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Resumo

O estudo tem por objetivo descrever os resultados obtidos dos parametros de qualidade farmacogndstico, prospeccdo
fitoquimica e estudos in silico de monoterpenos isolados de Dysphania ambrosioides. Utilizou-se folhas e caules que
foram secas e pulverizadas, os pds foram submetidos a testes farmacogndéstico. Por meio de maceragdo com etanol
obteve-se os extratos de caule (EEC) e de folhas (EEF), seguido de prospeccdo fitoquimica através de cromatografia
em camada delgada. Para os estudos in silico selecionou-se os terpenos (1S,2S,3R,4S)-1-metil-4-(propan-2-il)-
ciclohexano-1,2,3,4-tetrol (A); 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-metano (B); (1R,2S)-3-pmeten-1,2-diol (C); (1R,4S)-p-met-2-
en-1-ol (D); 1,4-dihidroxip-met-2-eno (E); 1-metil-4p-isopropil-1-ciclohexeno-4a, 5a, 6a-triol (F); Ascaridol (G),
onde utilizou-se 0s programas Marvin JS, PreADMET, PASS online, Molinspiration Online, para avaliacdo dos
aspectos fisico-quimicos, farmacocinéticos, toxicologicos e predicdo de atividade. Os pos foram classificados como
grossos, com teor de umidade dentro dos pardmetros recomendados, sendo ausente as saponinas, pH neutro e baixa
densidade. Na prospeccao fitoquimica foram detectados triterpenos e esteroides, saponinas e heterosideos flavonicos.
Todos 0s compostos seguem a regra de Lipinski; foram bem absorvidos no trato gastrointestinal; C, D, E e G ligam-se
fortemente as proteinas plasmaticas; C e D distribuiram amplamente no sistema nervoso central; D e E ndo foram
metabolizadas pelo CYP e todas inibiram CYP; A e B ndo foram mutagénicas e F e G sdo carcinogénicas. As drogas
vegetais apresentaram boa qualidade, sendo os terpenos presentes nestas amostras. Os estudos in silico apontam que
as moléculas as moléculas C, F e G s8o promissoras para atividade anti-inflamatéria, antineoplésica e antiprotozoéria.
Palavras-chave: Mastruz; Terpeno; Estudo in silico.

Abstract

The study aims to describe the results obtained from pharmacognostic quality parameters, phytochemical prospection
and in silico studies of monoterpenes isolated from Dysphania ambrosioides. Leaves and stems were used, which
were dried and sprayed, the powders were submitted to pharmacognostic tests. Stem (EEC) and leaf (EEF) extracts
were obtained through maceration with ethanol, followed by phytochemical prospecting through thin layer
chromatography. For in silico studies the terpenes were selected: (1S,2S,3R,4S)-1-methyl-4-(propan-2-yl)-
cyclohexane-1,2,3,4-tetrol (A); 1,2,3,4-tetrahydroxy-p-methane (B); (1R,2S)-3-pmethen-1,2-diol (C); (1R,4S)-p-met-
2-en-1-ol (D); 1,4-dihydroxyp-met-2-ene (E); 1-methyl-4B-isopropyl-1-cyclohexene-4a, 5o, 6a-triol (F); Ascaridol
(G), where the programs Marvin JS, PreADMET, PASS online, Molinspiration Online were used, to evaluate the
physical-chemical, pharmacokinetic, toxicological and activity prediction aspects. The powders were classified as
coarse, with moisture content within the recommended parameters, saponins, neutral pH and low density being absent.
In the phytochemical prospection, triterpenes and steroids, saponins and flavonic heterosides were detected. All
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compounds follow Lipinski's rule; were well absorbed from the gastrointestinal tract; C, D, E and G are strongly
bound to plasma proteins; C and D distributed widely in the central nervous system; D and E were not metabolized by
CYP and all inhibited CYP; A and B were not mutagenic and F and G are carcinogenic. The plant drugs showed good
quality, and the terpenes were present in these samples. In silico studies indicate that molecules C, F and G are
promising for anti-inflammatory, antineoplastic and antiprotozoal activity.

Keywords: Mastruz; Terpene; In silico study.

Resumen

El estudio tiene como objetivo describir los resultados obtenidos a partir de parametros de calidad farmacogndsticos,
prospeccidn fitoquimica y estudios in silico de monoterpenos aislados de Dysphania ambrosioides. Se utilizaron hojas
y tallos, que se secaron y pulverizaron, los polvos se sometieron a pruebas farmacognoésticas. Los extractos de tallo
(EEC) y hoja (EEF) se obtuvieron mediante maceracion con etanol, seguida de prospeccion fitoquimica mediante
cromatografia en capa fina. Para estudios in silico se seleccionaron los terpenos (1S, 2S, 3R, 4S) -1-metil-4- (propan-
2-il)-ciclohexano-1,2,3,4-tetrol (A); 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-metano (B); (1R, 2S) -3-pmeten-1,2-diol (C); (1R, 4S) -p-
met-2-en-1-ol (D); 1,4-dihidroxip-met-2-eno (E); 1-metil-4p-isopropil-1-ciclohexeno-4a, Sa, 6a-triol (F); Ascaridol
(G), donde se utilizaron los programas Marvin JS, PreADMET, PASS online, Molinspiration Online, para evaluar los
aspectos fisico-quimicos, farmacocinéticos, toxicoldgicos y de prediccion de actividad. Los polvos se clasificaron
como gruesos, con contenido de humedad dentro de los pardmetros recomendados, sin saponinas, pH neutro y baja
densidad. En la prospeccion fitoquimica se detectaron triterpenos y esteroides, saponinas y heterdsidos flavonicos.
Todos los compuestos siguen la regla de Lipinski; se absorbieron bien en el tracto gastrointestinal; C, D, E 'y G se
unen fuertemente a las proteinas plasmaticas; C y D distribuidos ampliamente en el sistema nervioso central; D y E no
fueron metabolizados por CYP y todos inhibieron CYP; Ay B no fueron mutagénicos y F y G son cancerigenos. Los
medicamentos vegetales mostraron buena calidad y los terpenos estaban presentes en estas muestras. Los estudios in
silico indican que las moléculas C, F y G son prometedoras para la actividad antiinflamatoria, antineoplasica y
antiprotozoaria.

