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RESUMO 

O câncer é uma doença responsável por inúmeras mortes ao ano e um problema 
global. Desta forma, é importante investigar novos compostos terapêuticos mais 
seletivos, que possam ajudar a minimizar esse cenário. As investigações toxicológicas 
de substâncias são essenciais no processo de estudo de fármacos, pois permitem 
direcionar outras investigações que possam contribuir para a descoberta de 
substâncias com atividade antitumoral. Dentro desse contexto, a crisina é um 
flavonoide de origem natural com propriedades biológicas de importância terapêutica 
como atividade anti-inflamatória, antioxidante, antigenotóxica, apoptótica, entre 
outros. Visando contribuir para as possibilidades de aplicação da crisina dentro do 
contexto oncológico, o presente estudo teve o objetivo de avaliar sua toxicidade em 
teste de A. salina, seus possíveis efeitos genotóxicos em células de A. cepa, efeitos 
antiproliferativos em células tumorais e não tumorais, bem como prever seu perfil de 
semelhança à fármacos e toxicidade em análise in silico. A toxicidade da crisina 
avaliada por Artemia salina nos períodos de 24h e 48h tiveram a CL50 determinada 
em 657,0 (528,8 – 866,2 µM) e 258,9 (193,6 – 367,7µM) respectivamente. No ensaio 
de Allium cepa, a crisina apresentou efeito citotóxico nas duas maiores concentrações 
entre as avaliadas (250, 125 e 62,5 µM), entretanto, não foi identificado efeitos 
genotóxicos. O efeito antiproliferativo com base no ensaio de MTT frente as linhagens 
MCF-7 e MCF-10 apresentou valores de IC50 de 53,4 (23,7 – 133,5 µM) e 120,8 (39,53 
– 785,1 µM) respectivamente. Não foi possível determinar o valor de IC50 nas 
linhagens B16F10 e U87 sendo estimando como superior as maiores concentrações 
utilizadas (>125 µM e >200 µM respectivamente). Na linhagem MCF-7, a combinação 
da crisina com os quimioterápicos demonstrou um aumento no efeito antiproliferativo 
através da diminuição dos valores de IC50 sendo para cisplatina de 9,4 (8,55 -14,46 
µM) para 5,3 (4,17 - 6,3 µM) e para doxorrubicina de 2,5 (1,91 – 3,36 µM) para 0,3 
(0,25 - 0,40 µM). As previsões in silico demonstraram que a crisina não viola nenhuma 
das regras pré-estabelecidas para compostos candidatos à fármacos e apresentou 
toxicidade relativa baixa, além disso, a ancoragem molecular indicou a interação da 
crisina com os respectivos alvos: CDK1 = -8,1; CDK2 = -10,2; CDK6 = -8,5; EGFR = -
7,8; VEGFR2 = -9,0; ER-α = -8,2 e CYP19A1 = -8,3 (kcal/moL). Diante dos resultados, 
conclui-se que a crisina apresenta efeitos citotóxicos que podem explicar sua ação 
antiproliferativa em células tumorais. Além disso as previsões in silico ainda 
demonstram que ela possui, em uma análise inicial, características físico-químicas 
fundamentais para fármacos com biodisponibilidade oral compatível e potencial de 
inibição para alvos importantes no câncer de mama.  
 
Palavras-chaves: Flavonoides; Genotoxicidade; Câncer; Ensaios pré-clínicos.  
 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

Cancer is responsible for numerous deaths annually and represents a global health 
problem. Therefore, it is crucial to investigate novel and, more selective therapeutic 
compounds that may help mitigate this scenario. Toxicological investigations of 
substances are essential in drug research, as they guide further studies that may 
contribute to discovery of compounds with antitumor activity. Within this context, 
chrysin is a naturally occurring flavonoid with biologically significant therapeutic 
properties, such as anti-inflammatory, antioxidant, antigenotoxic, and apoptotic 
activities, among others. To explore the potential applications of chrysin in oncology, 
this study aimed to evaluate its toxicity using the A. salina assay, its possible genotoxic 
effects in A. cepa cells, its antiproliferative effects in tumor and non-tumor cells, as well 
as predict its drug-likeness profile and toxicity through in silico analysis. The toxicity of 
chrysin, assessed in Artemia salina at 24h and 48h, had LC50 values of 657.0 (528.8 
– 866.2 µM) and 258.9 (193.6 – 367.7 µM), respectively. In the Allium cepa assay, 
chrysin presented cytotoxic effects at the two highest tested concentrations (250, 125, 
and 62.5 µM); however, no genotoxic effects were identified. The antiproliferative 
effect, based on the MTT assay in the MCF-7 and MCF-10 cell lines, showed IC50 
values of 53.4 (23.7 – 133.5 µM) and 120.8 (39.53 – 785.1 µM), respectively. It was 
not possible to determine the IC50 values for the B16F10 and U87 cell lines, as they 
were estimated to be above the highest concentrations used (>125 µM and >200 µM, 
respectively). In the MCF-7 cell line, the combination of chrysin with chemotherapeutic 
agents enhanced the antiproliferative effect by reducing IC50 values: for cisplatin, from 
9.4 (8.55 – 14.46 µM) to 5.3 (4.17 – 6.3 µM), and for doxorubicin, from 2.5 (1.91 – 3.36 
µM) to 0.3 (0.25 – 0.40 µM). In silico predictions indicated that chrysin does not violate 
any pre-established rules for drug-like compounds and exhibited relatively low toxicity. 
Additionally, molecular docking analysis showed interactions between chrysin and the 
following targets: CDK1 = -8.1; CDK2 = -10.2; CDK6 = -8.5; EGFR = -7.8; VEGFR2 = 
-9.0; ER-α = -8.2; and CYP19A1 = -8.3 (kcal/mol). Based on these results, it is 
concluded that chrysin exhibits cytotoxic effects that may explain its antiproliferative 
action in tumor cells. Furthermore, in silico predictions suggest that chrysin possesses 
key physicochemical properties for oral bioavailability and potential inhibition of 
important targets in breast cancer. 
 
Keywords: Flavonoids; Genotoxicity; Cancer; Preclinical trials. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer é uma das principais causas de mortes no mundo, sendo, 

essencialmente, causado por alterações genéticas que permitem o aparecimento de 

células transformadas que adquirem a capacidade de proliferar de modo 

desordenado, podendo atingir outros órgãos (metástase)  (Baidoun et al., 2021; 

Gerstberger; Jiang; Ganesh, 2023). Estima-se que cerca de 20% da população 

desenvolverá algum tipo de câncer ao longo da vida, sendo que a doença é fatal para 

aproximadamente um em cada nove homens e uma em cada doze mulheres (Bray et 

al., 2024). 

 Entre os tratamentos contra o câncer, a quimioterapia consiste na utilização de 

compostos contra células neoplásicas evitando a proliferação descontrolada em 

relação as células normais. Essa distinção pode ser baseada em marcadores 

específicos das células transformada (superexpressão de receptores alvo) para tornar 

o tratamento mais seletivo (Anand et al., 2022; Falzone; Salomone; Libra, 2018). 

Entretanto, a natureza complexa do câncer impõe alguns desafios na utilização 

da quimioterapia como o desenvolvimento de mecanismos de resistência, ou seja, a 

capacidade das células em alterar seu metabolismo para adaptar-se aos efeitos de 

compostos quimioterápicos. Além disso, a toxicidade de muitos fármacos 

antineoplásicos limita a terapia pelos seus efeitos adversos em células saudáveis (não 

tumorais). Dessa forma, existe a necessidade da busca de novos compostos que 

possam ser candidatos à medicamentos mais específicos contra células cancerígenas 

(Hait, 2010; Khan et al., 2024).  

A crisina é um flavonoide de origem natural encontrada no mel, própolis e 

plantas do gênero Passiflora. A crisina apresenta diversas atividades biológicas como 

antioxidante, anti-inflamatória e atividade antitumoral (Chinembiri et al., 2014; Mani; 

Natesan, 2018; Naz et al., 2019; Ożarowski; Karpiński, 2021). Estudos com a crisina 

apontam seu potencial antiproliferativo em células tumorais de fígado (Hep G2); mama 

(T47D); próstata (pc-3) entre outros, indicando ser um composto com possível 

potencial para atividade anticâncer (Alshetaili et al., 2023; Eatemadi et al., 2016; 

Samarghandian; Afshari; Davoodi, 2011).  

 A avaliação toxicológica é uma etapa indispensável no processo de descoberta 

de fármacos, contribuindo para elucidação da faixa terapêutica segura para 

compostos com atividade farmacológica comprovada em modelos preditivos (Dorato; 
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buckley, 2006). A toxicidade pode ser avaliada em múltiplas abordagens como in 

silico, in vitro, in vivo e em ensaios clínicos. Com os avanços tecnológicos, métodos 

in vitro e in silico tem ganhado destaque por suas vantagens como baixo custo, rapidez 

e boa reprodutibilidade sendo considerados modelos menos complexos. Além disso, 

preocupações sociais e éticas tendem a diminuir quando é possível substituir o uso 

de modelos animais (Eisenbrand et al., 2002; Singh; Khanna; Pant, 2018).  

 Nesse contexto, o presente trabalho visa avaliar o perfil tóxico e genotóxico da 

crisina em ensaios não clínicos, seus efeitos antiproliferativos em células tumorais e 

análises in silico que possam esclarecer os possíveis resultados.  
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 Geral 

 

Avaliar o perfil toxicogenético da crisina em bioensaios e sua ação 

antiproliferativa frente a linhagens tumorais bem como realizar avaliações in silico para 

entender seus efeitos.   

 

2.1 Específicos 

 

• Avaliar os efeitos tóxicos da crisina frente ao ensaio de Artemia salina;  

• Investigar o perfil toxicogenético em meristemas de raízes de Allium cepa; 

• Analisar o perfil antiproliferativo da crisina em linhagens tumorais através do 

ensaio de MTT; 

• Analisar predições farmacocinéticas ADMET in silico da crisina em comparação 

com fármacos antineoplásicos;  

• Avaliar possíveis interações com alvos específicos analisadas através de 

ancoragem molecular; 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 O câncer 

 

O câncer é definido de acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS) 

como um conjunto numeroso de doenças que possuem em comum o crescimento 

descontrolado de células podendo iniciar em praticamente qualquer órgão ou tecido 

do corpo com capacidade de invasão local podendo espalhar-se para outros órgãos 

em um processo denominado metástase (WHO, 2024). Essa proliferação celular 

ocorre em células transformadas que são sujeitas à evolução por seleção natural com 

progressivas adaptações através de mudanças genéticas e epigenéticas de modo que 

esse acúmulo garante a sobrevivência dessa população de células (Brown et al., 

2023). 

 Em 2022 houve aproximadamente 20 milhões de novos casos de câncer em 

todo mundo provocando 9,7 milhões de mortes sendo a segunda maior causa, 

estando atrás das doenças cardiovasculares, de modo que ainda é previsto que um 

em cada cinco homens ou mulheres irá desenvolver câncer ao longo da vida e um em 

cada nove homens e uma em cada doze mulheres irá morrer por conta dele sendo um 

problema grave de saúde pública com uma estimativa para 35 milhões de casos até 

2050 (Bray et al., 2024). 

 O câncer é essencialmente causado por uma desordem genética provocada 

por mutações no DNA que podem ocorrer naturalmente ou adquiridas através de 

fatores externos como infecções virais e/ou consumo de substâncias com potencial 

carcinogênico (Bai et al., 2024; Bierut, 2011; Hazazi et al., 2024). O acúmulo dessas 

alterações genéticas é herdado e passado para as células filhas à medida que os 

sistemas de identificação e de defesa falham sendo sujeitas ao processo de seleção 

natural de Darwin proporcionando vantagens de sobrevivência e crescimento em 

relação as células vizinhas (Maley; Reid, 2005).  

