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RESUMO

As plantas do género Senna e Chamaecrista sdo uma fonte de uma vasta quantidade de
compostos com efeito anticancer, anti-inflamatério e antiviral, como flavonoides,
antraquinonas e terpenos. A investigacdo das propriedades medicinais desses compostos por
meio da combinacdo de métodos experimentais e in silico torna mais completo o
conhecimento das suas potencialidades e mecanismos de acédo, valorizando a composi¢édo das
espeécies do género e contribuindo para o uso de plantas medicinais no tratamento de doencas.
A desreplicacdo dos extratos etanélicos de partes botanicas de Senna cearensis Afr. Fern. e
Senna pendula I&B foi feita por meio de HPLC-DAD-ESI-MS, possibilitando a notagdo de
vinte e oito (28) compostos das classes das catequinas, procianidinas, flavonoides glicosilados
e proantocianidinas. O fracionamento cromatografico por HPLC-DAD dos extratos dos frutos
e folhas da S. cearensis e a investigacdo das fragcdes obtidas utilizando molecular network,
possibilitou a notacdo de compostos glicosilados e &cidos organicos. Os compostos luteolina-
7-O-B-rutinosideo e cassiaflavan-(4p—8)-epicatequina foram isolados do extrato das folhas
de Senna pendula, com identificacBes inequivocas por espectrometria de massas e ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono. O efeito citotoxico dos extratos foi testado, com
os melhores resultados para os extratos das folhas e frutos da Senna cearensis. Ferramentas da
qguimica medicinal foram empregadas para a obtencdo das propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticas de 164 compostos identificados em oito (08) espécies do género
Chamaecrista. Com base nas propriedades preditas, quatro flavonoides (apigenina, fisetina,
luteolina e ononina) foram submetidos a estudos de docking e dinamica molecular
estabelecendo suas interagdes com o DNA (PDB ID: 1BNA). O docking molecular
comprovou que a ononina possui alta afinidade pelo B-DNA, com um valor de AG de -9,3
kcal.mol, em comparagdo com os demais flavonoides. As simulag@es de dindmica molecular
dos complexos flavonoides-DNA mostraram que os flavonoides interagiram com o DNA por
ligagcdes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas e empilhamento n. O estudo aqui apresentado
de S. cearensis e S. pendula enriquece as informacdes a respeito da diversidade quimica do
género e amplia a aplicabilidade das espécies. As propriedades obtidas nos ensaios in silico
comprovaram o potencial “drug like” dos compostos identificados nas espécies de
Chamaecrista em estudo e forneceram uma visdo de quéo rica € a composi¢do quimica das

espécies deste género.

Palavras-chave: Senna; Chamaecrista; In silico; drug-like; flavonoides; desreplicagéo.



ABSTRACT

The plants of Senna and Chamaecrista genus are a source of several compounds with
anticancer, anti-inflammatory, and antiviral effects, such as flavonoids, anthraquinones and
terpenes. The investigation of their medicinal properties by the combination of experimental
and in silico methods brings a more complete knowledge of the potentialities and means of
action, valuing the composition of the genus and increasing the confidence for the use of
medicinal plants in the treatment of diseases. The classic phytochemistry using HPLC-ESI-
MS and HPLC-DAD enabled the identification of twenty-eight (28) compounds in the
ethanolic extracts of aerial parts from Senna cearensis Afr.Fern and Senna pendula I1&B. The
chromatographic fractionation of the fruits and leaves of Senna cearensis and analysis of their
LC-MS results by molecular network provided the identification of additional glycosylated
compounds and organic acids. The compounds luteolin-7-O-B-rutinoside and cassiaflavan-
(4Bp—8)-epicatechin were isolated for in the Senna pendula leaves extract, with unequivocally
identification by mass spectrometry and hydrogen and carbon nuclear magnetic resonance.
The cytotoxic effect of the extracts was tested against tumoral cell lines, with the best results
of antitumor activity for the extracts of the leaves and fruits of Senna cearensis. In the study
of Chamaecrista genus, online tools of medicinal chemistry were used for predicting the
physico-chemical and pharmacokinetic properties of 164 compounds identified in eight (08)
species of the genus. Based on the predicted properties, four flavonoids (apigenin, fisetin,
luteolin, and ononin) were submitted to molecular docking and molecular dynamics
simulations with DNA (PDB ID:1BNA). The molecular docking verified that ononin have
higher affinity with B-DNA, with an AG value of -9,3 kcal.mol?, compared to the other
flavonoids. The molecular dynamics simulations of the complex flavonoid-DNA showed that
the flavonoids interacted with the DNA by hydrogen bonds, hydrophobic interactions and n
stacking. The study of the species de S. cearensis and S. pendula enhances the data about the
diversity of the species and increases their applicability. The properties obtained in the in
silico studies testified the drug-like potential of compounds found in the species of
Chamaecrista genul8s and provide an overview of how rich the composition of the species

from this genus are.

Keywords: Senna; Chamaecrista; In silico; drug-like; flavonoids; dereplication.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo uma fonte natural de uma grande diversidade de compostos com
efeito farmacoldgico, como flavonoides, antraquinonas, terpenoides e alcaloides que possuem
diversas aplicagbes medicinais comprovadas e muitas outras a serem exploradas. O estudo da
composi¢do quimica e a comprovacdo do uso medicinal dessas plantas € importante para
desenvolver farmacos provenientes de produtos naturais mais acessiveis, mantendo a
eficiéncia e seguranca dos medicamentos (LEESON; SPRINGTHORPE, 2007). As espécies
do género Chamaecrista e Senna sdo exemplos de plantas utilizadas popularmente como
analgeésicas, anticonvulsionantes e laxantes, entre outros usos, principalmente em paises em
desenvolvimento na Africa, Asia e América do Sul (LIMA et al, 2022; MACEDO; SILVA;
SILVA, 2016).

O estudo do potencial farmacolégico de compostos oriundos de plantas pode ser
feito ndo somente por experimentacdo em bancada, mas também empregando ferramentas de
estudo in silico. Muitas plataformas computacionais e softwares disponiveis on-line sdo
utilizados para predizer propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas, possivel alvos de
moléculas no organismo humano e propriedades relacionadas a absor¢do de um composto no
corpo humano em seus primeiros estagios (DULSAT et al, 2023). Estas simula¢des também
auxiliam no entendimento das interacbes dessas moléculas com determinados alvos de
enzimas, proteinas e até mesmo o DNA, mostrando de que forma essa molécula pode interagir
e ser eficaz para uma determinada acéo terapéutica (MA; CHAN; LEUNG, 2011; ASIAMAH
et al, 2023).

Neste contexto, este trabalho utilizou diferentes abordagens na busca de
compostos bioativos: a fitoquimica classica, desreplicacdo e ferramentas da quimica
medicinal. A composicdo quimica e o potencial antitumoral de Senna cearensis e Senna
pendula foram investigadas por meio de técnicas cromatograficas e espectrocopicas e 0
potencial antitumoral de compostos de oito (08) espécies do género Chamaecrista foi

avaliado por meio de ensaios in silico, incluindo docking e dindmica molecular.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o perfil quimico e farmacol6gico de plantas nativas do Nordeste do
Brasil do género Senna e Chamaecrista e contribuir para o conhecimento da aplicabilidade
dessas plantas como fonte de compostos com efeito antitumoral utilizando técnicas
cromatograficas, espectrocdpicas e in silico. Para atingir este objetivo, 0s seguintes objetivos

especificos foram propostos.

2.2 Objetivos Especificos

a) Investigar a composicao quimica das espécies Senna cearensis e Senna pendula;

b) Identificar os compostos isolados por meio de técnicas cromatograficas e
espectrocopicas

c) Avaliar o efeito antitumoral de biocompostos por meio de ensaios in vitro.

d) Investigar a composicdo quimica de fracdes de frutos e folhas da Senna cearensis por
molecular network.

e) Realizar o estudo in silico de compostos encontrados em plantas do género
Chamaecrista utilizando uma biblioteca in-house de compostos identificados em plantas do
género;

f) Fazer a predicdo das propriedades drug-like e farmacocinéticas desses compostos
utilizando ferramentas de predicéo dessas propriedades;

) Investigar a interacdo de compostos oriundos de produtos naturais com o DNA por
meio de simulagdes de molecular docking e dindmica molecular.

h) Contribuir para o conhecimento do potencial farmacoldgico e da rica composi¢do das
plantas do género Senna e Chamaecrista por meio da divulgacdo dos resultados em

periddicos cientificos.
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3 CAPITULO 1. PERFIL METABOLICO E EFEITO ANTITUMORAL DE Senna
Pendula E Senna Cearensis

3.1 Género Senna e as espécies Senna pendula e Senna cearensis

As espécies do género Senna (familia: Fabaceae) sdo numerosas,
aproximadamente 300 espécies fazem parte do género, e amplamente distribuidas ao redor do
mundo, principalmente em regides subtropicais. As plantas do género sdo encontradas na
Asia, Africa, América do Sul. Além do uso popular e cientificamente reconhecido como
purgativo, as espécies de Senna também sdo usadas para tratar outras doencgas, como
epilepsia, hipertenséo, dermatoses e febres. A vasta aplicacdo farmacoldgica das espécies de
Senna se deve a sua rica composicdo em alcaloides, flavonoides, antraquinonas, terpenos,
esterdis e outras classes de compostos, resultando em atividade dos extratos das espécies
como agentes antioxidantes, antitumorais, laxativos, anti-inflamatérios (ALSHEHRI et al,
2022). Embora haja muitos estudos na literatura sobre esse género, ainda existem espécies de
Senna com potencial inexplorado, como a Senna cearensis Afr. Fern e a Senna pendula 1&B.
Senna cearensis € uma espécie nativa do Brasil, mais especificamente da Caatinga e ¢
conhecida em algumas regides como flor-de-besouro ou pé-de-bode (MACEDO; SILVA;
SILVA, 2016

Até o presente momento, somente trés trabalhos na literatura relatam a
composicdo quimica da S. cearensis. Um estudo do potencial alelopatico e composicdo
fenolica do extrato aquoso das folhas da S. cearensis feito por Torquato e colaboradores
(2020); uma descricdo do perfil quimico do extrato metanolico das flores S. cearensis por
Franca, Cavalheiro e Silva (2021) e um estudo da bioatividade e composi¢do do extrato
metanolico das flores da S. cearensis (FRANCA et al, 2022). Torquato e colaboradores
(2020) identificaram os seguintes compostos: acido galico, acido clorogénico, acido cafeico,
acido elagico, catequina, rutina, quercetrina e luteolina nas folhas da S. cearensis. Os autores
comparam o perfil quimico dos extratos durante o periodo seco e chuvoso. Franca, Cavalheiro
e Silva (2021) descreveram o perfil quimico de sete espécies de Senna, incluindo o extrato da
S. cearensis, em que os autores identificaram, por UPLC-QTOF-MS, flavonoides e
proantocianidinas nas flores, sdo eles: quercetina 3,4’-diglucosideo, rutina, quercetina-3-O-4-
D-glucopiranosideo e miricetina No trabalho mais recente, a bioatividade e atividade
antioxidante das flores S.cearensis foram relatadas por Franca et al (2022). Em ambos os

trabalhos, foram identificados compostos pertencentes a classe dos flavonoides. A
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investigacdo de espécies de Senna como farmacos terapéuticos naturais é relacionada a
presenca de metabolitos secundarios, tais como compostos fendlicos e flavonoides que séo
benéficos para sua atividade antioxidante.

A Senna pendula (também conhecida popularmente como canudo-de-pito e
fedegoso) € uma espécie amplamente distribuida na América do Sul, podendo ser encontrada
em todas as regides do Brasil. Essa planta também é cultivada como planta ornamental.
Apesar de fazer parte de um género amplamente estudado por seus efeitos farmacoldgicos, a
Senna pendula ainda € pouco explorada na literatura quanto a sua composi¢do quimica e
aplicagdes medicinais (RAWA et al., 2019).

Atualmente, trés artigos na literatura descrevem a bioatividade de extratos da
Senna pendula e um artigo utiliza S. pendula para producdo de biomassa. Dineshkumar e
colaboradores (2021) utilizaram as sementes de S. pendula como biomassa para produzir um
biocarvdo. Monteiro e colaboradores (2018) descrevem a toxicidade e bioatividade de
diferentes extratos das flores, caule e folhas da S. pendula. No trabalho, os extratos
apresentaram bons resultados para toxicidade contra Artemia salina, atividade antioxidante e
anticolinesterasica. Rawa e colaboradores (2019) descreveram o potencial anticolinesterasico
de extratos das folhas e galhos da Senna pendula e ressaltam a espécie como amplamente
distribuida na Malasia como planta ornamental, sendo o seu uso medicinal ainda pouco
explorado no pais. Ambos os autores descrevem bons resultados de bioatividade da espécie,
porém pouco € relatado a respeito da sua composi¢do quimica. Nascimento e colaboradores
(2020) estudaram a atividade antimicrobiana e antifungica da S. pendula juntamente com
outras espécies de Senna e Cassia. Monteiro (2018) identificou alguns flavonoides em
diferentes extratos das S. pendula e isolou um terpeno e dois flavonoides de diferentes
extratos da planta. Portanto, na literatura, por ora, somente trabalhos relacionados a atividade

da S. pendula foram publicados, sem entrar em detalhes a respeito da sua composicéo.

3.2 Molecular network como ferramenta para identificagdo de compostos organicos

As redes moleculares (molecular network) vém sendo uma ferramenta de uso
crescente na notagdo de produtos naturais a partir de dados de LC-MS/MS. Essa abordagem
utiliza o agrupamento de dados de fragmentacbes MS/MS por semelhangca em nodos e
clusters, criando uma rede molecular e comparando os dados de fragmentagcdo com diversas
bibliotecas de milhares de compostos que estdo em constante expansdo com a adi¢ao de novos

dados. O uso dessa ferramenta acelera o processo de identificacdo de metabdlitos conhecidos
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em uma grande quantidade de dados simultaneamente, auxilia no isolamento guiado de
compostos, estudos de biossintese, identificacdo de compostos bioativos e entre outros
(PILON et al, 2021). As redes moleculares séo criadas no GNPS, que é uma plataforma de
analise, armazenamento e compartilhamento de dados de MS/MS (WANG et al, 2016). Na
literatura séo encontradas publicacGes explicando como submeter os dados na plataforma, os
formatos de dados aceitos, protocolos e programas utilizados e o que significam cada um dos
termos usados na geracdo e nos resultados de molecular network como, por exemplo, o
trabalho de Aron e colaboradores (2020).

Na criacdo da rede molecular, a plataforma agrupa os fragmentos de MS/MS em
nodos, que sdo clusters que contém espectros idénticos e esses nodos estdo relacionados ao
outros nodos de acordo com sua semelhanca espectral, atribuida pelo cosine. O cosine é um
indice de 0 a 1 (em que 1 significa que os espectros sao idénticos) que leva em consideragdo o
ion precursor, fragmentos e intensidade dos picos. Assim, 0s espectros sdo agrupados na rede
molecular de acordo com seu espaco quimico, como pode ser visualizado na Figura 14. A
notacdo é feita com a comparacdo dos fragmentos aos dados presentes nas bibliotecas
associadas a plataforma e essa comparacdo é exibida em um mirror plot do espectro de
referéncia com o espectro dos dados submetidos (ARON et al, 2020). A Figura 1 exemplifica

um cluster obtido pela plataforma GNPS e o mirror plot.

O uso do GNPS como ferramenta de desreplicacdo de produtos naturais torna esse
processo mais rapido e com maior assertividade na notacdo dos compostos ao utilizar os
fragmentos de MS? na comparacdo com dados da literatura. Considerando a imensiddo de
compostos descritos, seja numa biblioteca on-line ou in-house, alguns dados importantes
podem passar despercebidos devido a este ser um processo trabalhoso e analise combinada
dos dados de MS e MS? ser ainda mais trabalhosa pelo grande nimero de fragmentos a serem
analisados. As redes moleculares como ferramenta ainda possibilitam a analise e comparacao
mais intuitiva de fracdes ou de diferentes partes de uma planta ou espécies de planta com

adicdo de variaveis como sazonalidade ou localizagéo.
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Figura 1. (a) nodo de uma rede molecular; (b) Mirror plot de comparacéo do espectro MS? da
procianidina C1 identificada nas folhas da Senna cearensis com a biblioteca do GNPS.

(@) Edge: interagdo (b)

entre os nodos Mirror Match: comparagdo dos dados da biblioteca

/ do GNPS (verde) com os dados experimentais (preto)

Nodo: cluster de ; )
espectros MS/MS %
idénticos ou - 2 5 g
somente um l bl | [ A ¥ s | 3
espectro

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3 Material e Métodos

3.3.1 Coleta

O material boténico das espécies de Senna selecionadas para estudo foi coletado
em diferentes locais do Nordeste brasileiro. As plantas foram coletadas pela professora Maria
Goretti de Vasconcelos Silva do Departamento de Quimica Analitica e Fisico-quimica da
UFC e pelo Prof. Alberto José Cavalheiro do Departamento de Quimica Organica da UNESP-
Araraquara. Os dados de coleta das plantas encontram-se na Tabela 1. As exsicatas referentes
as espécies citadas encontram-se depositadas no Herbario Prisco Bezerra do Departamento de

Biologia da Universidade Federal do Ceara.

Tabela 1. Identificacdo botanica, locais de coleta e nimeros de registro das exsicatas

Data de NuUmero
Espécie Local de coleta Nome popular de
coleta :
registro
. . Flor-de-
Senna cearensis Buriti dqs Montes- 22/06/2022  Besouro, Pé-de- *
Afr. Fern. Piaui
Bode
Senna pendula Canudo-de-

Serra das Almas-

(Willd.) Irwin & Ceara

01/05/2013 apitO, a|e|uia 54075
Barneby

*Aguardando resposta do Herbario Prisco Bezerra-UFC

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

3.3.2 Extracéo

Para a desreplicagdo das partes da Senna cearensis Afrn. e empregou-se 100 mg
de material botanico (seco e triturado), que foi macerado e misturado com 5 mL de etanol,
sendo entdo submetido a extracdo assistida por ultrassom por 30 minutos. O extrato foi
mantido em repouso, o material ndo dissolvido separado apos centrifugacdo, o solvente
evaporado e 0 extrato seco em um concentrador de amostras (Solab) a 33 °C com

pulverizagdo de gés nitrogénio.

As folhas de Senna pendula I&B (folhas) foram secas, trituradas e extraidas com
hexano e subsequentemente por 10 dias com etanol, o material foi entdo filtrado e
concentrado em rotaevaporador. Para obtencdo do extrato para os testes de citotoxidade, as
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folhas, talos e folhas de Senna cearensis Afr. Fern. (seco e triturado) foram submetidas a
extracdo com etanol por 7 dias, o material foi entdo filtrado e concentrado em rotaevaporador.

3.3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC-DAD) SHIMADZU, detector
arranjo de diodos UV-VIS, injetor automatico SIL-20A, Bomba LC-20AT, Modulo CBM-
20A, e aquisicdo de dados usando o software LabSolutions, LC Real Time Analysis. As
andlises dos padrdes e dos extratos das espécies estudadas foram realizadas utilizando-se a
coluna analitica Phenomenex Luna® 5 pm C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm). O detector foi
utilizado na regido do UV-VIS, com os cromatogramas registrados em 254, 350 e 420 nm.
Acetonitrila grau HPLC (Vetec e Teddia). Todos os solventes utilizados sdo grau HPLC:
etanol HPLC (Supelco, Merck), acetonitrila HPLC (J. T. Baker). A agua ultrapura foi obtida
utilizando um sistema de purificagdo Millipore (Merck).

Esta metodologia foi baseada em Franca, Cavalheiro e Silva (2021) que
utilizaram este método na desreplicacdo de extratos de Senna. Como fase movel foi utilizada
agua com 0,1% de &cido formico (solvente A) e acetonitrila (solvente B) com 0,1% de acido
férmico. O gradiente utilizado esta especificado abaixo (Tabela 2), sendo que 0s extratos
foram preparados em uma concentracdo de 5 mg/mL e as fracdes e compostos isolados com
concentracdo de 1 mg.mL™, utilizando etanol HPLC como solvente, a 30°C, a uma vazaio de
0,8 mL/min. Os espectros de UV foram obtidos no comprimento de onda de 254, 350 e 420

nm. O volume de injecdo das amostras foi de 10 pL.

