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RESUMO

As plantas desde muito tempo s&o utilizadas na medicina popular, substancias
purificadas e isoladas a partir da matéria-prima vegetal, com estrutura quimica
definida e atividade farmacoldgica, sdo denominadas fitofarmacos e podem ser
usados como ativos em medicamentos com propriedade profilatica, paliativa ou
curativa. Tém-se aumentado o interesse em explorar propriedades bioquimicas
dos metabdlicos secundarios (MS), os flavonoides s&o exemplos desses
metabdlitos e possuem inumeras propriedades como antioxidantes,
antiinflamatorias, anticancerigenas, antivirais e analgésicas. Além de serem
responsaveis pela agao farmacoldgica da planta, alguns desses MS, também
podem ser téxicos, assim testes de toxicidade sdo de extrema importancia e
nesse contexto o estudo teve objetivo de avaliar a toxicidade da esterubina em
modelos in silico, in vitro e in vivo. Para avaliacdo in silico foi utilizada a
plataforma ADMETLab 3.0, onde o smile da substancia foi adicionado e a partir
disso dados fisico-quimicos e de toxicidade foram coletados. Para avaliagéo in
vitro da toxicidade foi realizado o teste de hemodlise, onde foram utilizados
eritrocitos de Canis lupus familiaris, com analise em triplicata as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos e quantificada a presenga de
hemoglobina, na analise in vitro da toxicidade pelo método MTT foram utilizadas
linhagens celulares L929 (fibroblastos de camundongos) e B16F10 (melanoma
murino) e avaliados quanto a viabilidade celular. Para realizagdo dos testes in
vivo foram utilizadas larvas de Zophobas morio a analise foi feita em duplicata
com diluicdo da substancia para obtengéo das doses de 3, 30 e 300 mg/kg, que
sdo doses ja preconizadas para o teste de toxicidade, e foram administradas na
hemocele do tenébrio sendo verificadas a melanizagdo e sobrevivéncia. A
previsdo de toxicidade pelo ADMETIlab 3.0 trouxe resultados promissores,
mostrando a molécula de esterubina com valores favoraveis de propriedades
como genotoxicidade, mutagenicidade no teste AMES, irritagao ocular, e valores
com toxicidade média que ndo impedem seu uso, mas merecem atencao
especial como carcinogenicidade. No teste de hemdlise os resultados foram
positivos apresentando porcentagem menor que 10%. Na avaliagdo de
citotoxicidade pelo método MTT, a molécula teve eficacia em reduzir a
viabilidade quando comparadas ao controle negativo assim como também o
valor de ICso de 15,07 pg/mL (12,55 a 18,10 pg/mL) em células B16F10,
mostrando também um bom potencial em reduzir a viabilidade nessa linhagem
celular. No teste in vivo com larvas de Zophobas morio apresentou boa taxa de
sobrevivéncia em doses maiores de 30 e 300 mg/kg, demonstrando seguranga.
Com base nos resultados a esterubina se mostra uma molécula promissora com
bom perfil de seguranga demonstrado nos testes in silico, in vitro e in vivo se
mostrando segura para futuros testes in vivo que possam vir a serem realizados
para evidenciar suas possiveis atividades farmacolégicas.

Palavras chaves: Esterubina; Toxicidade; In silico, Zophobas morio; Métodos
Alternativos.
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ABSTRACT

Plants have long been used in folk medicine. Purified substances isolated from
plant raw materials, with a defined chemical structure and pharmacological
activity, are called phytopharmaceuticals and can be used as active ingredients
in medicines with prophylactic, palliative or curative properties. There has been
increasing interest in exploring the biochemical properties of secondary
metabolites (SM). Flavonoids are examples of these metabolites and have
numerous properties such as antioxidants, anti-inflammatory, anticancer, antiviral
and analgesics. In addition to being responsible for the pharmacological action of
the plant, some of these SM can also be toxic, so toxicity tests are extremely
important and in this context the study aimed to evaluate the toxicity of sterubin
in in silico, in vitro and in vivo models. For in silico evaluation, the ADMETLab 3.0
platform was used, where the substance's smile was added and from this,
physicochemical and toxicity data were collected. For in vitro toxicity evaluation,
the hemolysis test was performed, where Canis lupus familiaris erythrocytes were
used, with analysis in triplicate. The samples were centrifuged at 3000 rpm for 5
minutes and the presence of hemoglobin was quantified. In the in vitro toxicity
analysis by the MTT method, L929 (mouse fibroblasts) and B16F10 (murine
melanoma) cell lines were used and evaluated for cell viability. To perform the in
vivo tests, Zophobas morio larvae were used. The analysis was performed in
duplicate with dilution of the substance to obtain doses of 3, 30 and 300 mg/kg,
which are doses already recommended for the toxicity test, and were
administered in the hemocoel of the tenebrio, verifying melanization and survival.
The toxicity prediction by ADMETIlab 3.0 brought promising results, showing the
sterubin molecule with favorable values of properties such as genotoxicity,
mutagenicity in the AMES test, eye irritation, and values with medium toxicity that
do not prevent its use, but deserve special attention as carcinogenicity. In the
hemolysis test, the results were positive, with a percentage lower than 10%. In
the cytotoxicity evaluation by the MTT method, the molecule was effective in
reducing viability when compared to the negative control, as well as the ICso0 value
of 15.07 pg/mL (12.55 to 18.10 pg/mL) in B16F10 cells, also showing good
potential in reducing viability in this cell line. In the in vivo test with Zophobas
morio larvae, it showed a good survival rate at doses higher than 30 and 300
mg/kg, demonstrating safety. Based on the results, sterubin is a promising
molecule with a good safety profile demonstrated in in silico, in vitro and in vivo
tests, proving safe for future in vivo tests that may be performed to demonstrate
its possible pharmacological activities.

Keywords: Sterubin; Toxicity; In silico; Zophobas morio; Alternative Methods.
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1 INTRODUGAO
As plantas desde muito tempo sao utilizadas na medicina popular,

como fonte de alimentos e medicamento para tratar varias doengas. Seus
compostos bioativos sdo atualmente bastante pesquisados para se descobrir e
desenvolver, novos produtos farmacéuticos (Bozac et al., 2024). A
biodiversidade do pais e também a rica e vasta composicdo de muitas plantas,
fazem com que elas possam ter diversas propriedades diferentes e merecam
uma atengao especial em se saber qual composto esta desempenhando uma

acgao especifica de interesse (Caccia-Bava et al., 2017).

Substancias purificadas e isoladas a partir da matéria-prima vegetal,
com estrutura quimica definida e atividade farmacolégica, sdo denominadas
fitofarmacos e podem ser usados como ativos em medicamentos com
propriedade profilatica, paliativa ou curativa (BRASIL, 2011). Muitas substancias
isoladas sdo consideradas metabdlicos secundarios (MS), e tém-se aumentado
interesse em explora-los. Como exemplo destes metabdlitos estdo uma grande
variedade de compostos organicos como terpendides, flavonoides, alcaloides e
acidos organicos que sao importantes no desenvolvimento da planta, na
sustentacdo das mesmas e consequentemente no papel terapéutico que esses

compostos sado capazes de desempenhar (Li et al., 2023).

Os flavonoides sdo exemplos de MS e possuem inumeras
propriedades como antioxidantes, antiinflamatérias, (Moraes et al., 2022)
anticancerigenas, antivirais, analgésicas, antimicrobianas e também atividade
neuroprotetora (Dias; Pinto; Silva, 2021). Alguns estudos mostram que uma dieta
rica em flavonoides pode prevenir algumas doencgas (Janabi et al., 2020). Frutas
citricas, chas, azeite de oliva, leguminosas e alguns vegetais estdo entre as
principais fontes (Panche; Diwan; Chadra, 2016). Sua absorcdo e
biodisponibilidade vao diferir conforme estrutura, peso molecular e para melhor
atividade farmacéutica, essa biodisponibilidade pode ser melhorada com
diferentes técnicas como por exemplo formulagcao de nanoparticulas que cada
vez mais vem ganhando espacgo na formulagdo de novos farmacos (Al-Khayri et
al., 2022).
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Entretanto, a utilizacdo das plantas e dos compostos naturais no
desenvolvimento de novos medicamentos encontram diversos desafios,
principalmente no que diz respeito a escassez de recursos. Apesar da extensa
biodiversidade, o conhecimento acerca de cada planta e do composto que
desempenha a atividade biologica necessita de muito investimento e estudos
envolvidos para explorar principalmente o mecanismo de acao, e também para
que se possa isolar um composto presente em um extrato, por exemplo. Além
dos desafios relacionados ao cultivo que podem impactar diretamente na

composic¢ao da planta (Li et al., 2023).

Além de serem responsaveis pela agao farmacoldgica da planta,
alguns desses metabdlitos secundarios também podem ser toxicos, e a
toxicidade de uma planta medicinal pode depender de diversos fatores, como
quantidade consumida, diferentes partes da planta, tempo de exposi¢cdo e
diferengas genéticas entre uma mesma espécie (Dhiany et al., 2021). Assim, os
testes de toxicidade sdo de extrema importancia para que se possa conhecer
melhor aquele composto que se pretende trabalhar, estes podem ser in vitro e in
vivo, e podem avaliar se a substancia possui toxicidade aguda, subcrénica ou
cronica, ou se podem ser propostas algumas modificagdes de modo que diminua

essa toxicidade (Mounanga; Mewono; Angone, 2015).

A esterubina é um flavonodide obtido da Eriodictyon californicum (erva
santa), pertencente a familia Boraginaceae, € um composto com boa
penetrabilidade em tecidos e um potente candidato a agdo neuroprotetora, mas
sobre sua toxicidade as informacdes sdo escassas e necessita de mais estudos
e evidéncias para que se possa conhecer as especificidades desse composto e
para que o mesmo possa ser utilizado com mais seguranga em possiveis
estudos que mostrem seu potencial para alguma atividade ou doenga em

modelos in vivo (Kazmi et al., 2023).

Diante da escassez de informacbes sobre sua toxicidade e da
importancia desse tipo de estudo para se conhecer e predizer possiveis efeitos
téxicos do composto, a esterubina foi utilizada no presente trabalho para estudos

em toxicidade em modelos in silico, in vitro e in vivo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas medicinais

O Brasil apresenta uma rica biodiversidade principalmente na regido
amazobnica, porém grande parte das propriedades terapéuticas ainda sao
desconhecidas (Vargas et al.,, 2016). O crescente uso da fitoterapia tem
acontecido em virtude do fator econémico e também dos frequentes efeitos
colaterais relacionados ao uso de medicamentos sintéticos, que por muitas
vezes pode acarretar na ndo adesao a farmacoterapia ou até mesmo abandono
da mesma. No entanto, mesmo sendo naturais e apresentando menos efeitos
adversos devem ser usados com cautela, uma vez que também pode apresentar
intoxicagcdo ou até mesmo interacbes com outros medicamentos que podem

estar em uso (Caboclo et al., 2022).

Diferentes compostos fazem parte das plantas medicinais e estes
ativam diferentes receptores e fazem isso por meio de diferentes mecanismos
de acdo. O uso dessas plantas se da no tratamento e também prevencéao e nao
se limita somente a paises em desenvolvimento ou de classe socioeconémica
mais baixa, os medicamentos fitoterapicos que sdo desenvolvidos a partir das
plantas e seus compostos se tornou uma grande industria abrangendo inclusive

paises extremamente desenvolvidos (Nyakudya et al., 2020).

As plantas desempenham papel fundamental na medicina tradicional
e moderna e sao fontes ricas de compostos que desempenham importante papel
farmacolégico. Esses compostos com propriedades terapéuticas e de cura
variam conforme espécie, local de cultivo, mudangas climaticas e ambientes
especificos e muitas vezes extremos como montanhas, desertos e florestas
tropicais podem fazer com que a planta desenvolva propriedades Unicas que
podem inclusive alterar composi¢gdo e provocar algumas mudangas como
diminuicdo de acumulo de biomassa, mas pode também aumentar o acumulo de

metabdlitos secundarios (Zhu et al., 2024).

Os diversos constituintes fitoquimicos sao provenientes do
metabolismo secundario das plantas e estdo relacionados com sistema de
defesa contra agressoes de insetos e patdgenos e radiacdes ultravioletas, estes,
vao ter fungao fisiolégica de protegcdo contra radicais livres e conseguem

proteger o organismo contra estrese oxidativo, reduzindo risco de



16

desenvolvimento de varias doencas por meio de sua atividade antioxidante e

antiinflamataéria (Oliveira et al., 2018).

Os metabolitos secundarios sédo altamente especificos e pertencem a
trés classe principais de moléculas, terpenos, nitrogenados e compostos
fendlicos. Os terpenos servem de base para muitas estruturas com diversas
fungdes no metabolismo e variam desde moléculas pequenas e volateis a
hormonios, os 6leos essenciais estdo dentro dessa classe e sdo compostos por
uma mistura complexa de monoterpenos e sesquiterpenos apresentando um
amplo espectro de atividade, os compostos fendlicos incluem cerca de 10000
compostos e como apresentam grande diversidade quimica podem
desempenhar diversas fungdes, dessa classe participam, taninos, flavonoides e
lignina e no grupo dos compostos nitrogenados incluem os alcaloides,
glicosideos cianogénicos e aminoacidos nao proteicos, sdo compostos
importantes podendo repelir insetos e animais, mas principalmente os alcaloides

tem aplicagao principal em medicamentos ( Borges; Amorim, 2020).

Dentro dessas classes de metabdlitos diversas substncias foram
descobertas ao longo do tempo e suas propriedades as tornaram importantes,
pois possibilitaram desenvolvimento de novos medicamentos e/ou seu uso de
diversas formas em diferentes tipos de situagdes e patologias. Um exemplo € a
Azadiractina, terpenoide encontrado na planta neem (Azadirachta indica, A.
Juss) que tem demonstrado varias atividades bioldgicas altamente eficientes no
controle de pragas, como inibir o crescimento, interferir na fecundidade do inseto
€ assim ressalta o uso de formulagdes contendo o neem em diversos ensaios

experimentais o controle de ecto e endoparasitas (Fonseca et al., 2019).