Como pode ser visto na Figura 1 no tecido normal, mutações podem surgir 

esporadicamente e são geralmente eliminadas por mecanismos supressores 

tumorais. No entanto, a falha nesses sistemas de controle e/ou a ocorrência de 

alterações genéticas podem conferir vantagens proliferativas às células, levando à 

formação de clones mutantes. Durante esse processo, o acúmulo progressivo e 

desregulado dessas alterações genéticas desencadeia a transformação maligna, 
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resultando no desenvolvimento de tumores avançados com capacidade de evasão 

imunológica, ruptura da arquitetura tecidual e invasão. Paralelamente, o 

microambiente tumoral sofre uma reprogramação, transitando de um estado 

supressor para um permissivo, caracterizado por inflamação crônica, remodelação da 

matriz extracelular (MEC) mediada por fibroblastos associados ao câncer (FAC) e 

recrutamento de macrófagos associados a tumores (TAM). Esses componentes do 

microambiente passam a secretar citocinas e outros fatores que promovem a 

sobrevivência, proliferação e disseminação das células tumorais (Zhang et al., 2024). 

 

Figura 1 – Processo de formação de tumores. 

 

Fonte: ZHANG et al., 2024, adaptado. 

 

Também denominados de neoplasias, os tumores são classificados 

clinicamente em malignos ou benignos de modo que tumores benignos são 

considerados de baixo risco uma vez que possuem baixa capacidade de invasão 

podendo ser tratados cirurgicamente (Tian et al., 2024). Um tumor maligno, entretanto, 

possui as características fenotípicas do câncer propriamente dito, podendo espalhar-

se pelo corpo necessitando-se comumente além do tratamento cirúrgico, 

quimioterapia e radioterapia (Lee et al., 2023; Patel, 2020). 

 As transformações ocorridas em células cancerígenas conferem características 

heterogêneas que fazem cada tipo de câncer ser praticamente único, entretanto, 

existem as propriedades denominadas “Hallmarks of cancer” (Marcas do câncer) que 

reúnem seis características basais para que as células sejam proficientes na 

proliferação aumentada (Caon et al., 2020). Essas características foram determinadas 

inicialmente por Hanahan e Weinberg (2000) sendo elas: autonomia nos sinais 

proliferativos; insensibilidade aos sinais inibidores de crescimento; evasão da 
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apoptose; replicação ilimitada; indução de angiogênese e a invasão de tecidos 

provocando a metástase (Hanahan; Weinberg, 2000).  

 Com os avanços dos estudos, os mesmos altores publicaram uma atualização 

dos “hallmarks” elevando a complexidade do tema, ou seja, o câncer deve ser 

considerado mais que células em proliferação, deve-se tomar em conta o 

microambiente tumoral onde as células do estroma associado ao tumor mudam 

progressivamente em reflexo a sinalização subjacente dando suporte para a formação 

de uma complexa rede que se aproxima da complexidade de órgãos que em última 

análise adquire a capacidade de disseminação (Hanahan; Weinberg, 2011). Os 

autores adicionam então duas características habilitadoras (instabilidade genômica e 

estado inflamatório) possuindo papéis cruciais para o desenvolvimento das seis 

marcas anteriores e duas novas características emergentes sendo a reprogramação 

do metabolismo energético e a evasão das defesas imunológicas (Hanahan; 

Weinberg, 2011). 

 Recentemente houve uma última atualização dos “hallmarks” onde foram 

adicionadas mais quatro características: desbloqueio da plasticidade fenotípica ( 

capacidade de retornar a um estado celular progenitor); reprogramação epigenética 

não mutacional (modulação da expressão gênica por fatores puramente epigenéticos); 

microbiomas polimórficos (influência da microbiota para a progressão tumoral) e 

células senescentes, que normalmente são um obstáculo à tumorigênese pela parada 

estável do ciclo celular, podem contribuir em certas ocasiões na proliferação 

neoplásica através da sinalização parácrina  de fatores associados à senescência 

(Hanahan, 2022). Assim as marcas do câncer (Figura 2) reúnem as características 

fundamentais para o desenvolvimento da doença sendo também norteador para o 

planejamento de terapias direcionadas. 
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Figura 2 – “Hallmarks of cancer”. 

 

Fonte: HANAHAN, 2022, adaptado. 

 

 Em nível molecular, as alterações genéticas que provocam o surgimento das 

marcas do câncer ocorrem basicamente em duas classes de genes: os proto-

oncogenes e os genes supressor de tumor. Proto-oncogenes são expressos 

normalmente em todas as células, entretanto podem ser ativados por diversos 

mecanismos genéticos como translocação, amplificação gênica e mutação, ou ainda 

por eventos epigenéticos que resultam em ganho de função, nesse estado os proto-

oncogenes são denominados oncogenes (Lee; Muller, 2010; Torry; Cooper, 1991). 

Genes supressores de tumor são responsáveis pela regulação do crescimento 

descontrolado celular de modo que mutações podem ocasionar a perca de função 

permitindo a ocorrência do fenótipo transformado (Liu et al., 2015).  

 A proliferação celular impulsionada pelos oncogenes podem atuar através de 

fatores de crescimento, receptores de fatores de crescimento ou ainda atuando na 

transdução de sinal (Huang et al., 2021; Liu et al., 2022). Receptores mutados podem 

estar constitutivamente ativados mesmo na ausência de ligantes, por exemplo, 

receptores tirosina-quinase (RTKs); receptor do fator de crescimento epidémico 

(EGFR); receptor de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR) e receptor do fator 

de crescimento do endotélio vascular (VEGFR) sendo a inibição desses receptores 

alvo de terapias (Patel et al., 2023; Saraon et al., 2021). 
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 Genes supressor de tumor codificam proteínas responsáveis normalmente por 

reprimir a iniciação ou progressão tumoral (Westermarck; Hahn, 2008). Considerado 

como o guardião do genoma, o gene supressor de tumor p53 possui a função de 

manutenção do ciclo celular podendo parar a duplicação do DNA em repostas a 

possíveis danos de modo que nessas condições pode ainda aumentar a expressão 

de proteínas de reparo de DNA, caso o reparo não seja possível é responsável ainda 

pela indução de apoptose. Dessa forma as respostas mediadas pelo p53 previne a 

proliferação descontrolada, estando mutado em aproximadamente 50% dos tumores 

humanos (Li et al., 2020).  

 As terapias contra o câncer evoluem à medida que aumenta o seu 

entendimento. Tradicionalmente a remoção cirúrgica, a radioterapia e a quimioterapia 

são as estratégias mais usuais contra a doença (MEE et al., 2023). A cirurgia foi o 

primeiro tratamento proposto podendo ter caráter preventivo, como a remoção de 

pólipos colorretais com potencial tumoral e também curativos na remoção de tumores 

localizados, tendo o método cirúrgico grande evolução com a modernização da 

anestesia e antissepsia (Cao et al., 2023; Wyld; Audisio; Poston, 2014).  

 A radioterapia utiliza radiação de alta energia, como raios X, raios gama, feixes 

de elétrons ou prótons, para causar danos ao DNA das células tumorais, esse método 

pode ser empregado como terapia única no tratamento de tumores bem localizados, 

ou em combinação com outras abordagens (Gao et al., 2023). Quando aplicada antes 

do tratamento principal, é chamada de terapia neoadjuvante; quando utilizada após o 

tratamento principal, é denominada terapia adjuvante, no entanto, a falta de 

seletividade em relação às células não cancerígenas é um desafio significativo, que 

deve ser cuidadosamente considerado na escolha do método de radioterapia a ser 

aplicado (Abshire; Lang, 2018; Baskar et al., 2012).  

 O conhecimento do câncer a nível molecular permitiu o desenvolvimento de 

terapias mais racionalmente direcionadas, assim a quimioterapia utiliza como base 

compostos com ação citotóxica para eliminar células cancerosas podendo ser 

curativo, paliativo ou utilizada em combinação com outras terapias (Devita; Chu, 

2008). A exemplo, o tamoxifeno é um modulador seletivo do receptor de estrogênio 

que em 1970 foi o primeiro composto utilizado em ensaio clínico para o tratamento de 

câncer de mama, sua ação se baseia na ação antagonista aos receptores de 

estrogênio α (ER α) sendo usado também clinicamente para prevenção de 
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osteoporose em mulheres na pós-menopausa (Cronin-fenton; Damkier, 2018; Lee et 

al., 2008; Sonkin; Thomas; Teicher, 2024). 

 Nesse contexto, as estratégias de combate ao câncer devem levar em conta 

cada vez mais a sua heterogeneidade buscando-se alternativas que visam superar os 

desafios para frear a proliferação desordenada. 

 

3.2 Flavonoides 

 

A busca por novos compostos com potencial bioativo tem sido alvo de inúmeras 

pesquisas com foco na investigação em fontes naturais de modo que muitas 

substâncias isoladas de microrganismos, plantas, animais e vida marinha são usadas 

atualmente na clínica médica (Thomford et al., 2018). 

Nesse contexto, flavonoides são compostos polifenólicos obtidos através de 

fonte naturais como vegetais, frutas, sementes, chás entre outros possuindo uma 

estrutura básica de C6-C3-C6 com um anel heterocíclico (C) e dois anéis aromáticos 

(A e B) como representado na Figura 3 (Chen et al., 2023). 

 

Figura 3 – Estrutura básica dos flavonoides. 

 

Fonte: CHEN et al., 2023, adaptado.  

 

 O processo de biossíntese dos flavonoides ocorre pela convergência das vias 

do chiquimato e do acetato resultando nas variadas classes de flavoides (Figura 4) 

que incluem as flavonas, flavonóis, flavanóis, isoflavonas, flavanonas e antocianinas 

sendo caracterizados de acordo com o padrão de ligação das hidroxilas (-OH) e de 

seus substituintes   (Lan et al., 2023; Tizazu; Bekele, 2024; Tohge; De Souza; Fernie, 

2017).  
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Figura 4 – Classes de Flavonoides e suas estruturas químicas. 

Fonte: SHEN et al., 2022, adaptado. 

 

Mais de 4 mil tipos de flavonoides já foram identificados sendo essa classe de 

compostos naturais cada vez mais investigada devido as variadas atividades 

biológicas como por exemplo antioxidante, cardioprotetora, antidiabética, 

neuroprotetora, antimicrobiana antiproliferativa entre outras (Bouyahya et al., 2024; 

Faleye; Lee; Lee, 2023; Khan et al., 2021; Ma et al., 2024; Pradhan et al., 2023; Wang; 

Chen, 2024; Zhao et al., 2024). 

Muitas das propriedades dos flavonoides podem ser explicadas devido a 

capacidade de quelação de íons metálicos, diminuição da peroxidação lipídica através 

da inibição de radicais livres, e ligação com proteínas (Kumar; Mishra; Pandey, 2013; 

Rakha et al., 2022).  

A produção de flavonoides e de inúmeros outros metabólitos é regulada por 

fatores externos como disponibilidade de água, temperatura, luz, radiação, etc. de 

modo a adaptar a melhor condição fisiológica da planta, muitos desses fatores são 

controlados para o desenvolvimento de métodos de cultivos com o objetivo de obter 
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amostras vegetais mais seletivas em relação as substâncias de interesse (Ma et al., 

2024) 

Dentro desse contexto, os flavonoides são substâncias bioativas com potencial 

para a aplicação em saúde sendo possíveis candidatos à fármacos. 

 

3.2.1 Crisina 

 

 A crisina (PubChem CID 5281607) cujo nome IUPAC é 5,7-dihidroxiflavona 

(Figura 5) é um flavonoide pertencente à classe das flavonas presente principalmente 

no mel (teor de até 5,3 mg/Kg) e na própolis podendo ser encontrado também em 

cogumelos, vegetais e no maracujá (Passiflora sp.) (Islam et al., 2022; Kalogeropoulos 

et al., 2013). Sendo isolada inicialmente em 1990, a crisina tornou-se alvo de estudos 

devido ao seu potencial terapêutico (Chadha et al., 2017; Medina et al., 1990). 

 

Figura 5 – Estrutura química da crisina. 

 

Fonte: Adangale; Wairkar, 2022, adaptado. 

 

 Em relação a outros flavonoides, a crisina possui grupos hidroxilas apenas no 

anel A sem substituintes no anel B, essa característica substitutiva exclusiva a torna 

alvo de estudos em relação a estrutura e atividade (Gao et al., 2021; Li et al., 2019). 

A ausência de hidroxilas no anel B repercute em seu potencial antioxidante diminuído 

in vitro em comparação as outras flavonas como quercetina, luteolina e miricetina, 

entretanto, em modelos in vivo a crisina mostra-se como promissora no combate ao 

stress oxidativo (Mohammed et al., 2023).  

