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RESUMO 
 

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

 
O uso de plantas medicinais é uma prática comum a população, sendo a principal 
forma de tratamento de doenças em algumas regiões. A Dysphania ambrosioides L. 
(mastruz; Amaranthaceae) é uma espécie bastante utilizada por conta de suas 
propriedades medicinais no tratamento de doenças respiratórias e infecções. Apesar 
da atividade biológica ser atribuída a diversos metabólitos, não é esclarecido quais 
podem ocasionar efeitos tóxicos, necessitando estudos adicionais. Portanto, este 
trabalho visou avaliar a toxicidade de extratos e frações de Dysphania ambrosioides 
L.. Foram obtidos extratos etanólicos das folhas (EEF) e dos caules (EEC) por 
maceração e, por extração sob refluxo com solventes de polaridade crescente foram 
obtidas quatro frações de cada uma das partes (folha- FHF, FDF, FAEF e FMF; caule 
– FHC, FDC, FAEC e FMC) para a realização de estudos químicos. A atividade tóxica 
foi avaliada pelo ensaio de toxicidade com Artemia salina e Allium cepa. Para o estudo 
in sílico, os compostos isolados foram selecionados da literatura e submetidos a testes 
de toxicidade, reações adversas, atividade biológica, propriedades físico-químicas, 
farmacocinética e docking molecular. Foram detectados triterpenos e esteróides em 
todos os extratos e frações, heterosídeos flavônicos principalmente nas amostras 
referentes a folha e cumarinas nas amostras de caule. Quanto a toxicidade, em ensaio 
com Artemia salina as amostras mais tóxicas foram as hexânicas (CL50 66,1 µg/mL), 
em ensaio com Allium cepa EEF, EEC e FDC foram citotóxicas e genotóxicas por 
diminuírem o índice mitótico (IM) e aumentarem o índice de aberrações 
cromossômicas (IA), FAEF, FAEC e FMF aumentaram o IM e o IA reduzidos. Em 
estudo in sílico, os compostos 4, 19 e 20 foram selecionados como os menos tóxicos, 
enquanto 14, 15 e 17 mais tóxicos. Na predição de atividade biológica, os flavonóides 
apresentaram mais atividades como: potencial antioxidante, sequestradores de 
ERO’s, propriedades antineoplásicas e ação contra microorganismos e parasitas, em 
contrapartida, os terpenos demonstraram mais efeitos adversos, principalmente 
gastrointestinais e ulcerogênicos, esses efeitos são devido a suas características 
químicas que influenciam na farmacocinética que tem melhor perfil de absorção e forte 
ligação a proteínas de transporte. No docking molecular, o composto 14 interage de 
forma favorável com os resíduos do sítio de ativação da caspase 8 e da 
topoisomerase,II, explicando parcialmente o seu potencial tóxico, além disso, fica 
claro que o composto 4 tem atividade antitumoral por ativação da caspase 8 e que o 
composto 20, apesar de apresentar a mesma atividade, não estás relacionadas a 
qualquer uma das enzimas estudadas. A Dysphania ambrosioides tem potencial 
citotóxico e genotóxico principalmente determinado pelos compostos terpênicos e 
esteróides presentes, apesar disso, os flavonóides que a compõe são muito 
promissores com potencial biológico.  
 
Palavras-chave: Chenopodium ambrosioides; compostos isolados; terpenos e 
flavonóides; topoisomerase II; 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 66.1µg/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 (IA), FAEF, FAEC e FMF increased IM and 
reduced AI. 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 II 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 II; caspase 8; medicinal plants.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

A Organização Mundial da Saúde (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, é muito utilizada 

na forma de chás e de batida com leite para tratar sintomas gripais, pneumonia, 

verminoses e infecções uterinas (Morais et al., 2005), bem como para promover o 

alívio da dor e da inflamação (Cartaxo et al., 2010) e algumas comunidades a utilizam 

de forma triturada para tratar feridas e fraturas ósseas (Silva, 2012). 

Desta espécie já foram isoladas uma variedade de compostos químicos, 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 β)-isopropil-2-metil-2-ciclohexen-1-ona, 1-metil-

4β-isopropil-1-ciclohexeno-4α, 5α, 6α-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). 

 
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 β)-isopropil-2-metil-2-ciclohexen-1-ona; (f) 1-metil-4β-isopropil-1-
ciclohexeno-4α, 5α, 6α-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, frações e/ou isolados obtidos de D. 

ambrosioides apresentaram várias atividades biológicas, dentre essas destacam-se: 

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

(Pandiangan, 2020). 

O óleo essencial de D. ambrosioides foi considerado tóxico em ratos e 

humanos (Pascual et al., 1980; Gadano et al., 2006), sendo associada à presença do 

ascaridol (Pollack et al., 1990). O extrato aquoso obtido das folhas de D. ambrosioides 

livre de ascaridol não foi tóxico in vivo, porém foi capaz de ocasionar alterações 

cromossômicas in vitro (Gadano et al., 2002; MacDonald et al., 2004). Outro estudo 

com extrato aquoso das folhas demonstrou efeito tóxico em doses aguda e subcrônica 

desta espécie (Silva et al., 2014). Logo, não se encontrou concordância entre os 

resultados sobre a toxicidade dos extratos obtidos da espécie.  

Neste contexto, para elucidar os efeitos tóxicos, principalmente, citotóxicos e 

genotóxicos, de extratos e frações obtidos de D. ambrosioides se faz necessário 

estudos adicionais. Partindo dessa premissa, e observando que o ascaridol é o 

marcador de toxicidade, quais outros metabólitos podem se envolver em uma resposta 

toxicológica quando este está ausente? Assim, identificar qual(is) molécula(s) 

possui(em) potencial tóxico e podem estar envolvidas na toxicidade do extrato e/ou 

frações é essencial. Além disso, é importante conhecer os aspectos físico-químicos 

dessas moléculas e seus potenciais biológicos. Dessa forma, este trabalho visa 

contribuir no aspecto da toxicidade da planta fornecendo estudos sobre toxicidade 

celular em modelo Allium cepa e avaliação dos compostos isolados da espécie em 

modelos in sílico. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1. Riscos da utilização das plantas medicinais  

 

Desde os primórdios, a humanidade vem utilizando as plantas com fins 

medicinais e, apesar do desenvolvimento da indústria farmacêutica no século XX as 

plantas continuam sendo empregadas com diferentes objetivos terapêuticos (Marston 

e Hostettmann, 2009). Anteriormente, a manutenção da utilização das plantas se 

justificava, em parte, pela falta de acesso aos medicamentos de populações mais 

vulneráveis (Santa Rosa et al., 2014).  

Contudo, nas últimas 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 bilhões de dólares e de 35,4 bilhões de dólares em 2020. Nesse contexto, as 

plantas medicinais têm importância econômica podendo ser uma fonte de renda para 

as comunidades tradicionais e agricultores familiares, contribuindo para a geração de 

renda e inclusão social (Alonso-Castro et al., 2017).  

As plantas que constituem a biodiversidade Amazônica são complexas, 

apresentando na sua composição diferentes classes de metabólitos secundários, que 

são compostos químicos oriundos dos produtos do metabolismo primário (Filho, 

2010). Estes metabólitos secundários variam de acordo com a espécie vegetal, sendo 

alguns restritos a determinadas família, gênero ou espécie, o que o possibilita ser um 

marcador quimiotaxonômico (Ferreira, 2010). A sua principal função é garantir a 

sobrevivência das plantas por meio da proteção contra raios UV, atração de 

polinizadores e dispersores de sementes, ação contra herbívoros, comunicação entre 

as plantas e outras (Ootani et al., 2013; Wink, 2013). 

Partindo da utilização de plantas com fins medicinais, ainda há a crença de que 

o natural não causa efeito nocivo, é seguro e possui inúmeros benefícios (Caetano et 

al., 2015). No entanto, as plantas possuem compostos bioativos que podem causar 

efeitos tóxicos, dentre as classes de metabólitos secundários pode-se citar: alcaloides, 

glicosídeos cardiotônicos e cianogênicos, taninos, saponinas e oxalatos de cálcio e 

toxialbuminas (Maciel et al., 2018).  

Vários fatores podem estar relacionados a toxicidade das plantas e estes 

efeitos tóxicos podem ser relativos ao indivíduo, a própria planta, a forma de exposição 
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e as questões ambientais (de Melo et al., 2021). Os efeitos tóxicos das plantas 

medicinais podem ocorrer de forma imediata, ocasionando colapso circulatório, 

taquicardia, hipotensão, sudorese, cianose, astenia, entre outros (Brasil, 2012; 

Campos et al., 2016). Como de forma crônica, a partir do contato continuado ou pelo 

costume de ingestão de certas espécies comuns a alimentação e à medicina 

tradicional (Aguilar et al., 2001). 

Quando se trata de notificação de intoxicação por plantas medicinais, os 

Estados Unidos da América lideram os registros, seguido pela Itália e França. Nesse 

ranking, o Brasil ocupa a oitava posição (Baltar et al., 2017), e isso pode ocorrer, pois, 

no Brasil, não há obrigatoriedade de notificação de eventos adversos ou toxicidade 

induzida por uso de plantas medicinais, ou ainda, da não correlação da ingesta com 

efeitos adjacentes. As plantas medicinais ocuparam o 13° lugar, em número de casos 

de intoxicação com 2.028 casos registrados no SINITOX nos anos de 2016 a 2017 

(Brasil, 2020). Apesar de serem raros os casos de óbitos, os casos de notificação 

devem ser analisados de forma cautelosa, pois, muitas vezes, não se conhece a 

espécie vegetal que ocasionou, ou não se tem informações suficientes em relação 

sua composição química, ou não existem outros relatos na literatura (Oliveira et al., 

2003; Monseny et al., 2015). 

Há diversos fatores que dificultam a notificação de intoxicação por plantas 

medicinais: o não relato de consumo ou contato pelo paciente, a falta de informação 

a respeito da espécie tóxica e a falta de profissionais qualificados para a identificação 

de forma correta a espécie em pontos de atendimento (Peacok et al., 2009; Monseny 

et al., 2015). Problemas como estes dificultam a implantação a elaboração de 

estratégias de controle, prevenção e tratamento das intoxicações, sendo um grande 

desafio para as instituições públicas de saúde (de Melo et al., 2021).  

Para deixar a situação mais complexa, o Brasil tem a maior biodiversidade do 

mundo, com mais de 20% do número total de espécies da Terra (Brasil, 2016) no qual 

diferentes espécies são utilizadas com a finalidade medicinal (Badke et al., 2016), 

existindo uma carência de estudos relacionados a toxicidade destas espécies, em 

especial das plantas amazônicas. 

Nos quadros de intoxicação por plantas medicinais, devem ser observados os 

seguintes aspectos: parte da planta, idade e estado de amadurecimento dos frutos, 

clima, solo, estação do ano e patologias vegetais, uma vez que estes influenciam 
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diretamente na alteração dos níveis e concentrações nos metabólitos tóxicos 

presentes na planta (Oliveira, Godoy e Costa, 2003). Assim, todas as substâncias 

naturais têm um potencial de causar danos em órgãos, sistemas bioquímicos ou 

alterar sistemas enzimáticos, a depender da condição de exposição e da dose 

administrada (Ottoboni, 1991).  

Para produzir um efeito tóxico, a substância deve entrar em contato com o 

organismo, a partir de três principais vias: digestiva, cutânea e respiratória; após 

atingir uma destas porta de entrada, podem ser absorvidas e chegar à corrente 

sanguínea e após a distribuição para os principais órgão podem ser metabolizadas e 

produzir efeitos tóxicos até chegar à eliminação do organismo (Barbosa, 2005). 

Os efeitos tóxicos observados podem incluir: danos teciduais e outras 

modificações patológicas, lesões bioquímicas, efeitos teratogênicos, efeitos na 

reprodução, mutagenicidade, efeitos irritantes e reações alérgicas (Vieira e 

Fernandes, 2021). Em muitas emergências relacionadas a plantas medicinais é difícil 

identificar o principal metabólito envolvido no processo de intoxicação o que o torna 

de grande complexidade (Silveira, Bandeira e Arrais, 2008). 

A exposição as plantas medicinais podem ocorrer através de sua ingestão oral 

ou contato cutâneo. No caso da ingestão, o metabólito tóxico pode ser absorvido em 

qualquer parte do trato gastrointestinal, sendo que a maior absorção acontece no 

intestino delgado. Pela via cutânea, a espessura da pele é fator determinante no 

quanto esta substância será absorvida, bem como das propriedades físico-químicas 

de cada um dos grupos metabólicos encontrados nessa planta (Campos et al., 2016).  

Após a absorção, o metabólito passa por todo o organismo e causa efeitos 

nocivos, principalmente, em órgão(s)-alvo, e para produzir este efeito tóxico é 

necessário que esta substância atinja uma determinada concentração no órgão, a 

depender da dose administrada, tempo de exposição e do grau de bioacumulação de 

cada um dos metabólitos (Pereira, 2007).  

O processo de biotransformação é determinante para o efeito dos metabólitos 

no organismo, uma vez que é capaz de transformar a substância tóxica em outra de 

menor toxicidade e/ou ainda em um metabolito de maior toxicidade. Neste processo, 

o metabolito pode ser solúvel em água e rapidamente excretado pelo organismo ou 

pode haver a potencialização do efeito tóxico gerando reações de intoxicação até que 

este seja completamente eliminado (Pereira, 2007). 
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Algumas Resoluções da Diretoria Colegiada (RDC) da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) estabelecem normas de segurança para o registro de 

drogas vegetais, dentre estas destaca-se a RDC 14/2010, que permite registro de 

drogas vegetais como ativo de medicamentos fitoterápicos, sendo necessário a 

comprovação de segurança e eficácia que ocorre através da realização de estudos 

pré-clínicos e clínicos que determinem doses que evitem as reações tóxicas advindas 

dos compostos dessas plantas (Cechinel-Zanchett, 2017).  

Inicialmente, a toxicidade pode ser avaliada em modelos in vitro (cultura 

células, crustáceos, algas, entre outros), posteriormente, em modelos in vivo para que 

se consiga determinar a maior quantidade de informações das propriedades e dos 

efeitos adversos (Ferreira et al., 2009). Através do modelo animal pode se avaliar as 

toxicidades aguda, subcrônica e crônica para estabelecer doses seguras e sem estes 

efeitos indesejados. Também, utilizando esses modelos animais pode-se se avaliar a 

mutagenicidade, carcinogenicidade e o potencial teratogênico. De posse desses 

resultados, pode-se estimar o possível potencial tóxico da planta (Bednarczuk et al., 

2010). 

As pesquisas com animais são usadas com objetivo de proteger e melhorar a 

saúde humana, entretanto existem diferenças anatômicas e fisiológicas entre os 

humanos e as outras espécies, que podem influenciar nos aspectos farmacocinéticos 

e toxicológicos, limitando a extrapolação de dados para humanos (Andrade, Pinto e 

Oliveira, 2002). Em adição a isto, a prática da experimentação em animais vivos tem 

provocado consideráveis preocupações políticas e públicas, havendo um crescente 

posicionamento crítico de setores da sociedade civil organizada e por parte da 

comunidade científica sobre o volumoso e generalizado quantitativo de animais 

utilizados em experimentação anualmente (Tréz, 2018). 

Essa discussão juntamente aos recentes estudos sobre a natureza subjetiva 

dos animais, a partir de pesquisas comportamentais sobre o reconhecimento da 

presença de consciência (Silva e Ataíde Jr., 2020), traz reflexões críticas sobre a 

filosofia tradicional moral da utilização dos animais em estudos experimentais 

(Sganzerla e Xavier, 2020). Nesse contexto, “os princípios da técnica experimental 

humanitária” idealizada por William Russel e Rex Burch em 1959, deve ser entendida 

pelo princípio dos 3R’s referindo-se à redução, substituição e refinamento (Reduction, 
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Replacement e Refinement) do uso de animais em experimentação (Santos et al., 

2021). 

Considerando que uma substituição completa do modelo animal só é possível 

de forma gradativa e a longo prazo, é importante que antes de seu uso seja utilizados 

ensaios que visem triar as substâncias em termos de atividade farmacológica e 

toxicidade. Partindo dessa condição, ensaios in sílico e in vitro podem dar valiosas 

contribuições. 

O estudo in sílico é um método de simulação computacional que modela um 

fenômeno natural (Šmelcerovic et al., 2017), para a avaliação de metabólitos 

bioativos, a sua principal estratégia é selecionar as melhores moléculas isoladas a 

partir de parâmetros físico-químicos, farmacocinéticos, toxicológicos e avaliação de 

atividade biológica (De Macedo et al., 2013). Este modelo em comparação com os 

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 fármacos (Cruz et al., 2019).  