Palabras clave: Mastruz; Terpeno; Estudio in silico.

1. Introducéo

A espécie Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants, com sinonimia Chenopodium ambrosioides L., da
familia Amaranthaceae (Mosyakin e Clemants, 2008), é uma planta nativa da América Central e do Sul, com distribui¢do
cosmopolita, ocorrendo principalmente em regides de clima tropical (Lorenzi & Matos, 2002; Monzote, et al., 2009).

Popularmente é conhecida como erva-de-santa-maria, mastruz ou mastruco, sendo amplamente utilizada na medicina
tradicional na forma de chas, batidas, xaropes ou infusdes para tratar afeccbes como: verminoses, gripe, tosse, pneumonia,
inflamacdo uterina (Moraes, et al., 2005; Oliveira, et al., 2010; Barbosa, et al., 2011), infec¢des parasitérias (Calzada, et al.,
2010), alivio das dores musculares (Garcia, Domingues & Rodrigues, 2010) e inflamagdes em geral (Cartaxo, et al., 2010;
Ramos, et al., 2011).

A partir dos relatos etnofarmacoldgicos, estudos puderam elucidar a atividade anti-inflamatéria de extrato aquoso
desta espécie foi demonstrada através de testes in vitro e in vivo (Trindade, et al., 2021), bem como a atividade antinociceptiva
através dos testes de contorcdo induzida por acido acético e placa quente, que sugeriram a resposta do o extrato aquoso das
folhas na inibicdo dos mecanismos de dor periférica e central (Hallal, et al., 2010). Além disso, o extrato aquoso obtido das
folhas demonstrou potencial antitumoral em linhagem celular de leucemia (Pandiangan, et al., 2020). Outro estudo avaliou a
atividade leishmanicida do extrato hidroalcodlico das folhas, sendo observado a diminui¢do no indice de infeccdo de
macrofagos por Leishmania amazonenses, a partir do aumento da producao de 6xido nitrico (Lima Janior, et al., 2014).

A atividade contra epimastigota de Tripanossoma cruzi de terpenos isolados de D. ambrosioides foi avaliada,
observando que o terpeno ascaridol se mostrou mais promissor (Kiuchi, et al., 2002). Em relacéo a atividade antioxidante da
espécie, estudos sugerem que os flavonoides e glicosideos sdo responsaveis por essa atividade (Arisawa, et al., 1971; Jain, et
al., 1990).

Considerada a relagéo de determinadas classes de metabdlitos com a atividade bioldgica, estudos fitoquimicos desta
espécie demostraram que ja foram isolados os seguintes compostos terpénicos: ascaridol, 1,2,3,4-tretahidroxi-p-metano
(Grassi, 2011), (1S,2S,3R,4S)-1-metil-4-(propan-2-il)-ciclohexano-1,2,3,4-tetrol, (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol, (1R,4S)-p-met-
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2-en-1-ol, 1,4-dihidroxip-met-2-eno, 1-metil-4p-isopropil-1-ciclohexeno-4a,50,6a-triol (Shu-Qun, et al., 2017), (1R,4S)-1,4-
dihidroxi-p-ment-2-eno e (1R,2S,3S,4S)-1,2,3,4-tetrahidroxi-p-mentano (Ahmed, 2000). Além disso, foram isolados os
polifendis chenopodiumamina A, chenopodiumamina B, chenopodiumamina C, chenopodiumamina D e chenopodiumoside A
(Kun, et al., 2015), as cumarinas escopoletina e 1,2-benzopirona (Shan & Khan, 2017) os e flavonoides kaempferol,
isoramnetina, ambroside (Arisawa, et al., 1971; Jain, et al., 1990), kaempferol-3-O-a-L-1C4-rhamnosil-(1”” — 2°°)-3-D-4C1-
xilopiranospideo e kaempferol-7-O-a-L-1C4-ramnopiranosideo (Ghareeb, et al., 2016).

Nota-se que apesar de promissora para varias atividades biologicas, ainda ha caréncia de estudos que relacionem seus
metabdlitos aos aspectos farmacocinéticos, toxicoldgicos e fisico-quimicos. O presente estudo avaliou os pardmetros
farmacognésticos da droga vegetal de D. ambrosioides, bem como realizou prospecc¢do fitoquimica dos seus extratos seguida
de selecdo de moléculas ja isoladas da espécie e submissdo destas a estudo in silico visando avaliar aspectos farmacocinéticos,

toxicologicos, fisico-quimicos e predicdo de atividades bioldgicas.

2. Metodologia
2.1 Coleta e processamento do material vegetal

Neste estudo foram utilizados folhas e caules de Dysphania ambrosioides, que foram coletados no municipio de Santa
Izabel-PA. O material vegetal foi identificado por um especialista e teve sua exsicata depositada no Herbario da Embrapa
Amazodnia Oriental (IAN) sob o nimero de registro 200572. Posteriormente, o material vegetal foi lavado e seco em estufa de
ar circulante a 37-40°C por 7 dias. Apos seco, 0 material foi separado em folhas e caules, e foram pulverizados em moinho de

facas para obtencédo dos p6s da folha e do caule.

2.2 Estudos Farmacognésticos

Os pbs obtidos das folhas e dos caules de D. ambrosioides foram submetidos a estudos de caracterizacdo
farmacogndstica, onde realizou-se a determinagdo dos pardmetros de densidade (Lachman, Lieberman & Kanig, 2001),
granulometria, pH, perda por dessecacdo e indice de espuma (Brasil, 2019). Todos os parametros analisados foram realizados

em triplicata.