Em relação as suas atividades biológicas em estudos in vitro e in vivo 

reportados na literatura destaca-se efeitos como neuroprotetor (Mehri et al., 2014), 

anti-inflamatório (Rehman et al., 2014), antiasmático (Wadibhasme; Ghaisas; 

Thakurdesai, 2011), hepatoprotetor (Pingili et al., 2019), antidepressivo (Filho et al., 
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2016), antitumoral (Yang et al., 2014) etc. Além disso, a crisina também possui a 

capacidade de melhorar o efeito de outros medicamentos (Lee; Lee; Jung, 2021; Lim 

et al., 2017). 

 Apesar de seu potencial terapêutico, a crisina possui limitações como a baixa 

solubilidade em água, alta metabolização podendo resultar na diminuição da 

biodisponibilidade oral (Jung, 2016; Noh et al., 2016; Walle et al., 2001). Entre as 

propostas para superar tais desafios, a complexação da crisina com ciclodextrinas e 

a formulação de nanopartículas mostra-se como uma alternativa para melhorar a 

solubilidade em água e sua biodisponibilidade  (Fenyvesi et al., 2020; Narayan et al., 

2024; Oggero et al., 2023). 

 

3.3 Avaliação genotóxica e mutagênica de substâncias  

 

 Estudos toxicológicos avaliam a segurança de substância sendo de grande 

relevância em investigações pré-clínicas para avaliar os potenciais riscos que 

determinados compostos podem oferecer para a saúde humana e em que condições 

esses resultados ocorrem, sendo comumente a análise feita em função da 

concentração (Eaton; Gallagher, 2010; Verma et al., 2024) 

 São usados modelos de organismos, por exemplo, cebola, minhoca, peixe e 

microcrustáceos como bioindicadores sensíveis, rápidos, de fácil execução e baixo 

custo sendo também utilizados para estudar danos ambientais (ecotoxicidade) e para 

avaliar potenciais riscos ao ser humano e/ou para nortear outras aplicações como uso 

herbicida, antimicrobiano e antitumoral (Chowdhury; Mandal; Mondal, 2020; Herrero 

et al., 2012; Okumu et al., 2021; Yuan et al., 2024). 

Dependendo do tempo de exposição do organismo em estudo, os ensaios são 

divididos em testes agudos que duram um curto período (em comparação ao tempo 

de vida do organismo teste), em torno de 24 a 96h ou crônicos que analisam a 

exposição por um maior período que pode abarcar parte ou todo o ciclo de vida do 

organismo testado. Os resultados geralmente são expressos em concentração letal 

média (CL50) que é a concentração que causa a morte da metade dos organismos 

(Costa et al., 2008). 

A citoxicidade é a avaliação da capacidade de substâncias causarem danos em 

nível celular por mecanismos variados, como alteração na síntese de proteínas, 

produção de energia e/ou provocando o comprometimento da integridade das 
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membranas celulares, refletindo na divisão celular e sobrevivência. A citotoxicidade é 

uma avaliação fundamental na triagem de substâncias de interesse (Istifli et al., 2019; 

León-Mejía et al., 2021).  

 Os danos celulares causam alterações que podem resultar em efeitos 

mutagênicos e/ou genotóxicos (Choudhuri et al., 2021). Compostos genotóxicos são 

aqueles capazes de interagir com o material genético e/ou com estruturas que 

auxiliam na estabilidade genômica como o aparelho de fuso e as enzimas 

topoisomerase. Compostos genotóxicos causam alterações cromossômicas em 

relação ao número (poliploidia ou aneuploidia) ou na estrutura (quebras, deleções, 

rearranjos) que podem comprometer o processo de divisão celular, metabolismo basal 

e causar mutações (Maurici et al., 2005; Raghunath akash et al., 2022). As células 

possuem mecanismos de reparo para corrigir danos ao DNA prevenindo a ocorrência 

de mutações, entretanto, a depender da intensidade do dano exposto ou do tempo de 

exposição, o sistema de reparo pode falhar levando ao acúmulo desses danos e, 

eventualmente, podendo apresentar características mutagênicas (Manedo; Rocha, 

2021; Costa, 2022). 

 A mutagenicidade refere-se à capacidade de um agente provocar ou aumentar 

a incidência de mutações permanentes na estrutura de DNA provocando alterações 

em genes pontuais ou regiões cromossômicas maiores, de modo que o metabolismo 

celular se torna ineficiente em reverter tais alterações (Maurici et al., 2005). 

 

3.3.1 Toxicidade frente ao teste de Artemia salina 

 

 Este ensaio foi proposto inicialmente por Michael et al. (1956), entretanto, sua 

notoriedade ocorreu através do estudo de Meyer et al. (1982) quando realizou o 

estudo de toxicidade de extratos de plantas da família Euphorbiaceae sendo 

amplamente utilizado em estudos de avaliação toxicológica (Araya et al., 2024; Meyer 

et al., 1982; Michael; Thompson; Abramovitz, 1956). 

A Artemia salina é um microcrustáceo da ordem Anostraca que sobrevivem em 

ambientes de água salgada comumente utilizados na alimentação para peixes devido 

ao seu valor nutritivo como fonte proteica e mineral (Marouane, 2017). Esta espécie 

reúne características interessantes para o seu uso em estudos de toxicidade como a 

facilidade de obtenção, praticidade na manipulação e baixo custo, seus cistos podem 



26 
 

ser adquiridos comercialmente podendo se estocados por longos períodos (Gajardo; 

Beardmore, 2012) 

 Para sua utilização, os cistos devem ser alocados em água salinizada com 

oxigenação adequada até a eclosão, dando origem ao estágio larval denominado de 

náuplios que são utilizados nos testes (Ntungwe et al., 2020). 

Este microcrustáceo é sensível as variações no ambiente que está inserido, 

sendo assim utilizado em testes através da observação da viabilidade ou mortalidade 

frente à exposições de substâncias (Tzima et al., 2022). Por ser de baixo custo e 

relativamente rápido, os resultados do teste de A. salina é utilizado muitas vezes como 

triagem para direcionamento de outros estudos. (Rahamouz-Haghighi et al., 2022; 

Santos Pimenta et al., 2003). 

 

3.3.2 Teste de Allium cepa 

 

O teste de Allium cepa pode ser utilizado para determinar o potencial citotóxico, 

genotóxico e mutagênico de substâncias químicas isoladas, misturas complexas como 

extratos vegetais e amostras ambientais, sendo de simples execução e boa 

sensibilidade mostrando-se como um ótimo bioindicador (Grant, 1999; Leme; Marin-

Morales, 2009). 

Além disso, o rápido crescimento de suas raízes, alta proliferação celular, fácil 

aquisição, cromossomos de grande tamanho e em número reduzido (2n=16) são 

outras características que impulsionam o seu uso (Fiskesjö, 1985; Matsumoto et al., 

2006; Siddiqui; Tabrez; Ahmad, 2011). Os resultados obtidos pelo teste de A. cepa 

apresentam boa correlação com resultados obtidos em células humanas (Barco et al., 

2024; Leme; Marin-Morales, 2009; Xavier et al., 2021) 

 A citotoxicidade é avaliada com base no índice mitótico (IM), o qual indica a 

proliferação celular da raiz da cebola, sendo obtido pela contagem das células em 

processo de divisão celular, ou seja, em mitose (prófase, metáfase, anáfase e 

telófase) e o total de células incluindo as células que estão em intérfase. 

A comparação do IM com o controle negativo indica a presença de citoxicidade 

ou não, de modo que valores diminuídos indicam um processo citostático com a 

inibição da proliferação celular (Amanchi et al., 2023; Das et al., 2022). 

 A genotoxicidade pode ser obtida através da frequência das alterações 

cromossômicas (AC) também denominado de índice de alterações cromossômicas 
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(IAC) ocorridas durante o ciclo celular que podem ser induzidas por agentes 

clastogênicos os quais provocam quebra de DNA observando-se quebras, perdas e 

pontes cromossômicas. Outras AC são ocasionadas por agente aneugênicos que 

interferem no fuso mitótico provocando o aparecimento de C-metáfase, metáfase com 

aderências cromossômicas, anáfases multipolares, células binucleadas e metáfase 

poliploides (Leme; Marin-Morales, 2009).   

 A mutagenicidade é avaliada através da ocorrência de micronúcleos (MN) 

resultante da quebra de cromossomos ou do mal funcionamento do fuso mitótico 

durante a divisão celular indicando danos não reparáveis no material genético 

formando pequenas porções de cromatina de forma arredondada que pode ser 

encontrado perto do núcleo na célula em intérfase (Fenech, 2007; Fernandes; 

mazzeo; Marin-Morales, 2007). 

 A avaliação da genotoxicidade através das observações das aberrações 

cromossômicas utilizando o ensaio modelo de A. cepa foi avaliado pelo Programa 

internacional de Segurança Química (IPCS) e pelo Programa Ambiental das Nações 

Unidas (UNEP) sendo considerado como um teste eficiente na avaliação de mistura 

complexas de substâncias ambientais sendo também utilizado na avaliação de 

substâncias derivadas de material vegetal e moléculas isoladas (Cabrera; Rodriguez, 

1999; Schreiner et al., 2024). 

 

3.4 Viabilidade celular e ensaio de MTT 

 

 Ensaios de viabilidade celular possuem o objetivo de diferenciar a quantidade 

de células vivas em uma determinada população, sendo um dos parâmetros mais 

comumente utilizado em ensaios in vitro para a determinação de citotoxicidade de 

substâncias bioativas, avaliando-se o grau de alteração no metabolismo celular que 

pode acarretar em morte (Kenakin, 2012; Li et al., 2023; Van Nguyen; Alfaro, 2019). 

 O ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio) é 

um dos testes mais utilizados para avaliação da viabilidade celular sendo proposto 

inicialmente por Mosmann (1983). O MTT é um sal de cor amarela sendo solúvel em 

meio aquoso e podendo permear membranas celulares (Kumar; Nagarajan; Uchil, 

2018; Mosmann, 1983; Stepanenko; Dmitrenko, 2015). 

O teste se baseia na capacidade celular em metabolizar o MTT através da 

redução por redutases mitocondriais para produzir cristais de formazam (Figura 6), 
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este sendo insolúvel em meio aquoso, pela clivagem do anel tetrazólio acumulando-

se no citoplasma, o produto pode ser dissolvido em etanol e propanol sendo 

comumente utilizado o dimetilsulfóxido (DMSO). O formazan pode ser quantificado por 

espectrofotometria sendo a sua formação proporcional à atividade enzimática e a 

viabilidade celular (Bahuguna et al., 2017; Srivastava et al., 2018; Vinken; Blaauboer, 

2017). 

 

Figura 6 – Reação de redução do MTT. 

 

Fonte: Kamiloglu et al., 2020, adaptado. 

 

 É importante destacar algumas limitações desse ensaio que podem ser fatores 

limitantes como a formação de formazan extracelular resultante da interação com a 

substância teste; densidade celular; variação da viabilidade celular em função da 

composição do meio de cultura e interferentes que causam alteração da leitura 

colorimétrica, sendo indispensável a otimização desses parâmetros  para obtenção 

de resultados mais fidedignos (Gasque et al., 2014; Ghasemi et al., 2021; Wang; Yu; 

Wickliffe, 2011). 

 

3.5 Estudos in silico: ADMET e docking molecular  

 

 O caminho percorrido pelo medicamento até a sua disponibilidade para o uso 

no tratamento de doenças é longo e dispendioso, sendo um processo que pode levar 

décadas (12-15 anos) podendo custar até bilhões de dólares. Além disso, boa parte 

dos compostos candidatos à fármacos não avançam nos ensaios clínicos por 

apresentarem perfil farmacocinético desfavorável com efeitos tóxicos indesejáveis 

pela exposição sistêmica (Hughes et al., 2011; Möhrle, 2024; Singh et al., 2023; Singh, 

2006). 

 Nesse contexto, técnicas in silico ou planejamento de fármacos auxiliado por 

computador (Computer-Aided Drug Design – CADD) tem auxiliado no processo de 

descobertas de novos fármacos, reduzindo tempo e custos desnecessários, sendo 
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utilizado tanto na triagem de moléculas promissoras para os ensaios experimentais 

como na otimização da estrutura química de fármacos já estabelecidos (Niazi; Mariam, 

2023; Yu; Mackerell, 2017). 