Tabela 2. Condic6es cromatogréaficas utilizadas

‘Solvente A Solvente B
Tempo (min)  (Agua 0,1 % de (Acetonitrila 0,1%
acido formico)  de acido férmico)

0,01 97 % 3%
30 55 % 45 %
40 0% 100 %
45 0% 100 %
50 0% 100 %

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3.4 HPLC-ESI-MS

As andlises por HPLC-MS e HPLC-MS/MS foram realizadas em um
cromatografo liquido de alta eficiéncia SHIMADZU, detector arranjo de diodos UV-VIS
SPD-M20A, injetor automético SIL-20A, Bomba LC-20AD, detector Modulo CBM-20A
acoplado a um espectrémetro de massa AmaZon SL (Bruker) com fonte ESI, operando nos
modos negativo e positivo. Para realizacdo das medidas foi utilizada a coluna Phenomenex
Luna® 5 pm C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm). As condicdes cromatograficas sio as mesmas

descritas na Tabela 2. As amostras foram injetadas numa concentragdo de 1 mg.mL™.

3.3.5 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN H e RMN 3C unidimensionais e bidimensionais foram
obtidos na plataforma instrumental de RMN do Instituto de Quimica da UNESP na cidade de
Araraquara-SP. O equipamento utilizado foi um espectrébmetro Bruker Avance Il HD 600,
com sonda criogénica TCI, operando na frequéncia de 600 MHz para *H e 150 MHz para *C.
No preparo de amostras, foi utilizado o solvente deuterado metanol (CD3OD, Sigma-Aldrich)
e dimetilsulfoxido ((CDs3)2SO, Sigma-Aldrich). A medida foi feita para as fracOes
cromatograficas: SSP1 (2.4 mg) e SSP2 (3.1 mg). O padrao de hidrogenac¢do dos carbonos em
RMN 13C foi determinado pela técnica DEPTq (Distortionless Enhancement by Polarization

Transfer with retention of quartenary carbon).

3.3.6 Fracionamento por coluna em Sephadex para isolamento de compostos do extrato

etandlico de Senna pendula

O extrato etandlico das folhas da Senna pendula foi submetido a um
fracionamento por cromatografia em coluna por exclusdo molecular com Sephadex® LH-20
como fase estacionaria e metanol como fase moével. 3,0290 g de extrato foram solubilizados
em 12 ml de metanol e em seguida inserido no topo da coluna. Foram coletadas 10 fracdes,
que apos analise em CCD foram agrupadas em 9 fragdes, apos ser constatado que a fragdo 8 e
9 possuem perfil cromatografico semelhante (fluxograma na Figura 2). As fragcdes foram
secas em rotaevaporador e em seguida pesadas e analisadas por CCD e HPLC. Apds analise
em HPLC, verificou-se que as fracbes 4 e 5 (ambos solidos da cor marrom-avermelhado) sdo
compostos isolados. Apds anélise de RMN e LC-MS das duas fragdes, certificou-se de que se
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tratava da mesma substancia, sendo a diferenca entre elas a quantidade de impurezas presente

em baixa quantidade nas fragoes.

Figura 2. Fluxograma do fracionamento do extrato etandlico das folhas da S. pendula em
coluna Sephadex LH-20.

EESPF
3,0290¢
Sephadex
Metanol
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
2155mg | | 51.3mg | |48, 7mg | [91,1mg || 176,6mg || 128.7mg || 271.8mg || 595.9mg | | 186.6mg

HPLC preparativo

SSP1 | L ‘

17",/6ACN 0,1%AF
Agua 0,1%AF

12 FRACOES

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.7 HPLC no modo preparativo para isolamento de compostos do extrato etandlico da
fracdo F6SSPF

A fragdo 6 (F6SSPF) do fracionamento em coluna Sephadex LH-20 das folhas S.
pendula (Figura 2) foi selecionado para separacdo em HPLC preparativo. A coluna
preparativa utilizada na separacéo foi uma coluna preparativa Phenomenex Luna® 5 pm C18
(150 mm x 21,2 mm). Uma solucdo de 20 mg/mL de F6SSPF em etanol/agua miliQ 1:1 foi
preparada para as injegdes. A separacdo ocorreu em um sistema isocratico de 17% de
acetonitrila com 0,1% de acido férmico (Synth, grau analitico) e 4gua com 0,1% de &acido
formico, vazdo de 12 ml.min, volume de injecdo de 1,5 mL, foram feitas 4 injecdes no total.
A separacdo foi realizada em um cromatégrafo Shimadzu VP com sistema preparativo
equipado com duas bombas LC-8A, detector UV/Vis SPD-10A, controlador SCL-10VP,
sistema de injecdo SIL-AF10, degaseificador DGU-14A. As bandas cromatograficas foram
coletadas repetidamente e seguida as fragdes foram secas em rotaevaporador para eliminagao

da acetonitrila, congeladas com nitrogénio liquido e secas em liofilizador (Christ) para
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eliminacdo da &gua. Todos os solventes utilizados foram grau HPLC: etanol HPLC (Supelco,
Merck), acetonitrila HPLC (J. T. Baker). A &gua ultrapura foi obtida utilizando um sistema de

purificacdo Millipore (Merck).

3.3.8 Fracionamento das folhas e frutos da Senna cearensis

As amostras do material coletado de Senna cearensis (folhas e frutos) foram
secas, trituradas e extraidas por 7 dias com etanol, o material foi entéo filtrado e concentrado
em rotaevaporador. O procedimento do fracionamento foi 0 mesmo para os frutos e folhas.
Para o fracionamento, 10 g de extrato foram submetidos a extracdo em coluna com 100 g de
silica gel (Aldrich, 230-400 mesh) como fase movel e como eluente um gradiente de solventes
(hexano, acetato de etila e etanol), conforme a Tabela 3. As fracGes foram secas em

rotaevaporador, pesadas e submetidas a analises em HPLC.

Tabela 3. Gradiente de solvente no fracionamento dos frutos e folhas da S. cearensis

Fracdo  Solvente Massa Frutos Massa Folhas
1. Hexano - -
2. 3% Hex. em Acet. Et. 11,1 mg 0,5 mg
3. 5% Hex. em Acet. Et. - -
4. 10% Hex. em Acet. Et. 37 mg 37,3 mg
5. 20% Hex. em Acet. Et. 63,1 mg 510,5 mg
6. 40% Hex. em Acet. Et. 102,2 mg 1,354 ¢
7. 60% Hex. em Acet. Et. - 442,1 mg
8. Acet. Et. 83 mg 695,6 mg
9. Acet. Et.: etanol 80:20 662,3mg 1,7065 g
10. Etanol 731 mg -

Hex.: hexano; Acet. Et.: Acetato de etila. Fonte: elaborado pelo autor.

3.3.9 Criacéo das redes moleculares para estudo quimico dos extratos das folhas e frutos de

Senna cearensis

Para criacdo da rede molecular foram usados os dados obtidos por LC-ESI-
MS/MS no modo negativo para os extratos de ambas as partes (folhas e frutos). Os dados
obtidos no formato RAW. foram convertidos em mz.mL com o software MSConvert. Uma
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rede molecular foi criada usando o fluxo de trabalho online (https://ccms-
ucsd.github.io/GNPSDocumentation/) no site do GNPS (http://gnps.ucsd.edu). Os dados

foram filtrados removendo todos os ions do fragmento MS/MS dentro de +/- 17 Da do
precursor m/z. Os espectros de MS/MS foram filtrados por janela, escolhendo apenas os 6
principais ions de fragmento na janela de +/- 50 Da em todo o espectro. A tolerdncia da massa
do ion precursor foi ajustada para 2,0 Da e uma tolerancia do ion do fragmento MS/MS de 0,5
Da. Uma rede foi entdo criada onde as bordas foram filtradas para ter uma pontuacdo de
cosseno acima de 0,8 e mais de 7 picos correspondentes. Além disso, as arestas entre dois nds
foram mantidas na rede somente se cada um dos nds apareceu nos respectivos 10 principais
nds mais semelhantes. O tamanho méaximo de uma familia molecular foi definido como 100 e
as arestas de menor pontuacdo foram removidas das familias moleculares até que o tamanho
da familia molecular estivesse abaixo desse limite. Os espectros na rede foram entdo
pesquisados nas bibliotecas espectrais do GNPS (Global Natural Products Social Molecular
Networking). Os espectros da biblioteca foram filtrados da mesma maneira que os dados de
entrada. Todas as correspondéncias mantidas entre espectros de rede e espectros de biblioteca
deveriam ter uma pontuacdo acima de 0,7 e pelo menos 6 picos correspondentes (WANG et
al. 2016).

3.3.10 Ensaio de citotoxicidade in vitro

Células: As linhagens tumorais utilizadas, SNB-19 (Astrocitoma), HCT-116
(Carcinoma de célon - humano) e PC3 (Carcinoma de préstata), foram cedidas pelo Instituto
Nacional do Céancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com
10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera
contendo 5% de CO.. As amostras diluidas em DMSO (dimetilsuféxido) puro em
concentracdo de 100 pg/mL para as fragdes e 10 pg/mL para substancias puras. Analise de
citotoxicidade foi realizada pelo método do MTT descrita primeiramente por Mosman (1983),
tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. E uma anélise
colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-2-H-brometo
de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes
somente nas células metabolicamente ativas. O estudo citotéxico pelo método do MTT
permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de a¢édo (BERRIDGE et al.,
1996).


https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/
https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/
http://gnps.ucsd.edu/
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As células foram plaqueadas nas concentragfes de 7 x 10* céls/mL (HCT-116), 1
x 10° céls/mL (SNB19 e PC3), para aplicacdo das amostras em concentragio Unica de, 100
pug/mL (para as fragdes) e 10 pg/mL (substancias puras), em triplicata. As placas foram
incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO2 a 37 °C. Ao termino deste, as placas foram
centrifugadas e o sobrenadante foi removido. Em seguida, foram adicionados 100 uL da
solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi
lida apos dissolucdo do precipitado com 100 uL de DMSO puro em espectrofotdmetro de

placa, no comprimento de onda de 595 nm.

Para os ensaios de 1Cso, ap0s a diluicdo das amostras SCFO e SCFR em solucdes
de estoques ja citadas, a concentracdo maxima testada foi 250 pg/ml para SCFO e
concentragdo méxima de 100 pg/ml para SCFR. A partir dessas solucdes, realizou-se
diluicbes seriadas, para avaliagdo da concentracdo inibitéria média (IC 50%). Os
experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrdo da média (DPM) da
porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism versao
8.01.
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3.4 Resultados e Discussao

3.4.1 Desreplicacao dos extratos das espécies Senna cearensis e Senna pendula

A identificacdo dos metabolitos secundarios no extrato etanélico das folhas da
Senna pendula e dos frutos, folhas, talos e flores da Senna cearensis foi feita com base na
interpretacdo dos tempos de retencéo, perfil de fragmentacéo dos espectros de massa positivo
e negativo, absor¢éo no UV e comparagdo desses dados com a literatura. Por serem do mesmo
género, muitos dos compostos identificados estdo presentes em ambas as espécies. Nas
Figuras 3 e 7 estdo os cromatogramas HPLC-DAD dos extratos e na Figura 4, o
cromatograma LC-MS. As medidas foram feitas nas mesmas condigdes para ambas as
andlises. Na Tabela 4 encontram-se as notaces dos compostos e em quais extratos eles foram
identificados. Os extratos possuem uma composicao rica em flavonoides livres, flavonoides
glicosilados, procianidinas e proantocianidinas; além desses compostos fenolicos, foram
identificados agucares, acidos e um terpeno. Os flavonoides sdo uma classe de compostos
comum em extratos de Senna e estdo relacionados a atividade antioxidante das plantas,
possuem atividade quimiopreventiva reconhecida, antibacteriana, antiviral e muitas outras que
tém sido estudadas ao longo dos anos de estudos de produtos naturais (DRETCANU et al.,
2022).

Para todos os extratos, o primeiro composto identificado ¢ a epigalocatequina com
identificacdo do pico m/z 305,12 [M-H]™ no tempo de retencdo de 15,44 min, respectivamente
com fragmentos m/z 179 [M-CeHsO3]™ e m/z 219 [M-C4HsO2] caracteristico das catequinas,
confirmando a identidade do composto (CAMPOS et al, 2016) . Para os extratos de S.
cearensis e fracdo 6 da S. pendula também foi identificada a epicatequina com o fragmento
m/z 289 [M-H] e m/z 179 [M-CeHsO3] ", em 19,59 min. As procianidinas B1 e B2 foram
identificadas apenas para os extratos da S. cearensis em 18,24 e 18,55 min, com 0 pico m/z
577 [M-HJ;, e os fragmentos MS? no modo negativo m/z 289 e m/z 425 caracteristicos da
fragmentacéo das procianidinas (GU et al, 2003). A rutina foi identificada nos frutos e flores
da S. cearensis e folhas da S. pendula no tempo de retencdo de 23,51 min e pico do ion
molecular da rutina [M-H]" m/z 609. A rutina também foi identificada para o extrato
metanolico das flores da S. cearensis por Franca, Cavalheiro e Silva (2021) e nas flores da S.

pendula por Monteiro (2018).
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Figura 3. Cromatograma HPLC-DAD dos extratos etandlicos da S. cearensis: (a) talos, (b)
frutos, (c) folhas (d) flores

!
() ] CGPOA G Z54nm,anm
SCTA
[y
e W
L
000+
(b) SCFR
[
0l
P |
' T Th
uw
ww] SCFO
(c)
00804
) e " |
T T T T T T T T T T T T T T T ™3
v
oot SCFL
{d) 4 LMNL,,N\“\M]‘J\W“F
N [ wﬁ_—rd\u———"—"
0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 min

Fonte: Elaborado pelo autor. SCFR: Extrato etandlico Senna cearensis frutos; SCFO: Extrato etanélico Senna
cearensis folhas; SCTA: Extrato etandlico Senna cearensis talos; SCFL: Extrato etanélico Senna cearensis
flores.
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Figura 4. Cromatograma HPLC-ESI-MS dos extratos etandlicos da S. cearensis: (a) folhas,
(b) talos, (c) frutos (d) flores
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A partir do tempo de retencdo de 29 minutos, os picos de maior intensidade sdo de
dimeros e trimeros de flavonoides. Para as espécies de Senna estudadas nesse trabalho, os bi e
triflavonoides sdo: cassiaflavan(cat)-epicatequina, cassiaflavan-cassiaflavan-epigalocatequina
e guibourtinidol-(cat)epicatequina. Em todos os extratos analisados foram identificadas os
dimeros e trimeros de flavonoides. A presenca desses compostos no cromatograma na forma
de vaérios picos agregados em sequéncia € caracteristica das plantas do género, como para
Senna velutina (CAMPOS et al. 2016), Senna macranthera var pudibunda (MONTEIRO et
al, 2018) e Senna sigueana (SOBEH et al, 2017). A absor¢do no UV em 280 nm dos picos
corrobora com a identificacdo dos bi e triflavonoides. Campos e colaboradores (2016)

ressaltam a presenca desses flavonoides como marcadores do género.

Os bi e triflavonoides sdo formados pela combinacdo de monoflavonoides flavan-
3-ol, que sdo as subunidades desses compostos. As subunidades mais comuns s&o: catequina,
epigalocatequina, afzelequina e epicatequina, pelo menos uma subunidade de um desses
compostos estd presente em muitos dimeros e trimeros de flavanoides. Além da vasta
quantidade de subunidades que podem compor os oligdmeros, as subunidades ainda podem
assumir diferentes modos conexdo entre si, possibilitando a formacdo de uma grande
variedade de bi e triflavonoides em plantas (CALLIEMEN E COLLIN, 2008; HE; YANG,;
HUANG, 2021). Em uma revisdo de literatura, He, Yang e Huang (2021) descreveram 571
biflavonoides de origem natural. Os biflavonoides estdo presentes em muitas plantas de uso
medicinal e possuem propriedades farmacoldgicas, tais como: anti-inflamatorias,
antioxidantes, antivirais e analgésicas (GONTIJO; SANTOS; VIEGAS, 2017).

A proantocianidina guibourtinidol-(cat)epicatequina foi identificada no tempo de
retencdo 26,91 min pelo pico base m/z 545 [M-H]" e o fragmento m/z 435 ([M-H-125]" que é
formado ap6s a fissdo heterociclica do anel A de um dos flavonoides do dimero e m/z 271
resultante da clivagem da conexdo interflavan (GU et al, 2003); o Guibourtinidol-
(Cat)Epicatequina também é encontrado na Senna velutina (CAMPOS et al, 2016 e, Senna
macranthera var pudibunda (MAIA et al, 2019). A cassiaflavan(cat)-epicatequina foi
observada em mais de um tempo de retencdo em todos os cromatogramas, com picos de alta
intensidade e pico base m/z 529 [M-H] em 29,40 min e também em 30,2 e 31,47 min (Figura
4); a identificagcéo foi confirmada pela presenca dos fragmentos m/z 289 [M-H-240] e m/z
419 [M-H-110] proveniente da fiss@o heterociclica do anel (SOBEH, 2017).
Dois triflavonoides foram identificados nos cromatogramas, o (ent)cassiaflavan-

(ent)cassiaflavan-epigalocatequina, detectado em 38 minutos pelo pico base m/z 785[M-H] e
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fragmentos m/z 545 (M-H-240) e 305 m/z [M-H-240-240]"; o segundo é o (ent)cassiaflavan-
(ent)cassiaflavan-(epi)catequina, com pico base m/z 769 [M-H] e fragmentos MS2 m/z 529
[M-H-240] e m/z 289 [M-H-240-240]" (SOBEH et al, 2017; MOURA et al 2022). Esse
composto foi identificado em mais de um tempo de retencdo, como pode ser observado na
Tabela 4. A representacdo estrutural dos compostos identificados estdo dispostas nas Figuras
5eb.
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Tabela 4. Compostos identificados por LC-MS nos extratos dos frutos, flores, folhas e talos da Senna cearensis e nas folhas da Senna pendula

. MM Formula [M-H] 2[M-H]"  [M-H]* . Espécies de
ID TR(min) Composto @mol)  molecular  (m/2) mz)  (miz) Literatura Senna
o . SPF, SCTA,
1. 3.88 Acido quinico 192,17 C7H1206 191,00 - - Fraige et al. (2017) SCFL, SCFR
CAMPOSetal.  SCFO, SCFR,
2. 3.28 Sacarose 342,30 C12H22011 341,22 683.37 - (2016) SCFL
) (2%1A6'\)/!F$)LJszeLtJiilk- SCFL, SCTA,
3. 1544 . . 30627  CisHwO: 30512 61122  307,0312 ’ " scFo, SCFR,
Epigalocatequina BALLINGTON; SPE. 6SPE
XIE (2018) ’
CAMPOS et al
4, 1711 Catequina 20027  CusHuOs 289,06 i . (2016): MAIA et al. 6SPF
(2019)
CAMPOS et al
5. 1824  ProcianidinaBl 57850  CaHxOn 577,28 i 579,562 (2016); MAIA etal, SC v SCTA,
SCFO, SCFR
(2019)
CAMPOS et al
6. 1855  ProcianidinaB2 57850  CaHxOn 577,50 i 579,562 (2016); MAIA etal, SC v SCTA,
SCFO, SCFR
(2019)
SPF, 6SPF,
7. 1953 Epicatequina 20027  CusHuOs 289,00 57912  290,9688 CA'V('goolz)et al scrl, scTA,