A morfina é outro exemplo, € um alcaloide e um dos medicamentos
mais antigos e conhecidos isolado a partir da resina da papoula Papaver
somninferum. Apesar de antiga, continua sendo uma das drogas mais utilizadas
para controle de dores severas, padrao para redugao de dor antes e pos cirurgia
e sua descoberta impulsionou a pesquisa, onde nos anos seguintes novos
alcaloides também foram descobertos e isolados como a cafeina, nicotina,
escopolamina (Brook; Bennett; Desai, 2017).
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A curcumina é um polifenol hoje bastante difundido, e com diversas
propriedades, é encontrada na raiz da curcuma ou agafrdo da terra (Curcuma
longa) e hoje varios suplementos alimentares estdo disponiveis no mercado a
base dessa planta devido ao seu potencial terapéutico como antioxidante,
antiinflamataria, propriedades digestivas, cicatrizagao de feridas e artrite apoiado
em varios ensaios in vitro e in vivo. Além disso, ela consegue modular varios
alvos biologicos, fatores de crescimento, mediadores inflamatorios, citocinas,
proteinas e vias celulares e podem agir modulando o crescimento de tumor por

meio da regulacao de varias vias de sinalizacao (Kotha; Luthria, 2019).

O resveratrol é outro exemplo de composto fendlico hoje amplamente
difundido e comercializado. Foi isolado de Veratrum grandiflorum e esta presente
em uvas, vinho, amendoim e frutas vermelhas. E muito conhecido por suas
propriedades antioxidantes sendo eliminador de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e seus efeitos anticancer e antienvelhecimento (Breuss; Atanasov; Uhrin,
2019).

2.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo MSs sintetizados pelas plantas, sdo encontrados
em diversas espécies e atuam principalmente com funcdo de defesa contra
patdgenos, predadores e fatores externos. Sdo encontrados principalmente na
forma glicosidica e sua estrutura quimica conta com 15 atomos de carbono
arranjados em dois anéis fendlicos (A e B) e um anel de pirona (C) e suas
diferentes classes se da por meio da substituicdo desse anel de pirona podendo
ser classificados como isoflavonoide, flavona, biflavonoide, flavan-3-ol, flavan-4-

ol, hidroflavonois e antocianinas (Martinez; Campos, 2022).
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Figura 1. Estrutura quimica basica dos flavonoides

Fonte: Moraes et al, 2022.

Estes metabdlitos secundarios sao substancias complexas e estao
diversificados em diferentes partes da planta, ou seja, em uma mesma planta
pode ter quantidades diferentes desses metabdlitos no caule, nas raizes ou
folhas por exemplo. Dessa maneira, fatores externos também podem influenciar
diretamente no crescimento e inibicdo da planta e nas vias dos MSs e sua
regulacao ja que os genes envolvidos nessas vias sao alterados por diferentes
situacbes de estresse e susceptiveis a variagdbes ambientais, podendo afetar
qualitativamente e quantitativamente MS das plantas e otimizar esses fatores

podem influenciar diretamente no seu controle de qualidade (Li et al., 2020).

Seu potencial terapéutico € diverso, apresentando diferentes
atividades bioldgicas como antiviral (Badshah et al., 2021), antibacteriana
(Shamsudin et al.,, 2022), antifungica (Al Aboody e Mickymaray, 2020),
antiinflamatoria, antioxidante, e essa ultima vem sendo bastante estudada e
evidenciada pois pode apresentar um grande potencial para desenvolvimento de
futuros farmacos para doencgas degenerativas como Alzheimer e Parkinson, e
outras como cancer e doencas cardiovasculares (Moraes et al., 2022), além
disso ingestdo diaria desses metabdlitos através de dieta alimentar implica
diretamente em beneficios a saude podendo impactar diretamente em beneficios

ao sistema imunolégico (Martinez e Campos, 2022).

Dentre as agbes dos flavonoides, uma bastante estudada é sua
atividade anticancer, pois podem agir inibindo o crescimento celular, como
exemplos a hesperedina, aurona e a quercetina que € amplamente presente em
chas, frutas vermelhas e gréos e tem sido usada para cancer colorretal, agindo

induzindo apoptose, regulando vias de sinalizagdo, fazendo replicagao



19

antioxidante e inibindo metastase, que para o tratamento de cancer é importante
para reduzir tamanho de tumores ou impedir seu crescimento, as isoflavonas de
soja também séao eficazes contra cancer de prostata e reduz risco de cancer de

pulm&o, estando presente em alimentos como maga e cebola ( Ullah et al., 2020).

Alguns flavonoides também podem ser usados como medicamentos
alternativos para prevenir e tratar osteoporose. Nesse processo varias células,
horménios, citocinas e vias de sinalizacdo podem estar envolvidas na
remodelagdo Ossea, os osteoblastos e osteoclastos estdo envolvidos
respectivamente na nova formacgao 6ssea e na reabsor¢ao. Estudos mostram
que a quercetina tem efeitos farmacolégicos positivos no metabolismo ésseo,
como por exemplo prevencao da perda dssea e efeito osteogénico, e a naringina
pode promover formagdo dos osteoblastos por meio de ativagdo de genes
osteogénicos e assim os flavonoides ganham ainda mais espago nas pesquisas

e aplicagdes clinicas no que diz respeito a tecido ésseo (Cao et al., 2022).

Outra acédo dos flavonoides esta relacionada com seu efeito
antidepressivo, a exemplo, uma fracdo flavonoide obtida de extrato do
Hypericum perforatum (erva de s&o jodo) mostrou efeito antidepressivo, sendo
essa planta considerada uma alternativa eficaz aos antidepressivos sintéticos
aumentando os niveis de serotonina (5-HT), noradrenalina (NE) e dopamina
(DA) ( Guan; Liu, 2016), em outro estudo feito por Zheng e colaboradores (2012),
foi explorado o efeito antidepressivo e mecanismo dos flavonoides extraidos de
folhas de Apocymum venetum que mostrou atividade antidepressiva no teste de
suspensdo de cauda e no teste de nado forgado, provavelmente devido ao
aumento de NE e DA.

Atuam ainda promovendo tratamento de lesdes cutaneas, nesse
processo, ocorre aceleragcdo da taxa de contracao de feridas, promogao de
vasculogénese, modulagdo de citocinas inflamatérias, aumento da taxa de
epitelizagao e auxilia principalmente nas doengas crdnicas que as causam, CoOmo
diabetes mellitus. Nesse caso os flavonoides agem diminuindo mediadores
inflamatdrios e aumentando os antiinflamatérios, inibindo vias de cicloxigenase

e lipoxigenase e podem ainda promover a formacdo de um novo epitélio
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aumentando migragao de queratindcitos e suas respectivas fixagcdes epiteliais

para a ferida (Carvalho et al., 2021).

2.3 Familia Boraginaceae

Os representantes da familia Boraginaceae distribuem-se
principalmente nas regides tropicais, temperadas e aridas com alguns centros
de dispersédo localizados em regides mediterraneas e nos Estados Unidos,
possuindo cerca de 134 géneros e 2650 espécies. No Brasil, sdo 9 géneros e
cerca de 125 espécies, sendo o Cordia, Varronia e Tournefortia, os mais

numerosos (Vieira et al., 2013).

Geograficamente a ampla distribuicdo de plantas dessa familia,
mostra sua adaptabilidade a varios ecossistemas e climas e consiste em ervas,
arbustos e raramente arvores, algumas espécies tem sido utilizadas ha muito
tempo como corante alimentar e até mesmo téxtil, além de apresentar um amplo
uso na esfera medicinal, principalmente relacionado aos pigmentos
naftoquinonas. Dentro da familia Boraginaceae, algumas espécies, porém, sao
consideradas téxicas e podem causar doengas graves ao serem consumidas.
Essa toxicidade pode estar relacionada a presenca de alcaloides pirrolizidinicos
que podem ser mutagénicos, cancerigenos e hepatotdéxicos (Gautam; Lapcik;
Lapicikova, 2024).

O efeito terapéutico das plantas relacionadas a essa familia, esta
relacionado a muitos compostos biologicamente ativos como naftoquinonas,
terpenoides, flavonoides e fendis e seus constituintes isolados podem ter
atividade como antiinflamatéria, antiviral, antitumoral, antimicrobiana,
contraceptiva, cardiotbnica e antiplaquetaria e algumas plantas dessa familia
tém sido relatadas como boas fontes de acidos graxos, acido y-linolénico e acido
estearidénico como Borago officinalis L. ou Echium vulgare L (Tavarati;
Masoudian; Gholamian, 2014). Apesar da variedade de propriedades, em
algumas plantas o uso farmacoldgico ainda nao foi evidenciado trazendo uma
necessidade de um maior reconhecimento fitoquimico das espécies, para que
consequentemente, se possa oferecer mais informagdées sobre compostos
bioativos naturais que possam ser isolados dessas diferentes espécies (Dresler;
Szymczak; Wojcik, 2017).
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2.4 Género Eriodictyon e espécie Eriodictyon californicum

O género Eriodictyon compreende varias espécies popularmente
conhecida com “yerba santa” que vem do espanhol e significa erva sagrada ou
erva santa. Esse género esta dentro da familia Boraginaceae e as trés espécies
mais abundantes e comumente usadas sao E. californicum, E. angustifolium e E.
trichocalyx, seu uso vem desde os povos indigenas e eram utilizadas para tratar
varias enfermidades como febre, tosse, asma e problemas digestivos. Produtos
feitos com erva santa também s&do usados em aplicagbes alimenticias e
farmacéuticas como modificadores de sabor, seu sabor € descrito como amargo

e doce com notas de menta e eucalipto (Wang et al., 2023).

O E. californicum é uma planta nativa da Califérnia e era usada por
tribos indigenas para tratar diversas doengas como asma, tosse, infecgbes
pulmonares e reumatismo, como componentes, a esterubina € tido como um
importante ativo, mas também foram encontradas concentragdes de eriodictiol e
homoeriodictiol (Maher et al., 2020), por possuir componentes neuroprotetores a
planta tem um potencial para tratamento de doenga de Alzheimer (Fisher et al.,
2019).

Os flavonoides presentes na espécie sdo encontrados principalmente
nas folhas e sdo conhecidos por possuirem atividade antiinflamatoéria e
antimicrobiana sendo utilizados como ingredientes em alimentos e produtos
farmacéuticos. A esterubina, presente no extrato de E. californicum, tem uma
atividade in vitro maior que o eriodictiol e o homoeriodictiol e esta possui
evidencias de atividade contra estresse oxidativo e neuroinflamag¢ao (Hofmann
et al., 2020).

2.4.1 Esterubina

A esterubina é um flavonoide considerado o composto mais ativo
presente na Eriodytion californicum, mostrando uma atividade in vitro maior que
os outros compostos também presentes nessa espécie e demonstrando

importante atividade neuroprotetora e antiinflamatéria (Fischer, et al., 2019).

Em estudo feito por Hofmann e colaboradores (2020), a esterubina
mostra uma atividade maior contra estresse oxidativo e neuroinflamacao do que

varios outros flavonoides, além de mostrar ter potencial significativo como
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neuroprotetor modificador da doenga de Alzheimer (DA), ja que levou a melhora

de memodria em testes comportamentais feitos em modelo murino.

E considerada protetora contra multiplos indutores de morte celular,
induz fortemente o fator de transcrigdo antioxidante Nrf2 (fator nuclear eritritoide
2) e também tem atividade anti-inflamatoria (Fisher et al, 2019). Em testes feitos
com indutores de resposta inflamatdria, a esterubina foi eficaz contra a producgéo
induzida de lipopolissacarideo bacteriano (LPS) de éxido nitrico (NO) e citocinas
e também contra a produgdo NO e citocinas induzidas por acido lipoteicoico
(LTA). (Liang; Maher, 2022). Estudos epidemiologicos tém mostrado que
pessoas com maior consumo de flavonoides tem risco reduzido de deméncia,
podendo retardar o declinio cognitivo e mostrando potencial de melhorar a
patologia da DA (Buraco; Williams, 2021).

Estudos feitos com esterubina e flavonoides relacionados com
envelhecimento capilar investigaram sua capacidade de estimular
melanogénese, nos testes, a esterubina suprimiu a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e os dados mostraram que ela possui componentes
ativos que podem prevenir o envelhecimento de cabelo protegendo os

queratindcitos foliculares (Tagushi et al., 2018; Walker et al., 2016).

Apesar de estudos mostrarem algumas propriedades da esterubina,
outros relacionados a sua toxicidade sdo escassos. Saber sobre toxicidade de
um composto € muito importante, pois alguns metabdlitos secundarios podem
ser toxicos e levar a disturbios no organismo, além do que esclarecer aspectos
relacionados a toxicidade favorece na descoberta de novos farmacos e ajuda a
entender melhor como o composto pode agir frente a diferentes parametros,
auxiliando por exemplo na escolha de melhores doses que poderao ser utilizadas

em testes in vivo (Campos et al., 2016).
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Figura 2. Formula estrutural esterubina
Fonte: Kazmi et al., 2023.

2.5 Ensaios de Toxicidade

Os ensaios de toxicidade sao testes realizados com o objetivo de
avaliar o efeito de alguma substancia no organismo, avaliando a probabilidade
da ocorréncia dos efeitos adversos devido a exposicdo a determinada
substancia, e em quais condigbes esta pode causar danos, como o tempo de
exposicao, quantidade do ativo, interagdo com o meio ou outras substéncias,
entre outros. Os testes toxicologicos podem ser de varios tipos como toxicidade
aguda, sub aguda, sub crénica, crénica, imunotoxicidade, reprodugao,

genotoxicidade e carcinogenicidade (Moura et al., 2012).