Os ensaios in sílico apresentam como limitação a predição de extratos, 

devendo ser utilizado como ensaio de triagem de moléculas previamente isoladas 

(Maia et al., 2020). Neste caso, seria a melhor alternativa à utilização 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 

enzimáticos e testes em diferentes espécies de estirpes de bactérias, além de algas 

e microcrustáceos (Artemia salina e Daphnia magna; de Sousa et al., 2022).  

Microcrustáceos são sensíveis a uma variedade de substâncias, espécies 

como Artemia salina são utilizadas como bioindicador por seu grau de tolerância 

mínimo em resposta a variações na qualidade do ambiente (Abel, 1989), sendo 

empregada como modelo in vitro para análise de toxicidade de curta exposição (24h 

– 48h), dessa forma, a letalidade desse organismo é utilizada para identificar 

respostas biológicas em que variáveis como morte e vida são as únicas envolvidas 

Meyer et al., 1982). Baseado no princípio da redução do número de animais, foi 

construído o protocolo experimental do presente trabalho. 
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2.2. Dysphania ambrosioides (l.) Mosyakin & Clemants 

 

A Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants, em território nacional é 

popularmente conhecida como erva-de-Santa-Maria, mastruz, mastruço, erva-das-

cobras, ambrósia-do-méxico, chá do méxico, apazote, lombrigueira, quenopódio, 

arsênia vermífuga, epazote e erva-do-formigueiro (Camargo e Scavone, 1979; Lorenzi 

e Matos, 2002). Em outros países é conhecido como “yerba de Santa Maria” ou “paico” 

(argentina); “epazolt” (México); “american worn seed” e “jerusalen oak” (EUA; 

Camargo e Scavone, 1979).  

A primeira descrição da espécie foi feita por Carl Von Linné em 1753 sendo 

Chenopodium ambrosioides Linnaeus, família Chenopodiaceae (Winsor, 2001). 

Contudo, estudos filogenéticos recentes determinaram que algumas espécies 

componentes a essa família tinham mais características do gênero Dysphania, família 

Amaranthaceae, sendo assim, a espécie foi realocada e passou a ser reconhecida 

como Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants (Mosyakin e Clemants, 

2008), seguindo a classificação taxonômica de Mosyakin & Clemants: 

Reino: Plantae 

Filo: Magnoliophyta 

Classe: Magnoliopsida 

Ordem: Caryophyllales 

Família: Amaranthaceae  

Gênero: Dysphania 

Do ponto de vista botânico, é uma erva anual ereta ou ascendente geralmente 

com 0,5 m, puberulenta, com râmulos floríferos vilosos com pelos glandulosos. Folhas 

membranáceas, lanceoladas a oblongas com 3,4-14 cm de comprimento e 1,8-3,5 cm 

de largura, ápice agudo, base atenuada, subssésil, margem dentada-sinuada. 

Inflorescência espiciforme, axilares e terminais, muito numerosas; flores com 5 

sépalas pilosas, androceu oligostêmone. 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 Botânica) 
 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS) essa espécie é uma 

das mais utilizadas no mundo com potencial medicinal, apresenta-se nativa na 

América Central e do Sul. Tem crescimento favorável em regiões de clima tropical, 

subtropical (América e África) e temperado (regiões do Mediterrâneo até Europa 

Central). No Brasil, a sua distribuição é ocorrente em quase todo o território, presente 

principalmente nos biomas Amazônia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlântica (REFLORA, 

2018), sendo considerada uma erva daninha, seu uso medicinal está restrito a hortas 

caseiras (Cruz e Grassi, 1981). 

Por meio de dados históricos, o mastruz é utilizado desde os maias pré-

colombianos (Klikis, 1985) e na medicina tradicional, a sua mais antiga utilização é 

para tratar afecções relacionadas a parasitas intestinais na forma de decocto e infusão 

(Gupta, 1995). Outras formas de utilização são em infuso ou sumo, sendo utilizados 

para o tratamento de bronquites, tuberculose, pneumonias e outras afecções do trato 

respiratório (Lorenzi e Matos, 2008). A forma de emplasto, compressa ou atadura são 

utilizados para tratar contusões, luxações, fraturas ósseas e feridas (Lorenzi e Matos, 

2008; Silva, 2012; Bieski et al., 2015); e para promover o alívio da dor e inflamação 

(Cartaxo et al., 2010). Em áreas endêmicas de leishmaniose, a população usa as 

folhas para tratamento tópico nas úlceras causadas pela doença (França et al., 1996). 

Devido a sua diversidade de aplicações na medicina popular e seu potencial 

terapêutico, essa é uma das espécies que compõe a Relação Nacional de Plantas 

Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS). A lista foi desenvolvida pelo Ministério 

da Saúde com o objetivo de orientar estudos e pesquisas que possam contribuir na 
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elaboração de fitoterápicos, servindo de estímulo para o desenvolvimento de estudos 

que comprovem a segurança e eficácia das plantas que a compõe (Degenhardt et al., 

2016).  

Muitos estudos químicos foram realizados com o óleo essencial obtido das 

folhas, que somente quantificam as estruturas químicas sem isolar alguma delas. Os 

primeiros estudos afirmavam que o óleo era composto por ascaridol, e uma mistura 

de hidrocarbonetos (Smillie e Pessoa, 1924), a partir do aprimoramento das técnicas 

cromatográficas foi possível identificar a presença de outros compostos e que essa 

composição varia em função do local de coleta do material. A principal classe 

componente do óleo essencial de D. ambrosioides é o monoterpenos em que são 

encontrados, principalmente, os compostos ascaridol e seus isômeros (Z)-ascaridol e 

(E)-ascaridol, alfa-terpineno e p-cimeno (Jardim et al., 2008; Sá et al., 2015; de Souza 

et al., 2015).  

Dessa espécie já 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 β)-isopropil-2-metil-2-

ciclohexen-1-ona (Figura 3-10), 1-metil-4β-isopropil-1-ciclohexeno-4α, 5α, 6α-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 já foram isolados 

os glicosídeos flavônicos: kaempferol (Figura 3-1), isohamnetina (Figura 3-7), 

quercetina (Figura 3-9), kaempferol-3-rhamnosídeo-4’xilosideo (Figura 3-3) e 

kaempferol-3-rhamnosídeo-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) α-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-4β-isopropil-1-ciclohexeno-
4α,5α,6α-triol.  
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Vários estudos já avaliaram e confirmaram as diferentes atividades biológicas 

da espécie, tais como: propriedades de atividade antitumoral (Cruz et al., 2007), anti-

inflamatória e analgésica (Ibironke e Ajiboye, 2007), cicatrizante (Trivellato-Grassi et 

al., 2013), antiparasitária (Pollack et al., 1990; Kuichi et al., 2002), antibacteriana e 

antifúngica (Harraz et al., 2014), ansiolítica e antipirética (Ngo Bum et al., 2011), 

antiartrítica (Pereira et al., 2018), hipotensora (Assaidi et al., 2014), preventiva de 

perda óssea e regeneradora de ossos (Soares et al., 2015; Penha et al., 2017). 

A avaliação da atividade antitumoral foi realizada utilizando linhagem celular de 

carcinoma hepatocelular humano (HepG2) que foi exposta a diferentes concentrações 

do extrato metanólico de D. ambrosioides, porém não houve inibição significativa do 

crescimento celular na faixa de concentração de 15,5 a 1000 µg/mL (Ruffa et al., 

2002). Em células de leucemia P388, o extrato aquoso apresentou CI50 igual a 0,105 

µg/mL, sendo considerado ativo (Pandiangan, 2020). Ainda, testes realizados com 

indução de tumor de Ehrlich mostrou resultados promissores quanto a sua inibição 

pelo extrato hidroalcóolico da planta, porém, não foi possível identificar qual metabólito 

estava associado a essa ação farmacológica (Nascimento, 2006).  

Além de extratos, foi avaliado o potencial antitumoral do óleo essencial de D. 

ambrosioides. Esse apresentou atividade antumorigênica em teste de citotoxicidade 

com linhagem celular de câncer humano A549, onde inibiu o crescimento celular em 

40% na concentração de 125 µg/mL, enquanto a célula de câncer humano MCF-7 foi 

inibida em 45% com uma concentração de 31,2 µg/mL (Shameen et al., 2019).  

Os potenciais anti-inflamatório, antinociceptiva e cicatrizantes foram avaliados 

em camundongos através dos testes de formalina, edema de pata e ferida por excisão. 

O extrato etanólico foi capaz de inibir a dor induzida por formalina em fase neurogênica 

e em fase inflamatória, respectivamente, na dose de 500 mg/kg. Além disso, inibiu a 

atividade de mediadores inflamatórios (BK, NO, SP, PGE2 e TNF-α), enzimáticos 

(MPO e ADA) e reduziu, significativamente, a área de lesão induzida quando 

comparados ao controle não tratado (Trivellato-Grassi et al., 2013). 

Em outro estudo, o extrato hidroalcóolico na concentração de 5mg/kg foi capaz 

de reduzir a dor e a inflamação em ratos com indução 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 óleo essencial apresentou atividade inibitória contra as formas tripomastigota 

e epimastigota de Trypanossoma cruzi, sendo os constituintes químicos prevalentes 

no óleo essencial os monoterpenos e sesquiterpenos, deduzindo que possivelmente 

a classe de terpenos está relacionada a atividade (Borges et al., 2012). A atividade 

antileishmania é bem descrita para o óleo essencial de D. ambrosioides, tendo sido 

demonstrada tanto em estudos in vitro quanto in vivo (Monzote et al., 2014). Também 

o uso tópico de folhas desta espécie em ulcerações causadas pelo parasito 

demonstrou redução da carga parasitária (Patricio et al., 2008).  

Ainda relacionado a microorganismos, o óleo essencial inibe de forma eficiente 

o crescimento de espécies de leveduras, dermatófitos e outros fungos filamentosos 

(Jardim et al., 2008; Prassad et al., 2009; Chekem et al., 2010). O óleo, rico em 

monoterpenos, também se mostrou ativo contra Escherichia coli e Bacillus subtilis 

(Harraz et al., 2014). Os extratos hexânico e diclorometânico da planta apresentaram 

ação contra cepas de Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 

Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (Sousa et al., 2012).  

Em estudo ansiolítico, 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 braços abertos (31,8%), sendo este efeito 

semelhante ao do grupo tratado com Diazepam. Sugerindo atividade ansiolítica (Ngo 

Bum et al., 2011), entretanto, não foi mencionado qual metabólito poderia estar 

relacionado a atividade ansiolítica.  

O extrato aquoso obtido das folhas de D. ambrosioides apresentou potencial 

antioxidante no teste de DPPH com CI50=50,736 µg/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 substâncias 4-hidroxi-4(4 ou β)-isopropil-2-metil-2-ciclohexen-1-ona, 1-

metil-4β-isopropil-1-ciclohexeno-4α, 5α, 6α-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-inflamatória por meio da inibição de óxido 

nítrico induzido por lipopolissacarídeos em linhagem celular de macrófagos de 

murinos RAW264.7. Somente a molécula 4-hidroxi-4(4 ou β)-isopropil-2-metil-2-
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ciclohexen-1-ona foi capaz de inibir moderadamente a produção de óxido nítrico (Hou 

et al., 2017).  

O ascaridol (Figura 1, p. 13) apresentou potencial sedativo, analgésico e anti-

helmíntico, este também é responsável por efeitos tóxicos como a produção de 

convulsões e toxicidade letal em ratos, indicando que há uma faixa estreita entre a 

dose efetiva e a dose tóxica deste isolado (Okuyama et al., 1993).  

Um outro estudo demonstrou que o potencial tóxico do óleo essencial de D. 

ambrosioides pode ocasionar irritação gastrointestinal, danos hepáticos e renais 

(Matos, 2011). Os sintomas primários de intoxicação aguda do óleo essencial são: 

distúrbios gastrointestinais, seguidos de gastroenterite com hiperemia difusa no início, 

seguido de alterações do sistema nervoso central, tais como cefaleia, rubor facial, 

deficiência visual, vertigem, incoordenação e parestesia (Gadano et a., 2006). O uso 

de doses elevadas do óleo 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 tóxico (Kliks, 1985). Outro estudo, avaliou in vitro a 

citotoxicidade do extrato aquoso livre de ascaridol e infusões aquosas de partes 

aéreas e não foram observados efeitos tóxicos (MacDonald et al., 2004). 

O uso de infusões ou decocções das partes aéreas de D. ambrosioides 

ocasionaram danos genéticos em cultura celular de linfócitos humanos, verificando-

se o aumento de aberrações cromossômicas e da frequência de trocas entre 

cromátides irmãs (indicadores de danos celulares) bem como a diminuição do índice 

mitótico (indicador de morte celular). Este mesmo estudo indicou, após fracionamento 

destes extratos, que a fração metanólica apresenta maior potencial tóxico, sugerindo 

que os compostos tóxicos sejam mais polares (Gadano et al., 2002). 

Além disso, a toxicidade de extratos obtidos D. ambrosioides (dose única de 

2,5g/kg) foi avaliada em camundongos e ratos. A toxicidade oral aguda do extrato 

hidroetanólico foi avaliada em camundongos e realizada uma avalição clínica 

utilizando o screening hipocrático diária por 14 dias. No último dia de avaliação, os 

animais foram submetidos à eutanásia e removidos os órgãos para a análise 

histológica. Durante a avaliação clínica dos animais não foi observada alterações, 
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também não houve alteração ponderal e histológica, logo foi classificado como não 

tóxico (DL50 > 2,5g/kg) (Pereira et al., 2010). 

Em ratos foi avaliada a toxicidade aguda de dose única 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 elevação 

de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) e redução nos 

níveis séricos de ureia. No tratamento com doses repetidas, na dose 1g/kg, houve 

elevação ALT e AST, discreta vacuolização dos hepatócitos, sugerindo potencial 

hepatóxico. Os ratos foram ainda submetidos ao tratamento por 42 dias, sendo 

observado perda de peso corporal, alterações metaplásicas na superfície mucosa do 

estômago e necrose dos túbulos renais (Silva et al., 2014).  

O efeito tóxico da D. ambrosioides parece variar a partir da obtenção de extratos 

e dos constituintes presentes. No entanto, ainda é necessário estudos 

complementares de avaliação de toxicidade dos seus extratos, sendo fundamental a 

investigação do potencial tóxico desta espécie para estabelecer o uso seguro. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral  

Avaliar o potencial citotóxico e genotóxicos de extratos e frações de Dysphania 

ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants, bem como desenvolver estudo in sílico 

de compostos da planta. 

 

3.2 Objetivos específicos  

● Realizar estudo fitoquímico dos extratos etanólicos e frações D. 

ambrosioides; 

● Determinar a Concentração Letal (CL50) de extratos etanólicos e 

frações de D. ambrosioides por bioensaio com Artemia salina; 

● Avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade dos extratos etanólicos e 

frações de D. ambrosioides por ensaio com Allium cepa. 

