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RESUMO

A ononina (formononetina-7-O-glicosideo) € uma isoflavona
glicosilada com atividades bioldgicas promissoras, porém ainda
pouco caracterizada quanto ao seu comportamento
farmacocinético e toxicologico. Este estudo teve como objetivo
realizar uma avaliacao in silico abrangente do perfil de Absorcao,
Distribuicao, Metabolismo, Excrecao e Toxicidade (ADMET) da
ononina, visando compreender seu potencial como candidata a
farmaco. Trata-se de uma pesquisa computacional preditiva, de
natureza descritiva e analitica, conduzida com base na integracao
das plataforrmas ADMET Al e ProTox-3.0. A estrutura molecular da
ononina foi obtida no banco PubChem (CID 442813), sendo
analisados parametros fisico-quimicos, drug-likeness, absorcao
gastrointestinal, permeacao da barreira hematoencefalica, interacao
com a glicoproteina P, potencial de inibicdao de isoformas do
citocromo P450, toxicidade aguda, toxicidade organica, endpoints
genéticos/imunoldgicos e eventos de iniciacdo molecular. A ononina
apresentou conformidade com a regra de Lipinski, peso molecular
de 430,40 g/mol, TPSA de 138,82 A2 alta absorcao gastrointestinal
predita, auséncia de permeacao da barreira hematoencefilica e
predicdo de substrato da glicoproteina P. No metabolismo,
observou-se potencial de inibicao da CYP3A4 pelo ADMET Al
embora com divergéncia em relacao ao Prolox-3.0. Em termos
toxicologicos, o composto apresentou DL50 predita de 3100 mg/kg,
engquadrando-se na classe 5 de toxicidade aguda, além de alertas
preditivos para nefrotoxicidade, toxicidade respiratdria, toxicidade
clinica e imunotoxicidade, com auséncia de sinais preditos de
mutagenicidade, carcinogenicidade e citotoxicidade. Nos eventos de
iniciacao molecular, destacaram-se interacdes preditas com a
transtirretina e a acetilcolinesterase. Conclui-se que a ononina

apresenta perfil in silico de interesse farmacolégico, com



propriedades favoraveis de drug-likeness e biodisponibilidade oral
predita, mas também com limitacdes relacionadas ao efluxo por P-
gp, a auséncia de penetracao no sistema nervoso central e a
presenca de alertas toxicoldégicos que exigem validacao
experimental. Esses achados sustentam a continuidade de
investigacdes pré-clinicas, especialmente voltadas a confirmacao de
seu perfil metabdlico, de seguranca e de relevancia mecanistica.

Palavras-chave: Ononina; ADMET. In silico; Farmacocinética.

Isoflavona. Modelagem Computacional.

ABSTRACT

Ononin (formononetin-7-O-glucoside) is a glycosylated isoflavone
with promising biological activities, but its pharmacokinetic and
toxicological behavior is still poorly characterized. This study aimed
to perform a comprehensive in silico evaluation of the Absorption,
Distribution, Metabolism, Excretion, and Toxicity (ADMET) profile of
ononin, seeking to understand its potential as a drug candidate. This
Is a predictive computational research, descriptive and analytical in
nature, conducted based on the integration of the ADMET Al and
ProTox-3.0 platforms. The molecular structure of ononin was
obtained from the PubChem database (CID 442813), and
physicochemical parameters, drug-likeness, gastrointestinal
absorption, blood-brain barrier permeation, interaction with P-
glycoprotein, potential for inhibition of cytochrome P450 isoforms,
acute toxicity, organ toxicity, genetic/immunological endpoints, and
molecular initiation events were analyzed. Ononin showed
conformity with Lipinski's rule, a molecular weight of 430.40 g/mol, a
TPSA of 138.82 A2 predicted high gastrointestinal absorption,
absence of blood-brain barrier permeation, and predicted substrate
activity for P-glycoprotein. In metabolism, potential inhibition of

CYP3A4 was observed using ADMET Al, although with divergence



from ProTox-3.0. In toxicological terms, the compound presented a
predicted LD50 of 3100 mg/kg, placing it in class 5 of acute toxicity,
in addition to predictive alerts for nephrotoxicity, respiratory toxicity,
clinical toxicity, and immunotoxicity, with an absence of predicted
signs of mutagenicity, carcinogenicity, and cytotoxicity. In molecular
initiation events, predicted interactions with transthyretin and
acetylcholinesterase were highlighted. It is concluded that ononin
presents an in silico profile of pharmacological interest, with
favorable drug-likeness properties and predicted oral bioavailability,
but also with limitations related to P-gp efflux, lack of penetration
into the central nervous system, and the presence of toxicological
warnings that require experimental validation. These findings
support the continuation of preclinical investigations, especially
those focused on confirming its metabolic profile, safety, and
mechanistic relevance.

Keywords: Ononin. ADMET. In silico. Pharmacokinetics. Isoflavone.

Computational Modeling.

1. INTRODUCAO

A Ononina (formononetina-7-O-glicosideo) é uma isoflavona
glicosilada, um metabdlito secundario pertencente a classe dos
flavonoides, amplamente  distribuido no reino  vegetal.
Estruturalmente, é o glicosideo da formononetina, sendo
encontrada em concentracdes significativas em leguminosas como
soja (Clycine max), trevo vermelho (Trifolium pratense) e em raizes
de plantas medicinais de uso tradicional, como o Astragalus
membranaceus e o alcacuz (Glycyrrhiza uralensis) (Gong et al., 2022;
Sharma et al.,, 2024). A presenca do grupamento glicosidico em sua
estrutura confere a Ononina maior solubilidade em agua em

comparagcao com sua aglicona, a formononetina, o que pode



influenciar diretamente suas propriedades farmacocinéticas e sua

interacao com alvos bioldgicos (Szeja; Grynkiewicz; Rusin, 2017).