Dentre esses tipos de toxicidade, o estudo de toxicidade aguda é
usado para avaliar a toxicidade de uma substancia teste em uma ou mais doses
durante um periodo de 24 horas, assim nesse tipo de teste é possivel ver risco
de intoxicagdes agudas o que € importante para avaliagdo da seguranca dessa
substancia em curto periodo de tempo e da suporte para escolha das demais
doses nos testes de toxicidade seguintes (Silva et al, 2021). Ja os testes de
toxicidade crdnica e subcrbnica verifica o efeito toxico depois de uma exposi¢cao
prolongada, a doses cumulativas geralmente um periodo acima de 3 meses e
avaliam parametros subletais como crescimento, reproducéo e deformidades e

caracteriza o efeito dose-resposta (Moura et al., 2012).

Métodos alternativos de testes de toxicidade, tem crescido nos ultimos
anos, principalmente por conta de leis e regulamentagbes que apoiam meios
para reduzir, refinar e substituir o uso de animais (3Rs) (Ogasawara, 2019). A

exemplo testes de toxicidade utilizando peixes em estagios iniciais para
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avaliacao de toxicidade aguda e crénica de produtos quimicos, os peixes sado
expostos a varias concentragdes do composto a ser analisado e os efeitos letais

e subletais sdo medidos ao longo do tempo (Allen et al., 2024).

Ha ainda a toxicologia computacional, essa area abrange teoria e
aplicagdes de abordagens in silico para prever, modelar e explicar mecanismos
toxicolégicos a nivel molecular. O amplo interesse em promover cuidado e bem
estar dos animais utilizados em testes de toxicidade, assim como reduzir cada
vez mais seu uso, trouxe o desenvolvimento dessas novas abordagens e
metodologias desse tipo de teste e que apresenta vantagens em comparagao
com testes in vivo e in vitro como custo-efetividade e rapida disponibilidade de
resultados. Além disso essas estratégias computacionais permitem rapida
determinacado de propriedades fisico quimicas importantes na otimizacdo de
possiveis candidatos a farmacos o que ajuda a reduzir toxicidade fora do alvo e
diminui consequentemente o numero de animais utilizados nos testes (Ford,
2016).

2.5.1 Modelos in silico para avaliagao de toxicidade

Com o objetivo de prever toxicidade em modelos computacionais a
abordagem in silico esta em crescente utilizagcdo. O termo “in silico” se refere a
simulagdo computacional, nesse modelo o principio € que compostos com
estruturas similares devem se comportar de maneira similar, e a indisponibilidade
de dados de uma substancia nova, ou de determinada substancia e a restricao
cada vez maior sobre o uso dos animais, faz com que essa abordagem seja

bastante procurada (Alves; Streit; Pizzolato, 2023).

Os softwares que sao utilizados para simulagdes fisico quimicas,
baseiam-se em algoritmos que podem calcular descritores moleculares e trazem
informacgdes estruturais disponiveis sobre a molécula em estudo tanto sobre
propriedades fisico quimicas como informacdées mais complexas, auxiliando
assim nas interagdes entre molécula e organismos vivos por meio da correlagéo
entre a propriedade da estrutura quimica e do composto e medidas de toxicidade
para uma area especifica por exemplo (Alves; Streit; Pizzolato, 2023). E uma

ferramenta rapida, mais econémica, néo utiliza animais e a relagao estrutura-
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atividade (SAR) e estrutura-atividade quantitativa (QSAR) é uma alternativa

eficiente para investigar toxicidade de compostos quimicos (Rim, 2020).

As abordagens in silico podem prever toxicidade, mecanismos de
acgao, interagado com receptores, atividade farmacoldgica e além disso podem ser
uteis para mostrar em que parametros essa substancia pode ter mais “defeitos”
e guiar possiveis modificagdes que a melhorem. Esse tipo de abordagem permite
ainda estudar populagdes altamente especificas e assim reduz populagéo
necessaria para ensaios clinicos e da um direcionamento adequado de qual
populacdo selecionar, quantidade, e reduz tempo e custos de ensaio (Costa,
2022).

Os modelos computacionais permitem prever quantitativamente e
qualitativamente a toxicidade quimica de compostos, misturas, nanoformulagdes
e isso antes que um composto novo fosse sintetizado por exemplo (Rim, 2020).
Além disso caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas sao essenciais
para avaliar candidatos a novas drogas e algumas ferramentas in silico permitem
ver esses parametros de absorgdo, metabolismo, distribuicdo e excregao
(ADME). O SwissADME é um exemplo de programa que permite calcular esses

descritores fisico quimicos (Pereira et al., 2023).

Para predicao de toxicidade o uso de modelos computacionais é muito
mais barato e rapido, permitindo ainda analisar um grande numero de
substancias em um curto espaco de tempo. Varios modelos foram desenvolvidos
nas ultimas décadas e podem evidenciar diferentes endpoints toxicolégicos
como, hepatotoxicidade, genotoxicidade, carcinogenicidade, toxicidade
respiratoria, irritagdo e corrosao ocular. Geralmente, essas ferramentas in silico
utilizam de abordagem de leitura cruzada supondo que substancias com
estruturas semelhantes, compartilhem de propriedades fisico quimicas e de
toxicidade semelhantes e isso permite predizer algumas propriedades que

podem ser uteis em futuros testes da substancia (Gluck et al., 2018).

2.5.2 Modelos de toxicidade in vitro
Os modelos de toxicidade in vitro sao métodos que visam reduzir ou
nao utilizar animais na experimentacgao. Esses testes reforgam o programa 3R’s

que significa as iniciais das trés finalidades, em inglés, que sdo reducéao
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(Reduction), refinamento (Refinement) e substituicdo (Replacement), esse
programa consiste em reduzir ao maximo a utilizacdo dos animais substituindo
por métodos de testes alternativos estes utilizam microorganismos como
bactérias, fungos, algas, crustaceos, enzimas, proteinas, cultivos de tecidos ou
celulares, e que podem servir de prévia aos estudos de toxicidade in vivo
(Bednarczuk et al., 2010).

A proposta desse tipo de modelo é também preservar dignidade e
bem estar dos animais de laboratérios sem comprometer o desenvolvimento
cientifico, com testes que s&o seguros e eficazes para fazer a avaliagdo da
substancia teste. Além disso, a necessidade em se desenvolver ainda mais
métodos alternativos esta no fato do alto custo para manutengao e aquisi¢ao dos
animais nos laboratorios, protocolos de estudos com animais muitas vezes
requerem longos periodos para conclusdo, muitas vezes falta de profissionais

capacitados para manusear esses animais (Ogasawara, 2019).

Nas ultimas décadas a discussao em torno desses métodos ganhou
proporgdes ainda maiores, no sentido de que estes sejam implementados e
utilizados cada vez mais em pesquisa cientifica e o Brasil segue a tendéncia,
com publicacdo da Resolu¢cdo Normativa N° 18, de 24 de setembro de 2014, no
ambito do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal -
CONCEA, 17 métodos alternativos foram reconhecidos com aceitagcao
regulatéria internacional. E alguns sao bastante reconhecidos e utilizados em
laboratérios de todo o Brasil, em substituicdo aos métodos in vivo (Ogasawara,
2019).

Um exemplo de teste in vitro é o teste que utiliza Artemia salina. Ela
€ um microcrustaceo aquatico que pode ser encontrado em abundancia em
muitos ecossistemas de agua salgada, € um organismo invertebrado e sua
utilizagdo nos testes de toxicidade se deve a algumas caracteristicas como
rapida eclosdo dos seus ovos, tamanhos pequenos, alta producdo de
descendentes, seu cultivo é simples e tem um bom custo beneficio (Palacio et
al., 2021).

Meyer et al (1982) descreveu o teste de letalidade com Artemia salina,

neste teste sdo observados os nauplios vivos e mortos apds a exposicao a
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diferentes concentragdes de uma substancia. Segundo ele, foi estabelecida uma
relacdo entre grau de toxicidade e dose letal média DLso foi considerado que
quando verificados valores acima de 1000ug/ml e ndo houver morte acima de

50%, a substancia é considerada atoxica (Bednarczuk et al., 2010).

Outro exemplo € o ensaio de citotoxicidade pelo método MTT, esse
ensaio é usado para estimar citotoxicidade através de avaliagéo de atividade
mitocondrial, onde somente células viaveis conseguem converter o sal MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di-fenil brometo de tetrazolina) que € um sal amarelo
em cristais de formazan (cor purpura) (Duarte, 2015). Foi desenvolvido por
Mosmann et al (1983) e é realizado em alguns passos que podem sofrer algumas
alteragbes dependendo do estudo, variando por exemplo as quantidades da

droga e da substancia que sera utilizada.

O reagente MTT consegue penetrar pela membrana celular de células
viaveis, por conta, provavelmente, da sua carga positiva e sua estrutura lipofilica
e a medicdo baseada na colorimetria produzida por essa reagao. O ensaio &
realizado apds a incubagao de algumas células com o MTT e o formazan que é
produzido é solubilizado com dimetilsulféxido (DMSO), ao final com auxilio de
um espectrofotdmetro de microplacas a absorbancia de cada pogo sera obtida e
se chegara a um resultado final sobre a citotoxicidade da substancia teste. A
quantificacdo da absorbancia se da a partir das leituras que o equipamento faz,
com base nas cores roxas que aparecem nas placas por conta da conversao em
formazan, quanto mais purpura esta o po¢o mais células viaveis se encontram
nele (Ghasemi et al., 2021).

O teste Allium cepa (cebola) € um bioensaio, também in vitro, de
alteracdo cromossémica bastante utilizado em laboratérios, isso porque o teste
utiliza a cebola que é de facil manuseio e armazenamento. O teste foi
desenvolvido por Levan (1938), e avalia os efeitos da substancia teste nos
cromossomos das plantas, analisando as células das pontas das raizes, pois
elas que ficam por um certo tempo em contato com a substancia a ser testada
(Carvalho et al., 2018).

O ensaio propde ver indice germinativo (IG), indice mitético (IM),
aberragbes cromossémicas (AC) e micronucleos (MN), que sdo parametros
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importantes para ver o efeito que a substancia esta exercendo no sistema. O
indice germinativo (IG), pode ser avaliado de forma macroscépica, pois nesse
parametro se observa o crescimento das raizes e a germinagédo das sementes,
quando a substancia teste provoca queda de cerca de 70% da germinagao em
relacdo ao controle negativo, esta pode ser considerada téxica. Os outros
parametros sao avaliados de forma microscépica, a exemplo o IM fornece dados
sobre citotoxicidade enquanto as ACs fornecem dados sobre genotoxicidade
pois mostram mudangas nos cromossomos, ja o numero e frequéncia dos MNs

indica tanto genotoxicidade como mutagenicidade (Silva, 2021).

E um teste de curta duragdo que apresenta algumas vantagens como
facilidade de manuseio, baixo custo e bom desempenho cromossdémico. Utiliza
de uma série de cebolas para diferentes concentracbes da substancia teste e
por ser um teste sensivel que apresenta boa correlacdo com outros sistemas de
testes, os resultados finais devem ser considerados como alertas caso mostre
alguma possivel citotoxicidade ou genotoxicidade, pois pode indicar um possivel

risco a saude ou para o ambiente (Fiskejo, 1985).

O ensaio de cometa € outro tipo de teste muito util e empregado e
para avaliacdo de danos e reparos ao DNA em células individuais, é chamado
de cometa porque o teste tem como principio a lise de membrana celular seguida
da migracao eletroforética do DNA liberado e ao migrar a célula adquire um
formato de cometa com cabega e cauda e porisso o nome. O teste também pode
ser chamado de técnica de eletroforese celular em microgel e anadlise vai se
basear no grau de fragmentagcdo do DNA e sua migragéo pela microeletroforese
(Brianezi; Camargo; Miot, 2009).

Quando ocorre a lise das membranas e o DNA € exposto a uma
corrente elétrica, cada célula de DNA contém um nucleoide que € uma porg¢ao
nao fragmentada que aparece com um formato de circulo preenchido e a parte
do DNA fragmentado tem aspecto de “cauda de cometa”, o padrdo de dano se
baseia pelo tamanho, intensidade da fluorescéncia e porcentagem do DNA da
cauda. Um DNA integro ndo apresenta cauda, e a medida que o tamanho da
cauda aumenta se refere a diferentes classes de danos, onde a cauda pode



29

chegar a ser mais duas vezes maior que o tamanho do nucleoide, quanto maior

a cauda, maior o dano (Garla et al., 2022).

O teste de hemdlise € outro exemplo de teste de toxicidade in vitro, é
um teste util para avaliagdo de citotoxicidade com vantagens de ser de facil
acesso, barato e facil de realizar. O sangue € coletado, mas comumente de um
animal, e em seguida os eritrécitos lavados para serem incubados juntamente
com o composto que esta sob investigagao e observar se este causa hemolise
ou ndo e o grau da hemdlise através da analise em espectrofotdmetro (Saebo et
al., 2023).

2.5.3 Testes de toxicidade in vivo

Os testes de toxicidade in vivo sao testes permitem avaliar inicio,
natureza e duragéo da intoxicagao, inclusive com acompanhamento dos animais
através de exames clinicos e patolégicos. Sao testes que abordam
carcinogenicidade, genotoxicidade, altera¢des na fertilidade, toxicidade, aguda,
subcrdnica e crbnica e sao utilizados grupos de animais com diferentes doses,
sendo avaliado além do grau de toxicidade se houve morte dos animais (Moura
et al, 2012).

Os modelos animais facilitam selecdo de compostos, permitem
compreender mecanismos de agdo, avaliam seguranga, podem proporcionar
melhor compreensao de indice terapéutico e consequentemente melhor selecao
de dose a ser utilizada. Esses animais para serem utilizados na pesquisa
cientifica passam pelo Conselho Nacional de Controle em Experimentacao
Animal (CONCEA) que é um 6rgéo de definicdo e fiscalizagcdo das diretrizes
éticas em experimentacido animal no pais e esse conselho utiliza das Comissdes
de Etica no Uso de Animais (CEUA) que julgam e aprovam projetos de pesquisa
das universidades e outras instituicdes de acordo com as diretrizes do CONCEA
(Tonholo, 2018).