 O CADD inclui múltiplas abordagens podendo ser classificado em dois grupos 

principais: Métodos baseados em estrutura – dependem das informações 3D do alvo 

molecular (proteínas, enzimas etc.). Exemplo desses métodos inclui a ancoragem 

molecular (docking) e a dinâmica molecular (Śledź; Caflisch, 2018); Métodos 

baseados em ligantes – são realizados com base em bibliotecas com as informações 

físico-químicas de um conjunto de ligantes com atividade biológica comprovada. Um 

exemplo é a busca por similaridade QSAR (Quantitative Structure-Activity 

Relationship) que usa modelos matemáticos para identificar correlações estatísticas 

entre a estrutura da molécula e atividades biológicas (Baig et al., 2018).  

 A previsão dos parâmetros farmacocinéticos ADMET (absorção; distribuição; 

metabolização; excreção e toxicologia) de compostos pode ser realizada através de 

plataformas online como o SwissADME; PROTOX 3 e Gusar com a simulação de suas 

propriedades físico-químicas estabelecendo relações quantitativas com seus efeitos 

biológicos (Ajeet et al., 2016; Banerjee et al., 2024; Marcucci et al., 2022).  

 Um dos parâmetros in silico mais utilizados para julgar se determinado 

composto possui perfil farmacocinético adequado é baseado no estudo de Lipinski e 

colaboradores onde foi analisado mais de 2000 fármacos observando-se o nível de 

similaridade físico-química (Lipinski et al., 1997), conhecida como a “Regra dos cinco”. 

Ela determina que um candidato à fármaco deve possuir: 

✓ Massa molar menor que 500g/mol 

✓ Número de aceptores de ligação de hidrogênio menor ou igual a 10 

✓ Número de doadores de ligação de hidrogênio inferior ou igual a 5 

✓ Coeficiente de partição n-octanol/água (cLogP) inferior ou igual a 5 

Adicionalmente, Veber e colaboradores verificaram que para uma 

biodisponibilidade oral ideal o composto precisa apresentar ligações rotacionais 

menor ou igual a 10 com área de superfície topológica polar (TPSA) menor ou igual a 

140 Å2 (Veber et al., 2002).  

É importante destacar a ocorrência de exceções à regra dos cinco como 

encontrado em antibióticos, antifúngicos e vitaminas (Ivanović et al., 2020; Lipinski et 

al., 2001). Entretanto, na triagem computacional, a violação de duas ou mais 

propriedades indica possíveis problemas de biodisponibilidade, sendo estes 
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candidatos a fármacos menos preferíveis para o seguimento em outros estudos 

(Thirumal Kumar et al., 2022; Varma; Perumal; Panchagnula, 2006). 

  O docking molecular, ou atracamento molecular, é definido como uma análise 

computacional capaz de avaliar o grau de interação entre um composto e um alvo 

biológico (proteína, DNA, RNA, enzima, etc) através da simulação de interação 

intermoleculares como por exemplo ligação de hidrogênio; interações de van der 

Waals; interações eletrostáticas e ligações covalentes na formação de um complexo 

estável (Aguayo-ortiz; Fernández-de Gortari, 2016).  

Para a análise é necessário a obtenção da estrutura tridimensional do ligante e 

do seu alvo (normalmente uma proteína) podendo ser obtidos em bases de dados 

como PubChem e o PDB (Protein Data Bank) respectivamente (Oner et al., 2023). O 

PDB é um dos maiores bancos de dados públicos contendo proteínas com estrutura 

resolvida através de técnicas como cristalografia de raios X e RMN. Na ausência de 

dados experimentais, a estrutura pode ser obtida ainda por técnicas computacionais 

como modelagem por homologia (Golonko et al., 2019; Sikic; Tomic; Carugo, 2010).  

 O procedimento para a análise do docking é composto basicamente por duas 

etapas: predição da conformação do ligante no seu sítio de complexação através de 

algoritmos de busca e avaliação do grau de afinidade do complexo com base em 

funções de pontuação analisando o grau das interações intermoleculares (Zulkifli et 

al., 2023). 

 A análise das diversas possibilidade das orientações e conformações (graus de 

liberdade) possíveis para um ligante no seu alvo para atracamento deve ser realizado 

de tal maneira para encontrar-se o mínimo global de energia, ou seja, o estado 

termodinâmico mais estável sendo experimentalmente equivalente. Entretanto, 

aproximações introduzidas de acordo com a viabilidade computacional causam 

desvios nessa predição (Kitchen et al., 2004; Liu et al., 2018).  

 O docking molecular pode ser realizado considerando: proteína rígida e ligante 

fixado em uma conformação rígida, considerando os graus de liberdade translacional 

e rotacional; proteína rígida e ligante flexível com todos os graus de liberdade; proteína 

totalmente ou parcialmente flexível e ligante flexível considerando todos os graus de 

liberdade (Fischer et al., 2014; Lin; Li; Lin, 2020).  

 Os métodos de busca são classificados basicamente em três categorias: 

sistemático, determinístico e métodos de busca estocástica (Menchaca et al., 2020).  
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Algoritmos de busca sistemática analisam o ligante a partir da construção de 

seus fragmentos explorando todos os graus de liberdade de forma incremental a partir 

do aumento do número de rotações livres e os ângulos formados a cada parte 

adicionada até a formação completa do ligante (Brooijmans; Kuntz, 2003).  

Nos algoritmos de busca determinístico o estado inicial determina a 

movimentação que pode ser realizado para gerar o próximo estado, sendo geralmente 

igual ou menor que a energia do estado inicial. Além disso, o ligante pode ser 

analisado por métodos de simulação por dinâmica molecular que buscam 

conformações através de pequenas modificações no nível atômico avaliando-se o 

comportamento molecular (Brooijmans; Kuntz, 2003; Ruiz-Tagle et al., 2017).  

 O método de busca estocástica é realizado através de mudanças randômicas 

nos graus de liberdade do ligante. Entretanto, esse tipo de algoritmo não garante a 

convergência para a melhor solução, sendo necessário execuções adicionais do 

algoritmo para otimização dos resultados (Torres et al., 2019).  

A exemplo de método de busca estocástica, algoritmos genéricos são 

inspirados na teoria da evolução de Darwin, de modo que o ligante é tratado como um 

cromossomo composto por seus genes representado pelos possíveis graus de 

liberdade (rotação de ligação e posicionamento do ligante no espaço) sendo alteradas 

ao longo do tempo com as melhores pontuações selecionadas (Moitessier et al., 

2008).  

Outro exemplo, o método de Monte Carlo, gera de forma aleatória 

conformações do ligante por meio de rotações de suas ligações de modo que a 

conformação obtida é testada em um critério de seleção baseada em energia. As 

conformações subsequentes são geradas a partir das seleções anteriormente 

aprovadas para a obtenção de um conjunto de configurações representativas. A 

principal vantagem desse método é a capacidade de testar um grande volume de 

possibilidades (Meng et al., 2011; Paquet; Viktor, 2015). 

 Nesse contexto, a utilização de estratégias computacionais possui contribuição 

fundamental para o direcionamento nos estudos de compostos com potencial para 

fármacos e como auxílio no entendimento de seus efeitos biológicos.  
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Obtenção da crisina 

 

 A crisina utilizada no presente estudo foi doada pelo professor Dr. Francisco 

das Chagas Alves Lima do Laboratório de Quântica Computacional & Planejamento 

de Fármaco, Universidade Estadual do Piauí (UESPI) com certificação expedida por 

Sm Empreendimentos Farmacêuticos LTDA obtendo uma pureza de 99%. 

 

4.2 Teste de A. salina 

 

 O teste foi realizado baseado na metodologia proposta por Meyer et al., (1982) 

com adaptações. Os cistos de Artemia salina foram adquiridos em mercado local de 

Teresina – (PI), Brasil. A eclosão foi realizada com 50 mg de cistos, sendo incubados 

em solução salina preparada com sal marinho artificial (OceanTech®) utilizando-se 

30g em 1L de água destilada mantida sob constante aeração e iluminação artificial 

durante 24h a 25°C. Após a eclosão, o ensaio seguiu com a diluição seriada da crisina 

preparada com solução salina em DMSO 0,5% + Tween 80 1% variando as 

concentrações pela metade de 1000 µM à 31,25 µM com 5 mL em cada tubo de ensaio 

em triplicata, também foram preparados os controles com apenas solução salina (SA) 

e o controle DMSO 0,5% + Tween 1% sem substância teste (CV). Foram selecionados 

10 náuplios viáveis e adicionados aos tubos de ensaio sendo posteriormente mantidos 

ao abrigo da luz por 24h e 48h mantendo-se a mesma temperatura de eclosão. Ao fim 

dos períodos de exposição os náuplios mortos foram contados e a concentração letal 

média (CL50) foi definida por regressão não linear. A toxicidade foi determinada com 

base na escala de McLaughlin et al. (1993) que classifica a toxicidade de extratos 

frente ao ensaio de A. salina com base na CL50 (µg/ml) da seguinte forma: valores 

acima de 1000, não tóxicos; entre 1000 e 500, baixa toxicidade; entre 500 e 100, 

toxicidade moderada e valores menores com CL50 < 100 µg/ml são considerados 

muito tóxicos. 
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4.3 Ensaio de A. cepa 

 

 O teste de A. cepa foi realizado conforme descrito por Fiskesjö (1993). Bulbos 

de uma única variedade de A. cepa foram adquiridos no comércio local, inicialmente 

foram higienizados em água corrente com a casca superficial removida, e foram 

submetidas à germinação em água mineral por 72h em temperatura controlada em 

torno de 25 °C ao abrigo da luz. Após a germinação, os bulbos com raízes com pelo 

menos 1,5 cm de comprimento foram colocados nas soluções de tratamento com 

crisina nas concentrações 250, 125 e 62,5 µM, além do controle veículo (DMSO 0,5% 

+ Tween 80 1%) e controle positivo (0,6 µg/mL de CuSO4) em um período de 

exposição de 24h.   

 Após o período de tratamento de 24h as raízes foram fixadas em etanol/ácido 

(3:1) por 24h e mantido sob refrigeração (2-8 °C), após esse período o fixador foi 

trocado por etanol 70% e estocado sob refrigeração (2-8 °C). Para a confecção das 

lâminas, foi realizado a hidrólise das raízes em HCL 1M por 20 min com incubação 

em reativo de Schiff por 2h e por fim as raízes foram coradas com solução de orceína 

acética 2%.  

 O potencial citotóxico foi avaliado pelo índice mitótico (IM) baseado no número 

de células em divisão para cada 1000 células observadas de acordo com a Equação 

1. 

IM =  
n° de células em mitose

n° total de células observadas
 × 100%                                                                          (1) 

 O potencial genotóxico foi avaliado a partir do índice de alterações 

cromossômicas (Mícronúcleo, C-metáfase, ponte, quebra e atrasos) de acordo com a 

Equação 2. 

 

IAC =
n° de células com alterações

n° total de células analisadas
× 100%                                                                                (2) 

  

Foram avaliadas em microscópio óptico 5000 células por concentração (1000 

células por replicada) em quintuplicada para avaliação da citotoxicidade e 

genotoxicidade.  
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4.4 Cultura de células 

 

As linhagens celulares B16-F10 (melanoma murino); U87 (glioblastoma 

humano); MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano) e MCF-10 (epitélio mamário 

humano não tumoral) foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro. As 

linhagens celulares foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle 

Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de 

penicilina/estreptomicina, mantidas em estufa com atmosfera de CO2 a 5% a 37°C.   

 

 

4.5 Ensaio de MTT 

 

 A análise da viabilidade celular pelo ensaio de MTT foi realizado de acordo com 

Mosmann (1983). As células (5 x 103 / 100µL) foram semeadas em placas de 96 poços 

e incubadas em estufa à 37 °C e 5% de CO2 com crisina diluída em DMSO (0,3 – 

0,5%) nas respectivas linhagens de células em diluição seriada durante 68h: B16F10 

(125 – 0,97 µM); U87 (200 – 1,56 µM); MCF-7 (200 – 3,12 µM) e MCF-10 (200 – 3,125 

µM); o ensaio de combinação foi realizado na linhagem MCF-7 com o quimioterápico 

cisplatina (100 – 0,78 µM) e doxorrubicina (9-0 – 0,14 µM) mantendo uma 

concentração fixa de crisina a 50 µM. Após esse período foram adicionados 20 µL de 

MTT (5 mg/mL) com uma nova incubação nas mesmas condições durante 4h. Ao final 

do tratamento retirou-se o sobrenadante de cada poço e os cristais de formazam foram 

dissolvidos com 100 µL de DMSO durante 30 min e as absorbâncias foram medidas 

em leitor de microplaca (GloMax® Discover Microplate Reader) a 550 nm. A 

concentração capaz de diminuir a viabilidade celular em 50% (IC50) foi determinada 

por regressão não linear.  