Nas ultimas décadas, a Ononina tem sido objeto de investigacao
cientifica devido ao seu potencial farmacolégico. Estudos pré-
clinicos demonstraram que o composto exibe uma notavel atividade
anti-inflamatdria, atuando na modulacao de vias de sinalizacao
criticas como a do fator nuclear kappa B (NF-kB) e das proteinas
guinases ativadas por mitdgenos (MAPKs) (Xu et al, 2024). Além
disso, sua capacidade antioxidante tem sido associada a efeitos
neuroprotetores, com evidéncias de que a mesma pode atenuar o
estresse oxidativo e a neuroinflamacao em modelos de disfuncao
cognitiva pds-operatoria (Li et al, 2025). O potencial antineoplasico
da Ononina também é proeminente, com estudos indicando sua
capacidade de induzir apoptose e inibir a proliferacao de células
tumorais por meio da modulacdo de vias como a PI3K/Akt/mTOR e
ERK/INK/p38 (Gong et al, 2022; Ye et al, 2022), além de atividade
anti-inflamatodria sistémica documentada em diferentes modelos

experimentais (Danciu et al., 2018).

Do ponto de vista farmacocinético, a Ononina, por ser uma
isoflavona glicosilada, pode apresentar absorcao dependente de
biotransformacao intestinal, especialmente por acao de f-
glicosidases da microbiota, com conversao em sua aglicona
formononetina, mais lipofilica e potencialmente mais absorvivel.
Esse aspecto € relevante porque alteracdes na composicao da
microbiota intestinal, como em estados de disbiose, podem
influenciar a extensao dessa conversao, contribuindo para
variabilidade interindividual na biodisponibilidade e na resposta

bioldégica do composto (Luo et al,, 2018; Xiong et al., 2023).



Embora a ciéncia ja tenha avancado no estudo deste flavonoide e
suas atividades bioldgicas parecam promissoras, ainda sabemos
Mmuito pouco sobre ele. Na pratica, ha uma caréncia de dados
robustos que detalhem o perfil toxicolégico e a farmacocinética
completa da Ononina, o que limita uma compreensao mais
profunda sobre sua seguranca e comportamento no organismo. A
maioria dos estudos se concentra nos efeitos farmacodinamicos,
deixando questdes cruciais sobre sua absorcao, distribuicao,
metabolismo, excrecao e, principalmente, sua seguranca
toxicologica, em grande parte Iinexploradas. A compreensao
detalhada de como o organismo processa a Ononina e qual o seu
potencial de toxicidade em diferentes 6rgaos e sistemas € um pré-
requisito indispensavel para avancar com o desenvolvimento de
estudos pré-clinicos e clinicos que visem sua aplicacao terapéutica

de forma segura e eficaz.

Nesse contexto, a utilizagao de ferramentas computacionais /in silico
surge como uma estratégia racional, rapida e de baixo custo. A
abordagem in silico permite uma triagem precoce e abrangente do
perfil de Absorcao, Distribuicao, Metabolismo, Excrecao e Toxicidade
(ADMET) de compostos candidatos a farmacos, fornecendo
predicdes valiosas que podem guiar o planejamento de futuros
ensaios in vitro e in vivo (Wu et al.,, 2020; Ancuceanu et al,, 2025).
Diante da auséncia de uma caracterizacao farmacocinética e
toxicoldgica consolidada da Ononina, e considerando o potencial
terapéutico das isoflavonas, este estudo teve como objetivo realizar
uma avaliacdo in silico abrangente do seu perfil de Absorcao,

Distribuicao, Metabolismo, Excrecao e Toxicidade (ADMET).

2. METODOLOGIA



Este estudo caracteriza-se como uma pesquisa computacional
preditiva, de natureza descritiva e analitica, de abordagem
qualitativa, voltada a avaliacao do perfil farmacocinético, fisico-
guimico e toxicolégico da Ononina por meio de ferramentas in silico
aplicadas a triagem preliminar de candidatos a farmacos (Wu et al,,
2020; Ancuceanu et al, 2025). A estratégia metodoldgica foi
fundamentada na integracao de duas plataformas amplamente
utilizadas em estudos de predicao ADMET. ADMET Al e ProTox-3.0,
ambas utilizadas em suas versdes disponiveis online no periodo de
realizacao da coleta dos dados, selecionadas por permitirem a
analise complementar de parametros relacionados a absorcao,
distribuicao, metabolismo, excre¢cao e toxicidade. De modo geral, o
ADMET Al emprega modelos preditivos baseados em aprendizado
de maquina e descritores moleculares para estimativa de
propriedades farmacocinéticas e de drug-likeness, enquanto o
ProTox-3.0 combina similaridade estrutural, fingerprints moleculares
e modelos treinados em bases experimentais de toxicidade para
inferéncia de desfechos toxicoldégicos e mecanisticos. Por utilizar
exclusivamente dados secundarios de acesso publico e ndao envolver
experimentacao animal ou humana, o trabalho dispensa submissao
a Comités de Etica (CEP/CEUA), em conformidade com a Resolucao

CNS n° 510/2016.