● Realizar estudo de predição in silico de atividade biológica e toxicidade 

dos compostos de D. ambrosioides; 

● Definir o modo de ligação dos compostos ligantes de D. ambrosioides 

em sítio ativo das enzimas caspase 8 e topooisomerase II por método 

de docagem molecular.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Material 

4.1.1 Equipamentos 

● Banho-maria 

● Balança analítica Bel Engineering M214Ai 

● Bomba de vácuo TECNAL TE-0581 

● Bomba de aeração 

● Capela para exaustão de gases SP Labor 

● Centrífuga  

● Contador manual de células 

● Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência da Alliance® e2695 (Waters) 

equipado com detector de arranjo fotodiodo (DAD) de injeção automática 

de 20 μL, tendo  

● Destilador de água  

● Espectrômetro BRUKER AVANCE DRX 400 MHz 

● Estufa de esterilização e secagem SolidSteel 

● Estufa ventilada para secagem de material vegetal 

● Evaporador rotatório fisaton, modelo R 803, com banho-maria modelo 

558  

● Lâmpada incandescente 40 w 

● Manta aquecedora Quimis® 

● Micropipetas - volume ajustável 10µL - 100 µL, 100 µL - 1000 µL 

● Microscópio óptico  

● Notebook  

 

4.1.2 Solventes, fases estacionárias e demais reagentes 

● Acetato de etila Neon® 

● Ácido acético glacial Neon® 

● Ácido clorídrico Greentec® 

● Ácido sulfúrico Quemis® 

● Anisaldeído Êxodo® 

● Cloreto de alumínio 

● Cloreto férrico  
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● Diclorometano PA Neon®  

● Dimetilsulfóxido (DMSO) Neon® 

● Etanol 96  

● Ferrocianeto de potássio Êxodo® 

● Iodeto de potássio 

● Metanol PA Neon®  

● Hexano PA Neon®  

● Hidróxido de potássio 

● Hidróxido de sódio 

● Sílica gel Sigma 230x400 mesh, 40-60 um 

● Subnitrato de bismuto 

 

4.1.3 Material plástico, vidrarias e outros 

● Aquário de vidro 2L 

● Balões de fundo redondo 250, 500 e 1000 ml  

● Bastão de vidro 

● Béqueres 10, 50, 100, 500 e 2000 ml  

● Bisturi 

● Condensador de vidro 

● Cubas cromatográficas 

● Dessecador de vidro 

● Papel filtro  

● Placa de petri 55mm de diâmetro  

● Erlenmeyers 250 e 2000 ml  

● Espátulas de metal  

● Lâmina FirstLab 26x76 mm 

● Lamínula Olen 24X60 mm  

● Lupa  

● Papel alumínio comercial  

● Pinça  

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

● Pipeta Pasteur de vidro  

● Placas cromatográficas de vidro 10x5 cm  
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● Tubos de ensaio de vidro 

 

4.1.4 Corante e outros 

• Corante Orceína acética 2% Êxodo® 

• Esmalte transparente 

• Sal marinho 

 

4.1.5. Programas e softwares  

• Discovery Studio VisualizerTM 

• Gaussian 09TM 

• Marvin SketchTM 

• Molegro Virtual DockerTM 

• MolinspirationTM 

• Prediction of Activity Spectra for Substances (PASS) TM 

• PreADMETTM 

• ProTOXTM 

 

4.1.6 Reveladores utilizados na prospecção fitoquímica por cromatografia em 

camada delgada (CCD)  

4.1.6.1 Anisaldeído sulfúrico 

 Para esta solução foi utilizado 0.5 mL de solução-mãe de anisaldeído 

em 10 mL de ácido acético glacial. Em outro frasco, se adicionou 85 mL de metanol e 

5 mL de ácido sulfúrico (H2SO4) concentrado. Estas soluções foram misturadas e 

acondicionadas em fraco âmbar (100 mL) e conservadas sob refrigeração (Wagner et 

al.,1984). 

 

4.1.6.2 Cloreto de alumínio a 2% em metanol 

 Para esta foi solubilizado 1g de cloreto de alumínio (AlCl3) em 50 mL de 

álcool etílico absoluto, esta solução foi armazenada em fraco âmbar (100 mL) sob 

refrigeração (Wagner et al.,1984). 

 

4.1.6.3 Dragendorff 
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Solução A – 0,850g de subnitrato de bismuto (BiONO3.H20) em 10 mL de ácido 

acético glacial e 40 mL de água destilada; 

Solução B - 8g de iodeto de potássio (KI) em 20 mL de água destilada.  

Após a preparação de cada uma das soluções, se adiciona, aos poucos, a 

solução A em B, resultando em uma solução estoque. Para a pulverização em CCD 

se diluiu 2,0 mL de solução estoque em 4 mL de ácido acético glacial e 20 mL de água 

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

 

4.1.6.4 Hidróxido de potássio a 5% em metanol 

 Para este reagente, foi solubilizado 2,5g de hidróxido de potássio (KOH) 

em 50 mL de metanol, esta solução foi armazenada em fraco âmbar (100 mL) sob 

refrigeração (Wagner et al.,1984). 

 

4.1.6.5 Solução de ferrocianeto de potássio a 1% e Cloreto férrico a 2% 

 Para o ferrocianeto de potássio (C6FeK4N6) a 1%, foi solubilizada 0,25g 

deste soluto em 25 mL de água destilada. Para a o cloreto férrico (FeCl3) a 2%, foi 

solubilizado 1g do soluto em 25 mL de água destilada. Ambas as soluções foram 

armazenas em frasco âmbar (100 mL) e sob refrigeração e somente no momento do 

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

 

4.1.7 Material biológico 

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 

agropecuários ISLA Sementes LTDA.  

 

4.2 Métodos 

4.2.1 Coleta e identificação do material vegetal  

 

Os caules e folhas de D. ambrosioides foram coletados no município de Santa 

Isabel, Pará, Brasil, localizado à uma latitude 01º17'55" sul e a uma longitude 

48º09'38" oeste. A identificação foi feita pelo Herbário IAN da Embrapa Amazônia 

Oriental e foi depositada uma exsicata no acervo do herbário sob n° de registro 
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200572, posteriormente foi cadastrada no Sistema Nacional do Patrimônio Genético 

e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob número de cadastro 

A598628.  

 

4.2.2 Processamento da droga vegetal e estudos fitoquímicos 

A planta foi lavada em água corrente para a retiradas das impurezas, foram 

separados em folhas e caules e postas para secagem em estufa de ar circulado até 

completa desidratação, em seguida, foram moídas em moinho de facas para a 

obtenção do pó de cada uma das partes, estes foram acondicionados em potes de 

vidro ao abrigo de luz e umidade. O pó de cada uma das partes foi submetido a 

maceração exaustiva com etanol 96°GL (1:1), com agitação diária, após 7 dias a 

solução foi filtrada e concentrada em rotaevaporador até resíduo, obtendo-se dois 

extratos etanólicos, posteriormente foram calculados os rendimentos. 

Para o fracionamento, o extrato etanólico de cada uma das partes foi submetido 

à extração 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 balão 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 três vezes para cada um dos 

solventes utilizados (Vale et al., 2015). 

 

Figura 4 - Fracionamento do extrato etanólicos das folhas de Dysphania ambrosioides com solventes 
de polaridade crescente por extração sob refluxo.  
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Legenda: EEF – Extrato Etanólico da Folha; FHF – Fração de Hexano da Folha; FDF – Fração de Diclorometano 
da Folha; FAEF – Fração de Acetato de Etila da folha; FMF – Fração de Metanol da Folha. 

 

 

Figura 5 - Fracionamento do extrato etanólico dos caules de Dysphania ambrosioides com solventes 
de polaridade crescente por extração sob refluxo. 
Legenda: EEC – Extrato Etanólico do Caule; FHC – Fração de Hexano do Caule; FDC – Fração de 
Diclorometano do Caule; FAEC – Fração de Acetato de Etila do Caule; FMC – Fração de Metanol do Caule. 

 

Para a prospecção fitoquímica, em método de Cromatografia em Camada 

Delgada (CCD), para fase estacionária utilizou-se sílica e para fase móvel proporções 

de solventes de polaridades específicas, os reveladores variaram conforme a classe 

de metabólito a ser analisada conforme descrito no Quadro 1. As amostras foram 

solubilizadas em metanol e armazenadas em tubos cônicos tipo eppendorf (2,0 mL). 

As classes de metabólitos investigadas foram: esteróides e triterpenos, polifenóis e 

taninos, saponinas, heterosídeos flavônicos, cumarinas, geninas naftoquinônicas e 

antraquinônicas, heterosídeos antracênicos e alcalóides. 

 

Quadro 1 - Condições utilizadas nas avaliações em cromatografia em camada delgada 

(contunua) 

Metabólito Condições Resultados 

Triterpenos e  
esteróides 

Fase móvel: hexano: diclorometano (6:4) 
Revelador: anisaldeído sulfúrico 

No visível: após aquecimento, manchas 
róseas.  

Polifenóis  Fase móvel: hexano: diclorometano (6:4); 
Revelador: ferrocianeto de potássio a 1% e 
cloreto férrico a 2% 

No visível: manchas de cor negro-azulada 
ou negro-esverdeada.  

Taninos Fase móvel: hexano: diclorometano (6:4); 
Revelador: ferrocianeto de potássio a 1% e 
cloreto férrico a 2%; 

No visível: manchas de cor negro-azulada 
ou negro-esverdeada. 

Saponinas Fase móvel: hexano: diclorometano (6:4); 
Revelador: anisaldeído sulfúrico; 

No visível: manchas de cor azul ou azul-
violeta com zonas amareladas 
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Quadro 1 - Condições utilizadas nas avaliações em cromatografia em camada delgada 

(conclusão) 

Metabólito Condições Resultados 

Heterosídeos 
flavônicos 

Fase móvel: hexano: diclorometano (6:4);  
Revelador: cloreto de alumínio a 2% em 
metanol. 

UV365 e UV254 antes e após revelação: 
intensificação da flourescência amarela. 
Flavonoides: manchas de cor amarela 
(visível) e fluorescência amarelo-
esverdeada 

Cumarinas Fase móvel: hexano: diclorometano (6:4); 
Revelador: hidróxido de potássio 5% em 
metanol; 

UV365 e UV254 antes e após: intensificação 
da fluorescência verde-azulada. 
Cumarinas não substituídas: fluorescência 
amarela-esverdeada somente após 
utilização do revelador 

Geninas 
naftoquinônicas e 
antraquinônicas 

Fase móvel: tolueno: acetona: clorofórmio 
(6:4); 
Revelador: hidróxido de potássio 5% em 
metanol; 

manchas da cor laranja ao vermelho 
(visível) e flourescência de cor alaranjado 
ao vermelho (UV365 e UV254); Antronas e 
antranóis: manchas amarelas (visível) e 
flourescência alaranjada (UV365 e UV254). 

Heterosídeos 
antracênicos 

Fase móvel: acetato de etila: metano: água 
(81:11:8); 
Revelador: hidróxido de potássio 5% em 
metanol; 

Antraquinonas: manchas de cor laranja ao 
vermelho (visível) e flourescência 
alaranjado ao vermelho (UV365 e UV254); 
antronas e antranóis: manchas amarelas 
(visível) e flourescência alaranjada (UV365 e 
UV254). 

Alcalóides Fase móvel: acetato de etila: metanol: água: 
ácido fórmico (80:12:8); 
Revelador: Dragendorff; 

No visível: manchas de cor marrom ou 
alaranjada. 

Fonte: WAGNER et al. 1984 adaptado 

 

Os extratos etanólicos e frações das folhas e caules foram analisados CLAE, 

sendo solubilizado 10 mg da amostra em 1 mL de H2O:metanol (2:8 v/v) e transferiu-

se para o cartucho SPE C18. Posteriormente filtrou-se a extração com auxílio de filtro 

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

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

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

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

 

Quadro 2 - Gradiente de eluição por CLAE-DAD 

Tempo (min) %A %B 

0 95 5 

1 95 5 

55 0 100 

60 0 100 
Legenda: A: água; B: metanol; fluxo 5mL/min., temperatura: 40°C. 

 

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

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

amostras foi diclorometano. Os deslocamentos químicos (δ) 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. Determinação de CL50 por bioensaio com Artemia salina  

 

O bioensaio com Artemia salina Leach foi realizado a partir de adaptações das 

metodologias de Meyer et al. (1982) e Veiga (1989). Para a eclosão dos cistos de A. 

salina foi utilizada uma solução de sal marinho e água destilada na concentração de 

35 g/L, além de hidróxido de sódio (NaOH) a 0,1 mol/L para ajuste de pH (9,0-10) e 

assim, possibilitar um meio compatível ao desenvolvimento dos metanáuplios. Após 

homogeneizar, a solução foi filtrada e transferida para um aquário de vidro com bomba 

de aeração. Foram adicionados 20 mg de cistos do microcrustáceo. Os cistos ficaram 

em solução por 24h, ambientados em uma temperatura variável de 27°C a 30°C, 

tempo suficiente para a completa eclosão (Veiga, 1989). 

Os extratos e frações foram preparados na proporção de 1:2 (v/v) e foi feita 

diluição seriada, nas seguintes concentrações: 5000; 2500, 1250, 625 e 312,5 µg/mL, 

foi adicionado 50 µL de DMSO para solubilizar somente as amostras da fração 

hexânica em solução salina, em cada tubo de experimentação deve haver o volume 

final de 2,5 ml das soluções. Para o grupo controle negativo foi mantida somente 

solução salina e 50 µL de DMSO e, para controle positivo solução com dicromato de 

potássio. O ensaio foi realizado em quintuplicata e em cada um dos tubos de vidro 

foram adicionados 10 metanáuplios e mantidos por mais 24h e 48h. Após os períodos, 

com o auxílio de uma lupa, foi feita a contagem das artemias vivas e mortas e a partir 

do resultado, o cálculo de CL50 (Meyer et al., 1982). Para o cálculo da concentração 

letal 50% (CL50) utilizou-se o AAT Bioquest e considerou-se atóxico quando CL50 

superior a 1000 µg/mL, baixa toxicidade quando a CL50 superior a 500 µg/mL, 

moderada entre 100 a 500 µg/mL e muito tóxico quando a CL50 for inferior a 100 µg/mL 

(Amarante et al., 2011). 

 

4.2.5.3 Ensaio de determinação de citotoxicidade e genotoxicidade em Allium 

cepa 
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Para avaliar os efeitos genotóxicos e mutagênicos dos extratos e frações, 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 concentrações diferentes 

de amostras-teste; solução de colchicina (controle positivo) e água deionizada 

(controle negativo). Após atingirem o comprimento de 1 a 1,5 cm, contou-se o tempo 

de exposição em 24h, 48h, 72h. Após este tempo, as raízes foram fixadas em Carnoy 

(3 partes de etanol absoluto para 1 parte de ácido acético glacial – v/v) por 24h em 

temperatura ambiente e, posteriormente armazenadas em geladeira, em solução de 

álcool etílico a 96° até a sua utilização (Bianchi et al., 2016 adaptado).  

No momento de preparo das lâminas, as radículas anteriormente fixadas foram 

lavadas em três banhos, por 5 minutos, em água destilada; hidrolisadas por 15 

minutos em solução de HCl 1N, novamente lavadas em três banhos e submetidas por 

10 minutos ao corante de orceína acética a 2% (Leme e Marin-Morales, 2009). Após 

a coração dos meristemas, as lâminas foram preparadas, pelo método de 

esmagamento, para que fossem avaliadas as aberrações cromossômicas (teste de 

genotoxicidade), os micronúcleos formados (teste de mutagenicidade) e morte celular 

e índice mitótico (teste de citotoxicidade; Pires et al., 2001; Leme e Marin-Morales, 

2009). Foram analisadas 2500 células por tratamento. As observações foram feitas 

em microscópio de luz em um aumento de 400x (Bianchi et al., 2016; Bagatine et al., 

2007; Caritá e Marin-Morales,2008). 

 

4.2.3. Ensaio In sílico 

 

A partir do resultado de prospecção fitoquímica e das análises de 

espectrometria de ressonância magnética (Tabela 2, p. 44; Figura 6, p. 46; Figura 7, 

p. 48) foram feitas buscas em plataformas de pesquisas com os 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 glicosídeos 

flavônicos e monoterpenos (Figura 2, p.24) para serem submetidas ao estudo in sílico 

por serem as maiores classes isoladas em prospecção fitoquímica com a espécie.  

As estruturas químicas selecionadas foram preparadas a partir de esquivos 

SMILES baixados do banco de dados Pubchem e submetidas ao estudo de 
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propriedades físico-química utilizando-se o servidor online Molinspiration para serem 

analisados os parâmetros de regra dos cinco de Lipinski (2004) que determina os 

parâmetros de biodisponibilidade de fármacos.  

Utilizou-se como critérios de avaliação os seguintes parâmetros: partição 

octanol/água: logP ≤ 5; área de superfície topológica ≤ 140Å, massa molar (MM) ≤ 

500Da; aceptores de ligação de hidrogênio (nALH) ≤ 10; número de grupos de 

doadores de hidrogênio (nDLH) ≤ 5; número de ligações rotacionáveis (nROTB) ≤ 10 

(Lipinski, 2004).  

Para a predição dos parâmetros de absorção, distribuição, metabolismo e 

toxicidade utilizou-se o servidor online PreADMET analisando os seguintes critérios: 

1-farmacocinética: Absorção Intestinal Humana (AIH): 0-20% baixa absorção, 20-70% 

moderada absorção, > 70% elevada absorção (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; Ligação às proteínas plasmáticas: 

>90% ligada fortemente e < 90% fracamente ligadas (Yaszdanin et al., 1998). 