SCFO, SCFR



34

. MM Formula [M-H] 2[M-H]"  [M-H]* . Espécies de
D TR(min) Composto (g.mol?) molecular (m/z) (m/z) (m/z) Literatura Senna
TAEYE;
8. 20,20 Procianidina C1 866,8 CasH3s018 865,47 - 867,25 KANKOLONGO; SCFR
COLLIN (2017)
. 433,31 WANG; HUANG;
9. 21.61 Geniposide 388,37 C17H24010 [M-FA-H] - 434,62 TSAI (2007) SPF
SCHARBERT;
. 801 .81 HOLZMANN;
10. 22.61 Caempfetrina 756.12 Ca3H40020 [M-FA-H] - 757,56 HOEMANNN SPF
(2004)
11.: 2351 Rutina 61050  CyHxOm; 609,22 i 611,06 MAIA et al. (2019) SPFS’CSFCI:_FR’
Quercetina-O- SPF, 6SPF,
12.1 2572 glicosideo 464,40 C21H20012 463,16 926,97 465,06 MAIA etal. (2019) SCFR, SCFL
Luteolin-7-O-p- 6SPF, SPF,
13.1 26,39 rutinosideo * 594,50 C27H30015 593,22 - 595,09 WANG et al. (2003) SCFR
Guibourtinidol- SPF, 6SPF,
14." 26,91 (Cat)Epicatequina 546,15 CsoH26010 545,22 1092,31 547,09 MAIA et al. (2019) SCFL, SCTA,
SCFO, SCFR
: SPF, 6SPF,
15. 2940  Cossiaflavan(cat)- oo, CaoH2609 52919 106037 531,12 MOURAetal.  gor) seTa,
epicatequina (2022) SCEO. SCER
Cassiaflavan(cat)- MOURA et al. SCFL, SCTA,
16.. 30,02 epicatequina 530,15 C30H2609 529,22 1058,84 531,03 (2022) SCFO. SCFR
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. MM Formula [M-H] 2[M-H]"  [M-H]* . Espécies de
D TR(min) Composto (g.mol?) molecular (m/z) (m/z) (m/z) Literatura Senna
Cassiaflavan(4p— i MOURA et al. SCFL, SCTA,
17.. 31,47 8)-epicatequina * 530,16 CaoH2609 529,28 531,09 (2022) SCFO, SCFR
18. . Cassiaflavan- CAMPOS et al. SCFL, SCTA,
. 32,78 epicatequina 514,16 CaoH2608 513,28 1027,34 515,12 (2016) SCFO. SCFR
19 3473 Luteolina 28624  CisHiOs 28503 57109 286,27 CA'V(';%%)E‘ al- SpF, esPF
(ent)Cassiaflavan- SPF, SCFL,
20. 38,00 (ent)Cassiaflavan- 786,44 Css5H38013 785,41 - - CAMPOS etal. SCTA, SCFO,
. : (2016)
epigalocatequina SCFR
Acido (10E,15E)-
9,12,13- - -
21. 38,30 trihidréxioctadeca- 328,22 C18H3205 327,34 Shah et al.(2022) SCTA
10,15-dienoico
(ent)Cassiaflavan- SPF, SCFL,
22, 3858  (ent)Cassiaflavan- 77044  CasHO1p 769,34 i i CAMPOS etal.  g~ra “scFO,
- ! (2016)
(epi)catequina SCFR
(ent)Cassiaflavan- SPF, 6SPF,
23 4003  (ent)Cassiaflavan- 77044  CasHagOu 769,34 - - CA'V('EOOE)“ al ScRL scTA,
(epi)catequina SCFO, SCFR
(ent)Cassiaflavan-
. CAMPOS et al. SPF, SCFL,
24. 39,36 (ent)(_:asmafla}van- 770,44 CasH38012 769,34 - - (2016) SCFO, SCFR
(epi)catequina
(ent)Cassiaflavan-
. CAMPOS et al. SPF, SCFL,
25. 40,01 (ent)Cassiaflavan- 770,44 CasH3s012 769,37 - - (2016) SCFO, SCFR

(epi)catequina
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. MM Formula [M-H] 2[M-H]"  [M-H]* . Espécies de
D TR(min) Composto (g.mol?) molecular (m/z) (m/z) (m/z) Literatura Senna
(ent)Cassiaflavan- CAMPOS et al SPF, SCFL,

26. 40,52 (ent)Cassiaflavan- 770,44 CasH3s012 769,37 - - ' SCTA, SCFO,
- A (2016)
(epi)catequina SCFR

(ent)Cassiaflavan- SPF, SCFL,
27, 4127  (entCassiaflavan- 77044  CausHuOn 769,41 i i CA'V(';&%)“ al. ScTA, SCFO,
(epi)catequina SCFR
(ent)Cassiaflavan- SPF, SCFL,
28. 41,53 (ent)Cassiaflavan- 770,44 Ca5H38012 769,41 - - CAN(I;)OE)H al. SCTA, SCFO,
(epi)catequina SCFR

Fonte: Elaborado pelo autor. EESPF: Extrato etan6lico Senna pendula folhas; 6SPF: Fracéo 6 da separa¢do em coluna Sephadex; SCFR: Senna cearensis frutos; SCFO: Senna
cearensis folhas; SCTA: Senna cearensis talos; SCFL: Senna cearensis flores. *identificagdo confirmada por NMR *H e 3C.



Figura 5. Representacdo estrutural dos compostos identificados nos extratos de Senna
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Figura 6. Representagdo estrutural dos compostos identificados nos extratos de Senna
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3.4.2 Isolamento de flavonoides das folhas do extrato etandlico da Senna pendula

O extrato etanolico das folhas da S. pendula foi fracionado inicialmente por
cromatografia em coluna Sephadex utilizando metanol como fase movel, foram obtidas 12
fracOes. As fracdes 4 (92,9 mg) e 5 (179,4 mg), apds anélise por cromatografia em camada
delgada e HPLC-DAD, mostraram ter um perfil cromatografico de composto isolado,
contendo somente um pico de alta intensidade, ainda que com algumas impurezas (Figura 8);
esse composto foi chamado de SSP1. As duas fracGes foram submetidas a analise de LC-MS,
'H e 13C RMN, por meio dessas técnicas foi comprovado que as duas fracdes correspondem
ao mesmo composto. A fracdo 6 foi escolhida para uma posterior separacdo em HPLC-
preparativo devido a boa separacdo dos picos, possuir muitos componentes e pela quantidade
de massa disponivel (226,2 mg). A composicdo da fragdo 6 encontra-se na Tabela 4,
identificada como 6SPF. Na Figura 7 estdo dispostos 0s cromatogramas do extrato bruto, SPF,
do composto SSP1 e da fracdo 6, 6SPF.

Figura 7. Cromatograma HPLC-DAD do (a) SPF (b) SSP1 e (c) 6SPF

- SPF I
£06000
A
oAmrrina MWH_HH_-’_"‘_#_'_‘-_._\_—_-J_
] 1] 1} 1 1 I I T 1 1 1 MIH
(b) s T
SSP1 H
w’u
T T T T T i
© ]
] 6P
R X / .,'- . /J,'-"‘
R e N M AN
00 50 100 150 200 25,0 30,0 30 400 min

Fonte: Elaborado pelo autor. SPF: Senna pendula Folhas; SSP1: composto isolado 1; 6SPF: fracdo 6 da Senna
pendula Folhas
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3.4.2.1 Elucidagéo estrutural do composto SSP1

O composto SSP1 foi isolado como um sélido marrom. O espectro UV do SSP1
mostrou trés picos maximos de absor¢éo em 248, 268 e 338 nm, semelhante ao observado na
literatura para flavonoides glicosilados (TALHAOQUI et al., 2014). O espectro de *H RMN
600 MHz mostrou picos na regido dos aromaticos de 64 7.5 a 6.0 ppm e diversos picos na
regido de deslocamento quimico de 4,0 a 3,0 ppm, caracteristicos de agucares, sugerindo
tratar-se de um flavonoide glicosilado. A presenga de um duplo dupleto em o1 7,52 € um
dupleto em 61 7,31 comprovam a presenca de um anel aromatico ortosubstituido, no anel B
do flavonoide, sugerindo que se trata do flavonoide luteolina. Os dupletos em 6 6.48 (d, J =
2.1 Hz, 1H) e 61 6.22 (d, J = 2.1 Hz, 1H) estdo associados aos dois hidrogénios do anel
aromatico A do flavonoide. Os valores de J para todos os multipletos e correspondéncia dos
picos estdo na Tabela 5.

No espectro RMN *3C Deptq do composto, os picos com deslocamento de 180 a
110 ppm sdo de carbonos dos anéis aromaticos A e B do flavonoide. O pico em 182,39 ppm é
atribuido ao carbono C-4 da carbonila presente na estrutura do flavonoide. Os sinais de picos
negativos de de 165 a 125 ppm sdo de carbonos ndo hidrogenados presentes nos anéis A e B.
O pico negativo em dc 103,84 é devido ao carbono C-2 em dupla ligacéo no anel C, ligado ao
anel B. O pico em 6¢c 66,56 € atribuido ao unico carbono CH2 na estrutura, presente na ligacdo
entre os anéis de aglcar. O pico em d¢c 16,55 é referente ao Unico carbono CHs da estrutura
presente no rutinosideo. Os picos de 100 a 68 ppm sdo associados ao rutinosideo ligado a
estrutura do flavonoide. O espectro de LC-ESI-MS dos compostos isolados estdo na Figura 11
e os espectros de RMN no anexo A.

A comparacdo dos dados de RMN com a literatura confirma que o s6lido SSP1 é
o flavonoide luteolina-7-O-B-rutinosideo (Figura 9a). O flavonoide luteolina-7-O-f-
rutinosideo é encontrado em muitas plantas, possui efeito antioxidante e atividade na
prevencdo e tratamento de diabetes tipo 2 (KIM et al, 2000; SUBASH-BABU et al, 2023). A
fragmentacédo do espectro de massas do composto corrobora com a identidade do composto. O
espectro dos compostos tem um pico base no modo negativo m/z 593,15 [M-H]", sendo este 0
pico do ion molecular. O fragmento m/z 285,00 [M-H-308] é resultado da perda do agUcar
rutinosideo (TALHAOUI et al., 2014).
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Tabela 5. Comparacéo dos valores de deslocamento quimico de RMN 3C (150 MHz) e RMN
'H (600 MHz) composto SSP1 (solvente CDsOD) com a literatura (WANG et al, 2003)

oH SSP1

on Luteolina-7-O--
rutinosideo
J(Hz)

6c SSP1

dc Luteolina-7-O--
rutinosideo
J(Hz)

7.50 (dd, J=8.6, 2.3 Hz,
1H)

7.47 (d, J = 2.2 Hz, 1H)

6,64 (s, 1H)

6.48 (d, J = 2.1 Hz, 1H)

6.22 (d, J = 2.1 Hz, 1H)

4,75 (d, J=1,7 Hz, 1H)

4.11 - 4.05 (m, 2H)

3.92 —3.87 (m, 2H)

3.75(dd, J =9.5, 3.4 Hz,
1H),

3.68 (d, J = 3.2 Hz, 2H),
3.67 - 3.61 (m, 2H)

3.60 — 3.49 (m, 3H)

3,41 (td, J= 9,3, 6,3 Hz,
2H).

1,24 (d, J = 6.2 Hz, 2H)

7.44 (1H, dd, J = 8.0, 2.0
Hz, H-6")

7.41 (1H,d, J= 2.0 Hz,
H-27)

6.74 (1H, s, H-3)

6.73 (1H, d, J = 2.0 Hz,
H-8)

6.45 (1H, d, J = 2.0 Hz,
H-6)

4.53 (1H, br s, ram-1)

Protons do rutinosideo

Protons do rutinosideo

Protons do rutinosideo

Protons do rutinosideo

Protons do rutinosideo

1,07 (3H, d, J) 6.4 Hz,
ram-6)

182,39

164,05

161,79

158,07

148,47

125,93

118,43

116,51

113,54

103,69

101.65

100.84
98.99
93.87

76,16

75,83
73,39

72,62
71,04
70,80
70,20

9 181.9 (s, C-4),

164.7 (s, C-2),

161.2 (s, C-5)

157.0 (s, C-9)

150.5 (s, C-4"),

121.0 (s, C-1"),

119.3 (d, C-6'),
116.0 (d, C-5'),

113.4 (d, C-2'),

103.0 (d, C-3),

100.6 (d, ram-1),

99.9 (glc-1),
99.5 (C-6),
94.8 (C-8)

76.2 (d, glc-3),
75.6 (d, glc-5),
73.1 (d, glc-2)

72.0 (d, ram-4),
70.7 (d, ram-3), 70.3
(ram-2),

69.5 (d, glc-4),
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on Luteolina-7-O-p- dc Luteolina-7-O--

oc SSP1

oH SSP1 rutinosideo rutinosideo
J(H2) J(H2)
- - 68,53 68.4 (d, ram-5), 66.0
- - 66,56 (t, glc-6),
- - 16,55 17.9 (g, ram-6)

s: singleto, d: dupleto, dd: duplo dupleto, ram: ramnosideo, glc: glicosideo. Fonte: Elaborador pelo autor

(a)

Intensidade do pico base

(b)

Figura 8. LC-MS e espectro UV do (a) SSP1 e (b) SSP2
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Figura 9. (a) Representacdo estrutural da luteolina-7-O-B-rutinosideo (SSP1) (b)
cassiaflavan-(4—8)-epicatequina (SSP2)

Luteolina-7-O-B-rutinosideo Cassiaflavan-(4—8)-epicatequina

Fonte: Elaborada pelo autor (MarvinSkecth®)
3.4.2.2 Elucidagio estrutural do composto SSP2

O sélido SSP2 foi obtido por HPLC-preparativo, e apresenta-se como um solido
amarronzado quando solubilizado em metanol. O espectro de massas obtido por LC-MS
(Figura 8) mostrou um pico base de m/z 529,25 [M-H] e m/z 1053,31 2[M-H] e o HPLC-
DAD, um espectro de absorcdo UVwmax de 280 nm para o compostos SSP2, que indicaram
tratar-se de um biflavonoide frequentemente detectado em plantas do género Senna
(CAMPOS et al, 2016), como ja discutido na sessdo anterior. Os fragmentos observados no
espectro MS? também corroboraram a confirmacéo da identidade do composto como uma
proantocianidina, que também foi identificada na Senna cearensis nesse trabalho, a
entcassiflavan-(4p—8)-epicatequina de massa 530,157 g.mol™. O pico do ion molecular é o
m/z 529,22 [M-H]". No espectro MS?, o pico m/z 289,00 é associado a epicatequina apds uma
quebra quinona metide; o pico m/z 409,25 é resultado de uma fissdo Retro Diels Alder e o
pico m/z 419,1250, de uma fissdo heterociclica do anel, conforme indicado na Figura 10
(MOURA et al, 2022).

O espectro RMN de hidrogénio (600 MHz) e de carbono Deptq (150 MHz) do
solido SSP2 foi obtido, porém devido a alta diluicdo do composto, o0 espectro de carbono e
hidrogénio possuem uma baixa resolucdo, com poucos picos. Os dados obtidos foram
comparados com o de Moura e colaboradores (2022), que elucidaram a estrutura da
entcassiflavan-(4p—8)-epicatequina, isolada a partir das folhas da Dalbergia monetaria, a

comparacdo dos dados encontra-se na Tabela 6. No espectro de Deptq, os dois picos
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negativos com deslocamento dc 34,40 ppm e 28,03 ppm foram atribuidos aos dois carbonos

CH: presentes na estrutura no anel F e C, na posicdo 3 e 4, respectivamente. Os demais 5

picos foram associados aos carbonos CH da estrutura. A Figura com os espectros de RMN

encontram-se no anexo B.

Figura 10. Espectro MS? do composto SSP2 e respectivos fragmentos dos picos

s MS2 (pico 1059)

Intensidade

1.0E4 || O
8.0E3
6.0E3

4083 1) 289,0000 419,1250
409,2500 k

2.0E3 l
0.0E0 1 l. i i i k L

529,2500

511,2500
C3Hz08

L

250.0000 300.0000 350.0000 400.0000 450.0000

m/z

Fonte: Elaborador pelo autor.

500.0000 550.0000

Tabela 6. Comparacdo dos valores de deslocamento quimico de RMN *3C (150 MHz) e
RMN !H (600 MHz) do s6lido SSP2 (DMSO-D6) com a literatura (MOURA et al, 2022)

o+ Entcassiflavan-

dc Entcassiflavan-

8 SS5P2 (4p—8)-Epicatequina 8¢ S5P2 Ep(i‘::ggc?a-ina

7,15 (d, J = 6,4 Hz, 4H) 7,056 d (8.6) 126,83 128,62
6,71 (d, J = 6,5 Hz, 5H) 6,709 dd (8,4/1,2) 114,60 114,14

6,26 (s, 2H) 6,262 dd (8,4/2,5) 113,60 -

6,21 (s, 1H) 6,311 d (2,5) 102,40 103,97

6,02 (s, 2H) 6,081 s 75,37 79,30

5,41 (s, 1H) - 34,40 (C4- 33,05

anel F)
4,21 (s, 3H) 4,067 ddd (4,6/2,3/1,2)eq 28,03 29,35
(C4-anel C)

2,90 (d,J=17,1 Hz, 2H) 2,846 dd (16,8/4,6) ax; -
2,76 (d, J = 15,8 Hz, 2H) 2,757 ddd (16,8/2,3/0,9) eq -
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dc Entcassiflavan-

oH Entcassiflavan-
dH SSP2 : . dc SSP2 (4p—8)-
H (4p—8)-Epicatequina ¢ Epicatequina
1,31 (s, 1H) 1,836 ddd (13,2/5,8/2,0) eq - -

s: singleto, d: dupleto, dd: duplo dupleto, ddd: duplo duplo dupleto, eq: equatorial, ax: axial, ram: ramnosideo,
glc: glicosideo. Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4.3 Fracionamento dos frutos e folhas da Senna cearensis e uso de molecular network

como ferramenta para desreplicacéo

Com objetivo de analisar a composi¢do quimica das folhas e frutos da Senna
cearensis mais detalhadamente visando o isolamento de compostos da planta foi realizado o
fracionamento dessas duas partes. A composicdo quimica das fracdes foi determinada a partir
da submissdo dos dados de LC-ESI-MS/MS na plataforma GNPS para criacdo de uma rede
molecular. Foram identificados flavonoides aglicosilados e glicosilados, ligninas, terpenos e
acidos graxos nas fracfes, os dados de cada anotacdo encontram-se nas Tabelas 7 e 8. O
molecular network criado para as folhas contém 126 nodos e 30 notacdes de compostos
(Figura 11); o dos frutos, 69 nodos e 33 notacbes (Figura 13). Cada notacdo foi avaliada com
base nos picos compartilhados, mirror match, comparagdo das fragmentacGes com dados de
bancos de dados do Massbank (HORAI et al, 2010) e Pubmed (KIM et al, 2023). Alguns dos
compostos identificados foram descartados devido a qualidade da fragmentacdo ou natureza
sintética. Na Figura 11 encontra-se a rede molecular criada para as fracdes das folhas da
Senna cearensis e na Figura 12 alguns dos clusters e compostos identificados nas folhas.

Alguns dos compostos notados nas fracdes das folhas e frutos foram
anteriormente identificados na desreplicacdo dos extratos das partes da Senna cearensis em
comparacdo com a literatura, corroborando com um consenso da identidade dos compostos
pelas duas abordagens. Flavonoides como a miricetina, derivados glicosilados da miricetina,

foram identificados somente pelos fragmentos de MS/MS para os frutos da Senna cearensis.
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Figura 11. Molecular network gerado para o fracionamento das folhas da Senna cearensis

Compostos glicosilados
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Fonte: Elaborado pelo autor (programa Cytoscape®).
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Figura 12. Clusters e compostos identificados por molecular network no modo negativos
para as fracdes das folhas da Senna cearensis

40Ac.et. SCFO L] A
@ 100Acet. sCFO ‘ “ ey g
@ Acet: etOH SCFO )
@ -ctoH scFo

Cyanidin-3-O-rutinoside

Gallocatechol

Fonte: Elaborado pelo autor (programa Cytoscape®).

Os compostos anotados encontram-se na Tabela 8. Poucas identificagdes foram
feitas para as fracdes hexanica (40Sc, 100 Sc, 60 Sc) devido a baixa resolucdo de alguns picos
e a presenca de compostos que ndo estdo presentes no banco de dados. As fracdes das folhas
apresentaram uma maior variabilidade quimica, permitindo a identificacdo de uma maior
quantidade de compostos quando comparado com os frutos. Para os frutos, na fragdo 60ScFr
foi identificado como composto majoritério a rutina e a presenca de compostos minoritarios
como catequinas, a quercetina e acidos graxos. Ressalta-se a presenca de bi e triflavonoides
caracteristicos de plantas do género Senna no tempo de retencdo de 26 a 35 min para ambas as
partes da S. cearensis, como o0s que foram identificados na secdo anterior para as partes da
planta em comparacdo com a literatura. Os compostos identificados nas fragcbes sdo
compostos com bioatividade descrita na literatura, como por exemplo atividade citotoxica
para a narigenina, miricetina (AGRAHARAM; GIRIGOSWAMI; GIRIGOSWAMI, 2022;
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DRETCANU et al, 2022). A desreplicacdo das fracOes destaca a rica composi¢cdo dessa
espécie que ainda ndo foi explorada na literatura como fonte de compostos bioativos.