 

4.6 Indice de seletividade 

 

O índice de seletividade (IS) pode indicar a seletividade de um composto entre 

uma linhagem neoplásica e uma normal, indicando o potencial uso deste composto 

em testes clínicos. A seletividade da crisina foi realizada de acordo com Suffines e 

Pezzuto (1991). O IS da crisina foi obtido a partir da razão entre os valores da IC50 
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das células não tumorais e IC50 das células tumorais (IS = IC50 célula não tumoral / 

IC50 célula tumoral). 

 

4.7 Avaliação dos parâmetros ADMET  

 

 Para a predição das propriedades farmacocinéticas da crisina e os fármacos 

antineoplásicos doxorrubicina e ciclofosfamida utilizou-se as seguintes plataformas 

online: SwissADME (http://www.swissadme.ch/); Protox-3.0 

(https://tox.charite.de/protox3/) e Gusar (https://www.way2drug.com/gusar/). As 

plataformas mencionadas possuem bancos de dados com resultados experimentais 

associados à absorção, distribuição, metabolismo, excreção e avaliações 

toxicológicas de compostos conhecidos. Assim a combinação das propriedades das 

estruturas já conhecidas possibilita a previsão desses e outros parâmetros para novos 

compostos. 

 

4.8 Ancoragem molecular 

 

 Para a ancoragem molecular a estrutura química da crisina foi obtida da 

plataforma PubChem (CID: 5281607). As proteínas foram obtidas no Protein Data 

Bank (PDB) sendo elas: CDK1 (6gu6); CDK2 (3pxy); CDK6 (5l2s); ER-α (7uj8); EGFR 

(6s9b); VEGFR-2 (4asd) e aromatase (3s7s). Os alvos foram selecionados com base 

em uma avaliação preliminar realizada na plataforma SwissTargetPrediction 

(http://www.swisstargetprediction.ch/) e também com base nos resultados 

experimentais de proliferação celular.  

 Inicialmente foi realizado o redocking com os ligantes co-cristalizados 

utilizando-se as coordenadas do próprio ligante (Tabela 1) em uma caixa padrão 

40x40x40. O redocking foi considerado validado para um valor obtido de RMSD (Root 

Mean Square Deviation) menor ou igual a 2 angstroms (MOITESSIER et al., 2008). 

 

 

 

 

 

http://www.swissadme.ch/
https://tox.charite.de/protox3/
https://www.way2drug.com/gusar/
http://www.swisstargetprediction.ch/
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Tabela 1 - Coordenadas utilizadas do docking. 

Alvo ID PDB x y z 

CDK1 6gu6 23.643 21.815 -1.902 

CDK2 3pxy 64.760 80.541 -84.826 

CDK6 5l2s 23.152 35.980 -7.062 

ER-α 7uj8 20.967 -28.064 12.370 

EGFR 6s9b -51.495 21.789 -0.213 

VEGFR-2 4asd -24.622 -0.388 -10.929 

CYP19A1 3s7s 86.083 54.277 46.177 

Fonte: Autoria própria. 

 

 Após o download das proteínas, o estado de protonação foi ajustado para 7,4 

utilizando o servidor online APBS-PDB2PQR 

(https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr), a seguir a proteína e o ligante foi 

preparada utilizando o programa AutoDockTools v 1.5.6 sendo adicionado os 

hidrogênios polares e as cargas de Gasteiger. Após a preparação, o docking foi 

realizado utilizando-se o programa Autodock Vina (TROTT; OLSON, 2010). As 

análises dos resultados e as interações entre proteína e ligante foram feitas com os 

programas ChimeraX e Biovia Discovery Studio (BDS) (BAROROH, S.SI., M.BIOTEK. 

et al., 2023; MENG et al., 2023).  

 

4.9 Estatística 

 

 As análises foram realizadas no programa GraphPad Prism 9.5.1. As 

comparações estatísticas foram realizadas através da análise de variância (ANOVA) 

Onde-Way ou Two-way com pós teste de Turkey, considerando p < 0,05, com nível 

de confiança de 95%. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão. 

 

 

 

 

 

 

 

https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Toxicidade da crisina frente ao teste de A. salina 

 

As menores taxas de viabilidade para os dois períodos de exposição foram 

1000 e 500 µM com valores estatisticamente diferentes (p < 0,05) em relação ao 

controle veículo (CV) e o controle negativo (CN) (Figura 7). Para o período de 48h as 

concentrações de 250 e 125 µM apresentaram uma redução na viabilidade de 56 e 

42% respectivamente, apresentando diferença estatística entre CV e CN.  A 

concentração letal média (CL50) para os períodos de 24 e 48h foram determinados em 

657,0 µM (166,9 µg/mL) e 258,9 µM (65,8 µg/mL) respectivamente, assim a toxicidade 

da crisina foi classificada como toxicidade moderada (24h) e muito tóxica (48h). Não 

houve diferença estatística na viabilidade entre o CV e CN. 

 

Figura 7 – Toxicidade da crisina em diferentes concentrações (µM) nos tempos de 24 (A) e 48h (B) por 
meio do Bioensaio de Viabilidade em Artemia salina. 

 

Valores são as médias ± desvio padrão. ANOVA one-way com pós teste de Tukey, ap<0,05 comparado 
com o controle veículo (CV) formado por DMSO 0,5% e Tween 80 1,0%; bp<0,05 comparado com 
solução salina 30 g/L (CN). Cada concentração foi executada em triplicada (10 náuplios vivos/tubo). 
CL50: concentração letal média.  
Fonte: Autoria própria. 

 

5.2 Efeitos toxicogenéticos da crisina em A. cepa 

 

 A análise da citotoxicidade através da avaliação do índice mitótico no período 

de 24h (Tabela 2) revelou que nas concentrações de 250 e 125 µM houve diferença 

estatística significativa (p < 0,05) em relação ao controle veículo e ao controle positivo 
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sendo menor e maior respectivamente. Na concentração de 62,5 µM houve diferença 

estatística apenas em relação ao controle positivo.  

Em relação as fases do ciclo celular, o número de intérfases nas concentrações 

de 250 e 125 µM foram superiores em relação ao controle veículo, já em relação ao 

controle positivo todas as concentrações foram inferiores com diferença estatística. 

As três concentrações apresentaram diferença significativa em prófase em relação a 

ambos os controles, com redução para as concentrações de 250 e 125 µM e aumento 

para a concentração de 62,5 µM. 

 

Tabela 2 - Avaliação do índice mitótico (IM) e das diferentes fases do ciclo celular após 24hs de 
tratamento com a crisina em células meristemáticas vegetais. 

Análise 
 Tratamento (24h) 

CV CP 250 µM 125 µM 62,5 µM 

IM 35,1 ± 
0,7 b 

13,3 ± 

1,6 a 
23,5 ± 2,6 a,b 28,9 ± 2,4 a,b 38,5 ± 2,5 b 

Intérfase 649,0 ± 
7,4 b 

866,8 ± 

16,2 a 
764,6 ± 25,8 a,b 710,6 ± 24,3 a,b 614,8 ± 24,7 b 

Prófase 305,4 ± 
6,9 b 

99,6 ± 

12,1 a 
206,2 ± 19,2 a,b 229 ± 26,9 a,b 355,2 ± 20,8 a,b 

Metáfase 12,8 ± 
3,1 

11,8 ± 

3,3 
11,2 ± 1,5 20,8 ± 10,6 12 ± 4,6 

Anáfase 6,4 ± 
1,5 

10,8 ± 

2,6 
6,2 ± 1,9 10,8 ± 3,6 3,8 ± 0,8 b 

Telófase 26,4 ± 
3,2 b 

11,0 ± 

5,6 a 
11,8 ± 6,1 a 28,8 ± 8,7 b 14,2 ± 5,1 a 

Valores são as médias ± desvio padrão. CV: controle veículo (DMSO 0,5% + Tween 80 1%); CP: 
controle positivo (CuSO4; 0,6 µg/ml); IM: índice mitótico. ANOVA two-way com pós teste de Tukey com 
p < 0,05. a diferença estatística significativa em relação ao CV e b diferença estatística em relação ao 
CP.  
Fonte: Autoria própria. 

 

 As aberrações cromossômicas observadas não foram estatisticamente 

diferentes em relação ao controle veículo, ocorrendo diferença apenas em relação ao 

controle positivo em todas as concentrações testadas (Tabela 3). 
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Tabela 3 – Avaliação da genotixicidade das diferentes concentrações de Crisina em células de A. cepa. 

AC 
 Tratamento (24h) 

CV CP 250 µM 125 µM 62,5 µM 

MN 0,00 ± 
0,00 b 

3,40 ± 

1,14 a 
0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b 

C-met 0,20 ± 
0,45 b 

4,80 ± 

0,84 a 
0,20 ± 0,45 b 0,20 ± 0,45 b 0,00 ± 0,00 b 

PN 0,20 ± 
0,45 b 

5,00 ± 

2,35 a 
0,00 ± 0,00 b 0,40 ± 0,55 b 0,00 ± 0,00 b 

QR 0,20 ± 
0,45 b 

10,20 ± 

0,84 a 
0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b 0,20 ± 0,45 b 

AT 0,20 ± 
0,00 b 

10,00 ± 

1,58 a 
0,40 ±0,89 b 0,60 ± 0,55 b 0,80 ± 1,30 b 

TAC 0,80 ± 
1,10 b 

33,40 ± 

4,56 a 
0,60 ± 0,89 b 1,20 ± 1,30 b 1,00 ± 1,73 b 

Valores são as médias ± desvio padrão. CV – controle veículo (DMSO 0,5% + Tween 80 1%); CP – 
controle positivo (CuSO4; 0,6 µg/ml); AC – alterações cromossômicas; MN – micronúcleo; C-met – C-
metáfase; PN – ponte cromossômica; QR – quebra; AT – atraso; TAC – total de aberrações 
cromossômicas. ANOVA two-way com pós teste de Tukey com p < 0,05. b diferença estatística em 
relação ao CP. 
Fonte: Autoria própria. 

 

5.3 Avaliação da viabilidade celular da crisina no ensaio de MTT 

 

 A viabilidade celular na linhagem B16F10 após 72 h de tratamento demonstrou 

que a crisina provocou uma redução significativa (p < 0,05) em relação ao controle 

negativo (CN) nas maiores concentrações de 62,5 e 125 µM. Na maior concentração 

a viabilidade celular foi em torno de 50% e não sendo possível estimar o valor de IC50 

(Figura 8A). Na linhagem U87 todas as concentrações do intervalor 3,125 – 200 µM 

causaram uma redução significativa em relação ao CN, entretanto, mais uma vez não 

foi possível estimar o valor de IC50 de modo que a viabilidade celular em 200 µM foi 

determinada em 75,3 ± 4,0% (Figura 8B). 

 De modo distinto, na linhagem MCF-7 foi possível calcular o valor de IC50 em 

53,4 µM, com uma redução significa na viabilidade celular em comparação com o CN 

em todas as concentrações testadas no intervalo 3,125 – 200 µM.  A viabilidade foi 

determinada em 19,9 ± 2,8% para a maior concentração (Figura 8C). 



40 
 

 Para a linhagem MCF-10 o valor de IC50 estimado foi de 120,8 µM com redução 

da viabilidade celular de maneira significativa em relação ao controle negativo nas 

maiores concentrações de 100 e 200 µM (Figura 8D). O índice de seletividade foi 

calculado em 2,2 para a linhagem MCF-7 (Tabela 4). 

 

Figura 8 – Viabilidade celular em diferentes linhagens celulares (A-E) em exposição de 72 h à crisina. 