2- toxicidades: algas: < 1 mg/L; Não tóxicos: > 1 mg/L (Costa et al., 2008); Daphnia 

sp.: tóxico < 0,22 µg/mL, não tóxico > 0,22 µg/mL (Guilhermino et al., 2000); peixes 

Medeka e Minnow Muito tóxico: < 1 mg/L; Tóxico: 1-10 mg/L; Prejudiciais: 10-100 

mg/L; Não tóxico: > 100 mg/L (Zunckner, 1985), mutagenicidade em teste de ames: 

não mutagênico (NM), mutagênico 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: (+) carcinogênico e (-) não carcinogênico (Hodgson, 2001).  

Para as predições no software ProTox foram avaliadas a dose tóxica em 

roedores (DL50) e a classificação de toxicidade: Classe 1: fatal se ingerido (DL50 ≤ 

5); classe 3: tóxico 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: 

não tóxico (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 biológica no servidor online 

Prediction of Activity Spectra for Substances (PASS) por meio de similaridade entre 
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substâncias biologicamente ativas, tendo como critério avaliativo a Pa (Probabilidade 

de atividade) de 0,7 (70%; Filimonov et al., 1995).  

As simulações de docagem molecular foram utilizadas para explorar as 

possíveis conformações dos inibidores com o receptor-alvo, estimando as principais 

interações, assim como a afinidade pelo sítio de ligação do receptor. As moléculas 

selecionadas foram preparadas no software MarvinSketch versão 17.27 

(CHEMAXON, [s.d.]), a partir de arquivos SMILES e otimizadas no programa 

Gaussian09 (Frisch et al., 2009) pelo método semi-empírico Parametric Method 6 

(PM6; Stewart, 2007). As estruturas cristalográficas das enzimas caspase 8 e 

topoisomerase II foram obtidas do banco de dados Protein Data Bank (PDB) sob os 

códigos 1QTN (Watt et al.,1999) 1ZXM (Wei et al., 2005) com resoluções de 1.20 Å e 

de 1,87 Å, respectivamente.  

Para a realização das simulações de docagem molecular foi usando o software 

Molegro Virtual Docker (MVD; Thomsen e Christensen, 2006), a função de pontuação 

implementada no programa MVD é conhecido como MolDock Score. O MolDock 

Score é baseado em uma aproximação da energia de interação entre o ligante e seu 

receptor. Utilizando as coordenadas atômicas do ligante, da proteína e, em alguns 

casos, também as coordenadas de co-fatores e moléculas de água importantes para 

o sistema, é possível calcular a pontuação para os sistemas. Na docagem molecular, 

o valor da função de pontuação MolDock é obtido para cada possível conformação da 

molécula ligante no sítio do seu receptor. Esse valor da função de pontuação é, então, 

utilizado como um dos critérios para selecionar as melhores conformações (Thomsen 

e Christensen, 2006). Dessa forma, inicialmente para validar a metodologia proposta, 

foram realizadas simulações de re-docagem, utilizando os ligantes que já estavam 

presentes na cristalografia, ou seja, acetil-ile-glu-thr-asp-aldeido em 1QTN e éster de 

adenilato de ácido fosfoaminofosfônico em 1ZXM.  

Posteriormente, as conformações obtidas foram analisadas tomando como 

referência seu valor de Desvio Médio Quadrático (Root Mean Square Deviation - 

RMSD). O RMSD consegue estimativas dos desvios da estrutura obtida nos cálculos 

em relação a sua estrutura de referência. Para uma re-docagem considerada 

satisfatória, as conformações geradas como resultado devem apresentar um valor nos 

desvios (RMSD) baixo, sendo que, quanto mais próximo 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 cálculos de docagem molecular sob as mesmas 

condições utilizadas para a re-docagem. A análise de interações intermoleculares e 

cálculos de RMSD foram realizados usando o Discovery Studio Visualizer (Dassault 

Systems BIOVIA, Discovery Studio Modeling Ambiente, versão 2021, San Diego: 

Dassault Syst emes, 2021).
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5.      RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Estudos fitoquímicos 

 

Em termos de rendimentos, o extrato etanólico obtido de folhas (EEF) e suas 

frações hexano (FHF), diclorometano (FDF) e acetato de etila (FAF) tiveram maiores 

rendimentos que as obtidas dos caules (Tabela 1). Os rendimentos obtidos dos 

extratos etanólicos foram considerados satisfatórios, quando comparado a estudo que 

utilizou processo semelhante de extração e obteve um percentual de 2,18% para folha 

e 1,97% para o caule (Grassi, 2011). 

 

Tabela 1 - Rendimento dos extratos e frações de D. ambrosioides 

 
Amostra 

Rendimento (%) 

Folha Caule 

Extrato etanólico (EE) 8,73% 5,35% 

Fração de hexano (FH) 28% 12,6% 

Fração de diclorometano (FD) 8,32% 3,73% 

Fração de acetato de etila (FA) 8,08% 1,15% 

Fração de metanol (FM) 32% 37,5% 

 

As frações de hexano tiveram um rendimento de 28% para a folha (FHF) e 

12,6% para o caule (FHC). As frações de diclorometano tiveram rendimento de 8,32% 

para a folha (FDF) e 3,73% para o caule (FDC). Já as frações de acetato de etila 

tiveram rendimento de 8,08% para a folha (FAEF) e 1,15% para o caule (FAEC) e por 

fim, as frações de metanol obtiveram rendimento de 32% para folha (FMF) e 37,5% 

para o caule (FMC; Tabela 1). As frações 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 detecção de 

metabólitos. 

Na prospecção fitoquímica, as classes detectadas foram triterpenos e 

esteróides, saponinas, heterosídeos flavônicos e cumarinas (Tabela 2). A Prospecção 

fitoquímica realizada com extrato hidroalcóolico de folhas de D. ambrosioides detectou 

a presença: monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos e esteroides (Sá, 2013). 

Comparando os resultados, de ambos os estudos, foram detectados em comum 

triterpenos e esteroides. 

A classe de triterpenos e esteróides foi sugestiva em todos os extratos e frações 

de caule e folha, com exceção de FMF; Tabela 2, p. 44). Nessa espécie, os terpenos 
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são considerados a classe majoritária (Gille et al., 2010; Hallal et al., 2010), sendo um 

marcador da planta, além de ser relatado o isolamento de alguns compostos 

monoterpênicos em outros estudos (Kiuchi et al., 2002; Hou et al., 2017). 

A classe de saponinas foi sugestiva no EEF, FDF, FAEF e FMF, já na amostra 

do caule, houve a presença no EEC, FAEC e FMC (Tabela 2). Estudos já 

comprovaram a presença 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 extraída em solventes de maior polaridade como 

acetato de etila, metanol e água. Além de estudos relatarem o isolamento de 

saponinas (Jain et al., 1990; Song et al., 2014; Ghareeb et al., 2016)  

Para heterosídeos flavônicos, foi detectada a presença em FHF, FDF, FAEF e 

FMF. Para a amostra do caule, foi detectada essa classe somente nas frações de 

acetato de etila (FAEC) e fração de metanol (FMC; Tabela 2). Essa classe tem 

afinidade por solventes como acetato de etila e metanol, a depender das 

características químicas dos compostos encontrados na amostra (Soares et al., 2016), 

isso possibilita deduzir que os compostos flavônicos são encontrados em maior 

quantidade nas frações correspondentes a solventes com essa polaridade. Outros 

estudos detectaram a presença da classe metabólica em extrato etanólico 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 distribuída, 

principalmente, no caule. Anterior a este trabalho foram isoladas duas cumarinas 

(escopoletina e 1-piperoilpiperidina) a partir da sub-fração de diclorometano e de n-

butanol do extrato metanólico das partes aéreas da planta (Shah e Khan, 2017).  

Vários fatores podem influenciar na composição química da D. ambrosioides, 

tais como a localização geográfica do cultivo, condições ambientais, período de 

evolução, variabilidade genética e forma de obtenção dos extratos (Gobbo-Neto e 

Lopes, 2007). Isto pode explicar as diferenças entre os diferentes estudos químicos 

realizados com a espécie. 
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Tabela 2 - Prospecção fitoquímica por CCD de extratos e frações de folha e caule de D. ambrosioides 

Classes metabólicas Folha Caule  

EEF FHF FDF FAEF FMF EEC FHC FDC FAEC FMC 

Triterpenos e esteróides + + + + - + + + + + 

Saponinas + - + + + + - - + + 

Alcalóides - - - - - - - - - - 

Polifenóis - - - - - - - - - - 

Taninos - - - - - - - - - - 

Geninas flavônicas - - - - - - - - - - 

Heterosídeos flavônicos + + + + + + - - + + 

Cumarinas - - - - - + - + + + 

Geninas antraquinônicas 
e naftoquinônicas 

- - - - - - - - - - 

Heterosídeos 
antracênicos 

- - - - - - - - - - 

Legenda:  EEF – Extrato Etanólico da Folha; FHF – Fração de Hexano da Folha; FDF – Fração de Diclorometano 
da Folha; FAEF – Fração de Acetato de Etila da folha; FMF – Fração de Metanol da Folha; EEC – Extrato Etanólico 
do Caule; FHC – Fração de Hexano do Caule; FDC – Fração de Diclorometano do Caule; FAEC – Fração de 
Acetato de Etila do Caule; FMC – Fração de Metanol do Caule; + presença do metabólito; - ausência do metabólito. 
 

 

Os extratos e frações foram submetidos a análise exploratória por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) acoplada a espectrometria no UV. As 

análises por CLAE foram realizadas em comprimento de onda entre 210 nm a 600 nm. 

O EEF apresentou compostos de média polaridade, sendo que os compostos com 

tempos de retenções (TR) em 26.38 minutos (min.; λ=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 características espectrais no UV/VIS com 

máximos de absorção 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 fração hexânica das folhas (FHF) exibiu tempo de retenção em 52.61 min. 

(figura 6-B: 3), sem qualquer padrão de absorbância de bandas específicas de alguma 

classe metabólica no CLAE-UV, porém, a análise em CCD sugere a presença de 

triterpenos e esteróides, permitindo inferir que esta é uma classe que não possui bons 

cromóforos para a sua identificação pelo método utilizado, o que justifica o não 

aparecimento de bandas nos cromatogramas apesar da existência da classe na 

planta. O mesmo padrão foi observado na fração diclorometânica das folhas (FDF) 

que apresentou tempo de retenção em 52.01 min. (figura 6-C:4) em que o espectro 

de UV não forneceu informações que indicassem alguma classe de metabólitos. 

A fração de acetato de etila (FAEF) apresentou tempo de retenção em 30.0 

min. (λ= 266.6 nm; figura 6, D: 5) e 26.42 min. (λ= 265.4 mn; figura x, D: 6). A fração 
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metanólica (FMF) exibiu tempo de retenção em 28.75 min. e 32.51 min. com máximos 

de absorbância em 265.4 nm e 346.0 nm (FMF; figura 6-E: 7 e 8), respectivamente, 

ambas sugerem a presença de flavonóides. 
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Figura 6 - Estudos cromatográficos do extrato etanólico das folhas de D. ambrosioides e suas frações. 
Legenda: A- extrato etanólico; B- fração hexânica; C- fração diclorometânica; D- fração acetato de etila; E- fração metanólica. 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. 
Condições cromatográficas: coluna de fase reversa SunFireTM C18- 5µm (4.6x150mm; Waters); eluição em gradiente: H2O/MeoH (proporção 5-100%); detecção: 210-600 nm; 
temperatura: 40°C, vazão: 5 mL/min. 
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O EEC apresentou tempo de retenção em 26.63 minutos (min.;  363.8 nm.; 

figura 7-A: 1), sugerindo que neste extrato há a presença de derivados de flavonóides, 

em especial de flavonóis ( 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 correlação, visto que ambos sugerem a presença de heterosídeos flavônicos. 

A FHC apresentou tempo de retenção em 47.14 min. (Figura 7-B:2), e assim 

como a FHF, não apresentou padrão de absorbância de bandas de alguma classe 

metabólica no CLAE-UV. Fato semelhante ocorre com a fração diclorometânica do 

caule (FDC) que teve tempo de retenção em 47.24 min. (Figura 7-C: 3) e nenhuma 

absorbância no UV, não permitindo a sugestão de classes de metabólitos 

secundários.  

A fração de acetato de etila (FAEC) apresentou tempo de retenção em 29.13 

min. (λ=266.6 nm; figura 7-D: 5) e 33.15 min. (λ= 265.4 nm; figura 7-D: 6). A fração 

metanólica exibiu tempo de retenção em 26.51 min. (λ=255.4 nm e 348.4 nm) e 29.94 

min. (λ=265.4 nm; figura 7-E: 6 e 7), sendo também bandas sugestivas da classe de 

flavonóides em ambas as frações. 
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Figura 7 - Estudos cromatográficos do extrato etanólico dos caules de D. ambrosioides e suas frações 
Legenda: A- extrato etanólico; B- fração hexânica; C- fração diclorometânica; D- fração acetato de etila; E- fração metanólica. 1-TR= 26.53 min.; 2-TR= 47.14 min.; 3- TR= 47.24 
min.; 4- TR= 29.13 min.; 5- TR= 33.15 min.; 6- TR=26.51 min.; 7- TR= 29.94 min. 
Condições cromatográficas: coluna de fase reversa SunFireTM C18- 5µm (4.6x150mm; Waters); eluição em gradiente: H2O/MeoH (proporção 5-100%); detecção: 210-600 nm; 
temperatura: 40°C, vazão: 5 mL/min. 
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Desta forma, observa-se que em comparação, o perfil fitoquímico das partes 

da planta são muito similares, sendo que a diferença marcante é a detecção de 

cumarinas no EEC e frações. Caso o objetivo seja o isolamento de cumarinas, o ideal 

é utilizar apenas os caules para obtenção da classe. Agora, se o objetivo é o 

isolamento de terpenos e flavonoides não há necessidade de separar as partes. 

Alguns flavonoides já foram isolados da espécie, tais como: kaempferol, isohamnetina, 

quercetina, kaempferol-3-rhamnosídeo-4’xilosideo e kaempferol-3-rhamnosídeo-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 presença dessa classe metabólica. Em análise de extrato hidroalcóolico 

das folhas de D. ambrosioides e suas frações (clorofórmio, acetato de etila e butanol) 

analisadas em CLAE-DAD, foi detectada a presença de flavonoides com absorção em 

λ 254 nm a 365 nm (Jesus et al., 2018). Análise CLAE-DAD-MS do extrato metanólico 

das folhas indicou a presença de flavonas e derivados de flavonol, sendo derivados 

da quercetina (λmax de 354 nm) e kaempferol (λmax de 346 nm e λ 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 frações FHF e FDF foram submetidas as análises RMN de 1H e 

apresentaram sinais entre δ 0,85 – 2,78 ppm (Figura 8), sugerindo a presença de 

terpenos, dado que terpenos tem sinais na região de 1,0 a 2,5 ppm para hidrogênios 

metílicos, metilênicos e metínicos característicos desta classe (Nascimento et al., 

2020).O EEF e frações FHF e FDF apresentaram sinais entre δ 3,21-4,78 ppm, sendo 

estes sinais que caracterizam hidrogênios oximétricos ligados a carbonos oxigenados 

e hidroxilas de unidades glicosídicas, o que sugere a presença de compostos 

glicosilados como heterosídeos flavônicos e glicosídeos flavônicos (Nascimento et al., 

2020). 

Nas frações FAF e FMF, apesar de pouco intensos, existem sinais entre δ 3,21-

4,78 ppm, sendo estes sinais que caracterizam hidrogênios oximétricos ligados a 

carbonos oxigenados e hidroxilas de unidades glicosídicas (Figura 8). Estudos em 

CCD destas frações sugerem a presença de heterosídeos flavônicos, reforçando a 

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

Legenda: (a) extrato etanólico, (b) fração de hexano, (c) fração de diclorometano, (d) fração de acetato de etila e (e) fração de metanol. 
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As análises em RMN de 1H do extrato e frações obtidos dos caules mostraram 

pequenas diferenças nos sinais, porém, aparentemente contêm terpenos e 

flavonoides (Figura 9). O EEC e suas frações FHC e FDC apresentaram sinais entre 

δ 0,85 – 2,78 ppm (Figura 9), sugerindo a presença de terpenos, dado que terpenos 

tem sinais na região de 1,0 a 2,5 ppm para hidrogênios metílicos, metilênicos e 

metínicos característicos desta classe (Nascimento et al., 2020).O EEC e frações FHC 

e FDC apresentaram sinais entre δ 3,21-4,78 ppm, sendo estes sinais que 

caracterizam hidrogênios oximétricos ligados a carbonos oxigenados e hidroxilas de 

unidades glicosídicas, o que sugere a presença de compostos glicosilados como 

heterosídeos flavônicos e glicosídeos flavônicos (Nascimento et al., 2020). 

