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RESUMO

AVALIACAO DA TOXICIDADE E ESTUDO IN SILICO DE COMPOSTOS DE
DYSPHANIA AMBROSIOIDES L. MOSYAKIN & CLEMANTS.

O uso de plantas medicinais € uma pratica comum a populacédo, sendo a principal
forma de tratamento de doencas em algumas regides. A Dysphania ambrosioides L.
(mastruz; Amaranthaceae) é uma espécie bastante utilizada por conta de suas
propriedades medicinais no tratamento de doencas respiratorias e infeccdes. Apesar
da atividade biologica ser atribuida a diversos metabdlitos, ndo é esclarecido quais
podem ocasionar efeitos toxicos, necessitando estudos adicionais. Portanto, este
trabalho visou avaliar a toxicidade de extratos e fracdes de Dysphania ambrosioides
L.. Foram obtidos extratos etandlicos das folhas (EEF) e dos caules (EEC) por
maceragao e, por extracao sob refluxo com solventes de polaridade crescente foram
obtidas quatro fracées de cada uma das partes (folha- FHF, FDF, FAEF e FMF; caule
—FHC, FDC, FAEC e FMC) para a realizacao de estudos quimicos. A atividade tdxica
foi avaliada pelo ensaio de toxicidade com Artemia salina e Allium cepa. Para o estudo
in silico, os compostos isolados foram selecionados da literatura e submetidos a testes
de toxicidade, reacBes adversas, atividade bioldgica, propriedades fisico-quimicas,
farmacocinética e docking molecular. Foram detectados triterpenos e esterdides em
todos os extratos e fracdes, heterosideos flavbnicos principalmente nas amostras
referentes a folha e cumarinas nas amostras de caule. Quanto a toxicidade, em ensaio
com Artemia salina as amostras mais toxicas foram as hexanicas (CL50 66,1 pg/mL),
em ensaio com Allium cepa EEF, EEC e FDC foram citotoxicas e genotoxicas por
diminuirem o indice mitdético (IM) e aumentarem o indice de aberracbes
cromossomicas (IA), FAEF, FAEC e FMF aumentaram o IM e o IA reduzidos. Em
estudo in silico, os compostos 4, 19 e 20 foram selecionados como 0s menos téxicos,
enquanto 14, 15 e 17 mais toxicos. Na predicao de atividade biolégica, os flavondides
apresentaram mais atividades como: potencial antioxidante, sequestradores de
ERO'’s, propriedades antineoplasicas e a¢cdo contra microorganismos e parasitas, em
contrapartida, os terpenos demonstraram mais efeitos adversos, principalmente
gastrointestinais e ulcerogénicos, esses efeitos sdo devido a suas caracteristicas
quimicas que influenciam na farmacocinética que tem melhor perfil de absorcao e forte
ligacdo a proteinas de transporte. No docking molecular, o composto 14 interage de
forma favoravel com os residuos do sitio de ativacdo da caspase 8 e da
topoisomerase,ll, explicando parcialmente o seu potencial téxico, além disso, fica
claro que o composto 4 tem atividade antitumoral por ativacdo da caspase 8 e que 0
composto 20, apesar de apresentar a mesma atividade, ndo estas relacionadas a
qualquer uma das enzimas estudadas. A Dysphania ambrosioides tem potencial
citotoxico e genotoxico principalmente determinado pelos compostos terpénicos e
esterdides presentes, apesar disso, os flavonoides que a compfe sdo muito
promissores com potencial biolégico.

Palavras-chave: Chenopodium ambrosioides; compostos isolados; terpenos e
flavondides; topoisomerase Il; caspase 8; plantas medicinais.



ABSTRACT

EVALUATION OF TOXICITY AND STUDY IN SILICO OF DYSPHANIA
AMBROSIOIDES AMBROSIOIDES L. MOSYAKIN & CLEMANTS COMPOUNDS

The use of medicinal plants is a common practice among the population, being the
main way of treating diseases in some regions. Dysphania ambrosioides L. (mastruz,
Amaranthaceae) is a species widely used duo to its medicinal properties in the
treatment of respiratory diseases and infections. Although the biological activity is
attributed to several metabolites, is is note clear which ones can cause toxic effects,
requiring additional studies. Therefore, this work aimed to evaluate the toxicity of
extracts and fraction of Dysphania ambrosioides L. Ethanolic extracts from the leaves
(EEF) and stems (EEC) were obtained by maceration and by extraction under reflux
with solvents of increasing polarity, four fractions were obtained. of each part (leaf —
FHF, FDF, FAEF and FMF; stem — FHC, FDC, FAEC and FMC) to carry out chemical
studies. The toxic activity was evaluated by the toxicity test with Artemia salina and
Allium cepa. For the in silico study, the isolated compounds were selected from the
literature and subjected to toxicity tests, adverse reactions, biological activity,
physicochemical properties, pharmacokinetics and molecular docking. Triterpenes and
steroids were detected in all extracts and fractions, flavonic heterosides mainly in leaf
samples and coumarins in stem samples. Regarding toxicity, in a test with Brine shrimp
the most toxic samples were hexane (LC50 66.1pg/mL), in a test with Allium cepa EEF,
EEC e FDC were cytotoxic and genotoxic by decreasing the mitotic index (IM) and
increasing chromossomal aberration index (1A), FAEF, FAEC e FMF increased IM and
reduced Al. In an in silico study, compounds 4,19 and 20 were selected as the least
toxic, while 14,15 and 17 were most toxic. In predicting biological activity, flavonoids
showed more activities, such as: antioxidant potential, ROS scavenger, antineoplasic
properties and action against microorganisms and parasites, on the other hand,
terpens showed more adverse effects, mainly gastrointestinal and ulcerogenic, these
effects are due to their chemical characteristics that influence pharmacokinects that
have a better absorption profile and strong binding to transport proteins. In molecular
docking, compound 14 interacts favorably with the residues of the caspase 8 and
topoisomerase |l activation sites, partially, explaining its toxic potential. Futhermore, it
is clear that compound 4 has antitumor activity through caspase activation, and the
compound 20, despite showing the same activity, is not related to any of the enzymes
studies. Dysphania ambrosioides has cytotoxic and genotoxic potential mainly
determined by the terpene and steroid compounds present, despite this, the flavonoids
that compose it are very promising with biological potential.

Key-words: Chenopodium ambrosioides; isolated compounds; terpenes and
flavonoids; topoisomerase Il; caspase 8; medicinal plants.
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1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (2002) considera a Dysphania ambrosioides L.
Mosyakin & Clemants (mastruz; Amaranthaceae) uma das espécies mais utilizadas
na medicinal tradicional do mundo (Soares et al., 2015). No Brasil, € muito utilizada
na forma de chas e de batida com leite para tratar sintomas gripais, pneumonia,
verminoses e infecgbes uterinas (Morais et al., 2005), bem como para promover 0
alivio da dor e da inflamacéao (Cartaxo et al., 2010) e algumas comunidades a utilizam
de forma triturada para tratar feridas e fraturas 6sseas (Silva, 2012).

Desta espécie ja foram isoladas uma variedade de compostos quimicos, em
especial os terpenos, tais como: (-)(1R, 4S)-1,4 dihidroxi-p-met-2-ene, (-)(1R, 2S, 3S,
4S)-1,2,3,4-tetrahidroxi-p-metano,  chenopanona (Ahmed, 1999), ascaridol
(Dembitsky, 2008), 4-hidroxi-4(4 ou B)-isopropil-2-metil-2-ciclohexen-1-ona, 1-metil-
43-isopropil-1-ciclohexeno-4a, 5a, 6a-triol, (1S,2S,3R,4S)-1-metil-4-(propano-2-il)
ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; (1R,2S,3S,4S)-1,2,3,4-tetrahidroxi-p-metano; (1R,2S)-3-p-
meten-1,2-diol; (1R,4S)-p-met-2-em-1-ol; 1,4-di-hidroxi-p-met-2-eno (Hou et al., 2017,
Figura 1).

HO CHs

HO
HsC

OH
CHj

CHy

f a h i j
Figura 1 - Terpenos isolados de Dysphania ambrosioides
Legenda: (a) (-)(1R, 4S)-1,4 dihidroxi-p-met-2-eno; (b) (-)(1R, 2S, 3S, 4S)-1,2,3,4-tetrahidroxi-p-metano; (c)
chenopanona; (d) ascaridol; (e) 4-hidroxi-4(4 ou B)-isopropil-2-metil-2-ciclohexen-1-ona; (f) 1-metil-4B-isopropil-1-
ciclohexeno-4a, 5a, 6a-triol; (g) (1S,2S,3R,4S)-1-metil-4-(propano-2-il) ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; (h) (1R,2S)-3-p-
meten-1,2-diol; (i) (1R,4S)-p-met-2-en-1-ol; (j) 1,4-di-hidroxi-p-met-2-eno.

Estudos apontam que extratos, fracbes e/ou isolados obtidos de D.
ambrosioides apresentaram varias atividades biologicas, dentre essas destacam-se:

hipotensora (Assaidi et al., 2014), antitumoral (Nascimento, 2006; Shameen et al.,
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2019), anti-inflamatdria e antinociceptiva (Calado et al., 2015) e antioxidante
(Pandiangan, 2020).

O Oleo essencial de D. ambrosioides foi considerado tdxico em ratos e
humanos (Pascual et al., 1980; Gadano et al., 2006), sendo associada a presenca do
ascaridol (Pollack et al., 1990). O extrato aquoso obtido das folhas de D. ambrosioides
livre de ascaridol ndo foi téxico in vivo, porém foi capaz de ocasionar alteracfes
cromossOmicas in vitro (Gadano et al., 2002; MacDonald et al., 2004). Outro estudo
com extrato aquoso das folhas demonstrou efeito toxico em doses aguda e subcrénica
desta espécie (Silva et al.,, 2014). Logo, ndo se encontrou concordancia entre os
resultados sobre a toxicidade dos extratos obtidos da espécie.

Neste contexto, para elucidar os efeitos toxicos, principalmente, citotoxicos e
genotodxicos, de extratos e fracdes obtidos de D. ambrosioides se faz necessario
estudos adicionais. Partindo dessa premissa, e observando que o ascaridol é o
marcador de toxicidade, quais outros metabdlitos podem se envolver em uma resposta
toxicoloégica quando este esta ausente? Assim, identificar qual(is) molécula(s)
possui(em) potencial toxico e podem estar envolvidas na toxicidade do extrato e/ou
fracOes € essencial. Além disso, € importante conhecer os aspectos fisico-quimicos
dessas moléculas e seus potenciais biolégicos. Dessa forma, este trabalho visa
contribuir no aspecto da toxicidade da planta fornecendo estudos sobre toxicidade
celular em modelo Allium cepa e avaliacdo dos compostos isolados da espécie em

modelos in silico.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Riscos da utilizacao das plantas medicinais

Desde os primordios, a humanidade vem utilizando as plantas com fins
medicinais e, apesar do desenvolvimento da industria farmacéutica no século XX as
plantas continuam sendo empregadas com diferentes objetivos terapéuticos (Marston
e Hostettmann, 2009). Anteriormente, a manutencdo da utilizagdo das plantas se
justificava, em parte, pela falta de acesso aos medicamentos de populacdes mais
vulneraveis (Santa Rosa et al., 2014).

Contudo, nas ultimas duas décadas até o ano presente, a busca por plantas
medicinais por parte dos pacientes aumentou em todo o mundo. O mercado global de
plantas medicinais e derivados de plantas aumentou em 2015, com uma estimativa
de 26,6 bilhdes de ddlares e de 35,4 bilhdes de dolares em 2020. Nesse contexto, as
plantas medicinais tém importancia econdmica podendo ser uma fonte de renda para
as comunidades tradicionais e agricultores familiares, contribuindo para a geracao de
renda e inclus&o social (Alonso-Castro et al., 2017).

As plantas que constituem a biodiversidade Amazénica sdo complexas,
apresentando na sua composicao diferentes classes de metabdlitos secundarios, que
sdo compostos quimicos oriundos dos produtos do metabolismo primario (Filho,
2010). Estes metabdlitos secundarios variam de acordo com a espécie vegetal, sendo
alguns restritos a determinadas familia, género ou espécie, 0 que o possibilita ser um
marcador quimiotaxondmico (Ferreira, 2010). A sua principal funcdo é garantir a
sobrevivéncia das plantas por meio da protecdo contra raios UV, atracdo de
polinizadores e dispersores de sementes, acdo contra herbivoros, comunicacao entre
as plantas e outras (Ootani et al., 2013; Wink, 2013).

Partindo da utilizacao de plantas com fins medicinais, ainda h& a crenca de que
o natural ndo causa efeito nocivo, é seguro e possui inumeros beneficios (Caetano et
al., 2015). No entanto, as plantas possuem compostos bioativos que podem causar
efeitos toxicos, dentre as classes de metabdlitos secundarios pode-se citar: alcaloides,
glicosideos cardiotbnicos e cianogénicos, taninos, saponinas e oxalatos de calcio e
toxialouminas (Maciel et al., 2018).

Varios fatores podem estar relacionados a toxicidade das plantas e estes

efeitos toxicos podem ser relativos ao individuo, a prépria planta, a forma de exposicéo
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e as questdes ambientais (de Melo et al., 2021). Os efeitos toxicos das plantas
medicinais podem ocorrer de forma imediata, ocasionando colapso circulatorio,
taquicardia, hipotensdo, sudorese, cianose, astenia, entre outros (Brasil, 2012;
Campos et al., 2016). Como de forma cronica, a partir do contato continuado ou pelo
costume de ingestdo de certas espécies comuns a alimentacdo e a medicina
tradicional (Aguilar et al., 2001).

Quando se trata de notificacdo de intoxicagdo por plantas medicinais, 0s
Estados Unidos da América lideram os registros, seguido pela Italia e Franca. Nesse
ranking, o Brasil ocupa a oitava posicao (Baltar et al., 2017), e isso pode ocorrer, pois,
no Brasil, ndo ha obrigatoriedade de notificacdo de eventos adversos ou toxicidade
induzida por uso de plantas medicinais, ou ainda, da ndo correlagédo da ingesta com
efeitos adjacentes. As plantas medicinais ocuparam o 13° lugar, em numero de casos
de intoxicacdo com 2.028 casos registrados no SINITOX nos anos de 2016 a 2017
(Brasil, 2020). Apesar de serem raros 0s casos de Obitos, os casos de notificacao
devem ser analisados de forma cautelosa, pois, muitas vezes, ndo se conhece a
espécie vegetal que ocasionou, ou ndo se tem informacdes suficientes em relacédo
sua composi¢cao quimica, ou ndo existem outros relatos na literatura (Oliveira et al.,
2003; Monseny et al., 2015).

Ha diversos fatores que dificultam a notificagcdo de intoxicacdo por plantas
medicinais: 0 ndo relato de consumo ou contato pelo paciente, a falta de informacgéao
a respeito da espécie toxica e a falta de profissionais qualificados para a identificacédo
de forma correta a espécie em pontos de atendimento (Peacok et al., 2009; Monseny
et al., 2015). Problemas como estes dificultam a implantacdo a elaboracdo de
estratégias de controle, prevencao e tratamento das intoxicacfes, sendo um grande
desafio para as instituicdes publicas de saude (de Melo et al., 2021).

Para deixar a situacdo mais complexa, o Brasil tem a maior biodiversidade do
mundo, com mais de 20% do numero total de espécies da Terra (Brasil, 2016) no qual
diferentes espécies séo utilizadas com a finalidade medicinal (Badke et al., 2016),
existindo uma caréncia de estudos relacionados a toxicidade destas espécies, em
especial das plantas amazénicas.

Nos quadros de intoxicagao por plantas medicinais, devem ser observados os
seguintes aspectos: parte da planta, idade e estado de amadurecimento dos frutos,

clima, solo, estacdo do ano e patologias vegetais, uma vez que estes influenciam
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diretamente na alteracdo dos niveis e concentracdes nos metabdlitos téxicos
presentes na planta (Oliveira, Godoy e Costa, 2003). Assim, todas as substancias
naturais tém um potencial de causar danos em 6érgaos, sistemas bioquimicos ou
alterar sistemas enzimaticos, a depender da condicdo de exposicdo e da dose
administrada (Ottoboni, 1991).

Para produzir um efeito toxico, a substancia deve entrar em contato com o
organismo, a partir de trés principais vias: digestiva, cutanea e respiratoria; apés
atingir uma destas porta de entrada, podem ser absorvidas e chegar a corrente
sanguinea e apos a distribuicdo para os principais 6rgao podem ser metabolizadas e
produzir efeitos toxicos até chegar a eliminacdo do organismo (Barbosa, 2005).

Os efeitos toxicos observados podem incluir: danos teciduais e outras
modificacdes patologicas, lesdes bioquimicas, efeitos teratogénicos, efeitos na
reproducdo, mutagenicidade, efeitos irritantes e reacOes alérgicas (Vieira e
Fernandes, 2021). Em muitas emergéncias relacionadas a plantas medicinais é dificil
identificar o principal metabdlito envolvido no processo de intoxicacdo o que o torna
de grande complexidade (Silveira, Bandeira e Arrais, 2008).

A exposicao as plantas medicinais podem ocorrer através de sua ingestao oral
ou contato cutaneo. No caso da ingestdo, o metabdlito toxico pode ser absorvido em
qualquer parte do trato gastrointestinal, sendo que a maior absor¢cdo acontece no
intestino delgado. Pela via cutdnea, a espessura da pele é fator determinante no
quanto esta substancia sera absorvida, bem como das propriedades fisico-quimicas
de cada um dos grupos metabdlicos encontrados nessa planta (Campos et al., 2016).

Apoés a absorcdo, o metabdlito passa por todo o organismo e causa efeitos
nocivos, principalmente, em O6rgao(s)-alvo, e para produzir este efeito toxico é
necessario que esta substancia atinja uma determinada concentracdo no 6rgéo, a
depender da dose administrada, tempo de exposi¢éo e do grau de bioacumulacao de
cada um dos metabdlitos (Pereira, 2007).

O processo de biotransformacao € determinante para o efeito dos metabdlitos
no organismo, uma vez que € capaz de transformar a substancia toxica em outra de
menor toxicidade e/ou ainda em um metabolito de maior toxicidade. Neste processo,
0 metabolito pode ser solivel em agua e rapidamente excretado pelo organismo ou
pode haver a potencializacdo do efeito toxico gerando reacdes de intoxicacao até que
este seja completamente eliminado (Pereira, 2007).
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Algumas Resolucdes da Diretoria Colegiada (RDC) da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelecem normas de seguranca para o registro de
drogas vegetais, dentre estas destaca-se a RDC 14/2010, que permite registro de
drogas vegetais como ativo de medicamentos fitoterapicos, sendo necessario a
comprovacao de seguranca e eficacia que ocorre através da realizacao de estudos
pré-clinicos e clinicos que determinem doses que evitem as reacdes toxicas advindas
dos compostos dessas plantas (Cechinel-Zanchett, 2017).

Inicialmente, a toxicidade pode ser avaliada em modelos in vitro (cultura
células, crustaceos, algas, entre outros), posteriormente, em modelos in vivo para que
se consiga determinar a maior quantidade de informacdes das propriedades e dos
efeitos adversos (Ferreira et al., 2009). Através do modelo animal pode se avaliar as
toxicidades aguda, subcronica e cronica para estabelecer doses seguras e sem estes
efeitos indesejados. Também, utilizando esses modelos animais pode-se se avaliar a
mutagenicidade, carcinogenicidade e o potencial teratogénico. De posse desses
resultados, pode-se estimar o possivel potencial toxico da planta (Bednarczuk et al.,
2010).

As pesquisas com animais sdo usadas com objetivo de proteger e melhorar a
saude humana, entretanto existem diferencas anatémicas e fisiologicas entre os
humanos e as outras espécies, que podem influenciar nos aspectos farmacocinéticos
e toxicologicos, limitando a extrapolacédo de dados para humanos (Andrade, Pinto e
Oliveira, 2002). Em adicao a isto, a pratica da experimentacdo em animais vivos tem
provocado consideraveis preocupacdes politicas e publicas, havendo um crescente
posicionamento critico de setores da sociedade civil organizada e por parte da
comunidade cientifica sobre o volumoso e generalizado quantitativo de animais
utilizados em experimentagdo anualmente (Tréz, 2018).