 

Valores são as médias ± desvio padrão. ANOVA one-way com pós teste de Tukey a p < 0,05 comparado 
com o controle negativo (CN) formado por DMSO (0,3-0,5%). Cada concentração foi executada em 
triplicada.  
Fonte: Autoria própria. 

 

Tabela 4 – Concentração Inibitória 50% (IC50) da crisina frente à diferentes linhagens celulares com 
exposição de 72h. 

Linhagem IC50 (µM) Índice de seletividade (SI) 

B16F10 > 125 - 

U87 > 200 - 

MCF-7 
53,4  

(23,7 – 133,5) 
2,2 

MCF-10 
120,8  

(39,53 – 785,1) 
- 

Fonte: Autoria própria. 

 



41 
 

 A combinação da crisina com quimioterápicos, na linhagem MCF-7 (Figura 9), 

promoveu a diminuição dos valores de IC50 para doxorrubicina (2,5 para 0,3 µM) e 

cisplatina (9,4 para 5,3 µM). Para a associação com cisplatina todas as concentrações 

demonstraram diferença (p < 0,05) em relação ao controle negativo. Para a 

doxorrubicina, essa diferença só não ocorreu na menor concentração. 

 

Figura 9 - Viabilidade de células MCF-7 em concentração fixa de crisina (50 µM) associada a cisplatina 
(A) e doxorrubicina (B). 

 

Valores são as médias ± desvio padrão. IC50: Concentração inibitória de 50% ± intervalo de confiança 
(95%). ANOVA one-way com pós teste de Tukey a p < 0,05 comparado com o controle negativo (CN) 
formado por DMSO (0,5%). Cada concentração foi executada em triplicada.  
Fonte: Autoria própria. 

 

5.4 Predições das propriedades ADMET para a crisina  

 

 Os parâmetros de interesse farmacológico da Crisina foram determinados de 

modo in silico com base na ferramenta online SwissADME (Tabela 5). Para a crisina 

foi determinada uma alta absorção gastrointestinal, com permeabilidade à barreira 

hematoencefálica e inibição de três enzimas do citocromo P450 (CYP1A2, CYP2D6, 

CYP3A4). A crisina não violou nenhuma das regras prevista para compostos 

candidatos a fármacos. Em relação aos aspectos toxicológicos, foi prevista 
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nefrotoxicidade e toxicidade respiratória sendo determinado ainda um efeito mais 

potente através da via intravenosa (DL50 = 194,8 mg/Kg) (Tabela 6). 

 

Tabela 5 – Propriedades in silico da Crisina (CR), Doxorrubicina (DOX) e Ciclofosfamida indicadas pelo 
SwissADME. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Tabela 6 - Parâmetros toxicológicos da Crisina (CR), Doxorrubicina (DOX) e Ciclofosfamida previstos 
através do PROTOX 3 e GUSAR. 

Parâmetro CR DOX CIC 

Hepatotoxicidade Inativo Inativo Inativo 

Neurotoxicidade Inativo Ativo Ativo 

Nefrotoxicidade Ativo Ativo Ativo 

Toxicidade 

respiratória 
Ativo Ativo 

Ativo 

Propriedades físico-químicas CR DOX CIC 

Peso molecular (PM) 254,24 g/mol 543.52 g/mol 261.09 g/mol 
N° de átomos aceptores para 

ligação de H 
4 12 4 

N° de átomos doadores para 
ligação de H 

2 6 1 

Área de superfície polar topológica 
(TPSA) 

70,67 A2 206.07 A2 51,38 A2 

Coeficiente partição octanol-água 
Log Po/w 

2,55  0.52 1.23 

Propriedades Farmacocinéticas    
Absorção Gastrointestinal (GI) Alta Baixa Alta 

Permeabilidade à barreira 
hematoencefálica (BHE) 

Sim Não Sim 

Substrato glicoproteína P (P-gp) Não Sim Não 
Inibidor CYP1A2 Sim Não Não 

Inibidor CYP2C19 Não Não Não 
Inibidor CYP2C9 Não Não Não 
Inibidor CYP2D6 Sim Não Não 
Inibidor CYP3A4 Sim Não Não 

Semelhança a fármaco    

Lipinski 
Sim; 0 

violação 
Não; 3 

violações 
Sim; 0 

violação 

Ghose Sim 
Não; 2 

violações 
Sim 

Veber Sim 
Não; 1 

violação 
Sim 

Egan Sim 
Não; 1 

violação 
Sim 

Muegge Sim 
Não; 3 

violações 
Sim 

Pontuação de biodisponibilidade 0,55 0,17 0,55 
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Cardiotoxicidade Inativo Ativo Inativo 

Carcinogenicidade Inativo Inativo Ativo 

Mutagenicidade Inativo Ativo Ativo 

Citotoxicidade Inativo Ativo Inativo 

Imunotoxicidade Inativo Ativo Inativo 

DL50 (mg/Kg) SC 3271,0 27,7 107,4 

DL50 (mg/Kg) Oral 849,7 110,8 104,6 

DL50 (mg/Kg) IP 844,4 6,4 166,0 

DL50 (mg/Kg) IV 194,8 27,8 309,8 

DL50 – Dose letal média; SC – Subcutâneo; IP – Intraperitoneal; IV – Intravenoso  
Fonte: Autoria própria. 

 
 

5.5 Ancoragem molecular dos alvos selecionados 

  

A tabela 7 demonstra os redockings dos alvos selecionados juntamento com 

seus ligantes co-cristalizados a partir do banco de dados PDB. Foi obtido um valor de 

RMSD < 2 Å para todas as análises indicando a viabilidade do processo de ancoragem 

para outros ligantes de interesse.  

 

Tabela 7 - Resultado dos RMSD's após o redocking. 

Alvo Ligante de 
referência 

Estrutura química 
do ligante de 

referência 

RMSD 
(Å) 

Sobreposição do 
ligante de referência 
com o resultado do 

redocking 

CDK1 Dinaciclib 

 

1,25 

 

CDK2 JWS 
 

 

0,44 
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CDK6 Abemaciclibe 

 

1,36 

 
EGFR  

L1H 

 

0,36 

 
VEGF
R-2 

Sorafenibe 

 

0,61 

 
ER-α 4-

Hidroxitamoxi
feno 

 

0,99 

 

CYP19
A1 

Exemestano 

 

0,23 

 
Vermelho: Ligante na posição original; Verde: Ligante após o redocking. JWS: 2-(4,6-diamino-1,3,5-
triazin-2-yl)-4-methoxyphenol; L1H: 3-fluoranyl-~{N}-[1-(2-methyl-2-oxidanyl-propyl)benzimidazol-2-yl]-
5-pyridin-3-yl-benzamide.  
Fonte: Autoria própria. 

 

As afinidades de ligação da crisina para os alvos selecionados (Tabela 8) 

manteve-se dentro da faixa de (-7,8) – (-10,2) kcal/mol sendo o maior apresentado 

superior inclusive que a afinidade de ligação do ligante de referência para CDK2 (-9,0 

kcal/molL). 
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Tabela 8 - Afinidades de ligação da crisina e ligantes de ferência. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Na Figura 10 é possível observar a conservação de interações entre os ligante 

Dinaciclib e Crisina por meio dos aminoácidos GLY11; ILE;10; ASP146; LYS33; 

ALA31; PHE80; LEU83 e ASN133. Em ambos os casos foi apresentado uma interação 

não favorável. 

 

Figura 10 - Interações moleculares resultantes da ancoragem com a proteína CDK1. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Em relação as interações conservadas no alvo CDK2 (Figura 11) é possível 

destacar: GLY11; LEU83; ALA31; VAL64; ALA144; PHE80; LYS33; LEU134; VAL18 

Alvo 
Afinidade de ligação do ligante de 

referência (kcal/moL) 

Afinidade de 

ligação da 

Crisina 

(kcal/moL) 

CDK1 Dinaciclib -8,8 -8,1 

CDK2 JWS -9,0 -10,2 

CDK6 Abemaciclibe -10,1 -8,5 

EGFR L1H -9,3 -7,8 

VEGFR2 Sorafenibe -12,0 -9,0 

ER-α 4-Hidroxitamoxifeno -9,6 -8,2 

CYP19A1 Exemestano -10,6 -8,3 
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e ILE10. Além disso, uma interação não favorável no ligante de referência JWS deixou 

de existir na interação com a Crisina. Na proteína CDK6 persistiram as interações 

ALA162; VAL27; LYS43; ASP163; TYR24; GLY20; VAL77; VAL101 e ILE19. A 

interação não favorável foi conservada em ambos os alvos no mesmo aminoácido 

LYS43. 

 

Figura 11 - Interações moleculares resultantes da ancoragem com as proteínas CDK2 (A) e CDK6 (B). 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

 



47 
 

Para o receptor EGFR (Figura 12) foram mantidas na crisina interações nos 

aminoácidos ALA743; LEU844; THR854; GLU762; LYS745; ASP855; VAL726; 

LEU792; MET793 E MET790. Já para o ligante VEGFR2 é possível identificar as 

seguintes associações conservadas na crisina: VAL848; PHE1047; VAL916; ALA866; 

GLY922; LEU1035; LEU840; ASP1046; LYS868; GLU885 e CYS1045.  

 

Figura 12 - Interações moleculares resultantes da ancoragem com as proteínas EGFR (A) e VEGFR2 
(B). 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 
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Os contatos mantidos (Figura 13) no ER-α para a crisina em relação ao 

composto 4-hidroxitamoxifeno foram: PHE404; LEU387; LEU346; ALA350; MET343; 

LEU525; LEU384; GLY521; MET421; LEU391; ILE424; MET388; LEU428 e ARG394. 

Em relação a enzima aromatase foram conservadas nove interações nos aminoácidos 

PHE221; TRP224; LEU477; PHE134; MET374; ARG115; ILE133; ALA306 e VAL370. 

 

Figura 13 - Interações moleculares resultantes da ancoragem com as proteínas ER-α (A) e Aromatase 
(B).  

 

 

Fonte: Autoria própria. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 A análise toxicológica de substâncias bioativas é essencial em estudos de 

compostos com potencial atividade antitumoral, uma vez que permite uma avaliação 

para demonstrar em que concentração esses efeitos podem ocorrer (Giolito et al., 

2020; Lisboa et al., 2019). 

O ensaio de Artemia salina pode ser utilizado para a avaliação de diversos tipos 

de amostras como compostos isolados, extratos, nanopartículas, amostras complexas 

para avaliação ecotoxicológica, entre outros. Sendo um ensaio de fácil manuseio e 

baixo custo, permite uma avaliação inicial, podendo ser correlacionado com efeitos 

citotóxicos e antitumorais (Albarano et al., 2022; Cardoso et al., 2024; De Lima et al., 

2019; Muthukrishnan; Senthil Kumar; Rao, 2017). 

A crisina foi classificada de acordo com a escala de McLaughlin et al. (1993) 

com toxicidade moderada no período de 24h (CL50 = 657,0 µM = 166,9 µg/ml) e muito 

tóxica no período de 48 h (CL50 = 258,9 µM = 65,8 µg/ml). Entretanto é importante 

destacar que a escala leva em consideração extratos, onde o efeito resultante pode 

depender da combinação dos efeitos de vários compostos constituintes.  

A crisina foi considerada não tóxica para o ensaio de A. salina em outros 

estudos (Kharsany et al., 2019) quando complexada com ciclodextrinas, onde 

apresentou uma taxa de letalidade de 4,15% quanto testada à 1mg/mL (3937 µM 

aproximadamente em conversão direta). A formação de complexo de ciclodextrinas 

pode diminuir a toxicidade de substâncias, sendo atribuído ao seu aspecto hidrofílico 

com liberação gradual do composto complexado em sua cavidade (Geng et al., 2021; 

Manivannan et al., 2014).  