Figura 13.Clusters e compostos identificados por molecular network no modo negativo para
fracOes dos frutos da Senna cearensis

NCGC00385826-0113-[(2S,3R 48,55 6R)-4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-3-[(2S 3R 4R 5R.65)-3 4,51

+40,
2-(3.4 5,7-dil 3-[(25,3R 45,55 6R)-34 5 6{l(25 3R 45, SR} P HENFRYARS st 36 -yllokychromen-4-one
40 AcScFr 306707
heta-glucoside
@ 60 Acschr 2-(3.4-dihydroxyphenyl)-5-hydroxy-7-[(2S,3R.4S.5S.6R)-3 4, 2 ne
@ FEtAcScFr
EtScFr o
8 i ]’
X P Rutin@@¥ G ev
T
! »/k\
o .
: i myricetin-3-O-hexo
. I/\r‘ i
B Ea el

NCGC00169534-02§
1-[4-(beta-D-

Nl )
| “
RPN /\/\/\,,/\/\(% . K/ﬁ)

Fonte: Elaborado pelo autor (programa Cytoscape®).



Tabela 7. Perfil quimico paras as frac@es das folhas da Senna cearensis com base no molecular network
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FRACIONAMENTO DAS FOLHAS

Composto Formula MM_l TR m/zobs m/zlib cosine Picos Amostra
molecular (g.mol™*) (min) mp.
1. Isorhamnetina 3-galactosideo  Cx»H201, 478,11 3,00 477,33 479,12 0,83 6 etScFo
40ScFo, etScFo,
2. Sacarose CioH22011 342,11 3,68 341,33 341,11 0,87 etACSCFo. 100SCFo
3, Galocatequina 306,07 1535 30529 30500 093 9 etSeFo, etAcScro,
C15H1407 100ScFo
4. isookanin-7-O-glucosideo CxnH2»011 450,12 15,97 451.38 451.123 0,77 6 etScFo, etAcScFo
5. Procianidina C1 CssHigO18 866,21 18,07 865.70 865.19 0,72 20 etScFo, etAcScFo,
6. Procianidina B2 CzH26012 578,14 18,24 577.491 577.136 0,77 11 etScFo, etAcScFo,
7. Catequina CisHwuOs 290,27 1953 28926 29027 098 10 40ScFo, etScko,
etAcScFo
g ~Caempferol-3-rutinosideo &\, o 59416 1974 75561 75520 091 10 etScFo
glucosideo
9. Iridina C24H26013 522,14 22,15 523,40 523,14 0,80 6 etScFo
3',4',5,7-Tetrahidroxi-3-[(6-O-
10.  beta-D-xilopiranosil-p-D- CoH28016 596,14 22,88 595,39 595,13 0,76 13 etScFo
glucopiranosil)oxi]flavona
11. Rutina Co7H30016 610,15 23,28 609,15 609,44 0,91 9 etScFo



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H22O12
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C12H22O11
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H14O7
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C21H22O11
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C45H38O18
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C30H26O12
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H14O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C33H40O20
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C24H26O13
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C26H28O16

FRACIONAMENTO DAS FOLHAS

Formula

MM

TR

Picos

Composto 1 . m/zobs m/zlib cosine Amostra
molecular (g.mol™*) (min) mp.
12. ariciresinol-4-0- CoHaOu 360,16 2373 52142 52120 070 6 etScFo
glucopiranosideo
L 0,77
13. Miricetina-3-O-galactosideo ~ Cx1H20013 318,04 23,80 479.43 481.09 6 etScFo
_ etScFo
14.  Quercetina-4'-O-glucosideo C21H20012 463,09 2443 46340 463.09 0,90 6
etAcScFo
o _ etScFo
15. Maritimetina-6-O-glicosideo  Ca1H20011 448,10 24,69 44941 449.11 0,96 6
etAcScFo
16.  Cianidina-3-O-rutinosideo ~ CoHuOis 59416 2636 59353 59516 095 6  Croor o EIACSCRo,
100ScFo
5-hidréxi-7-[3,4,5-trihidréxi-6-
(hidroximetil)oxan-2-ilJoxi-2- etScFo
17. [4-(3,4,5-trihidroxi-6- Co7H30014 578,16 26,65 577.45 579.17 0,90 6
metiloxan-2-
il)oxifenil]Jchromon-4-ona
18. Prunin CoH2010 434,12 27,46 43338 433.11 0,93 7 etScFo, etAcScFo
19. 4-Deoxyphloridzin CaiH2409 420,14 30,42 41940 419.13 0,84 6 etAcScFo
20. Tricina-5-glucosideo CxsH2012 492,13 30,62 491.335 491.12 0,84 6 etScFo
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/49800176

o1

FRACIONAMENTO DAS FOLHAS

Formula MM TR

Picos

Composto 1 . m/zobs m/zlib cosine Amostra
molecular (g.mol™*) (min) mp.
Ci8H3205 0,81 etScFo
21. 9,12,13, TriHODE 328,22 38,24 32749 327.22 7
etAcScFo
22. Naringenina CisH12Os 272,07 3891 271,23 271,06 0,92 8 etAcScFo,100ScFo
;. . . 40ScFo, Fo,
23.  Acido protoliquesterinico CioH204 32423 43,14 321,30 323,22 0,88 7 0ScFo, etScFo

100ScFo

Fonte: Elaborado pelo autor. MM: massa molecular, TR: tempo de retengdo (minutos), m/z lib: razdo massa/carga biblioteca, m/z obs: razdo massa/carga observado, obs;

ScFo: Senna cearensis folhas.

Tabela 8. Perfil fitoquimico paras as fracdes dos frutos da Senna cearensis com base no molecular network

FRACIONAMENTO DOS FRUTOS

Formula MM TR

Picos

Composto 1 : m/zobs m/zlib cosine Amostra
molecular (g.mol™) (min) mp.
1 Sacarose CiH2On 342,11 3,67 341,109 094 8 EtACSCZ’SggrACSCFr’
2. Procianidina B1 CaoH26012 578,14 15,06 577,489 577,135 0,88 16 etAcScFr, etScFr
3, Galocatequina CisHuO: 306,07 1543 305254 3050 092 9 etACSCZéSg'rACSCFr’
4. Quercetina 3,4'-diglucosideo Co7H30017 626,14 15,9 625,504 625,141 0,88 12 etScFr
5. Catequina C15H1406 290,27 19,47 289,255 290,27 0,96 10 etAcScFr, etScFr
6.  Miricetina-3-O-hexosil (1- ¢, .00,, 626,15 21,23 625429 625113 0,74 6 60ACSCFr
2)deoxihexosideo

7. Geniposideo Ci7H24010 388,14 21,55 433,135 0,90 6 60ACScFr, etScFr



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C12H22O11
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C30H26O12
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H14O7
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H14O6
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FRACIONAMENTO DOS FRUTOS

Formul MM TR _ _ Pi
Composto ormua 1 . m/zobs m/zlib  cosine €08 Amostra
molecular (g.mol™?) (min) comp.
8. miricetina-3-O-hexosideo CaH20013 480,09 2199 479,325 479,077 0,83 9 etScFr
9. Rutina Co7H30016 610,15 23,28 609,53 609,146 0,96 13 60ACSCFr, etScFr

etAcScFr, 60AcScFr,
etScFr, 40AcScFr

10. Isookanina-7-O-glucosideo CaH2011 450,11 24,30 449,384 449,109 0,89 6 etAcScFr, etScFr,
i AcScF ACSCF
11. Isoguercetin CuHaOp 46409 2443 463392 46438 091 9 o Cscetréggr eSeF,
12. Naringenina-7-O-rutinosideo C,7H3O14 580,18 26,54 579,424 579,172 0,71 6 etScFr
13. Quercetin C15H1007 302,04 3493 301,24 301,035 0,88 8 etAcScFr, 60AcScFr
14, Naringenina CisH120s 272,07 38,82 271,284 271,061 0,89 7 etScFr
8

15. Acido protoliquesterinico CioH3204 324,23 44,38 321,356 323,221 0,92

Fonte: Elaborado pelo autor. Fonte: Elaborado pelo autor. MM: massa molecular, TR: tempo de retengdo (minutos), m/z lib: raz8o massa/carga biblioteca, m/z obs: razdo
massa/carga observado, obs; ScFr: Senna cearensis frutos.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C21H22O11
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3.4.4 Ensaio citotéxico In vitro

O extrato das folhas da Senna pendula e do composto nomeado SSP1 foram testados
contra linhas de células tumorais em um ensaio in vitro. Os resultados encontram-se na Tabela
9. O extrato etanolico da S. pendula apresentou uma baixa citotoxicidade as células testadas,
assim como o composto SSP1. A baixa atividade do SSP1 pode ser associada a presenca de
impurezas no sélido. O extrato de melhor atividade citotdxica € o extrato das folhas da S.
cearensis (SCFR), como inibicdo do crescimento para a linhagem celular SNB-19
(Glioblastoma) de 73,93%. O SCFR é um dos extratos da S. cearensis de maior variabilidade
quimica, de acordo com os resultados observados na analise da sua composic¢do. O extrato das
folhas da S. cearensis (SCFO) mostraram uma alta citotoxicidade para a linha celular HCT-
116 (Carcinoma de colon - humano), esse efeito pode ser atribuido a presenca de diversos
flavonoides com potencial antitumoral em sua composi¢do, como a miricetina, rutina,
quercetina, caempferol, isookanin, marimetina e entre outros notados pelas analises de LC-
MS/MS. Carmona et al (2014) demonstraram que a combinacdo de quercetina e caempferol
mostraram efeito citotoxico mais efetivo contra a linhagem HCT-116 ao serem combinados
do que quando testados separadamente.

Os resultados de citotoxidade podem ser atribuidos ao efeito sinérgico dos diversos
compostos bioativos presentes no extrato. Devido a massa insuficiente de flores coletadas ndo
foi possivel realizar os testes citotdxicos para os extrato das flores da Senna cearensis. No
entanto, Franca et al (2022) relataram a atividade citotoxica do extrato etandlico das flores da
S. cearensis, destacando o efeito citotoxico na linha celular HL60 (Leucemia), com uma
inibicdo do crescimento de 81,65 %. Esses resultados apontam para a rica composicdo de
compostos bioativos com efeito antitumoral presentes nas partes da Senna cearensis.

Para determinag&o da ICso, a amostra SCFR e SCFO foram selecionadas, uma vez que
apresentaram capacidade de inibicdo acima de 70% na etapa de avaliagdo em concentragao
Unica. Para o ScFr, SNB-19, a ICso (Figura 14) obtida na linhagem foi de 66,85 pg/mL na

linhagem citada, com intervalo de confianca 64,14 a 69,73 pg/mL.
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Tabela 9. Percentual de inibi¢cdo do crescimento (IC%) dos compostos frente as linhagens

tumorais nas concentra¢Ges Unicas de 100 pg/mL (para as fragdes), 10 pg/mL (substancias

puras)

Percentual de Inibicéo (xdesvio padréo)

Amostras
PC3 SNB-19 HCT-116
Doxorrubicina 94,93 +£1,35 91,05+1,07 94,76 +0,28
SPF 16,96 +3,67 > 25 3,61 +0,43
SSP1 4,00 +2,93 18,83 + 1,32 1,19+131
SCFR 34,41 +0,76 7393+1,63 42,03+3,32
SCFO 18,93+1,45 8,33+ 2,32 80,10 £ 1,17
SCTA 55,65+2,82 46,25+ 2,68 40,12+ 3,72

Fonte: Elaborado pelo autor. SNB-19 (Glioblastoma), HCT-116 (Carcinoma de célon -

humano) e PC3

(Carcinoma de préstata). SPF: Extrato etan6lico Senna pendula folhas; SSP1: Composto 1 isolado da Senna

pendula; SCFR: Senna cearensis frutos; SCFO: Senna cearensis folhas; SCTA: Senna cearensis talos.

Figura 14. Gréfico de ICso na linhagem (a) SNB-19 para a amostra ScFr e (b) HCT-116 para

a amostra ScFo
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SCFR: extrato etandlico dos frutos da Senna cearensis; SCFO: extrato etanélico das fohas da Senna cearensis
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4. CAPITULO 2. SCREENING VIRTUAL DE FLAVONOIDES DO
GENERO CHAMAECRISTA: ADME, PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS,
INTERACOES DOS COMPLEXOS FLAVONOIDE-DNA POR DOCKINGE
DINAMICA MOLECULAR

4.1 Estudo in silico dos compostos do género Chamaecrista

O género Chamaecrista (Familia Fabaceae) conta com mais de 330 espécies
distribuidas nos tropicos, principalmente Asia, Africa e América do Sul. As plantas do género
sdo uma fonte de terpenos, flavonoides, antraquinonas e cumarinas interessantes para sua
aplicacdo medicinal (THANH et al, 2022; GOMES et al, 2021). As espécies de Chamaecrista
sdo utilizadas na medicina popular, principalmente em paises emergentes e em
desenvolvimento, como anticonvulsivante para o tratamento de epilepsia e convulsdes
(MEDUGU et al, 2020), tratamento de convulsdes febris e infec¢des virais (GUMISIRIZA et
al, 2021).

Nos trabalhos mais recentes sobre o género, destaca-se a presenca de compostos
bioativos nos extratos das plantas, como no trabalho de Gomes e colaboradores (2021) em que
o alto teor de compostos fendlicos, como flavonoides, resultaram numa boa capacidade
antioxidante das folhas da Chamaecrista diphylla. Lima e colaboradores (2022) investigaram
o perfil metab6lico e citotoxicidade da Chamaecrista duckeana, destacando o efeito
anticancer contra as linhagens tumorais HL60 e RAJI. Thanh e colaboradores (2022) isolaram
dois fenilpropanoides da Chamaecrista pumila que apresentaram resultados promissores nos
testes de atividade anti-inflamatdria. Apesar da grande quantidade de espécies do género e
ampla distribuicdo em diversos paises, apenas poucas espécies foram investigadas de acordo
com os resultados do levantamento bibliografico. O estudo da aplicacdo medicinal de plantas
do género Chamaecrista se faz relevante pela sua presenca e uso em paises emergentes, pois
muitas comunidades de paises emergentes dependem de remédios naturais por ndo poderem
arcar com farmacos comerciais e nao receberem ajuda financeira para compra-los (MEDUGU
et el, 2020; GUMISIRIZA et al, 2021).

O uso de recursos de bioinformética contribui para a valorizacdo da composicao
quimica do género ao fornecer importantes informacgdes acerca das propriedades drug-like de
muitos compostos que inclusive foram identificados e isolados apenas em espécies do género.
As ferramentas de predi¢é@o de propriedades farmacocinéticas e as simulagdes computacionais

sd0 mais econdmicas e rapidas quando comparado aos métodos de bioensaios in vitro ou in
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vivo. Os resultados obtidos por meio destas ferramentas podem nortear ensaios, potenciais
aplicacdes e compostos a serem isolados das espécies estudadas.

4.2 Estudo in silico de moléculas com potencial farmacoldgico: uma revisao

O processo de descoberta de farmacos possui um consideravel nimero de etapas a
serem executadas para que um dado composto (lead) seja considerado uma droga segura e
eficiente, com potencial para disponibilidade no mercado. Tal processo dura pelo menos 10
anos e a primeira fase consiste na pesquisa e desenvolvimento em que varios compostos seréo
testados e as suas propriedades, farmacocinética e mecanismos de acdo determinados
(FEIJOO et al, 2020). Na segunda fase sdo feitos ensaios pré-clinicos in vitro e in vivo. Na
terceira fase, a mais longa, os testes e estudos sdo feitos em pessoas. Em torno de 70 % das
drogas na fase 2 (etapa de testes pré-clinicos) ndo irdo passar para a proxima fase. Uma
selecdo criteriosa de compostos pode ajudar a diminuir as taxas de falhas na fase de teste
clinico, pois essa etapa de desenvolvimento € menos dispendiosa que as fases posteriores.
Uma diminuicao nessas taxas de falhas pode aumentar o lancamento de novos medicamentos
(LEESON; SPRINGTHORPE, 2007; TIAN et al., 2011).

No que se refere a eficiéncia de farmacos orais, as propriedades farmacodinamicas
e farmacocinéticas dos compostos no corpo humano sdo cruciais para atingir o efeito
desejado. Os principios ativos de farmacos orais passam por rea¢fes metabdlicas e processos
de adsorgdo até atingir o sitio de acdo desejado. A extensdo com a qual uma dose de farmaco
oral administrada passa pelo sistema circulatério e atinge o alvo é chamada de
biodisponibilidade oral, um importante indicador da absorcdo de um farmaco. Com o objetivo
de tornar o desafio da selecdo de farmacos orais mais bem-sucedidos, algumas regras
relacionadas a biodisponibilidade foram criadas (FERMINI et al., 2018; MALANDRAKI,
MILLER; RILEY, 2021). Essas regras especificam alguns descritores moleculares que estdo
diretamente ligados a absor¢do e liberacdo de uma droga no corpo humano; propriedades
como log P (lipofilicidade), peso molecular, ligagdes de hidrogénio doadoras e receptoras e
area polar superficial (PSA). Uma das regras mais conhecidas é a regra de Lipinski - também
conhecida como regra dos cinco; regra de Veber e regra dos 3 (para fragmentos). Alem de
outras regras cuja aplicacdo depende do tipo de molécula e fase no desenvolvimento como

farmaco.



57

4.2.1 Regra dos cinco de Lipinski e regra de Veber

A regra dos cinco de Lipinski é amplamente utilizada na determinacdo da
drogabilidade de moléculas pequenas por meio de propriedades fisico-quimicas que tem
relacdo com a farmacocinética do composto. O termo drogabilidade se refere a semelhanca
que uma molécula tem com moléculas j& consolidadas como principios ativos de
medicamentos. Em seu trabalho, Lipinski analisou um banco de dados de moléculas
candidatas a farmaco que chegaram a fase Il de testes. Lipinski analisou o0 que essas
moléculas tinham em comum com relacdo as propriedades fisico-quimicas e com isso
observou algumas tendéncias, como por exemplo: a massa molecular dos compostos diminuia
a medida que eles avancavam nas fases de teste clinico (LIPINSKI, 1997). Entretanto, é
importante destacar que essa regra possui suas limitacdes: aplica-se somente para farmacos
orais; nem todo farmaco que nao obedecer as regras nao € um farmaco promissor; regra valida
para moléculas pequenas.

Na regra dos cinco, para que as moléculas sejam consideradas como drug-like

(semelhante a drogas) devem obedecer a pelo menos trés dos seguintes critérios:
- Massa molecular menor que 500 g.mol™;

- Log de P, relacionado a lipofilicidade, menor que 5;

- Ligacdes de hidrogénio doadoras menor de 5;

- Ligacdes de hidrogénio receptoras menos que 10;

Todas estas propriedades citadas tém relacdo com a absorcéo, permeabilidade e
flexibilidade dos compostos como farmacos orais. O log de P é um pardmetro descritor do
carater hidrofébico de uma molécula. O coeficiente de particdo, P, é a razdo da concentracdo
do composto solivel em octanol em razdo da concentracdo soltivel em solucdo aquosa. Esse
carater € importante para um farmaco, pois determina qudo facilmente ele ira passar pela
membrana celular e é importante para as suas interagfes como o receptor. O peso molecular
também esta relacionado como a permeabilidade, pois moléculas grandes sdo mais dificeis de
passar por barreiras como, por exemplo, a barreira hematoencefalica. A limitacdo do nimero
de ligacdes de hidrogénio aceitadoras e doadoras justifica-se pelo fato de que um excessivo
numero dessas dificulta a permeabilidade da molécula na bicamada da membrana celular
(LIPINSKI, 1997).
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A regra de Veber utiliza pardmetros que ndo estéo presentes na regra de Lipinski,
mas estdo relacionados a eles, associando propriedades quimicas especificas a
biodisponibilidade oral em ratos. Veber associa os resultados obtidos de biodisponibilidade
em ratos de um grupo de moléculas candidatas a farmacos (1100) com a sua flexibilidade
molecular. De acordo com o estudo, 75% das moléculas com contagem de liga¢des rotacional
menor que dez apresentaram uma biodisponibilidade oral em ratos maior que 20%, o critério
minimo de biodisponibilidade oral para que uma molécula possa ser considerada um
candidato a farmaco e dentre essas moléculas 80% tem area superficial polar menor que 140
A. Os autores associam os resultados a flexibilidade das moléculas, uma vez que moléculas
mais flexiveis ndo se adequam as restricbes compativeis com os alvos de ligacdo (VERBER et
al., 2002).