Com relagao as condicbes experimentais os animais devem estar
saudaveis, ter semelhancas de peso e idade e no acondicionamento eles devem
estar em condigbes adequadas, tamanho de gaiola adequada, condi¢cbes de
temperatura e umidade e dieta de modo a manter bom funcionamento do

metabolismo. O numero de animais a ser selecionado para os ensaios vai



30

depender dos parametros a serem avaliados de modo que se tenha uma
validade estatistica e a escolha das vias de administragao vai depender também
das vantagens e desvantagens oferecidas, sendo as mais comuns via oral,

parenteral e dérmica (Lavandeira, 2014).

Na maioria dos casos uma espécie de animal (roedor) é aceitavel e
os critérios para selegcdo da espécie a ser utilizada sdo baseados em perfis
metabdlicos, semelhanga com o sistema humano e tolerancia de algumas
espécies a agao farmacologica. Em um estudo de toxicidade aguda por exemplo,
0s animais recebem diferentes doses da substéncia teste por um periodo de até
24h e permite conhecer a morte dos animais por excesso de produtos nos 6rgaos
alvo, permite ver as mudangas de comportamento do animal conforme variagao
de dose e o risco da exposi¢cao aguda permitindo selecionar a melhor dose para

estudos prolongados (Tonholo, 2018).

Os ensaios de toxicidade podem ser ainda sub agudos com duragao
entre 14 e 28 dias, subcrénica com duracio de 90 dias e crdnica onde o periodo
de duracdo é maior, a FDA (agencia americana) e PMDA (agencia asiatica)
requerem que o tempo de duracéo desse tipo de estudo seja de 12 meses, mas
a FDA reconhece que 9 meses possam ser suficientes para extrair todos os
dados, enquanto que a EMA (agencia europeia) requer duragao de 6 meses.
Porém mesmo com um pouco de variagao no periodo de duragao desses testes,
eles permitem fazer uma avaliagao, principalmente, de efeitos adversos, fazendo
uma analise da agdo dessa substancia como se fosse um tratamento cronico
(Denny; Stewart, 2017).

Esses ensaios podem ser feitos com roedores, mas tém-se
aumentado a procura por métodos alternativos de modelos experimentais de
forma a racionalizar e reduzir o uso de animais, enfatizando seu uso consciente,
e um exemplo sao a utilizagao de invertebrados como o Zophobas morio, € um
inseto, um besouro, e suas larvas tem sido utilizada para realizagao de pesquisas
merecendo destaque por sua facilidade de cultivo, custo beneficio, facilidade e
permitir avaliar com eficacia alguns paradmetros, como por exemplo toxicidade
aguda (Neta, 2022).
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2.5.3.1 Teste de toxicidade com larvas de Zophobas morio

O Zophobas morio, conhecido como tenebrio gigante, € um inseto
pertencente a familia Tenebrionidae e as larvas apresentam excelente
composi¢cao quimica com alto teor de proteinas, e teor de lipideos com

propriedade de se adaptar a diferentes substratos (Fratini et al., 2023).

E um tipo de modelo alternativo ao uso de roedores e oferecem
algumas vantagens como custo beneficio, tratabilidade genética, ciclo de vida
curto e mesmo possuindo uma distancia evolutiva de mamiferos, esses
invertebrados possuem sistema imunoldgico inato semelhante ao de organismos
superiores, sendo fundamentais para compreensao de alguns aspectos como

defesa do hospedeiro (Rakovitsky et al., 2024).

Na comunidade cientifica este novo modelo experimental com essas
larvas de Zophobas morio tem despertado interesse, pois se mostrou eficiente
em ensaios onde foi avaliado como hospedeiro para examinar infeccdes
fungicas, utilizado também para promover decomposicdo biolégica de
poliestireno expandido (EPS), onde dentro do trato digestivo das larvas ele sofre
biodegradagao se transformando, gerando diéxido de carbono e fragmentos
(Neta, 2022).

Seu sistema imunolégico inato € semelhante ao de mamiferos sendo
assim utilizadas em testes para determinar a toxicidade de compostos ativos,
além disso, apesar de nao possuir sistema imune adaptativo, possuem sistema
imune inato evoluido com estratégias de defesa celular e humoral que permitem
avaliar inflamacao através da presenca de hemaocitos na hemolinfa das larvas,
além de permitir monitorar da sua viabilidade através da auséncia de movimento

e melanizagdo em resposta a infec¢ao (Silva et al., 2024).



32

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

¢ Avaliar a toxicidade da esterubina em modelos in silico, in vitro e in vivo.

3.2 Objetivos especificos
¢ Analisar as propriedades fisico quimicas e toxicidade da esterubina in
silico através de programa computacional ADMETlab 3.0;
e Avaliar a toxicidade da esterubina in vitro através do teste de hemolise
e Avaliar a toxicidade da esterubina in vitro através de teste de
citotoxicidade pelo método MTT
e Verificar a toxicidade da esterubina in vivo em ensaio com Larvas de

Zophobas morio, Tenebrio Gigante.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal

A obtencao da esterubina foi realizada em colaboragdo com o grupo
de pesquisa do Prof. Dr. Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida (UNIVASF).
Foram coletadas as folhas de trés variedades de Eriodictyon californicum (Hook.
& Arn.) Torr. (Boraginaceae) na sede da Embrapa Semiarido, no Campo
Experimental de Bebedouro (coordenadas 09°23'35" S e 40°30'27" O), no
municipio de Petrolina-PE, em fevereiro de 2020. Os espécimes foram coletados
pela Prof. Dra. Lucia Helena Piedade Kiill, pesquisadora da Embrapa Semiarido
e a identificagao botanica foi realizada com base na comparagdo com exsicata,
sob identificacdo HTSA 7850. A planta também foi cadastrada no SisGen com
numero de registro A7FE154, referente aos constituintes quimicos das folhas de

Eriodictyon californicum.

A esterubina apresenta féormula molecular
C16 H14 Os, peso molecular, 302,28 g/mol, nome IUPAC: (2 S )-2-(3,4-di-
hidroxifenil)-5-hidroxi-7-metoxi-2,3-di-hidrocromeno-4-ona. No isolamento, a
substancia foi obtida como um soélido branco amorfo da fase acetato de etila, com
Rf 0,5 quando eluido no sistema Hex:AcOEt (1:1). Apds revelagdo com NP-PEG,
o composto adquiriu coloragédo alaranjada. O composto é soluvel em MeOH e

possui faixa de fusao a 220-223 °C.

4.2 Drogas e reagentes
e Soro fisiolégico
e DMSO (Dimetilsulféxido)
« Alcool isopropilico
e Reagente MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di- fenil brometo de

tetrazolina)

4.3 Avaliacgao in silico dos parametros fisico-quimicos e toxicidade
através do programa computacional ADMETIab 3.0

Inicialmente o SMILE da esterubina foi obtido através do banco de dados
de moléculas PUBCHEM (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/), e importado para
a plataforma ADMETIab 3.0. A andlise ADMET inicia colocando o SMILE
manualmente no espago para leitura da propria plataforma. Com essa estrutura

disponivel, a plataforma gera varios descritores moleculares e propriedades
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fisico-quimicas, como peso molecular, polaridade e coeficiente de particao
(LogP), que servem como base para as predi¢gdes. Os descritores sdo a base
para aplicacdo de modelos de aprendizado de maquina, prevendo aspectos
criticos do comportamento da molécula no organismo, como as propriedades de

Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo e Excregdao (ADME).

Apos a conclusao das predigdes, o ADMETIab 3.0 produz um relatorio
em PDF que organiza as informagbes de forma compreensivel, auxiliando na
interpretacdo dos resultados e na identificacdo de moléculas que possam
apresentar restricbes ou perigos. O relatério possibilita uma avaliagdo mais
segura e eficaz, auxiliando na orientagdo de moléculas promissoras para ensaios
experimentais mais precisos e progredindo no aperfeicoamento de possiveis

medicamentos (Fu et al, 2024).

As tabelas geradas pelo ADMETlIab 3.0, apresentam as propriedades
com interpretagdes atraves de valores e cores, mostrando que para determinada
propriedade a molécula pode apresentar-se desde extremamente desfavoravel
a extremamente favoravel, e toxicidade considerada baixa ou elevada, conforme

mostrado na tabela 1 e tabela 2.



35

Tabela 1. Interpretacao das faixas de valores apresentadas pelo ADMETLab 3.0

para propriedades de toxicidade

Valores

Significado

Interpretagao

0-0,1 ()

0,1-0,3 (--)

0,3-0,5 (-)

0,5-0,7 (+)

0,7-0,9 (++)

0,9-1,0 (+++)

Extremamente

desfavoravel, valor bem

longe do ideal

Desfavoravel, a
propriedade esta abaixo do
ideal, mas €& um pouco
menos problematica do que
a faixa anterior.
Moderadamente
desfavoravel, propriedade
aquém do ideal, mas o
nivel de limitacdo € menor
Favoravel, propriedade se
encontra em uma faixa
aceitavel, sugerindo um
perfil razoavel
Muito

propriedade bem proxima

favoravel,
do ideal, indicando boa
adequacao

Extremamente favoravel,
propriedade esta quase no
ideal, sendo excelente para
o desenvolvimento do

composto

Esse aspecto pode ser um fator

limitante critico, exigindo ajustes

substanciais para que o]

desenvolvimento continue.

Apesar de representar uma limitagéo
significativa, ajustes moderados podem

melhorar a situacgao.

Sugere necessidade de otimizagao,
mas 0 composto pode ainda ser viavel

dependendo do contexto.

Esse valor indica um bom potencial
para o composto, geralmente sem

necessidade de grandes mudancas

O composto € muito bem tolerado ou

eficaz para essa caracteristica

Valores nessa faixa indicam um perfil

altamente favoravel, com grande

potencial para o desenvolvimento.

Fonte: ADMETLab 3.0, adaptado, 2024 .
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Tabela 2. Significado das cores apresentadas nos resultados da avaliagéo de

toxicidade pelo programa ADMETIab 3.0

Cores Significado

“Pobre”, quer dizer que para essa
caracteristica a toxicidade €& pobre,
‘ baixa, e por isso apresenta um perfil

alto de seguranca

Médio, indica um perfil de toxicidade

O mediano para essa caracteristica.

Elevada, a propriedade mencionada
‘ apresenta elevada toxicidade que
consequentemente é ruim,

apresentando baixa seguranca.

Fonte: ADMETLab 3.0, adaptado, 2024.
4.4 Avaliacgao in vitro da esterubina

4.4.1 Teste de Hemodlise

O teste de hemolise foi realizado com a esterubina, conforme Mendes
et al., (2017) e Batista et al., (2020), com adaptagéo. Foram utilizados eritrocitos
derivados de sangue arterial de mamifero (Canis lupus familiaris) de acordo com
a aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui
(protocolo n®463/18). A analise foi toda feita em triplicata e as amostras divididas
em 5 grupos: Grupo |: suspensao de eritrécitos + solugéo salina 0,9% (controle
negativo); Grupo |l: suspenséao de eritrocitos + solugéo de detergente (controle
positivo); Grupo lll: suspensao de eritrocitos + solugéo salina 0,9% + esterubina
1mg/ml; Grupo IV: suspensao de eritrocitos + solugao salina 0,9% + esterubina
0,1mg/ml; Grupo V: suspenséo de eritrocitos + solugdo salina 0,9% + esterubina
0,01mg/ml.

Inicialmente os eritrocitos sao levados para centrifugacao para serem
lavados, s&o colocados 1 ml da suspenséo de eritrécitos e 9 ml de solugao salina
centrifugados a 3500 rpm por 5 minutos, por 2 vezes para ao final retirar o

sobrenadante. Nos eppendorfs, feitos em triplicata para cada grupo, séo



37

pipetados 360 pl de solugéo salina (exceto no grupo Il), em seguida 40 ul da
solugao contendo esterubina no grupo Ill, homogeneizado, e a partir dela é feita
uma diluicdo seriada até o grupo V, e nesse grupo apds homogeneizagédo da
esterubina e solug¢do salina, sdo desprezados 40 ul de cada eppendorf para que
todos se mantenham no mesmo volume. Em seguida sao pipetados 360 pl da
solugao de eritrocitos em todos os eppendorfs de todos os grupos, e no grupo |l

€ adicionado com a solugcédo de hemacias 360 pl da solugédo de detergente.

GHiDG | Grupo Il
N (CP)
/ 40 pl
: Esterubina Grupo I: suspenséo de eritrocitos(360pl)
Grupo Il + solugao salina (360ul) (controle
1mg/ml 40yl 40 pl 40 pl | negativo);
Solugio Solugdo Solugdo Grupo II: suspensao de eritrocitos(360ul)
+ solugao de detergente (360ul) (controle
\ \ \ positivo);
Grupo llI: suspenséao de eritrocitos(360ul)
p ” + solugdo salina (360ul)+ esterubina
rupo Tmg/ml (40 pl);
0,img/ml ég,ﬂ'céo éﬂ.ﬂLao égﬂ:;go Grupo IV: suspenséo de eritrocitos(360ul)
+ solugdo salina(360yl) + esterubina
\ \ \ 0,1mg/ml (40 pl);
Grupo V: suspensao de eritrocitos(360ul)
+ solugao salina(360ul) + esterubina
0,01mg/ml (40 pl).
GrupoV
0,01mg/ml

40 pl da solugdo de cada
\¥> eppendorf serdo
desprezados
Figura 3. Preparo das concentragdes de esterubina para incubagao e posterior

leitura em espectrofotdmetro para avaliacdo da toxicidade in vitro através de

teste de hemolise. Fonte: Autor, 2024.