Entre as concentrações avaliadas no teste de A. salina, a concentração de 250 

µM apresentou diferença estatística em relação ao CN na análise de 48 h, entretanto 

seu efeito foi ausente na análise de 24 h. Assim para a análise em A. cepa foi definido 

as diluições a partir de 250 µM para verificar possíveis alterações citotóxicas e/ou 

genotóxicas nesse sistema teste. A avaliação dos efeitos toxicológicos da crisina no 

ensaio de Allium cepa revelou um efeito citotóxico nas concentrações 250 e 125 µM 

através da diminuição do índice mitótico em relação ao CV. A redução do IM está 

relacionado ao aumento do número de interfases nas respectivas concentrações, 

indicando que as células estão levando mais tempo que normalmente levariam para 

iniciar o processo de divisão celular (mitose). Esse efeito também pode ser observado 
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pela diminuição do número de prófases nas respectivas concentrações (Leme; Marin-

Morales, 2009; Wijeyaratne; Wickramasinghe, 2020). As alterações na intérfase que 

levam a redução do índice mitótico podem ocorrer devido a diminuição da 

disponibilidade de ATP, acarretando em uma inibição da síntese de DNA, ou ainda 

pode acontecer um bloqueio na fase G2 através de danos não reparados no DNA, de 

modo a impedir a célula de iniciar a mitose (González-Fernández; Hernández; López-

Sáez, 1985; Pandey; Kumar; Roy, 2014; Schneiderman; Dewey; Highfield, 1971; 

Sudhakar; Ninge Gowda; Venu, 2001; Van’t hof, 1968).  

Foi evidenciado o efeito da crisina em induzir a parada do ciclo celular em G2/M 

em linhagens tumorais causando também morte por apoptose, sendo relatada como 

um possível composto candidato à medicamento antineoplásico (Sassi et al., 2018; 

Zhang; Zhao; Wang, 2009).  

Na avaliação das aberrações cromossômicas no teste de A. cepa, não houve 

alterações significativas em relação ao controle veículo, demonstrando que a crisina 

não possui potencial genotóxico, diferentemente, fármacos antineoplásicos exibem 

atividade genotóxica quando avaliados pelo mesmo sistema teste (Mišík et al., 2014). 

Nesse sentido, a citotoxicidade da crisina combinada com o potencial genotóxico dos 

quimioterapicos pode nortear aplicações contra o câncer (Tedesco et al., 2012). Além 

disso, o potencial indutor da parada do ciclo celular da crisina tem sido explorado para 

potencializar o uso de medicamentos antitumorais usuais da prática clínica como a 

doxorrubicina e 5-fluorouracil (Gao et al., 2013; Lee; Lee; Jung, 2020; Li et al., 2015). 

Dado os efeitos citotóxicos observados para a crisina, também foi analisado 

seu potencial antiproliferativo. Entre as análises realizadas no ensaio de viabilidade 

por MTT não foi possível estimar o valor de IC50 para as linhagens B16F10 e U87 visto 

que não houve efeito apreciável nas maiores concentrações. Na investigação de 

(Mahdi et al., 2023)  em células da linhagem U87, a crisina na maior concentração 

analisada (12,5 µM) foi capaz de reduzir a viabilidade celular para (80,5%) sendo 

próximo ao encontrado no presente trabalho (74,5%) na mesma concentração. Nesse 

estudo, os autores utilizaram uma estratégia de formulação da crisina em ciclodextrina 

provocando a diminuição da viabilidade celular para 20,1% em 12,5 µM. 

Entre as linhagens celulares utilizadas no ensaio de viabilidade, um maior efeito 

citotóxico foi observado para a linhagem MCF-7 com um valor de IC50 = 53,4 µM de 

modo que o índice de seletividade foi determinado em 2,2 comparado a linhagem não 

tumoral MCF-10 (IC50 = 120,8 µM). Além disso, a linhagem MCF-7 foi a única com 
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diferença significativa em relação ao CN em todas as concentrações analisadas, 

sendo mais um possível indicativo de maior sensibilidade aos efeitos da crisina dentre 

as linhagens testadas. Esse achado está de acordo com o trabalho de (Ramos et al., 

2024) onde foi avaliado a atividade citotóxica da crisina frente a linhagem MCF-7 (IC50 

= 52,35 µM) no período de 48 h e para a linhagem tumoral de mama (MDA-MB-231) 

com valor de IC50 = 74,50 µM com um índice de seletividade igual a 2,08 e 2,07 

respectivamente. Os autores identificaram ainda o aumento de caspase-9 como 

indicativo de morte por apoptose, também sendo demonstrado em outros trabalhos 

como sendo o efeito preferível de morte celular (Kumar et al., 2024; Samarghandian 

et al., 2016). 

É relatado a ação da crisina em vias chaves de proliferação tumoral (Shahbaz 

et al., 2023). Seu potencial em inibir a via Nrf2 foi associada ao aumento da taxa de 

apoptose, sendo uma estratégia favorável em combinação com a quimioterapia, visto 

que o fator de transcrição Nrf2 é responsável por regular genes associados a 

promover proteção contra os danos celulares provocados por medicamentos 

antineoplásicos  (Sabzichi et al., 2017; Zimta et al., 2019). Além disso, foi mostrado o 

efeito da crisina em induzir a parada do ciclo celular (MCF-7) em G0/G1 acompanhado 

pela diminuição de ciclina D1. Adicionalmente, a crisina é capaz ainda de aumentar 

os níveis da proteína Bax (pró-apoptótica) e diminuir os níveis da proteína 

antiapoptótica Bcl-2 (Ghosh et al., 2023). 

Os resultados apresentados para crisina até o momento indicaram uma 

toxicidade a depender da concentração, além de um maior efeito antiproliferativo em 

células MCF-7. Dessa forma, buscou-se entender sua possível ação em combinação 

com quimioterápicos sendo associada com doxorrubicina e cisplatina.  

 A combinação da crisina em uma concentração fixa de 50 µM provocou a 

diminuição nos valores de IC50 em ambos os casos de 9,45 para 5,3 µM em relação a 

doxorrubicina e de 2,5 para 0,3 µM no caso das cisplatina.  

 Assim como apresentado no presente trabalho, uma redução no IC50 em torno 

de 50% foi observada para células de carcinoma oral SCC-25 e CAL-27 após a 

combinação de cisplatina com 56 µM de crisina, resultando no aumento de danos 

oxidativos e indução de apoptose  (Chen; Li; Jiang, 2023). Em células HepG2, a 

combinação promoveu apoptose com acúmulo de p53 após um pré-tratamento com 

crisina por 2h (Li et al., 2015b).  
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 O uso combinado de quimioterápicos com substâncias bioativas pode ser uma 

estratégia de quebra de resistência com o aumento da sensibilidade de tumores, com 

consequente redução do uso do fármaco e menos efeitos tóxicos (Leung et al., 2008; 

Wang et al., 2018).  

 A crisina foi capaz de sensibilizar células de câncer de pulmão (H157, H1975 e 

H460) aumentando o efeito citotóxico da doxorrubicina através da diminuição dos 

níveis de GSH provocando um aumento no estresse oxidativo celular (Brechbuhl et 

al., 2012).  

O conjunto de resultados apresentados até o momento evidencia o potencial 

citotóxico e antiproliferativo da crisina, assim pensando em aplicações futuras buscou-

se entender as propriedades desse composto em análises in silico para verificar se 

ela cumpre pré-requisitos fundamentais indicados para candidatos a fármacos. Foi 

possível observar na predição in silico para a crisina que ela cumpre todas as 

previsões de semelhanças à fármacos assim como o quimioterápico ciclofosfamida. É 

importante mencionar que a violação desses parâmetros não exclui a possibilidade da 

aplicação clínica, como exemplo, a doxorrubicina viola todos os parâmetros previstos 

e mesmo assim é um medicamente antineoplásico amplamente utilizado contra 

células tumorais. Também é importante destacar que os parâmetros de semelhanças 

à fármacos são direcionados para biodisponibilidade oral, entretanto, ainda sim a 

maioria dos fármacos seguem os parâmetros pré-definido por Lipinski bem como suas 

variações (Singh et al., 2022; Walters, 2012; Yadav et al., 2021).  

Em relação aos parâmetros farmacocinéticos, a crisina é indicada com ação 

inibitória em relação as enzimas hepáticas do citocromo P450 (CYP) que são 

responsáveis pelo metabolismo por mais de 80% dos medicamentos (Banerjee et al., 

2020). Foi relatado experimentalmente sua ação em inibir a isoforma CYP1A2 sendo 

mais potente entre todos os flavonoides testados  (Lee et al., 1998). Seu efeito 

inibitório foi correlacionado com seu padrão de hidroxilas (Tsyrlov; Mikhailenko; 

Gelboin, 1994). Outros trabalhos também evidenciam o mesmo efeito sendo sugerido 

o uso da crisina como um agente contra a intoxicação por paracetamol (Bojić et al., 

2019; Pingili; Pawar; Challa, 2019). A inibição das enzimas da CYP possui um efeito 

na quimioterapia visto que pode elevar a toxicidade do tratamento pelo acúmulo de 

compostos não metabolizados. Entretanto o efeito inibitório também pode ser utilizado 

como estratégia para garantir a biodisponibilidade de fármacos que são mais 

rapidamente metabolizados (Iacopetta et al., 2023; Mittal et al., 2015).  
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A maioria dos medicamentos quimioterápicos possuem elevada toxicidade 

podendo ser um fator limitante no seu uso, sendo a avaliação do fator risco/benefício 

um ponto chave para a escolha do melhor tratamento (Corey et al., 2020; Fisusi; Akala, 

2019). Para avaliar os possíveis efeitos toxicológicos da crisina, a plataforma Protox 

3 indicou que ela possui uma menor toxicidade geral em comparação com os 

quimioterápicos selecionados sendo o status ativo/inativo definido pela probabilidade 

dessa atividade ter mais ou menos que 50% de chances de ocorrer  (Banerjee et al., 

2024).  

A crisina é descrita com ação oposta sobre a sua possível nefrotoxicidade, 

sendo relatado seus efeitos protetores em modelo animal contra intoxicação renal por 

cádmo (Cd) e capacidade protetora frente o uso dos quimioterápicos bortezomibe e 

ciclofosfamida ao mesmo órgão alvo. Além disso, a crisina tem a capacidade de 

modular o efeito de enzimas (SOD, CAT, GPx e GSH) responsáveis pela atividade 

antioxidante (Kankiliç et al., 2024; Şimşek et al., 2023; temel et al., 2020). A crisina 

também é relatada possuindo efeitos protetores em células do tecido pulmonar contra 

cadmio e cisplatina por seus efeitos antioxidantes. Adicionalmente também é 

demonstrado seus efeitos em diminuir a toxicidade induzida em outros órgãos como 

cérebro, coração e fígado (Akaras et al., 2023; Oladipo et al., 2023; Samarghandian; 

Farkhondeh; Azimi-Nezhad, 2017). Assim, os alertas negativos apresentados 

aparentemente parecem não demonstrar a inviabilidade do uso da crisina.  

A toxicidade prevista pela base de dados Gusar está de acordo com os 

resultados apresentados,uma vez que a crisina apresentou toxicidade reduzida 

comparada aos quimioterápicos doxorrubicina e ciclofosfamida. A toxicidade aguda 

oral da crisina foi relatada em modelo animal (camundongo) não sendo possível 

estimar seu valor (DL50 > 4000 mg/kg) de modo que ela foi considerada como tendo 

baixo potencial tóxico (Balta et al., 2015).  

De modo semelhante, a avaliação da toxicidade oral da crisina em ratos 

Sprague Dawley permitiu determinar uma DL₅₀ de 4350 mg/kg. No estudo subcrônico, 

a administração diária da substância na dose de 1000 mg/kg ao longo de 90 dias levou 

a alterações nos parâmetros bioquímicos, hematológicos e histopatológicos, com 

impacto mais evidente no fígado e nos rins. Em contrapartida, a exposição à dose de 

500 mg/kg não resultou em efeitos adversos relevantes (YAO et al., 2019). Assim, as 

análises previstas para a crisina indicam o seu baixo potencial tóxico dentro de valores 

limites. 
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A baixa toxicidade estipulada para a crisina foi explorada contra os efeitos 

genotóxicos provocados pela quimioterapia convencional. Sassi et al., (2021) 

demonstraram o efeito protetor da crisina, após um pré-tratamento de 24 h, reduzindo 

os efeitos genotóxicos causados pelo quimioterápico Mitomicina-C em camundongos 

Balb/C. Foi relatado a diminuição dos danos ao DNA avaliado pelo teste cometa em 

células do fígado e dos rins dos animais. Além disso, também foi analisado as 

aberrações cromossômicas em célula da medula óssea, de modo que o grupo tratado 

com crisina não apresentou aberrações quando comparados ao grupo controle 

negativo e a combinação de crisina e mitomicina-C foi capaz de diminuir o número de 

aberrações quando comparado ao uso do quimioterápico isolado. Efeitos similares 

antigenotóxicos ao quimioterápico carboplatina também foram mostrados por Jan e 

colaboradores (2022), pela análise de células da medula óssea de camundongos 

Balb/C.  