Nas frações FAC e FMC, apesar de pouco intensos, existem sinais entre δ 3,21-

4,78 ppm, sendo estes os sinais que caracterizam hidrogênios oximétricos ligados a 

carbonos oxigenados e hidroxilas de unidades glicosídicas (Figura 9). Estudos em 

CCD destas frações sugerem a presença de heterosídeos flavônicos, reforçando a 

hipótese que estas frações contenham flavonoides glicosilados. 

Quando se relaciona os resultados obtidos em CCD, CLAE-DAD e RMN 1H 

pode-se sugerir que os EE e frações obtidos de Folhas e Caules apresentam perfis 

semelhantes em termos químicos, a única diferença observada nas análises em CCD, 

sendo detectado cumarina em amostras do Caule. Os estudos em CLAE-DAD e RMN 

permitiram sugerir a presença de flavonoides. Também, já 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 frações do caule de D. ambrosioides. 

Legenda: (a) extrato etanólico, (b) fração de hexano, (c) fração de diclorometano, (d) fração de acetato de etila e (e) fração de metanol.
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5.2. Determinação da CL50 pelo bioensaio com Artemia salina 

 

Inicialmente, realizou-se a avaliação da toxicidade em Artemia salina dos 

extratos (EEF e EEC) e frações (FHF, FMF, FHC e FMC). Neste estudo, pretendia-se 

verificar se diferentes extratos e frações de partes da planta D. ambrosioides podem 

apresentar diferentes níveis de toxicidade.  

Ao se comparar as CL50, exceto a FMF, as amostras obtidas dos caules 

parecem ter menor potencial tóxico que as amostras obtidas das folhas. A única fração 

considerada a atóxica foi a FMF (Tabela 3), sendo que a prospecção fitoquímica 

sugere que esta é a única amostra que não 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 cromatográficos semelhantes, 

porém existem diferenças significativa na toxicidade em A. salina (EEF- moderada 

toxicidade e EEC- baixa toxicidade). Fato semelhante foi observado para as FH (FHF- 

muito tóxica e FHC- moderada), sugerindo que possam existir variações quantitativas 

na composição química destas amostras, sendo mais concentradas nas folhas 

(Tabela 3). Na prospecção fitoquímica, detectou-se a presença de cumarina nas 

amostras obtidas do caule, talvez, a presença desta classe possa explicar as 

diferenças observadas na toxicidade para a Artemia salina, além de ser responsável 

pelo potencial tóxico dessa parte da planta. 

Evidentemente, as amostras mais tóxicas foram as hexânicas, que devem 

conter compostos de baixa polaridade como terpenos e esteroides. Mais uma vez, 

reforça a hipótese que terpenos e esteroides são os responsáveis pela toxicidade. Em 

estudo feito com Artemia salina, a fração hexânica das partes aéreas da planta 

mostrou taxa de mortalidade muito elevada para o extrato hexânico em 6h de teste, 

neste mesmo estudo os extratos de diclorometano e acetato de etila foram 

considerados ativos, o que reforçou 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 frações de D. ambrosioides 

AMOSTRAS CL50 (µg/mL) Classificação de toxicidade 

EEF 259,8 Moderada 

FHF 66,1 Muito tóxica  

FMF 2194 Atóxica  

EEC 600 Baixa 

FHC 149,7 Moderada 

FMC 740 Baixa  
Legenda: EEF-Extrato Etanólico da Folha; FHF-Fração de Hexano da Folha; FMF-Fração de Metanol da Folha; 
EEC-Extrato Etanólico do Caule; FHC- Fração de Hexano do Caule; FMC- Fração de Metanol do Caule.  

 

5.3. Determinação da citotoxicidade e genotoxicidade por bioensaio em 

Allium cepa 

 

Utilizando o ensaio em A. cepa, avaliou-se o potencial citotóxico (índice mitótico 

- IM) e genotóxico (aberrações cromossômicas - IC) dos extratos e frações de folhas 

e caules de D. ambrosioides (Tabela 4 e 5, respectivamente). Quando se compara os 

controles positivos (CP) e negativos (CN), não se observa redução significativa do 

índice mitótico (IM) para a maioria das concentrações avaliadas e tempo de avaliação. 

Entretanto, em relação ao índice de aberrações cromossômicas, em todas as 

concentrações utilizadas de colchicina houve uma elevação neste índice em relação 

ao CN. 

A colchicina afeta a dinâmica dos microtúbulos nas células, ocasionando uma 

desorganização celular. Os compostos que modulam a tubulina (TBA) podem se ligar 

em diferentes sítios receptores dos dímero de a/b tubulina, afetando a dinâmica de 

formação dos microtúbulos, interrompendo a segregação dos cromossomos e 

induzindo a morte celular (Parker et al., 2017). 

No CP nota-se intensa quantidade de interfase normal e interfase anormal, 

principalmente alterações como alongamento e extravasamento de núcleo (Figura 10-

H), a quantidade de metáfase normal e anormal é aumentada em todas as 

concentrações, sendo característico do uso da colchicina que prolonga a duração da 

fase de metáfase e por consequência suprime anáfase (Dhooghe et al., 2010). No CN, 

há a presença de interfase normal, e as quantidades de anáfase e telófase são 

maiores em relação a quantidade de metáfases, indicando que o ciclo celular está 

ocorrendo de forma ordenada. Estas observações permitem utilizar estes controles 

para a avaliação. 

Inicialmente, avaliou-se o EEF e frações, utilizando as mesmas concentrações 

e mesmos tempos de exposição do CP. Em relação ao EEF, não foi observado uma 
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correlação direta entre a concentração utilizada e as alterações no IM, isto é, na maior 

e menor concentrações (100 e 6,25 µg/ml) houve um discreto aumento nos índices de 

mitoses, enquanto nas concentrações de 50 e 25 µg/ml houve uma elevação do IM 

em 72h. Em 12,5 µg/ml, em todos os tempos analisados, houve redução no IM. Em 

relação ao IA ocasionados pelo EEF, em todas as concentrações 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 núcleo alongado e 

extravasado (Figura 10-H), aumento da quantidade de metáfases e diminuição de 

anáfases, nas amostras 50 µg/ml (24h) e 25 µg/ml (24, 48 e 72h), há muitas interfases 

anormais quando comparada às outras concentrações, indicando que há falhas no 

processo normal de mitose e indicando que esta amostra é citotóxica.  

Em EEF 100 µg/ml, nota-se que em 24h e 72h há grande quantidade de broto 

nuclear e em 48h há o aparecimento de necrose e diminuição dos brotos (Figuras 10-

G e P). Em 50 µg/ml 24h novamente, há presença de necrose, mas nos tempos de 

48h e 72h há predominância de micronúcleo e broto, sendo reduzida a presença de 

necrose. Em 25 µg/ml, nos tempos de 24h e 48h há grande quantidade de 

micronúcleo, já em 72h, há presença de broto (Figura10-F e G). Foi observado em 

12,5 µg/ml que o tempo não foi fator determinante na variação do IM e que este está, 

consideravelmente, menor que o CN em todos os tempos. Notou-se, também, que em 

24h e 48h as principais alterações encontradas foram micronúcleo e broto nuclear e 

somente em 72h há o aparecimento de necrose havendo diminuição no percentual de 

IA. Em 6,25 µg/ml, foi observado que em 24h há, principalmente, quebra 

cromossômica (Figura 10-Q), em 48h grande quantidade de broto nuclear e 

micronúcleo e, em 72h, quebra e micronúcleo. Nessa última concentração, somente 

em 24h e 72h há significativa necrose celular.  

Em relação ao IM de FAEF, nas duas menores concentrações em todos os 

tempos analisados houve uma elevação no IM, enquanto na maior concentração a 

elevação ocorreu, apenas, nas avaliações de 24 e 48h. Em 50 µg/ml do FAEF, os IM 

são menores que o CN e na concentração de 25 µg/ml do FAEF, houve redução do 

IM em 72h. Apesar da elevação dos IM, de forma geral, os IA das amostras tratadas 

com FAEF foram inferiores aos IA do EE (Tabela 4). 
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Em FAEF 100 µg/ml, somente nos dois primeiros tempos há um aumento na 

presença de prófase (Figura10-B), sendo que este aumento ocorre, novamente, em 

FAEF 12,5 µg/ml e 6,25 µg/ml em todos os tempos (24h, 48h e 72h), influenciando 

diretamente no aumento do IM, apesar do aumento de prófase, não há aumento 

equivalente nas outras fases do ciclo nessas concentrações. As concentrações de 50 

µg/ml e 25 µg/ml são equiparadas ao ciclo celular do CN.  

Em FAEF 100 µg/ml, somente no tempo de 24h há presença de quebra (figura 

10-O), nota-se que, nos tempos de 48h e 72h, há presença significativa de necrose 

(Figura 10-P) com o decaimento do aparecimento de alterações cromossômicas. Em 

FAEF 50 µg/ml em fase aguda há a incidência, principalmente, de micronúcleo e broto. 

Já em 48h, há uma queda de alterações e aparecem algumas células em necrose, 

observa-se que com o passar do tempo os parâmetros de aberrações diminuiu com o 

aparecimento da necrose, principalmente, no tempo de 72h (Figura 10-P). Em FAEF 

25 µg/ml, 12,5 µg/ml e FAEF 6,25 µg/ml há o predomínio de micronúcleo até 72h 

(Figura 10-M), não havendo presença de necrose.  

Em todas as concentrações e tempos de tratamento com FMF, houve aumento 

exagerado dos IM, porém não houve um aumento proporcional no IA (Tabela 4). Há 

predominância de células em prófase normal durante as fases do ciclo celular, todas 

as outras amostras seguem o mesmo padrão em relação a quantidade aumentada de 

prófase em todos os tempos, contudo, não há aumento proporcional da quantidade 

de telófases normal ou anormal (Figura 10-E e K), levando a dedução de que há 

alteração no ciclo celular normal. O micronúcleo foi a principal alteração encontrada, 

a considerar que não há presença de necrose.  

Em FMF 100 µg/ml, há presença de necrose somente em fase aguda, em 72h. 

Todas as outras amostras aparentam seguir o mesmo padrão da persistência de 

micronúcleo em todos os tempos e concentrações, considerando-se a ausência de 

necrose, talvez, esse comportamento possa estar relacionado a presença de 

flavonóides nas amostras mais polares e indica que esta amostra apresenta possível 

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 relação as outras amostras, pode 

estar relacionada a compostos de menor polaridade, ressaltando novamente, que a 
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atividade tóxica pode estar relacionada a presença de compostos terpênicos e de 

esteróides como apresentados em análise fitoquímica.  

 

Tabela 4 - Indice mitótico e índice de aberrações cromossômicas em Allium cepa induzido por 

extratos e frações das folhas de D. ambrosioides. 

Amostras 
(µg/ml) 

Índice mitótico (%) Indice de Aberrações (%) 

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 5,1 4,0 5 5,8 5,1 

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 2,4 3,9 3,5 2,0 6,5 

25 5,1 5,1 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 1,5 

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 1,4 

6,25 37,8 24,0 32,3 0,8 1,7 2,9 
Legenda: CN – água destilada; CP – colchicina; EEF – extrato etanólico da folha; FAEF – fração de acetato de 
etila da folha; FMF – fração metanólica da folha. ND – não determinado. 

 

Ainda foram avaliados no modelo do A. cepa as amostras de caule (EEC) e 

frações (FDC e FAEC), sendo observados diferenças significativas nos IM e IA entre 

os extratos EEF e EEC (Tabelas 4 e 5). Em todas as concentrações 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 µg/ml, somente nos dois primeiros tempos pode ser vista grande 

quantidade de necrose, além de IM reduzido. Em 72h há forte presença de 

micronúcleo e não são mais encontradas células em necrose. Em EEC 50 µg/ml, 

somente na fase aguda há presença principalmente de broto nuclear e micronúcleo. 

Em EEC 25 µg/ml, é seguido o padrão de alterações da amostra anterior, destaca-se 
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que em 48h houve grande aumento de percentual de broto nuclear, o que influenciou 

no aumento do IA. Em EEC 12,5 µg/ml e EEC 6,25 µg/ml, no tempo de 24h de ambas 

as amostras há principalmente micronúcleo e broto em interfase (Figura F e G). 

De maneira geral, em EEC as amostras parecem seguir um padrão de 

alterações e não há como fazer correlação entre tempo e concentração, na maioria 

delas houve um aumento do IM em relação ao CP e diminuição do IA, apesar da 

predominância de broto nuclear e micronúcleo principalmente nas amostras de maior 

concentração (Figura N). Apesar da diferença significativa entre EEF e EEC, 

considera-se que os metabólitos que influenciam na toxicidade da planta estão em 

maior concentração nas folhas o que determinou menores IM e maiores IA.  

Em FDC, há um considerável aumento do IM em todas as concentrações de 

teste além do aumento de células em prófase e em telófase em relação a EEC, apesar 

disso, o IA é reduzido.  

Em FDC 100 µg/ml, há predominância de micronúcleo e broto, somente em 72h 

que há maior quantidade de quebra. Em FDC 50 µg/ml, há reduzida quantidade de 

alterações e somente em 24h há presença de maior número de quebra cromossômica 

(Figura L). Em FDC 12,5 µg/ml 24h há presença de quebra, micronúcleo e broto, em 

48h há considerável aumento de micronúcleo e diminuição das outras alterações, já 

em 72h há aumento de broto em relação a 48h. Em 6,25 µg/ml há grande quantidade 

de ponte e micronúcleo em 24h, aumento de micronúcleo em 48h e em 72h há 

redução de todas as alterações presentes. 

Nota-se que em FDC que há prevalência principalmente de micronúcleo em 

todas as concentrações apesar de serem encontradas alterações como quebra, broto 

nuclear e ponte, ainda assim não há correlação entre a presença dessas alterações e 

a variação dessa concentração, uma vez que independente de tempo e concentração 

as alterações ocorrem de forma desordenada. 

Em FAEC, em 100 µg/ml, há aumento de quebra e micronúcleo em 24h e 48h, 

já em 72h além dessas duas há a presença de ponte (Figura T). Somente em FAEC 

50 µg/ml, pode ser observado uma possível correlação tempo-dependente no 

aparecimento de micronúcleos. Em FAEC 25 µg/ml, há proeminente aumento de 

micronúcleo em fase aguda que diminui com o decorrer do tempo. Em 12,5 µg/ml, há 

principalmente quebra, ponte e micronúcleo. E em 6,25 µg/ml, em 48h há aumento 



59 
 

exagerado da quantidade de ponte e em 72h essa quantidade é decaída e há aumento 

de micronúcleo.  

De maneira geral, há um aumento significativo do IM em todas as amostras, 

principalmente em menores concentrações, sem relação tempo-dependente, a 

considerar as amostras 50 µg/ml e 25 µg/ml, indiferente a concentração há a 

existência de quebra, ponte e micronúcleo, sendo em algumas concentrações de 

efeito agudo e na maioria aparecem tardiamente. Assim como em FAEF, as amostras 

FAEC tem aumento significativo do IM com a redução do IA, possivelmente devido a 

presença de compostos mais polares como os flavonóides encontrados nas plantas, 

o aumento do IM também indica atividade proliferativa destas frações.    

Em teste de genotoxicidade, o extrato aquoso das partes aéreas de D. 

ambrosioides foram capazes de causar efeitos citotóxicos e genotóxicos em cultura 

de linfócitos humanos, em que foi detectado um aumento significativo da quantidade 

alterações cromossômicas em metáfases no ciclo celular destes linfócitos, além de 

haver diminuição do índice mitótico, estes resultados foram atribuídos a fração de 

cloreto de metileno, obtida após partição, que apresentava compostos mais apolares 

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

 

Tabela 5 - Indice mitótico e índice de aberrações cromossômicas em Allium cepa induzido por 

extratos e frações dos caules de D. ambrosioides (continua). 

Amostras 
(µg/ml) 

Índice mitótico (%) Indice de aberrações (%) 

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 5,1 4,0 5 5,8 5,1 

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 

EEC       

100 3,5 6,0 3,7 4,1 5,1 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 5,9 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 mitótico e índice de aberrações cromossômicas em Allium cepa induzido por 

extratos e frações dos caules de D. ambrosioides (conclusão). 

Amostras 
(µg/ml) 

Índice mitótico (%) Indice de aberrações (%) 

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 – água destilada ; CP – colchicina; EEC – extrato etanólico do caule; FDC – fração diclorometânica 
do caule; FAEC – fração de acetato de etila do caule.  