A Ononina (C22H2,00; peso molecular 430,40 g/mol) foi identificada
no banco de dados PubChem sob o CID 442813. Sua estrutura
tridimensional e a notacao SMILES serviram como dados de entrada
para as plataformas ADMET Al e ProTox-3.0. Os dados estruturais e
fisico-quimicos foram verificados e confirmados junto ao banco de
dados PubChem previamente a submissao as plataformas de
predicao. Considerando-se a existéncia de pequenas divergéncias

entre plataformas quanto a alguns descritores moleculares, como o



numero de aceptores de hidrogénio, optou-se por priorizar, para fins
de padronizacao dos quadros e da discussao, os valores fisico-

guimicos disponibilizados pelo ADMET Al

A avaliacao fisico-quimica e de drug-likeness foi realizada via ADMET
Al, contemplando o peso molecular, valor de LogP utilizado no
manuscrito, TPSA, ligacdes rotativas e o cumprimento das regras de
Lipinski, Ghose, Veber, Egan e Muegge. Para fins interpretativos,
valores de LogP foram discutidos como indicadores de lipofilicidade
relativa da molécula, enquanto o TPSA foi utilizado como descritor
de polaridade molecular e de possivel influéncia sobre
permeabilidade por membranas bioldgicas. Os parametros de
absorcao e distribuicao incluiram a solubilidade aquosa predita,
permeabilidade gastrointestinal e cutanea (log Kp), além da
interacao com a glicoproteina P (P-gp) e a predi¢cao categodrica de
permeacao da barreira hematoencefalica (BBB permeant: sim ou
nao), conforme o output da propria plataforma. Os valores preditos
pelo ADMET Al foram interpretados tanto em termos absolutos
quanto em relacao ao percentil de referéncia fornecido pela
plataforma, calculado com base em um conjunto de compostos
aprovados pela FDA. Nesse contexto, os percentis foram utilizados
apenas como parametro comparativo auxiliar, € nao como critério
isolado de adequacao farmacoldgica, permitindo situar a Ononina
em relacao a distribuicao observada para moléculas ja aprovadas. O
metabolismo foi investigado por meio do potencial de inibicao das
isoformas do citocromo P450 (CYP1A2, CYP2CI19, CYP2C9, CYP2D6,
CYP3A4 e CYP2EI), integrando os resultados de ambas as

plataformas.

O perfil toxicoldogico foi detalhado no servidor ProTox-3.0

(abordagem baseada em similaridade estrutural, fingerprints



moleculares e modelos computacionais treinados com bases
toxicoldgicas experimentais), abrangendo a toxicidade aguda (LD50
e classes GHS), toxicidade organica (hepato, neuro, nefro, cardio e
respiratdria) e endpoints genéticos/imunolégicos (mutagenicidade,
carcinogenicidade, imunotoxicidade e citotoxicidade). Para os
endpoints toxicoldgicos categoricos, adotou-se a interpretacao
original da propria plataforma, classificando-se os resultados como
ativos ou inativos, sempre acompanhados de suas respectivas
probabilidades preditivas. Importa destacar que, ao longo deste
estudo, as classificacdes “ativo” e ‘“inativo” foram tratadas como
sinais preditivos gerados por modelo computacional, e nao como
confirmacao  experimental de toxicidade ou  seguranca.
Adicionalmente, analisaram-se as interacbdes com receptores
nucleares (Tox21), vias de resposta ao estresse e eventos de iniciagcao
molecular (MIEs), adotando-se o limiar de probabilidade = 0,50 para
a classificacao de compostos ativos. Valores inferiores a esse limiar

foram interpretados como inativos.

Os resultados obtidos nas duas plataformas foram organizados em
quadros tematicos, contemplando separadamente os descritores
fisico-quimicos, as propriedades farmacocinéticas, as predicoes
metabdlicas, os alertas toxicoldgicos e 0s eventos de iniciagcao
molecular. Por fim, destaca-se que as predicdes geradas por ADMET
Al e ProTox-3.0 derivam de modelos computacionais distintos,
construidos a partir de diferentes bancos de treinamento,
algoritmos e descritores moleculares. Dessa forma, eventuais
divergéncias entre as plataformas foram interpretadas como
limitacdes inerentes ao método in silico, sendo consideradas, neste
estudo, Nnao como Iinconsisténcias invalidantes, mas como

indicativos da necessidade de validacao experimental posterior.



3. RESULTADOS

Os resultados da avaliagcao /in silico da Ononina sao apresentados a
seguir, organizados em sete quadros tematicos que contemplam as
dimensbes fisico-quimica, farmacocinética e toxicolégica do
composto, obtidos por meio das plataformas ADMET Al e ProTox-3.0.
A Figura 1 apresenta o perfil de drug-likeness representado em
grafico radar (A) e a estrutura guimica bidimensional da Ononina (B),
fornecendo uma visao geral das propriedades moleculares do

composto antes da analise detalhada dos parametros ADMET.

Figura 1 - Perfil de drug-likeness da Ononina obtido pela plataforma

ADMET Al
A B
LIPO
FLEX " 7 i ™ SIZE
NSATU | >  poLaR

INSOLU

Perfil de drug-likeness da ononina obtido pela plataformma ADMET Al. (A) Grafico
radar das propriedades moleculares; (B) estrutura quimica bidimensional da
ononina. No grafico radar, os eixos representam LIPO: lipofilicidade; SIZE:
tamanho molecular; POLAR: polaridade; INSOLU: insolubilidade; INSATU:
insaturacao; FLEX: flexibilidade molecular. A area sombreada em rosa indica o
espaco de referéncia para compostos com perfil farmacolégico favoravel.
Fonte: (A) plataforma ADMET Al (Creenstone Biosciences, 2024); (B) PubChem
(CID: 442813).