Essa discussdo juntamente aos recentes estudos sobre a natureza subjetiva
dos animais, a partir de pesquisas comportamentais sobre o reconhecimento da
presenca de consciéncia (Silva e Ataide Jr., 2020), traz reflexdes criticas sobre a
filosofia tradicional moral da utilizacdo dos animais em estudos experimentais
(Sganzerla e Xavier, 2020). Nesse contexto, “os principios da técnica experimental
humanitaria” idealizada por William Russel e Rex Burch em 1959, deve ser entendida

pelo principio dos 3R’s referindo-se a reducao, substituicdo e refinamento (Reduction,
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Replacement e Refinement) do uso de animais em experimentacdo (Santos et al.,
2021).

Considerando que uma substituicdo completa do modelo animal s6 € possivel
de forma gradativa e a longo prazo, € importante que antes de seu uso seja utilizados
ensaios que visem triar as substancias em termos de atividade farmacoldgica e
toxicidade. Partindo dessa condi¢do, ensaios in silico e in vitro podem dar valiosas
contribuigdes.

O estudo in silico € um método de simulagdo computacional que modela um
fendmeno natural (Smelcerovic et al., 2017), para a avaliagdo de metabdlitos
bioativos, a sua principal estratégia € selecionar as melhores moléculas isoladas a
partir de pardmetros fisico-quimicos, farmacocinéticos, toxicolégicos e avaliagdo de
atividade biolégica (De Macedo et al., 2013). Este modelo em comparagdo com 0S
ensaios tradicionais possuem uma aplicabilidade mais eficiente no quesito de atender
a grande demanda gerada na triagem em larga escala de novas moléculas candidatas
a farmacos (Cruz et al., 2019).

Os ensaios in silico apresentam como limitacdo a predicdo de extratos,
devendo ser utilizado como ensaio de triagem de moléculas previamente isoladas
(Maia et al., 2020). Neste caso, seria a melhor alternativa a utilizacdo de ensaios in
vitro com cultura de células ou parasitas, onde se pode avaliar as atividades e
citotoxicidade, bem como a seletividade. Também, podem ser usados testes
enzimaticos e testes em diferentes espécies de estirpes de bactérias, além de algas
e microcrustaceos (Artemia salina e Daphnia magna; de Sousa et al., 2022).

Microcrustaceos sdo sensiveis a uma variedade de substancias, espécies
como Artemia salina sédo utilizadas como bioindicador por seu grau de tolerancia
minimo em resposta a variagdes na qualidade do ambiente (Abel, 1989), sendo
empregada como modelo in vitro para analise de toxicidade de curta exposicao (24h
— 48h), dessa forma, a letalidade desse organismo € utilizada para identificar
respostas biolégicas em que variaveis como morte e vida sdo as Unicas envolvidas
Meyer et al., 1982). Baseado no principio da reducdo do numero de animais, foi

construido o protocolo experimental do presente trabalho.
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2.2. Dysphania ambrosioides (I.) Mosyakin & Clemants

A Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants, em territério nacional é
popularmente conhecida como erva-de-Santa-Maria, mastruz, mastruco, erva-das-
cobras, ambrésia-do-méxico, cha do méxico, apazote, lombrigueira, quenopdédio,
arsénia vermifuga, epazote e erva-do-formigueiro (Camargo e Scavone, 1979; Lorenzi
e Matos, 2002). Em outros paises € conhecido como “yerba de Santa Maria” ou “paico”
(argentina); “epazolt” (México); “american worn seed” e “jerusalen oak” (EUA;
Camargo e Scavone, 1979).

A primeira descricdo da espécie foi feita por Carl Von Linné em 1753 sendo
Chenopodium ambrosioides Linnaeus, familia Chenopodiaceae (Winsor, 2001).
Contudo, estudos filogenéticos recentes determinaram que algumas espécies
componentes a essa familia tinham mais caracteristicas do género Dysphania, familia
Amaranthaceae, sendo assim, a espécie foi realocada e passou a ser reconhecida
como Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants (Mosyakin e Clemants,
2008), seguindo a classificacao taxondmica de Mosyakin & Clemants:

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Caryophyllales
Familia: Amaranthaceae
Género: Dysphania

Do ponto de vista botanico, € uma erva anual ereta ou ascendente geralmente
com 0,5 m, puberulenta, com ramulos floriferos vilosos com pelos glandulosos. Folhas
membranaceas, lanceoladas a oblongas com 3,4-14 cm de comprimento e 1,8-3,5 cm
de largura, apice agudo, base atenuada, subssésil, margem dentada-sinuada.
Inflorescéncia espiciforme, axilares e terminais, muito numerosas; flores com 5
sépalas pilosas, androceu oligostémone. Fruto com semente globosa, nigrescente e
brilhosa (Figura 2; Van Den Berg, 2010).
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Figura 2 - Dysphania ambrosioides.
Fonte: Flora.on (Sociedade Portuguesa de Boténica)

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) essa espécie é uma
das mais utilizadas no mundo com potencial medicinal, apresenta-se nativa na
Ameérica Central e do Sul. Tem crescimento favoravel em regifes de clima tropical,
subtropical (América e Africa) e temperado (regibes do Mediterraneo até Europa
Central). No Brasil, a sua distribuicdo € ocorrente em quase todo o territério, presente
principalmente nos biomas Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (REFLORA,
2018), sendo considerada uma erva daninha, seu uso medicinal esta restrito a hortas
caseiras (Cruz e Grassi, 1981).

Por meio de dados historicos, o0 mastruz € utilizado desde os maias pré-
colombianos (Klikis, 1985) e na medicina tradicional, a sua mais antiga utilizacédo &
para tratar afecges relacionadas a parasitas intestinais na forma de decocto e infuséo
(Gupta, 1995). Outras formas de utilizacdo sdo em infuso ou sumo, sendo utilizados
para o tratamento de bronquites, tuberculose, pneumonias e outras afec¢des do trato
respiratorio (Lorenzi e Matos, 2008). A forma de emplasto, compressa ou atadura sao
utilizados para tratar contusdes, luxacodes, fraturas 6sseas e feridas (Lorenzi e Matos,
2008; Silva, 2012; Bieski et al., 2015); e para promover o alivio da dor e inflamacao
(Cartaxo et al., 2010). Em areas endémicas de leishmaniose, a populacdo usa as
folhas para tratamento tépico nas Ulceras causadas pela doenca (Franca et al., 1996).

Devido a sua diversidade de aplicag6es na medicina popular e seu potencial
terapéutico, essa € uma das espécies que compde a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS). A lista foi desenvolvida pelo Ministério

da Saude com o objetivo de orientar estudos e pesquisas que possam contribuir na
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elaboracao de fitoterapicos, servindo de estimulo para o desenvolvimento de estudos
gue comprovem a seguranca e eficacia das plantas que a compde (Degenhardt et al.,
2016).

Muitos estudos quimicos foram realizados com o Gleo essencial obtido das
folhas, que somente quantificam as estruturas quimicas sem isolar alguma delas. Os
primeiros estudos afirmavam que o 6leo era composto por ascaridol, e uma mistura
de hidrocarbonetos (Smillie e Pessoa, 1924), a partir do aprimoramento das técnicas
cromatograficas foi possivel identificar a presenca de outros compostos e que essa
composicdo varia em funcdo do local de coleta do material. A principal classe
componente do 0Oleo essencial de D. ambrosioides € o monoterpenos em que séo
encontrados, principalmente, os compostos ascaridol e seus isdmeros (Z)-ascaridol e
(E)-ascaridol, alfa-terpineno e p-cimeno (Jardim et al., 2008; S4 et al., 2015; de Souza
et al., 2015).

Dessa espécie ja foram isolados compostos pertencentes a classe de terpenos:
(-)(1R, 4S)-1,4 dihidroxi-p-met-2-eno (Figura 3-23, p.24), (-)(1R, 2S, 3S, 4S)-1,2,3,4-
terahidroxi-p-metano (Figura 3-20), chenopanona (Ahmed, 1999; Figura 3-14),
ascaridol (Dembitsky, 2008; Figura 3-13), 4-hidroxi-4(4 ou [)-isopropil-2-metil-2-
ciclohexen-1-ona (Figura 3-10), 1-metil-4B-isopropil-1-ciclohexeno-4a, 5a, 6a-triol
(Figura 3-24), (1S, 2S, 3R, 4S)-1-metil-4-(propano-2-il)ciclohexano-1,2,3,4-tetrol
(Figura 3-19), (1R,2S,3S,4S)-1,2,3,4-tetra hidroxi-p-metano (Figura 3-20), (1R,2S)-3-
p-meten-1,2-diol (Figura 3-11), (1R,4S)-p-met-2-em-1-ol (Figura 3-12), 1,4-di-hidroxi -
p-met-2-eno (Hou et al., 2017, Figura 3-23). Dos frutos da espécie ja foram isolados
os glicosideos flavbnicos: kaempferol (Figura 3-1), isohamnetina (Figura 3-7),
quercetina (Figura 3-9), kaempferol-3-rhamnosideo-4’xilosideo (Figura 3-3) e
kaempferol-3-rhamnosideo-7-xilosideo (Jain et al., 1990; Figura 3-4). A molécula
afazelina foi isolada a partir do extrato n-butanol das folhas de D. ambrosioides
(Ghareeb et al., 2016, Figura 3-2).
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Figura 3 - Compostos isolados de D. ambrosioides

Legenda: (1) Kaempferol; (2) Afzelina; (3) Kempferol-3-rhamnosideo-4’-xilosideo; (4) Kempferol-3-rhamnosideo-7-xilosideo; (5) Kempferol-7-rhamnosideo; (6) Quercetina-7-O-
alfa-L-rhamnopiranosideo; (7) Isorhamnetina; (8) Patuletina; (9) Quercetina; (10) 4-hidroxi-4-metilciclohex-2-em-1-ona; (11) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol; (12) (1R,4S)-p-met-2-
em-1-ol; (13) Ascaridol; (14) Chenopanona; (15) Isoascaridol; (16) Carvacrol; (17) p-cimeno; (18) a-terpineno; (19) (1S,2S,3R,4S)-1-metil-4-(propan-2-il)ciclohexano-1,2,3,4-
tetrol; (20) 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-metano, (21) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol, (22) (1R,4S)-p-met-2-en-1-ol , (23) 1,4-dihidroxip-met-2-eno, (24) 1-metil-4B-isopropil-1-ciclohexeno-
4a,5a,6a-triol.
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Varios estudos ja avaliaram e confirmaram as diferentes atividades bioldgicas
da espécie, tais como: propriedades de atividade antitumoral (Cruz et al., 2007), anti-
inflamatoria e analgésica (Ibironke e Ajiboye, 2007), cicatrizante (Trivellato-Grassi et
al., 2013), antiparasitaria (Pollack et al., 1990; Kuichi et al., 2002), antibacteriana e
antifangica (Harraz et al., 2014), ansiolitica e antipirética (Ngo Bum et al., 2011),
antiartritica (Pereira et al., 2018), hipotensora (Assaidi et al., 2014), preventiva de
perda 6ssea e regeneradora de 0ssos (Soares et al., 2015; Penha et al., 2017).

A avaliagdo da atividade antitumoral foi realizada utilizando linhagem celular de
carcinoma hepatocelular humano (HepG2) que foi exposta a diferentes concentracdes
do extrato metandlico de D. ambrosioides, porém nao houve inibicdo significativa do
crescimento celular na faixa de concentragdo de 15,5 a 1000 pg/mL (Ruffa et al.,
2002). Em células de leucemia P388, o extrato aquoso apresentou Clso igual a 0,105
pug/mL, sendo considerado ativo (Pandiangan, 2020). Ainda, testes realizados com
inducdo de tumor de Ehrlich mostrou resultados promissores quanto a sua inibicéo
pelo extrato hidroalcdolico da planta, porém, ndo foi possivel identificar qual metabdlito
estava associado a essa a¢do farmacolégica (Nascimento, 2006).

Além de extratos, foi avaliado o potencial antitumoral do 6leo essencial de D.
ambrosioides. Esse apresentou atividade antumorigénica em teste de citotoxicidade
com linhagem celular de cancer humano A549, onde inibiu o crescimento celular em
40% na concentracao de 125 pg/mL, enquanto a célula de cancer humano MCF-7 foi
inibida em 45% com uma concentragao de 31,2 pg/mL (Shameen et al., 2019).

Os potenciais anti-inflamatorio, antinociceptiva e cicatrizantes foram avaliados
em camundongos através dos testes de formalina, edema de pata e ferida por excisao.
O extrato etandlico foi capaz de inibir a dor induzida por formalina em fase neurogénica
e em fase inflamatéria, respectivamente, na dose de 500 mg/kg. Além disso, inibiu a
atividade de mediadores inflamatérios (BK, NO, SP, PGE2 e TNF-a), enzimaticos
(MPO e ADA) e reduziu, significativamente, a area de lesdo induzida quando
comparados ao controle ndo tratado (Trivellato-Grassi et al., 2013).

Em outro estudo, o extrato hidroalcoolico na concentragéo de 5mg/kg foi capaz
de reduzir a dor e a inflamacéo em ratos com indug&o a osteoartrite. A atividade foi
relacionada ao ascaridol, sendo esse capaz de se ligar ao receptor de glutamato N-

metil-D-aspartato, apresentando um efeito antagonista (Calado et al., 2015).
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O oleo essencial apresentou atividade inibitoria contra as formas tripomastigota
e epimastigota de Trypanossoma cruzi, sendo os constituintes quimicos prevalentes
no Oleo essencial os monoterpenos e sesquiterpenos, deduzindo que possivelmente
a classe de terpenos esta relacionada a atividade (Borges et al., 2012). A atividade
antileishmania é bem descrita para o 6leo essencial de D. ambrosioides, tendo sido
demonstrada tanto em estudos in vitro quanto in vivo (Monzote et al., 2014). Também
0 uso tépico de folhas desta espécie em ulceracdes causadas pelo parasito
demonstrou reducdo da carga parasitaria (Patricio et al., 2008).

Ainda relacionado a microorganismos, o 6leo essencial inibe de forma eficiente
o crescimento de espécies de leveduras, dermatofitos e outros fungos filamentosos
(Jardim et al., 2008; Prassad et al., 2009; Chekem et al., 2010). O 6leo, rico em
monoterpenos, também se mostrou ativo contra Escherichia coli e Bacillus subtilis
(Harraz et al., 2014). Os extratos hexanico e diclorometanico da planta apresentaram
acao contra cepas de Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (Sousa et al., 2012).

Em estudo ansiolitico, o extrato aquoso de D. ambrosioides (120mg/kg),
utilizando o teste de labirinto em cruz, induziu um aumento significativo do percentual
(51%) de entradas e no tempo em bracos abertos (31,8%), sendo este efeito
semelhante ao do grupo tratado com Diazepam. Sugerindo atividade ansiolitica (Ngo
Bum et al.,, 2011), entretanto, ndo foi mencionado qual metabdlito poderia estar
relacionado a atividade ansiolitica.

O extrato aquoso obtido das folhas de D. ambrosioides apresentou potencial
antioxidante no teste de DPPH com Cls0=50,736 pg/mL, sendo classificado com
atividade antioxidante moderada (Pandiangan, 2020). A afazelina e kaempferol
(Figura 3, pag. 23) apresentaram atividade antioxidante moderada e alta,
respectivamente (Ghareeb et al., 2016).

As substancias 4-hidroxi-4(4 ou )-isopropil-2-metil-2-ciclohexen-1-ona, 1-
metil-43-isopropil-1-ciclohexeno-4q, 5a, 6a-triol, (1S,2S, 3R,4S)-1-metil-4-(propano-2-
il)ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; (1R,2S,3S,4S)-1,2,3,4-tetra hidroxi-p-metano; (1R,2S)-3-
p-meten-1,2-diol; (1R,4S)-p-met-2-em-1-ol; 1,4-di-hidroxi -p-met-2-eno (Figura 3, p.
23) foram avaliadas para atividade anti-inflamatéria por meio da inibicdo de Oxido
nitrico induzido por lipopolissacarideos em linhagem celular de macrofagos de

murinos RAW264.7. Somente a molécula 4-hidroxi-4(4 ou [)-isopropil-2-metil-2-
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ciclohexen-1-ona foi capaz de inibir moderadamente a producéo de 6xido nitrico (Hou
et al., 2017).

O ascaridol (Figura 1, p. 13) apresentou potencial sedativo, analgésico e anti-
helmintico, este também €& responsavel por efeitos téxicos como a producédo de
convulsdes e toxicidade letal em ratos, indicando que ha uma faixa estreita entre a
dose efetiva e a dose toxica deste isolado (Okuyama et al., 1993).

Um outro estudo demonstrou que o potencial toxico do 6leo essencial de D.
ambrosioides pode ocasionar irritacdo gastrointestinal, danos hepéticos e renais
(Matos, 2011). Os sintomas primarios de intoxicacdo aguda do 6leo essencial séo:
distarbios gastrointestinais, seguidos de gastroenterite com hiperemia difusa no inicio,
seguido de altera¢cdes do sistema nervoso central, tais como cefaleia, rubor facial,
deficiéncia visual, vertigem, incoordenacéao e parestesia (Gadano et a., 2006). O uso
de doses elevadas do Oleo essencial causou a morte em ratos e humanos (De
Pascual, Torres e Perez, 1980), sendo essa toxicidade associada ao composto
ascaridol (Pollack et al., 1990).

Estudos in vitro e in vivo avaliaram a toxicidade do extrato aquoso,
evidenciando baixo potencial téxico (Kliks, 1985). Outro estudo, avaliou in vitro a
citotoxicidade do extrato aquoso livre de ascaridol e infusbes aquosas de partes
aéreas e nao foram observados efeitos toxicos (MacDonald et al., 2004).

O uso de infusbes ou decocgcbes das partes aéreas de D. ambrosioides
ocasionaram danos genéticos em cultura celular de linfécitos humanos, verificando-
se 0 aumento de aberracbes cromossémicas e da frequéncia de trocas entre
cromatides irmas (indicadores de danos celulares) bem como a diminuicdo do indice
mitotico (indicador de morte celular). Este mesmo estudo indicou, apos fracionamento
destes extratos, que a fracdo metandlica apresenta maior potencial toéxico, sugerindo
gue 0s compostos téxicos sejam mais polares (Gadano et al., 2002).

Além disso, a toxicidade de extratos obtidos D. ambrosioides (dose Unica de
2,5g/kg) foi avaliada em camundongos e ratos. A toxicidade oral aguda do extrato
hidroetandlico foi avaliada em camundongos e realizada uma avalicdo clinica
utilizando o screening hipocratico diaria por 14 dias. No ultimo dia de avaliacéo, os
animais foram submetidos a eutandsia e removidos os 6rgdos para a analise

histolégica. Durante a avaliacdo clinica dos animais nao foi observada alteracdes,
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também nado houve alteracdo ponderal e histoldgica, logo foi classificado como néo
toxico (DLso > 2,5g/kg) (Pereira et al., 2010).

Em ratos foi avaliada a toxicidade aguda de dose Unica do extrato aquoso
obtido das folhas de D. ambrosioides (0,3; 1,3 e 3g/kg) e doses repetidas (15 dias de
tratamento). De modo dose-dependente, na toxicidade oral aguda, observou elevacéo
de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) e reducdo nos
niveis séricos de ureia. No tratamento com doses repetidas, na dose 1g/kg, houve
elevacdo ALT e AST, discreta vacuolizacdo dos hepatdcitos, sugerindo potencial
hepatoxico. Os ratos foram ainda submetidos ao tratamento por 42 dias, sendo
observado perda de peso corporal, alteracdes metaplasicas na superficie mucosa do
estbmago e necrose dos tubulos renais (Silva et al., 2014).

