-etoxi-1-(2-metilprop-1-en-1-il)-3-(tertpentil) naftaleno; B - metil6-etoxi-7-metil-8-(2-

metilprop-1-en-1-il)-3-(terc-pentil)-2-naftoato; C — Caempferol; D - Caempferol 7,4’-dimetil éter 3-O-B-D-
glucopiranosideo;; E - 2'-hidroxi-4',6'- dimetoxi-3,4-metilenodioxichalcona; F - Campferol3-O-a-L-ramnosideo;
G — Lupeol; H - B-Sitosterol; | — Quercetina; J - (2S)-5,7-dimetdxi-3’,4’-metilenodioxiflavanona ; K - 5,6-dihidro-
1,7-dihidroxi-3,4-dimetoxi-2-metildibenz[b,floxepina; L- Heptatricontan-12, 13-diol. (+) apresenta atividade

bioldgica; (-) ndo apresenta atividade bioldgica. Fonte: Dos autores.

Em toxicidade de ambientes aquaticos, muitos organismos estdo expostos a agentes
quimicos que podem causar alteragdes fisiologicas, comportamentais e até mesmo levar a
morte. Por isso, 0 uso desses organismos neste estudo é interessante, visto que é uma exigéncia
em testes de toxicidade nos diferentes niveis troficos (Tabela 4).

Referente a toxicidade em algas neste ensaio, nenhuma das substancias foram
consideradas tdxicas; aos crustaceos Daphnia sp, as moléculas C, D, F e L mostraram ser
toxicas; em peixes Medaka todas as moléculas apresentaram, mesmo que de maneira moderada,
serem tdxicas contra esse organismo modelo (Tabela 4).

Com relacdo a Daphnia sp as substancias que foram consideradas toxicas indicaram
solubilidade em &gua, com excecdo da molécula L que é lipossoluvel (Tabela 1). Deste modo,
0s contaminantes organicos que tenham grupos polares tendem a se dissolver nos corpos

d’agua, sendo lentamente volatilizados. Contudo, contaminantes organicos apolares podem ser
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adsorvidos nos sedimentos e transferidos para os organismos ou pode volatilizar mantendo o
equilibrio termodindmico (Costa, et al., 2008).

Com base nas predi¢des computacionais para carcinogenicidade, os compostos C, E, G,
H, 1, J e K foram carcinogénicos para ratos; os compostos D e H para camundongos; e C, E, G,
I, J e K manifestaram alguma potencialidade mutagénica. Além disso, foi avaliado o potencial
mutagénico e toxico de uma lectina purificada das folhas de B.monandra em testes de
mutagénese direta, teste de kado, quebra de DNA plasmidial e deteccédo de sitios abasicos. Os
resultados propuseram que a lectina apresenta um potencial antioxidante e foram incapazes de
gerar danos genotdxicos e citotoxicos nos ensaios realizados (Sisenando, 2009). Em outro
estudo, 0s extratos aquosos e etandlicos da B. monandra foram administrados em ratas Wistar
gravidas e ndo prejudicaram sobremaneira a reproducdo e o desenvolvimento fetal, bem como
ndo causaram toxicidade materna ou fetal (Mendes, 2010). Os resultados preditivos sugerem
que a B. variegata pode desencadear aspectos de mutagenicidade e carcinogenicidade,
necessitando de alteragdes nas suas estruturas, divergindo de outras substancias contidas em

espécies do género Bauhinia.

Tabela 4. Predicdo para toxicidade de substancias isoladas de Bauhinia variegata.

Parametros Avaliados A B C D E F GH I J K L
Toxicidade

Algas - - - - - - - - - - - -

Dalphinia sp. - -+ o+ - + - - - - - +
Peixes Medaka ++ + ++ +- ++ ++ + + ++ ++ 4+ 4+

Carcinogénico

Ratos - -+ -+ -+ o+ 4+ + + -

Camudongos - - -+ - - -+ - - - -

Mutagénico - -+ -+ -+ -+ o+ o+ -

Legenda: A - 7-(tertbutil)-6-etoxi-1-(2-metilprop-1-en-1-il)-3-(tertpentil) naftaleno; B - metil6-etoxi-7-metil-8-(2-
metilprop-1-en-1-il)-3-(terc-pentil)-2-naftoato; C — Caempferol; D - Caempferol 7,4’-dimetil éter 3-O-B-D-
glucopiranosideo;; E - 2'-hidroxi-4',6"- dimetoxi-3,4-metilenodioxichalcona; F - Campferol3-O-a-L-ramnosideo;
G — Lupeol; H - B-Sitosterol; | — Quercetina; J - (2S)-5,7-dimetoxi-3’,4’-metilenodioxiflavanona ; K - 5,6-dihidro-
1,7-dihidroxi-3,4-dimet6xi-2-metildibenz[b,floxepina; L- Heptatricontan-12, 13-diol. (+) apresenta toxicidade; (+
+) apresenta toxicidade elevada; (+ -) apresenta toxicidade moderada; (-) ndo apresenta toxicidade. Fonte: Dos

autores.
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4, Concluséao

Na predicéo para a atividade biologica, o Lupeol foi o metabdlito mais promissor contra
canceres no estudo, alinhando-se com alguns trabalhos na literatura. O B-Sitosterol e o
Heptatricontan-12, 13-diol podem possuir atividade antiviral, ao passo que os flavonoides (2'-
hidroxi-4',6'- dimetoxi-3,4-metilenodioxichalcona Campferol3-O-a-L-ramnosideo) e o Lupeol
apresentem atividade antileshmania. O Campferol3-O-a-L-ramnosideo e o Lupeol exibiram
potencial anti-inflamat6rio sugerindo serem priorizadas atuar como farmacos antimalaricos.
Contudo, sdo necessarios estudos in vitro e in vivo, haja vista que algumas das moléculas
mostraram ser carcinogénicas contra ratos e camundongos necessitando de alteragdes nas suas
estruturas quimicas sem afetar as acGes terapéuticas. A respeito da atividade hipoglicemiante,
nédo foi evidenciado em predicdo computacional, efeitos de liberacdo de insulina de nenhuma
molécula, todavia, os mecanismos desse hormoénio podem ser caracterizados por outras vias
e/ou por uma relacéo de sinergismo entre 0S compostos.

Conforme os resultados, estudos clinicos e pré-clinicos sdo primordiais planejando
corroborar as atividades aqui pesquisadas, elucidando os mecanismos de agdo dessas
substancias isoladas.
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