2.3 Estudos fitoquimicos
Para obtencdo dos extratos, os pos da folha e do caule foram submetidos separadamente a maceracdo exaustiva em
proporcdo adequada de material para etanol (1:10). Apds esse periodo, a solugdo extrativa foi filtrada e concentrada em
evaporador rotativo sob pressao reduzida, obtendo-se o extrato etandlico da folha (EEF) e o extrato etandlico do galho (EEC).
Os extratos foram submetidos a prospeccéo fitoquimica através de cromatografia de camada delgada (CCD). Foram
pesquisadas as seguintes classes de metabdlitos: triterpenos e esteroides, geninas flavOnicas, heterosideos flavonicos,
cumarinas, saponinas, polifendis, alcaloides, taninos e heterosideos antracénicos. Para cada metabdlito utilizou-se uma fase

movel e revelador especifico (Tabela 1) (Wagner, et al., 1984).
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Tabela 1. Condigdes utilizadas nas avaliagdes em cromatografia em camada delgada.

Metabolito Fase mével Revelador

Cloroférmio: Metanol: Hidroxido de
Ambonio (85:15:0,2).

Tolueno: Eter (1:1) saturado com Acido
acético (5 gotas).
Cloroférmio: Acetato de etila: Acido
formico (60:40:2,5).

Acetato de etila: Acido Férmico: Acido Solucdes de ferricianeto de potassio a 1% e

Alcaloides Dragendorff.

Cumarinas Hidroxido de potéssio a 5% em metanol.
Geninas Flavonicas Cloreto de aluminio a 2% em metanol.

Polifenois

acético: Agua (100:11:11:27). cloreto férrico a 2%.
Saponinas Cloroférmio: Metanol (95:5). Anisaldeido.
Triterpenos e Esterdides Hexano: Acetato de etila (8:2) Reagente de Lieberbanm-Burchard

Acetato de etila: Acido férmico: Acido

P ni 0,
acético: Agua (100:11:11:27) Cloreto de aluminio a 2% em metanol.

Heterosideos flavonicos

Taninos Acetato de etila: Acido foérmico: Acido Solugdes ferrocianeto de potéssio a 1% e
acético: Agua (100:11:11:27) cloreto férrico a 2%.
HeteroAsu.ieos Acetato de etllz'x Metanol: Agua Hidréxido de potéssio a 5% em metanol.
antracénicos (81:11:8)

Fonte: Brand&o (2012), adaptado de Wagner, et al. (1984).

2.4 Selecao de moléculas

Baseado no resultado da prospeccéo fitoquimica, selecionou-se os terpenos detectados em ambas as amostras de
folhas e caules (EEC e EEF) e com isso, realizou-se um levantamento de estudos que ja tenham isolados moléculas
pertencentes a classe, sendo assim, selecionou-se da espécie as principais moléculas de monoterpenos isolados com possiveis

atividades bioldgicas.

2.5 Estudos in silico

O screening virtual é uma técnica simples e amplamente utilizada que se baseia na busca por similaridade em que uma
conhecida estrutura-alvo bioativa é procurada em uma base de dados para identificar as moléculas mais similares, uma vez que
estas serdo as mais provaveis de terem atividade de interesse, 0 que naturalmente as torna candidatas para testes bioldgicos.

Para este estudo foram utilizados os programas Marvin Js para desenhar as estruturas quimicas; ADMET Prediction -
absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo, excregdo e toxicidade (versdo 2.0 Copyright® 2005; Preadmet, 2021) para as predices
farmacocinéticas e toxicoldgicas; e PASS online Prediction of activity spectra for substances (way2drug.com® 2011 versio 2.0
- 2021; Pass online, 2021) para as previsdes de espectro de atividades biolégicas e o servidor Molinspiration Online Property
Calculator Tookilt (www.molinspiration.com; Molinspiration, 2021) para avaliar as caracteristicas fisico-quimicas dos
compostos.

Os dados de ADMETox foram comparados com substancias semelhantes a partir da regra de Lipinski ou “regra dos
cinco”, em que se estabelece que uma molécula deve apresentar valores para quatro parametros multiplos de cinco: logP < 5,
massa molecular < 500 Da, aceptores de ligagdo de hidrogénio < 10 e doadores de ligagdo de hidrogénio < 5 (Lipinski, 2004).

Para estudos farmacocinéticos avaliou-se a absorcéo intestinal (human intestinal absorption = HIA) considerando os
seguintes parametros: 0-20% (baixa absor¢éo), 20-70% (moderada absorgdo) > 70% (alta absorgcdo) (Yee, 1997) e a
permeabilidade em células Caco 2 e MDCK: alta permeabilidade > 70 nm/sec, média permeabilidade 4-70 nm/sec e baixa
permeabilidade < 4 nm/sec (Yazdanian, et al., 1998). Para a distribuicdo das substancias utilizou os seguintes referenciais:
ligado fortemente a albumina > 90% e ligagdo de moderada a fraca a albumina < 90% (Preadmet, 2021). Os critérios
selecionados para 0 quanto a molécula consegue perpassar a barreira hematoencefalica (BHE) foram: atravessa livremente a

BHE > 2,0, atravessa de forma moderada 2,0-0,1 e atravessa de forma fraca ou ndo atravessa < 0,1 (Ajay, et al., 1999).
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Para avaliar os resultados relacionados ao metabolismo dos constituintes utilizou-se: se as substancias sofrem
metabolismo de fase 1, se inibem alguma CYP e quais CYP foram inibidas. Substancias que inibem duas ou mais CYP,
especialmente CYP3A4 e CYP2C9, podem interferir no metabolismo de uma grande quantidade de farmacos e outras
substancias, pode contribuir para a elevacdo da toxicidade. Para substancias que inibem uma Unica CYP, pode ocorrer a
reducdo da quantidade de farmacos que induzem interagao farmacocinética com a molécula testada. Substancias ndo inibidoras
e nao indutoras de CYP sdo consideradas substancias ideais, por nao interferir no metabolismo de outros farmacos.