O efeito toxico da D. ambrosioides parece variar a partir da obtencdo de extratos
e dos constituintes presentes. No entanto, ainda € necessario estudos
complementares de avaliacdo de toxicidade dos seus extratos, sendo fundamental a

investigacdo do potencial toxico desta espécie para estabelecer o uso seguro.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial citotoxico e genotoxicos de extratos e fracbes de Dysphania
ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants, bem como desenvolver estudo in silico

de compostos da planta.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar estudo fitoquimico dos extratos etandlicos e fracbes D.
ambrosioides;

e Determinar a Concentracdo Letal (CL50) de extratos etandlicos e
fracGes de D. ambrosioides por bioensaio com Artemia salina;

e Avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade dos extratos etandlicos e
fracOes de D. ambrosioides por ensaio com Allium cepa.

e Realizar estudo de predicao in silico de atividade biologica e toxicidade
dos compostos de D. ambrosioides;

e Definir o modo de ligacdo dos compostos ligantes de D. ambrosioides
em sitio ativo das enzimas caspase 8 e topooisomerase |l por método

de docagem molecular.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Material
4.1.1 Equipamentos

Banho-maria

Balanca analitica Bel Engineering M214Ai

Bomba de vacuo TECNAL TE-0581

Bomba de aeracgao

Capela para exaustao de gases SP Labor

Centrifuga

Contador manual de células

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia da Alliance® e2695 (Waters)
equipado com detector de arranjo fotodiodo (DAD) de injecdo automéatica
de 20 L, tendo

Destilador de agua

Espectrometro BRUKER AVANCE DRX 400 MHz

Estufa de esterilizacdo e secagem SolidSteel

Estufa ventilada para secagem de material vegetal

Evaporador rotatério fisaton, modelo R 803, com banho-maria modelo
558

Lampada incandescente 40 w

Manta aquecedora Quimis®

Micropipetas - volume ajustavel 10uL - 100 pL, 100 pL - 1000 pL
Microscopio 6ptico

Notebook

4.1.2 Solventes, fases estacionarias e demais reagentes

Acetato de etila Neon®
Acido acético glacial Neon®
Acido cloridrico Greentec®
Acido sulfarico Quemis®
Anisaldeido Exodo®
Cloreto de aluminio

Cloreto férrico
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Diclorometano PA Neon®
Dimetilsulfoxido (DMSO) Neon®
Etanol 96

Ferrocianeto de potassio Exodo®
lodeto de potassio

Metanol PA Neon®

Hexano PA Neon®

Hidroxido de potéssio

Hidroxido de sodio

Silica gel Sigma 230x400 mesh, 40-60 um
Subnitrato de bismuto

4.1.3 Material plastico, vidrarias e outros

Aquaério de vidro 2L

Baldes de fundo redondo 250, 500 e 1000 ml
Bastao de vidro

Béqueres 10, 50, 100, 500 e 2000 ml

Bisturi

Condensador de vidro

Cubas cromatograficas

Dessecador de vidro

Papel filtro

Placa de petri 55mm de diametro
Erlenmeyers 250 e 2000 ml

Espétulas de metal

Lamina FirstLab 26x76 mm

Laminula Olen 24X60 mm

Lupa

Papel aluminio comercial

Pinca

Pipetas de vidro graduadas 1,0; 2,5 e 10 ml
Pipeta Pasteur de vidro

Placas cromatograficas de vidro 10x5 cm
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e Tubos de ensaio de vidro

4.1.4 Corante e outros
e Corante Orceina acética 2% Exodo®
e Esmalte transparente

e Sal marinho

4.1.5. Programas e softwares
e Discovery Studio Visualizer™
e Gaussian 09™
e Marvin Sketch™
e Molegro Virtual Docker™
e Molinspiration™
e Prediction of Activity Spectra for Substances (PASS) ™
e PreADMET™
e ProTOX™

4.1.6 Reveladores utilizados na prospeccéo fitoquimica por cromatografia em
camada delgada (CCD)

4.1.6.1 Anisaldeido sulfarico

Para esta solucao foi utilizado 0.5 mL de solucdo-mée de anisaldeido

em 10 mL de acido acético glacial. Em outro frasco, se adicionou 85 mL de metanol e
5 mL de &cido sulfarico (H2SO4) concentrado. Estas solu¢cdes foram misturadas e
acondicionadas em fraco &mbar (100 mL) e conservadas sob refrigeracéo (Wagner et
al.,1984).

4.1.6.2 Cloreto de aluminio a 2% em metanol
Para esta foi solubilizado 1g de cloreto de aluminio (AICI3) em 50 mL de
alcool etilico absoluto, esta solugcéo foi armazenada em fraco ambar (100 mL) sob

refrigeracao (Wagner et al.,1984).

4.1.6.3 Dragendorff
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Solucédo A — 0,8509 de subnitrato de bismuto (BIONO3.H20) em 10 mL de acido
acético glacial e 40 mL de agua destilada;

Solucéo B - 8g de iodeto de potassio (KI) em 20 mL de 4gua destilada.

Apés a preparacdo de cada uma das solucdes, se adiciona, aos poucos, a
solucdo A em B, resultando em uma solucao estoque. Para a pulverizacdo em CCD
se diluiu 2,0 mL de solucao estoque em 4 mL de acido acético glacial e 20 mL de agua

destilada, esta acondicionada em frasco ambar (100 mL; Wagner et al.,1984).

4.1.6.4 Hidréxido de potassio a 5% em metanol
Para este reagente, foi solubilizado 2,5g de hidréxido de potassio (KOH)
em 50 mL de metanol, esta solugdo foi armazenada em fraco ambar (100 mL) sob
refrigeracao (Wagner et al.,1984).

4.1.6.5 Solucao de ferrocianeto de potassio a 1% e Cloreto férrico a 2%

Para o ferrocianeto de potassio (CsFeKaNs) a 1%, foi solubilizada 0,25¢
deste soluto em 25 mL de 4gua destilada. Para a o cloreto férrico (FeCls) a 2%, foi
solubilizado 1g do soluto em 25 mL de agua destilada. Ambas as solucbes foram
armazenas em frasco ambar (100 mL) e sob refrigeracdo e somente ho momento do

uso sao misturadas (Wagner et al., 1984).

4.1.7 Material biol6gico

As espécies de Artemia salina Leach foram compradas em loja de psicultura
em forma de cistos e armazenadas em temperatura ambiente e protegida de umidade.
As sementes de cebola baia periforme (Allium cepa) foram obtidas na loja de materiais
agropecudarios ISLA Sementes LTDA.

4.2 Métodos
4.2.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

Os caules e folhas de D. ambrosioides foram coletados no municipio de Santa
Isabel, Para, Brasil, localizado a uma latitude 01°17'55" sul e a uma longitude
48°09'38" oeste. A identificacdo foi feita pelo Herbario IAN da Embrapa Amazoénia

Oriental e foi depositada uma exsicata no acervo do herbario sob n° de registro
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200572, posteriormente foi cadastrada no Sistema Nacional do Patrimdnio Genético
e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob numero de cadastro
A598628.

4.2.2 Processamento da droga vegetal e estudos fitoquimicos

A planta foi lavada em agua corrente para a retiradas das impurezas, foram
separados em folhas e caules e postas para secagem em estufa de ar circulado até
completa desidratacdo, em seguida, foram moidas em moinho de facas para a
obtencédo do p6 de cada uma das partes, estes foram acondicionados em potes de
vidro ao abrigo de luz e umidade. O p6 de cada uma das partes foi submetido a
maceracao exaustiva com etanol 96°GL (1:1), com agitacao diaria, apés 7 dias a
solucéo foi filtrada e concentrada em rotaevaporador até residuo, obtendo-se dois
extratos etanolicos, posteriormente foram calculados os rendimentos.

Para o fracionamento, o extrato etandlico de cada uma das partes foi submetido
a extracdo exaustiva utilizando-se de um sistema de refluxo e solventes de polaridade
crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol). Para isso, foi colocado
10g de cada extrato por vez (EEF e EEC) em um baldo de fundo redondo e
acrescentado o solvente (100 mL) e aquecido (40°C) sob refluxo por 30 minutos
(Figura 4 e Figura 5). O procedimento foi repetido por trés vezes para cada um dos

solventes utilizados (Vale et al., 2015).

EEF (10g)
| Re-extracdo sob refluxo durante 30 minutos com hexano
l l por 3 vezes, seguida de filiracdo
FHF Residuo
1,4053
’ g | Re-extracao sob refluxo durante 30 minutos com dicloromentado
1 1 por 3 vezes, seguida de filtragao
FDF Residuo
0,416 g | Re-extragdo sob refluxo durante 30 minutos com acetato de etila
1 l por 3 vezes, seguida de filtragdo
FAEF Residuo
0,4043 g . .
Re-extracao sob refluxo durante 30 minutos com metanol
l l por 3 vezes, seguida de filtracao
FMF Residuo
1,6262 g

Figura 4 - Fracionamento do extrato etandélicos das folhas de Dysphania ambrosioides com solventes
de polaridade crescente por extracéo sob refluxo.
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Legenda: EEF — Extrato Etandlico da Folha; FHF — Fracédo de Hexano da Folha; FDF — Fracdo de Diclorometano
da Folha; FAEF - Fracéo de Acetato de Etila da folha; FMF — Frac@o de Metanol da Folha.

EEC (10g)
| Re-extracdo sob refluxo durante 30 minutos com hexano
1 J, por 3 vezes, sequida de filtragdo
FHC Residuo
0639 . , :
Re-extracéo sob refluxo durante 30 minutos com dicloromentado
l 1 por 3 vezes, seguida de filtracao
FDC Residuo
0,1868 g | Re-extragdo sob refluxo durante 30 minutos com acetato de etila
l l por 3 vezes, seguida de filtragdo
FAEC Residuo
0,0575¢g |
l l Re-extracdo sob refluxo durante 30 minutos com metanol
por 3 vezes, seguida de filtragdo
FMC Residuo
1,878 g

Figura 5 - Fracionamento do extrato etandlico dos caules de Dysphania ambrosioides com solventes

de polaridade crescente por extracéo sob refluxo.
Legenda: EEC — Extrato Etandlico do Caule; FHC — Fragdo de Hexano do Caule; FDC - Fragédo de
Diclorometano do Caule; FAEC — Fragdo de Acetato de Etila do Caule; FMC — Fracédo de Metanol do Caule.

Para a prospeccao fitoquimica, em método de Cromatografia em Camada
Delgada (CCD), para fase estacionaria utilizou-se silica e para fase movel propor¢oes
de solventes de polaridades especificas, os reveladores variaram conforme a classe
de metabdlito a ser analisada conforme descrito no Quadro 1. As amostras foram
solubilizadas em metanol e armazenadas em tubos conicos tipo eppendorf (2,0 mL).
As classes de metabdlitos investigadas foram: esterdides e triterpenos, polifendis e
taninos, saponinas, heterosideos flavonicos, cumarinas, geninas naftoquinénicas e

antraquindnicas, heterosideos antracénicos e alcaloides.

Quadro 1 - CondicOes utilizadas nas avaliagbes em cromatografia em camada delgada

(contunua)
Metabdlito Condicdes Resultados

Triterpenos e Fase movel: hexano: diclorometano (6:4) No visivel: apdés aquecimento, manchas
esterdides Revelador: anisaldeido sulfdrico réseas.
Polifenois Fase movel: hexano: diclorometano (6:4); No visivel: manchas de cor negro-azulada

Revelador: ferrocianeto de potassio a 1% e | ou negro-esverdeada.
cloreto férrico a 2%

Taninos Fase movel: hexano: diclorometano (6:4); No visivel: manchas de cor negro-azulada
Revelador: ferrocianeto de potassio a 1% e | ou negro-esverdeada.
cloreto férrico a 2%;

Saponinas Fase movel: hexano: diclorometano (6:4); No visivel: manchas de cor azul ou azul-
Revelador: anisaldeido sulfurico; violeta com zonas amareladas
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Quadro 1 - Condicdes utilizadas nas avaliagbes em cromatografia em camada delgada

(concluséo)

Metabdlito Condicbes Resultados
Heterosideos Fase movel: hexano: diclorometano (6:4); UVszes € UVass antes e apds revelacéo:
flavonicos Revelador: cloreto de aluminio a 2% em | intensificacdo da flourescéncia amarela.
metanol. Flavonoides: manchas de cor amarela
(visivel) e  fluorescéncia  amarelo-
esverdeada
Cumarinas Fase movel: hexano: diclorometano (6:4); UVsss e UVzss antes e apos: intensificagdo
Revelador: hidroxido de potassio 5% em | da fluorescéncia verde-azulada.
metanol; Cumarinas néo substituidas: fluorescéncia
amarela-esverdeada somente apés
utilizacdo do revelador
Geninas Fase movel: tolueno: acetona: cloroférmio | manchas da cor laranja ao vermelho
naftoquinénicas e (6:4); (visivel) e flourescéncia de cor alaranjado
antraquindnicas Revelador: hidréxido de potassio 5% em | ao vermelho (UVsss € UVzss); Antronas e
metanol; antrandis: manchas amarelas (visivel) e

flourescéncia alaranjada (UVass € UVa2s4).

Heterosideos
antracénicos

Fase movel: acetato de etila: metano: agua
(81:11:8);
Revelador:
metanol;

hidroxido de potassio 5% em

Antraquinonas: manchas de cor laranja ao
vermelho  (visivel) e  flourescéncia
alaranjado ao vermelho (UVses € UVass);
antronas e antrandis: manchas amarelas
(visivel) e flourescéncia alaranjada (UVsss €
UV2s4).

Alcaléides

Fase mével: acetato de etila: metanol: agua:
acido férmico (80:12:8);
Revelador: Dragendorff;

No visivel: manchas de cor marrom ou
alaranjada.

Fonte: WAGNER et al. 1984 adaptado

Os extratos etandlicos e fracdes das folhas e caules foram analisados CLAE,

sendo solubilizado 10 mg da amostra em 1 mL de H20:metanol (2:8 v/v) e transferiu-

se para o cartucho SPE C18. Posteriormente filtrou-se a extracdo com auxilio de filtro

de seringa 0,45 pm (hidrofilico), e transferiu-se para frasco de CLAE (vial) em

concentracdo de 1mg/mL (1:1). Foram injetados 20 uL das amostras, sendo utilizado

um gradiente contendo agua deionizada e metanol (Quadro 2). A temperatura da

coluna foi mantida a 40°C, em fluxo de eluicdo de 5ml/minuto.

Quadro 2 - Gradiente de elui¢do por CLAE-DAD

Tempo (min) %A %B
0 95 5
1 95 5

55 0 100

60 0 100

Legenda: A: agua; B: metanol; fluxo 5mL/min., temperatura: 40°C.

Posteriormente, as amostras dos extratos e fracdes das folhas e dos caules

foram analisadas em RMN de 1H. O solvente utilizado para solubilizacdo das

amostras foi diclorometano. Os deslocamentos quimicos (&) foram medidos em ppm
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e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Para processamento dos dados

de espectro utilizou-se o programa TOPSPIN 3.0 — Bruker.

4.2.3. Estudos de toxicidade

4.2.3.1. Determinacgéo de CLso por bioensaio com Artemia salina

O bioensaio com Artemia salina Leach foi realizado a partir de adaptagdes das
metodologias de Meyer et al. (1982) e Veiga (1989). Para a eclosao dos cistos de A.
salina foi utilizada uma solucéo de sal marinho e agua destilada na concentracédo de
35 g/L, além de hidréxido de sédio (NaOH) a 0,1 mol/L para ajuste de pH (9,0-10) e
assim, possibilitar um meio compativel ao desenvolvimento dos metanauplios. Apés
homogeneizar, a solugéo foi filtrada e transferida para um aquério de vidro com bomba
de aeracédo. Foram adicionados 20 mg de cistos do microcrustaceo. Os cistos ficaram
em solucdo por 24h, ambientados em uma temperatura variavel de 27°C a 30°C,
tempo suficiente para a completa ecloséo (Veiga, 1989).

Os extratos e fracbes foram preparados na proporgcao de 1:2 (v/v) e foi feita
diluicdo seriada, nas seguintes concentra¢cdes: 5000; 2500, 1250, 625 e 312,5 ug/mL,
foi adicionado 50 pL de DMSO para solubilizar somente as amostras da fracdo
hexanica em solucéo salina, em cada tubo de experimentacéo deve haver o volume
final de 2,5 ml das solugbes. Para o grupo controle negativo foi mantida somente
solucéo salina e 50 pL de DMSO e, para controle positivo solu¢do com dicromato de
potassio. O ensaio foi realizado em quintuplicata e em cada um dos tubos de vidro
foram adicionados 10 metanauplios e mantidos por mais 24h e 48h. ApGs os periodos,
com o auxilio de uma lupa, foi feita a contagem das artemias vivas e mortas e a partir
do resultado, o célculo de CLso (Meyer et al., 1982). Para o célculo da concentracao
letal 50% (CLso) utilizou-se o AAT Bioquest e considerou-se atoxico quando ClLso
superior a 1000 pg/mL, baixa toxicidade quando a CLso superior a 500 pg/mL,
moderada entre 100 a 500 pg/mL e muito toxico quando a CLsofor inferior a 100 pg/mL
(Amarante et al., 2011).

4.2.5.3 Ensaio de determinacao de citotoxicidade e genotoxicidade em Allium

cepa
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Para avaliar os efeitos genotoxicos e mutagénicos dos extratos e fracoes, foi
utilizado o teste de Allium cepa. As sementes foram germinadas em placas de Petri
forradas com papel filtro, em cada uma delas, foi adicionada concentragdes diferentes
de amostras-teste; solucdo de colchicina (controle positivo) e agua deionizada
(controle negativo). Apos atingirem o comprimento de 1 a 1,5 cm, contou-se o tempo
de exposicao em 24h, 48h, 72h. Apds este tempo, as raizes foram fixadas em Carnoy
(3 partes de etanol absoluto para 1 parte de acido acético glacial — v/v) por 24h em
temperatura ambiente e, posteriormente armazenadas em geladeira, em solugéo de
alcool etilico a 96° até a sua utilizacao (Bianchi et al., 2016 adaptado).

No momento de preparo das laminas, as radiculas anteriormente fixadas foram
lavadas em trés banhos, por 5 minutos, em agua destilada; hidrolisadas por 15
minutos em solug&o de HCI 1N, novamente lavadas em trés banhos e submetidas por
10 minutos ao corante de orceina acética a 2% (Leme e Marin-Morales, 2009). Apés
a coracdo dos meristemas, as laminas foram preparadas, pelo método de
esmagamento, para que fossem avaliadas as aberracoes cromossomicas (teste de
genotoxicidade), os micronucleos formados (teste de mutagenicidade) e morte celular
e indice mitotico (teste de citotoxicidade; Pires et al., 2001; Leme e Marin-Morales,
2009). Foram analisadas 2500 células por tratamento. As observacfes foram feitas
em microscopio de luz em um aumento de 400x (Bianchi et al., 2016; Bagatine et al.,
2007; Carita e Marin-Morales,2008).

4.2.3. Ensaio In silico

A partir do resultado de prospeccdo fitoquimica e das andlises de
espectrometria de ressonancia magnética (Tabela 2, p. 44; Figura 6, p. 46; Figura 7,
p. 48) foram feitas buscas em plataformas de pesquisas com o0s descritores:
Chenopodium/Dysphania ambrosioides and terpens, Chenopodium/Dysphania
ambrosioides and flavonic glycosides e Chenopodium/Dysphania ambrosioides and
isolated compounds. Foram selecionadas 26 moléculas das classes glicosideos
flavénicos e monoterpenos (Figura 2, p.24) para serem submetidas ao estudo in silico
por serem as maiores classes isoladas em prospeccéo fitoquimica com a espécie.

As estruturas quimicas selecionadas foram preparadas a partir de esquivos

SMILES baixados do banco de dados Pubchem e submetidas ao estudo de
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propriedades fisico-quimica utilizando-se o servidor online Molinspiration para serem
analisados os parametros de regra dos cinco de Lipinski (2004) que determina os
parametros de biodisponibilidade de farmacos.

Utilizou-se como critérios de avaliagcdo o0s seguintes parametros: particdo
octanol/agua: logP < 5; area de superficie topoldgica < 140A, massa molar (MM) <
500Da; aceptores de ligagdo de hidrogénio (nALH) < 10; numero de grupos de
doadores de hidrogénio (nDLH) < 5; niamero de ligacfes rotacionaveis (nROTB) < 10
(Lipinski, 2004).

Para a predicdo dos parametros de absorcao, distribuicdo, metabolismo e

toxicidade utilizou-se o servidor online PreADMET analisando os seguintes critérios:
1-farmacocinética: Absorcao Intestinal Humana (AIH): 0-20% baixa absorc¢éo, 20-70%
moderada absorcdo, > 70% elevada absorcdo (Yee, 1997); Permeabilidade em
células Caco2 e MDCK: baixa permeabilidade < 4 nm/sec, média permeabilidade 4-
70 nm/sec e alta permeabilidade > 70 nm/sec; Ligacdo as proteinas plasmaticas:
>90% ligada fortemente e < 90% fracamente ligadas (Yaszdanin et al., 1998).
2- toxicidades: algas: < 1 mg/L; Nao téxicos: > 1 mg/L (Costa et al., 2008); Daphnia
sp.: téxico < 0,22 pug/mL, ndo toxico > 0,22 pg/mL (Guilhermino et al., 2000); peixes
Medeka e Minnow Muito toxico: < 1 mg/L; Toxico: 1-10 mg/L; Prejudiciais: 10-100
mg/L; Nao téxico: > 100 mg/L (Zunckner, 1985), mutagenicidade em teste de ames:
nao mutagénico (NM), mutagénico a depender da quantidade de cepas de Salmonella
que foram positivas (M/0; M/1; M/2; M/3) e carcinogenicidade em ratos e
camundongos: (+) carcinogénico e (-) ndo carcinogénico (Hodgson, 2001).