Receptores de estrogênio são expressos em mais de 70% dos cânceres de 

mama e são essenciais para o início e progressão. O 17-β-estradiol atua como um 

regulador da expressão de c-Myc e ciclina D1 contribuindo para o início do ciclo celular 

da G1 para fase S de modo que compostos inibidores de ER são amplamente 

estudados na literatura como estratégia no combate ao câncer de mama (Acharya et 

al., 2019; Dashputra et al., 2024; Jeselsohn et al., 2015; Li et al., 2020; Majumder et 

al., 2024). 

A ancoragem da crisina com o alvo ER-α apresentou uma ligação de hidrogênio 

em GLU353 sendo conservadas as seguintes interações (pi-alkyl) em relação ao 

ligante de referência 4-Hidroxitamoxifeno: LEU387, LEU346, ALA350, LEU525, 

MET421. A maioria dessas interações (excluindo apenas (LEU350) foram mantidas 

no docking do fármaco tamoxifeno, incluindo do mesmo tipo para GLU353 (ligação de 

hidrogênio) sendo uma interação mais forte (HAMZA ABDULLAHI et al., 2023). Esse 

padrão de interação também foi mantido para o fármaco modulador de ER-α 

bazedoxifeno (excluindo-se a interação LEU525) (KUMAR et al., 2024).  

O envolvimento dos resíduos MET421 e LEU387 nos contatos (especialmente 

ligações de hidrogênios) desempenham um importante papel na afinidade de ligação 

com ER-α. Para a crisina, essas interações foram do tipo pi que também contribuem 

para ligação à medida que o número de interações aumenta. Dessa forma, interações 

estabelecidas juntamente com as semelhanças apresentadas podem contribuir para 

um efeito inibitório da crisina frente ao ER-α (Dashputra et al., 2024). 



55 
 

Apesar da similaridade de contatos da crisina em relação aos inibidores citados, 

a crisina também é relacionada como um fitoestrogênio, ou seja, um composto natural 

com ação estrogênica sobre o ER-α, podendo contribuir para a proliferação de células 

tumorais (Van meeuwen et al., 2007; Ye; shaw, 2019). Essa ação é relaciona à 

similaridade estrutural como o compartilhamento de grupos fenólicos ao grupamento 

Ar-OH existente no 17-β-estradiol (Manas et al., 2004; Morissette; Litim; Di paolo, 

2018).  

Lu e colaboradores (2020) avaliaram a atividade estrogênica da crisina sendo 

identificado um aumento na proliferação celular de MCF-7 em concentrações 

nanomolares (1-100nM) juntamente com um aumento na expressão de ER-α com o 

tratamento de 100nM. Dessa forma, o efeito da associação entre crisina e ER-α deve 

ser analisado com cautela necessitando de mais investigações.  

A aromatase é uma enzima pertencente à família do citocromo P450 codificada 

pelo gene CYP19A1 (Simpson et al., 1994). Ela é responsável por catalisar a 

desmetilação do carbono 19 de hormônios andrógenos resultando na aromatização e 

formação de estrogênios de 18 carbonos: androstenediona, testosterona e 16-

hidroxitestosterona são substratos fisiológicos da aromatase convertidos em estradiol, 

estrona e estriol respectivamente (Di nardo; Gilardi, 2013; Eissa; Gohar, 2023). A 

atividade da aromatase é intensificada em mulheres na pós-menopausa agindo como 

um sistema compensador da inativação dos ovários através do aumento de produção 

de homônios andrógenos regulados a partir de estímulos do hipotálamo, sendo a 

inativação dessa enzima alvo farmacológico (Chan; Petrossian; Chen, 2016; 

Rosenfield; Bordini, 2010).  

Todas as associações moleculares da crisina foram conservadas na aromatase 

em relação ao ligante de referência exemestano, com destaque para duas interações 

mais fortes de hidrogênio (LEU477 e MET374), além de interações do tipo pi: TRP224; 

ILE133; PHE134; ALA306 e VAL370. Compostos inibidores de aromatase têm 

potencial para diminuir os níveis de estrogênio com a possibilidade de interromper ou 

adiar o aparecimento do câncer de mama. O exemestano é um fármaco inibidor 

irreversível utilizado para tratar câncer de mama dependente de estrogênio (Kalidas; 

Brown, 2005; Lombardi, 2002; Verhoog; Spies, 2024). 

As interações conservadas na crisina indicam a similaridade no posicionamento 

na aromatase em relação ao ligante de referência, sendo do mesmo tipo para MET374 

(ligação de hidrogênio) uma interação mais forte que isoladamente em relação as 



56 
 

outras interações hidrofóbicas possui maior contribuição para a afinidade de ligação 

(GHOSH et al., 2012). 

Além disso, a interação com VAL370 indica seu posicionamento próximo a uma 

fenda hidrofóbica compacta onde compostos volumosos podem ter dificuldade de 

acessar o sítio de ligação. De modo contrário, compostos pequenos e rígidos podem 

ter acesso mais fácil a cavidade interna da aromatase (Ghosh et al., 2012; Suvannang 

et al., 2011).  

A crisina é relata como um composto promissor na inibição da aromatase. Seo 

e colaboradores (2024) avaliaram o potencial inibidor de vários flavonoides, com a 

crisina apresentando um IC50 de 8,65 µM, sendo o melhor resultado no grupo das 

flavonas avaliada. Certas características estruturais dos flavonoides influenciam no 

seu poder inibitório como a presença de saturação da ligação C2-C3 e a ausência de 

hidroxilas nos carbonos C3, C5 e C6 (Figura 3) em que estas diminuem a atividade 

inibitória pela formação de ligações de hidrogênio com o oxigênio da carbonila (Seo 

et al., 2024). 

Em modelo animal, a crisina foi capaz de diminuir a expressão de aromatase 

em ovários de fêmeas BALB/c com o tratamento de 100mg/Kg, entretanto, um 

aumento significativo foi observado ao tratar os animais com 50mg/Kg sugerindo que 

a eficácia inibitória da crisina está relacionada em concentrações específicas devendo 

ser avaliado o risco/benefício (Alqaisi; Abbas; Alshawawreh, 2024). 

Os dados apresentados demonstram o potencial de inibição da crisina para 

aromatase, podendo ser uma estratégia viável contra o câncer de mama dependente 

de estrogênio. Entretanto, a concentração ideal deve ser investigada devido a sua 

possível ação estrogênica. Além disso, sua ação também pode ser aproveitada na 

quimioprevenção, uma vez que seus efeitos colaterais são inferiores em relação aos 

fármacos inibidores utilizados na clínica (Bajgai et al., 2011; Balam; Ahmadi; Ghorbani, 

2020).   

Entre as CDK’s selecionadas, a crisina demonstrou uma maior afinidade de 

ligação pela CDK2 (-10,2 kcal/moL) resultado superior inclusive do que o ligante de 

referência JWS (-9,0 kcal/moL). Apresentou dois contatos para ligação de hidrogênio 

(GLU12 e LYS129) e as interações pi que se conservaram foram: ALA31; VAL64; 

ALA144; LEU134 e VAL18.O lingante JWS648 é um inibidor de CDK que compete 

pelo sitio ativo do ATP, causando interferência no processo de fosforilação dos alvos 

das CDK’s (Betzi et al., 2011; Kumari; Brahma; Maruthi, 2023). Assim a associação 
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da crisina com a CDK2 pode contribuir para o interrompimento do ciclo celular na fase 

G2/M (Zhang; Zhao; Wang, 2008, 2009). 

O receptor VEGFR possui um papel crucial no crescimento de tumores e na 

metástase através da indução da formação de novos vasos levando a um aumento no 

acesso a nutrientes, sendo um alvo terapêutico importante contra o câncer de mama 

(Madu et al., 2020).As interações da crisina com VEGFR revelaram duas ligações de 

hidrogênio (CYS919 e LEU840) sendo a segunda conservada em relação ao inibidor 

sorafenibe. Além disso, foram mantidas as seguintes interações pi: VAL848; VAL916; 

ALA866; LEU1035; LYS868 e CYS1045. Essas semelhanças em relação ao inibidor 

de referência podem indicar a crisina como um composto capaz de inibir VEGFR. 

Todos esses contados também foram observados na interação de derivados de 

benzenossulfonamidas (Hassan et al., 2024).  

Em uma na álise similar com o flavonoide quercetina, foi obtido uma afinidade 

eletrônica de ligação de -8,4 kcal/moL, próximo ao da crisina aqui apresentado (-9,0 

kcal/moL). Entretanto, as interações foram diferentes da crisina, mantendo 

semelhança apenas com o ligante de referência, revelando que pequenas alterações 

estruturais podem causar outro perfil de interação mesmo mantendo uma afinidade 

de ligação favorável (Maran; Gangadharan; Emerson, 2022).  

A crisina é relatada contendo ação contra a angiogênese, sendo capaz de inibir 

a proliferação e migração de células endoteliais da umbilical humana em meio de 

cultura adicionado de VEGF (8 ng/mL) (TIAN et al., 2014). De modo similar, a crisina 

preveniu um crescimento de vasos da membrana corioalantóide de galinha induzido 

por lipopolissacarídeo (Lin et al., 2006).  

A ancoragem molecular indica a ação inibitória da crisina diretamente pelo 

contato VEGFR, entretando, sua ação também está relacionada na regulação da 

sinalização PI3K/Akt; regulação negativa da via JAK1/STAT3 e expressão de VEGFR 

e VEGFR2  (Wei; Zhang, 2024).  

Apesar de possui a menor afinidade de ligação em relação a todos os alvos 

analisados, a ligação de hidrogênio feita por LYS745 é essencial para favorecer a 

inibição de EGFR (Engelhardt et al., 2019). Além disso, a interação com LYS745 é 

relatado como um alvo potencial para superar a resistência ao inibidor de EGFR 

osimertinibe (Ferlenghi et al., 2021; Zhao et al., 2022).  

Derivados de crisina são descritos como uma estratégia inibitória de EGFR 

contra células de câncer de mama. (Debnath et al., (2019) realizaram substituições no 
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mesmo grupamento hidroxila que interage com LYS745 sendo obtido um aumento na 

citotoxicidade de 3,2 vezes em relação a crisina não modificada em células MDA-MB-

231. Além disso, em uma análise de ancoragem os autores também identificaram a 

conservação a interação com LYS745 no alvo EGFR. Em uma outra síntese com 

substituições no mesmo grupamento do estudo anterior, (LIU et al., (2021) 

identificaram que o derivado foi capaz de inibir significativamente a fosforilação de 

EGFR.  

A avaliação preliminar toxicológica da crisina indica um potencial tóxico que 

pode ser direcionado para a atividade antiproliferativa de células cancerígenas 

indicando uma melhor ação contra células mcf-7 com potencial para o uso combinado 

dos quimioterápicos cisplatina e doxorrubicina. Os estudos in silico indicam ainda seu 

potencial na ação contra alvos hormonais no câncer de mama, entretanto cabe-se 

destacar a necessidade de investigações in vivo para avaliar sua ação de forma mais 

ampla, ou seja, a investigação de doses ideais que possam favorecer a atividade 

antitumoral.  
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7 CONCLUSÃO 

Os resultados do presente demonstram os efeitos tóxicos da crisina avaliado 

no ensaio de A. salina acompanhado de citotoxicidade em células meristemáticas 

vegetais na avaliação do teste de A. cepa, entretanto não foi observado efeitos 

genotóxicos.  A atividade antiproliferativa da crisina demostrou uma maior seletividade 

para linhagem MCF-7 indicando também um aumento na potência de quimioterápicos 

quando realizado a associação. A análise ADMET demonstrou que a crisina possui 

propriedades farmacocinéticas favoráveis para ser um candidato à fármaco com 

toxicidade prevista baixa. Os resultados de ancoragem molecular mostram que a 

crisina possui interações importantes relacionado as terapias hormonais no câncer de 

mama.  
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