Para a predicdo de mutagenicidade utilizou-se do teste de Ames, em que estirpes de Salmonella typhimurium (TA98,
TA100, TA1525) com alteracdo do gene da histidina foram testadas. A varidvel a ser testada é a capacidade do agente
mutagénico provocar reversdao para 0 crescimento em meio sem histidina (Ames et al., 1875). Para a interpretacdo dos
resultados deste teste considerou-se positivo quando houver reversdo da mutacdo em uma ou mais bactérias em meio sem
histidina e negativo quando ndo se observar reversdo da mutacdo nas mesmas. Para falso positivo, ou seja, ndo houver reversao
da mutacdo em nenhum clone da bactéria e mesmo assim o programa classificou mutagénico, o resultado foi desconsiderado.

Em relacdo a avaliagdo dos critérios toxicidade de organismos marinhos, considerou-se 0s seguintes parametros:
toxicidade em algas: toxico < 1mg/L e ndo toxicos > 1 mg/L (Costa, et al., 2008); toxicidade em Daphnia sp.: toxico < 0,22
pg/mL e ndo toxico > 0,22 pg/mL (Guilhermino, et al., 2000); toxicidade em peixes Medaka e Minnow: muito téxico <
1mg/L, téxico entre 1-10 mg/L, prejudiciais 10-100 mg/L e ndo toxico > 100 mg/L (Zucker, 1985). Para a predi¢do de
carcinogenicidade dos compostos em roedores (Rodent Carcinogenicity) foi realizado a partir dos dados da National
Toxicology Program (NTP) e FDA (Food and Drug Administration). Os resultados foram expressos em carcinogénico (+) e
n&o carcinogénico (-).

A atividade biologica das substancias testadas foi avaliada por similaridade com mais de 250.000 substéncias
biologicamente ativas, incluindo farmacos e compostos tdxicos. Como critério de avaliacdo adotou-se Pa (Probabilidade de
atividade) de 0,7, ou seja, 70% (Filimonov, et al., 1995).

3. Resultados e Discussao

As anélises de granulometria demonstram que os p6s da folha e do caule de D. ambrosioides, podem ser classificados
como um p6 grosso (Tabela 2). Pés grossos diminuem a superficie de contato do material vegetal com liquido extrator

podendo interferir na eficiéncia do processo extrativo, diminuindo rendimento da extracéo.

Tabela 2. Analise de granulometria do pd da folha e do caule de D. ambrosioides.

Abertura nominal da Média (%) + desvio padréo
malha Folha Caule
1,70 mm 3,1+£0,04 68,3+ 0,88
710 pm 26,5+ 0,44 21,9+0,89
355 um 40£0,51 4,9 +0,46
180 um 23,2+0,76 2,4+0,25
125 pm 4,1+0,35 0,9+0,11
Coletor 3+0,49 1,2+£0,03

Fonte: Autores.

Outro parametro avaliado foi a densidade aparente, onde a densidade dos pés das folhas (0,23 g/mL + 0,14) e dos
caules (0,57 g/mL #* 0,23), foram consideradas baixas (Tabela 3), se comparada com a agua (1,0 g/cm®) que é o padrdo para
solidos e liquidos, ocupando um volume maior (Montanheiro, 1990). Este pardmetro expressa a relagdo entre a massa de

material seco e o volume real ocupado por essas particulas, é importante por influenciar diretamente no preparo de extratos,
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pois 0 p6 de baixa densidade necessita de uma maior quantidade de solvente durante o processo de extracdo para evitar a
flutuacdo das particulas (Amarante, 2010; Zorzeto, et al., 2014).

Na determinacdo do pH, verificou-se que o pH obtido do p6 da folha e do caule foi de 7,31 e 7,13, respectivamente
(Tabela 3). Sugerindo que os pos desta planta contém compostos de carater alcalino ou fracamente acidos. O indice de espuma
de solugBes dos pés analisados apresentara altura da espuma em todos os tubos inferior a 1 cm, com um indice de espuma
menor que 100 (Tabela 3), sugerindo a auséncia de saponinas. Outros estudos descrevem auséncia de saponinas em solucdo de
pos das folhas e de partes aéreas de D. ambrosioides (Valério, 2014; Fontenele, 2017). Além disso, ndo foram encontrados
estudos que descrevem o isolamento de saponinas desta espécie.

Em relacdo a andlise de perda por dessecacdo, observou-se que os pos da folha e caule de D. ambrosioides,
apresentaram percentual de 11,6% e 11,7%, respectivamente (Tabela 3), esses valores encontram-se dentro dos limites
estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira (8-12%). O que indica que o material vegetal passou por secagem e armazenamento

eficientes, e sugere uma boa estabilidade microbiolégica e quimica (Brasil, 2019; Simdes, et al., 2010).

Tabela 3. Andlise farmacogndstica do pé da folha e do caule de D. ambrosioides.

PARAMETRO MEDIA + DESVIO PADRAO MEDIA + DESVIO PADRAO
Perda por dessecacéo (%) 11,6 £0,92 11,7+ 0,80
pH 7,31+0,03 7,13 £ 0,07
indice de espuma <100 <100
Densidade do p6 (g/mL) 0,23+0,14 0,57 + 0,23

Fonte: Autores.

Os rendimentos dos extratos etanélicos foram de 8,73% para a folha e 5,35% para 0 caule. Sendo considerados
satisfatérios se comparado a um etudo anterior, que utilizou método de extragdo similar, e obteve-se um percentual de
rendimento de 2,18% das folhas e 1,97% para os caules (Grassi, 2011).

A abordagem fitoquimica dos extratos etanélicos obtido das folhas (EEF) e dos caules (EEC) de D. ambrosioides
revelou bandas sugestivas para presenca de saponinas (Tabela 4), que apesar do resultado negativo no teste de determinacdo de
indice de espuma, o método de CCD a detectou, indicando a diferenca de sensibilidade dos métodos; triterpenos e esteroides,
em que na literatura, podem ser encontrados compostos ja isolados desta classe a partir do extrato alcodlico (Shu-Qun, et al.,
2017) e heterosideos flavOnicos, os quais ainda ndo foi isolado nenhum composto.