Para as predicdes no software ProTox foram avaliadas a dose toxica em
roedores (DL50) e a classificacao de toxicidade: Classe 1: fatal se ingerido (DL50 <
5); classe 3: toxico se ingerido (50 < DL50 < 300); classe 4: nocivo se ingerido (300 <
DL50 = 2000); classe 5: pode ser nocivo se ingerido (20000 < DL50 < 5000); classe 6:
nao toxico (DL50>5000; Drwal et al., 2014). Além disso foram avaliados os potenciais:
hepatotoxicidade, imunotoxicidade, citotoxicidade, carcinogenicidade e
mutagenicidade (Gold et al., 1991; Hansen et al., 2009; Bento et al., 2014; Schrey et
al., 2017; Banerjee; Dehnbostele; Preissner, 2018), sendo indicado se positivo (+) ou
negativo (-) para cada um dos efeitos.

Também foi avaliado o potencial de atividade biolégica no servidor online
Prediction of Activity Spectra for Substances (PASS) por meio de similaridade entre

39



substancias biologicamente ativas, tendo como critério avaliativo a Pa (Probabilidade
de atividade) de 0,7 (70%; Filimonov et al., 1995).

As simulacdes de docagem molecular foram utilizadas para explorar as
possiveis conformacdes dos inibidores com o receptor-alvo, estimando as principais
interacOes, assim como a afinidade pelo sitio de ligacdo do receptor. As moléculas
selecionadas foram preparadas no software MarvinSketch versdo 17.27
(CHEMAXON, [s.d.]), a partir de arquivos SMILES e otimizadas no programa
Gaussian09 (Frisch et al., 2009) pelo método semi-empirico Parametric Method 6
(PM6; Stewart, 2007). As estruturas cristalograficas das enzimas caspase 8 e
topoisomerase Il foram obtidas do banco de dados Protein Data Bank (PDB) sob os
codigos 1QTN (Watt et al.,1999) 1ZXM (Wei et al., 2005) com resolucdes de 1.20 A e
de 1,87 A, respectivamente.

Para a realizacéo das simula¢des de docagem molecular foi usando o software
Molegro Virtual Docker (MVD; Thomsen e Christensen, 2006), a funcao de pontuacao
implementada no programa MVD é conhecido como MolDock Score. O MolDock
Score é baseado em uma aproximacao da energia de interacdo entre o ligante e seu
receptor. Utilizando as coordenadas atébmicas do ligante, da proteina e, em alguns
casos, também as coordenadas de co-fatores e moléculas de agua importantes para
o0 sistema, é possivel calcular a pontuacao para os sistemas. Na docagem molecular,
o valor da fun¢éo de pontuacdo MolDock € obtido para cada possivel conformacéao da
molécula ligante no sitio do seu receptor. Esse valor da funcdo de pontuacao é, entéo,
utilizado como um dos critérios para selecionar as melhores conformagées (Thomsen
e Christensen, 2006). Dessa forma, inicialmente para validar a metodologia proposta,
foram realizadas simula¢cBes de re-docagem, utilizando os ligantes que ja estavam
presentes na cristalografia, ou seja, acetil-ile-glu-thr-asp-aldeido em 1QTN e éster de
adenilato de acido fosfoaminofosfénico em 1ZXM.

Posteriormente, as conformacdes obtidas foram analisadas tomando como
referéncia seu valor de Desvio Médio Quadratico (Root Mean Square Deviation -
RMSD). O RMSD consegue estimativas dos desvios da estrutura obtida nos célculos
em relacdo a sua estrutura de referéncia. Para uma re-docagem considerada
satisfatoria, as conformacdes geradas como resultado devem apresentar um valor nos
desvios (RMSD) baixo, sendo que, quanto mais préximo de zero o valor do RMSD,

melhor o resultado (Friesner et al., 2004; Barone et al., 2014).
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Em seguida os inibidores de maior e menor toxicidade selecionados da Tabela
6 (p. 63) foram submetidos aos calculos de docagem molecular sob as mesmas
condi¢fes utilizadas para a re-docagem. A analise de interagfes intermoleculares e
calculos de RMSD foram realizados usando o Discovery Studio Visualizer (Dassault
Systems BIOVIA, Discovery Studio Modeling Ambiente, versdo 2021, San Diego:
Dassault Syst emes, 2021).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudos fitoquimicos

Em termos de rendimentos, o extrato etandlico obtido de folhas (EEF) e suas
fracbes hexano (FHF), diclorometano (FDF) e acetato de etila (FAF) tiveram maiores
rendimentos que as obtidas dos caules (Tabela 1). Os rendimentos obtidos dos
extratos etandlicos foram considerados satisfatorios, quando comparado a estudo que
utilizou processo semelhante de extracéo e obteve um percentual de 2,18% para folha
e 1,97% para o caule (Grassi, 2011).

Tabela 1 - Rendimento dos extratos e fracdes de D. ambrosioides
Rendimento (%)

Amostra Folha Caule

Extrato etandlico (EE) 8,73% 5,35%
Fracdo de hexano (FH) 28% 12,6%
Fracao de diclorometano (FD) 8,32% 3,73%
Fracdo de acetato de etila (FA) 8,08% 1,15%
Fracdo de metanol (FM) 32% 37,5%

As fracdes de hexano tiveram um rendimento de 28% para a folha (FHF) e
12,6% para o caule (FHC). As fracBes de diclorometano tiveram rendimento de 8,32%
para a folha (FDF) e 3,73% para o caule (FDC). Ja as fracdes de acetato de etila
tiveram rendimento de 8,08% para a folha (FAEF) e 1,15% para o caule (FAEC) e por
fim, as frac6es de metanol obtiveram rendimento de 32% para folha (FMF) e 37,5%
para o caule (FMC; Tabela 1). As fracdes com maior rendimento foram as de hexano
e metanol (FHF, FHC, FMF e FMC), para ambas as partes da planta, mostrando que
o fracionamento foi eficiente em separar os componentes das amostras a partir da
afinidade deles por cada um dos solventes, facilitando posterior deteccdo de
metabalitos.

Na prospeccdo fitoquimica, as classes detectadas foram triterpenos e
esteroides, saponinas, heterosideos flavénicos e cumarinas (Tabela 2). A Prospeccéo
fitoquimica realizada com extrato hidroalcoolico de folhas de D. ambrosioides detectou
a presenca: monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos e esteroides (Sa, 2013).
Comparando os resultados, de ambos os estudos, foram detectados em comum
triterpenos e esteroides.

A classe de triterpenos e esteroides foi sugestiva em todos os extratos e fracdes

de caule e folha, com excecédo de FMF; Tabela 2, p. 44). Nessa espécie, 0s terpenos
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sao considerados a classe majoritaria (Gille et al., 2010; Hallal et al., 2010), sendo um
marcador da planta, além de ser relatado o isolamento de alguns compostos
monoterpénicos em outros estudos (Kiuchi et al., 2002; Hou et al., 2017).

A classe de saponinas foi sugestiva no EEF, FDF, FAEF e FMF, ja na amostra
do caule, houve a presenca no EEC, FAEC e FMC (Tabela 2). Estudos ja
comprovaram a presenca de saponinas em extrato aquoso de D. ambrosioides a partir
de técnicas qualitativas (Jorge; Ferro; Koschtschak, 1986; Trindade et al., 2021),
inferindo que esta é mais bem extraida em solventes de maior polaridade como
acetato de etila, metanol e agua. Além de estudos relatarem o isolamento de
saponinas (Jain et al., 1990; Song et al., 2014; Ghareeb et al., 2016)

Para heterosideos flavnicos, foi detectada a presenca em FHF, FDF, FAEF e
FMF. Para a amostra do caule, foi detectada essa classe somente nas fracdes de
acetato de etila (FAEC) e fracdo de metanol (FMC; Tabela 2). Essa classe tem
afinidade por solventes como acetato de etila e metanol, a depender das
caracteristicas quimicas dos compostos encontrados ha amostra (Soares et al., 2016),
isso possibilita deduzir que os compostos flavonicos sdo encontrados em maior
guantidade nas fracdes correspondentes a solventes com essa polaridade. Outros
estudos detectaram a presenca da classe metabdlica em extrato etandlico e extrato
de metanol (Jorge; Ferro; Koschtschak, 1986; Pereira et al., 2015; Jesus et al., 2018).

A classe de cumarinas foi detectada somente no caule (EEC; FDC; FAEC e
FMC; Tabela 2, p. 44), sugerindo que esta classe se encontra distribuida,
principalmente, no caule. Anterior a este trabalho foram isoladas duas cumarinas
(escopoletina e 1-piperoilpiperidina) a partir da sub-fracdo de diclorometano e de n-
butanol do extrato metandlico das partes aéreas da planta (Shah e Khan, 2017).

Vérios fatores podem influenciar na composicdo quimica da D. ambrosioides,
tais como a localizacdo geografica do cultivo, condicbes ambientais, periodo de
evolucao, variabilidade genética e forma de obtencdo dos extratos (Gobbo-Neto e
Lopes, 2007). Isto pode explicar as diferengas entre os diferentes estudos quimicos

realizados com a espécie.
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Tabela 2 - Prospeccao fitoquimica por CCD de extratos e fracdes de folha e caule de D. ambrosioides
Classes metabdlicas Folha Caule

EEF FHF FDF FAEF FMF EEC FHC FDC FAEC FMC

Triterpenos e esteroides + + + + - + + + + +
Saponinas + - + + + + - - + +
Alcaloides - - - - - - - - - -
Polifendis - - - - - - - - - -

Taninos - - - - - - - - - -
Geninas flavdnicas - - - - - - - _

Heterosideos flavonicos + + + + + + - - + +
Cumarinas - - - - - + + +

Geninas antraquindnicas - - - - - - - - - -

e naftoquindnicas
Heterosideos - - - - - - - - - -
antracénicos
Legenda: EEF — Extrato Etandlico da Folha; FHF — Fracdo de Hexano da Folha; FDF — Fracdo de Diclorometano
da Folha; FAEF — Frag&o de Acetato de Etila da folha; FMF — Fragdo de Metanol da Folha; EEC — Extrato Etanélico
do Caule; FHC — Fracédo de Hexano do Caule; FDC — Fracdo de Diclorometano do Caule; FAEC — Fragéo de
Acetato de Etila do Caule; FMC — Fragéo de Metanol do Caule; + presenca do metabdlito; - auséncia do metabalito.

Os extratos e fracbes foram submetidos a analise exploratdria por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a espectrometria no UV. As
andlises por CLAE foram realizadas em comprimento de onda entre 210 nm a 600 nm.
O EEF apresentou compostos de média polaridade, sendo que 0s compostos com
tempos de retencdes (TR) em 26.38 minutos (min.; A=265.4 nm e 346.0 nm) e 29.94
min. (265.4 nm e 348.4 nm; figura 6-A: 1 e 2) apresentam espectros em ultravioleta
sugestivo de flavonoides. Esssa classe tem caracteristicas espectrais no UV/VIS com
maximos de absorcdo entre 340 e 370 nm (Arapitsas, 2008) e existem estudos
anteriores que demonstraram o isolamento de flavonoides nesta espécie (Jain et al.,
1990; Ghareeb et al., 2016).

A fracdo hexanica das folhas (FHF) exibiu tempo de retencdo em 52.61 min.
(figura 6-B: 3), sem qualquer padrédo de absorbancia de bandas especificas de alguma
classe metabdlica no CLAE-UV, porém, a andlise em CCD sugere a presenca de
triterpenos e esterdides, permitindo inferir que esta € uma classe que nao possui bons
cromoforos para a sua identificagcdo pelo método utilizado, o que justifica o nao
aparecimento de bandas nos cromatogramas apesar da existéncia da classe na
planta. O mesmo padréo foi observado na fragdo diclorometanica das folhas (FDF)
gue apresentou tempo de retengcdo em 52.01 min. (figura 6-C:4) em que 0 espectro
de UV néo forneceu informacgdes que indicassem alguma classe de metabdlitos.

A fracdo de acetato de etila (FAEF) apresentou tempo de retencdo em 30.0

min. (A= 266.6 nm; figura 6, D: 5) e 26.42 min. (A= 265.4 mn; figura x, D: 6). A fragao
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metandlica (FMF) exibiu tempo de retencdo em 28.75 min. e 32.51 min. com maximos
de absorbancia em 265.4 nm e 346.0 nm (FMF; figura 6-E: 7 e 8), respectivamente,

ambas sugerem a presenca de flavonoides.
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Figura 6 - Estudos cromatogréaficos do extrato etandlico das folhas de D. ambrosioides e suas fragcdes.
Legenda: A- extrato etandlico; B- fragao hexanica; C- fragéo diclorometanica; D- fracdo acetato de etila; E- fragdo metandlica. 1-TR=26.38 min.; 2-TR=29.94 min.; 3- TR=52.61

min.; 4- TR=52.01 min.; 5- TR= 30.0 min.; 6- TR=26.42

min.; 7- TR=28.75 min.; 8- TR= 32.51 min.

CondicGes cromatograficas: coluna de fase reversa SunFire™ C18- 5um (4.6x150mm; Waters); eluicdo em gradiente: H2O/MeoH (proporgdo 5-100%); detecgdo: 210-600 nm;

temperatura: 40°C, vazdo: 5 mL/min.
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O EEC apresentou tempo de retencdo em 26.63 minutos (min.; A 363.8 nm.;
figura 7-A: 1), sugerindo que neste extrato ha a presenca de derivados de flavonadides,
em especial de flavondis (A entre 350 385 nm; Harbone et al., 1975; Tsimogiannis et
al., 2007). Comparando os resultados obtidos em CLAE-DAD e CCD, observa-se uma
boa correlacéo, visto que ambos sugerem a presenca de heterosideos flavonicos.

A FHC apresentou tempo de retencdo em 47.14 min. (Figura 7-B:2), e assim
como a FHF, ndo apresentou padréo de absorbéancia de bandas de alguma classe
metabdlica no CLAE-UV. Fato semelhante ocorre com a fracdo diclorometénica do
caule (FDC) que teve tempo de retencdo em 47.24 min. (Figura 7-C: 3) e nenhuma
absorbancia no UV, ndo permitindo a sugestdo de classes de metabdlitos
secundarios.

A fracdo de acetato de etila (FAEC) apresentou tempo de retencdo em 29.13
min. (A=266.6 nm; figura 7-D: 5) e 33.15 min. (A= 265.4 nm; figura 7-D: 6). A fracdo
metandlica exibiu tempo de retengdo em 26.51 min. (A=255.4 nm e 348.4 nm) e 29.94
min. (A=265.4 nm; figura 7-E: 6 e 7), sendo também bandas sugestivas da classe de

flavondides em ambas as fracoes.
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Desta forma, observa-se que em comparacao, o perfil fitoquimico das partes
da planta sdo muito similares, sendo que a diferenca marcante € a deteccdo de
cumarinas no EEC e fragbes. Caso o0 objetivo seja o isolamento de cumarinas, o ideal
€ utilizar apenas os caules para obtencdo da classe. Agora, se 0 objetivo € o
isolamento de terpenos e flavonoides ndo ha necessidade de separar as partes.
Alguns flavonoides ja foram isolados da espécie, tais como: kaempferol, isohamnetina,
quercetina, kaempferol-3-rhamnosideo-4’xilosideo e kaempferol-3-rhamnosideo-7-
xilosideo (Jain et al., 1990) e afazelina (Ghareeb et al., 2016).

Esses dados contribuem com os achados da literatura da espécie que
descrevem a presenca dessa classe metabodlica. Em andlise de extrato hidroalcéolico
das folhas de D. ambrosioides e suas frac6es (cloroférmio, acetato de etila e butanol)
analisadas em CLAE-DAD, foi detectada a presenca de flavonoides com absorgéo em
A 254 nm a 365 nm (Jesus et al., 2018). Analise CLAE-DAD-MS do extrato metandlico
das folhas indicou a presenca de flavonas e derivados de flavonol, sendo derivados
da quercetina (Amax de 354 nm) e kaempferol (Amax de 346 nm e A 280 nm a 370;
Barros et al., 2013). Esses compostos foram detectadas em outros extratos das folhas
de D.ambrosioides, por método CLAE-DAD, que se mostraram rico em flavonoides
derivados de quercetina e kaempferol (Assaidi et al., 2019).

O EEF e suas fracdes FHF e FDF foram submetidas as analises RMN de 1H e
apresentaram sinais entre ® 0,85 — 2,78 ppm (Figura 8), sugerindo a presenca de
terpenos, dado que terpenos tem sinais na regiao de 1,0 a 2,5 ppm para hidrogénios
metilicos, metilénicos e metinicos caracteristicos desta classe (Nascimento et al.,
2020).0 EEF e fracdes FHF e FDF apresentaram sinais entre & 3,21-4,78 ppm, sendo
estes sinais que caracterizam hidrogénios oximétricos ligados a carbonos oxigenados
e hidroxilas de unidades glicosidicas, 0 que sugere a presenca de compostos
glicosilados como heterosideos flavonicos e glicosideos flavénicos (Nascimento et al.,
2020).

Nas fracOes FAF e FMF, apesar de pouco intensos, existem sinais entre 6 3,21-
4,78 ppm, sendo estes sinais que caracterizam hidrogénios oximétricos ligados a
carbonos oxigenados e hidroxilas de unidades glicosidicas (Figura 8). Estudos em
CCD destas fracdes sugerem a presenca de heterosideos flavonicos, reforcando a

hipotese que estas fragdes contenham flavonoides glicosilados.
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Figura 8 - Espectro de RMN de 1H do extrato e fragdes das folhas de D. ambrosioides.

Legenda: (a) extrato etandlico, (b) fracdo de hexano, (c) fracdo de diclorometano, (d) fracdo de acetato de etila e (e) fragcdo de metanol.
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As analises em RMN de 1H do extrato e fragGes obtidos dos caules mostraram
pequenas diferencas nos sinais, porém, aparentemente contém terpenos e
flavonoides (Figura 9). O EEC e suas fracbes FHC e FDC apresentaram sinais entre
0 0,85 — 2,78 ppm (Figura 9), sugerindo a presenca de terpenos, dado que terpenos
tem sinais na regido de 1,0 a 2,5 ppm para hidrogénios metilicos, metilénicos e
metinicos caracteristicos desta classe (Nascimento et al., 2020).0 EEC e fracbes FHC
e FDC apresentaram sinais entre & 3,21-4,78 ppm, sendo estes sinais que
caracterizam hidrogénios oximétricos ligados a carbonos oxigenados e hidroxilas de
unidades glicosidicas, o que sugere a presenca de compostos glicosilados como
heterosideos flavonicos e glicosideos flavonicos (Nascimento et al., 2020).

Nas fracbes FAC e FMC, apesar de pouco intensos, existem sinais entre 6 3,21-
4,78 ppm, sendo estes 0s sinais que caracterizam hidrogénios oximétricos ligados a
carbonos oxigenados e hidroxilas de unidades glicosidicas (Figura 9). Estudos em
CCD destas fracfes sugerem a presenca de heterosideos flavénicos, reforcando a
hipétese que estas fragbes contenham flavonoides glicosilados.

Quando se relaciona os resultados obtidos em CCD, CLAE-DAD e RMN 1H
pode-se sugerir que os EE e fracBes obtidos de Folhas e Caules apresentam perfis
semelhantes em termos quimicos, a Unica diferenca observada nas analises em CCD,
sendo detectado cumarina em amostras do Caule. Os estudos em CLAE-DAD e RMN
permitiram sugerir a presenca de flavonoides. Também, ja existem estudos que
isolaram flavonoides (Arisawa et al., 1971; Jain et al., 1990; Ghareeb et al., 2016) e
terpenos (Ahmed, 1999; Dembitsky, 2008; Hou et al., 2017) desta espécie.
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Figura 9 - Espectro de RMN de 1H do extrato e fracdes do caule de D. ambrosioides.

Legenda: (a) extrato etandlico, (b) fracdo de hexano, (c) fracdo de diclorometano, (d) fracdo de acetato de etila e (e) fragdo de metanol.
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5.2. Determinacgéo da CLso pelo bioensaio com Artemia salina

Inicialmente, realizou-se a avaliagdo da toxicidade em Artemia salina dos
extratos (EEF e EEC) e fragbes (FHF, FMF, FHC e FMC). Neste estudo, pretendia-se
verificar se diferentes extratos e fracoes de partes da planta D. ambrosioides podem
apresentar diferentes niveis de toxicidade.