3.1. Propriedades Fisico-quimicas e Drug-likeness

As propriedades fisico-quimicas e de semelhanca a farmacos da
Ononina foram avaliadas e estao sumarizadas na Quadro 1. O
composto apresentou peso molecular de 430,40 g/mol, LogP de 2,65
e TPSA de 138,82 A2. A molécula possui 9 aceptores e 4 doadores de
ligacao de hidrogénio, respeitando todos os parametros da Regra de
Lipinski (O violacdes), o que sugere boa biodisponibilidade oral. A
fracdo de carbonos sp®* foi de 0,32, indicando complexidade

estrutural moderada.

Quadro 1 - Propriedades fisico-quimicas e parametros de drug-

likeness preditos da Ononina.

PARAMETRO VALOR UNIDADE INTERPRETA(;AO
Peso Molecular 430,40 g/mol Adequado
LogP 2,65 - Lipofilicidade baixa a
moderada
Aceptores H 9 # Adequado
Doadores H 4 H# Adequado
TPSA 138,82 A2 Alta polaridade
Violacoes 0 # Sem violagcdes a regra de
Lipinski Lipinski
Fragao Csp? 0,32 - Complexidade moderada
Ligagcoes 5 # Flexibilidade moderada
Rotativas
Refratividade 108,56 - Compativel com faixa

Molar esperada



3.2. Perfil de Solubilidade e Farmacocinética

O perfil de solubilidade e os principais parametros farmacocinéticos
estao apresentados na Quadro 2. A Ononina foi classificada como
soluvel em agua, com LogS (ESOL) de -3]18. A absorcao
gastrointestinal foi predita como alta, e o composto hao demonstrou
capacidade de permear a barreira hematoencefalica (BHE). A
permeabilidade cutadnea foi baixa (-822 cm/s), e o score de

biodisponibilidade oral foi de 0,55, indicando boa absorcao.

Quadro 2 - Perfil de Solubilidade em Agua e Farmacocinética

Preditas da Ononina.

PARAMETRO VALOR UNIDADE INTERPRETACAO

Solubilidade -318 - Solubilidade moderada
(LogS ESOL)

Absorcao GI Alta - Potencial de absorgao
oral predito

Permeabilidade N&o - Auséncia de
BHE permeabilidade cerebral
predita
Permeabilidade -8,22 log Kp Baixa permeacao
Cutdnea (cm/s) cutanea predita
Score 0,55 - Biodisponibilidade oral
Biodisponibilida predita moderada
de

3.3. Interacdao com Proteinas de Transporte e Metabolismo

As interacdes com a glicoproteina P (P-gp) e as principais isoformas
do citocromo P450 (CYP450) estao detalhadas na Quadro 3. A

Ononina foi prevista como substrato da P-gp, o que pode influenciar



sua distribuicao e eliminacao. O composto nao demonstrou
potencial de inibicao para as isoformas CYPIA2, CYP2CI19, CYP2C9 e
CYP2D6. No entanto, foi previsto como inibidor da CYP3A4, a
principal enzima metabolizadora de farmacos, o que sugere um

potencial risco de interacdes medicamentosas.

Quadro 3 - Predicdao de interacdao com a glicoproteina P e de

inibicao de isoformas do citocromo P450 pela Ononina.

PARAMET PREDICAO PREDICAO PROBABILI INTERPRETAC

RO (ADMET Al)  (PROTOX- DADE Ao
3.0) (PROTOX-
3.0)
Substrato Sim - - Potencial de
P-gp efluxo com
possivel
limitacao da
biodisponibilid
ade oral
Inibidor N&o Inativo 0,99 Baixo potencial
CYP1A2 de interacao
metabdlica
predito
Inibidor N&o Inativo 0,98 Baixo potencial
CYP2C19 de interacao
metabodlica
predito
Inibidor Nao Inativo 0,87 Baixo potencial
CYP2C9 de interacao
metabdlica
predito
Inibidor N&o Inativo 0,95 Baixo potencial
CYP2D6 de interacao
metabdlica

predito



Inibidor Sim Inativo 0,98 Potencial de
CYP3A4 interacao
metabdlica,
com predicao
divergente
entre
plataformas

Inibidor - Inativo 0,97 Baixo potencial
CYP2EI de interacao
metabdlica
predito

3.4. Perfil de Toxicidade Aguda e Sistémica

O perfil de toxicidade aguda e sistémica da Ononina foi avaliado e
esta sumarizado na Quadro 4. A dose letal 50% (LD50) foi prevista
como 3100 mg/kg, classificando o composto na Classe 5 de
toxicidade (baixa toxicidade aguda). A analise de toxicidade em
orgaos especificos revelou baixo risco de hepatotoxicidade,
cardiotoxicidade e neurotoxicidade. No entanto, foi previsto um risco

de nefrotoxicidade e toxicidade respiratoria.

Quadro 4 - Predicao de toxicidade aguda e sistémica da Ononina

pelo ProTox-3.0.