4.2.2 ADME (Absorc¢éo, Distribuicdo, Metabolismo e Excregéo)

As propriedades ADME (Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo e Excrecdo) estdo
associadas ao movimento de um farmaco através do corpo ap6s sua ingestdo até sua fase de
eliminacdo. Apds ingestdo oral, o farmaco é absorvido pelo trato gastrointestinal, entra no
sistema hepatico e em seguida tem acesso ao sistema circulatério. Essa primeira etapa é
chamada de absorcdo. Um prescritor importante dessa etapa € a absorcdo gastrointestinal do
farmaco. A segunda etapa, distribuicdo, consiste na passagem do farmaco no plasma
sanguineo para o alvo. Um pardmetro importante na distribuicdo é a barreira hematoencefalica
(Blood-Brain Barrier -BBB). A BBB controla a transferéncia de nutrientes e células do
sangue para o cérebro e vice-versa. Uma boa permeabilidade na BBB é importante para
medicamentos que precisam acessar 0 sistema nervoso central (RODRIGUES et al., 2016;
SONG et al., 2009).

Na fase de metabolismo, ocorre a transformacdo quimica das moléculas no
plasma; nessa etapa a molécula pode reagir por meio de reagdes metabdlicas, como descritas
na Figura 15. Algumas dessas reacBes podem ocasionar a diminuicdo da eficiéncia do
farmaco por enzimas ou na conversdo da molécula ativa em uma ndo-ativa ou o inverso em
que as reacdes metabolicas produzem moléculas mais ativas. Essa € uma etapa importante,
pois muitas enzimas sdo responsaveis pela resisténcia multidrogas de alguns alvos. A etapa de
metabolismo determina se uma molécula é inibidora ou substrato de algumas das principais

enzimas responsaveis pelo metabolismo de farmacos.
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As enzimas citocromo P450 (CYP) sdo consideradas uma grande familia de
enzimas capazes de catalisar biotransformac6es oxidativas da maioria das drogas lipofilicas.
As enzimas mais significativas sdo: CYP3A4, CPY2D6, CPY2C9, CPY1A2, CPY2C8 e
CPY1C19. Essas enzimas afetam cerca de 70 a 80 % do metabolismo dos farmacos. Ainda no
que se refere as interagcBes das moléculas com organismo, é importante destacar a proteina P-
gp que esté relacionada a resisténcia multidrogas no tratamento de algumas doengas, exemplo,
tumores. A proteina P-gp pertence a uma superfamilia de sistema de transporte (ABC) e €
uma proteina de transporte que pode exportar o farmaco para fora da célula. Uma molécula
por ser um inibidor, um substrato ou um indutor da proteina Pg-p (SRIVALLI; LAKSHMI,
2012).

Figura 15. llustracao de reacdes metabolicas de farmacos.

Reacdes metabdélicas

Reacoes - fase | Reacdes - fase Il
- Oxidagao (oxidagoes e - Reagdes de conjugacao
dealquilacao) Adicionam um grupo
- Redugao polar
- Hidrélise

Fonte Elaborada pelo autor.

4.2.3 Fragéo sp®

Um parametro novo para medir a drogabilidade de uma molécula ¢é a fragdo de
carbonos sp®, Fsp®. A fracdo sp® é o nimero de carbonos hibridizados sp® em razdo da
contagem total de carbonos. Lovering e colaboradores (2009) propuseram esse parametro
considerando que as regras de Lipinski, TPSA e ligacOes rotacionais ndo descrevem a
complexidade de uma molécula e que o aumento da saturagdo possibilita a construgdo de
moléculas mais complexas. A complexidade impacta na afinidade e especificidade da
interacdo da molécula com o alvo, moléculas mais complexas, segundo o autor, podem
acessar espacos quimicos maiores, incluindo moléeculas que ndo se encaixam nas regras de
Lipinski ou Veber. Wei e colaboradores (2020) observaram que 84 % dos farmacos

disponiveis no mercado tém um Fsp® > 0,42; no trabalho, também se destaca que os produtos
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naturais contém um alto nimero de fracdo sp®. O aumento da Fsp® aumenta a isomeria,

solubilidade, carater tridimensional e diminui o carater planar (LOVERING et al, 2009).

4.2.4 Ferramentas de pesquisa de propriedades in silico

As técnicas de pesquisa in silico de propriedades e vias de a¢do de um farmaco
podem ser muito Uteis na determinacdo de propriedades importantes na primeira fase de
estudos de composto para aplicacdo como farmaco oral. Atualmente, existe uma vasta
quantidade de plataformas de banco de dados que fornecem dados de ADME, absorcdo
gastrointestinal, possiveis alvos, propriedades da regra de Lipinski, Veber e entre outros (YU;
ADEDOYIN, 2003). O uso dessas plataformas, muitas gratuitas, facilita o levantamento de
dados sobre moléculas de interesse; inclusive para moléculas de que ndo se tem informacGes
experimentais a respeito, pois 0s dados podem ser fornecidos no formato SMILES. Na Tabela
10 estdo listadas seis plataformas que fornecem dados de propriedades farmacocinéticas e
ADMET.

Tabela 10. Plataformas on-line gratuitas de propriedades farmacocinéticas e ADME

Formatos

Plataforma de entrada

Resultados CitacOes* Website

SMILES, Propriedades

MOL, SDF, ADME,
RDF, PDB, propriedades

3D a fisigo-
Swiss ADME ~ molécula quimicas, 2493 http://www.swissadme.ch/
pode ser dados de
desenhada  lipofilicidade e
na solubilidade e
plataforma regras de

drogabilidade.

SMILES, Principais
I%/I[())FL Psé)g classes de
SwissTarget? Da receptores com http://www.swisstargetpredict
diction - que a molécula ion.ch/?
molecula  hode interagir o
pode ser  em humanos e
desenhada roedores
na

plataforma



http://www.swissadme.ch/
http://www.swisstargetprediction.ch/
http://www.swisstargetprediction.ch/
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Plataforma Formatos Resultados CitacOes* Website
de entrada

Drug-likeness

MOL score,
Molsoft SMILES e progrslii%a}des 861 https://molsoft.com/mprop/
Inchi quimicas, BBB
(blood brain

barrier) score

Propriedades

Molinspiratio SMILES fisico-quimicas 1601 https://ww_w._mol|nsp|r§t|on.c
n - om/cqi-bin/properties
e predicdo da
bioatividade
Predicéo de
propriedades e
okCSM SMILES  farmacocinétic 551 https'”b'os'gé'sant:'/“q'ed“'a“/p
as de I
moléculas
pequenas
Predicéo de )
ADMETSAR  SMILES  propriedades 539 up/ 'mmd'e?USta‘*_d“/C”/&dm
ADMET etsarl/predict

Fonte: elaborado pelo autor. *consulta feita no ScienceDirect em margo de 2023.

A plataforma SwissADME foi utilizada neste trabalho para predicdo das
propriedades ADME de moléculas selecionadas. A SwissADME fornece valores de log P por
diferentes métodos matematicos, assim como para a solubilidade em agua. Os resultados
informam quantas violagGes as moléculas tém as regras de Lipinski, Veber, Ghose, Egan e
Muegge. Scores de drogabilidade também sdo fornecidos. Com as informac6es fornecidas é
gerado um gréafico do tipo radar que expressa se a moléculas estdo dentro de um espaco
adequado para drogas orais biodisponiveis (Figura 16). A lipofilicidade no grafico se refere ao
log P; a flexibilidade, ao numero de ligagbes rotacionais; as insaturagbes a Fsp3;
insolubilidade ao Log S; tamanho ao peso molecular (MM) e polaridade a TPSA. Na area em
vermelho - espaco com propriedades adequadas de acordo com a plataforma- os valores séo:
TPSA, 20-130 A; log P, -0,7-5,0; log S, 0-6; Fsp®, 0,25-1; MM 150-500 g.mol™.

A drogabilidade de uma molécula pode ser mensurada teoricamente ao comparar

suas propriedades e estrutura com moléculas ja comprovadas cientificamente e conhecidas


https://molsoft.com/mprop/
https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties
https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties
https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/
https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/
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comercialmente como farmacos. A Molsoft® em sua plataforma on-line compara uma
molécula fornecida com um vasto banco de dados de moléculas que séo farmacos de acordo
com World drug index e com aquelas que tém resultados negativos como medicamento. Um
valor de drug-likeness score é fornecido e um grafico que compara a molécula com o banco
de dados (Figura 17). Usando os dados fornecidos por essas plataformas € possivel predizer
quais compostos de um banco de dados de origem natural possuem propriedades adequadas

de acordo com as regras para pequenas moléculas para ser um potencial hit ou lead.

Figura 16. Gréfico gerado pela SwissADME para a rutina
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Fonte: Swiss ADME®.

Figura 17. Grafico de drug-likeness score gerado pela Molsoft para a rutina

— Drugs
—— Non-drugs
—— Your compound
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Fonte: Molsoft®.
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4.2.5 Molecular docking e dindmica molecular no estudo de produtos naturais

O uso de simulagcdes computacionais como molecular docking e dinamica
molecular no estudo de produtos naturais é crescente e tem auxiliado na determinacdo de vias
de acdo de compostos com atividade farmacoldgica, potenciais novas aplicagdes e explicagdo
do uso tradicional de plantas medicinais (ASIAMAH et al, 2023). A incluséo de simulagdes
computacionais no processo de criacdo e descoberta de farmacos torna esse processo menos
dispendioso e demorado.

Por meio do molecular docking, por exemplo, é possivel fazer o screening virtual
de grandes grupos de moléculas na identificacdo de hits, auxiliando na sele¢do de compostos a
serem sintetizados e testados in vitro e in vivo (MA; CHAN; LEUNG, 2011). Os estudos de
dindmica molecular também sdo utilizados na area de produtos naturais para estudar a
interacdo de uma molécula com um determinado alvo (macromolécula) em um curto intervalo
de tempo (nanosegundos), gerando resultados referentes a estabilidade do complexo formado
no equilibrio, conformacéo dos ligantes, energias e distancia das interacdes intermoleculares
presentes no complexo dos ligantes (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008). Essas duas técnicas
em conjunto ou separadamente tém sido amplamente utilizadas na literatura para a
investigagdo de compostos com potencial antitumoral, antimalarico, inibidores do corona
virus e muitos outros (PANAT et al, 2016; TRIPATHI et al, 2022; MOOLMAN et al, 2020).

4.2.6 Molecular docking

A analogia de chave e fechadura é muito utilizada para exemplificar a
especificidade da interacdo de uma molécula ativa com seu receptor, produzindo um
determinado efeito, seja a promocao ou bloqueio de uma atividade biol6gica. No molecular
docking, a simulacdo entre uma pequena molécula (ligante) e uma macromolécula (alvo) pode
ser relacionada a esse sistema de chave-fechadura - essa macromolécula pode ser uma
enzima, proteina ou DNA (TRIPATHI; BANKAITIS, 2017). Por meio dessas simulacdes é
possivel determinar o melhor posicionamento ou conformacdo do ligante ao interagir com 0
alvo (chamadas de poses), avaliar a forca de interacdo do ligante em uma pose especifica com
o alvo e ranquear as melhores conformagdes do ligante com o sitio ativo.

A execugdo das simulagdes de docking seguem alguns passos importantes:
escolha do ligante e do alvo e definicdo do protocolo de docking. O alvo de um farmaco pode

ser uma enzima, proteina ou DNA (principalmente em farmacos anticancer) e a definicdo do
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alvo para os estudos de docking leva em consideracdo a doenca estudada e 0s possiveis meios
de inibicdo dela a partir das interacdes com um ligante (MA; CHAN; LEUNG, 2011). Com o
alvo selecionado, a sua estrutura € obtida por meio de bancos de dados de estruturas

disponiveis; o PDB (RSCB Protein Databank, https://www.rcsb.org) é amplamente utilizado

para obtencdo da estrutura de alvos para calculos de docking, em que € possivel obter a
estrutura 3D do alvo

Para a selecdo do ligante oriundo de produtos naturais pode ser utilizado algum
banco de dados, como por exemplo, 0 ZINC (IRWIN et al, 2020) e o NuBBEDB (VALLI et
al, 2013) que fornecem a estrutura de milhares de compostos fitoquimicos, a partir dos quais é
possivel fazer um screening virtual na busca de hits ou leads de acordo com o objetivo do
estudo. Em muitos estudos sdo utilizados compostos que ja possuem alguma bioatividade
estudada com o objetivo de encontrar novas aplicacfes farmacoldgicas ou explicar um
mecanismo de acdo. Com as estrutura obtidas, é feita a otimizagdo das estruturas e geometria
dos ligantes para que sejam submetidas aos célculos. Para moléculas com atomos ionizaveis,
por exemplo, é necessaria a consideracdo do estado de protonacdo ao interagir com o
complexo (ASIAMAH et al, 2023). Por fim, os calculos de docking séo feitos em programas
como Autodock Vina (TROTT,; OLSON, 2010), GLIDE (FRIESNER et al, 2006), MOE
(Chemical Computing Group ULC, 2023) e GOLD (JONES et al, 1997) ou plataformas on-
line de docking como o Swissdock (GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 2011).

4.2.7 Dinamica molecular

A dindmica molecular estuda as varia¢fes dos movimentos de atomos e moléculas
de um sistema em funcdo do tempo, tendo como base a mecanica molecular e a interpretacédo
do movimento dos atomos pela lei do movimento de Newton. A partir dessas simulacdes sdo
obtidas informacdes sobre a estabilidade do sistema, as energias de interacdo entre as
moléculas e mudangas conformacionais. A dindmica molecular, aliada ou ndo ao docking, é
amplamente utilizada na descri¢do de sistemas de macromoléculas e seus ligantes no estudo
de biomoléculas e na busca de potenciais farmacos. No docking molecular, com o objetivo de
diminuir a complexidade dos célculos, em geral, apenas o ligante é considerado flexivel e o
receptor mantem uma estrutura rigida. Essa aproximacdo diminui a complexidade, porém
promove a perda de informagdes sobre o sistema ao comparar-se com um sistema real, em

que receptor e ligante sdo flexiveis. Na dinamica molecular, ambos os componentes do


https://www.rcsb.org/
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sistema sdo flexiveis, fornecendo informag6es mais detalhadas do comportamento do sistema
(NAMBA; SILVA; SILVA, 2008; SANT’ANNA, 2009).

A escala de tempo em uma simulacdo de dindmica molecular € a de nanosegundos
(10° segundos); cada simulacdo envolve centenas de passos de tempo que também
incorporam o tempo necessario para que o sistema estudado alcance o equilibrio. As forgas
atuantes em uma simulacdo de MD séo calculadas a partir de equagdes chamadas de campos
de forca, no qual estdo incorporados parametros especificos de energia de forcas que atuam no
ambiente simulado, como por exemplo, interacdes eletrostaticas (NAMBA; SILVA; SILVA,
2008; HOLLINGSWORTH; DROR, 2018). Alguns campos de forca bastantes usados na
literatura sdo o AMBER (TROTT et al. 2009), CHARM (HUANG et al, 2016) e entre outros.
A escolha do campo de forca utilizado no calculo vai depender das caracteristicas do sistema
estudado. Os campos de forca obedecem a seguinte equacéo geral:

12 6
-] o
Tl']' TU 4T[STTU

V() = Zhy(l— 1) + D kg (0 — 0p)+ Z 2 (cos(nB — 1)) + L4 €5

Ligagdo Angulos Diedral Minteracées
Nao covalentes

Na equacdo geral do campo de forca (1), o primeiro termo € a energia de
estiramento da ligacdo entre dois atomos covalentementes ligados. O segundo termo €
referente a energia de deformacdo do angulo de ligacdo em relacdo ao seu valor de equilibrio.
O terceiro termo € a energia de torcdo de uma ligagdo. O quarto termo sdo as forcas ndo
covalentes atuantes sobre o sistema: interagdo de Van der Waals e eletrostaticas (NAMBA,
SILVA & SILVA, 2008).

A partir da definicdo cautelosa dos parametros e execucdo das simulacbes sao
obtidos dados que podem ser representados pelos frames de momentos representativos das
simulagOes, valores das distancias entre as moléculas no complexo e gréaficos como os de
RMSD ((Desvio quadratico-médio das distancias dos atomos, Root Mean Square Desviation,
no inglés) que auxiliam na representacdo dos resultados. Na &rea de produtos naturais e
descoberta de farmacos, os resultados de dindmica mostram a flexibilidade de uma
biomolécula, sua resposta a perturbacées como a mudanca de uma ligagdo quimica ou de um
ligante, na otimizacdo de ligantes na busca por novos leads, contribuindo para o avango na
descoberta de novos farmacos a partir de produtos naturais (HOLLINGSWORTH; DROR,
2018). A evolucao de técnicas computacionais e integracdo delas no desenvolvimento de
farmacos a partir de produtos naturais torna esse processo menos oneroso, mais rapido, mais

acessivel e enriquece os potenciais aplicacdes de produtos naturais.
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4.3 Material e Métodos

4.3.1 Banco de dados com compostos

Uma extensa revisdo de literatura utilizando as bases Scopus, Scifinder e
Sciencedirect foi realizada usando a palavra-chave Chamaecrista para o intervalo temporal de
1993 a 2023 e foram considerados artigos de pesquisa e de revisdo nessa busca. Todas as
estruturas moleculares dos compostos foram obtidas em 2D e 3D, usando o software

MarvinSkecth® e salvos em arquivos no formato SMILES.

4.3.2 Regra dos cinco de Lipinski

As propriedades da regra dos cinco de Lipinski e Veber foram determinadas por

meio das plataformas on-line Molinspiration (https://www.molinspiration.com/), Pubchem

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov) e o pacote computacional MarvinSketch. Para estudos

adicionais, foi estabelecido o parametro do composto ndo apresentar violagcdes a regra de
Lipinski assim como log P <3 e TPSA < 140 A. Dentre os compostos identificados, os
flavonoides fisetina, luteolina, apigenina e ononina foram selecionados para uma investigagéo
mais detalhada do seu potencial como farmaco. Para uma analise comparativa dos resultados,
o flavonoide nobiletina foi escolhido como um padrao, principalmente para os resultados de

molecular docking e dindmica molecular.

4.3.3 Propriedades ADME e score de drogabilidade

As propriedades ADME (DAINA et al.,, 2017) foram preditas por meio da
plataforma SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php), o score de drogabilidade pelo

software disponivel on-line Molsoft (https://molsoft.com/mprop/) e a As similaridade dos

compostos com estruturas de moléculas com alguma bioatividade conhecida foi feita

utilizando a plataforma SwissSimilarity (http://www.swisssimilarity.ch/). A absorc¢ao

gastrointestinal dos compostos foi determinada de duas formas: pela plataforma online
pkCSM (PIRES et al, 2015) e pela plataforma SwissADME.


https://www.molinspiration.com/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.swissadme.ch/index.php
https://molsoft.com/mprop/
http://www.swisssimilarity.ch/
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4.3.4 Detalhes computacionais

4.3.4.1 Otimizagado das moléculas

Os estados de protonacdo das moléculas tém uma influéncia significativa sobre
como elas interagem com o receptor. Com base nos valores de pKa, os estados de protonacao
dos ligantes estudados foram calculados usando o pacote computacional MARVIN da
ChemAxon© (https://www.chemaxon.com). As geometrias das estruturas estudadas foram
otimizadas usando técnicas padrdo (CHAMBERS et al. 2001). Os célculos de otimizacao
foram realizados usando o método Density Functional Theory (DFT) no funcional B3LYP
(Perdew et al. 1996) juntamente com o conjunto de base 6-31+G(d,p) implementado no
pacote Gaussian 16 (FRISCH et al., 2016) .

Os modos vibracionais das geometrias otimizadas foram calculados para
determinar se as geometrias resultantes sdo verdadeiros minimos ou estados de transicéo.
Todos os célculos de otimizacdo foram realizados em solucdo usando Polarizable Continuum
Model (PCM) com o Formalismo de Equagéo Integral (IEF) (MENNUCCI et al., 2002),
usando &gua como solvente. As estruturas otimizadas com a menor energia foram usadas para

os célculos de docking molecular.

4.3.4.2 Docking molecular

A estrutura de cristal de raios X de um dodecdmero de B-DNA com resolucédo de
1,90 A (PDB ID: 1BNA) usada neste estudo foi obtido do RCSB Protein Data Bank
(BERMAN et al. 2002). A estrutura do DNA foi preparada para ancoragem molecular
removendo as moléculas de agua e outras heteromoléculas da estrutura cristalina original. Os
arquivos de entrada de encaixe foram criados usando as ferramentas AutoDock das
ferramentas MGL. (BERMAN 2002; HOLT 2008) A caixa de grade 3D com um tamanho de
caixa de 70 A x 90 A x 126 A com as coordenadas centrais de 14,78 (x), 20,98 (y) e 8,80 ().