Apds, as amostras foram incubadas por 1 h a 37 °C. Finalizado o
tempo de incubagao as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos,
0 sobrenadante foi transferido para uma placa de 96 pocos. Por fim foi
quantificado a presenca de hemoglobina no sobrenadante usando o GloMax
Microplate Reader (Promega) no comprimento de onda de 560nm. A solugao
salina 0,9% foi utilizada para o controle negativo e solugao detergente a 1% para

0 controle positivo.
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4.4.2 Teste de citotoxicidade pelo método MTT

O ensaio do MTT foi realizado de acordo com Mosmann (1983). As
linhagens celulares L929 (fibroblastos de camundongos) e B16F10 (melanoma
murino) foram distribuidas em multiplacas de 96 cavidades, numa densidade de
1 x 10° células/mL. A substancias teste e controles foram incubadas durante 68
horas juntamente com as células. Apds o periodo de incubagao, foi adicionado
as culturas, 20 uL da solugcdo de MTT (5 mg/mL) e reincubadas durante 4h em
estufa a 37°C e a 5% CO2. Apds esse periodo, o meio de cultura foi descartado
e as placas, cuidadosamente, armazenadas ao abrigo da luz, sendo deixadas
overnight para secagem completa. Posteriormente, o precipitado foi
ressuspendido em 100 uL de alcool isopropilico. Para a quantificacdo do sal
reduzido nas células vivas, as absorbéancias foram analisadas com o auxilio do
espectrofotdbmetro de placa, no comprimento de onda de 550 nm.

4.5 Avaliacao in vivo da esterubina
4.5.1 Teste de toxicidade in vivo com larvas de Zophobas morio - Tenebrio

Gigante

O ensaio para avaliagao da toxicidade com larvas de Tenebrio seguiu
o protocolo com metodologia de Neta (2022), adaptado. O material biolégico
utilizado neste ensaio para avaliagdo da toxicidade in vivo foram larvas de
Tenebrio, e todo o preparo da amostra para o experimento foi realizado no
laboratdrio de aulas praticas no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) e levado para
analise no Laboratorio de Atividade Antileishmania no Nucleo de Pesquisa em
Plantas Medicinais (NPPM).

O experimento foi realizado em duplicata contendo 10 larvas por
grupo de concentracao a ser avaliada no estudo. As larvas foram separadas em
placas de Petri, contendo, em cada uma, um pouco de ragcdo para consumo até
o final do experimento e 5 larvas em cada placa. Inicialmente foi feita uma
diluicdo da substancia com solucio salina e obtidas as doses de 3, 30 e 300
mg/kg, doses ja preconizadas para teste de toxicidade nesse modelo, que foram
administradas na hemocele, no primeiro esternito visivel apds a ultima pata do
Zophobas morio (0,5 g), a quantidade administrada € de 10 uL, com auxilio de

seringa de insulina, e além da substancia testes, também foram administrados
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mesma quantidade de solugao salina e DMSO como controle negativo e positivo,

respectivamente.
150mg/ml 15mg/mi 1,5mg/mi 0,15mg/ml
1 2 3 4
1- Pesar 150 mg da substancia e 2- Pipetar 900 pl de solug&o salina nos 3- Diluigdo 1:10- Retirar 100 pl do
diluir em 1000 pl eppendorf,2,3e4 eppendorf 1 e passar para o 2, retirar
Solugdo estoque 150mg/mi 100 pl do 2 e passar para o 3, retirar
(concentragdo final) 100 pido 3 epassarparao 4

Figura 4. Preparo da solugao de esterubina para obtengao das diferentes
doses utilizadas para avaliagao da toxicidade in vivo em larvas de Zophobas

morio. Fonte: Autor, 2024.

ApoOs a administracdo, as larvas foram incubadas a temperatura
ambiente em placas de Petri e contendo dieta da criacdo e foram observadas
por meio de inspecdo visual com 24h e 48h, com relagcdo a melanizagao e
numero de morte e apds a observagao de 48h as larvas foram congeladas para

posterior analise.

Para a analise, o material biolégico das larvas foi coletado,
homogeneizado com 2 ml de solugdo salina, transferidos para um eppendorf de
2 ml e em seguida levadas para centrifugacao a rotacao de 14600 rpm por 15
minutos, apods, 100 uL do sobrenadante foram coletados em microplacas e feita
a leitura em espectrofotdmetro 550nm. Ao final foram obtidos graficos,
representando o teor de melanizacao e percentual de sobrevivéncia das larvas

em cada concentracdo a ser avaliada no estudo.

4.6 Analise estatistica
As analises estatisticas foram realizadas pelo programa Graphpad

prism 8.0 como o calculo da concentragao inibitoria de 50% (CI50), com intervalo
de confianga de 95%. O indice de seletividade foi calculado como a razéo, entre
a ICso entre células normais e células cancerigenas, foram realizadas analises

de variancia ANOVA one-way com multiplas comparagoes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analise in silico de parametros fisico-quimicos pelo programa
ADMETIab 3.0

No grafico radar, séo representados os parametros fisico-quimicos da
substancia, a linha verde representa os limites inferiores ou limites minimos, a
linha azul o limite maximo para cada propriedade, a linha amarela representa os
limites da esterubina, sendo possivel observar se a molécula esta dentro desse
limite (atingindo até a linha verde) ou se ultrapassa os limites aceitaveis para

cada parametro (se ultrapassa a faixa azul), conforme se observa na figura 5.

Lower Limit (il Upper Limit Compound Properties

MW

logP nRig

logS L o fChar

logD nHet

nHA MaxRing

nHD nRing

TPSA nRot

Figura 5. Grafico radar obtido através do ADMETIab 3.0 que evidencia
propriedades fisico-quimicas da esterubina e os limites de cada propriedade.

Fonte: ADMETIab 3.0, 2024.

Sobre os limites, o grafico traz o logS, esse parametro € um logaritmo
de solubilidade que diz sobre sua capacidade de dissolver em um solvente
especifico, quando positivo indica uma alta solubilidade em agua e negativo uma
baixa solubilidade. Esse parametro € muito importante no desenvolvimento de
farmacos pois esta relacionada a absorgéao e distribuigdo no organismo (Soeiro,
2023). Como mostrado na figura 6, a esterubina passou um pouco do limite
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minimo e apresenta um resultado negativo de -4,134 podendo indicar

possivelmente sua baixa solubilidade em agua.

logP

logS

logD

Figura 6. Corte do grafico radar com foco em logS
Fonte: ADMETIlab 3.0, adaptado.

Outro parametro avaliado foi o logP, coeficiente de partigao, este traz
informacdes sobre a lipofilicidade de um ativo. De acordo com a regra dos 5, os
valores de lipofilicidade deve estar entre 1 e 5, abaixo de 1 representa baixa
capacidade de atravessar membranas e acima de 5 alta capacidade da molécula
apresentar toxicidade pois pode atravessar as membranas de maneira
exagerada provocando problemas (Silva et al., 2022). O logD que é o coeficiente
de distribuicdo, também diz respeito sobre lipofilicidade de um composto em um
valor de PH, sendo uma fung¢do da contribuigdo do logP e grau de ionizagéo
(Andrés et al., 2015). O log de P da esterubina se encontra dentro dos limites
estabelecidos e proximo ao limite maximo (que é 5), assim como o logD, também
se encontra dentro dos limites representados na figura 5, demonstrando maior

afinidade lipofilica e boa capacidade de atravessar as membranas.

Para avaliar estabilidade e solubilidade o TPSA (Area Superficial
Polar Total, do inglés Total Polar Surface Area) é utilizado como uma medida de
polaridade e capacidade de interagdo da molécula com outras substancias como
receptores bioldgicos e quantifica a area superficial polar total, assim fornece
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uma indica¢ao de polaridade do farmaco e uma indicagao de sua solubilidade
lipidica (Silva et al., 2022). O valor TPSA tem sua unidade em Angstroms e
aumenta a medida que o numero de grupos polares dentro da estrutura do
farmaco aumenta e deve estar entre 20-130 A (Daina; Michielin; Zoete, 2017).
Compostos mais lipofilicos terdo maiores valores de logP e menor valor de
TPSA, e a esterubina se encaixa nesses dados como mostrado na figura 5
através do seu limite, e apresenta valor de 96,22 A, demonstrando maior
probabilidade de atravessar a barreira hematoencefalica e atingir o SNC

(Sistema Nervoso Central).

O MW (molecular weight) diz respeito ao peso molecular, pela regra
de Lipinski os compostos apresentam maiores chances de serem biodisponiveis
quando possuem peso molecular < 500 daltons, no grafico obtido pelo
ADMETIab 3.0, a esterubina apresentou peso de 302,28 g/mol (que equivale ao
mesmo valor em Daltons), estando dentro do padréo desejado e mostrando um
perfil favoravel para absor¢do oral e bom tamanho para atravessar mais

facilmente as membranas biolégicas (Moura, 2021).

O NHA sao os numeros de aceitadores de ligagdo de hidrogénio
(soma de atomos de O e N; <10), e o NDA, numero de doadores de ligagao de
hidrogénio (soma de grupos OH e NH; < 5), quando a molécula se encontra fora
desses padrdes sugere-se uma ma absorgao ou permeacao (Santos; Gonsalves;
Araujo, 2018), nesses parametros a esterubina também se encontra dentro dos
limites aceitaveis, sendo valor de NHA- 6 e NDA- 3, valores esses que podem
trazer vantagens no desenvolvimento de moléculas bioativas, para
administragao via oral de farmacos e biodisponibilidade durante ensaios pré

clinicos e clinicos.

O numero de anéis (nRing) da molécula sdo 3, numero de atomos no
maior anel (MaxRing) sdo 10, e numero de heteroatomos (nHet) 6, todos se
encontram dentro dos limites estabelecidos conforme figura 5. A complexidade
da molécula é fator significativo para que um candidato a farmaco, seja aprovado
e se torne efetivamente um medicamento, o que reflete essa complexidade séo
grau de saturacao, numeros de centros quirais, ou seja, atomos ligados a quatro

atomos ou grupos funcionais distintos. A complexidade também pode ser
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calculada através de numero de ligagdes simples, duplas ou de anéis aromaticos
(Rodrigues et al., 2021).

Macromoléculas que possuem uma complexidade estrutural por
exemplo, essa complexidade pode se tornar uma barreira para que ela seja
usada terapeuticamente, podendo apresentar elevado peso molecular e baixa
permeabilidade, enquanto que farmacos convencionais que apresentam baixo
peso molecular, boa capacidade de atravessar membranas, apresentam
estrutura molecular mais simples e estavel sendo transportados mais facilmente
para o seu local de agdo, a esterubina se encontra dentro dos padrbées desejados
para nRing, MaxRing e nHet mostrando que a mesma apresentam estrutura

molecular mais simples e estavel (Melo; Junior; Fialho, 2012).

Além dos parametros abordados por Lipinski na regra dos 5, outros
descritores foram adicionados no sentido de compreender melhor a permeacgao
celular e fatores que podem prever uma boa atividade a possiveis candidatos a
medicamentos, como por exemplo o numero de ligagcdes rotacionaveis, ou
rotativas (nRot), numero de ligagdes rigidas (nRig) e a carga formal (fChar). No
grafico todos se encontram dentro do limite desejado, o nRot, < 10, por exemplo,
prediz uma melhor permeabilidade para esse farmaco, um menor numero de
ligagcbes rotacionaveis é ideal para garantir a estabilidade conformacional da
molécula e sua passagem através das membranas (Rodrigues et al., 2021), no
grafico a esterubina se mostrou dentro do limite apresentando o valor de 2 para
nRot.
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5.2 Analise da toxicidade in silico pelo programa ADMETlIab 3.0

Tabela 3. Analise da Toxicidade in silico da esterubina através do programa
computacional ADMETlab 3.0

Propriedade

Valor

Decisao

Comentario

AMES

mutagenicidade

Toxicidade oral

aguda em ratos

Carcinogenicidade

Irritac&o ocular

Corrosao ocular

Hepatotoxicidade

humana

Respiratério

0,774

0,672

0,469

0,99

0,084

0,705

0,882

- AMES toxicidade

- Categoria 1: AMES positivo (+)

-Categoria 0: AMES negativo (-)

- O valor de saida é probabilidade de ser téxico
-Toxicidade oral aguda em ratos

-Categoria 0: baixa toxicidade >500 mg/kg
-Categoria 1: alta toxicidade <500 mg/kg

-O valor de saida é a probabilidade de ser toxico,
dentro do intervalo de 0 a 1.

-Categoria 1: cancerigenos;

-Categoria 0: ndo cancerigenos;

-O valor de saida é a probabilidade de ser tdxico.
-Categoria 1: irritantes;

-Categoria 0: nao irritantes;

-O valor de saida é a probabilidade de serem
irritantes.

-Categoria 1: corrosivos;

-Categoria 0: ndo corrosivos;

-O valor de saida é a probabilidade de ser
COrrosivos.

-Categoria 1: H-HT positivo(+);

-Categoria 0: H-HT negativo(-);

-O valor de saida é a probabilidade de ser tdxico

-Categoria 1: toxicos respiratorios;
- Categoria 0: toxicos nao respiratorios.

-O valor de saida é a probabilidade de ser tdxico,
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dentro do intervalode O a 1.

Genotoxicidade 0,967 ® -Categoria 0 : ndo genotoxicidade (-)
-Categoria 1: genotoxicidade (+)

-O valor de saida é a probabilidade
genotoxico, dentro do intervalo de 0 a 1

de ser

Fonte: ADMETIlab 3.0, 2024, adaptado.

*legenda: valores  0-0,1:extremamente  desfavoravel; 0,1-0,3:desfavoravel; 0,3-
0,5:moderadamente  desfavoravel; 0,5-0,7:favoravel; 0,7-0,9:muito favoravel; 0,9-1,0:
extremamente favoravel. Cores:@ elevada toxicidade, perfil baixo de seguranga;( : média
toxicidade, perfil de seguranga médio;@ : baixa toxicidade, alto perfil de seguranca.

O ADMETIab 3.0, é uma plataforma abrangente e eficiente para avaliar
parametros relacionados ao ADMET (absorcao, distribuigdo, metabolismo,
excrecdo e toxicidade), avaliando também propriedades fisico-quimicas e
caracteristicas quimicas medicinais que possam estar envolvidas no processo
de desenvolvimento de medicamentos (Xiong et al., 2021).