PARAMETRO PREDICAO PROBABILID INTERPRETACAO
(PROTOX-3.0) ADE
LD50 3100 mg/kg 0,6807 Baixa toxicidade
(Classe 5) aguda predita
Hepatotoxicid Inativo 0,83 Auséncia de alerta
ade (DILI) hepatotdxico predito
Cardiotoxicida Inativo 0,63 Auséncia de alerta

de cardiotoxico predito



Neurotoxicida Inativo 0,86 Auséncia de alerta

de neurotoxico predito
Nefrotoxicidad Ativo 0,76 Alerta nefrotdxico
e predito
Toxicidade Ativo 0,61 Alerta de toxicidade
Respiratoria respiratoéria predito
Toxicidade Ativo 0,53 Sinal de toxicidade
Clinica clinica predito

3.5. Endpoints de Toxicidade Genética e Imunolégica

No Quadro 5 a Ononina apresentou predicao inativa para
mutagenicidade, carcinogenicidade e citotoxicidade, com
probabilidades de 0,65 0,90 e 0,58, respectivamente, sugerindo
auséncia de alertas preditos relevantes nesses endpoints. Em
contraste, a imunotoxicidade foi classificada como ativa, com
probabilidade de 0,66, indicando a presenca de um alerta
imunotoxico predito pela plataforma ProTox-3.0. Em conjunto, esses
achados sugerem que, embora a isoflavona nao apresente sinal
predito consistente de toxicidade genética ou citotoxicidade direta,
sua Iinteracdo com componentes do sistema imune merece

investigacao adicional em modelos experimentais.

Quadro 5 - Predicdao de endpoints de toxicidade genética e

imunoldgica da Ononina pelo ProTox-3.0.

PARAMETRO PREDICAO PROBABILID INTERPRETACAO
(PROTOX-3.0) ADE
Mutagenicid Inativo 0,65 Auséncia de alerta

ade mutagénico predito



Carcinogenic
idade

Imunotoxicid
ade

Citotoxicidad
e

Inativo

Ativo

Inativo

0,90 Auséncia de alerta
carcinogénico predito

0,66 Alerta imunotoxico
predito
0,58 Auséncia de alerta

citotoxico predito

3.6. Interacoes com Receptores Nucleares e Vias de Estresse

As interacdes com receptores nucleares e a modulagao de vias de

resposta ao estresse estao apresentadas na Quadro 6. A Ononina

demonstrou baixo potencial de interacdo com o0s receptores de

androgeno (AR), estrogénio (ER), hidrocarboneto arila (AhR) e PPAR-

y. A modulacdo de vias de estresse como Nrf2/ARE, HSE, MMP e p53

também foi baixa, indicando um perfil de seguranca favoravel

nesses quesitos.

Quadro 6 - Predicao de interacdao com receptores nucleares e vias

de resposta ao estresse pela plataforma ProTox-3.0.

PARAMETRO

Receptor de
Andrégeno (AR)

Receptor de
Estrogénio (ER)

Receptor de
Hidrocarboneto
Arila (AhR)

PREDICA

o

Inativo

Inativo

Inativo

PROBABILI INTERPRETACAO
DADE
0,98 Auséncia de
interacao predita
relevante
0,97 Auséncia de
interacao predita
relevante
0,62 Auséncia de
interacao predita
relevante



PPAR-y Inativo 0,99 Auséncia de
interacao predita
relevante

Nrf2/ARE Inativo 0,99 Auséncia de
modulacao predita
relevante

HSE Inativo 0,99 Auséncia de
modulacao predita
relevante

MMP Inativo 0,99 Auséncia de
modulacao predita
relevante

p53 Inativo 0,86 Auséncia de
modulacao predita
relevante

3.7. Eventos de Iniciacao Molecular (mies)

Os eventos de iniciacao molecular (MIEs) foram avaliados para
identificar potenciais mecanismos de toxicidade (Quadro 7). A
Ononina foi prevista como ativa para a transtirretina (TTR) e a
acetilcolinesterase (AChE), sugerindo possiveis interacdes com o
transporte de hormonios tireoidianos e a neurotransMissao
colinérgica. As demais interacdes com alvos como receptores de
hormdnios tireoidianos (THR), canais idnicos e outros receptores

foram previstas como inativas.

Quadro 7 - Predicao de eventos de iniciacao molecular (MIEs)

associados a Ononina pelo ProTox-3.0.

PARAMETRO PREDICA PROBABILI INTERPRETACAO
o DADE



Transtirretina Ativo 0,88 Interacao molecular
(TTR) predita com possivel
relevancia farmacolodgica
e toxicologica
Acetilcolinestera Ativo 0,66 Interacdo molecular
se (AChE) predita, com relevancia
mecanistica e limitacao
farmacocinética para o
SNC
Receptor de Inativo 0,76-0,84 Auséncia de interacao
Hormonio molecular predita
Tireoidiano relevante
(THRo/B)
Receptor de Inativo 0,85 Auséncia de interacao
Rianodina (RYR) molecular predita
relevante
Receptor GABA Inativo 0,63 Auséncia de interacao
(GABAR) molecular predita
relevante
Receptores de Inativo 0,99 Auséncia de interacao
Glutamato molecular predita
(NMDA, AMPA, relevante
KAR)
Canal de Sédio Inativo 0,92 Auséncia de interacao

(VGSC)

molecular predita
relevante

4. DISCUSSAO

A presente avaliacao /n silico da Ononina revelou um perfil ADMET
complexo, com caracteristicas promissoras de drug-likeness e
biodisponibilidade oral, mas também com alertas toxicolégicos e
metabdlicos. A anadlise integrada dos dados obtidos pelas

plataforrmmas ADMET Al e ProlTox-3.0 permitiu uma caracterizacao



variada do composto, cujos resultados corroboram e expandem o

conhecimento atual sobre isoflavonas glicosiladas.