Ao se comparar as CLso, exceto a FMF, as amostras obtidas dos caules
parecem ter menor potencial toxico que as amostras obtidas das folhas. A Unica fragéo
considerada a atoxica foi a FMF (Tabela 3), sendo que a prospeccéao fitoquimica
sugere gue esta é a Unica amostra que nao contém triterpenos e esteroides (Tabela
2, p. 44). Esse fato leva a pensar que a toxicidade da planta possa estar relacionada
aos triterpenos e esteroides.

Os extratos (EEF e EEC) parecem possuir perfis cromatograficos semelhantes,
porém existem diferencas significativa na toxicidade em A. salina (EEF- moderada
toxicidade e EEC- baixa toxicidade). Fato semelhante foi observado para as FH (FHF-
muito téxica e FHC- moderada), sugerindo que possam existir variacées quantitativas
na composicdo quimica destas amostras, sendo mais concentradas nas folhas
(Tabela 3). Na prospeccao fitoquimica, detectou-se a presenca de cumarina nas
amostras obtidas do caule, talvez, a presenca desta classe possa explicar as
diferencas observadas na toxicidade para a Artemia salina, além de ser responsavel
pelo potencial toxico dessa parte da planta.

Evidentemente, as amostras mais toxicas foram as hexéanicas, que devem
conter compostos de baixa polaridade como terpenos e esteroides. Mais uma vez,
reforca a hipdtese que terpenos e esteroides séo os responsaveis pela toxicidade. Em
estudo feito com Artemia salina, a fracdo hexéanica das partes aéreas da planta
mostrou taxa de mortalidade muito elevada para o extrato hexanico em 6h de teste,
neste mesmo estudo os extratos de diclorometano e acetato de etila foram
considerados ativos, o0 que reforcou a possibilidade de os extratos conterem

compostos bioativos (Sousa et al., 2012).
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Tabela 3 - Toxicidade em Artemia salina de extratos e fragcdes de D. ambrosioides

AMOSTRAS CLso (ug/mL) Classificacdo de toxicidade
EEF 259,8 Moderada
FHF 66,1 Muito téxica
FMF 2194 Atbxica
EEC 600 Baixa
FHC 149,7 Moderada
FMC 740 Baixa

Legenda: EEF-Extrato Etandlico da Folha; FHF-Fracdo de Hexano da Folha; FMF-Fracao de Metanol da Folha;
EEC-Extrato Etandlico do Caule; FHC- Fracdo de Hexano do Caule; FMC- Fracéo de Metanol do Caule.

5.3. Determinacao da citotoxicidade e genotoxicidade por bioensaio em
Allium cepa

Utilizando o ensaio em A. cepa, avaliou-se o potencial citotoxico (indice mitético
- IM) e genotodxico (aberragcdes cromossdmicas - IC) dos extratos e fragBes de folhas
e caules de D. ambrosioides (Tabela 4 e 5, respectivamente). Quando se compara 0s
controles positivos (CP) e negativos (CN), ndo se observa reducao significativa do
indice mitotico (IM) para a maioria das concentracdes avaliadas e tempo de avaliacao.
Entretanto, em relacdo ao indice de aberracGes cromossdmicas, em todas as
concentracdes utilizadas de colchicina houve uma elevacéo neste indice em relacédo
ao CN.

A colchicina afeta a dindmica dos microtubulos nas células, ocasionando uma
desorganizacao celular. Os compostos que modulam a tubulina (TBA) podem se ligar
em diferentes sitios receptores dos dimero de a/b tubulina, afetando a dindmica de
formacdo dos microtibulos, interrompendo a segregacdo dos cromossomos e
induzindo a morte celular (Parker et al., 2017).

No CP nota-se intensa quantidade de interfase normal e interfase anormal,
principalmente alteragdes como alongamento e extravasamento de nucleo (Figura 10-
H), a quantidade de metafase normal e anormal é aumentada em todas as
concentracgdes, sendo caracteristico do uso da colchicina que prolonga a duragéo da
fase de metafase e por consequéncia suprime anafase (Dhooghe et al., 2010). No CN,
h&4 a presenca de interfase normal, e as quantidades de anafase e telofase séo
maiores em relacdo a quantidade de metafases, indicando que o ciclo celular esta
ocorrendo de forma ordenada. Estas observacbes permitem utilizar estes controles
para a avaliagéo.

Inicialmente, avaliou-se o EEF e fracdes, utilizando as mesmas concentracdes

e mesmos tempos de exposi¢cdo do CP. Em relacdo ao EEF, néo foi observado uma
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correlacéo direta entre a concentracao utilizada e as alteracdes no IM, isto €, na maior
e menor concentracdes (100 e 6,25 pg/ml) houve um discreto aumento nos indices de
mitoses, enquanto nas concentracdes de 50 e 25 pg/ml houve uma elevagéao do IM
em 72h. Em 12,5 pg/ml, em todos os tempos analisados, houve reducéo no IM. Em
relacdo ao IA ocasionados pelo EEF, em todas as concentracdes utilizadas no
experimento, em todos os tempos analisados, o IA do EEF foi muito superior ao CN
(Tabela 4).

De maneira geral, a amostra de EEF a se comporta de forma parecida ao CP,
apresentando muitas células em interfase normal e anormal com nucleo alongado e
extravasado (Figura 10-H), aumento da quantidade de metafases e diminuicdo de
anafases, nas amostras 50 pg/ml (24h) e 25 pg/ml (24, 48 e 72h), h4 muitas interfases
anormais quando comparada as outras concentra¢cdes, indicando que ha falhas no
processo normal de mitose e indicando que esta amostra é citotoxica.

Em EEF 100 pg/ml, nota-se que em 24h e 72h h& grande quantidade de broto
nuclear e em 48h h& o aparecimento de necrose e diminui¢do dos brotos (Figuras 10-
G e P). Em 50 pg/ml 24h novamente, h4 presenca de necrose, mas nos tempos de
48h e 72h ha predominancia de micronucleo e broto, sendo reduzida a presenca de
necrose. Em 25 pg/ml, nos tempos de 24h e 48h ha grande quantidade de
micronucleo, ja em 72h, h& presenca de broto (FiguralO-F e G). Foi observado em
12,5 pg/ml que o tempo nao foi fator determinante na variagdo do IM e que este est4,
consideravelmente, menor que o CN em todos os tempos. Notou-se, também, que em
24h e 48h as principais alteracfes encontradas foram micronucleo e broto nuclear e
somente em 72h h& o aparecimento de necrose havendo diminuicdo no percentual de
IA. Em 6,25 pg/ml, foi observado que em 24h h4a, principalmente, quebra
cromossOmica (Figura 10-Q), em 48h grande quantidade de broto nuclear e
micronucleo e, em 72h, quebra e micronucleo. Nessa ultima concentracdo, somente
em 24h e 72h ha significativa necrose celular.

Em relacdo ao IM de FAEF, nas duas menores concentragdes em todos 0s
tempos analisados houve uma elevacédo no IM, enquanto na maior concentracao a
elevacgdo ocorreu, apenas, nas avaliagdes de 24 e 48h. Em 50 pg/ml do FAEF, os IM
sao menores que o CN e na concentragao de 25 pg/ml do FAEF, houve reducao do
IM em 72h. Apesar da elevacéo dos IM, de forma geral, os IA das amostras tratadas
com FAEF foram inferiores aos IA do EE (Tabela 4).

55



Em FAEF 100 pug/ml, somente nos dois primeiros tempos ha um aumento na
presenca de profase (FiguralO-B), sendo que este aumento ocorre, nhovamente, em
FAEF 12,5 pg/ml e 6,25 pg/ml em todos os tempos (24h, 48h e 72h), influenciando
diretamente no aumento do IM, apesar do aumento de préfase, ndo ha aumento
equivalente nas outras fases do ciclo nessas concentracdes. As concentracdes de 50
pg/ml e 25 pg/ml séo equiparadas ao ciclo celular do CN.

Em FAEF 100 pg/ml, somente no tempo de 24h ha presenca de quebra (figura
10-0), nota-se que, nos tempos de 48h e 72h, h4 presenca significativa de necrose
(Figura 10-P) com o decaimento do aparecimento de alteracdes cromossémicas. Em
FAEF 50 pg/ml em fase aguda héa a incidéncia, principalmente, de micronucleo e broto.
Ja em 48h, hd uma queda de alteracdes e aparecem algumas células em necrose,
observa-se que com o passar do tempo os parametros de aberragdes diminuiu com o
aparecimento da necrose, principalmente, no tempo de 72h (Figura 10-P). Em FAEF
25 pg/ml, 12,5 pg/ml e FAEF 6,25 pg/ml ha o predominio de micronudcleo até 72h
(Figura 10-M), néo havendo presenca de necrose.

Em todas as concentragfes e tempos de tratamento com FMF, houve aumento
exagerado dos IM, porém ndo houve um aumento proporcional no IA (Tabela 4). Ha
predominéancia de células em préfase normal durante as fases do ciclo celular, todas
as outras amostras seguem o mesmo padrao em relacdo a quantidade aumentada de
préfase em todos os tempos, contudo, ndo ha aumento proporcional da quantidade
de tel6fases normal ou anormal (Figura 10-E e K), levando a deducg&o de que h&
alteracéo no ciclo celular normal. O micronucleo foi a principal alteracdo encontrada,
a considerar gue ndo ha presenca de necrose.

Em FMF 100 pg/ml, ha presenca de necrose somente em fase aguda, em 72h.
Todas as outras amostras aparentam seguir 0 mesmo padrao da persisténcia de
micronucleo em todos os tempos e concentracdes, considerando-se a auséncia de
necrose, talvez, esse comportamento possa estar relacionado a presenca de
flavondides nas amostras mais polares e indica que esta amostra apresenta possivel
potencial cicatrizante, que merece ser melhor investigado (Trindade et al., 2021,
Sérvio et al., 2011; Trivellato-Grassi et al., 2013).

Dessa forma, o IA aumentado do EEF em relacdo as outras amostras, pode

estar relacionada a compostos de menor polaridade, ressaltando novamente, que a
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atividade toxica pode estar relacionada a presenca de compostos terpénicos e de

esterdides como apresentados em andlise fitoquimica.

Tabela 4 - Indice mitético e indice de aberragdes cromossdmicas em Allium cepa induzido por

extratos e fracdes das folhas de D. ambrosioides.

Amostras indice mitético (%) Indice de Aberragées (%)
(Hg/ml)

24h 48h 72h 24h 48h 72h
CN 5,6 4,3 5,2 0,87 0,85 0,54
CP
100 14,8 5,9 5,3 3,9 7,7 3,3
50 5,7 51 4,0 5 5,8 51
25 7,6 5,0 5,8 3,5 6,3 3,0
12,5 6,0 5,8 7,4 3,0 5,2 3,0
6,25 4,1 4,6 6,9 5,5 3,8 4,5
EEF
100 5,7 4,8 5,8 7,4 3,5 7,1
50 6,1 5,7 7,2 7,6 5,9 5,8
25 6,3 4,5 7,0 5,0 6,3 2,8
12,5 3,7 4,3 3,9 4,2 4,2 4,5
6,25 5,7 6,3 5,5 5,7 3,9 4,2
FAEF
100 16,2 10,0 3,4 1,9 1,8 2,4
50 3,8 24 3,9 3,5 2,0 6,5
25 51 51 3,9 4,0 2,0 2,0
12,5 40,7 39,2 40,0 1,8 1,6 1,0
6,25 33.0 56,4 45.0 1,8 1,2 15
FMF
100 13,4 13,4 29,3 3,1 2,0 1,8
50 ND 42,1 36,0 ND 2 2,8
25 45,2 23,3 42,0 1,2 6,4 2,7
12,5 23,7 21,6 30,0 4.4 5,3 14
6,25 37,8 24,0 32,3 0,8 1,7 2,9

Legenda: CN — 4gua destilada; CP — colchicina; EEF — extrato etandlico da folha; FAEF — fracdo de acetato de
etila da folha; FMF — fragdo metandlica da folha. ND — nédo determinado.

Ainda foram avaliados no modelo do A. cepa as amostras de caule (EEC) e
fracbes (FDC e FAEC), sendo observados diferencas significativas nos IM e IA entre
os extratos EEF e EEC (Tabelas 4 e 5). Em todas as concentrac¢des avaliadas do FDC
e FAEC, em todos os tempos avaliados, houve um aumento exagerado do IM, os IA
foram inferiores aos observados para o EEC (Tabela 5).

Em EEC 100 pg/ml, somente nos dois primeiros tempos pode ser vista grande
quantidade de necrose, além de IM reduzido. Em 72h ha forte presenca de
micronucleo e ndo sdo mais encontradas células em necrose. Em EEC 50 pg/mli,
somente na fase aguda ha presenca principalmente de broto nuclear e micronucleo.

Em EEC 25 pg/ml, é seguido o padrdo de alteracdes da amostra anterior, destaca-se
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gue em 48h houve grande aumento de percentual de broto nuclear, o que influenciou
no aumento do IA. Em EEC 12,5 pg/ml e EEC 6,25 pg/ml, no tempo de 24h de ambas
as amostras ha principalmente microndcleo e broto em interfase (Figura F e G).

De maneira geral, em EEC as amostras parecem seguir um padrdo de
alteracdes e ndo ha como fazer correlacdo entre tempo e concentracdo, na maioria
delas houve um aumento do IM em relagcdo ao CP e diminuicdo do IA, apesar da
predominancia de broto nuclear e micronucleo principalmente nas amostras de maior
concentracdo (Figura N). Apesar da diferenca significativa entre EEF e EEC,
considera-se que os metabdlitos que influenciam na toxicidade da planta estdo em
maior concentracdo nas folhas o que determinou menores IM e maiores IA.

Em FDC, ha um consideravel aumento do IM em todas as concentracfes de
teste além do aumento de células em profase e em teléfase em relacéo a EEC, apesar
disso, o IA é reduzido.

Em FDC 100 pg/ml, ha predominancia de micronucleo e broto, somente em 72h
que h& maior quantidade de quebra. Em FDC 50 pg/ml, h&a reduzida quantidade de
alteracdes e somente em 24h h& presenca de maior nimero de quebra cromossémica
(Figura L). Em FDC 12,5 pug/ml 24h ha presenca de quebra, micronicleo e broto, em
48h ha consideravel aumento de microndcleo e diminuicdo das outras alteracdes, ja
em 72h ha aumento de broto em relacédo a 48h. Em 6,25 pug/ml ha grande quantidade
de ponte e micronlcleo em 24h, aumento de micronicleo em 48h e em 72h h&
reducado de todas as alteracdes presentes.

Nota-se que em FDC que ha prevaléncia principalmente de micronucleo em
todas as concentracOes apesar de serem encontradas altera¢cdes como quebra, broto
nuclear e ponte, ainda assim nado ha correlacdo entre a presenca dessas alteracdes e
a variacao dessa concentracdo, uma vez que independente de tempo e concentracao
as alteracdes ocorrem de forma desordenada.

Em FAEC, em 100 pug/ml, ha aumento de quebra e microntcleo em 24h e 48h,
ja em 72h além dessas duas ha a presenca de ponte (Figura T). Somente em FAEC
50 pg/ml, pode ser observado uma possivel correlacdo tempo-dependente no
aparecimento de micronucleos. Em FAEC 25 upg/ml, h4 proeminente aumento de
micronucleo em fase aguda que diminui com o decorrer do tempo. Em 12,5 ug/ml, ha

principalmente quebra, ponte e micronucleo. E em 6,25 pug/ml, em 48h ha aumento
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exagerado da quantidade de ponte e em 72h essa quantidade € decaida e ha aumento
de micronucleo.

De maneira geral, h& um aumento significativo do IM em todas as amostras,
principalmente em menores concentracbes, sem relacdo tempo-dependente, a
considerar as amostras 50 pg/ml e 25 pg/ml, indiferente a concentracdo ha a
existéncia de quebra, ponte e microndcleo, sendo em algumas concentracfes de
efeito agudo e na maioria aparecem tardiamente. Assim como em FAEF, as amostras
FAEC tem aumento significativo do IM com a reducao do IA, possivelmente devido a
presenca de compostos mais polares como os flavonéides encontrados nas plantas,
o aumento do IM também indica atividade proliferativa destas fracdes.

Em teste de genotoxicidade, o extrato aquoso das partes aéreas de D.
ambrosioides foram capazes de causar efeitos citotoxicos e genotdxicos em cultura
de linfécitos humanos, em que foi detectado um aumento significativo da quantidade
alteracdes cromossémicas em metafases no ciclo celular destes linfécitos, além de
haver diminuicdo do indice mitético, estes resultados foram atribuidos a fracéo de
cloreto de metileno, obtida apds particdo, que apresentava compostos mais apolares

como o ascaridol (Gadano et al., 2002).

Tabela 5 - Indice mitético e indice de aberragdes cromossdmicas em Allium cepa induzido por

extratos e fra¢cdes dos caules de D. ambrosioides (continua).

Amostras indice mitético (%) Indice de aberracdes (%)
(Hg/ml)

24h 48h 72h 24h 48h 72h
CN 5,6 4,3 52 0,87 0,85 0,54
CP
100 14,8 5,9 53 3,9 7,7 3,3
50 57 51 4,0 5 5,8 51
25 7,6 5,0 5,8 3,5 6,3 3,0
12,5 6,0 5,8 7,4 3,0 52 3,0
6,25 4,1 4,6 6,9 55 3,8 4,5
EEC
100 3,5 6,0 3,7 4,1 51 3,1
50 8,1 7,2 7,1 6,1 1,9 2,7
25 9,7 8,3 5,8 3,5 4,5 3,0
12,5 4,2 3,8 8,1 2,9 3,8 1,9
6,25 59 5.2 6,2 5,6 6,7 5,4
FDC
100 26,2 32,8 36,8 1,6 3,0 2,6
50 40,7 26,0 33,0 1,8 1,9 1,4
25 33,9 26,7 34,2 1,2 3,7 1,6
12,5 33,7 30,4 27,0 2,5 2,9 2,3
6,25 23,7 23,8 35,0 2,0 2,3 1,5
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Tabela 5 - Indice mitético e indice de aberra¢des cromossdmicas em Allium cepa induzido por

extratos e fracBes dos caules de D. ambrosioides (concluséo).

Amostras indice mitético (%) Indice de aberracdes (%)
(ng/ml)

24h 48h 72h 24h 48h 72h
FAEC
100 36,3 38,7 39,6 1,5 1,2 1,7
50 43,3 33,3 38,1 1,4 1,4 1,6
25 43,2 41,4 60,3 2,5 1,8 1,4
12,5 52,7 55,5 49,2 1,3 1,9 1,3
6,25 39,4 58,4 42,5 0,8 2 2,4

Legenda: CN — agua destilada ; CP — colchicina; EEC — extrato etandlico do caule; FDC — frag&o diclorometanica
do caule; FAEC - fragdo de acetato de etila do caule.

Figura 10 - Alteragdes celulares observadas por analise de células meristeméticas de raizes de Allium
cepa.

Legenda: A: interfase normal em controle negativo 24h; B: préfase normal em controle negativo 24h; C: metafase
normal em controle negativo 48h; D: anafase normal em controle negativo 48h; E: teléfase normal em controle
negativo 72h; F: interfase com microntcleo em EEF 25 pg/ml 72h; G: interfase com broto nuclear em EEC 25 pg/ml
72h; H: mudancgas na forma em EEF 50 pg/ml 24h; I: anafase com cromossomo retardatario em EEC 50 pg/ml
72h; J: anafase com ponte cromossdmica FAEC 100 pg/ml 72h; K: tel6fase com ponte cromossémica em FAEC
50 pg/ml 24h; L: teléfase com quebra cromossémica em FDC 100 24h; M: metafase com micronicleo em FAEF
25 pg/ml 24h ; N: préfase com broto nuclear em EEC 100 pg/ml 24h; O: anafase com quebra cromossdmica em
EEF 6,25 pg/ml 24h; P: vacuolizagcdo sugestiva de necrose em FAEF 50 72h; Q: anafase com quebra
cromossdmica em FDC 100 pg/ml 24h; R: metafase com aderéncia cromossémica em FMF 25 pg/ml 48h; S: célula
binucleada em FMF 50 pg/ml 72h; T: anafase com quebra e ponte cromossdmica em FAEC 100 pg/ml 24h.