A plataforma emprega algoritmos avangados, como a Floresta Aleatéria e
Maquinas Vetoriais de Apoio, para antecipar caracteristicas cruciais, tais como
a capacidade de absorgao intestinal, solubilidade em agua, biodisponibilidade
oral e a interacdo com proteinas no sangue. Ademais, a plataforma emprega
redes neurais aprimoradas a partir de dados experimentais para avaliar
potenciais riscos de toxicidade, tais como os de toxicidade hepatica, cardiaca e
mutagénica (Cao et al., 2024).

A tabela 3 traz algumas propriedades relacionadas a toxicidade da
esterubina, cada propriedade, possui um valor, que € considerado valor de saida
que diz se naquela determinada caracteristica a substancia é toxica ou nao
sendo esse valor variando de 0 a 1, além dos valores, cada caracteristica
apresenta circulos onde as cores podem ser verde (excelente), amarelo (médio),
vermelho (pobre), esses circulos com cores sédo as “decisdes” que sdo como
essas propriedades ficaram caracterizadas (Tabela 2).

As propriedades que apresentam cor verde que significa excelente, em
termos de toxicidade, significa dizer que para essa caracteristica ela tem alta
toxicidade, que consequentemente € ruim, apresentando baixa segurancga,
quando a propriedade apresenta cor vermelha que significa “pobre”, quer dizer

que para essa caracteristica a toxicidade baixa, e por isso apresenta um perfil
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alto de segurancga, e quando apresenta cor amarela, estd mediano, indica um
perfil de toxicidade médio para essa caracteristica.

Com relagdo as propriedades descritas, na tabela 3, o teste de
mutagenicidade AMES, é um teste que usa Salmonella typhimurium e
Escherichia coli e usa aminoacidos requeridos por essas cepas para detectar
mutacgdes. A substancia teste é exposta a essas cepas bacterianas especificas,
que sao sensiveis a mutagodes, e que quando em contato com substancias que
sdo consideradas mutagénicas elas restauram a habilidade funcional das
bactérias de produzirem os aminoacidos essenciais, substituindo a mutacao
original em um processo chamado mutagao reversa (Vian et al., 2019). Através
da analise no ADMETlIab 3.0 a esterubina apresenta valor de 0,774 se mostrando
muito favoravel, bem tolerado, e com baixa toxicidade sendo considerada n&o
mutagénica pelo teste de AMES.

O padrao estrutural dos flavonoides de um modo geral os tornam ricos
em propriedades quimiopreventivas, algumas estruturas sao tidas como
essenciais principalmente para atividade antimutagénica, como presenga de
carbonila no carbono 4, existéncia de duplas ligagcdes entre carbonos C2-C3,
anel aberto C e posicao do anel B sdo as estruturas principais que podem
produzir variacbes na atividade anticAncer e variagbes na estrutura dos
flavonoides em diferentes posicdes podem estar relacionados a mudancgas na
eficacia dos flavonoides (Almeida, 2013).

Caracteristicas que modulem a captura de radicais livres também sao
importantes para esse tipo de atividade como presenca de catecol no anel B que
ajuda na capacidade de doar elétrons, duplas ligacées nas posigoes 2 e 3
conjugadas com o grupo 4-oxo e presenc¢a de hidroxilas nos carbonos 3 e 5 que
confere potencial maximo na captura de radicais livres (Almeida, 2013) e a
esterubina em sua estrutura apresenta algumas caracteristicas que corroboram
com os estudos em questdo e podem justificar sua boa capacidade de ser
antimutagénica como a presenga de carbonila no carbono 4, e hidroxila no
carbono 3 que auxilia na captura de radicais livres.

A avaliagdo da toxicidade oral aguda em ratos, € um parametro de
grande importancia e permite avaliar a capacidade da substancia de provocar
danos agudos aos organismos vivos (Cunha et al., 2013), com relagdo a esse

parametro a esterubina se mostrou em uma faixa aceitavel, de perfil razoavel e
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indicando bom potencial para o composto, provavelmente ndo sendo necessario
grandes mudangas, mostrando que a substancia tem boa capacidade de ser
testada in vivo e baixas chances e provocar mortalidade.

Em estudo realizado por Kazmi e colaboradores (2023), onde
avaliaram, em ratos, a atividade da esterubina contra doenca de Alzheimer
induzida quimicamente, os resultados obtidos foram positivos, a esterubina
melhorou a atividade comportamental, alterou estresse oxidativo e reduziu
marcadores neuroinflamatorios, e um dos fatores pode ser o fato de que a
esterubina pode regular os niveis da enzima AchE (acetilcolinesterase) e ao
regular esses niveis mais acetilcolina se encontrara disponivel e regula o sistema
colinérgico. Além disso, ao ser tratado com esterubina, os niveis antioxidantes
foram restaurados, a peroxidagdo tecidual diminuida e os niveis de SOD
(superoxido desmutase), GSH (glutationa) e CAT(catalase) aumentados.

Com relagao a carcinogenicidade o valor apresentado de 0,469, € um
valor que merece um pouco de atencdo pois € considerado moderadamente
desfavoravel. Os diversos estudos relacionados a atividade dos flavonoides os
mostram como benéficos a saude e com inumeras propriedades, porém como
toda substancia natural podem apresentar algum tipo de toxicidade e que pode
ser dose dependente, como em alguns estudos que demonstraram que a dose
letal (DLso) de isoflavonas em ratos foi de 2g/kg administrada intravenosa, além
do que administragdes constantes de doses extremamente altas de flavonoides
pode causar alteracbes morfoldégicas nas membranas dos hepatécitos dos
camundongos provocando necrose € morte do animal (Meotti, 2006).

Além do que alguma atividade toxica dos flavonoides pode ser
atribuida a formacao de epdxidos durante processo de biotransformacéo, que
podem ter capacidade de provocar genotoxicidade e levar ao desenvolvimento
de cancer, mas ainda assim o risco de consequéncias patoldgicas ocorridas pelo
consumo de flavonoides é considerado baixo (Meotti, 2006).

Outros estudos também mostram que altas doses de compostos
fendlicos podem causar atividade mutagénica em virtude de radicais formados
durante o processo de biotransformacéao, no trato gastrointestinal dos animais
(Silva et al., 2015).
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Na toxicidade relacionada a irritagao ocular a esterubina apresentou
valor de 0,99, conforme mostrado na tabela 3, sendo considerada extremamente
favoravel e como alto perfil de segurancga para essa caracteristica.

Em estudo conduzido por llhan e colaboradores (2018), um flavonoide
proantocianidina que é extraido da semente de uva, foi testado com CoQ10 (co-
enzima g10), em leséo ocular induzida por mostarda de nitrogénio (MN) que é
um agente de guerra quimica muito potente que provoca destruigdo das fibras
estromais, infiltracdo de células inflamatorias, palpebras com degeneragdes das
fibras musculares, perca de cilios e alteragdes histologicas semelhantes a
queimaduras. No grupo dos animais em que foi testado a substancia MN e o
flavonoide, proantocianidina, o mesmo teve capacidade de preservar as fibras
musculares das palpebras e os foliculos capilares dos cilios e melhorar as
alteragdes histoldgicas observadas, assim como no grupo com CoQ10 também.
Além de atividade antioxidante as proantocianidinas também possuem atividade
antiinflamatodria, os estudos sugerem que o tratamento com flavonoides e CoQ10
podem ajudar o olho a se recuperar de lesdes.

Em outro estudo verificou-se o uso de flavonoides em pacientes com
retinopatia diabética, que é uma condigdo caracterizada por um processo
inflamatorio e alteragdes anatdbmicas e funcionais da retina, essas alteragdes sao
promovidas por um ambiente inflamatério crénico observado na retina, com
niveis aumentados de citocinas pro inflamatoérias, como TNF a (fator de necrose
tumoral a) e IL-1B (interleucina 1B) (Rubsam; Parikh; Fort, 2018). Flavonoides
podem prevenir ou atenuar as complicagcées associadas a retinopatia diabética,
porque podem agir modulando o metabolismo de lipidios e carboidratos e a
resisténcia a insulina, diminuindo a hiperglicemia, e suprimir processos
inflamatorios e estresse oxidativo que podem estar envolvidos nessa condi¢cao
(Matos et al., 2020).

Em estudo usando células endoteliais capilares da retina humana, foi
visto que o extrato de antocianina de mirtilo (BAE) e seus constituintes malvidina,
malvidina-3-glicosideo e malvidina-3-galactosideo, preveniram a lesdo induzida
por glicose alta nessas células, sendo observado uma diminuicdo do ambiente
inflamatdrio e oxidativo diminuindo enzimas pro-oxidantes 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS) e NADPH oxidase 4, e aumentando enzimas antioxidantes

como CAT e SOD, além disso, os niveis de malondialdeido (MDA) e IL-1
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diminuiram, mostrando que o BAE tem efeitos antiinflamatorios e antioxidantes
que trazem beneficios para lesao induzida por glicose alta nas células da retina
humana (Huang et al., 2018).

Mostrando assim, que nesse tipo de parametro é extremamente
importante que a esterubina tenha bom perfil de seguranca, pois também possui
atividade antioxidante e antiinflamatéria que podem acabar ajudando nesse tipo
de leséo.

Ja com relacdo a corrosdo ocular o valor atribuido se mostrou
extremamente desfavoravel para essa caracteristica. Diferente da irritagéo
ocular, a corrosao, se caracteriza por ser um dano irreversivel, um processo
inflamatério muito forte que pode causar corrosdo do tecido e até mesmo
cegueira (Santos, 2019). Nesse caso ou a substéncia teria que ser
extremamente irritante a ponto de causar corrosdo em pouco tempo de
exposi¢ao, ou sua exposicao prolongada poderia gerar danos na cornea que
fossem irreversiveis, assim o fato da esterubina apresentar baixa toxicidade na
irritacdo ocular, mas alta toxicidade na corrosao, pode ser dose dependente,
onde possivelmente se uma dose muito alta fosse usada poderia gerar corroséo
em curto espago de tempo, ou se a exposi¢ao prolongada pudesse gerar danos
que fossem cumulativos e com o passar do tempo essa lesdo na cornea fosse
grave a ponto de ser irreversivel. Sendo assim um parametro que merece
atencao especial.

Na hepatotoxicidade, a esterubina apresentou bons resultados com
valor de 0,705, que é considerado bem préximo do ideal, e apresentando baixa
toxicidade.

Os estudos que envolvem hepatotoxicidade sdo essenciais para o
desenvolvimento de medicamentos, isso, para minimizar os efeitos téxicos
indesejados que podem aparecer durante seu uso. O figado é o érgao principal
onde os medicamentos tendem a atingir maior concentragdo depois de serem
ingeridos, |a eles passam por biotransformacao e bioativagdo. Os mecanismos
que levam a hepatotoxicidade sao diversos, entre eles comprometimento da [3-
oxidacao de acidos graxos (FAO), e este, causa esteatose microvesicular
podendo evoluir para um estado inflamatorio, esteato hepatite e posteriormente
uma cirrose, além disso desacoplamento da cadeia de transporte de elétrons

pode gerar redu¢ao de oxigénio molecular e gerar espécies reativas de oxigénio
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(ROS), causando estresse oxidativo sendo evidenciado por niveis reduzidos de
GSH e presencga de metabdlitos lipidicos oxidados (Martinez-Sena et al., 2023).
A Eriodyction californicum, planta de onde € extraida a esterubina,
possui atividade antiinflamatoria e através de triagens fenotipicas, foi descoberto
que a esterubina também possui. No estudo de Fischer et al., (2019) células
microgliais BV-2 forma tratadas com diferentes doses de esterubina e ela reduziu
fortemente a produgao de NO, IL-6 e IL13, bem como os niveis de INOS e COX2,
além de também terem aumentado os niveis nucleares de Nrf2 (fator 2
relacionado ao fator nuclear eritroide 2) e ATF4 nas células BV-2 sugerindo que
um ou ambos esses fatores de transcricdo podem ser um alvo comum para seus
efeitos neuroprotetores e anti-inflamatérios, além de possivelmente conferir
também protecao contra estresse oxidativo, ja que o Nrf2 regula a expressao de
multiplas enzimas envolvidas no metabolismo de GSH e protecdo contra
estresse oxidativo, podendo justificar o fato de sua hepatotoxicidade ser baixa.

Na toxicidade respiratoria os resultados também foram muito
favoraveis indicando baixa toxicidade para essa propriedade, o que condiz com
o fato de que Eryoction californicum, é usada para tratar doengas respiratorias,
como asma, bronquite, resfriado, tosse e isso se deve a suas propriedades
antiinflamatorias j@ mencionadas, que a esterubina possui, e propriedades
expectorantes, além de antioxidantes e antimicrobianas que podem ajudar no
combate a infecgdes e ajudam a fortalecer o sistema imunoldgico (Viswanathan
et al., 2023).

Para genotoxicidade os resultados foram extremamente favoraveis,
indicando um perfil muito alto de seguranga. Indicadores de genotoxicidade
permitem avaliar o efeito da exposig¢ao a substancia teste, por meio de avaliagao
de mutacao génica, dano cromossémico ou lesdo no DNA, enzimas relacionadas
ao estresse oxidativo estdo envolvidas, podendo gerar dano celular inclusive no
material genético. Os resultados desse tipo de teste sdo importantes pois
permitem determinar se o uso dessa substancia é segura para uso humano e
ambiental (Valente et al., 2017).

Em levantamento da literatura feito por Moysés e colaboradores
(2023), evidencia que o principal mecanismo de danos ao DNA esta relacionado
ao estresse oxidativo provocado por radicais livres, estes desencadeiam

mecanismos inflamacao-doencga, assim a esterubina pode ter mostrado bons
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resultados relacionados a genotoxicidade pelo fato de conferir protegdo contra
estresse oxidativo e aumentar alguns fatores que sao tidos antioxidantes,
conforme estudo de Fischer et al., 2019.

Tabela 4. Mecanismo molecular de efeitos téxicos da esterubina em interagao
com receptores através da avaliagado in silico pelo programa computacional
ADMETIab 3.0

Propriedade  Valor Decisdo Comentario

NR-AhR 0,966 - Receptor de hidrocarboneto aril
‘ - Categoria 1: ativos;
- Categoria 0: inativos;

- O valor de saida é a probabilidade de estar
ativo.