O perfil fisico-quimico da Ononina (Figura 1, Quadro 1) demonstrou
total conformidade com a Regra de Lipinski (O violagdes), um
indicativo classico de boa biodisponibilidade oral (Lipinski et al,
2001). O peso molecular de 430,40 g/mol e o nimero de doadores (4)
e aceptores (9) de ligacao de hidrogénio estao dentro dos limites
preconizados, o0 que ¢é consistente com outros estudos que
avaliaram o drug-likeness de flavonoides e outros polifendis
bioativos com potencial terapéutico (Bitew et al,, 2021; Saritha et al,,
2024). Adicionalmente, o valor de LogP de 2,65, interpretado em
conjunto com o TPSA de 138,82 A2, sugere um composto de baixa a
moderada lipofilicidade e elevada polaridade, caracteristica tipica de
molécula glicosilada que mantém certo equilibrio entre polaridade e
particao lipidica. Esse perfil pode favorecer a solubilidade aquosa
sem excluir completamente a interacdao com ambientes de
membrana, embora a elevada area de superficie polar topoldgica
ainda indique limitacao relevante a difusao passiva, o que pode
limitar a absor¢cao da molécula intacta ao longo do intestino delgado

(Prasanna; Doerksen, 2009).

Neste contexto, a predicao de alta absorcao gastrointestinal pelo
ADMET Al suscita um ponto de discussao particularmente relevante.
A literatura cientifica consolidada indica que isoflavonas na forma de
glicosideos, como a Ononina, sao pobremente absorvidas de forma
intacta no intestino delgado devido a sua alta polaridade e peso
molecular (Setchell et al,, 2002). A literatura demonstra de forma
consistente que isoflavonas na forma de B-glicosideos sao, em geral,
pouco absorvidas intactas através do epitélio intestinal, dependendo

de hidrdlise prévia do grupamento sacaridico por B-glicosidases



intestinais e microbianas para liberacao da aglicona correspondente,
mais lipofilica e mais facilmente absorvida (Luo et al., 2018; Huang et
al., 2022). Assim, a elevada absorcao gastrointestinal prevista para a
Ononina deve ser interpretada com cautela, pois pode refletir nao
necessariamente a absorcao eficiente da molécula integra, mas a
probabilidade de aproveitamento sistémico apods biotransformacao
intestinal em formononetina ou outros metabdlitos relacionados

(Setchell et al., 2001).

Esse aspecto remete diretamente ao papel da microbiota intestinal
e, em particular, ao impacto da disbiose sobre o destino
farmacocinético de compostos fendlicos glicosilados. A atividade de
B-glicosidases bacterianas e de outras enzimas microbianas varia
amplamente entre individuos, dependendo da composicao
taxonémica e funcional do microbioma intestinal. Em cenarios de
disbiose, a capacidade de deglicosilagcao, conversao em agliconas e
formacao de metabdlitos secundarios bioativos pode estar
comprometida ou alterada, resultando em diferencas
interindividuais importantes na biodisponibilidade, na intensidade
de resposta bioldgica e até no perfil de seguranca do composto.
Além disso, a interacao entre flavonoides e microbiota é bidirecional:
enquanto microrganismos transformam estruturalmente essas
moléculas, os proprios flavonoides podem remodelar a composicao
do ecossistema intestinal, interferindo em vias inflamatorias,
metabdlicas e redox. Dessa forma, a interpretacdao do
comportamento oral da Ononina nao deve ser dissociada do
contexto microbioldgico intestinal, uma vez que a metabolizacao
pré-sistémica pode representar etapa determinante para sua

exposicao sistémica efetiva (Xiong et al., 2023).



Um dos achados farmacocinéticos mais relevantes deste estudo foi a
predicao de que a Ononina € substrato da glicoproteina P (P-gp)
(Quadro 3), de acordo com o ADMET Al. A P-gp, um transportador de
efluxo da superfamilia ABC, € um dos principais determinantes da
biodisponibilidade e da distribuicao de diversos xenobidticos, pois
bombeia ativamente compostos para fora das células no epitélio
intestinal, hepatdcitos, tubulos renais e na barreira hematoencefalica
(Miller et al, 2008). Dessa forma, o reconhecimento do presente
flavonoide como substrato da P-gp sugere uma possivel limitacao
farmacocinética, uma vez que esse mecanismo pode reduzir a
retencao intracelular e a exposicao sistémica do composto,
iImpactando negativamente sua biodisponibilidade oral (Miller et al,,
2008). Muitos flavonoides, apesar de suas atividades bioldgicas
promissoras, falham em estudos pré-clinicos por serem substratos
da P-gp (JIANG et al, 2012; TAO et al, 2024). Com isso, ©
reconhecimento como substrato da P-gp sugere a possibilidade de
efluxo intestinal e, consequentemente, de limitacdao adicional da
biodisponibilidade oral, mesmo apds absorcao Iluminal. Em
flavonoides e outros compostos fenolicos, esse mecanismo tem sido
associado a reducao de exposicao sistémica e a variabilidade
farmacocinética, razao pela qual esse resultado deve ser
interpretado como um potencial desafio translacional, e nao como

uma vantagem competitiva (Rani et al, 2024).