5.4. Ensaio in silico

Os resultados dos estudos de toxicidade sugerem que o0s triterpenos e
esteroides sao 0s responsaveis pela toxicidade. Entéo, foram selecionados terpenos
e flavonoides para a realizacdo dos estudos in silico, buscando a predicdo da

toxicidade. Todas as moléculas selecionadas ja foram isoladas da espécie.
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Nas primeiras analises, utilizando o modelo de alga para a predi¢cdo, ndo se
observou diferenca entre os compostos da classe dos flavonoides e dos terpenos,
sendo todos toxicos. Essas algas tém grande sensibilidade a qualquer mudanga no
meio devido seu curto tempo de vida (Costa et al., 2008), o que a torna pouco
resistente a extensa quantidade de substancias.

No modelo de predicéo utilizando a Daphnia, a maioria dos terpenos nao foram
téxicos, assim como mais da metade dos flavonoides (5). O teste de toxicidade em
organismo Daphnia sp. € utilizado para avaliar a toxicidade aguda e subcrdnica, uma
vez que este organismo € extremamente sensivel a uma variedade de compostos,
sendo utilizado como bioindicador (Beatrici et al., 2006).

Tanto flavonoides, como terpenos foram classificados como muito téxicos
(Tabela 6). Os peixes séo os principais representantes de consumidores secundarios
na cadeia alimentar. Na avaliacdo de toxicidade para peixes, as moléculas (3), (4),
(10) e (24) apresentaram-se téxicas para ambas as espécies de peixes, essas
moléculas tém um logP baixo, indicando que, possivelmente, tem menor lipofilicidade
mas, ainda assim, conseguem causar efeitos toxicos nos organismos. Ja o restante
das moléculas se apresentou muito toxico tanto para Medeka quanto para Minnow. As
propriedades fisico-quimicas indicam que essas moléculas tém um bom padrédo de
absorcéo e que, possivelmente, tem maior lipossolubilidade, medidos a partir do logP
e do TPSA e, dessa forma, facilidade em bioacumulagdo, o que pode causar
intoxicacdo aguda e crénica em organismos mais complexos como 0s peixes.

Em contrapartida, nenhum composto parece apresentar a citotoxicidade
(Tabela 6). Os estudos de citotoxicidade sao feitos para estimar se 0s compostos
testados apresentardo toxicidade em modelos in vivo servido como parametro de
triagem (Greene et al., 2010). Contudo, h& relatos na literatura que indicam a
citotoxicidade por parte de extratos, 6leo essencial e compostos isolados de D.
ambrosioides (Wang et al., 2015) possivelmente, pelo fato de serem feitos testes a
partir de similaridade com outras moléculas, as escolhidas neste estudo ndo tem os
padrdes de semelhanca necessarios para a deducao de atividade toxica.

No modelo in silico de teste de Ames, a maioria das moléculas ndo foram
consideradas mutagénicas por ndo causarem mutacdo em pelo menos uma cepa de
bactérias. Ja& as moléculas (10), (14), (15) e (16) foram consideradas com maior

potencial mutagénico por mutarem duas ou mais cepas (Goncalves, 2016). Esses
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estudos séo essenciais para determinar se uma substancia € capaz de causar danos
no DNA propiciando a formacgéo de micronucleos (Varanda, 2006). O teste de Ames
€ um método simples para testar a mutagenicidade de compostos em que s&o
utilizadas vérias cepas de bactéria S. typhimurium com mutac6es no gene de sintese
de histidina, assim sendo, a hipotese de mutacéo é a capacidade de o mutagénico
causar reversao em um meio livre de histidina (Ames et al., 1972).

A maioria dos flavonoides, exceto o (4), parecem ter potencial carcinogénico,
sendo que alguns apresentaram resposta positiva em apenas 1 modelo e outros em
2 modelos. Em contrapartida, varios terpenos ndo parecem possuir potencial
carcinogénico (10, 11, 12, 13, 16, 19, 20, 21, 22, 23, 24). Vale destacar que as
moléculas 19 e 20 ndo foram mutagénicas e ou carcinogénicas. Analisando todos 0s
resultados da toxicidade, parece que os terpenos 19 e 20 possuem menor potencial

toxico, a 14 e a 15 parecem apresentar maior potencial toxico.
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Tabela 6 - Andlise in silico de toxicidade de terpenos e flavonoides.

Moléculas Toxicidade Protox Mutagenicidade Carcinogenicidade Protox
Algas Daphnia Minnow Medeka  Citotoxicidade Camundongo Rato Carcinogenicidade
1 Téxico  Toxico MT MT NC M(1) - + -
2 Téxico NT MT MT NC NM - - +
3 Toxico NT Toxico Toxico NC M(1) + - -
4 Téxico NT Téxico Téxico NC NM - - -
5 Téxico NT MT MT NC M(0) - - +
6 Toxico NT MT MT NC M(0) - - +
7 Téxico  Toxico MT MT NC M(2) - + -
8 Téxico  Toxico MT MT NC M(1) - + +
9 Téxico  Toxico MT MT NC M(1) - + +
10 Toxico NT Téxico Téxico NC M(3) - - -
11 Toxico NT MT MT NC M(1) - - -
12 Toxico NT MT MT NC M(1) - - -
13 Téxico NT MT MT NC M(1) + - -
14 Toxico NT MT MT NC M(2) - + -
15 Téxico NT MT MT NC M(3) - + -
16 Téxico  Toxico MT MT NC M(3) - - -
17 Téxico  Toxico MT MT NC M(1) + - +
18 Téxico NT MT MT NC M(0) + + -
19 Toxico NT Téxico Téxico NC NM - - -
20 Toxico NT Téxico Téxico NC NM - - -
21 Toxico NT MT MT NC M(1) - - -
22 To6xico NT MT MT NC M(0) - - -
23 Téxico NT Téxico MT NC M(1) - - -
24 Téxico NT Téxico Téxico NC M(1) + - -

Legenda: Teste Algas: < Img/L tdxico, > 1mg/L néo tdxico (NT; Costa, et al.., 2008); Teste Daphnia: < 0,22 pug/mL toxico, > 0,22 ug/mL néo toxico (NT; Guilhermino, et al..,
2000); Teste em peixes Medeka e Minnow: < 1mg/L muito toxico (MT), 1-10 mg/L toxico, 10-100 mg/L prejudicial (PREJ) e > 100mg/L nao téxico (NT; Zuncker, 1985). NC: Nao
citotdxico; NM: ndo mutagénico, M: mutagénico; M (0/1/2/3): nimero de cepas de Salmonella que foram positivas; (+) carcinogénico, (-) ndo carcinogénico. (1) Kaempferol; (2)
Afzelina; (3) Kempferol-3-rhamnosideo-4’-xilosideo; (4) Kempferol-3-rhamnosideo-7-xilosideo; (5) Kempferol-7-rhamnosideo; (6) Quercetina-7-0-alfa-L-rhamnopiranosideo; (7)
Isorhamnetina; (8) Patuletina; (9) Quercetina; (10) 4-hidroxi-4-metilciclohex-2-em-1-ona; (11) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol; (12) (1R,4S)-p-met-2-em-1-ol; (13) Ascaridol; (14)
Chenopanona; (15) Isoascaridol; (16) Carvacrol; (17) p-cimeno; (18) a-terpineno; (19) 1S,2S,3R,4S)-1-metil-4-(propan-2-il)ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; (20) 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-
metano, (21) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol, (22) (1R,4S)-p-met-2-en-1-ol, (23) 1,4-dihidroxip-met-2-eno, (24) 1-metil-4B-isopropil-1-ciclohexeno-4a,5a,60-triol.
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Na predicao de toxicidade oral aguda, o flavonoide 9 e os terpenos 13 e 17
foram os mais toxicos, sendo os flavonoides de 2 a 8 imunotoxicos (Tabela 7). Um
estudo avaliou a toxicidade oral aguda em camundongos BALB tratados com p-
cimeno (17) nas concentracbes de 1,2,3 g/kg e ndo foram encontrados sinais de
intoxicacdo ou morte, sendo impossivel a determinacdo da DLso deste isolado
(Kummer, 2015), divergindo dos resultados obtidos no presente estudo.

O isolado (13) foi classificado como classe 3 com uma DLso de 200 mg/kg,
indicando que é téxico quando ingerido. J& foi relatada intoxicacdo de humanos apo6s
a utilizacdo de oleo essencial de D. ambrosioides, sendo referida a presenca do
ascaridol por ser o componente em maior concentragéo (Matos, 2011), mas nao foram
encontrados estudos que determinassem a DLso deste isolado em modelos animais.
As demais moléculas apresentaram DLso muito altas, sendo classificadas como classe
5 e 6, pressupondo que devem ser administradas grandes quantidades de cada um
dos isolados para conferir efeito toéxico, vale considerar que ainda ha a possibilidade
de ndo apresentarem efeitos toxicos isoladas, mas em preparacdo podem trabalhar
de forma sinérgica.

Nenhuma das moléculas apresentou hepatotoxicidade, apesar de um estudos
in vivo de toxicidade aguda e sub-crénica, evidenciar que o extrato aquoso na
concentracdo de 1,0 g/kg administrado por 15 dias foi capaz de causar efeitos toxicos
de intensidade leve no figado, notou-se na histologia a presenca de vacuolizacédo de
hepatécitos e congestédo hepatica leve (Silva et al., 2014), estes resultados ndo foram
associados a estruturas facilitadoras a este efeito toxico, mas o estudo cita as
moléculas carvacrol (16) e ascaridol (13) como capazes de inibir a cadeia de
transporte de elétrons das mitocéndrias (Monzote et al., 2009) causando efeitos
indesejados, nesta analise, estes mesmo compostos nao indicaram hepatotoxicidade.

A imunotoxicidade é definida por uma substancia ser capaz de causar
distarbios ao sistema imunoldgico e sao categorizadas de duas principais formas:
imunossupressdo (decaimento da imunocompeténcia) e imunoestimulacao
inapropriada (Schrey et al., 2017). O software utilizado deduz que a probabilidade de
imunotoxicidade real dos compostos testados € muito alta, podendo ocorrer poucos
resultados falso-negativos, oito (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8) das moléculas testadas neste estudo
indicaram potencial toxico para esse parametro, sendo todas elas isoladas das partes

aéreas da planta e pertencentes a classe de glicosideos flavonicos. No teste de
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atividade biolégica sete das moléculas testadas apresentaram atividade antioxidante,
possivelmente, o risco toxico destes compostos pode estar relacionado a dose
administrada, uma vez que, somente em altas doses, substancias antioxidantes

podem comecar a apresentar efeitos desse tipo (Silva et al., 2015).

Tabela 7 - Predicdo da toxicidade de terpenos e flavonoides.

Moléculas Toxicidade oral aguda  Hepatotoxicidade Imunotoxicidade
DLso Classe
(mg/kg)
1 3919 5 - -
2 5000 5 - +
3 5000 5 - +
4 5000 5 - +
5 5000 5 - +
6 5000 5 - +
7 5000 5 - +
8 5000 5 - +
9 159 3 - -
10 9000 6 - -
11 2340 5 - -
12 2340 5 - -
13 200 3 - -
14 5000 5 - -
15 7800 6 - -
16 810 4 - -
17 3 1 - -
18 1680 4 - -
19 2340 5 - -
20 10000 6 - -
21 2340 5 - -
22 5000 5 - -
23 2340 5 - -
24 2340 5 - -

Legenda: Classe 1: fatal se ingerido (DL50 < 5); classe 3: toxico se ingerido (50 < DL50 < 300); classe 4: nocivo
se ingerido (300 < DL50 < 2000); classe 5: pode ser nocivo se ingerido (20000 < DL50 < 5000); classe 6: nao téxico
(DL50>5000); (+) positivo, (-) negativo. (1) Kaempferol; (2) Afzelina; (3) Kempferol-3-rhamnosideo-4’-xilosideo; (4)
Kempferol-3-rhamnosideo-7-xilosideo; (5) Kempferol-7-rhamnosideo; (6) Quercetina-7-O-alfa-L-
rhamnopiranosideo; (7) Isorhamnetina; (8) Patuletina; (9) Quercetina; (10) 4-hidroxi-4-metilciclohex-2-em-1-ona;
(11) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol; (12) (1R,4S)-p-met-2-em-1-ol; (13) Ascaridol; (14) Chenopanona; (15)
Isoascaridol; (16) Carvacrol; (17) p-cimeno; (18) o-terpineno; (19) 1S,2S,3R,4S)-1-metil-4-(propan-2-
il)ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; (20) 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-metano, (21) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol, (22) (1R,4S)-p-
met-2-en-1-ol , (23) 1,4-dihidroxip-met-2-eno, (24) 1-metil-4B-isopropil-1-ciclohexeno-4a,5a,6a-triol.

Na predicdo de atividades bioldgicas observou-se que todos os flavonoides
apresentaram potencial antioxidante e parece que esta atividade pode estar
relacionada ao sequestro de radicais livres, entretanto n&o foi observado potencial
antioxidante para os terpenos (Tabela 8). A atividade antioxidante dos flavonoides se

da pela sua capacidade de estabilizar ou ativar estes radicais, que sdo moléculas

organicas instaveis, que quando em excesso, ocasionam prejuizos na manutencao
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das funcdes fisioldgicas, como danos ao DNA, proteinas e organelas celulares (Sousa
et al., 2007).

A exposicdo celular a Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) pode
desencadear a transcricdo de genes inflamatérios e de fatores de transcricdo
reguladores de mecanismos redox-sensiveis (De Groot et al., 2012) sendo que a
ativacao do fator nuclear kappa B (NF-kB) leva a transcricdo de genes que codificam
citocinas inflamatorias e moléculas de adeséo (Negro et al., 2010; Seror et al., 2014).
Nesse contexto, esperava-se que somente os flavonoides tivesse potencial anti-
inflamatorio, porém alguns terpenos (11, 21, 22 e 23) mostraram-se promissores como
anti-inflamatério (Tabela 8) e se deduz que o mecanismo desta atividade ndo esta
relacionado a atividade antioxidante.

Nenhuma molécula apresentou atividade antinociceptiva e cicatrizante, apesar
de literaturas mostrarem estudos sobre estas atividades para as moléculas ascaridol
e quercetina (Trivellato-Grassi et al., 2013; Calado et al., 2015; Moreski, Leite-Mello,
Bueno, 2018; Polera et al., 2019). As alegacbes de uso de D. ambrosioides como
cicatrizantes parece néo estar relacionada aos flavonoides e terpenos (Moreski, Leite-
Mello, Bueno, 2018). Somente um monoterpenos (16; Tabela 8), apresentou atividade
antipirética que pode estar relacionado a alteracéo na sintese de prostaglandinas (Ngo
Bum et al., 2011).

Todos os flavonoides parecem possuir propriedades antineoplasicas e parece
gue 0 mecanismo de acdo envolve o processo de apoptose (Tabela 8). Estudos tem
mostrado que a classe de flavondides atua como inibidora de células tumorais,
controla a proliferacéo celular e bloqueia a oncogénese por mecanismos que modulam
enzimas da via metabdlica carcinogénica, assim, parece que a capacidade
antioxidante esta diretamente relacionada a estes mecanismos para esta atividade
(Hung et al., 2009; Amado et al., 2011; Santos e Rodrigues, 2017). Outro mecanismo
que pode estar envolvido na inibicdo da proliferacdo celular tumoral € a inibicdo da
funcdo do transportador de glicose 1, limitando a chegada da glicose no interior da
célula e, causando morte por falta de energia (Brito et al., 2015). Por fim, a morte
celular ocasionada pode estar relacionada aos flavonoides (Pereira et al., 2015) e os
incluidos neste estudo podem envolver um destes mecanismos. Para os flavonoides,

0 mecanismo de agao anticancer inclui a inibicdo do crescimento celular, proliferacao
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celular, invasédo e metastase, bem como a estimulacdo de apoptose e parada do ciclo
celular (Cetinkaya et al., 2022).

A evasao de apoptose € a principal caracteristica dos canceres que acometem
0s humanos, este processo é ativado, principalmente, por caspases e outros fatores
regulatorios que influenciam na supressao de tumores ou na oncogénese (Olsson e
Zhivotovsky, 2011). Os flavonoides aparentemente tem mais isolados ativos para a
estimulacdo de caspases 3 (2, 3, 4, 5, 6) e caspases 8 (3,4), ainda é possivel inferir
que as moléculas (3) e (4) tem sitios comuns que reagem a ativacdo de ambas as
caspases, possivelmente, influenciado pelo baixo logP que torna essas moléculas
facilmente sollveis em meios mais aquosos.

As classes escolhidas para este estudo aparentaram ser ativas em diferentes
vias de atividade contra cancer, sendo que os glicosideos flavonicos atuaram em mais
vias que o0s terpenos, que em sua maioria so tiveram atividade como antineoplasico e
agonista apoptoético (Tabela 8). Um estudo destacou possiveis alvos moleculares e
propriedades biologicas dos terpenos, indicando a capacidade de inibir a proliferacéo
de células tumorais e induzir apoptose, principalmente, no tratamento de céancer de
mama e de prostata (Yang et al., 2011; Martins, 2013), dado que contribui com a acéo
descrita neste estudo.

Quando analisada a atividade biolégica em microorganismo e parasitas,
somente a molécula 13, o ascaridol, apresentou atividade antiprotozoaria (Tabela 8),
que pode estar relacionado ao grupamento peréxido do ascaridol que € relatado como
o responsavel por inibir o desenvolvimento de P. falciparum em concentra¢cdes muito
baixas (0,05 uM) (Pollack, Segal e Golenser, 1990). Entretanto, neste estudo o
ascaridol, apesar de ativo para protozoarios, ndo foi antimalarico. Outros
monoterpenos, também, apresentam potencial atividade contra epimastigotas de
Tripanossoma cruzi (Kiuchi et al., 2002), inferindo que 0 mesmo grupamento peréxido
é efetivo contra estes tipos parasitarios.

Como antifungico, os flavonoides (2, 3, 4, 5 e 6) apresentaram esta atividade,
entretanto nenhum terpeno foi ativo (Tabela 8). As plantas sintetizam os flavonoides
para se defender contra insetos e microrganismos fitopatogénicos, como virus,
bactérias e fungos (Zuanazzi, 2000). A fungitoxidade depende da quantidade de
grupos metilados no flavonoide e do nimero de substituintes na formacgéo do anel

aromatico, o que o0s torna mais téxicos, interferindo na membrana dos fungos
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(Harbone, 1992; Zuanazzi, 2000). Todos os compostos ativos tém em sua estrutura
aneéis aromaticos com grande quantidade de grupos metilados, o que possivelmente
0s torna ativos para este tipo de microorganismo, uma vez que a quantidade de grupos
hidroxila existentes nas estruturas conferem diferente polaridade e propriedades
acidas fracas as moléculas (Smale, Tarakhovsky e Natoli, 2014). Essa diferenca de
polaridades facilita a interacdo com a bicamada lipidica dos microorganismos, assim,
0 ph baixo dificulta a desprotonacgéo de grupos polares ocasionando uma penetracao
mais profunda dos flavondides na camada lipidica (Movileanu, Naegoe e Flonta,
2000).
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Tabela 8 - Predicéo de atividades bioldgicas de terpenos e flavondides.

Atividade Moléculas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Dor e inflamacéo
Anti-inflamatéria - + + + + o+ - - - - + - - - - - - - - -+ + + -
Antipirética - - - - - - . - - - - - - - + - - - - - _ _ -
Céncer
Antineoplasica + + + + + o+ o+ o+ 4+ + - + - - + - - - + + - - + o+
Agonista + + + + + o+ o+ o+ o+ + - + - - + - - - - A - + o+
Apoptético
Estimulador de - + o+ + o+ o+ - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Caspase 3
Estimulador de - -+ o+ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Caspase 8
Microrganismos e parasitas
Antiprotozoaria - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - -
Antifangica - + + 4+ o+ o+ - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Outras atividades
Antioxidante + + + 4+ + 4+ o+ o+ O+ - - - - - - - - - - - - - - -
Sequestrador de + + + + + + o+ o+ O+ - - - - - - - - - - - - - i -

Radicais livres

Legenda: (+) positivo; (-)
rhamnosideo; (6) Quercetina-7-O-alfa-L-rhamnopiranosideo; (7) Isorhamnetina; (8) Patuletina; (9) Quercetina; (10) 4-hidroxi-4-metilciclohex-2-em-1-ona; (11) (1R,2S)-3-p-meten-
1,2-diol; (12) (1R,4S)-p-met-2-em-1-ol; (13) Ascaridol; (14) Chenopanona; (15) Isoascaridol; (16) Carvacrol; (17) p-cimeno; (18) a-terpineno; (19) 1S,2S,3R,4S)-1-metil-4-(propan-
2-il)ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; (20) 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-metano, (21) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol, (22) (1R,4S)-p-met-2-en-1-ol, (23) 1,4-dihidroxip-met-2-eno, (24) 1-metil-43-
isopropil-1-ciclohexeno-4a,5a,6a-triol.

negativo; (1) Kaempferol; (2) Afzelina; (3) Kempferol-3-rhamnosideo-4’-xilosideo; (4)

Kempferol-3-rhamnosideo-7-xilosideo; (5) Kempferol-7-
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Na avaliacdo de efeitos adversos, 0s terpenos apresentaram efeitos negativos
em maior quantidade que os flavonoides, principalmente de vémitos, problemas
visuais, gastrotoxicidade e ulcerogénicos. Para os flavonoides, as principais reacdes
adversas causadas estdo relacionadas a inflamacdo, hepatotoxicidade,
hematotoxicidade, genotoxicidade e neurotoxicidade (Tabela 9).