Um espacgo de pesquisa muito grande (tamanho da caixa de grade) garante uma
pesquisa de toda a estrutura do B-DNA, diminuindo o risco de perder interacdes relevantes
entre os ligantes com essa molécula. O docking foi realizado usando as nove melhores poses
geradas pelo Autodock Vina (MORRIS et al. 2009) para cada ligante e pontuadas por meio
das funcbes de pontuacdo do programa. A pose de energia mais baixa de cada ligante foi

usada como entrada para simulagdes de dindmica molecular (MD).
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4.3.4.3 Simulagdes de Dinamica Molecular

Todas as simulacdes de dindmica molecular (MD) foram realizadas usando o
pacote GROMACS 2018.4 (VAN DER SPOEL et al. 2005) implementado com o0 AMBER
ff99SB (TROTT et al. 2009) O potencial intramolecular transferivel com 3 pontos (TIP3P) de
moléculas de agua foi usado para solvatar os sistemas simulados. A neutralizacdo dos
sistemas foi obtida pela adicdo de contra-ions. O algoritmo Leap-Frog (JORGENSEN et al.,
1983) foi aplicado para integrar a equacdo de movimento com um passo de tempo de 2,0 fs.
As interacdes de longo alcance foram modeladas usando soma de Ewald de malha de
particulas (PME) com um corte de 1,2 nm. As interacdes de van der Waals também foram
calculadas usando o mesmo limiar. As ligacdes envolvendo atomos de hidrogénio foram
restringidas usando o algoritmo LINCS.

O termostato Nose—Hoover foi usado para fixar a temperatura do sistema (310 K)
em todas as simulagdes de producdo, enquanto a pressao do sistema foi controlada usando um
bardstato Parrinello-Rahman (HOOVER et al., 1985) nas simulacbes NPT. A geometria dos
sistemas foi minimizada pelo algoritmo de steepest discent para 10.000 passos com tolerancia
de 10 kJ mol** nm seguido pelo algoritmo de gradiente conjugado para 10.000 passos com
tolerancia de 10 kJ.mol* nm™. Duas dinadmicas de equilibrio curtas de 20 ns com ensemble
NVT e NPT foram realizadas.

Finalmente, a simulacdo de MD de producdo de 200 ns foi simulada em trés
réplicas usando o ensemble NVT para cada sistema para determinar a energia de interacdo
entre os ligantes e o B-DNA. Para analisar a energia de interagdo entre ligantes e B-DNA foi
utilizada a Energia Potencial de Interacdo (IPE) (AMORIM-CARMO et al. 2019), que pode
ser definida como a energia total de interacdo entre dois grupos, ligante e DNA.

Para analisar a energia de interacdo entre os ligantes e o B-DNA, foi utilizada a
Energia Potencial de Interacdo (IPE, no inglés), que pode ser definida como a energia de
interacdo total entre os dois grupos (a soma das contribuices eletrostaticas e de Van der

Waals). O IPE foi calculado de acordo com a equagao a seguir:

N; Nj

IPE; ; = Z Z Voaw (7i;) + Verec(ri5) (2)
i j#i
Em que IPE;; € a energia de interacdo entre um grupo de atomos i e um grupo de
atomos j, e Ni e Nj sdo o numero total de &tomos nos grupos i € j, Velec € Vvdw S80 0S termos

correspondentes as contribuigdes eletrostatica e de Van der Waals, respectivamente. Este
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parametro é frequentemente usado para avaliar energias de interagdo em sistemas proteina-
ligante e proteina-proteina. Para célculos de IPE, os atomos de ligante e B-DNA foram

considerados no calculo.
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4.4 Resultados e Discussao

4.4.1 Banco de dados dos compostos e propriedades farmacocinéticas

A revisdo da literatura das espécies do género Chamaecrista resultou na
identificacdo de 164 compostos diversicamente estruturados que pertencem a 14 classes
biossintéticas. As espécies de Chamaecrista com relatos de composicao quimica sdo C. absus
(SEBEI et al. 2014), C. dyphilla (GOMES et al. 2021), C. duckeana (LIMA et al. 2022,
LOPES et al. 1993), C. flexuosa (BARBA et al. 1992), C. greggii (BARBA et al. 1994), C.
nigricans (Tangavelou et al. 2018); C. nictitans (QUIROS-GUERRERO et al. 2019;
MATEOS-MARTIN et al. 2014) e C. pumila (THANH et al., 2022). Os compostos de C.
ensiformis foram identificados pelo nosso grupo de pesquisa. As classes mais frequentes sdo

flavonoides, polifendlicos, terpenoides e antraquinonas.

As ferramentas on-line de predicdo de propriedades fisico-quimicas mostraram
que 39% dos compostos ndo violam a regra de Lipinski; os outros tém principalmente 2 ou 3
violacdes. As violagdes a regra dos cinco sdo geralmente devidas as contagens de ligacdes de
hidrogénio e ao peso molecular. Em relacdo aos valores de lipofilicidade, log P, 57% das
moléculas seguem a regra (log P< 5). As violagdes da regra do composto natural por classe
estdo na Tabela 11. As propriedades de Lipinski e ADME de cada composto encontram-se no
Anexo C.

Tabela 11. Propriedades da regra de Lipinski de acordo com a classe dos compostos

Viol.R5"  Drug-like
Classe MM LHA LHD Log P LR

Sim Nao score

FENOIS  530-1075 7-20 4-17 0.91-6.64 2-7 31 1 -1.11-0.79
FLAV 270-756  6-20 3-11 -2,36-249 1-12 42 7 -0.1-1.09
ANTR 342-446  6-10 0-5 -3.39-387 3-9 0 20 -0.81-0.66
TERP 288-602  1-13 0-6 -0.64-8.88 0-9 6 10 -0.98-0.29

OUTROS  148-578 1-14 0-11 -258-892 0-15 13 20 -1.74-0.96

ACIDO 189-390  1-5 0-4 2.27-7.58 0-16 7 7  -0.89-0.30

Fonte: Elaborado pelo autor. MM: Massa Molecular, g.mol?, LHA: ligagdo de hidrogénio aceitadora, LHD:
ligacdo de hidrogénio doadora, log P: log do coeficiente de particdo; LR: nimero de liga¢fes rotacionais, R5:
regra de cinco, fenol: polifendlico, FLAV: flavonoide, TERP: terpenos, OTHR: dleo essencial, acetato, lactona,
cumarina, semiquinona-chalcona, esterol fenilpropandide, cromona, ACID: acido carboxilico.
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Um ranking dos compostos sem violacdo das regras foi feito para submeté-los a
estudos computacionais posteriores. Além da regra dos cinco, o numero de ligacGes
rotacionais também foi usado para selecionar os compostos, considerando que o nimero de
ligacGes rotacionais diminui a afinidade de ligacdo do ligante e a biodisponibilidade oral em
ratos (LIPINSKI, 2004). Os compostos com um log de P de até 3 e ligagdes rotacionais de até
10 foram selecionados dentre o0s compostos com zero violagdes as regras de
biodisponibilidade oral; em seguida, foi levada em consideracdo a classe dos compostos.

Os critérios aplicados levaram a selecdo de seis compostos, sendo cinco
flavonoides, apigenina, fisetina, luteolina, ononina e nobiletina, dois terpenoides,
chamaetexanina B e E e uma antraquinona: 1,7-dimetoxi-4-hidroxi-5,6-metilenodioxi-2-
metilantraquinona para estudos adicionais sobre sua interacdo com o DNA humano (PDB
1BNA). As propriedades dos compostos sdo apresentadas na Tabela 12 e as estruturas na
Figura 18.

Os flavonoides selecionados fisetina, apigenina e luteolina sdo encontrados nas
partes aéreas de Chamaecrista nictitans (MATEOS-MARTIN et al., 2014; QUIROS-
GUERRERO et al., 2019). O flavonoide ononina € encontrado nas raizes de Chamaecrista
duckeana (LIMA et al., 2022). Os terpenos chamaetexanin B e E foram identificados nas
raizes de Chamaecrista flexuosa (BARBA et al., 1992) e a antraquinona 1,7-dimetoxi-4-
hidroxi-5,6-metilenodioxi-2-metilantraquinona, nas raizes e na casca da Chamaecrista greggii
(BARBA et al., 1994).

Adicionalmente, as propriedades do flavonoide nobiletina foram incluidas nos
dados, pois ela foi escolhida como padrdo de comparagcdo com 0s compostos selecionados,
devido a sua acdo como agente antitumoral comprovada na literatura. De acordo com o0s
achados, ela apresenta um ICsg submicromolar para MDA-MB-468, de 0,2 pmol/L. Outra
caracteristica sobre a nobiletina é sua acdo reversa em relacdo a multirresisténcia no
tratamento do cancer (SURICHAN et al., 2018). Assim, para ter um composto da mesma
classe para comparacdo dos resultados, a nobiletina foi incluida no estudo computacional com
docking molecular e simulacBes de dindmica molecular. A atividade antitumoral dos
compostos selecionados foi investigada por meio de um levantamento na literatura em busca
dos valores de ICso dos compostos em ensaios com celulas tumorais. Dos resultados
encontrados, destaca-se a atividade dos flavonoides contra células HepG2 de carcinoma, a
apigenina, fisetina, luteolina e ononina tiveram um ICso de 19 pM (LI, 2020), 73 uM
(REGARAJAN, 2020), 80,8 uM e 40,8 uM (CHEN, 2014), respectivamente.
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A chamaetexanina B e E e 1,7-dimetoxi-4-hidroxi-5,6-metilenodioxi-2-
metilantraquinona sdo compostos identificados somente em plantas do género Chamaecrista e
de acordo com as pesquisas feitas na literatura, possuem relatos somente de identificacdo, mas
ndo de aplicacdo medicinal. A plataforma SwissSmilarity® possibilita a comparacdo de uma
estrutura molecular com uma grande quantidade de farmacos, compostos bioativos, drug-like
e sintetizaveis em diversas bibliotecas de compostos como a Drugbank, ZINC e ChEMBL. Os
resultados mostram estruturas semelhantes as da molécula inserida com um score de 0 a 1, em
que 1 indica que os compostos sao idénticos (ZOETE et al, 2016). A chamatexanin B mostrou
similaridade com score 0,81 com o diterpeno Cafestol, que possui atividade anti-inflamatdria
e também antitumoral (CHOI et al, 2011). A chamaetexanina E possui similaridade com o
farmaco testolactona (score 0,94) que € um agente antineopldsico usado no tratamento
avancado de cancer de mama de acordo com o Drugbank (WISHART et al, 2006). A
antraquinona 1,7-dimetoxi-4-hidroxi-5,6-metilenodioxi-2-metilantraquinona nao apresentou
similaridade com moléculas com alguma atividade farmacoldgica. Os resultados mostram
gue, com excecdo da antraquinona, todos os compostos selecionados apresentam potencial
antitumoral seja por possuirem estrutura similar a compostos bioativos ou pelos resultados in

vitro.
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Figura 18. Representacéo estrutural dos compostos selecionados para estudos de docking e
dindmica molecular
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Fonte: Elaborado pelo autor (MarvinSkecth®).
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Tabela 12. Propriedades fisico-quimicas dos compostos selecionados

Compound MM LHA LHD LogP TPSA(X) LR Fsp?
Apigenina 270,24 3 5 1,89 90,90 1 0,00
ChamaetexaninaB 332,43 2 4 2,66 70,67 1 0,75
Chamaetexanina E 314,42 0 3 2,79 89,81 1 0,70
Fisetina 286,24 4 6 1,50 111,13 1 0,00
Luteolina 286,24 4 6 1,86 111,13 1 0,00
Ononina 430,40 4 9 2,77 138,82 5 0,32
Nobiletina 402,39 0 8 3,96 85,59 7 0,29
1,7-dimetoxi-4-
hidroxi-5,6-

) . 342,30 1 7 2,68 91,29 2 0,22
metilenodioxi-2-

metilantraquinona

Fonte: Elaborado pelo autor. MM: Massa Molecular, g.mol, LHA: ligagdo de hidrogénio aceitadora,
LHD: ligacdo de hidrogénio doadora, log P: log do coeficiente de particdo; RB: Ligacdes rotacionais;

Fsp®: fracdo de carbonos sp®.

4.4.2 Propriedades ADME e drug-likeness score

As propriedades do ADME e o score de similaridade com farmacos (drug-
likeness score) de todas as moléculas identificadas foram previstos, no entanto, apenas as
propriedades dos compostos selecionados serdo discutidas e estdo exibidas na Tabela 13. As
propriedades dos outros compostos sdo encontradas nas informacdes do anexo C. As
propriedades ADME sdo um importante ponto de partida para a previsdo da drogabilidade de
um conjunto de compostos, pois essas propriedades estdo relacionadas ao sucesso do acesso
do medicamento ao sistema circulatério humano e sua eliminagdo (HOU et al., 2007). Dentre
os flavonoides selecionados, apenas a apigenina apresentou indicacdo positiva para a
passagem da Barreira hematoencefalica (BBB), o que pode estar relacionado ao seu menor
valor de TPSA (area de superficie topologica) em relacdo aos demais flavonoides. Este € um
parametro importante para medicamentos que precisam acessar 0 sistema nervoso central
(SNC) (LIPINSKI, 2004). Além disso, chamaetexanina B e E foram positivas para

permealidade em BBB.
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Tabela 13. Propriedades ADME dos compostos selecionados

Inibidor CYP Drug-
Composto BBB GI(%) P-gp lik
1A2 2C19 2C9 2D6 3A4 'IKENESS
score
Apigenina Sim 93,25 Ndo Sim Nio N&o Sim Sim 0,39

Chamaetexanina B Sim 96,46 Sim Nado Nado Nao Sim Nao 0,29
Chamaetexanina E Sim 100,00 Ndo Ndo Sim Sim N&o Nao -0,61

Fisetina Né&o 83,75 N&o Sim N& Nio Sim Sim 0,46
Luteolina Né&o 81,13 Nado N&do N& Nao Sim Sim 0,38
Ononina Né&o 61,69 Sim Nd N& Nao N& Sim -0,10
Nobiletina Né&o 98,92 Ndo N&o N& Sim N& Sim -0,23
1,7-dimetoxi-4-
hidroxi-5,6- Ndo 97,39 N&o Sim Sim Sim Sim Sim  -0,30

metilenodioxi-2-
metilantraquinona

Fonte: Elaborado pelo autor. BBB: Blood Brain Barrier; Gl: absorcao gastrointestinal

A absorcao gastrointestinal (GI) € um pardmetro para adsorcdo e distribuicao.
Todos os compostos apresentaram alta absor¢do Gl humana, o alto valor foi obtido para a
nobiletina. A P-glicoproteina (P-gp) desempenha um papel de transportador de farmacos no
SNC e esta relacionada a resisténcia a farmacos de diversos farmacos, incluindo o
antitumoral. A P-gp atua como uma bomba que controla a entrada e saida de substancias da
celula no SNC. As moléculas podem ser um inibidor, indutor ou substrato da P-gp. Apenas
chamaetexanina B e ononina foram preditos como substrato P-gp, e os demais como ndo
substrato. A enzima CYP afeta a biodisponibilidade de seus substratos, pois podem

metabolizar as drogas antes de entrar no sistema circulatério (SRIVALLI et al., 2012).

Todos os flavonoides selecionados se comportaram como inibidores da enzima
CYP3A4, o que pode ser benéfico para sua biodisponibilidade oral. O metabolismo e a
excrecdo dos compostos no sistema circulatério foram atribuidos a inibi¢do das enzimas CYP.
O citocromo (CYP) P450 é responsavel pela fase | das reacGes metabolicas. As CYP1A2,
2C19, 2C9, 2D6, 3A4 sdo as principais enzimas responsaveis pelo metabolismo dos farmacos
no organismo. Dentre os flavonoides selecionados, a fisetina apresentou 0 maior drug-likeness

score, 0,46; e 15,16-Bis-nor-12oxocassan-8aH,17-olide, 0 mais baixo, -0,61.



76

4.4.3 Avaliacao do potencial antitumoral dos flavonoides por molecular docking e dindmica

molecular

A ligacdo do DNA com moléculas pequenas consiste principalmente da
intercalacdo, groove binding e ligacdo covalente. Na intercalacdo as moléculas se inserem
entre os pares de base na dupla héelice do DNA,; essa ¢ uma interagdo do tipo ndo-covalente
que envolve moléculas mais planas e o complexo € estabilizado por liga¢Ges hidrofébicas e de
Van der Waals. No minor ou major groove binding a interacdo ocorre fora da hélice e ao
longo da estrutura do DNA por meio de interagOes de Van der Waals e liga¢des de hidrogénio
(PINDUR et al., 2005). Muitos farmacos anticancer tém como alvo o DNA na inibigdo do
crescimento de tumores. As células tumorais se multiplicam mais rapidamente que a células
normais, ao interagir com o DNA de células com mutacdo, as pequenas moléculas podem
impedir sua replicacdo, transcricdo e transducdo (GUROVA, 2009). Para avaliar o potencial
antitumoral de um composto é importante entender como ele interage e se liga 0 DNA e age

como inibidor.

4.4.3.1 Distribuicéo de espécies de acordo com o pH

As Figura 17 mostra a distribuicdo de micro espécies dos ligantes em relacéo a faixa
de pH. No pH fisiologico (7,4), as micro espécies 3 (Figura 17c, 3 (Figura B6c), 3 (Figura
B7c) apresentaram os maiores percentuais na distribuicdo das micro espécies, com valores de
62%, 90%, 65% para os ligantes apigenina, fisetina e luteolina respectivamente. A ononina
ndo estd protonada no pH 7,4, somente em pH acima de 10 estdo presentes outros estados de
protonacdo. Os ligantes nobiletina, chamaetexanin B e E e 1,7-dimetoxi-4-hidroxi-5,6-
metilenodioxi-2-metilantraquinona apresentam apenas um estado de protonacdo; ndo possui
micro espécies de distribuicdo. Portanto, as microespécies com as maiores porcentagens sao
apresentadas na Figura 20 para apigenina, fisetin e luteolina e foram selecionadas para

simulagdes de docking molecular.
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Figura 19. Distribuicdo das espécies (%) no pH de 1 a 14 para (a) Apigenina (b) Fisetina (c)

Luteolina (d) Ononina. ME: Espécies
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Figura 20. Estruturas das espécies protonadas usadas nas simulac@es: (a) Apigenina (b)

Fisetina (c) Luteolina

Apigenina

Fisetina

Fonte: Elaborado pelo autor.

Luteolina
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4.4.4 Docking molecular e dindmica molecular

As simulacdes de docking molecular foram realizadas para obter os menores valores
de energia de ligagdo livre (AG) e os complexos formados entre receptor-ligante (Figura B10),
em que foram o ponto inicial para simulagdes de dinamica molecular. A Tabela 14 mostra 0s
valores (AG) entre o receptor B-DNA obtidos neste ensaio. No entanto, apenas os flavonoides
(ligantes apigenina, fisetina, luteolina, nobiletina e ononina) foram selecionados para as
simulacdes de dindmica molecular. As melhores poses dos compostos selecionados para 0s
estudos de MD estdo na Figura 21, em que pode ser visto que as pequenas moléculas
interagem com o DNA por groove binding.

Figura 21. Melhores poses para 0 B-DNA com os ligantes (a) apigenina, (b) fisetina, (c)
luteolina, (d) nobiletina e (e) ononina

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 14. Os menores valores de energia de ligagdo livre (AG) entre o receptor de DNA com
0s compostos selecionados

Ligantes AG (kcal.mol?)
Apigenina -8.0
Chamaetexanin B -8.1
Chamaetexanin E -7.8
Fisetina -8.4
Luteolina -7.5
Ononina -9.3
Nobiletina -8.3
1,7-dimetoxi-4-hidréxi-5,6- -8.4

metilenodioxi-2-metilantraquinona

Fonte: Elaborado pelo autor.