Na prospeccao fitoquimica do extrato etandlico do caule detectou-se a presenca de alcaloides e cumarinas (Tabela 4),
desta espécie ja foram isoladas as cumarinas escopoletina e 1,2-benzopirona e o alcaloide 1-piperoilpiperidina (Shah & Khan,
2017), entretanto, somente estudos de identificacdo podem comprovar a presenca destes metabdlitos. Nota-se as diferentes
classes de metabdlitos ja isoladas da espécie. Além disso, estudos revelam que a planta possui valores consideraveis de
terpenos, sendo estes de importancia bioldgica e facilmente isolados (Dembitsky, 2008).

A partir da anlise fitoquimica de extratos da folha e do caule, onde observou-se a presenca de terpenos (Tabela 4), e
ao levantamento bibliogréafico que sugerem as diversas atividades biolégicas promissoras para a classe (Shu-Qun, et al., 2017;
Grassi, 2011; Ahmed, 2000). Selecionou-se sete monoterpenos isolados da espécie (Figura 1) e realizou-se estudos in silico
dos aspectos farmacocinéticos, toxicoldgicos, fisico-quimicos e de atividade bioldgica dos compostos terpénicos isolados da D.

ambrosioides.
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Tabela 4 - Prospeccdo fitoquimica dos extratos etandlicos de folha e caule de Dysphania ambrosioides.

METABO!_ITOS AMOSTRAS
SECUNDARIOS EEF EEC
Alcaloides - +
Cumarinas - +
Taninos - -
Geninas flavonicas - -
Heterosideos flavonicos + +
Polifendis - -
Saponinas +
Triterpenos e esteroides

Legenda: (+) presenca; (-) auséncia; EEF — extrato etanolico da folha; EEC — extrato etandlico do caule. Fonte: Autores.

Figura 1. Monoterpenos isolados de D. ambrosioides.

(A) v (D)

—

¢ :
(F) L (G)

Legenda: (A) (1S,2S,3R,4S)-1-metil-4-(propan-2-il)ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; (B) 1,2,3,4-tetrahidroxi- p-metano; (C) (1R,2S)-3-p-meten-
1,2-diol; (D) (1R,4S)-p- met-2-en-1-0l (E) 1,4-dihidroxip-met-2-eno; (F) 1-metil-4B- isopropil-1-ciclohexeno-4a,50,6a-triol; (G) Ascaridol.
Fonte: Autores.

Na Tabela 5, as moléculas A e B apresentaram logP de 0,23, TPSA no valor de 80,91, nimero de aceptores e
doadores de hidrogénio igual a 4 e massa molar de 204,27; a molécula C apresentou logP de 1,45, TPSA de 40,46, valores de
aceptores e doadores de hidrogénio igual a 2 e massa molar no valor de 170,25; as moléculas D e E obtiveram logP de 2,80,
TPSA 20,23, nimero de aceptores e doadores de hidrogénio igual a 1 e massa molar de 154,25; A molécula F apresentou logP
de 0,77, TPSA de 60,68, nimero de doadores e aceptores de hidrogénio igual a 3 e massa molar de 186,25; por fim, a molécula
G mostrou um logP de 2,65, TPSA de 18,47, uma quantidade de 2 aceptores de hidrogénio e nenhum doador e massa molar de
168,24; todas as moléculas apresentaram apenas uma ligacao rotacionavel.

A partir desses resultados, nota-se que todas as moléculas contemplam de forma eficiente a regra dos cinco de
Lipinski (Lipinski, 2005). Além disso, pardmetros como estes influenciam diretamente na resposta farmacocinética de cada
substancia, uma vez que, fA&rmacos ideais devem apresentar polaridade média, observou-se que 0s monoterpenos A, B e F
apresentam um logP baixo, indicando que possivelmente sdo compostos mais hidrossoliveis e polares, desta forma tem
moderada absorcao intestinal em relagdo as outras moléculas do estudo que apresentam logP na faixa de 1 a 3 expressando
parametros farmacocinéticas ideais (Tabela 5; Kubinyi, 1977). Essas mesmas moléculas (A, B e F) indicam maior dificuldade
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de ligagdo com possivel receptor por apresentarem um valor de TPSA maior que 60 A (80,91; 80,91 e 60,68, respectivamente),
0 TPSA esta relacionado a formacao de ligacdes de hidrogénio e a polaridade, influenciando na interacdo da molécula com a
superficie polar das membranas e a sua migragéo para a porcéo lipidica, ou seja, quanto mais o valor se aproxima de 140 A,
mais dificil é essa interagdo (Tabela 5; Veber, et al., 2002).

Quanto a quantidade de grupos aceptores de hidrogénio, as moléculas C, D, E e G apresentam valores abaixo de 10 e
quantidade de doadores de hidrogénio menor que 5 (Tabela 5), e as moléculas A, B e F quantidades mais proximas da
referéncia de doadores de hidrogénio (4, 4 e 3, respectivamente; Tabela 5) o que pode prejudicar a permeabilidade destas
através de membranas biol6gicas (Lipinski, et al., 1997). Quanto ao nimero de ligacdes rotacionaveis, todas as moléculas
apresentaram a quantidade de uma Unica ligacdo rotacionavel (Tabela 5), indicando que a conformacéo destas moléculas nao
ird comprometer sua biodisponibilidade, uma vez que um menor nimero de ligacbes como estas é ideal para garantir a
estabilidade conformacional das moléculas no meio (Veber, et al., 2002).

Em relacdo a massa molar (Tabela 5) observou-se que as moléculas A, B e F tiveram maior massa, o que associado ao
logP reforca a propriedade hidrossoluvel destas moléculas, visto que o aumento do peso molecular pode dificultar a
concentracdo desses compostos na superficie do epitélio intestinal e, por consequéncia, reduzir a absorcdo destes (Di e Kerns,
2015). As moléculas C, D, E e G (Tabela 5) apresentam maior logP (1,45; 2,80; 2,80 e 2,65, respectivamente) e menor massa
molar (170,25; 154,25; 154,25 e 168,24, respectivamente) sugerindo que possivelmente estas moléculas tém maior

lipossolubilidade e assim maior facilidade em perpassar as barreiras.