No entanto, a predicao de inibicdo da CYP3A4 pelo ADMET Al
embora nao confirmada pelo ProTox-3.0, representa um ponto de
atencao crucial, dado que esta isoforma ¢é responsavel pelo
metabolismo de mais de 50% dos farmacos clinicamente utilizados
(Kondza; Brizi¢; Joki¢, 2024). A divergéncia entre as plataformas,
nesse caso, nao deve ser entendida como mero ruido metodolodgico,

mas como reflexo das diferencas entre os modelos computacionais



empregados. Enquanto ferramentas como o ADMET Al utilizam
arquiteturas de aprendizado de maquina treinadas com grandes
bases de dados farmacocinéticos e bioquimicos, o ProlTox-3.0 se
apoia mais fortemente em similaridade estrutural, fingerprints
moleculares e relacdes previamente observadas entre estrutura e
toxicidade. Dessa forma, a discordancia para o endpoint CYP3A4
sugere incerteza preditiva moderada, o que reforca a necessidade de
validacao experimental especifica, preferencialmente com ensaios
em microssomas hepaticos humanos ou sistemas recombinantes

contendo CYP3A4 (Soyata et al,, 2021; Zang et al.,, 2024).

A auséncia de permeabilidade da Ononina na barreira
hematoencefalica (BHE) (Quadro 2) deve ser interpretada a luz do
alvo terapéutico. Para doencas com alvo periférico, como processos
inflamatodrios sistémicos ou canceres nao-centrais, a baixa
penetracao no SNC € uma vantagem, pois minimiza o risco de
neurotoxicidade e efeitos adversos centrais (Youdim; Shukitt-Hale;
Joseph, 2004). Todavia, esse mesmo parametro impde uma
limitacao importante a extrapolacao do potencial da biomolécula
em estudo sobre alvos do SNC. Nesse sentido, a predicao de
interacao com a acetilcolinesterase (AChE) constitui um achado
mecanisticamente interessante, mas nao autoriza, por si so,
inferéncias diretas sobre aplicabilidade terapéutica em doencas
neurodegenerativas. Na forma nativa, a Ononina provavelmente nao
alcancaria concentracdes efetivas no cérebro, de modo que
qualquer perspectiva de uso contra alvos centrais dependeria de
estratégias adicionais, como sistemas nanoestruturados de entrega,
pro-farmacos, modificagcao quimica ou investigacao de metabdlitos
com maior permeabilidade cerebral (Gong et al, 2025; Hu et al,

2025).



O perfil de seguranca mostrou-se relativamente favoravel em nivel
preditivo. A baixa toxicidade aguda (Classe 5, Quadro 4) e a auséncia
de potencial mutagénico ou carcinogénico (Quadro 5) configuram
achados positivos na triagem inicial de seguranca. Adicionalmente, a
citotoxicidade foi predita como inativa, enquanto a imunotoxicidade
foi classificada como ativa (Quadro 5). Contudo, esse resultado nao
deve ser interpretado de forma direta como evidéncia de
seletividade anti-inflamatdria ja estabelecida. Em vez disso, ele deve
ser compreendido como um sinal preditivo de possivel interacao da
molécula com vias e funcdes do sistema imune, sem indicacao
concomitante de dano celular inespecifico. Assim, embora esse perfil
possa ser compativel com atividade imunomoduladora, sua
interpretacdao requer cautela, uma vez que compostos bioativos
podem modular vias inflamatdrias como NF-kB e MAPKs e, ao
mesmo tempo, exercer efeitos bidirecionais sobre células imunes, a
depender da dose, do contexto bioldgico e do microambiente
inflamatdrio (Spagnuolo; Russo; Russo, 2018; Mace et al., 2019; Jensen
et al., 2021).

Entretanto, os alertas de nefrotoxicidade, toxicidade respiratoria e
imunotoxicidade nao devem ser interpretados como toxicidade
comprovada, mas como sinais preditivos que demandam validacao
experimental. Em  especial, a classificacao “ativo” para
imunotoxicidade, acompanhada de auséncia de citotoxicidade
predita, nao significa necessariamente efeito anti-inflamatodrio
seletivo confirmado. Esse padrao pode indicar potencial de
modulagcao imune sem dano celular direto evidente, mas também
pode refletir risco de interferéncia funcional sobre células e vias
imunoldgicas, exigindo ensaios especificos para esclarecer se o
efeito resultaria em imunossupressao, imunomodulacao benéfica ou

outro padrao de resposta. Portanto, € mais prudente interpretar esse



achado como um alerta funcional relevante, e ndo como marcador
direto de seletividade terapéutica ja estabelecida (Rao et al., 2022; Xu

et al.,, 2020).

De maneira semelhante, os sinais preditivos de nefrotoxicidade
(0,76) e toxicidade respiratoria (0,61) devem ser qualificados quanto a
intensidade. Esses valores indicam alertas moderados, Uteis para
triagem, mas insuficientes para concluir dano renal ou pulmonar em
condicdes bioldgicas reais. Ainda assim, por envolverem orgaos
criticos para seguranca pré-clinica, esses endpoints devem ser
priorizados em futuras etapas de validacao, por exemplo, por meio
de ensaios de viabilidade e estresse oxidativo em células renais
tubulares, modelos epiteliais respiratorios e estudos de toxicidade

repetida /n vivo (Hu et al., 2025).