NR-AR 0,141 - Receptor andrégeno
- Categoria 1: ativos;
- Categoria 0: inativos;

- O valor de saida é a probabilidade de estar
ativo.

NR- 0,263 - Receptor aromatase
Aromatase - Categoria 1: ativos;
@ - Categoria 0: inativos;

- O valor de saida é a probabilidade de estar
ativo.

NR-ER 0,306 - Receptor de estrogénio
- Categoria 1: ativos;
O - Categoria 0: inativos;

- O valor de saida é a probabilidade de estar
ativo.

SR-ARE 0.792 - Elemento de resposta antioxidante
- Categoria 1: ativos;
o - Categoria 0: inativos;

- O valor de saida é a probabilidade de estar
ativo.
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Fonte: ADMETIab 3.0, 2024, adaptado. *legenda: valores 0-0,1:extremamente desfavoravel; 0,1-
0,3:desfavoravel; 0,3-0,5:moderadamente desfavoravel; 0,5-0,7:favoravel; 0,7-0,9:muito
favoravel, 0,9-1,0: extremamente favoravel. Cores: @ elevada toxicidade, perfil baixo de
seguranga: O média toxicidade, perfil de seguranga médio;@ : baixa toxicidade, alto perfil de
seguranga

O programa ADMETIab 3.0, também trouxe a previsdo da toxicidade
da esterubina in silico de possiveis efeitos téxicos que ela possa vir a
desencadear através de mecanismos moleculares que interajam com diferentes
tipos de receptores, um deles é o receptor aril- hidrocarboneto (NR-AhR), esse
receptor se caracteriza como um regulador transcricional dependente de ligante
e atua modulando diversos genes associados a varios processos biologicos,
como ciclo celular, apoptose, resposta imune, migracdo, ciclo cicardiano,
hematopoiese (Quintana; Sherr, 2013). Frente a sinais toxicos do microambiente
a molécula age como um sensor e provoca alteragdes nas expressdes génicas
em células responsivas, pode ainda ser estimulado por diversos ligantes
enddégenos ou exogenos que sdo hidrocarbonetos aromaticos sintéticos
(dioxinas, dibenzofuranos) ou naturais (carotenoides, flavonoides), sendo ainda

intimamente ligado a regulacao e controle de imunidade (Evangelista, 2019).

Para o mecanismo molecular envolvendo esse receptor a esterubina
se mostrou com toxicidade “pobre” e valor muito favoravel para essa condicao,
mostrando que o mecanismo desencadeado pela esterubina ndo provoca efeitos
toxicos para esse tipo de receptor e provavelmente ndo interfere nas suas

propriedades, evitando que possa trazer possiveis prejuizos ao organismo.

O receptor de androgénio (AR) medeia a acdo dos hormonios sexuais
masculinos, a ligagdo do AR aos seus ligantes nativos Sa-diidrotestosterona
(DHT) e testosterona, inicia o desenvolvimento sexual masculino e a
diferenciacdo e alteracbes nas funcdes desses receptores podem estar
associados a doencas, uma perda completa na fungcdo do AR em homens por
exemplo, resulta na sindrome de insensibilidade androgénica, que €& a
incapacidade parcial ou completa das células de responder aos andrégenos. Ja
uma atividade aumentada de AR pode induzir uma maior taxa de proliferagao
celular e que pode influenciar no cancer de prostata que requer andrégenos para
crescer e sobreviver e requer que a taxa de proliferagao celular seja maior que

a de morte celular (Tan et al., 2014).
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Para esse receptor a esterubina pode desencadear algum mecanismo
molecular que provoque toxicidade com um perfil desfavoravel (Tabela 4) com
um valor de 0,141, essa toxicidade no entanto pode apresentar interpretacoes
diferentes, por ser um previsédo in silico ndo sabemos ao certo como ela ira agir,
podendo ser toxica suprimindo os receptores e ser ruim tendo possibilidade de
desenvolvimento da sindrome de insensibilidade androgénica, ou suprimir os
receptores sendo benéfica por exemplo para pacientes que possuem cancer de
prostata, onde nesse caso o aumento da atividade dos receptores AR esta
intimamente relacionado, e uma supressao nesse caso, seria bom para diminuir

0 aumento da taxa de proliferagao celular (Zhang et al., 2022).

Ainda relacionado com os androgénios, esta a aromatase (NR-
Aromatase), que é uma enzima que catalisa a conversdo de androgénios em
estrogénios, € amplamente conhecida por seus papéis na reproducao e doencgas
no sistema reprodutivo, sendo também um alvo para terapias inibidoras em
doencgas sensiveis a estrogénio, como cancer e endometriose. A expressao da
aromatase é mais comumente relacionada a reprodugdo, mas também é
expressa no cérebro do feto e adultos, sendo o estrogénio neuroprotetor, além
de também ser importante na homeostase 6ssea. Alguns estudos com homens
com deficiéncia na aromatase mostraram epifises nao fundidas e osteopenia
(Blakemore; Naftolin, 2016).

Expressdes anormais na aromatase por diversos fatores, pode ter
efeitos clinicos, uma auséncia completa por exemplo, pode provocar
hipogonadismo em mulheres, onde na puberdade ela n&o desenvolve as
caracteristicas sexuais secundarias e em homens pode causar osteoporose e
diminuicao da libido. O aumento tardio da aromatase gonadal e da formacao de
estrogénio leva ao atraso da puberdade, fechamento epifisario tardio e estatura
alta, j4& o aumento precoce da aromatase/estrogénio ovariano resulta na
puberdade precoce, incluindo fechamento epifisario precoce e baixa
estatura (Blakemore; Naftolin, 2016).

Para este parametro a esterubina se mostrou desfavoravel, um
possivel efeito toxico nesse receptor que pode resultar em alguma expressao

anormal e gerar algum efeito clinico, como os citados anteriormente. No entanto,
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apesar da limitagao para esse receptor alguns ajustes podem ser considerados
no sentido de minimizar possiveis efeitos toxicos, a exemplo encapsulagédo com
nanoparticulas poliméricas que podem sdo uma maneira promissora de
aumentar a concentragdo local do farmaco, diminuir a toxicidade e efeitos

adversos e prevenir interagdes nao especificas (Bhardwaj; Jangde, 2023).

Os receptores de estrogénio (NR- ER), pertencem a familia de
receptores nucleares e sdo amplamente distribuidos no organismo em tecidos
do cértex cerebral, tireoide, prostata, pulmé&o, ossos, mama, ovario, em conjunto
com a aromatase que faz a conversdo do androgénio em estrogénio, é um
receptor bastante importante, principalmente na fung¢ao dos tecidos do sistema
reprodutivo, ajudando ainda a manter a densidade é6ssea e agindo como
cardioprotetor, sendo um aumento ou déficit desse receptor influencia
diretamente nos horménios estrogenos e pode trazer uma série de
consequéncias para o homem, bem semelhantes ao problemas relatados coma

enzima aromatase (Sales et al., 2014).

Para esse receptor a esterubina apresentou resultado
moderadamente desfavoravel, com um valor que nao esta bom para ser ideal,
mas o nivel de limitacdo € menor. Nao impede seu uso, por exemplo, mas

apresenta um nivel moderado de toxicidade.

O programa ADMETIab 3.0 também trouxe a predigdo da esterubina
para o elemento de resposta antioxidante (SR-ARE), esses elementos sao bem
estabelecidos como reguladores da homeostase redox e ativadores de
citoprotecdo durante estresse oxidativo, atuando também regulando
metabolismo de carboidratos, inflamagédo, cogni¢do, metabolismo de ferro,

lipidico e remodelagao de tecidos (Raghunath et al., 2018).

Para esse receptor a esterubina se mostrou favoravel, com toxicidade
baixa, onde provavelmente nao interfere no mesmo e ndo sdo necessarias
grandes mudangas para o composto, esse resultado apresentado na tabela 4
reforcam atividade atividade antioxidante da esterubina, mostrado em estudo
realizado por Kazmi, e colaboradores (2023), onde mostrou que ela apresenta

atividade neuroprotetora e altera estresse oxidativo, restaurando os niveis


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Raghunath%20A%22%5BAuthor%5D

55

antioxidantes, diminuindo peroxidacao tecidual e aumentando niveis de SOD,
GSH e CAT.

5.3 Efeitos da esterubina no teste in vitro de hemodlise

Os eritrocitos sao amplamente utilizados para estudos de
citotoxicidade in vitro pois sao de facil acesso e disponibilidade, e permite avaliar
os efeitos citotéxicos da substancia teste pela ocorréncia ou ndo de atividade
hemolitica que pode ser diretamente correlacionada com sua citotoxicidade.
Essa acao hemolitica pode ser atribuida a diversos mecanismos nao especificos
como compostos surfactantes que produzem efeito hemolitico pela solubilizagdo
da membrana plasmatica do eritrécito, ou a lise osmética, as saponinas por
exemplo exercem esse efeito hemolitico causando uma deformacdo na
membrana e consequente extravasamento do conteudo intracelular (Xavier et
al., 2021). Compostos fendlicos, por exemplo, podem provocar hemdlise por

meio da oxidacdo da hemoglobina (Pequeno; Soto-Blanco, 2006).

Ao observar as amostras apods a incubagéao e posterior centrifugacéo,
as suas caracteristicas visuais podem ser observadas, onde no controle
negativo, o sobrenadante permanece transparente, sem sinais de hemdlise,
caracterizando a integridade dos eritrocitos, ja no controle positivo, o
sobrenadante apresenta tonalidade avermelhada, caracterizando acéao

hemolitica (Figura 7).

Figura 7. Visualizagdo das amostras da solug&o de eritrécitos e esterubina
ap6s centrifugacao no teste de hemolise in vitro.
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Fonte: Arquivo pessoal. *Legenda: A3- controle negativo (solugéo salina), B3- controle positivo
(solucao detergente), C3-esterubina 1mg/ml, D3- esterubina 0,1mg/ml, E1- esterubina
0,01mg/ml.

Para avaliar os efeitos da atividade hemolitica da esterubina onde
utilizou-se eritrocitos de mamifero, conforme metodologia, observou-se que em
todas as concentragdes analisadas a porcentagem de hemolise foi menor que
10%, demonstrando assim que a substancia ndo induz ruptura dos eritrocitos
(Figura 8).

100
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% Hemolise
Ln
=

Figura 8. Verificacdo da toxicidade da esterubina no teste in vitro de hemolise

em eritrocitos de mamiferos Canis lupus familiaris

Diferentes espécies utilizadas possuem variacbes nos limites de
hemolise que sao considerados aceitaveis (aproximadamente 10% para
humanos, 10%—29% para caes e 0%—37% para coelhos). Os valores de 10% e
25% de hemolise sdo comumente considerados como referéncias: uma hemdalise
inferior a 10% é classificada como nao hemolitica, enquanto valores superiores
a 25% séao considerados hemoliticos permitindo assim avaliar uma substancia
quanto ao seu uso, principalmente se € segura ja que altos indices de hemolise
limitam seu uso (Moreno et al., 2024).

Nesse caso a esterubina se mostrou segura em todas as doses
testadas, com porcentagem de hemolise menor que 10%. Os flavonoides séo
metabdlitos secundarios pertencentes a classe dos polifendis e segundo
Pequeno e Soto-Blanco (2006) compostos fendlicos, podem provocar hemolise

por meio da oxidagao da hemoglobina, levando a hipotese que possivelmente a
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esterubina ndo provoque hemdlise pelas suas propriedades antioxidantes que ja
foram evidenciadas em estudos como o de Kazmi e colaboradores (2023), que
ressaltam seu potencial neuroprotetor e suas propriedades antioxidantes
diminuindo nivel de peroxidagao lipidica e aumentando niveis de marcadores
antioxidantes como GSH (glutationa), CAT (capacidade antioxidante total) e
SOD (superéxido dismutase).

Os resultados corroboram com um estudo feito com extrato de
sementes de Lepidium sativum que apresenta um alto teor de flavonoides fragao
mostrou a atividade citotoxica em teste de hemdlise in vitro em diferentes
concentracgdes testadas 1, 25, 50 e 100 mg/ml, o efeito hemolitico das sementes
no teste mostrou que elas sdo seguras, exercendo um efeito téxico muito fraco,
se mostrando ndo hemolitica nas concentracbes de 1 e 25 e com taxa menor
que 15% na concentragcédo de 50 mg/ml e de 30% na de 100 mg/ml (Ouattar et
al., 2022).

5.4 Ensaio de citotoxicidade pelo método MTT

O ensaio MTT é util e amplamente utilizado para avaliacao de
atividade metabdlica, funcionalidade de mitocondrias e determinar citotoxicidade
de substancias auxiliando por exemplo, na possivel descoberta de compostos
farmacologicamente promissores. Esse ensaio baseia-se na comprovagao de
citotoxicidade através da avaliacdo da atividade de enzimas desidrogenases
mitocondriais e do seu potencial redox, a viabilidade é quantificada pela reducao
do MTT a formazan, somente células viaveis conseguem converter o sal MTT
(Bochnie; Gregorio; Maciel, 2016).

A citotoxicidade foi realizada contra as células L929 (fibroblastos de
camundongos) e B16F10 (melanoma murino). Em L929, a substancia reduziu a
viabilidade celular de forma significativa a partir da concentracéo de 1,56 ug/mL,
enquanto para B16F10 reduziu a partir da concentracao de 6,25 ug/mL ambos
comparados ao controle negativo (Figura 9). Os valores de ICs0 para as duas
linhagens (L929 e B16F10) foram, respectivamente, 37,91 pg/mL (27,86 a 48,85
pg/mL), 15,07 pg/mL (12,55 a 18,10 pg/mL).



58

B16F10
L929

100+ 1004

‘,()I I I - I I
0- I 0- i

\(,,Q) ,\’L ’1« ‘,JQ

Viabilidade (%)
Viabilidade (%)
o
[}

o° ‘oQ QQ x Q G,Q

o° <
Esterublna pg/mL Esterublna pg/mL

Figura 9. Efeitos da citotoxicidade de Esterubina sobre as linhagens celulares

B16F10 e L929. *p <0,05 comparado ao controle negativo.