Tabela 5. Propriedades fisico-quimicas de monoterpenos isolados de D. ambrosioides.

Monoterpenos LogP TPSA nALH nDLH nROTB MM
A 0,23 80,91 4 4 1 204,27
B 0,23 80,91 4 4 1 204,27
C 1,45 40,46 2 2 1 170,25
D 2,80 20,23 1 1 1 154,25
E 2,80 20,23 1 1 1 154,25
F 0,77 60,68 3 3 1 186,25
G 2,65 18,47 2 0 1 168,24
Referéncia <5 < 140A <10 <5 <10 <500 Da

Legenda: Regra de Lipinski: LogP - coeficiente de particdo Oleo-dgua; TPSA - &rea de superficie
polarizada topoldgica; nALH - aceptores de ligacdo de hidrogénio; nDLH - nimero de grupos de
doadores de hidrogénio; NnROTB - nimero de ligagOes rotacionaveis; MM - massa molar, Fonte: Autores.

Para os parametros de absorcao (Tabela 5), as moléculas A e B apresentaram valores de 2 nm/sec para absor¢do em
MDCK, 14 nm/sec em Caco-2 e 58% de absor¢do intestinal humana; ja a molécula C apresentou os valores de 373 nm/sec para
MDCK e 18 nm/sec para células Caco-2 e percentual de absor¢do de 88% em intestino humano; a molécula D mostrou 188
nm/sec em células MDCK, 50 nm/sec em células Caco-2 e 100% de absor¢do intestinal humana; a molécula E valores de 0,1
nm/sec em células MDCK, 28 nm/sec em células Caco-2 e 88% de absor¢do intestinal humana; a molécula F apresentou 26
nm/sec em células MDCK, 17 nm/sec nm/sec em células Caco-2 e 78% de absorcdo em células do intestino humano; e por fim
a molécula G indicou valores de 26 nm/sec em MDCK, 33 nm/sec em células Caco-2 e 100% de absor¢do intestinal humana
(Tabela 6).

Para os parametros de distribuicdo (Tabela 5), 46% das moléculas A e B conseguem se ligar as proteinas plasmaéticas

(PP) e 0,2 % transpassam a barreira hematoencefalica (BHE); a molécula C ligou-se 100% as proteinas plasmaéticas e
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perpassou 2,5% a BHE; a molécula D se ligou 100% as PP e perpassou 4,9% da BHE; a molécula E se ligou 90% e
transpassou 1,6% a BHE; a molécula F se ligou 83% e transpassou 0,9% pela BHE e a molécula G ligou-se 100% as PP e
1,6% transpassou a BHE. Para os parametros de metabolizacdo, as moléculas A, B, C, F e G sdo metabolizadas de forma fraca
pela CYP 3A4 e inibiram a CYP 2C9, j& as moléculas D e E ndo sdo metabolizadas na fase um e D inibiu mais de uma CYP
(CYP 2C9 e CYP 2C19).

As substéncias de estudo apresentaram, em sua maioria baixa permeabilidade em MDCK (Madin-Darby canine
kidney; A, B e E), somente dois compostos apresentaram moderada absor¢do (F e G) e 0s outros dois apresentaram elevada
absorcdo (C e D; Tabela 5), essas células sdo utilizadas para avaliar a permeabilidade in vivo e como essas moléculas se
comportam por transporte passivo entre membranas (lrvine, et al., 1999). Todas as moléculas apresentaram moderada
permeabilidade em células Caco-2 (Tabela 5), o que permite avaliar a capacidade de um farmaco ser absorvido comparado a
um estudo in vivo ou ainda determinar o mecanismo de transporte de uma quantidade de possiveis farmacos (Gongalves,
2010). Ambos tipos celulares sdo utilizadas para prever a absor¢éo de compostos por formar juncdes entre as células (Balimane
& Chong, 2005) e todas as moléculas se mostraram capazes de serem absorvidas (Tabela 5), contudo as moléculas C, D, Fe G
tem maior facilidade, possivelmente por serem moléculas que apresentam maior lipofilicidade quando comparadas as outras
trés (Tabela 5). Somente as moléculas A e B apresentaram moderada absorcéo intestinal humana (Tabela 5), possivelmente
este resultado é influenciado pelo baixo valor do logP (0,23 para ambas) e alto valor do TPSA (80,91 para ambas) que
dificultam este processo.

As moléculas C, D, E, F e G se ligam de forma elevada as proteinas plasmaticas (100%, 100%, 90% e 100%,
respectivamente), as moléculas A e B se ligam de forma moderada a fraca (46% em ambas; Tabela 5). As proteinas
plasméticas sdo fundamentais no transporte de farmacos, se fortemente ligada, ha a dificuldade, devido a diminuicdo da
permeabilidade, do fArmaco se difundir ou se transportar para o alvo, uma vez que é a forma livre — ndo ligada a PP — que tem
a capacidade de se difundir pelas membranas (Ferreira, et al., 2020), este fato pode estar relacionado a lipossolubilidade e
massa molecular destes compostos que tém valores mais expressivos (Tabela 5). Duas das moléculas (C e D) atravessam
livremente a barreira hematoencefalica (Tabela 5) e busca-se como justificativa os valores de TPSA menores associado ao
baixo peso molecular (Tabela 5), estas caracteristicas facilitam a travessia de barreiras e contribuem para a distribui¢éo para o
SNC, enquanto que as outra cinco (A, B, E, F, G) perpassam de forma moderada a baixa (Tabela 5).

No que concerne ao metabolismo dos compostos, somente as moléculas D e E ndo utilizam as CYP na fase 1, quanto
a inibigdo, todas as moléculas sdo capazes de bloquear a atividade da CYP_2C9 (Tabela 6), esta é uma isoforma que participa
ativamente do metabolismo de uma variedade de anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES). Somente o composto D inibiu
mais de uma isoforma (Tabela 6). A inibi¢cdo de uma isoforma por um determinado composto pode modificar o0 metabolismo
hepatico de outro medicamento, gerando um possivel acimulo no organismo propiciando efeitos toxicos (Brunton; Chabner &
Knollmann, 2012). O ideal é que uma possivel molécula com atividade biol6gica promissora seja ndo indutora e ndo inibidora

de CYP para assim néo intervir no metabolismo de outros farmacos.
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Tabela 6. Predicdo dos aspectos farmacocinéticos dos monoterpenos isolados de D. ambrosioides.