Finalmente, a analise dos eventos de iniciacao molecular (MIESs)
(Quadro 7) revelou duas interacdes potencialmente relevantes da
Ononina com a transtirretina (TTR) e com a acetilcolinesterase
(AChE). No caso da TTR, a interpretacao exige maior refinamento,
uma vez que a interacao predita com essa proteina pode assumir
significados distintos a depender do contexto bioldgico. Sob a
perspectiva farmacoldgica, esse achado pode sugerir potencial de
modulacao funcional da transtirretina, proteina envolvida no
transporte de tiroxina e retinol e também relacionada a processos
amiloidogénicos. Entretanto, sob a perspectiva toxicoldgica, essa
mesma interacao pode levantar a hipdtese de competicao com a
tiroxina (T4) por sitios de ligacao, com possivel repercussao sobre a
homeostase hormonal e o transporte sistémico de hormodnios
tireoidianos (Radovic¢ et al, 2006; Florio et al, 2015). Dessa forma, a

atividade predita para TTR nao deve ser interpretada exclusivamente



como indicativo de beneficio terapéutico, mas sim como um sinal

mecanistico que demanda avaliacao funcional mais aprofundada.

Quanto a AChE, a predicao de atividade também representa um
achado molecularmente relevante, especialmente porque a
acetilcolinesterase constitui um alvo classico em estratégias
terapéuticas para doencas neurodegenerativas. No entanto, essa
interpretacao precisa ser integrada ao perfil farmacocinético
previamente identificado para a Ononina. Considerando que o
composto foi predito como incapaz de atravessar a barreira
hematoencefalica (Quadro 2), a possibilidade de atuacao direta
sobre a AChE no sistema nervoso central, em sua forma nativa,
torna-se limitada. Assim, embora a interacao predita com a AChE
sugira reconhecimento molecular potencial, ela nao sustenta,
isoladamente, a proposicao de aplicabilidade terapéutica imediata
em doencas neurodegenerativas, a menos que estratégias de
modificacao  estrutural ou  formulagdao, como  sistemas
nanoestruturados de liberacdao, venham a ser consideradas para
superar essa barreira farmacocinética (Khan et al,, 2018; Santos et al,,

2018; Cichon et al., 2024).

Em conjunto, os resultados do Quadro 7 indicam que os MIEs
preditos devem ser compreendidos de maneira integrada ao perfil
ADMET global do composto. Nesse sentido, a interacao com a TTR
deve ser analisada simultaneamente sob as perspectivas
farmacoldgica e toxicoldgica, enquanto a interacdao com a AChE,
embora relevante em nivel mecanistico, permanece condicionada as
limitacdes de distribuicao tecidual preditas para a molécula. Essa
leitura integrada evita extrapolac¢des terapéuticas indevidas e reforca
a necessidade de validacao experimental direcionada para

esclarecer a real relevancia biolégica desses alvos.



Em suma, a presente avaliacao /in silico sugere que a Ononina possui
um perfil farmacocinético oral promissor, com limitacoes
farmacocinéticas relacionadas ao possivel efluxo mediado por P-gp,
a metabolizacao pré-sistémica e ao potencial de inibicdao da CYP3AA4.
O perfil de seguranca € majoritariamente favoravel, mas os alertas
de toxicidade e as interacdes com alvos especificos indicam areas
que necessitam de investigacao experimental aprofundada para
validar as predicdes e garantir a seguranca do composto antes de

qualquer aplicacao clinica (Hu et al., 2025).

Em conjunto, os resultados inferem que a isoflavona em estudo
apresenta um perfil computacional interessante como candidato
oral de origem natural, mas cercado por condicionantes
farmacocinéticos relevantes, especialmente aqueles relacionados a
metabolizacao intestinal dependente da microbiota, ao possivel
efluxo mediado por P-gp e a incerteza quanto a interacao com
CYP3A4. Do ponto de vista translacional, isso significa que o
potencial farmacoldégico do composto nao deve ser avaliado apenas
por seus parametros estruturais ou por seus sinais de atividade
molecular, mas por uma integracao entre absorcao,
biotransformacao, distribuicao tecidual e seguranca predita. Dessa
forma, a avaliacdo in silico aqui apresentada nao encerra a
caracterizacao farmacoldgica da Ononina, mas estabelece uma base
racional para orientar sua validacao experimental futura por grupos

de pesquisa interessados na investigacao dessa isoflavona.

5. CONSIDERAGCOES FINAIS

A avaliacao in silico da Ononina, conduzida por meio da integracao
das plataformas ADMET Al e Prolox-3.0, demonstrou que essa

isoflavona apresenta um perfil farmacoldgico de interesse para a



triagem inicial de candidatos a farmacos. O composto exibiu
parametros favoraveis de drug-likeness, alta absorcao
gastrointestinal predita e auséncia de alertas mutagénicos e
carcinogénicos, embora tenha sido previsto como substrato da
glicoproteina P, o que pode representar um fator limitante para sua

biodisponibilidade sistémica.

Contudo, os alertas preditivos de inibicao da CYP3A4,
nefrotoxicidade e toxicidade respiratoria indicam que sua viabilidade
farmacoldgica depende de validagcao experimental posterior. A
predicao de interacao com a acetilcolinesterase e a transtirretina
amplia o interesse mecanistico sobre o composto, mas esses
achados devem ser interpretados com cautela, especialmente
diante da auséncia de permeacao predita pela barreira
hematoencefalica e da possibilidade de implicacdes enddcrinas

associadasa TTR.

Portanto, conclui-se que a Ononina reune caracteristicas
farmacocinéticas e toxicoldgicas que justificam sua investigagcao em
estudos pré-clinicos, sendo necessaria a realizacao de ensaios in
vitro e in vivo para confirmar as predicdes computacionais,
esclarecer sua relevancia bioldgica e orientar o avanco de sua

aplicacao terapéutica.
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