Até o momento, ndo é bem fundamentado o mecanismo de reacao adversa dos
flavonoides, contudo, a administracdo destes em doses farmacoldgicas crbnicas
guando em excesso ao recomendado de 26 mg/dia a 1g/dia (Behling et al., 2004),
parecem favorecer estes processos.

Foi mostrado que concentracfes elevadas de flavondides causam alteracdes
morfolégicas nas membranas dos hepatécitos de camundongos favorecendo a
necrose celular e a morte do animal (Verma et al., 2013). Ainda, foi relatado que os
flavondides em altas concentracdes inibiram a acao de citocromos P450, promovendo
a alteracdo do funcionamento do figado (Silva et al., 2013), possivelmente, o
mecanismo de reacdo adversa da hepatotoxicidade esta associado a um desses
efeitos.

Os compostos que apresentaram como reacdo adversa inflamacdo foram os
mesmos a apresentarem atividade anti-inflamatoria, deduzindo que os radicais que
atuam na atividade biolégica podem ser os mesmos lidos pelo programa in silico. Os
flavondides apresentam significativa agdo anti-inflamatoéria atribuidas a inibicdo das
enzimas fosfolipases Az (PLA2), lipo-oxigenase, ciclo-oxigenase e inibicdo da
producado de oxido nitrico pela modulacdo das enzimas iINOS (Kim et al., 2004; Yoon
e Baek, 2005; Santangelo et al., 2007).

A quercetina (9) foi 0 Unico composto a ndo apresentar reagcdo adversa neste
estudo (Tabela 9), embora tenha sido observado que uma dieta com 2% de quercetina
foi capaz de desencadear cancer de bexiga em ratos (Criqui e Ringel, 1994), o
desenvolvimento do cancer pode ter relagdo direta com a reagdo de genotoxicidade
quando é feita a utilizacdo de forma cronica e altas concentragoes.

Dos terpenos testados, o ascaridol tem registro bem documentados de casos
de intoxicacdo em que o Oleo essencial rico em ascaridol causou multiplos danos
organicos com predominio de encefalopatia difusa, acidose metabdlica, insuficiéncia
renal e diversos efeitos inflamatérios nos sistemas respiratorio e digestivo (Montoya-

Cabrera et al.,1996). Aléem desse estudo, ndo foram encontrados outros que
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descrevessem reacdes adversas a terpenos e, assim como, o flavonoide, reacdes
adversas referentes a estas classes metabolicas parecem estar envolvidas a questdes

como tempo de uso e dosagem.
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Tabela 9 - Avaliacao in silico dos efeitos adversos dos terpenos e flavondides.

Efeitos adversos

Moléculas

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Inflamacéo

Dor de cabeca

Vomitos

Nauseas

Palpitacdo cardiaca

Hepatotoxicidade

Nefrotoxicidade

Convulsdes

Hematotoxicidade

Genotoxicidade

Problemas visuais

Neurotoxicidade

Gastrotoxicidade

Ulcerogénico

Disfunc@es
reprodutivas

- - + o+ + + + + + o+ o+ + + + +
- - - + - - - - - - - - - + -
- - - + - - - - - + - - - + -
- - + o+ - - - - - - - - - + -
+ - - - - - - - - - - - - -
- - + o+ + + + + + o+ o+ + + +

- - + o+ + + - + + o+ o+ + + + +
- - + o+ + + - + + o+ o+ + + + +
- - + o+ - - - - - + - + + + -

23 24
- +
- +
+ +
+ +
- +
+ +
+ +
- +

Legenda: (+) positivo; (-) negativo; (1) Kaempferol; (2)

Afzelina; (3) Kempferol-3-rhamnosideo-4’-xilosideo; (4) Kempferol-3-rhamnosideo-7-xilosideo; (5)

Kempferol-7-

rhamnosideo; (6) Quercetina-7-O-alfa-L-rhamnopiranosideo; (7) Isorhamnetina; (8) Patuletina; (9) Quercetina; (10) 4-hidroxi-4-metilciclohex-2-em-1-ona; (11) (1R,2S)-3-p-meten-
1,2-diol; (12) (1R,4S)-p-met-2-em-1-ol; (13) Ascaridol; (14) Chenopanona; (15) Isoascaridol; (16) Carvacrol; (17) p-cimeno; (18) a-terpineno; (19) 1S,2S,3R,4S)-1-metil-4-(propan-
2-il)ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; (20) 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-metano, (21) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol, (22) (1R,4S)-p-met-2-en-1-ol, (23) 1,4-dihidroxip-met-2-eno, (24) 1-metil-43-

isopropil-1-ciclohexeno-4a,5a,6a-triol.
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Na tabela 10 pode ser visto o resultado da avaliacdo das propriedades fisico-
guimicas dos isolados em estudo, a partir da regra dos cinco de Lipinski, notou-se que
8 das moléculas violaram ao menos um parametro dos estipulados, sendo a sua
maioria compostos flavonicos, o principal critério violado foi o de area de superficie
topologica (TPSA).

Tabela 10 - Propriedade fisico-quimica dos terpenos e flavonéides.

Moléculas logP TPSA MM nALH nDLH nROTB
1 2,17 111,12 286,24 6 4 1
2 1,13 170,05 432,38 10 6 3
3 -0,23 228,97 564,50 14 8 5
4 -0,23 228,97 564,50 14 8 5
5 1,39 170,05 432,38 10 6 3
6 0,90 190,28 448,38 11 7 3
7 1,99 120,3 316,2 7 4 2
8 1,70 140,5 332,2 8 5 2
9 1,68 131,3 302,2 7 5 1
10 0,20 37,30 126,16 2 1 0
11 1,45 40,46 170,25 2 2 1
12 2,80 20,23 154,25 1 1 1
13 2,65 18,47 168,24 2 0 1
14 1,42 43,38 182,22 3 0 3
15 1,99 25,06 168,24 2 0 1
16 3,81 20,23 150,22 1 1 1
17 3,90 0,00 134,22 0 0 1
18 3,36 0,00 136,24 0 0 1
19 0,23 80,91 204,27 4 4 1
20 0,23 80,91 204,27 4 4 1
21 1,45 40,46 170,25 2 2 1
22 2,80 20,23 154,25 1 1 1
23 2,80 20,23 154,25 1 1 1
24 0,77 60,68 186,25 3 3 1

Referéncia logP <5 < 140A <500 Da <10 <5 <10

Legenda: LogP - coeficiente de particdo 6leo-agua; TPSA - area de superficie polarizada topolodgica; nALH -
aceptores de ligagédo de hidrogénio; nDLH - nimero de grupos de doadores de hidrogénio; nROTB - nimero de
ligacdes rotacionaveis; MM - massa molar. (1) Kaempferol; (2) Afzelina; (3) Kempferol-3-rhamnosideo-4’-xilosideo;
(4) Kempferol-3-rhamnosideo-7-xilosideo;  (5) Kempferol-7-rhamnosideo; (6) Quercetina-7-O-alfa-L-
rhamnopiranosideo; (7) Isorhamnetina; (8) Patuletina; (9) Quercetina; (10) 4-hidroxi-4-metilciclohex-2-em-1-ona;
(11) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol; (12) (1R,4S)-p-met-2-em-1-ol; (13) Ascaridol; (14) Chenopanona; (15)
Isoascaridol; (16) Carvacrol; (17) p-cimeno; (18) ao-terpineno; (19) 1S,2S,3R,4S)-1-metil-4-(propan-2-
il)ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; (20) 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-metano, (21) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol, (22) (1R,4S)-p-
met-2-en-1-ol , (23) 1,4-dihidroxip-met-2-eno, (24) 1-metil-4B-isopropil-1-ciclohexeno-4a,5a,6a-triol.

A area de superficie polarizada topologica (TPSA) € a soma das superficies
dos atomos polares (nitrogénio, oxigénio e heteroatomos) de um composto, assim, ha
uma correlacdo com o grau de absor¢cdo da molécula em membranas como barreira
hematoencefalica, célula caco-2 e absorcao intestinal (Ertl; Rohde; Selezer, 2000).

Para ter uma boa permeacao, os compostos ndo devem apresentar valores maiores

que 140 A, as moléculas ndo se adequam a esse padrdo indicando possivel
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dificuldade de interacdo com a superficie polar das membranas e sua permeacéao para
a porcao lipidica (Veber et al.,, 2005) ficando mais retida no meio aquoso e por
consequéncia ha a probabilidade de baixa biodisponibilidade oral, ainda assim, apesar
do alto valor de TPSA a quantidade de ligagdes rotacionaveis que elas apresentaram
compensa o processo de permeabilidade desses compostos (tabela 10; Veber et al.,
2002).

Os outros parametros com maior quantidade de viola¢cdes sdo o numero de
grupos aceptores de hidrogénio (nALH) e nimero de grupos doadores de hidrogénio
(nDLH), estes também violados em maioria pela classe de flavondides. Compostos
gue apresentam grande quantidade de nALH e nDLH tendem a ter uma ma absorc¢ao
(Lipinski; Lombardo; Dominy; Freeney, 1997), desta forma, esses flavonoides por
serem moléculas grandes e com muitos grupos doadores e aceptores terdo uma
permeabilidade prejudicada em relacdo aos terpenos que sdo moléculas pequenas e
com esses grupos bem equilibrados, uma vez que quanto menos rotacfes, mais
estavel a molécula (Veber et al., 2005).

O logP influencia diretamente na conducdo de uma substancia até a regiao
intefacial de uma membrana, sendo necessario um balanco hidrofilico-lipofilico nas
moléculas (Veber et al., 2002), atuando diretamente nas interacdes entre farmaco-
receptor, no metabolismo das moléculas e em sua toxicidade (Lipinski; Lombardo;
Dominy; Freeney, 1997). Substancias que apresentam logP maior que 1 sdo mais
soluveis em meio organico e com valores menores que 1 apresentam maior
solubilidade em meio aquoso (Testa, Crivoli, Reist e Carrupt, 2000), desta forma,
guase todas as moléculas apresentam logP dentro do parametro estabelecido sendo
bem absorvidas em meios organicos, a considerar (2) e (4) que apresentaram valores
abaixo do esperado para o coeficiente de particdo, indicando que estas sdo mais
sollveis em meio aquoso e possivelmente denotam dificuldade de serem absorvidos
pelas membranas plasméticas por conta da relacdo entre TPSA e logP. Em sua
maioria, a classe de monoterpenos apresenta melhor padréo de absorcdo do que 0s
glicosideos flavonicos.

O peso molecular dos compostos também influencia na absorcéo destas pelas
membranas biologicas, quanto maior o peso molecular mais dificuldade o composto
tera em permear membranas, indicando que possivelmente tem menos possibilidade

de serem disponiveis de forma oral (Lipinski; Lombardo; Dominy; Freeney, 1997). A
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maioria dos monoterpenos analisados apresentam baixo peso molecular, estando na
faixa de 126,16 a 170,25 Da, sendo o parametro ideal de 180 a 500 Da (Lipinski;
Lombardo; Dominy; Freeney, 1997), isso indica que estes terdo mais facilidade em
atravessar as membranas por serem moléculas pequenas.

De maneira geral, os terpenos apresentam melhor perfil de absorcdo quando
considerada a regra de Lipinski, somente duas moléculas (17 e 18) dessa classe
quebram a regra por ndo apresentarem heterodtomos influenciando nos resultados de
TPSA e nDLH e nALH, somente 4 dos glicosideos flavbnicos respeitaram o0s
parametros, as caracteristicas estruturais dessas moléculas influenciam diretamente
nesses por serem moléculas grandes violam parametros de TPSA, MM, nDLH e nALH
e assim nao apresentam um bom padréao de absorc¢éo oral.

O parametro farmacocinético € importante para ser observado os resultados
terapéuticos ou efeitos adversos e para explicar a toxicidade de determinada molécula
(Pereira, 2007), os resultados obtidos estédo descritos na tabela 11.

Em células MDCK ¢é avaliado o transporte de drogas no epitélio intestinal
(Yazdanian et al., 1998), a maioria dos glicosideos flavonicos apresentou baixa
absorcéo, enquanto os monoterpenos, em maior quantidade, apontaram alta absorcao
dado a diferenca de tamanho estrutural entre as moléculas.

As células caco-2 se mostra util no entendimento de mecanismo transporte de
substéancias atraves do epitélio intestinal in vitro correlacionado a solubilidade (Chen,
Singh, Kitts, 2020). Nesta avaliacao in silico, somente os glicosideos flavonicos (2,8 e
9) apresentaram baixa permeabilidade, todos tém propriedades fisico-quimicas
correspondentes a boa absorcédo e estruturas quimicas semelhantes indicando que
possivelmente ha um grupo funcional que influencia na absorcéo destas, enquanto o
restante evidenciou média permeabilidade.

Para absorcdo intestinal humana, os monoterpenos parecem ter maior
absorcédo possivelmente devido a sua caracteristica lipofilica, baixo peso molecular e
valores mais baixos de TPSA que influem diretamente nesta absorcdo. Este
parametro representa proporcionalidade no processo de excrecao das vias urinaria,
biliar e fecal quando se administra um farmaco por via oral e que sofrem efeito de
primeira passagem pela veia porta hepatica (Moura et al., 2020).

Foi observado que a maioria dos glicosideos flavonicos se ligam de forma fraca

com as proteinas plasmaticas, por estes serem mais hidrossoluveis e terem maior
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massa molar encontrando dificuldade de serem transportados pela corrente
sanguinea até o seu local de acéo, ja a maioria dos monoterpenos se ligam de forma
forte por terem caracteristicas lipossoluveis significativa tendo maior interacdo com as
proteinas e ficando menos biodisponivel favorecendo efeitos adversos, a forca de
ligacdo entre a molécula e a proteina é determinante na permeabilidade do ativo e no
transporte ao alvo (Ferreira et al., 2020).

Todos os glicosideos flavonicos tem dificuldade em transpor a barreira
hematoencefélica por serem altamente hidrossoluveis e com TPSA elevado, dessa
forma, ndo conseguem ter acdo significativa a nivel de SNC (Ajay, Bermis, Murko,
1999), enquanto 0s monoterpenos conseguem perpassar esta membrana de forma
moderada a livre, a justificativa disso esta associada ao baixo valor de TPSA
associado a massa molecular e a pequena quantidade de aceptores de hidrogénio
que contribuem para o carater lipofilico das moléculas, facilitando a travessia e
distribuicdo neste sistema.

A maioria das moléculas em estudo sofre metabolismo de fase 1 pela CYP3A4,
assim, estas moléculas podem influenciar na competitividade por receptores quando
metabolizadas (Gonzalez et al., 2021). A inibicdo de uma isoforma por um composto
pode modificar o metabolismo hepatico de outro medicamento e gerar um possivel
acumulo no organismo facilitando efeito toxicos (Brunton, Chabner, Knollmann, 2012).
O ideal € que uma molécula néo interfira no metabolismo de outros farmacos e no
estudo in silico os glicosideos flavbnicos parecem ter maior atividade sobre as CYPs
por inibirem trés das principais isoformas, somente os monoterpenos (10) (11) (12)
(13) inibiram até dois tipos das CYPs. Considerando os parametros farmacocinéticos,

0s terpenos parecem ser mais favoraveis a biodisponibilidade oral.

76



Tabela 11 - Andlise in silico da farmacocinética dos terpenos e flavondides.

Moléculas Absorcgéo Distribuicéo Metabolismo
MDCK (nm/sec) Caco-2 HIA (%) PP (%) BHE Fase 1 Inibicdo

1 MP MP AA Fraca MOD CYP_3A4 CYP_2C19; CYP_2C9; CYP_3A4

2 MP BP MA Fraca Fraca Fraco CYP-2C19; CYP_2C9

3 BP MP BA Fraca Fraca Fraco CYP-2C19; CYP_2C9; CYP_3A4

4 BP MP BA Fraca Fraca Fraco CYP-2C19; CYP_2C9; CYP_3A4

5 BP MP MA Fraca Fraca Fraco CYP-2C19; CYP_2C9; CYP_3A4

6 BP MP MA Fraca Fraca Fraco CYP-2C19; CYP_2C9; CYP_3A4

7 MP MP AA Fraca Fraca - CYP-2C19; CYP_2C9; CYP_3A4

8 MP BP MA Fraca Fraca Fraco CYP-2C19; CYP_2C9; CYP_3A4

9 MP BP MA Forte MOD - CYP-2C19; CYP_2C9; CYP_3A4

10 MP MP AA Fraca MOD - CYP-2C19; CYP_2C9;

11 AP MP AA Forte Livre Fraco CYP_2C9;

12 AP MP AA Forte Livre - CYP_2C9;

13 MP MP AA Forte MOD Fraco CYP_3A4; CYP_2C9;

14 MP MP AA Fraca MOD Fraco CYP_3A4; CYP_2C9;
CYP_2C19;

15 AP MP AA Forte MOD Substrato CYP_3A4; CYP_2C9;
CYP_2C19;

16 AP MP AA Forte Livre Fraco CYP_3A4; CYP_2C9;
CYP_2C159;

17 AP MP AA Forte Livre Fraco CYP_3A4; CYP_2C9;
CYP_2C159;

18 AP MP AA Forte Livre Substrato CYP_2C9; CYP_2C19

19 BP MP MA Fraca MOD Fraco CYP 2C9

20 BP MP MA Fraca MOD Fraco CYP 2C9

21 AP MP AA Forte MOD Fraco CYP 2C9

22 AP MP AA Forte Livre - CYP 2C9; CYP 2C19

23 BP MP AA Forte MOD - CYP 2C9

24 MP MP AA Fraca MOD Fraco CYP 2C9

Legenda: MDCK — Madin-Darby Canine Kidney; Caco-2 — células de adenocarcinoma de célon humano; HIA — Human intestinal absorption; PP — proteina plasmatica; BHE — barreira
hematoencefalica; CYP — citocromo P450. Parametros: MDCK e Caco-2: > 70 nm/sec alta permeabilidade (AP), 4-70 nm/sec média permeabilidade (MP), < 4 nm/sec baixa permeabilidade
(BP; Yazdanian, et al.., 1998); HIA 0-20% baixa absorcao (BA), 20-70% moderada absor¢do (MA), > 70% alta absorcéo (AA); ligacdo a PP: ligado fortemente a albumina > 90%, ligagao
de moderada a fraca a albumina < 90% (Preadmet, 2021); BHE: > 2,0 atravessa livremente , 2,0-0,1 atravessa de forma moderada a fraca (MOD), < 0,1 atravessa de forma fraca ou ndo
atravessa (Ajay, et al.., 1999). (1) Kaempferol; (2) Afzelina; (3) Kempferol-3-rhamnosideo-4’-xilosideo; (4) Kempferol-3-rhamnosideo-7-xilosideo; (5) Kempferol-7-rhamnosideo; (6)
Quercetina-7-0O-alfa-L-rhamnopiranosideo; (7) Isorhamnetina; (8) Patuletina; (9) Quercetina; (10) 4-hidroxi-4-metilciclohex-2-em-1-ona; (11) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol; (12) (1R,4S)-p-met-
2-em-1-ol; (13) Ascaridol; (14) Chenopanona; (15) Isoascaridol; (16) Carvacrol; (17) p-cimeno; (18) a-terpineno; (19) 1S,2S,3R,4S)-1-metil-4-(propan-2-il)ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; (20)
1,2,3,4-tetrahidroxi-p-metano, (21) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol, (22) (1R,4S)-p-met-2-en-1-ol , (23) 1,4-dihidroxip-met-2-eno, (24) 1-metil-43-isopropil-1-ciclohexenoos a -4a,5a,6a-triol.
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Com base nos estudos in silico notou-se que para a atividade biologica os
metabalitos secundarios presentes na espécie (flavondides e terpenos) parecem
apresentar potencial antineoplasico, sendo um dos mecanismos apoptose por
estimularem endoproteases como a caspase 8 (Tabela 8, p. 69). No ensaio com
A. cepa verificou-se a presenca de pontes e quebras cromoss6micas como
aberracdes que pode estar relacionada ao mecanismo de apoptose. Entretanto,
sabe-se que a topoisomerase |l esta envolvida na topologia do DNA de acdes
como quebra, liberacdo, transporte, reconstrucdo e taxa de proliferacéo
(Arapallia et al., 2018), estas foram selecionadas para o estudo de docagem. Na
figura 11, as enzimas cristalografadas de caspase 8 (LQTN) e topoisomerase Il-
TOPO Il (1ZXM).