As simulagdes de dindmica molecular foram realizadas para analisar o intervalo
de tempo em que os complexos receptor-ligante atingiram o equilibrio. A Figura 22 mostra o
RMSD entre o receptor B-DNA com ligantes apigenina (Figura 22a), fisetina (Figura 22b),
luteolina (Figura 22c), ononina (Figura 22d) e nobiletina (Figura 22e), respectivamente. Os
grafico de RMSD expressa o equilibrio do complexo formado em funcdo do tempo de
simulacdo do sistema. Durante o tempo de simulacdo ocorrem varia¢fes na distancia entre os
ligantes e nas suas conformacdes, as linhas no grafico mostram o quanto as moléculas
mudaram da sua posi¢do inicial até atingir o equilibrio. Ambos os complexos (DNA-
apigenina e DNA-ononina) atingiram o equilibrio em 75-200 ns nas trés réplicas. Além disso,
o0 DNA-fisetina, 0 DNA-Iuteolina e 0 DNA-nobiletina atingiram o equilibrio em 125-200 ns,
100-200 ns e 90-200 ns, respectivamente. Portanto, a analise IPE foi realizada apenas no

intervalo de tempo em que os complexos acima atingiram o equilibrio.
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Figura 22. Determinagdo RMSD para (a) DNA-apigenina (b) DNA-fisetina (c) DNA-
Luteolina (d) DNA-nobiletina (¢) DNA-ononina. As simulacGes foram realizadas em triplicata
(preto, vermelho e verde)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nas simulacdes de dindmica molecular, os modos de ligacéo entre os flavonoides
e DNA sdo detalhados. A analise de potencial de interacdo de energia (IPE) foi obtida pela
soma das energias de curto alcance de Lennard-Jones e Coulomb entre o receptor B-DNA e 0s
ligantes. Os complexos DNA-apigenina e DNA-fisetin mostraram um valor de IPE similares
de -159,1470 kJ.mol? (£32,9524) e -162,5420 kJ.mol? (+13,5260), respectivamente. Além
disso, os complexos DNA-nobiletina e DNA-ononina registraram um alto valor de IPE de -
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248,7460 kJ.mol* (+43.7489) e -249,3490 kJ.mol* (+33,7480). O menor valor de IPE é o da
interacdo da Luteolina com o receptor DNA, -61,1072 kJ.mol™? (+32,3323). A andlise de IPE
indica uma forte interacdo da nobiletina e ononina com o receptor DNA, indicando que esses
flavonoides podem se tornar potenciais inibidores da replicacio de DNA tumoral. As
principais interacbes entre o B-DNA e os ligantes sdo registradas no ultimo frame de

simulacdo (200 ns), exposto na Figura 24.

Figura 23. Energia Potencial de Interacédo (IPE), com desvio padrédo, presente nos complexos
DNA-API, DNA-FIS, DNA-LUT, DNA-NOB, and DNA ONO

-166.669

! -115.715

-350.000  -300.000  -250.000  -200.000  -150.000  -100.000  -50.000 0
IPE (kJ mol)

EDNA-API DNA-FIS DNA-LUT mDNA-NCB =DNA-ONO

Fonte: Elaborado pelo autor.

No complexo DNA-API, a apigenina apresenta duas ligac6es hidrofébicas com o
nucleotideo DC:11 (3,68 A e 3,85 A) e uma ligacdo de hidrogénio (1,75 A) com o nucleotideo
DC:132. No complexo DNA-FIS, sete interacdes estdo presentes, duas z-stacking (4,06 A e
3,82 A) e uma hidrofébica (3,95 A) com o nucleotideo DG:12A. Para o nucleotideo DG24A,
trés z-stacking (3,58 A, 3,43 A e 3,90 A) e uma interacdo hidrofobica (3,76 A) foram
registradas. Para o complexo com a luteolina, uma ligacdo de hidrogénio (3,58 A) com o
nucleotideo DG:17A foi a Unica interacdo observada, o que explica o baixo valor do IPE para
0 complexo em comparagdo com 0s outros complexos.

No complexo DNA-NOB, o ligante nobiletina interage com o nucleotideo
DG:12A por meio de dois z-stacking (3,65 A e 4,30 A) e uma ligacio de hidrogénio (3,11 A).
Ademais, para o nucleotideo DG:24A, dois z-stacking (3.95 A and 3.72 A) e uma ligagdo de
hidrogénio (3,48 A) foram registradas. Cinco interages para o complexo DNA-ONO foram

detectadas: quatro ligaces de hidrogénio entre os ligantes ononin e 0s nucleotideos DG:17A,
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DG:16A e DG:12A com distancias de 2.98 A, 2.90 A, 1.73 A, e 3.71 A, respectivamente; e
uma interacdo hidrofébica com o nucleotideo DC:9A (3,71 A). Os complexos DNA-NOB e
DNA-ONO apresentam duas e quatro ligacfes de hidrogénio, respectivamente. Essas ligacdes
de hidrogénio contribuem de 11 a 61 kJ mol™ na interagdo IPE, o que corrobora com o alto

valor de IPE para esses complexos.
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Figura 24. Principais interagdes nos complexos (a) DNA-Apigenina (b) DNA-Fisetina (c)
DNA-Luteolina (d) DNA-Nobiletina e (¢) DNA-Ononina
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Estes resultados foram submetidos e publicados na revista Journal of
Biomolecular Structure and Dynamics, set, 2022, DOI 10.1080/07391102.2022.2124455

(Anexo D).
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5 CONCLUSAO

O presente estudo combinou as técnicas da fitoquimica classica e desreplicacdo
com ferramentas de bioinforméatica com o objetivo de buscar entre compostos presentes no
géneros Senna e Chamaecrista potenciais hits e leads com efeito antitumoral. Essa
investigacdo levou a identificacdo e isolamento de compostos nas partes da Senna pendula e
Senna cearensis, demonstrando a rica composicdo dessas espeécies; a identificacdo por revisdo
de literatura de compostos presentes em especies do género Chamaecrista levou a construgédo
de um banco de dados de 164 moléculas, das quais 39 % tém propriedades que ndo violam a
regra de Lipinski para farmacos orais. As simulagBes de docking e dindmica molecular
possibilitaram a investigacdo da interacdo de 6 compostos presentes no género Chamaecrista,
alguns desses também sdo encontrados no género Senna, com 0 DNA.

Os extratos etanolicos das folhas, frutos, flores e talos da Senna cearensis, como
também das folhas da Senna pendula foram estudados quanto a sua composicdo quimica,
sendo notados 28 compostos, sdo eles flavonoides livres, catequinas, procianidinas,
proantocianidinas e flavonoides glicosilados. Do extrato etandlico das folhas da Senna
pendula, foram isolados dois compostos que foram identificados como luteolina-7-O-f-
rutinosideo e entcassiaflavan-(4—8)-epigalocatequina. Ambas as espécies Senna pendula e
Senna cearensis Afr. Fern. sdo plantas pouco exploradas como fonte de compostos bioativos.
O efeito citotdxico dos extratos foi testado utilizando trés linhas de células tumorais, com
bons resultados para os extratos da Senna cearensis, principalmente os frutos e folhas. O
extrato da Senna pendula e o composto isolado luteolina-7-O-B-rutinosideo ndo apresentaram
atividade citotoxica significativa. O estudo dessas plantas ainda pouco exploradas enriquece
as informacoes a respeito do seu género e amplia a aplicabilidade das espécies, ndo limitando
0s estudos apenas a espécies conhecidas por seu uso medicinal.

Uma revisdo da literatura sobre os compostos encontrados em sete espécies do
género Chamaecrista de 1996 a 2022 possibilitou a identificacdo de 164 compostos de varias
classes. As propriedades drug-like desses compostos foram descritas e analisadas de acordo
com as regras de Lipinski e Veber para drogas orais. Para alguns compostos, encontrados
apenas em plantas do género Chamaecrista, chamaetexanina B e E e 1,7-dimetdxi-4-hidroxi-
5,6-metilenodidxi-2-metilantraquinona, esta € a primeira descricdo de suas propriedades
farmacocinéticas e estudo de docking molecular. As simulagcdes moleculares dindmicas dos
complexos flavonoides-DNA mostraram que os flavonoides interagiram com o DNA por

ligagdes de hidrogénio, interagdo hidrofobica e emparelhnamento n. O complexo ononina-
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DNA (Energia de interagdo: -291,3490 kJ mol?) teve a melhor interagdo dentre os
flavonoides estudados. O trabalho mostrou a possivel formagdo de um complexo entre
produtos naturais e DNA. As propriedades calculadas dos compostos selecionados forneceram
informacdes importantes sobre o carater farmacol6gico dos compostos naturais encontrados

em espécies de Chamaecrista.
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ANEXO A- ESPECTROS DE NMR DO COMPOSTO ISOLADO SSP1

Espectro de RMN *C-DEPTQ (CDs0OD, 150 MHz) do composto SSP1
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ANEXO B- ESPECTROS DE NMR DO COMPOSTO ISOLADO SSP2

Espectro de RMN **C-DEPTQ (DMSO-D6, 150 MHz) do composto SSP2.
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Tabela 1. Propriedades farmacocinéticas dos compostos identificados em plantas do género Chamaecrista.
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ANEXO C- TABELA COM AS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO BANCO DE DADOS DE COMPOSTOS

TPSA

3 : N
Composto MM LHA LHD logP A) LR Fsp Viol. Drugs R/zieréirilg;a
Marv_ Moli Moli Moli Moli  Moli Swiss ROF Veber P

P _ P _ Nfic (Mateos-Martin

1. (Bpiafz-(ephafz-(epi)fis- 47004 19 15 664 34036 7 020 4 1 038 ",

(epi)gui

] ] ) CnC(Mateos-Martl’n

o (Epi)afz-(epi)afz-A-(epi)cat 832,78 16 12 471 279,67 4 0,20 3 1 0,87 2014)
o ) CnC(Mateos-Martl’n

3. (Epi)cat-(epi)fis-A-(epi)afz 832,77 16 12 433 279,67 4 0,20 3 1 0,47 2014)
SNfic. . ) . _ (Mateos-Martin

(Epi)fis-(epicat-(epi)aiz- 1591 04 20 16 610 36058 7 020 4 1 048 ",

(epi)qui

CnC(Mateos—Martl'n

5. (Epi)fis-(epi)cat-(epi)fis 834,78 16 13 3,96 290,67 5 0,20 3 1 0,35 2014)
CnC(Mateos—Martl'n

6. (Epi)fis-(epi)cat-(epi)gui 818,78 15 12 445 270,44 5 0,20 3 1 0,39 2014)
832 77 CnC(Mateos—Martl'n

7 (Epi)fis-(epi)cat-A-(epi)fis 16 12 3,95 279,67 4 0,20 3 1 0,53 2014)
818,78 4,42 Cnc(Mateos-Martin

8. (Epi)fis-(epi)fis-(epi)afz 15 12 270,40 5 0,20 3 1 0,41 2014)
9 Cnc(Mateos-Martin

' (Epi)fis—(epi)fis—(epi)cat 834,78 16 13 3,96 290,67 5 0,20 3 1 0,27

2014)
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MM  LHA LHD logP TPSA LR Fsp? Viol. Referéncia
Composto (A) Drugs  *  scies
Marv  Moli Moli Moli Moli Moli  Swiss ROF Veber P
Nfic_ N\fic i _ (Mateos-Martin
10 (Bpfis-(epi)fis-(epi)cat- 115763 51 17 525 38080 7 020 4 1 033 "
(epi)fis
N N N (Mateos-Martin
11 (Epifis-(epi)is-(epDfis- 4091 04 90 16 534 36050 7 020 4 1 035 "
(epi)fis
12. o o . ] CnC(Mateos-Martin
(Epi)fis-(epi)fis-(epi)gui 802,78 14 11 453 250,20 5 0,20 3 1 0,27 2014)
13. o . ] CnC(Mateos-Martl’n
(Epi)fis-(epi)fis-A-(epi)afz 816,77 15 11 4,41 259,40 4 0,20 3 1 0,49 2014)
14 CnC(Mateos-Martl’n
" (Epi)fis-A-(epi)fis-(epi)afz 816,77 15 11 4,41 259,40 4 0,20 3 1 0,59 2014)
i i i _ N\fic_ (Mateos-Martin
15, (Epigui-(epiafz-(epi)fis- 1091 0y 20 16 610 36050 7 020 4 1 045 "
(epi)cat
16 CnC(Mateos—Martl'n
" (Epi)gui-(epi)cat-(epi)cat 834,78 16 13 437 290,60 5 0,20 3 1 0,57 2014)
17. ) ] ] o CnC(Mateos—Martl'n
(Epi)gui-(epi)cat-(epi)fis 818,78 15 12 445 270,40 5 0,20 3 1 0,39 2014)
18 CnC(Mateos—Martl'n
" (Epi)gui-(epi)cat-(epi)gui 802,78 14 11 494 250,20 5 0,20 3 1 0,39 2014)
. . . : . . (Mateos-Martin
19 (Epigui-(epicat-epgul- 155004 18 14 665 32013 7 020 4 1 o046 °"°

(epi)gui

2014)
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MM  LHA LHD logP TPSA LR Fsp? Viol. Referéncia
Composto (A) Drugs  *  scies
Marv  Moli Moli Moli Moli Moli  Swiss ROF Veber P
20. 453 250,21 C nc(Mateos-Martin
(Epi)gui-(epi)fis-(epi)fis 802,78 14 11 5 0,20 3 1 0,39 2014)
21. . . SNfic. SNfic. 340,36 CnC(Mateos-Martin
(Epigui-epifis-(epfis 57504 19 15 5,80 702 4 1 048 2014)
(epi)fis
- AXT-7- (Mateos-Martin
22. 1450 penametoxi-2- 57537 7 9 387 8031 5 030 0 0 042 ",
metilantraquinona
23. 1 5-dihidréxi-4,6,7-trimetoxi-
’ S 34432 7 2 332 102,30 5 0,22 0 0 -0,07  Cgr(Barbal9ed)
2- metilantraquinona
24. 1,7-dimetdxi-4-hidréxi-5,6-
metilenedioxi-2- 34230 7 1 -339 91,31 2 0,22 0 0 -0,30  CgrBarbal9e4)
metilantraquinona
25. IH-obenzopiran-1-0na®8- y7341 4 1 44 6338 1 014 0O 0 032 Cdp@oms2eD
dihidroxi-3-metil
26. 2_(3,4-dihidroxifenil)-5,7-
dinidroxi-8-[3.4.54rihidioxt-—yyg 58 g 11 003 20127 3 020 2 1 059 CdpGomes2e2y
6-(hidréximetil)oxan-2-
illcrom-4-ona
2. 2-(4,4-dimetil-2- 22828 4 2 227 7460 7 067 O 0  -086 Cdp(Comes202)
metilenepentil)
28.  2,4- diacetilfloroglucinol 210,18 5 3 1,28 9483 2 0,20 0 0 -1,41  Cdp(©omes2021)




TPSA

; . -
Composto MM  LHA LHD logP A) LR Fsp Viol. Drugs I‘«’/(:;eréiri]g;a
Marv_ Moli Moli Moli  Moli Moli  Swiss ROF  Veber P

2-hidroxi-xantoside 417,43 10 6 219 16578 4 065 1 1 1,00  Cdctma202)

(IR-Nidroximarmesin-4=0p- o040 9 5 45, 15905 4 055 0 1 -013 Cen*
D-glucopiranosideo ,

(ASANdOXLO FNMELOX- 30037 7 5 332 10230 3 022 0 0 022 Corweo
2-metilantraquinona

+ 4.6-dlihidr6xi-L 5 7-trimetéixi- 3,32

A6-dinidroxi-1.5,7trimetoxt- 30, 37 7 10230 3 022 0 0 001 Cgrwaiong
2-metilantraquinona

- Abdiidroxi-ahidroxdmetil- a6 3) g 3 221 12253 4 02 0 0 016 Cgrmise

1,5,7-trimetoxiantraquinona

(AGdIhIdrOX-S, FAIMeIOXI-2 3059 g 5 333 9307 2 018 0 0 025 Cor®uaio
metilantraquinona

(ATAINdOXLSGANMEIOX: 8 35 7 1 359 9131 4 022 0 0 001 Corue
2-metilantraquinona
4,7-dlihidroxi-2-
hidroximethyl-1,5,6- 36032 8 3 217 12253 4 022 0 0 013 Cgrwaiong

trimetoxiantraquinona
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MM  LHA LHD logP TPSA LR  Fsp? Viol. Referéncia
Composto (A) Drugs  *  scies
Marv  Moli Moli Moli Moli Moli  Swiss ROF Veber P
37. 4-[4-(acetiloxi)-3-
metoxifenil] 2% 442 9 0 244 11445 9 030 0 0 004 Cgrameisy
(acetiloxi)fenil]-5-oxolan-3-il ' ' ' ' ’ g
acetato
38. 4 hidroxi-1,5,6,7-tetramet6xi-
T 358,35 7 1 359 91,31 4 0,26 0 0 -0,14  Cgr(Barbal9ed)
2-metilantraquinona
39.  4-hidroxi-2-hidroximetil-
1,5,6,7- 37434 8 2 248 111,53 5 0,26 0 0 0,02  Cgr(Babal9s4)
tetrametdxiantraquinona
40.  4-hidroxi-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-5-(4- 316,30 6 3 1,9 96,20 3 0,24 0 0 0,13  Cgr(Baba1994)
hidroxifenil)oxolan-2-ona
4l 4-hidroxi-5,6,7-Uimetoxi-2- 55047 6 1 361 8206 3 022 0 0  -023 Cgr(Bbalsos)
metllantraqumona
42. 5,6-dimetoxi- 1,4,7- 3,01
trihidroxi-2- 33029 7 3 113,29 2 0,75 0 0 -0,13  CgrBarbal994)
metilantraquinona
43.  5-[4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihidroxi-6- 41638 9 5 075 1498 4 029 0 0 019 Cdp(Gomes202)

(hidroximetil)oxan-2-
ilJoxifeniljchomon-4-ona
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MM  LHA LHD logP TPSA LR Fsp? Viol. Referéncia
Composto (A) Drugs  *  scies
Marv  Moli Moli Moli Moli Moli  Swiss ROF Veber P
44, 5-Hidroxi- 1,4,6,7-
tetrametoxi-2- 35835 7 1 359 91,31 4 0,26 0 0 -0,28  Cgr(Barbal9e4)
metilantraquinona
45, Thidroxi-2.5-dimetil-ab- 050 5 197 5044 0 018 0 0  -0,67 Cdp(Gomes2020)
chromon-4-ona
46. 7.0.0.1 - 2.0.8.D. 594,52
7O-a-L-ramnosyl-3-0-f-D 15 9 g 2492 6 044 3 1 076 Cen*
glucopiranosil caempferol '
47 B CnC(Mateos-Martin
' Acido elagico 302,19 8 4 094 141,33 0 0,00 0 0 -1,11 2014)
48.  Acido 2-(4,4-dimethyl-2-
Acido butanodioico 2-(4,4- 50059 4 5 597 7460 7 067 0 0  -0,86 Cdp(Gomes2021)
dimetil-2-metilenopentil)
(isbmero)
49. Acido3-O-belinicop- gy 95 5 5,  ggg 8383 6 022 2 0 076 CgrBabalses
coumurato
50. Acido 9,12,13-trihidroxi-
10(E),15(2)- 32845 5 4 288 97,98 14 0,72 0 0 -0,45  Cqlp(Gomes2021)
octadecadienoico
Lo ACoSI2I3 o ag046 5 4 366 9798 15 083 0 1 -089 Cdplomes202)
trihidréxioctadec-10-enoico
52. Acido azelaico 188,22 4 2 1,87 7460 8 0,78 0 0 -0,01  Cqlp(Gomes2021)
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MM  LHA LHD logP TPSA LR Fsp? Viol. Referéncia
Composto (A) Drugs lespécies
Marv  Moli Moli Moli Moli Moli  Swiss ROF Veber P
53. Acido butanodi6ico 2-(4,4-
dimetil-2- 22828 4 2 227 7460 7 067 O 0  -0,86 Cdp(Comes202)
metilenopentil)(isdmero)
Aci it i - :(Tangavelou
°4. AcidoDilsooctilester 1, 2- 5956 4 o 39 s261 18 067 1 1 0438 Moo
benzenodicarboxilico
. Addo o aqu3 3 2 650 5753 13 061 1 1 -084 CdplComes202)
hidroxioctadecatrienoico
56. Acido linoleico 28045 1 1 686 3730 14 072 1 1 -0,30 Cap(Sebei2014)
57. Acido linolenico 278,44 2 1 584 37,30 13 0,61 2 1 0,09  Cab(Sebei2014)
. Cni(TangaveIou
5g.  Acido n-hexadecandico 256,43 2 1 7,06 37,30 14 0,94 1 1 -0,54 2018)
59 p Cni(Tangavelou
' Acido octadecanoico 284,48 2 1 8,07 37,30 16 0,94 1 1 0,54 5015
60. Acido oleico 282,46 2 1 758 3730 15 083 1 1 -0,30 Cap(Sebei2014)
61. Acido sinapinico 22421 5 2 126 76,00 4 018 0 0  -1,07 Cdp(Comes2021)
62. Aloesol 234,25 4 2 1,84 70,67 2 0,26 0 0 0,31  Cdp(Gomes2021)
(Mateos-Martin
63. Apigenina 27024 5 3 246 9089 1 000 O 0 03 ",
64. Apigenina-5-ramnosideo 416,38 9 5 142 149,82 3 0,29 0 1 0,78  Cdc(tima2022)
65. 43238 10 6 068 17005 4 029 1 1 o059 Cdcltm