Monoterpenos Absorc¢éo Distribuicéo Metabolismo
MDCK (nm/sec)  Caco-2 HIA (%) PP (%) BHE Fase 1 Inibicéo
(1S,2S,3R,4S)-1-metil-4-(propan-2-il)ciclohexano- 2 14 58 46 0,2 Fraco CYP 2C9
1,2,3,4-tetrol CYP 3A4

(1R,2S,3S,4S)-1,2,3,4-tetrahidroxi-p-metano 2 14 58 46 0,2 Fraco CYP_2C9
(1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol 373 18 88 100 2,5 Fraco CYP_2C9

(1R,4S)-p- met-2-en-1-ol 188 50 100 100 4,9 - CYP_2C9
CYP_2C19

1,4-dihidroxip-met-2-eno 0.1 28 88 90 1,6 - CYP 2C9

1-metil-4B- isopropil-1-ciclohexeno-4a,5a,6a-triol 26 17 78 83 0,9 Fraco CYP 2C9
Ascaridol 26 33 100 100 1,6 Fraco CYP 2C9

Legenda: MDCK — Madin-Darby Canine Kidney; Caco-2 — células de adenocarcinoma de célon humano; HIA — Human intestinal absorption; PP — proteina plasmatica; BHE — barreira
hematoencefélica; CYP — citocromo P450. Pardmetros: MDCK e Caco-2: > 70 nm/sec alta permeabilidade, 4-70 nm/sec média permeabilidade, < 4 nm/sec baixa permeabilidade (Yazdanian, et
al., 1998); HIA 0-20% baixa absorc¢do, 20-70% moderada absorcéo, > 7-% alta absorcéo; ligacdo a PP: ligado fortemente a albumina > 90%, ligacdo de moderada a fraca a albumina < 90%
(Preadmet, 2021); BHE: > 2,0 atravessa livremente, 2,0-0,1 atravessa de forma moderada a fraca, < 0,1 atravessa de forma fraca ou ndo atravessa (Ajay, et al., 1999). Fonte: Autores.
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Na Tabela 7, observou-se nos resultados da predicéo biolégica, que as moléculas ndo foram ativas contra bactérias,
fungos e virus. Apenas a molécula G apresentou atividade contra protozoarios, e em geral a maioria das substancias
evidenciaram um efeito protetor mucomembranoso, carminativo e anti-seborreico. Somente a molécula C apresentou efeito
anti-inflamatorio e as moléculas A, B, C e F apresentaram atividade anti-eczema. A molécula F mostrou efeito antineoplasico e
as moléculas A, B, F e G mostraram-se ativas para o tratamento de adenoma poliposo.

A molécula F foi a Unica a apresentar atividade antineoplasica, o que contradiz o teste de carcinogenicidade em
camundongos que deu positivo. Além disso, foi observado efeito anti-tumoral em ratos Swiss infectados com células tumorais
na almofada da pata esquerda (tumor s6lido) ou na cavidade peritoneal (tumor ascitico) com tumores de Ehrlich e tratados via
intraperitoneal com 5mg/kg de extrato hidroalcodlico de folhas de D. ambrosioides L. (Nascimento, et al., 2006),
possivelmente essa atividade se deu devido ao sinergismo das moléculas presentes no extrato, diferente da particularidade de
um estudo in silico. Ha estudos que também relacionam o Ascaridol com possivel atividade antineoplasica (Efferth, et al.,
2002) mas neste estudo in silico ndo apontou tal atividade.

Somente a molécula C apresentou atividade anti-inflamatdria, foi observada a eficacia do extrato hidroalcéolico das
folhas de D. ambrosioides no tratamento de osteoartrite induzida em ratos Wistar, por reduzir a inflamacdo sinovial
caracteristica de osteoartrite e as alteracbes comportamentais decorrentes da dor (Calado, et al., 2015).

As moléculas A, B, C, E, F e G apresentaram atividade protetora mucomembranosa, a literatura aponta que alguns
compostos bioativos sdo responsaveis pela atividade gastroprotetora, sendo estes: flavonoides, esteroides e terpenos,
catequinas e antocianidinas (Hurtado, 2014). O que corrobora com o estudo que indicam o Ascaridol como um composto
isolado com atividade gastroprotetora (Zhu, et al., 2012; Wei, et al., 2014), contudo, nenhuma literatura elucidou o possivel
mecanismo que atribui essa propriedade a molécula. O efeito carminativo foi positivo para as moléculas A, B, D, E, F e G.
Essa atividade é comumente descrita em estudos etnofarmacolédgicos (Jaramillo, et al., 2012), entretanto ndo ha estudos que
relatem compostos envolvidos nessa atividade.

Em relacdo as atividades antibacteriana, antifungica e antiviral, as moléculas ndo foram ativas. Estudos anteriores,
mostra que o0 extrato hidroalcodlico das folhas de D. ambrosioides apontou atividade inibitéria contra Candida albicans (CIM
de 0,25 mg / mL), promovendo efeito anti-biofilme, os autores relacionam essa atividade aos metabdlitos quercetina e
kaempferol, devido estarem presentes em grande quantidade na composi¢do quimica extrato testado (Zago, et al., 2019).
Outros estudos avaliaram a atividade antibacteriana da espécie, no entanto, ndo se mostraram promissores para atividade. Em
teste de difusdo em 4agar, o extrato hidroalcodlico das folhas de mastruz ndo promoveu efeito inibitério contra cepas de
Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans (Jacome, et al., 2020).