 

 

Figura 10 - Alterações celulares observadas por análise de células meristemáticas de raízes de Allium 
cepa.  
Legenda: A: interfase normal em controle negativo 24h; B: prófase normal em controle negativo 24h; C: metáfase 
normal em controle negativo 48h; D: anáfase normal em controle negativo 48h; E: telófase normal em controle 
negativo 72h; F: interfase com micronúcleo em EEF 25 µg/ml 72h; G: interfase com broto nuclear em EEC 25 µg/ml 
72h; H: mudanças na forma em EEF 50 µg/ml 24h; I: anáfase com cromossomo retardatário em EEC 50 µg/ml 
72h; J: anáfase com ponte cromossômica FAEC 100 µg/ml 72h; K: telófase com ponte cromossômica em FAEC 
50 µg/ml 24h; L: telófase com quebra cromossômica em FDC 100 24h; M: metáfase com micronúcleo em FAEF 
25 µg/ml 24h ; N: prófase com broto nuclear em EEC 100 µg/ml 24h; O: anáfase com quebra cromossômica em 
EEF 6,25 µg/ml 24h; P: vacuolização sugestiva de necrose em FAEF 50 72h; Q: anáfase com quebra 
cromossômica em FDC 100 µg/ml 24h; R: metáfase com aderência cromossômica em FMF 25 µg/ml 48h; S: célula 
binucleada em FMF 50 µg/ml 72h; T: anáfase com quebra e ponte cromossômica em FAEC 100 µg/ml 24h. 
 

 

5.4. Ensaio in silico  

Os resultados dos estudos de toxicidade sugerem que os triterpenos e 

esteroides são os responsáveis pela toxicidade. Então, foram selecionados terpenos 

e flavonoides para a realização dos estudos in sílico, buscando a predição da 

toxicidade. Todas as moléculas selecionadas já foram isoladas da espécie. 
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Nas primeiras análises, utilizando o modelo de alga para a predição, não se 

observou diferença entre os compostos da classe dos flavonoides e dos terpenos, 

sendo todos tóxicos. Essas algas têm grande sensibilidade a qualquer mudança no 

meio devido seu curto tempo de vida (Costa et al., 2008), o que a torna pouco 

resistente a extensa quantidade de substâncias. 

No modelo de predição utilizando a Daphnia, a maioria dos terpenos não foram 

tóxicos, assim como mais da metade dos flavonoides (5). O teste de toxicidade em 

organismo Daphnia sp. é utilizado para avaliar a toxicidade aguda e subcrônica, uma 

vez que este organismo é extremamente sensível a uma variedade de compostos, 

sendo utilizado como bioindicador (Beatrici et al., 2006). 

Tanto flavonoides, como terpenos foram classificados como muito tóxicos 

(Tabela 6). Os peixes são os principais representantes de consumidores secundários 

na cadeia alimentar. Na avaliação de toxicidade para peixes, as moléculas (3), (4), 

(10) e (24) apresentaram-se tóxicas para ambas as espécies de peixes, essas 

moléculas têm um logP baixo, indicando que, possivelmente, tem menor lipofilicidade 

mas, ainda assim, conseguem causar efeitos tóxicos nos organismos. Já o restante 

das moléculas se apresentou muito tóxico tanto para Medeka quanto para Minnow. As 

propriedades físico-químicas indicam que essas moléculas têm um bom padrão de 

absorção e que, possivelmente, tem maior lipossolubilidade, medidos a partir do logP 

e do TPSA e, dessa forma, facilidade em bioacumulação, o que pode causar 

intoxicação aguda e crônica em organismos mais complexos como os peixes.  

Em contrapartida, nenhum composto parece apresentar a citotoxicidade 

(Tabela 6). Os estudos de citotoxicidade são feitos para estimar se os compostos 

testados apresentarão toxicidade em modelos in vivo servido como parâmetro de 

triagem (Greene et al., 2010). Contudo, há relatos na literatura que indicam a 

citotoxicidade por parte de extratos, óleo 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 não tem os 

padrões de semelhança necessários para a dedução de atividade tóxica.  

No modelo in sílico de teste de Ames, a maioria das moléculas não foram 

consideradas mutagênicas por não causarem mutação em pelo menos uma cepa de 

bactérias. Já as moléculas (10), (14), (15) e (16) foram consideradas com maior 

potencial mutagênico por mutarem duas ou mais cepas (Gonçalves, 2016). Esses 
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estudos são essenciais para determinar se uma substância é capaz de causar danos 

no DNA propiciando a formação de micronúcleos (Varanda, 2006). O teste de Ames 

é um método simples para testar a mutagenicidade de compostos em que são 

utilizadas várias cepas de bactéria S. typhimurium com mutações no gene de síntese 

de histidina, assim sendo, a hipótese de mutação é a capacidade de o mutagênico 

causar reversão em um meio livre de histidina (Ames et al., 1972).  

A maioria dos flavonoides, exceto o (4), parecem ter potencial carcinogênico, 

sendo que alguns apresentaram resposta positiva em apenas 1 modelo e outros em 

2 modelos. Em contrapartida, vários terpenos não parecem possuir potencial 

carcinogênico (10, 11, 12, 13, 16, 19, 20, 21, 22, 23, 24). Vale destacar que as 

moléculas 19 e 20 não foram mutagênicas e ou carcinogênicas. Analisando todos os 

resultados da toxicidade, parece que os terpenos 19 e 20 possuem menor potencial 

tóxico, a 14 e a 15 parecem apresentar maior potencial tóxico.  
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Tabela 6 - Análise in sílico de toxicidade de terpenos e flavonoides. 

Moléculas Toxicidade Protox Mutagenicidade Carcinogenicidade Protox 

Algas Daphnia Minnow Medeka Citotoxicidade Camundongo Rato Carcinogenicidade 

1 Tóxico Tóxico MT MT NC M(1) - + - 

2 Tóxico NT MT MT NC NM - - + 

3 Tóxico NT Tóxico Tóxico NC M(1) + - - 

4 Tóxico NT Tóxico Tóxico NC NM - - - 

5 Tóxico NT MT MT NC M(0) - - + 

6 Tóxico NT MT MT NC M(0) - - + 

7 Tóxico Tóxico MT MT NC M(1) - + - 

8 Tóxico Tóxico MT MT NC M(1) - + + 

9 Tóxico Tóxico MT MT NC M(1) - + + 

10 Tóxico NT Tóxico Tóxico NC M(3) - - - 

11 Tóxico NT MT MT NC M(1) - - - 

12 Tóxico NT MT MT NC M(1) - - - 

13 Tóxico NT MT MT NC M(1) + - - 

14 Tóxico NT MT MT NC M(2) - + - 

15 Tóxico NT MT MT NC M(3) - + - 

16 Tóxico Tóxico MT MT NC M(3) - - - 

17 Tóxico Tóxico MT MT NC M(1) + - + 

18 Tóxico NT MT MT NC M(0) + + - 

19 Tóxico NT Tóxico Tóxico NC NM - - - 

20 Tóxico NT Tóxico Tóxico NC NM - - - 

21 Tóxico NT MT MT NC M(1) - - - 

22 Tóxico NT MT MT NC M(0) - - - 

23 Tóxico NT Tóxico MT NC M(1) - - - 

24 Tóxico NT Tóxico Tóxico NC M(1) + - - 
Legenda: Teste Algas: < 1mg/L tóxico, > 1mg/L não tóxico (NT; Costa, et al.., 2008); Teste Daphnia: < 0,22 µg/mL tóxico, > 0,22 µg/mL não tóxico (NT; Guilhermino, et al.., 
2000); Teste em peixes Medeka e Minnow: < 1mg/L muito tóxico (MT), 1-10 mg/L tóxico, 10-100 mg/L prejudicial (PREJ) e > 100mg/L não tóxico (NT; Zuncker, 1985). NC: Não 
citotóxico; NM: não mutagênico, M: mutagênico; M (0/1/2/3): número de cepas de Salmonella que foram positivas; (+) carcinogênico, (-) não carcinogênico. (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) α-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-4β-isopropil-1-ciclohexeno-4α,5α,6α-triol.  
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Na predição de toxicidade oral aguda, o flavonoide 9 e os terpenos 13 e 17 

foram os mais tóxicos, sendo os flavonoides de 2 a 8 imunotóxicos (Tabela 7). Um 

estudo avaliou a toxicidade oral aguda em camundongos BALB tratados com p-

cimeno (17) nas concentrações de 1,2,3 g/kg e não foram encontrados sinais de 

intoxicação ou morte, sendo impossível a determinação da DL50 deste isolado 

(Kummer, 2015), divergindo dos resultados obtidos no presente estudo. 

O isolado (13) foi classificado como classe 3 com uma DL50 de 200 mg/kg, 

indicando que é tóxico quando ingerido. Já foi relatada intoxicação de humanos após 

a utilização de óleo essencial de D. ambrosioides, sendo referida a presença do 

ascaridol por ser o componente em maior concentração (Matos, 2011), mas não foram 

encontrados estudos que determinassem a DL50 deste isolado em modelos animais. 

As demais moléculas apresentaram DL50 muito altas, sendo classificadas como classe 

5 e 6, pressupondo que devem ser administradas grandes quantidades de cada um 

dos isolados para conferir efeito tóxico, vale considerar que ainda há a possibilidade 

de não apresentarem efeitos tóxicos isoladas, mas em preparação podem trabalhar 

de forma sinérgica.  

Nenhuma das moléculas apresentou hepatotoxicidade, apesar de um estudos 

in vivo de toxicidade aguda e sub-crônica, evidenciar que o extrato aquoso na 

concentração de 1,0 g/kg administrado por 15 dias foi capaz de causar efeitos tóxicos 

de intensidade leve no fígado, notou-se na histologia a presença de vacuolização de 

hepatócitos e congestão hepática leve (Silva et al., 2014), estes resultados não foram 

associados a estruturas facilitadoras a este efeito tóxico, mas o estudo cita as 

moléculas carvacrol (16) e ascaridol (13) como capazes de inibir a cadeia de 

transporte de elétrons das mitocôndrias (Monzote et al., 2009) causando efeitos 

indesejados, nesta análise, estes mesmo compostos não indicaram hepatotoxicidade.  

A imunotoxicidade é definida por uma substância ser capaz de causar 

distúrbios ao sistema imunológico e são categorizadas de duas principais formas: 

imunossupressão (decaimento da imunocompetência) e imunoestimulação 

inapropriada (Schrey et al., 2017). O software utilizado deduz que a probabilidade de 

imunotoxicidade real dos compostos testados é muito alta, podendo ocorrer poucos 

resultados falso-negativos, oito (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8) das moléculas testadas neste estudo 

indicaram potencial tóxico para esse parâmetro, sendo todas elas isoladas das partes 

aéreas da planta e pertencentes a classe de glicosídeos flavônicos. No teste de 
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atividade biológica sete das moléculas testadas apresentaram atividade antioxidante, 

possivelmente, o risco tóxico destes compostos pode estar relacionado a dose 

administrada, uma vez que, somente em altas doses, substâncias antioxidantes 

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

 

Tabela 7 - Predição da toxicidade de terpenos e flavonoides. 

Moléculas Toxicidade oral aguda Hepatotoxicidade Imunotoxicidade 

DL50 
(mg/kg) 

Classe 

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: tóxico 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: não tóxico 
(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) α-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-4β-isopropil-1-ciclohexeno-4α,5α,6α-triol. 

 

Na predição de atividades biológicas observou-se que todos os flavonoides 

apresentaram potencial antioxidante e parece que esta atividade pode estar 

relacionada ao sequestro de radicais livres, entretanto não foi observado potencial 

antioxidante para os terpenos (Tabela 8). A atividade antioxidante dos flavonoides se 

dá pela sua capacidade de estabilizar ou ativar estes radicais, que são moléculas 

orgânicas instáveis, que quando em excesso, ocasionam prejuízos na manutenção 
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das funções fisiológicas, como danos ao DNA, proteínas e organelas celulares (Sousa 

et al., 2007). 

A exposição celular a Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) pode 

desencadear a transcrição de genes inflamatórios e de fatores de transcrição 

reguladores de mecanismos redox-sensíveis (De Groot et al., 2012) sendo que a 

ativação do fator nuclear kappa B (NF-kB) leva a transcrição de genes que codificam 

citocinas inflamatórias e moléculas de adesão (Negro et al., 2010; Seror et al., 2014). 

Nesse contexto, esperava-se que somente os flavonoides tivesse potencial anti-

inflamatório, porém alguns terpenos (11, 21, 22 e 23) mostraram-se promissores como 

anti-inflamatório (Tabela 8) e se deduz que o mecanismo desta atividade não está 

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; Polerá et al., 2019). As alegações de uso de D. ambrosioides como 

cicatrizantes parece não estar relacionada aos flavonoides e terpenos (Moreski, Leite-

Mello, Bueno, 2018). Somente um monoterpenos (16; Tabela 8), apresentou atividade 

antipirética que pode estar relacionado à alteração na síntese de prostaglandinas (Ngo 

Bum et al., 2011). 

Todos os flavonoides parecem possuir propriedades antineoplásicas e parece 

que o mecanismo de ação envolve o processo de apoptose (Tabela 8). Estudos tem 

mostrado que a classe de flavonóides atua como inibidora de células tumorais, 

controla a proliferação celular e bloqueia a oncogênese por mecanismos que modulam 

enzimas da via metabólica carcinogênica, assim, parece que a capacidade 

antioxidante está 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 inibição da proliferação celular tumoral é a inibição da 

função 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 

incluídos neste estudo podem envolver um destes mecanismos. Para os flavonoides, 

o mecanismo de ação anticâncer inclui a inibição do crescimento celular, proliferação 
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celular, invasão e metástase, bem como a estimulação de apoptose e parada do ciclo 

celular (Çetinkaya et al., 2022). 

A evasão de apoptose é a principal característica dos cânceres que acometem 

os humanos, este processo é ativado, principalmente, por caspases e outros fatores 

regulatórios que influenciam na supressão de tumores ou na oncogênese (Olsson e 

Zhivotovsky, 2011). Os flavonóides aparentemente tem mais isolados ativos para a 

estimulação de caspases 3 (2, 3, 4, 5, 6) e caspases 8 (3,4), ainda é possível inferir 

que as moléculas (3) e (4) tem sítios comuns que reagem a ativação de ambas as 

caspases, possivelmente, influenciado pelo baixo logP que torna essas moléculas 

facilmente solúveis em meios mais aquosos.  

As classes escolhidas para este estudo aparentaram ser ativas em diferentes 

vias de atividade contra câncer, sendo que os glicosídeos flavônicos atuaram em mais 

vias que os terpenos, que em sua maioria só tiveram atividade como antineoplásico e 

agonista apoptótico (Tabela 8). Um estudo destacou possíveis alvos moleculares e 

propriedades biológicas dos terpenos, indicando a capacidade de inibir a proliferação 

de células tumorais e induzir apoptose, principalmente, no tratamento de câncer de 

mama e de próstata (Yang et al., 2011; Martins, 2013), dado que contribui com a ação 

descrita neste estudo.  

Quando analisada a atividade biológica em microorganismo e parasitas, 

somente a molécula 13, o ascaridol, apresentou atividade antiprotozoária (Tabela 8), 

que pode estar relacionado ao grupamento peróxido do ascaridol que é relatado como 

o responsável por inibir o desenvolvimento de P. falciparum em concentrações muito 

baixas (0,05 µM) (Pollack, Segal e Golenser, 1990). Entretanto, neste estudo o 

ascaridol, apesar de ativo para protozoários, não foi antimalárico. Outros 

monoterpenos, também, apresentam potencial atividade contra epimastigotas de 

Tripanossoma cruzi (Kiuchi et al., 2002), inferindo que o mesmo grupamento peróxido 

é efetivo contra estes tipos parasitários.  

Como antifúngico, 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 fitopatogênicos, como vírus, 

bactérias e fungos (Zuanazzi, 2000). A fungitoxidade depende da quantidade de 

grupos metilados no flavonoide e do número de substituintes na formação do anel 

aromático, o que os torna mais tóxicos, interferindo na membrana dos fungos 
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(Harbone, 1992; Zuanazzi, 2000). Todos os compostos ativos têm em sua estrutura 

anéis aromáticos com grande quantidade de grupos metilados, o que possivelmente 

os torna ativos para este tipo de microorganismo, uma vez que a quantidade de grupos 

hidroxila existentes nas estruturas conferem diferente polaridade e propriedades 

ácidas fracas às moléculas (Smale, Tarakhovsky e Natoli, 2014). Essa diferença de 

polaridades facilita a interação com a bicamada lipídica dos microorganismos, assim, 

o ph baixo dificulta a desprotonação de grupos polares ocasionando uma penetração 

mais profunda dos flavonóides na camada lipídica (Movileanu, Naegoe e Flonta, 

2000). 
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Tabela 8 - Predição de atividades biológicas de terpenos e flavonóides. 