Apigenina-7-O-
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MM  LHA LHD logP TPSA LR Fsp? Viol. Referéncia
Composto (A) Drugs  *  scies
Marv  Moli Moli Moli Moli Moli  Swiss ROF Veber P
galactopiranosideo
66. Apiin 564,49 14 8 -0,74 225,06 7 0,42 3 1 0,88  Cdc(tima2022)
67. Beta-amirina 42673 1 1 802 2023 0 0,93 1 0 -0,22  Cal(Sepei 2014)
68. Beta-sisterol 41472 1 1 862 2023 6 0,93 1 0 0,78  Cab(Sebei2014)
69. Caempferitrina 578,52 14 8 0,35 228,97 5 0,44 3 1 0,73 Cen*
-6-C- il- (Quirds-Guerrero
70. Caempferol -6-C-hexosil- oo, g7 14 9 918 23997 5 044 3 1 088 "
(1—2)-ramnosideo
-0- i -0- (Quirts-Guerrero
71 Caempferol -Ochexosideo-O- 755 55 29 17 236 32835 9 055 3 1 079 "
ramnosil-hexosideo
72. Caempferol-3-glucuronideo 464,38 12 7 0,00 207,35 4 0,33 2 1 1,06  Cdc(tima2022)
-3-0-B-D- (Lima 2022)
73 Ceempferol-3-0-B-D- pyaa0e 15 7 000 20735 4 029 2 1 o067 U
glucopiranosideo
-3-0-B-D- (Lima 2022)
74. Caempferol-3-0-6-D 46236 12 7 000 207,35 4 024 2 1 o7 CU°
glucuronideo
75. Caempferol-O- Cnc(Quires-Guerrero
ramnosilhexosideo-O-acetato 0020 1 8 009 25528 3 0.45 3 ! 109 2019)
76. Campesterol 400,69 1 1 830 20,23 5 0,93 1 0 0,59  Cab(Sepei2014)
77. Cartormin 57552 14 10 -1,93 250,46 6 0,41 3 1 0,26  Cdc(tima2022)
78. Carviolin isomer 30023 6 3 217 104,06 2 0,12 0 0 -0,28  Cqlp(Gomes 2021)
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MM  LHA LHD logP TPSA LR Fsp? Viol. Referéncia
composto * Drugs lespécies
Marv  Moli Moli Moli Moli Moli  Swiss ROF Veber P
79. Cassiaoccidentalina A CnC(Quirés-Guerrero
56051 13 7 021 21658 4 041 3 1 0,82 2019)
80 Cnc(Mateos-Martin

' Cassiaoccidentalina B 576,51 14 8 _pog 23681 4 0,41 3 1 0,84 2014)

81. Chamaecristanol A 406,43 6 4 336 99,38 3 0,25 0 0 0,31  Cpm (Than2022)
82. 0,67

Chamaecristanol B 436,46 7 4 3,37 108,61 4 0,28 0 0 Cpm (Than.2022)
83. Chamaetexanina A 316,44 3 1 357 5044 0 0,75 0 0 0,20  Cf|(Baba1s)
84. Chamaetexanina B 332,44 3 2 292 7067 1 0,75 0 0 0,29  Cf|(Babalos)
85 Cf|(Barba 1992)

: Chamaetexanina C 318,46 3 2 3,30 57,53 2 0,75 0 0 0,20 Cgr(Barba 1994
86. Chamaetexanina C acetonida 358,52 3 0 519 3554 1 0,78 1 0 -0,80  CgrBarbal994)
87 Cf|(Barba 1992)

" Chamaetexanina D 34647 3 2 350 66,76 2 076 0 0 009 ewason
88.  Chamaetexanina E 28839 2 0 350 4337 2 078 0 0 073 CfiGba1ond
89. Cicloartenol 426,72 1 1 821 20,23 4 0,93 1 0 -0,27  Cab(Sebei 2014)
90. Cicloartenol-24-metileno 444,76 1 1 8,03 2023 5 0,94 1 0 -0,48  Cdp(©omes2021)
91. Cinchonain I b 452,41 9 6 1,85 156,91 2 0,21 1 1 0,97 Cdc(tima2022)
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MM  LHA LHD logP TPSA LR Fsp? Viol. Referéncia
Composto (A Drugs lespécies
Marv  Moli Moli Moli Moli Moli  Swiss ROF Veber P
92. Colesterol 386,66 1 1 7,62 20,23 5 0,93 1 0 0,49 Cal(Sebei 2014)
93 Cni(TangaveIou
' Crisofanol 254,24 4 2 3,54 74,60 0 0,07 0 0 -0,13 2018)
94.  Crisofanol glucosideo 416,38 9 5 149 153,75 3 0,33 0 1 0,53  Cdc(-ma2022)
95. Daidzin | 416,38 9 5 0,77 149,82 4 0,29 0 1 -0,02  Cdc(tima2022)
96. Delta-5,24-estigmasterol 412,70 1 1 820 20,23 5 0,86 1 0 0,96  Cab(Sebei2014)
97. Delta-5-avensterol 412,70 1 1 7,69 20,23 5 0,86 1 0 0,85 Cah(Sebei 2014)
98 Cdp(Gomes 2021)
' Dihidrocaempferol 288,25 6 4 1,20 107,22 1 0,13 0 0 0,85 CdC(LimaZOZZ)’
99. Emodina 270,24 5 3 3,06 94,83 0 0,07 0 0 -0,81  Cdp(©omes2021)
100 . . . CnC(Quirc’)s-Guerrero
Epi-afz-epi-cat-epi-afz 834,78 16 13 4,77 290,67 5 0,20 3 1 0,79 2019)

101 . - - CnC(Quirc’)s-Guerrero
Epi-afz-epi-fis-epi-fis 818,78 15 12 445 270,44 5 0,20 3 1 0,44 2019)

102 CnC(Quirc’)s-Guerrero
Epi-cat-epi-cat 578,53 12 10 2,58 220,75 3 0,20 3 1 0,73 2019)

103 Cnc(Quirds-Guerrero
Epi-cat-epi-fis-epi-fis 834,78 16 13 3,96 290,67 5 0,20 3 1 0,38 2019)

104 CnC(Quirés-Guerrero

Epi-fis-A-epi-cat 560,51 11 8 2,65 189,53 2 0,20 3 1 0,54

2019)
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MM  LHA LHD logP TPSA LR Fsp? Viol. Referéncia
Composto (A) Drugs  *  scies
Marv  Moli Moli Moli Moli Moli  Swiss ROF Veber P
105 o ] CnC(Quirés-Guerrero
Epi-fis-epi-afz 546,53 10 8 3,15 180,29 3 0,20 2 1 0,53 2019)
106 o ) ] ) CnC(Quirés-Guerrero
Epi-fis-epi-afz-epi-gui 802,78 14 11 494 250,21 5 0,20 3 1 0,39 2019)
107 CnC(Quirés-Guerrero
Epi-fis-epi-cat 562,53 11 9 2,66 200,52 3 0,20 3 1 0,49 2019)
108 CnC(Quirés-Guerrero
Epi-gui-epi-afz 530,53 7 9 3,64 160,06 3 0,20 2 1 0,37 2019)
109 CnC(Quirés-Guerrero
Epi-gui-epi-cat 546,53 10 8 3,15 180,29 3 0,20 2 1 0,53 2019)
110 Ester metilico, (Z, Z, 2)-9, Ci(Tangavelou
12, acido 15- 292,46 2 1 6,15 26,30 14 0,67 0 0 -0,93 2018)
octadecatrienoico
111 Estigmasterol 41269 1 1 7,87 2023 5 0,86 1 0 0,62  Cal(Sebei 2014)
112 Estragol 14820 1 0 2,82 9,23 3 0,20 0 0 -1,74  Cdc(tores 1999
113 Eugenol 16420 2 1 210 29,46 3 0,20 0 0 -0,74  Cdctima2022)
114 Eupanolideo A 462,49 9 1 1,92 125,45 9 0,50 0 0 -0,98  Cdc(Hima2022)
Cni(TangaveIou
115 Fisciona 284,27 5 2 3,54 83,83 1 0,12 0 0 -0,81 2018)
116  Fisciona 8-glucosideo 446,41 10 4 1,50 169,98 4 0,36 0 1 0,66 Cen*
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MM  LHA LHD logP TPSA LR Fsp? Viol. Referéncia
Composto (A) Drugs  *  scies
Marv  Moli Moli Moli Moli Moli  Swiss ROF Veber P
117 Fisetina 286,24 6 4 197 111,12 1 0,00 0 0 0,46  Cdp(Gomes2021)
118 Genisteina-7.4-di-OB-D- 5o, 50 15 9 131 2920 7 044 3 1 045 Cen*
glucosideo
119  Hispidulina 7-(6-E-p- _
cumaroil-p-D- 608,55 13 6 2,83 201,67 9 0,23 3 1 0,87  Cdc(tima2022)
glucopiranosideo)
120 Isoaloeresina A 564,54 11 5 1,7 226,82 9 0,52 2 1 0,69 Cen*
121 Isoorientina 448,38 8 11 0,03 201,27 3 0,29 2 1 0,59  Cdp(Gomes2021)
122 lsoramnetina-3-Of-D- y09 40 15 7 006 19951 5 032 2 1 059 Cdcltima202)
galactosideo
123 Isovitexina 432,38 10 7 0,52 181,04 3 0,29 1 1 0,59  Cdp(Gomes2021)
124 Isovitexina-3-O- 59452 15 10 141 26019 6 044 3 1 067 Cen*
glucopiranosideo ,
125 Isovitexina-O-pentosideo 580,49 15 10 -1,39 260,19 5 0,42 3 1 0,73  Cdp(Gomes 2021)
126 Cdp(Gomes 2021)
Luteolina 286,24 6 4 197 111,12 1 0,00 0 0 0,38  Cnc(Matos-Martin
2014)
127 Cnc(Mateos-Martin
Luteolina dihexosideo 610,52 16 10 -1,83 269,43 7 0,44 3 1 0,60 2014)
(Mateos-Martin
128 Luteolina hexosideo 448,38 11 7 0,19 190,28 4 0,29 2 1 0,60 Cne

2014)
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MM  LHA LHD logP TPSA LR Fsp? Viol. Referéncia
Composto (A) Drugs  *  scies
Marv  Moli Moli Moli Moli Moli  Swiss ROF Veber P
129 Luteolina-7-O-glicosideo ~ 448,38 11 7 019 190,28 4 0,29 2 1 0,60  Cdp(Gomes2021)
1gp TteCNna-TO-glucuronideo- g6 417 15 5 106 19635 6 030 2 1 088 Cdctim2)
éster etilico
131 CnC(Quirés-Guerrero
Luteolina-C-hexosideo 448,38 11 8 0,03 201,27 3 0,29 2 1 0,59 2019)
132 Marstenacigenina A 514,66 6 5 3,15 118,21 4 0,70 0 0 0,60 Cen*
133 Metil chavicol 148,21 1 0 2,82 9,23 3 0,20 0 0 -1,74  Cdc(tores 1999)
134 Metil eugenol 178,23 2 0 241 1847 4 0,27 0 0 -1,08  Cdctores 1999
135  Metil-15,16-bisnor-7p-
acetoxi- 12-oxocassan-8(14)- 362,47 5 0 375 6968 4 0,76 0 0 0,03  Cgr(Babal9s4)
en- 17-oato
136 Naringenina 27226 5 3 212 86,99 1 0,13 0 0 0,82  Cdp(Gomes2021)
i(Tangavelou
137 Nitric acid nonyl 18925 4 0 491 5506 0 1 0 0o 079 "M
138 Norlichexanthone 258,23 5 4 3,66 97,98 15 0,83 0 1 0,89  Cdp(Gomes2021)
139 Ononina 430,41 9 4 1,31 138,82 5 0,32 0 0 -0,10  Cdc(-ima2022)
140 Orientina 44838 8 11 0,03 201,27 3 0,29 2 1 0,59  Cdp(Gomes2021)
141 Orientin-O-hexoside 626,52 17 12 -2,31 300,65 3 0,44 3 1 0,58  Cdp(CGomes2021)
142 Picrosideo III 538,50 13 6 -0,63 197,14 9 0,56 3 1 -0,01 Cen*
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MM  LHA LHD logP TPSA LR Fsp? Viol. Referéncia
Composto (A Drugs lespécies
Marv  Moli Moli Moli Moli Moli  Swiss ROF Veber P
143 Procianidina B2 578,526 12 10 2,58 220,75 3 0,20 3 1 0,73 Cdc*
in-3-0O-a-| - (Lima 2022)
144 Quercetin-3-O-o-L 43435 11 7 006 19028 3 024 2 1 og1
arabinopyranoside
145 ; CO-R_P. Anri Cdc(Lima 2022)
Quercetina 3O-f-D-acldoy755 13§ 049 ,ee43 4 024 2 1 08l
glucopiranosiduronico '
ina-3- i -7- (Lima 2022)
146 Quercetina-3 ga,lact03|deo 7 626,52 17 11 215 289,65 7 0,44 3 1 0.64 Cdc
glucosideo
147 Cnc(Mateos-Martin
Quercetina-O-hexosideo 464,38 12 8 -0,36 210,50 4 0,29 2 0 0,68 2014 Quirds-Guerrero
2019)
148 Quercetina-O-hexosideo-O- Cnc(Quirts-Guerrero
acetato 506,42 12 7 -020 51658 6 0,30 3 1 0,89 2019)
149  Quercetin-O- rhamnosyl- Cnc(Quirds-Guerrero
(1—6)-hexoside 61052 16 12 106 26943 6 044 3 0 091 2019)
150 Ramnetina-O- *
(acetil)hexosideo 52044 13 6 088 20559 / 0,33 3 1 0,74 Cnc
(Gomes 2021)
151 Resveratrol 228,25 3 3 299 60,68 2 0,00 0 0 -1,00 ngr(Bama 1994)
152 Rutaretina 262,26 5 2 1,89 79,90 1 0,36 0 0 -0,82  Cdp(Comes2021)
153 Rutaretina (isomer) 262,26 5 2 189 79,90 1 0,36 0 0 -0,82  Cdp(©omes 2021)
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MM  LHA LHD logP TPSA LR Fsp? Viol. Referéncia
Composto (A) Drugs  *  scies
Marv  Moli Moli Moli Moli Moli Swiss ROF Veber P
154 Shionoside A 448,51 10 6 -0,64 158,30 7 1 1 1 -0,13 Cen*
155 Shionoside C 488,57 10 4 1,25 136,32 6 1 0 0 -0,30 Cen*
156 Sirigina 37237 9 5 -066 138,08 7 0,32 0 0 0,05 Cen*
157 Tilirosideo 594,52 13 7 249 216,58 8 0,20 3 1 0,75  Cdc(tima2022)
158 Toracrisona-8- 57054 14 8 091 22506 8 058 3 1 046 CdpComes202y
hexosilhexosideo
9 Toracrisona8- 54058 13 7 -048 20484 7 05 3 1 077 Cdpomes2
hexosilpentosideo (isdmero)
160 Viscumneosideo I 534,47 13 5 1,18 194,59 8 0,36 2 1 0,66  Cdc(tima2022)
161 Viscumneosideo IV 636,56 16 7 025 252,12 12 0,41 3 2 0,70  Cdc(tima2022)
162 Vitexina 43238 10 7 o502 18104 3 0,29 1 1 0,60  Colp(Gomes202)
163 Wogonoside 460,39 11 5 0,82 176,12 5 0,27 1 1 0,70  Cdc(tima2022)
(Lima 2022)
164 Yuankanin 57852 14 7 033 21798 7 044 3 1 083 CdCCen* '

MM: massa molecular em mol.g?; LHA: nimero de ligacdes de hidrogénio aceitadoras; LHD: nimero de ligagGes de hidrogénio doadoras;

TPSA: Topological polar surface area; LR: ligagdes rotacionais; Fsp®: fragdes de carbono sp®; ROF: rule of five, regra de Lipinski; DrugsS:

druglikeness score; Cab; Chamaecrista absus; Cdp: Chamaecrista Dyphilla; Cnc: Chamaecrista nictitans; Cni: Chamaecrista nigricans;

Cdc: Chamaecrista duckeana; Cfl: Chamaecrista flexuosa; Cgr: Chamaecrista greggii; Cen: Chamaecrista ensiformis;
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Virtual screening of flavonoids from Chamaecrista genus: ADME and
pharmacokinetic properties, interactions of flavonoid-DNA complex by
molecular docking and molecular dynamics
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ABSTRACT

This research aimed to conduct an in silico study of compounds, mainly flavonoids, that are found in
several plants, including the species of the Chamaecrista genus. The ADME properties, the drug-like-
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ness score and properties of Lipinski and Veber rules of the molecules were determined using online

databases. Based on the predicted properties, four flavonoids, apigenin, fisetin, luteolin and ononin
were selected for molecular docking and dynamic simulations to study their interactions with DNA
(PDB ID: 1BNA). The molecular docking showed that ononin has a high affinity for B-DNA, exhibiting a
AG value of —9.3kcal mol ™', compared with the other flavonoids. The molecular dynamic simulations

KEYWORDS
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like inhibitors; tumoral DNA;
molecular dynamics

of the flavonoid-DNA complexes showed that the flavonoids interacted with DNA by hydrogen bond-
ing, hydrophobic interaction and 7-stacking. The flavonoid ononin showed the best interaction energy
value of —291.3490kJ mol ™', compared with the other flavonoids.

1. Introduction

The drug discovery process has extensive stages before a
lead compound is considered a safe and efficient drug avail-
able on the market, with a process that takes at least 10
years (Feijoo et al.,, 2020). The stage of intensive screening of
lead compounds substantially decreases fail rates and is cost-
effective. To assist the challenge of screening compounds for
the oral drug development, some rules related to bioavail-
ability were created. These rules determine some molecular
descriptors related to the absorption and liberation of an
oral drug into the human body (Leeson & Springthorpe,
2007; Tian et al, 2011). The rules highlight the influence of
the pharmacodynamics and pharmacokinetics of the com-
pounds in the human body (Fermini et al., 2018; Malandraki-
Miller & Riley, 2021; Yu & Adedoyin, 2003). The most famous
are Lipinski's rule of five and Verber's rule (Lipinski, 1997;
Veber et al., 2002). All these rules help in the early stages of
drug development, avoiding substantial waste of budget
money. Also, ADME properties (Absorption, Distribution,
Metabolism and Excretion) of a compound that can be pre-
dicted by online databases, which are useful methods for the
selection of promising hit-to-lead compounds (Rodrigues
et al,, 2016; Song et al., 2009).

When it comes to drugs for tumor treatment, the attrition
rate is high, mainly after phase Ill trials. Then, the selection

must be careful and use the prediction techniques available
for avoid failure (Eddershaw et al., 2000; Hutchinson & Kirk,
2011). Additionally, in silico studies, including molecular
docking and molecular dynamics (MD), give an insight into
the potential of lead compounds as antitumor drugs (Mpiana
et al, 2020; Namba et al., 2008). The computational studies
that use molecular docking and MD find the specific interac-
tions between the selected molecules and the DNA that
could lead to the neutralization DNA replication of tumors
(Pindur et al, 2005). This report investigates the inhibitor
antitumor role of small molecules found in natural sources
on DNA (PDB ID: 1BNA).

Moreover, there is an extensive dataset of natural com-
pounds of several classes, which have pharmacological appli-
cations. This rich data bank of compounds from natural
products is a valuable source for drug discovery (Mpiana
et al, 2020; Song et al, 2009). The plants of the genus
Chamaecrista (Fabaceae) are unexplored in the literature
when it comes to their composition and potential as a
source of natural compounds, even though they present ter-
penes, flavonoids, anthraquinones and other compounds for
drug discovery (Mateos-Martin et al, 2014; Medugu et al,
2020). The Chamaecrista genus is used in folk medicine,
mainly in emerging and developing countries (African, Latin
American and Indian countries), as anticonvulsants for the
treatment of epilepsy, constipation, febrile seizures and viral
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