Para a selecdo das moléculas para a docagem molecular considerou-se,
principalmente, a toxicidade, sendo selecionadas as trés principais moléculas
menos toxicas (4,19 e 20) e as trés mais toxicas (14, 15 e 17). Como a premissa
inicial foi que a toxicidade da planta estava relacionada aos terpenos e estes
apresentam maior potencial toxico nos estudos in silico, foram selecionados os
trés terpenos mais toxicos (14, 15 e 17), dois menos téxicos (19 e 20) e um

flavonoide com menor potencial téxico (4).

(1QTN)

Figura 11 — Enzima crostalografada de caspase 8 (1QTN) e topoisomerase Il (1ZXM).

s

O processo de redocagem € descrito como a retirada do ligante
cristalografado no complexo enzima-substrato que € submetido novamente a

docagem (Schneider et al., 2012). Este procedimento é realizado para validar o
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sistema de estudo e foram obtidos os valores de desvio quadratico médio
(RMSD) de 0,317 A para o sitio da caspase 8 e 0,616 A para o sitio da
topoisomerase II. Ambos 0s complexos conservaram as distancias interatbmicas
com os principais residuos de aminoécidos dos receptores. Esses valores sdo
considerados favoraveis pois sdo menores que 0,05 A quando sobrepostos as
estruturas experimentais (Barone et al., 2014).

Desta forma, o sistema pode ser utilizado como parametro para comparar
0 grau de interagdo dos compostos escolhidos com o ligante cristalografado.
Ainda, permite analisar as interagdes intermoleculares que ocorrem entre o sitio
de ligacdo e os substratos. Para melhor observar esses fatores, foi feita a

sobreposicao dos ligantes no sitio de interacdo (Figura 12).

1QTN) (1ZXM)

Figura 12 — Sobreposicdo das poses geradas no processo de re-docking com o ligante
cristalografado.

Legenda: (1QTN) — em azul, confémero gerado no re-docking e em verde ligante cristalografado; (1ZXM) —
em rosa, confémero gerado no re-docking e em verde ligante cristalografado.

Em seguida foram analisadas as liga¢cdes dos compostos selecionados
(4, 14, 15, 17, 19, 20) ao sitio da caspase 8, sendo selecionadas as posi¢cdes
mais favoraveis, isto ¢, com a menor valor obtido pelo MolDock Score (Figura
13). Ao se selecionar estas posicoes, acredita-se que a ligacdo ao sitio receptor
seja a mais favoravel e estavel (Tavares et al., 2015).
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Figura 13 — Conformag¢8es dos compostos selecionados e sua configuragdo durante a ligacéo
ao sitio 1QTN (caspase 8).

Legenda: a) (4) kempferol-3-rhamnosideo-7-xilosideo; b) (14) chenopanona; c) (15) isoascaridol; d) (17) p-
cimeno; e) (19) 1S,2S,3R,4S-1metil-4-(propano-2-il) ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; f) (20) 1,2,3,4-tetrahidroxi-
p-metano.

Em termos de interacdo entre os compostos e o sitio da caspase 8,
observa-se, principalmente, interagcbes de van der Waals e ligagcdes de
hidrogénio (Figura 14). Avaliou-se os tipos de ligagbes estabelecidas entre os
compostos e o sitio da caspase, 0 14 (Figura 14-b) apresentou um melhor perfil

de interacBes favoraveis, isso pode explicar, parcialmente, o elevado potencial

toxico do composto.
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Figura 14 — Representagéo 2D das interagdes entre o sitio de ligacdo 1QTN da caspase 8 e 0s
compostos.
Legenda: a) (4) kempferol-3-rhamnosideo-7-xilosideo; b) (14) chenopanona; c) (15) isoascaridol; d) (17) p-
cimeno; e) (19) 1S,2S,3R,4S-1metil-4-(propano-2-il) ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; f) (20) 1,2,3,4-tetrahidroxi-
p-metano; g) (ligante cristalografado) acetil-ile-glu-thr-asp-aldeido.
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Na figura 14 e na tabela 12 encontram-se todos os tipos de interagoes
guimicas estabelecidas entre os compostos e o sitio da caspase 8. Baseado na
distancia das ligacdes, pode-se sugerir que a ligacdo dos compostos 15 (c) e 17
(d) ndo parece ser muito estavel, visto que, varias ligagbes possuem uma
distancia superior a 4A. O composto 4 (a) tem um menor percentual de ligacdes
com distancia superior a 4 A (Tabela 12), esse resultado correlacionado ao
estudo de predicdo de atividade antitumoral mostra que pode haver o
envolvimento da caspase 8 no potencial desta atividade para esse composto
(Tabela 8), uma vez que ha similaridade entre as interagbes que ocorrem entre
0 composto 4 e o ligante cristalografado com os aminoacidos do sitio de ligacéo
da caspase 8.

Os residuos que sdo determinantes na triade catalitica da caspase 8 sao:
Cys 360, His 317 e Arg 258 (Watt et al., 1999), destas, o composto 4 faz
interacdes fortes do tipo ligacao de hidrogénio e 1r-enxofre com Cys 360, além
de interacbes de van der Waals (Asp B:445 e Asn B:414) comuns ao ligante
cristalografado podendo estas estarem envolvidas na estabilidade do composto
no sitio.

Enquanto o composto 15 (c), apesar do potencial antitumoral envolver
apoptose, parece que a enzima responsavel por essa atividade néo é capase 8
(Tabela 8). O composto 17 (d), além da ligacao desfavoravel ao sitio da caspase,
também, ndo apresentou potencial antitumoral no estudo de predicdo de
atividades biologicas (Tabela 8).

Ainda, é importante considerar as interacdes de van der Waals, quando
se analisada a classe de monoterpenos, muitos residuos sdo comuns a elas,
como: Thr B:419, GIn A:358, Ala A:359, Ser A:316, Ser B:411 e Tyr B:412. Esse
pode ser um indicio de que essas interacdes sao importantes para o

reconhecimento dessa classe de metabdlitos com o sitio ativo desse receptor.

Tabela 12 — Energia e interacdo entre a enzima caspase 8 e 0s compostos selecionados

(continuacao).

Composto Energia Interacéo Tipos Distancia Interacdes
(kcal/mol) A de van der
Waals
a) 4 -150,3 Asp B:453  LH 2,82 Lys B:456
Tyr B:412 m-mTemformadeT 4,33 Asp B:455
Arg B:413 LH 3,39 Trp B:420
Arg B:413 1T -cation 3,54 Asn B:414
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Tabela 12 — Energia e interacdo entre a enzima caspase 8 e 0s compostos selecionados

(continuagéo).

Composto Energia Interagéo Tipos Distancia Interac6es
(kcal/mol) R) de van der
Waals
Arg B:413 LH 2,63 Thr B:419
Arg B:413 LH 2,47 Arg A:258
Ser A:360 LC-H 2,52 Gly A:318
Ser A:360 LH 2,61 Ala A:359
SerB:411 LH 3,16 GIn A:358
Cys A:360 LH 2,93
Cys A:360 T -enxofre 5,88
His A:317 D-D DES. 2,38
Pro B:415 Alquil 3,69
b) 14 -100,6 Tyr B:412 Alquil 4,81 Pro B:415
Arg A:260 LH 2,77 Thr B:419
Arg B:413 LH 2,89 GIn A:358
Arg B:413 LH 3,18 Ala A:359
Arg B:413 Alquil 4,44 Ser A:316
Cys A:360 LH 3,19 His A:317
Ser B:411
Val B:410
c) 15 -71,8 Val B:410 Alquil 4,04 Tyr B:412
Arg B:413 m-alquil 4,89 Ser B:411
His A:317 m-alquil 5,22 Thr B:419
His A:317 Alquil 4,25 GIn A:358
Arg A:260 LH 3,10 Ala A:359
Cys A:360  Alquil 3,52 Ser A:316
Cys A:360  Tr-alquil 4,98 Gly A:318
Cys A:360  Alquil 4,08
d 17 -71,2 Arg B:413 TT-céation 3,81 Val B:410
Arg B:413 m-alquil 4,83 Ser B:411
Ala A:359 alquil 4,31 GIn A:358
Cys A:360  Tr-alquil 4,64 Thr B:419
Arg A:260
Ser A:316
His A:317
Gly A:318
Tyr B:412
e) 19 -56,9 Arg B:413 LH 2,73 Tyr A:365
Ser B:411 LC-H 2,68 Tyr B:412
Ser B:411 LH 2,21 His A:317
Cys A:360 Enxofre-X 3,20 Pro B:415
Val B:410 Alquil 4,59 Arg A:2258
f) 20 -72,4 Arg B:413 LH 2,60 Val B:410
Arg B:413 m-alquil 4,66 Tyr B:412
Arg B:413 LD 1,88 Thr B:419
His A:317 LD 2,05 GIn A:358
His A:317 Alquil 5,23 Ala A:359
Ser B:411 LD 1,75 Gly A:318
Ser B:411 LD 2,25
Arg A:260 LD 2,11
Arg A:260 LD 1,74
Ser B:316 LC-H 2,76
Cys A:360 LD 2,15
Cys A:360  Tr-alquil 4,68
Cys A:360  alquil 5,24
g) Redocking -189,9 Val B:410 Alquil 3,74 Tyr A:365
Cys A:360 Enxofre- 2,8 Asn A:261
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Tabela 12 — Energia e interacdo entre a enzima caspase 8 e 0s compostos selecionados

(concluséo).

Composto Energia Interagéo Tipos Distancia InteragBes
(kcal/mol) R de van der
Waals
His A:317 LC-H 3,37 Asn B:414
Asj C:504 LD 2,04 Asp B:455
Thr C:503 LD 2,21
Tyr B:412 m-alquil 4,47
Tyr B:412 m-alquil 5,27
Tyr B:412 m-alquil 4,72
Ace C:500 LD 2,15
Pro B:415 LC-H 3,22
lle C:501 LD 1,35
Trp B:420 Alquil 511
Glu C:502 LD 2,21
Arg B:413 PS 2,88
Arg B:413 PS 2,60
Arg B:413 LC-H 3,03
Arg B:413 LH 1,75
Arg B:413 LH 2,86
Ser B:411 LC-H 2,50
Arg A:258 CA 5,48

Legenda: 1QTN - caspase 8; LH- ligacédo de hidrogénio; LC-H — ligagdo carbono-hidrogénio; LD — liga¢do
desfavoravel; D-D Des. — Doador-doador desfavoravel; PS — ponte salina; CA — carga atrativa. a) (4)
kempferol-3-rhamnosideo-7-xilosideo; b) (14) chenopanona; c) (15) isoascaridol; d) (17) p-cimeno; e) (19)
1S,2S,3R,4S-1metil-4-(propano-2-il) ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; f) (20) 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-metano; g)
(ligante cristalografado) acetil-ile-glu-thr-asp-aldeido.

Em outra analise, avaliou-se as ligac6es dos compostos selecionados (4,
14, 15, 17, 19, 20) ao sitio da topoisomerase I, sendo selecionadas as posi¢cdes
mais favoraveis, isto €, com menor valor obtido pelo MolDock Score (Figura 15).

Ao se selecionar estas posi¢cdes, acredita-se que a ligacdo ao sitio receptor seja
a mais favoravel e estavel (Tavares et al., 2015).
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b) (14) c) (15)

d) (17) e) (19) f) (20)

Figura 15 — Conformag¢8es dos compostos selecionados e sua configuragdo durante a ligacéo
ao sitio 1ZXM (topoisomerase IlI). a) (4) kempferol-3-rhamnosideo-7-xilosideo; b) (14)
chenopanona; ¢) (15) isoascaridol; d) (17) p-cimeno; e) (19) 1S,2S,3R,4S-1metil-4-(propano-2-il)
ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; f) (20) 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-metano.

Os resultados da docagem molecular sugerem que as moléculas
selecionadas sdo capazes de interagir com o sitio ativo da topoisomerase II. O
composto 4 (a) apresentou um numero significativo de ligacbes desfavoraveis
(Figura 16), enquanto as demais moléculas apresentaram um melhor perfil nas
interacdes com o sitio da TOPO Il (Figura 16).

Quando se avaliou a distancia das ligagcbes dos compostos ao sitio de
interacdo, os compostos 15, 17 e 19 apresentaram um elevado percentual de
ligacGes maiores que 4,0 A, ja& com o composto 14, as ligaces foram menores
que 4,0 A. Os compostos 4 (a) e 20 (f) apresentaram poucas ligaces superiores
a 4,0 A (Tabela 13).

Os principais residuos de interacéo da topoisomerase Il séo: Glu-87, Asn-
91, Asn-120, Ser-148, Lys-168, Lys 378 (Wei et al., 2005), as moléculas 4, 14 e
20 s&o as unicas a formarem interagbes com estes residuos, em que ha
interacbes mais favoraveis como ligacédo de hidrogénio e interacdes de van der
Waals contribuindo na estabilizag&do do sistema.

Até este momento, nenhum estudo avaliou a atividade antitumoral do

composto 14 (b), isso explica a ndo predicdo desta atividade neste estudo. Como
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a sua ligacéo a topoisomerase Il parece ser muito favoravel, € importante avaliar
a atividade antitumoral em modelos in vitro e in vivo. Em relacdo ao composto
20 (f), que parece ligar de forma favoravel a TOPO II, bem como no estudo de
predicao de atividades bioldgicas sugerem que a atividade antitumoral ndo deve
ter relagdo com a apoptose (Tabela 8), € importante investigacdo que vise

verificar se a TOPO Il esta envolvida na atividade antitumoral.
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Figura 16 — Representacéo 2D das interagfes entre o sitio de ligagdo 1ZXM da topoisomerase
Il e 0s compostos.
Legenda: a) (4) kempferol-3-rhamnosideo-7-xilosideo; b) (14) chenopanona; ¢) (15) isoascaridol; d) (17) p-
cimeno; e) (19) 1S,2S,3R,4S-1metil-4-(propano-2-il) ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; f) (20) 1,2,3,4-tetrahidroxi-
p-metano; g) (ligante cristalografado) estér de adenilato de acido fosfoaminofosfonico.
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Tabela 13 — Energia e interagfes entre a enzima 1ZXM (topoisomerase Il) e 0s compostos

selecionados (continuacao).

Compostos Energia Interacdes Tipos Distancia (A)  Interacées de
(kcal/mal) van der Waals
a) 4 -121,75 Gly A:161 LC-H 3,33 Leu A:140
Thr A:147 LC-H 1,78 Ser A:149
Ser A:148 T -amida 3,16 Ala A:92
lle A:141 T -sigma 3,37 lle A:118
lle A:141 LD 2,33 lle A:217
lle A:141 LD 2,32 Thr A:215
lle A:141 T -sigma 3,84 Phe A:142
lle A:125  -alquil 511 Gly A:124
Asn A:95 LD 2,08 Lys A:123
Asn A:120 LD 2,01 Arg A:98
Asn A:120 LH 2,21 Gly A:166
Asn A:120 LC-H 1,59 Tyr A:165
Asn A:91 LC-H 3,06 Gly A:164
Asn A:91 LH 2,74 Arg A:162
Asn A:91 LC-H 2,93 Asn A:150
Lys A:168 LD 1,59 Asn A:163
Ala A:167 LD 2,37
b) 14 -97,74 Lys A:168 LH 2,65 Lys A:378
Ala A:167 LH 2,68 GIn A:376
Asn A:150 LH 2,65 Asn A:163
Ser A:148 LH 2,73 Arg A:162
Ser A:149 LH 2,71 Gly A:164
Ser A:149 LH 2,95 Tyr A:165
Gln A:376
Gly A:166
Thr A:147
Asn A:91
lle A:141
c) 15 -73,44 Phe A:142 m-alquil 5,09 Asn A:91
lle A:141 Alquil 4,91 Gly A:166
lle A:141  -alquil 4,87 Lys A:168
Ala A:167  -alquil 4,40 Tyr A:165
Gly A:164
Asn A:163
Arg A:162
Gly A:161
Asn A:150
Ser A:149
Ser A:148
Thr A:147
lle A:125
d 17 -73,18 lle A:141 Alquil 4,30 Ser A:149
Ala A:167 T -alquil 5,46 Thr A:147
Asn A:150
Gly A:164
Gly A:161
Asn A:163
Lys A:378
GIn A:376
Tyr A:165
Gly A:166
Ser A:148
Lys A:168
Asn A:91
Phe A:142
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Tabela 13 — Energia e interagfes entre a enzima 1ZXM (topoisomerase Il) e 0s compostos

selecionados (conclusé&o).

Compostos Energia Interacdes Tipos Distancia () Interacdes de
(kcal/mal) van der Waals
e) 19 -75,78 Ser A:149 Lh 3,10 Ser A:148
Phe A:142  -alquil 4,60 Asn A:150
Phe A:142 Alquil 5,28 Thr A:147
lle A:125 Alquil 4,93 Gly A:164
lle A:141  -alquil 4,22 Gly A:161
Lys A:168
Ala A:167
Asn A:91
Thr A:215
f) 20 -73,38 Asn A:91 LH 2,51 Arg A:98
lle A:125  -alquil 3,90 Thr A:215
lle A:141 Alquil 3,97 Asn A:95
lle A:141 Alquil 5,02 Asn A:120
Phe A:142 alquil 3,78 lle A:217
Ala A:92
Ser A:148
Ala A:167
Ser A:149
g) Redoc -232,4 lle A:125  -alquil 4,86 Gly A:124
king Asn A:120 LH 1,68 Lys A:123
Gly A:164 LH 2,79 Thr A:215
Asn A:163 LH 3,39 Asn A:95
Lys A:378 CA 5,36 Arg A:93
Lys A:378 CA 4,65 Ala A:92
Lys A:378 CA 4,35 Phe A:142
Glu A:87 CA 4,43 lle A:141
Tyr A:165 LH 3,20 Thr A:147
Gly A:166 LH 2,86
GIn A:376 LH 2,59
Arg A:162 LH 2,58
Arg A:162 LH 3,30
Gly A:161 LC-H 3,19
Ser A:148 LH 2,87
Ala A:167 LH 3,05
Asn A:150 LH 3,36
Asn A:91 LH 3,34
Lys A:168 PS 2,44
Ser A:149 LH 2,83

Legenda: 1ZXM — topoisomerase |l; LH- liga¢do de hidrogénio; LC-H — ligagdo carbono-hidrogénio; LD —
ligacdo desfavoravel; D-D Des. — Doador-doador desfavoravel; PS — ponte salina; CA — carga atrativa. a)
(4) kempferol-3-rhamnosideo-7-xilosideo; b) (14) chenopanona; ¢) (15) isoascaridol; d) (17) p-cimeno; €)
(19) 1S,2S,3R,4S-1metil-4-(propano-2-il) ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; f) (20) 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-metano; g)

(ligante cristalografado) éster de adenilato de acido fosfoaminofosfonico.

6. CONCLUSAO

Os resultados mostram que os extratos e fracdes de D. ambrosioides

apresentam potencial citotéxico e genotbxicos frente aos organismos-teste

desse estudo, essa toxicidade parece estar relacionada principalmente a

presenca de compostos terpénicos que compde a planta, uma vez que as
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amostras de maior polaridade apresentam perfis mais téxicos em comparacao
as demais. Dessa forma, o estudo in silico contribuiu ao esclarecer que dentre
0S compostos selecionados, os terpenos também apresentam maior toxicidade
apesar de promissoras atividades biologicas, de maneira geral, a classe de
flavonoides parece ser mais promissora a potencial biolégico devido os seus
parametros baixos de toxicidade, reacdes adversas e boa farmacocinética. Além
disso, para os compostos utilizados na docagem molecular fica claro que o
composto 4 é candidato a possuir atividade antitumoral por ativacdo da caspase
8 e que o composto 20, apesar de apresentar a mesma atividade, esta ndo esta

relacionada a qualquer uma das enzimas estudadas.
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