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 inflamação 

Anti-inflamatória - + + + + + - - - - + -  - - - - - - - - + + + - 

Antipirética - - - - - - - - - - - -  - - - + - - - - - - - - 

 Câncer 

Antineoplásica + + + + + + + + + + - +  - - + - - - + + - - + + 

Agonista 
Apoptótico 

+ + + + + + + + + + - +  - - + - - - - - + - + + 

Estimulador de 
Caspase 3 

- + + + + + - - - - - -  - - - - - - - - - - - - 

Estimulador de 
Caspase 8 

- - + + - - - - - - - -  - - - - - - - - - - - - 

 Microrganismos e parasitas 

Antiprotozoária - - - - - - - - - - - -  + - - - - - - - - - - - 

Antifúngica - + + + + + - - - - - -  - - - - - - - - - - - - 

 Outras atividades 

Antioxidante + + + + + + + + + - - -  - - - - - - - - - - - - 

Sequestrador de 
Radicais livres 

+ + + + + + + + + - - -  - - - - - - - - - - - - 

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) α-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-4β-
isopropil-1-ciclohexeno-4α,5α,6α-triol. 
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Na avaliação de efeitos adversos, os terpenos apresentaram efeitos negativos 

em maior quantidade que os flavonóides, principalmente de vômitos, problemas 

visuais, gastrotoxicidade e ulcerogênicos. Para os flavonóides, as principais reações 

adversas causadas estão relacionadas a inflamação, hepatotoxicidade, 

hematotoxicidade, genotoxicidade e neurotoxicidade (Tabela 9). 

Até o momento, não é bem fundamentado o mecanismo de reação adversa dos 

flavonóides, contudo, a administração destes em doses farmacológicas crônicas 

quando em excesso ao recomendado de 26 mg/dia a 1g/dia (Behling et al., 2004), 

parecem favorecer estes processos. 

Foi mostrado que concentrações elevadas de flavonóides causam alterações 

morfológicas nas membranas dos hepatócitos de camundongos favorecendo a 

necrose celular e a morte do animal (Verma et al., 2013). Ainda, foi relatado que os 

flavonóides em altas concentrações inibiram a ação de citocromos P450, promovendo 

a alteração do funcionamento do fígado (Silva et al., 2013), possivelmente, o 

mecanismo de reação adversa da hepatotoxicidade está associado a um desses 

efeitos.  

Os compostos que apresentaram como reação adversa inflamação foram os 

mesmos a apresentarem atividade anti-inflamatória, deduzindo que os radicais que 

atuam na atividade biológica podem ser os mesmos lidos pelo programa in sílico. Os 

flavonóides apresentam significativa ação anti-inflamatória atribuídas à inibição das 

enzimas fosfolipases A2 (PLA2), lipo-oxigenase, ciclo-oxigenase e inibição da 

produção de óxido nítrico pela modulação das enzimas iNOS (Kim et al., 2004; Yoon 

e Baek, 2005; Santangelo et al., 2007). 

A quercetina (9) foi o único composto a não apresentar reação adversa neste 

estudo (Tabela 9), embora tenha sido observado que uma dieta com 2% de quercetina 

foi capaz de desencadear câncer de bexiga em ratos (Criqui e Ringel, 1994), o 

desenvolvimento do câncer pode ter relação direta com a reação de genotoxicidade 

quando é feita a utilização de forma crônica e altas concentrações.  

 Dos terpenos testados, o ascaridol tem registro bem documentados de casos 

de intoxicação em que o óleo essencial rico em ascaridol causou múltiplos danos 

orgânicos com predomínio de encefalopatia difusa, acidose metabólica, insuficiência 

renal e diversos efeitos inflamatórios nos sistemas respiratório e digestivo (Montoya-

Cabrera et al.,1996). Além desse estudo, não foram encontrados outros que 
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descrevessem reações adversas a terpenos e, assim como, o flavonoide, reações 

adversas referentes a estas classes metabólicas parecem estar envolvidas a questões 

como tempo de uso e dosagem. 
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Tabela 9 - Avaliação in sílico dos efeitos adversos dos terpenos e flavonóides. 

Efeitos adversos 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 

Inflamação + + + + + + + - - - - - - - - - - - - - - - - + 

Dor de cabeça - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + 

Vômitos - - - - - - - - - + + + + + + + + + + + + + + + 

Náuseas - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - 

Palpitação cardíaca - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Hepatotoxicidade - + + + + + - - - - + - - - - - + - - - + - - - 

Nefrotoxicidade - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Convulsões - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Hematotoxicidade + + + + + + - - - + + - - - - - - - - - + - - - 

Genotoxicidade + - - - - + + + - - - - - - - - - - - -  - - - 

Problemas visuais - - - - - - - - - + + + + + + + + + + + +  + + 

Neurotoxicidade - + + + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - + 

Gastrotoxicidade - - - - - - - - - + + + + - + + + + + + + + + + 

Ulcerogênico - - - - - - - - - + + + + - + + + + + + + + + + 

Disfunções 
reprodutivas 

- + - - + + - - - + + - - - - - + - + + + - - + 

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) α-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-4β-
isopropil-1-ciclohexeno-4α,5α,6α-triol. 
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Na tabela 10 pode ser visto o resultado da avaliação das propriedades físico-

químicas dos isolados em estudo, a partir da regra dos cinco de Lipinski, notou-se que 

8 das moléculas violaram ao menos um parâmetro dos estipulados, sendo a sua 

maioria compostos flavônicos, o principal critério violado foi o de área de superfície 

topológica (TPSA).  

 

Tabela 10 - Propriedade físico-química dos terpenos e flavonóides. 

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 

Referência logP ≤ 5 ≤ 140Å ≤ 500 Da ≤ 10 ≤ 5 ≤ 10 
Legenda: LogP - coeficiente de partição óleo-água; TPSA - área de superfície polarizada topológica; nALH - 
aceptores de ligação de hidrogênio; nDLH - número de grupos de doadores de hidrogênio; nROTB - número de 
ligações rotacionáveis; 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) α-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-4β-isopropil-1-ciclohexeno-4α,5α,6α-triol.  

 

A área de superfície polarizada topológica (TPSA) é a soma das superfícies 

dos átomos polares (nitrogênio, oxigênio e heteroátomos) de um composto, assim, há 

uma correlação com o grau de absorção da molécula em membranas como barreira 

hematoencefálica, célula caco-2 e absorção intestinal (Ertl; Rohde; Selezer, 2000). 

Para ter uma boa permeação, os compostos não devem apresentar valores maiores 

que 140 Å, as moléculas não se adequam a esse padrão indicando possível 
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dificuldade de interação com a superfície polar das membranas e sua permeação para 

a porção lipídica (Veber et al., 2005) ficando mais retida no meio aquoso e por 

consequência há a probabilidade de baixa biodisponibilidade oral, ainda assim, apesar 

do alto valor de TPSA a quantidade de ligações rotacionáveis que elas apresentaram 

compensa o processo de permeabilidade desses compostos (tabela 10; Veber et al., 

2002).  

Os outros parâmetros com maior quantidade de violações são o número de 

grupos aceptores de hidrogênio (nALH) e número de grupos doadores de hidrogênio 

(nDLH), estes também violados em maioria pela classe de flavonóides. Compostos 

que apresentam grande quantidade de nALH e nDLH tendem a ter uma má absorção 

(Lipinski; Lombardo; Dominy; Freeney, 1997), desta forma, esses flavonóides por 

serem moléculas grandes e com muitos grupos doadores e aceptores terão uma 

permeabilidade prejudicada em relação aos terpenos que são moléculas pequenas e 

com esses grupos bem equilibrados, uma vez que quanto menos rotações, mais 

estável a molécula (Veber et al., 2005). 

O logP influencia diretamente na condução de uma substância até a região 

intefacial de uma membrana, sendo necessário um balanço hidrofílico-lipofílico nas 

moléculas (Veber et al., 2002), atuando diretamente nas interações entre fármaco-

receptor, no metabolismo das moléculas e em sua toxicidade (Lipinski; Lombardo; 

Dominy; Freeney, 1997). Substâncias que apresentam logP maior que 1 são mais 

solúveis em meio orgânico e com valores menores que 1 apresentam maior 

solubilidade em meio aquoso (Testa, Crivoli, Reist e Carrupt, 2000), desta forma, 

quase todas as moléculas apresentam logP dentro do parâmetro estabelecido sendo 

bem absorvidas em meios orgânicos, a considerar (2) e (4) que apresentaram valores 

abaixo do esperado para o coeficiente de partição, indicando que estas são mais 

solúveis em meio aquoso e possivelmente denotam dificuldade de serem absorvidos 

pelas membranas plasmáticas por conta da relação entre TPSA e logP. Em sua 

maioria, a classe de monoterpenos apresenta melhor padrão de absorção do que os 

glicosídeos flavônicos.  

O peso molecular dos compostos também influencia na absorção destas pelas 

membranas biológicas, quanto maior o peso molecular mais dificuldade o composto 

terá em permear membranas, indicando que possivelmente tem menos possibilidade 

de serem disponíveis 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 parâmetro ideal de 180 a 500 Da (Lipinski; 

Lombardo; Dominy; Freeney, 1997), isso indica que estes terão mais facilidade em 

atravessar as membranas por serem moléculas pequenas.  

De maneira geral, os terpenos apresentam melhor perfil de absorção quando 

considerada a regra de Lipinski, somente duas moléculas (17 e 18) dessa classe 

quebram a regra por não apresentarem heteroátomos influenciando nos resultados de 

TPSA e nDLH e nALH, somente 4 dos glicosídeos flavônicos respeitaram os 

parâmetros, as características estruturais dessas moléculas influenciam diretamente 

nesses por serem moléculas grandes violam parâmetros de TPSA, MM, nDLH e nALH  

e assim não apresentam um bom padrão de absorção oral.  

O parâmetro farmacocinético é importante para ser observado os resultados 

terapêuticos ou efeitos adversos e para explicar a toxicidade de determinada molécula 

(Pereira, 2007), os resultados obtidos estão descritos na tabela 11. 

Em células MDCK é avaliado o transporte de drogas no epitélio intestinal 

(Yazdanian et al., 1998), a maioria dos glicosídeos flavônicos apresentou baixa 

absorção, enquanto os monoterpenos, em maior quantidade, apontaram alta absorção 

dado a diferença de tamanho estrutural entre as moléculas. 

As células caco-2 se mostra útil no entendimento de mecanismo transporte de 

substâncias através do epitélio intestinal in vitro correlacionado à solubilidade (Chen, 

Singh, Kitts, 2020). Nesta avaliação in sílico, somente os glicosídeos flavônicos (2,8 e 

9) apresentaram baixa permeabilidade, todos têm propriedades físico-químicas 

correspondentes a boa absorção e estruturas químicas semelhantes indicando que 

possivelmente há um grupo funcional que influencia na absorção destas, enquanto o 

restante evidenciou média permeabilidade. 

Para absorção intestinal humana, os monoterpenos parecem ter maior 

absorção possivelmente devido a sua característica lipofílica, baixo peso molecular e 

valores mais baixos de TPSA que influem diretamente nesta absorção. Este 

parâmetro representa proporcionalidade no processo de excreção das vias urinária, 

biliar e fecal quando se administra um fármaco por via oral e que sofrem efeito de 

primeira passagem pela veia porta hepática (Moura et al., 2020).  

Foi observado que a maioria dos glicosídeos flavônicos se ligam de forma fraca 

com as proteínas plasmáticas, por estes serem mais hidrossolúveis e terem maior 
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massa molar encontrando dificuldade de serem transportados pela corrente 

sanguínea até o seu local de ação, já a maioria dos monoterpenos se ligam de forma 

forte por terem características lipossolúveis significativa tendo maior interação com as 

proteínas e ficando menos biodisponível favorecendo efeitos adversos, a força de 

ligação entre a molécula e a proteína é determinante na permeabilidade do ativo e no 

transporte ao alvo (Ferreira et al., 2020).  

Todos os glicosídeos flavônicos tem dificuldade em transpor a barreira 

hematoencefálica por serem altamente hidrossolúveis e com TPSA elevado, dessa 

forma, não conseguem ter ação significativa a nível de SNC (Ajay, Bermis, Murko, 

1999), enquanto os monoterpenos conseguem perpassar esta membrana de forma 

moderada a livre, a justificativa disso está associada ao baixo valor de TPSA 

associado a massa molecular e a pequena quantidade de aceptores de hidrogênio 

que contribuem para o caráter lipofílico das moléculas, facilitando a travessia e 

distribuição 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 inibição de uma isoforma por um composto 

pode modificar o metabolismo hepático de outro medicamento e gerar um possível 

acúmulo no organismo facilitando efeito tóxicos (Brunton, Chabner, Knollmann, 2012). 

O ideal é que uma molécula não interfira no metabolismo de outros fármacos e no 

estudo in sílico os glicosídeos flavônicos parecem ter maior atividade sobre as CYPs 

por inibirem três das principais isoformas, somente os monoterpenos (10) (11) (12) 

(13) inibiram até dois tipos das CYPs. Considerando os parâmetros farmacocinéticos, 

os terpenos parecem ser mais favoráveis a biodisponibilidade oral.
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Tabela 11 - Análise in sílico da farmacocinética dos terpenos e flavonóides. 

Moléculas Absorção Distribuição Metabolismo 

MDCK (nm/sec) Caco-2 HIA (%) PP (%) BHE Fase 1 Inibição 

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_2C19; 

 17 AP MP AA Forte Livre Fraco CYP_3A4; CYP_2C9; 
CYP_2C19; 

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 cólon humano; HIA – Human intestinal absorption; PP – proteína plasmática; BHE – barreira 
hematoencefálica; CYP – citocromo P450. Parâmetros: 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 absorção (BA), 20-70% moderada absorção (MA), > 70% alta absorção (AA); ligação a PP: ligado fortemente à albumina > 90%, ligação 
de moderada a fraca à 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 não 
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-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) α-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-4β-isopropil-1-ciclohexenoos a -4α,5α,6α-triol.  
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Com base nos estudos in sílico notou-se que para a atividade biológica os 

metabólitos secundários presentes na espécie (flavonóides e terpenos) parecem 

apresentar potencial antineoplásico, sendo um dos mecanismos apoptose por 

estimularem endoproteases como a caspase 8 (Tabela 8, p. 69). No ensaio com 

A. cepa verificou-se a presença de pontes e quebras cromossômicas como 

aberrações que pode estar relacionada ao mecanismo de apoptose. Entretanto, 

sabe-se que a topoisomerase II está envolvida na topologia do DNA de ações 

como quebra, liberação, transporte, reconstrução e taxa de proliferação 

(Arapallia et al., 2018), estas foram selecionadas para o estudo de docagem. Na 

figura 11, as enzimas cristalografadas de caspase 8 (1QTN) e topoisomerase II- 

TOPO II (1ZXM). 

Para a seleção das moléculas para a docagem molecular considerou-se, 

principalmente, a toxicidade, sendo selecionadas as três principais moléculas 

menos tóxicas (4,19 e 20) e as três mais tóxicas (14, 15 e 17). Como a premissa 

inicial foi que a toxicidade da planta estava relacionada aos terpenos e estes 

apresentam maior potencial tóxico nos estudos in sílico, foram selecionados os 

três terpenos mais tóxicos (14, 15 e 17), dois menos tóxicos (19 e 20) e um 

flavonoide com menor potencial tóxico (4). 

 

 

Figura 11 – Enzima crostalografada de caspase 8 (1QTN) e topoisomerase II (1ZXM).  

 

O processo de redocagem é descrito como a retirada do ligante 

cristalografado no complexo enzima-substrato que é 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 quadrático médio 

(RMSD) de 0,317 Å para o sítio da caspase 8 e 0,616 Å para o sítio da 

topoisomerase II. Ambos os complexos conservaram as distâncias interatômicas 

com os principais resíduos de aminoácidos dos receptores. Esses valores são 

considerados favoráveis pois são menores que 0,05 Å quando sobrepostos às 

estruturas experimentais (Barone et al., 2014).  

Desta forma, o sistema pode ser utilizado como parâmetro para comparar 

o grau de interação dos compostos escolhidos com o ligante cristalografado. 