A molécula ascaridol (G) mostrou-se positiva para atividade antiprotozoaria, o que corrobora com alguns estudos que
mostram atividade contra Trypanosoma cruzi, Plasmodium falciparum e Leishmania amazonensis em que esse composto €

promissor para os protozoarios (Pollack, et al., 1990; Kiuchi, et al., 2001; Monzote, et al., 2007).
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Tabela 7. Avaliacdo da atividade bioldgica dos monoterpenos isolados de D. ambrosioides.

ATIVIDADE A B C D E F G
Antineoplasico - - - - - + -
Tratamento de adenoma poliposo + + - - - +
Antiprotozoario - - - - - -
Antibacteriano - - - - - - -
Antifangico - - - - - - ;
Antiviral - - - - - _
Anti-inflamatério - - + - - - -
Anti-eczema + + + - - + -
Antisseborreico + + + + + + -
Protetor mucomembranoso + + + - + +
Carminativo + + + + + +

Legenda: (A) (1S,2S,3R,4S)-1-metil-4-(propan-2-il)ciclohexano-1,2,3,4-tetrol; (B) (1R,2S,3S,4S)- 1,2,3 , 4-tetrahidroxi-p-metano; (C) (1R,2S)-3-p-meten-1,2-diol; (D) (1R,4S)-p-met-2-en-1-
ol;(E)1,4-dihidroxip-met-2-eno;(F)1-metil-4B-isopropil-1-ciclohexeno4a,5a,6a-triol; (G)Ascaridol.
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Na avaliacdo da toxicidade em organismos aquaticos, todas as moléculas apresentaram toxicidade para algas;
nenhuma foi téxica para crustaceos Daphnia, esses testes permitem avaliar parametros de intoxicagdo aguda e subcronica.
As moléculas C, D e G apresentaram-se muito toxica aos peixes Medeka, e as moléculas E e F mostraram-se toxicas. Para a
espécie de peixe Minnow as substancias A e B foram prejudiciais, os compostos C, D, E e G foram muito toxicas, enquanto
que A, B e F foram somente toxicas. Em relacdo ao teste de mutagenicidade, as moléculas C, D, E, F e G se revelaram
mutagénicas e as A e B ndo mutagénicas; para o teste de carcinogenicidade, as moléculas A, B, C, D, E, F e G nédo foram
carcinogénicas para ratos, contudo as substancias F e G mostram-se carcinogénicas para camundongos (Tabela 8).

As moléculas C, D e G se exibiram muito toxicas para ambas espécies de peixes do estudo (< 1mg/L), o que
indica que estas sdo capazes de causar intoxicagdes aguda e cronica, possivelmente estes resultados compartilham com o
fato de estes compostos aparentarem ter maior lipossolubilidade e massa molar, permanecendo por mais tempo no
organismo e facilitando as intoxica¢gdes quando comparadas as moléculas A e B, que exibiram padrdo prejudicial para
peixes Medeka e toxico para Minnow (Tabela 8), essas por sua vez apresentam padrdes fisico-quimicos que contribuem
para uma excre¢do mais rapida do organismo.

Na analise de mutagenicidade os isolados C, D, E, F e G se apresentaram mutagénicos, exceto A e B (Tabela 8)
que tiveram resultado negativo. E em teste de carcinogenicidade, os compostos F e G ndo se apresentaram carcinogénico
para ratos e carcinogénico para camundongos. Ndo foram encontrados estudos que comprovem o potencial mutagénico
desta espécie. Em outro estudo, o extrato aquoso de D. ambrosioides causou tumor local em 58 ratos NIH Black, sugerindo

que o extrato aquoso da planta pode ser carcinogénico (Kapadia, et al., 1978).

Tabela 8. Predigdo de toxicidade dos monoterpenos de D. ambrosioides.

Monoterpenos Algae Daphania Peixes Mutagenicidade Carcinogenicidade
Medeka Minnow Ames Rato Camundongo
A 0,06 3,49 11,91 7,03 NM - -
B 0,06 3,49 11,91 7,03 NM - -
C 0,04 0,79 0,65 0,53 Mutagénico - -
D 0,03 0,43 0,20 0,17 Mutagénico - -
E 0,05 1,01 1,05 0,74 Mutagénico - -
F 0,05 2,15 4,57 1,69 Mutagénico - +
G 0,03 0,27 0,07 0,04 Mutagénico - +

Pardmetros: NM: ndo mutagénico; Teste Algas: < 1mg/L toxico, > 1mg/L ndo téxico (Costa, et al., 2008); Teste Daphnia: < 0,22 pg/mL
toxico, > 0,22 pg/mL ndo toxico (Guilhermino, et al., 2000); Teste em peixes Medeka e Minnow: < 1mg/L muito téxico, 1-10 mg/L téxico,
10-100 mg/L prejudicial e > 100mg/L ndo toxico (Zuncker, 1985). Fonte: Autores.

4. Concluséo

Em relacdo aos aspectos farmacognosticos, a droga vegetal cumpre os critérios de qualidade exigidos pela 6° edicdo
da Farmacopéia Brasileira. Na prospeccao fitoquimica, observou-se no extrato etandlico da folha e do caule a presenca de
saponinas, heterosideos flavonicos e triterpenos e esteroides. A partir da prospeccéo fitoquimica e do estudo de literatura,
selecionou-se sete monoterpenos para estudos in silico por apresentarem atividade bioldgica, nas analises fisico-quimicas,
todos as moléculas seguiram a regra dos 5 de Lipinski e apresentaram padrdes farmacocinéticos satisfatorios, as moléculas C,
F e G mostraram-se promissoras para atividade anti-inflamatéria, antineoplésica e antiprotozoaria, respectivamente. Contudo,
sd0 necessarios estudos computacionais mais aprofundados relacionados a suas estruturas quimicas, haja vista que algumas das
moléculas mostraram ser carcinogénicas para camundongos, visando identificar o porqué dos efeitos indesejados e como

poderia ser melhorada sem afetar as acBes terapéuticas, além disso, as moléculas evidenciaram um efeito protetor
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mucomembranoso, carminativo e anti-seborreico. Entretanto, estudos pré-clinicos e clinicos sdo primordiais para elucidacao

das atividades e dos mecanismos de a¢éo dessas substancias isoladas.
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