Ainda, permite analisar as interações intermoleculares que ocorrem entre o sítio 

de ligação e os substratos. Para melhor observar esses fatores, foi feita a 

sobreposição dos ligantes no sítio de interação (Figura 12). 

Figura 12 – Sobreposição das poses geradas no processo de re-docking com o ligante 
cristalografado.  
Legenda: (1QTN) – em azul, confômero gerado no re-docking e em verde ligante cristalografado; (1ZXM) – 
em rosa, confômero gerado no re-docking e em verde ligante cristalografado. 

 

Em seguida foram analisadas as ligações dos compostos selecionados 

(4, 14, 15, 17, 19, 20) ao sítio da caspase 8, sendo selecionadas as posições 

mais favoráveis, isto é, com a menor valor obtido pelo MolDock Score (Figura 

13). Ao se selecionar estas posições, acredita-se que a ligação ao sítio receptor 

seja a mais favorável e estável (Tavares et al., 2015).  
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Figura 13 – Conformações dos compostos selecionados e sua configuração durante a ligação 
ao sítio 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 interação entre os compostos e o sítio da caspase 8, 

observa-se, principalmente, interações de van der Waals e ligações de 

hidrogênio (Figura 14). Avaliou-se os tipos de ligações estabelecidas entre os 

compostos e o sítio da caspase, o 14 (Figura 14-b) apresentou um melhor perfil 

de interações favoráveis, isso pode explicar, parcialmente, o elevado potencial 

tóxico do composto.  
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Figura 14 – Representação 2D das interações entre o sítio de ligação 1QTN da caspase 8 e os 
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 interações 

químicas estabelecidas entre os compostos e o sítio da caspase 8. Baseado na 

distância das ligações, pode-se sugerir que a ligação dos compostos 15 (c) e 17 

(d) não parece ser muito estável, visto que, várias ligações possuem uma 

distância superior a 4Å. O composto 4 (a) tem um menor percentual de ligações 

com distância superior a 4 Å (Tabela 12), esse resultado correlacionado ao 

estudo de predição de atividade antitumoral mostra que pode haver o 

envolvimento da caspase 8 no potencial desta atividade para esse composto 

(Tabela 8), uma vez que há similaridade entre as interações que ocorrem entre 

o composto 4 e o ligante cristalografado com os aminoácidos do sítio de ligação 

da caspase 8. 

Os resíduos que são determinantes na tríade catalítica da caspase 8 são: 

Cys 360, His 317 e Arg 258 (Watt et al., 1999), destas, o composto 4 faz 

interações fortes do tipo ligação de hidrogênio e π-enxofre com Cys 360, além 

de interações de van der Waals (Asp B:445 e Asn B:414) comuns ao ligante 

cristalografado podendo estas estarem envolvidas na estabilidade do composto 

no sítio. 

Enquanto o composto 15 (c), apesar do potencial antitumoral envolver 

apoptose, parece que a enzima responsável por essa atividade não é capase 8 

(Tabela 8). O composto 17 (d), além da ligação desfavorável ao sítio da caspase, 

também, não apresentou potencial antitumoral no estudo de predição de 

atividades biológicas (Tabela 8).  

Ainda, é importante considerar as interações de van der Waals, quando 

se analisada a classe de monoterpenos, muitos resíduos são comuns a elas, 

como: Thr B:419, Gln A:358, Ala A:359, Ser A:316, Ser B:411 e Tyr B:412. Esse 

pode ser um indício de que essas interações são importantes para o 

reconhecimento dessa classe de metabólitos com o sítio ativo desse receptor.  

 

Tabela 12 – Energia e interação entre a enzima caspase 8 e os compostos selecionados 

(continuação). 

Composto Energia 
(kcal/mol) 

Interação Tipos  Distância 
(Å) 

Interações 
de van der 
Waals  

a) 4 -150,3 Asp B:453 
Tyr B:412 
Arg B:413 
Arg B:413 

LH 
π - π em forma de T 
LH 
π -cátion 

2,82 
4,33 
3,39 
3,54 

Lys B:456 
Asp B:455 
Trp B:420 
Asn B:414 
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Tabela 12 – Energia e interação entre a enzima caspase 8 e os compostos selecionados 

(continuação). 

Composto Energia 
(kcal/mol) 

Interação Tipos  Distância 
(Å) 

Interações 
de van der 
Waals  

  Arg B:413 
Arg B:413 
Ser A:360 
Ser A:360 
Ser B: 411 
Cys A:360 
Cys A:360 
His A:317 
Pro B:415 

LH 
LH 
LC-H 
LH 
LH 
LH 
π -enxofre 
D-D DES. 
Alquil 

2,63 
2,47 
2,52 
2,61 
3,16 
2,93 
5,88 
2,38 
3,69 

Thr B:419 
Arg A:258 
Gly A:318 
Ala A:359 
Gln A:358 

b) 14 -100,6 Tyr B:412 
Arg A:260 
Arg B:413 
Arg B:413  
Arg B:413 
Cys A:360 

Alquil 
LH 
LH 
LH 
Alquil 
LH 

4,81 
2,77 
2,89 
3,18 
4,44 
3,19 

Pro B:415 
Thr B:419 
Gln A:358 
Ala A:359 
Ser A:316 
His A:317 
Ser B:411 
Val B:410 

c) 15 -71,8 Val B:410 
Arg B:413 
His A:317 
His A:317 
Arg A:260 
Cys A:360 
Cys A:360 
Cys A:360 

Alquil 
π-alquil 
π-alquil 
Alquil 
LH 
Alquil 
π-alquil 
Alquil 

4,04 
4,89 
5,22 
4,25 
3,10 
3,52 
4,98 
4,08 

Tyr B:412 
Ser B:411 
Thr B:419 
Gln A:358 
Ala A:359 
Ser A:316 
Gly A:318 

d) 17 -71,2 Arg B:413 
Arg B:413 
Ala A:359 
Cys A:360 

π-cátion 
π-alquil 
alquil 
π-alquil 

3,81 
4,83 
4,31 
4,64 

Val B:410 
Ser B:411 
Gln A:358 
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 
Ser B:411 
Ser B:411 
Cys A:360 
Val B:410 

LH 
LC-H 
LH 
Enxofre-X 
Alquil  

2,73 
2,68 
2,21 
3,20 
4,59 

Tyr A:365 
Tyr B:412 
His A:317 
Pro B:415 
Arg A:2258 

f) 20 -72,4 Arg B:413 
Arg B:413 
Arg B:413 
His A:317 
His A:317 
Ser B:411 
Ser B:411 
Arg A:260 
Arg A:260 
Ser B:316 
Cys A:360 
Cys A:360 
Cys A:360 

LH 
π-alquil 
LD 
LD 
Alquil 
LD 
LD 
LD 
LD 
LC-H 
LD 
π-alquil 
alquil 

2,60 
4,66 
1,88 
2,05 
5,23 
1,75 
2,25 
2,11 
1,74 
2,76 
2,15 
4,68 
5,24 

Val B:410 
Tyr B:412 
Thr B:419 
Gln A:358 
Ala A:359 
Gly A:318 

g) Redocking  -189,9 Val B:410 
Cys A:360 

Alquil 
Enxofre- 

3,74 
2,8 

Tyr A:365 
Asn A:261 
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Tabela 12 – Energia e interação entre a enzima caspase 8 e os compostos selecionados 

(conclusão). 

Composto Energia 
(kcal/mol)  

Interação  Tipos Distância 
(Å)  

Interações 
de van der 
Waals 

  His A:317 
Asj C:504 
Thr C:503 
Tyr B:412 
Tyr B:412 
Tyr B:412 
Ace C:500 
Pro B:415 
Ile C:501 
Trp B:420 
Glu C:502 
Arg B:413 
Arg B:413 
Arg B:413 
Arg B:413 
Arg B:413 
Ser B:411 
Arg A:258 

LC-H 
LD 
LD 
π-alquil 
π-alquil 
π-alquil 
LD 
LC-H 
LD 
Alquil 
LD 
PS 
PS 
LC-H 
LH 
LH 
LC-H 
CA 

3,37 
2,04 
2,21 
4,47 
5,27 
4,72 
2,15 
3,22 
1,35 
5,11 
2,21 
2,88 
2,60 
3,03 
1,75 
2,86 
2,50 
5,48 

Asn B:414 
Asp B:455 

Legenda: 1QTN – caspase 8; LH- ligação de hidrogênio; LC-H – ligação carbono-hidrogênio; LD – ligação 
desfavorável; D-D Des. – Doador-doador desfavorável; 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 análise, avaliou-se as ligações dos compostos selecionados (4, 

14, 15, 17, 19, 20) ao sítio da topoisomerase II, sendo selecionadas as posições 

mais favoráveis, isto é, com menor valor obtido pelo MolDock Score (Figura 15). 

Ao se selecionar estas posições, acredita-se que a ligação ao sítio receptor seja 

a mais favorável e estável (Tavares et al., 2015).  
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Figura 15 – Conformações dos compostos selecionados e sua configuração durante a ligação 
ao sítio 1ZXM (topoisomerase II). 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. 

 

Os resultados da docagem molecular sugerem que as moléculas 

selecionadas são capazes de interagir com o sítio ativo da topoisomerase II. O 

composto 4 (a) apresentou um número significativo de ligações desfavoráveis 

(Figura 16), enquanto as demais moléculas apresentaram um melhor perfil nas 

interações com o sítio da TOPO II (Figura 16).  

Quando se avaliou a distância das ligações dos compostos ao sítio de 

interação, os compostos 15, 17 e 19 apresentaram um elevado percentual de 

ligações maiores que 4,0 Å, já com o composto 14, as ligações foram menores 

que 4,0 Å. Os compostos 4 (a) e 20 (f) apresentaram poucas ligações superiores 

a 4,0 Å (Tabela 13).  

Os principais resíduos de interação da topoisomerase II são: Glu-87, Asn-

91, Asn-120, Ser-148, Lys-168, Lys 378 (Wei et al., 2005), as moléculas 4, 14 e 

20 são as únicas a formarem interações com estes resíduos, em que há 

interações mais favoráveis como ligação de hidrogênio e interações de van der 

Waals contribuindo na estabilização do sistema. 

Até este momento, nenhum estudo avaliou a atividade antitumoral do 

composto 14 (b), isso explica a não predição desta atividade neste estudo. Como 
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a sua ligação a topoisomerase II parece ser muito favorável, é importante avaliar 

a atividade antitumoral em modelos in vitro e in vivo. Em relação ao composto 

20 (f), que parece ligar de forma favorável a TOPO II, bem como no estudo de 

predição de atividades biológicas sugerem que a atividade antitumoral não deve 

ter relação com a apoptose (Tabela 8), é importante investigação que vise 

verificar se a TOPO II está envolvida na atividade antitumoral. 
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Figura 16 – Representação 2D das interações entre o sítio de ligação 1ZXM da topoisomerase 
II e os 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) estér de adenilato de ácido fosfoaminofosfônico.  
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Tabela 13 – Energia e interações entre a enzima 1ZXM (topoisomerase II) e os compostos 

selecionados (continuação). 

Compostos Energia 
(kcal/mal) 

Interações Tipos Distância (Å) Interações de 
van der Waals 

a) 4 -121,75 Gly A:161 
Thr A:147 
Ser A:148 
Ile A:141 
Ile A:141 
Ile A:141 
Ile A:141 
Ile A:125 
Asn A:95 
Asn A:120 
Asn A:120 
Asn A:120 
Asn A:91 
Asn A:91 
Asn A:91 
Lys A:168 
Ala A:167 

LC-H 
LC-H 
π -amida 
π -sigma 
LD 
LD 
π -sigma 
π -alquil 
LD 
LD 
LH 
LC-H 
LC-H 
LH 
LC-H 
LD 
LD 

3,33 
1,78 
3,16 
3,37 
2,33 
2,32 
3,84 
5,11 
2,08 
2,01 
2,21 
1,59 
3,06 
2,74 
2,93 
1,59 
2,37 

Leu A:140 
Ser A:149 
Ala A:92 
Ile A:118 
Ile A:217 
Thr A:215 
Phe A:142 
Gly A:124 
Lys A:123 
Arg A:98 
Gly A:166 
Tyr A:165 
Gly A:164 
Arg A:162 
Asn A:150 
Asn A:163 

b) 14 -97,74 Lys A:168 
Ala A:167 
Asn A:150 
Ser A:148 
Ser A:149 
Ser A:149 

LH 
LH 
LH 
LH 
LH 
LH 

2,65 
2,68 
2,65 
2,73 
2,71 
2,95 

Lys A:378 
Gln A:376 
Asn A:163 
Arg A:162 
Gly A:164 
Tyr A:165 
Gln A:376 
Gly A:166 
Thr A:147 
Asn A:91 
Ile A:141 

c) 15 -73,44 Phe A:142 
Ile A:141 
Ile A:141 
Ala A:167 

π-alquil 
Alquil 
π -alquil 
π -alquil 

5,09 
4,91 
4,87 
4,40 

Asn A:91 
Gly A:166 
Lys A:168 
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 
Ile A:125 

d) 17  -73,18 Ile A:141 
Ala A:167 

Alquil 
π -alquil 

4,30 
5,46 

Ser A:149 
Thr A:147 
Asn A:150 
Gly A:164 
Gly A:161 
Asn A:163 
Lys A:378 
Gln 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 interações entre a enzima 1ZXM (topoisomerase II) e os compostos 

selecionados (conclusão). 

Compostos Energia 
(kcal/mal) 

Interações Tipos Distância (Å) Interações de 
van der Waals 

e) 19 -75,78 Ser A:149 
Phe A:142 
Phe A:142 
Ile A:125 
Ile A:141 

Lh 
π -alquil 
Alquil 
Alquil 
π -alquil 

3,10 
4,60 
5,28 
4,93 
4,22 

Ser A:148 
Asn A:150 
Thr A:147 
Gly A:164 
Gly A:161 
Lys A:168 
Ala A:167 
Asn A:91 
Thr A:215 

f) 20  -73,38 Asn A:91 
Ile A:125 
Ile A:141 
Ile A:141 
Phe A:142 

LH 
π -alquil 
Alquil 
Alquil  
alquil 

2,51 
3,90 
3,97 
5,02 
3,78 

Arg A:98 
Thr A:215 
Asn A:95 
Asn A:120 
Ile A:217 
Ala A:92 
Ser A:148 
Ala A:167 
Ser A:149 

g) Redoc
king  

-232,4 Ile A:125 
Asn A:120 
Gly A:164 
Asn A:163 
Lys A:378 
Lys A:378 
Lys A:378 
Glu A:87 
Tyr A:165 
Gly A:166 
Gln A:376 
Arg A:162 
Arg A:162 
Gly A:161 
Ser A:148 
Ala A:167 
Asn A:150 
Asn A:91 
Lys A:168 
Ser A:149 

π -alquil 
LH 
LH 
LH 
CA 
CA 
CA 
CA 
LH 
LH 
LH 
LH 
LH 
LC-H 
LH 
LH 
LH 
LH 
PS 
LH 

4,86 
1,68 
2,79 
3,39 
5,36 
4,65 
4,35 
4,43 
3,20 
2,86 
2,59 
2,58 
3,30 
3,19 
2,87 
3,05 
3,36 
3,34 
2,44 
2,83 

Gly A:124 
Lys A:123 
Thr A:215 
Asn A:95 
Arg A:93 
Ala A:92 
Phe A:142 
Ile A:141 
Thr A:147 

Legenda: 1ZXM – topoisomerase II; LH- ligação de hidrogênio; LC-H – ligação carbono-hidrogênio; LD – 
ligação desfavorável; D-D Des. – Doador-doador desfavorável; 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) éster de adenilato de ácido fosfoaminofosfônico. 
 

6. CONCLUSÃO  

 

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

apresentam potencial citotóxico e genotóxicos frente aos organismos-teste 

desse estudo, essa toxicidade parece estar relacionada principalmente a 

presença de compostos terpênicos que compõe a planta, uma vez que as 
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amostras de maior polaridade apresentam perfis mais tóxicos em comparação 

às demais. Dessa forma, o estudo in silico contribuiu ao esclarecer que dentre 

os compostos selecionados, os terpenos também apresentam maior toxicidade 

apesar de promissoras atividades biológicas, de maneira geral, a classe de 

flavonóides parece ser mais promissora a potencial biológico devido os seus 

parâmetros baixos de toxicidade, reações 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 ativação da caspase 

8 e que o composto 20, apesar de apresentar a mesma atividade, esta não está 

relacionada a qualquer uma das enzimas estudadas.
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