O melanoma é um tipo de cancer de pele considerado maligno e que
a incidéncia tem aumentado nos ultimos anos, é caracterizado por ter uma alta
predisposicao a se espalhar e evoluir rapidamente para metastase o que pode
levar a morte da maioria dos pacientes que possuem esse tipo de cancer (Xie et
al, 2022). A esterubina foi avaliada quanto a citotoxicidade em células normais e
quanto a capacidade de inibir a proliferagdo de linhagens celulares de
melanoma. O indice seletivo (IS) é frequentemente utilizado para avaliar a
toxicidade diferencial de um composto, que é determinada como uma razao entre
os valores ICso de células normais e cancerosas. Um valor de IS menor ou igual

a 2 sugere a toxicidade geral do composto puro nas células (Badisa et al., 2014).

A esterubina apresentou atividade citotéxica com um valor de ICso
37,91 ug/mL (27,86 a 48,85 ug/mL), em células L929 e um valor de ICs0 de 15,07
pg/mL (12,55 a 18,10 ug/mL) em células B16F10, apresentando um indice de
seletividade no valor de 2,5. A partir de de 1,56 pg/mL a esterubina exibiu uma
reducao significativa de células normais, enquanto uma diminuicao significativa
de melanoma viaveis s6 comegou a aparecer a uma concentracao de 6,25

Mg/mL.

De um modo geral a esterubina mostra agéo citotoxica nas células
normais e células de melanoma, com eficacia em reduzir a viabilidade quando
comparadas ao controle negativo assim como também o valor de ICso

(concentragao que inibe 50% das células) de 15,07 ug/mL (12,55 a 18,10 ug/mL)
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em células B16F10, mostrando também um bom potencial em reduzir a
viabilidade desse tipo de célula. Apresenta um indice de seletividade no valor de
2,5, um IS maior que 2 qualifica o composto como mais seletivo para as
linhagens tumorais, ou seja, eliminando o dobro de células tumorais frente as

células normais (Teixeira, 2023).

Os dados corroboram com estudo feito por Militdo, 2005, que testou
atividade antitumoral de diferentes tipos de flavonoides em diferentes células
tumorais, incluindo melanoma, o estudo mostrou a quercetina, luteolina e
apigenina como mais potentes para reducdo de viabilidade celular do que
compostos como galangina e crisina e sugere que a diferenga entre os tipos de
flavonoides, de um ser mais potente que outro com relagao a citotoxicidade, pode
ser devido a mudangas de grupos funcionais em determinas posigdes de anéis
a exemplo citado no estudo, apigenina ser mais ativa que a acacetina e a

diferenca entre as duas ser uma hidroxila no lugar da metoxila em C4.

Em outro estudo feito com diferentes tipos de flavonas a eupafolina
reduziu viabilidade celular em de 25, 50,100 e 200 umol/ L chegando a 80% na
maior dose e as flavonas apigenina e luteolina reduziram em 40 e 75%
respectivamente, a viabilidade celular das células de melanoma murino na dose
de 200 umol/L. Confirmando assim, o amplo espectro de atividades bioldgicas
que os flavonoides exercem, como atividade antioxidante, e efeitos
quimiopreventivos, com inibicdo de progressao e tumores através de diferentes
tipos de mecanismos, entre eles, aqueles envolvendo a modificacdo de enzimas
que ativam ou detoxificam carcinégenos e aqueles relacionados a alteragao de
vias de sinalizacado celular. Além do que com bons resultados de toxicidade
permite que a esterubina seja utilizada com mais segurancga para futuros testes

in vivo (Herrerias, 2009).

5.5 Teste de toxicidade in vivo com larvas de Zophobas morio, Tenebrio

Gigante

O teste de toxicidade feito com larvas de Zophobas morio, tenébrio
gigante, € um modelo de teste que utiliza um invertebrado e ndo necessita de
aprovagao prévia no comité de ética, sendo reconhecido como uma abordagem

valida para avaliar toxicidade e uma alternativa pra reduzir o uso de animais



60

vertebrados nos testes (Campelo et al., 2024 ). Nos testes realizados foram feitos
quantificacdo do teor de melanizacao e taxa de sobrevivéncia das larvas frente
a substancia testada em diferentes concentracbes e aos controles positivo e
negativo.

Figura 10. Registro fotografico de larvas de Zophobas morio para verificagéo
de melanizagéo.
Fonte: Arquivo pessoal. Legenda: A: Larvas Zophobas morio; B: Grupo DMSO (controle

positivo); C: Grupo Salina (controle negativo); D: Grupo esterubina 300mg/kg; E: Grupo
esterubina 30mg/kg; F: Grupo esterubina 3mg/kg.
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Figura 11. Avaliagcao da toxicidade in vivo da esterubina através do teor de

melanina em larvas de Zophobas morio.

A figura 11 traz as concentragbes de melaninas encontradas apds

homogeneizagao e leitura das larvas.

Os resultados relacionados a melanina dizem respeito ao estresse
oxidativo que € um desequilibrio entre a producdo e o acumulo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade natural dos organismos de

desintoxicar naturalmente dessas espécies (Campelo et al., 2024).

Através do grafico podemos ver que o DMSO apresentou maior
porcentagem de melanizagdo como esperado, por ser o controle positivo e ser
téxico para larvas de Zophobas morio. Nas doses testadas a de 3mg/kg nao
apresentou valores significativos de melanizagdo, se mostrando segura,
enquanto as de 30 e 300mg/kg apresentaram maior teor de pigmentacao e
consequente melanizacdo, mostrando uma maior elevagao na resposta imune e
uma maior resposta tecidual a essas concentragcdes. Essa maior resposta
tecidual é compreensivel como sendo um indicador de maior atividade biolégica,
mediada seja por maior atividade farmacoldgica ou toxicoldgica (Coelho et al.,
2023).

A quantificacdo da expressdo da melanizagdo pode também ser um

indicativo de um processo inflamatério, os niveis de melanina quando expressos
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podem ser reportados como responsaveis pela liberacdo de cortisol que é
proveniente de uma resposta do organismo relacionada ao stress (Neta, 2022).
Sendo entdo esse modelo experimental sugestivo para avaliar um processo
inflamatorio, a inflamacao é considerada uma resposta generalizada especifica,
porém estimulam resposta locais e sistémicas recrutando células fagocitarias e

auxiliando na remoc¢ao de material endégeno e exdgeno (Sousa et al., 2021).
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Figura 12. Percentual de sobrevivéncia de larvas de Zophobas morio expostas

a diferentes doses de esterubina através de teste de toxicidade in vivo.

O uso de larvas de Zophobas morio tem crescido os ultimos anos por
ser um modelo alternativo, de facil manuseio e criagcao, e serem Uteis para avaliar
parametros como toxicidade e patogenicidade. Os estudos toxicologicos, que
sdo o foco do trabalho, tém como principal objetivo prever possiveis efeitos
adversos que a substancia possa vir a provocar quando for testada in vivo em

animais ou em humanos (Ribeiro, 2021).

O grafico de sobrevivéncia (Figura 12) diz respeito a quantidade de
larvas que permaneceram vivas apos o periodo de 48 horas. O que pbéde ser
observado, € que no controle negativo que é a solugéo salina, a porcentagem de
sobrevivéncia permaneceu em 100% nas 24 e 48h, mostrando que nao houve
morte das larvas, enquanto o controle positivo, DMSO, o percentual de
sobrevivéncia nas primeiras 24h, é de 40% e ao final nas 48h, ele cai mais um

pouco para 30%, mostrando ser uma substancia téxica para as larvas. Com
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relacdo as doses testadas, as doses de 3, 30 e 300 mg/kg, obtiveram bons
resultados ndo sendo observada morte das larvas em nenhuma das doses, e o0
valor se assemelhando ao controle negativo, solugéo salina, mostrado assim que

as doses testadas séo seguras.

Apesar da melanizagédo que ocorreu nas doses de 30 e 300 mg/kg, a
taxa de sobrevivéncia foi de 100%, ndo ocorrendo nenhuma morte, isso mostra
que a substancia ativa o sistema imune, ja que a melanizagdo € um dos
principais elementos de defesa dessas larvas, porém, consegue ser
metabolizada e eliminada n&o provocando morte dos mesmos (Sousa et al.,
2023).

O que corrobora com varios dados relacionados a toxicidade previsto
pelo ADMETIlab 3.0, que traz um bom perfil de segurancga e baixa toxicidade em
parametros considerados essenciais para manutengdo dos organismos como
para genotoxicidade, hepatotoxicidade, e com relagdo a toxicidade oral aguda
em ratos, onde um bom perfil, indica baixa probabilidade de causar danos
agudos em organismos vivos (Cunha et al., 2013), além do que alguns estudos
como o de Meotti (2006), a DL50 de isoflavonas em ratos foi de 2g/kg
administrada intravenosa e em tratamento cronico, mostrando que flavonoides
podem gerar algum dano, mas em quantidades bem elevadas e em um possivel

tratamento crénico.
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6 CONCLUSAO

Diante do exposto no estudo, a esterubina se apresenta como uma
substancia promissora, seus parametros fisico-quimicos estdo dentro dos
valores esperados, mostrando afinidade lipofilica e boa capacidade de

atravessar membranas.

Com relagao a previsdo dos parametros de toxicidade, a maioria dos
resultados foram considerados favoraveis e com condigbdes préximas ao ideal,
merecendo atengdo parametros como carcinogenicidade, e mecanismos que
podem desencadear resposta toxica em alguns receptores como androgénico e

aromatase em que ela se mostra desfavoravel.

Nos ensaios in vitro apresentou resultados favoraveis considerada
nao hemolitica e com capacidade de reduzir viabilidade em células de
melanoma, e nos testes in vivo apresentando excelente sobrevivéncia em doses
maiores proporcionando maior seguranga para futuros testes que possam ser

realizados.



65

REFERENCIAS

Allen, D. S.; Wiencek, M. M.; Kelly, M. M.; Solomons, K. S.; Jeffries, M. K. S.
Exploring Alternatives for Marine Toxicity Testing: Initial Evaluation of Fish
Embryo and Mysid Tests. Environmental Toxicology and Chemistry, Volume
43, Issue 6, 1 June 2024, Pages 1285-12909.
Doi: https://doi.org/10.1002/etc.5862.

Al Aboody, M. S.; Mickymaray, S. Anti-Fungal Efficacy and Mechanisms of
Flavonoids. Antibiotics, 2020. Doi: 10.3390/antibiotics9020045.

Al-Khayri, J. M.; Sahana, G. V.; Nagella, P.; Joseph, B. V.; Alessa, F. M.; Ai-
Mssalem, M. Flavonoids as Potential Anti-Inflammatory Molecules: A Review.
Molecules, 2022. Doi: https://doi.org/10.3390/molecules27092901.

Almeida, C. P. S. Estudo do potencial antimutagénico de flavonoides pelo
ensaio bacteriano de mutacao reversa (teste de ames). Trabalho de
Conclusao de Curso (Graduagcdo em Farmacéutico- bioquimico), Universidade
Estadual Paulista, UNESP, 2013.

Alves, M. S.; Streit, L.; Pizzolato, T. M. Utilizacdo de modelos in silico para
avaliacao da toxicidade de residuos de agrotdxicos, farmacos e metabolitos em
aguas naturais. Quimica Nova, 2023. D0i:10.21577/0100-4042.20230062

Andrés, A.; Rosés, M.; Rafaols, C.; Bosch, E.; Espinosa, S.; Segarra, V.; Huerta,
J. Setup and validation of shake-flask procedures for the determination of
partition coefficients (log D) from low drug amounts. European Journal of
Pharmaceutical Sciences. Vol 76, 2015. Doi:
https://doi.org/10.1016/j.ejps.2015.05.008

Badisa, R. B.; Mina, D. A.; Latinwo, L. M.; Soliman, K. F. Selective anticancer
activity of neurotoxin 1-methyl-4-phenylpyridinium on non-small cell lung
adenocarcinoma A549 cells. Anticancer research, 34(10), 5447-5452. 2014.
PMCID: PMC4185426.

Badshah, S. L.; Faisal, X.; Muhammad, A.; Poulson, B. G.; Emwas, A. H;
Jaremko, M. Antiviral activities of flavonoids. Biomedicine & Pharmacotherapy,
Volume 140, August, 2021. Doi: https://doi.org/10.1016/j.biopha.2021.111596.

Batista, F. A.; Fontele, S. B. C.; Santos, L. K. B.; Filgueiras, L. A.; Nascimento,
S. Q.; Sousa, J. M. C.; Gongalves, J. C. R.; Mendes, A. N. Synthesis,
characterization of a-terpineol-loaded PMMA nanoparticles as proposed of
therapy for melanoma. Materials Today Communications, 22. 2020. Doi:
https://doi.org/10.1016/].mtcomm.2019.100762.

Bhardwaj, H.; Jangde, R. K. Current updated review on preparation of polymeric
nanoparticles for drug delivery and biomedical applications. Next
Nanotechnology. Vol 2, 2023. Doi:
https://doi.org/10.1016/j.nxnano.2023.100013.



https://doi.org/10.1002/etc.5862
https://doi.org/10.3390/antibiotics9020045
https://doi.org/10.3390/molecules27092901
http://dx.doi.org/10.21577/0100-4042.20230062
https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/journal/european-journal-of-pharmaceutical-sciences
https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/journal/european-journal-of-pharmaceutical-sciences
https://doi.org/10.1016/j.ejps.2015.05.008
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC4185426/
https://www.sciencedirect.com/journal/biomedicine-and-pharmacotherapy
https://www.sciencedirect.com/journal/biomedicine-and-pharmacotherapy/vol/140/suppl/C
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2021.111596
https://doi.org/10.1016/j.mtcomm.2019.100762
https://doi.org/10.1016/j.nxnano.2023.100013

66

Bednarczuk, V. O.; Verdam, M. C. S.; Miguel, M. D.; Miguel, O. G. Testes in vitro
e in vivo utilizados na triagem toxicologica de produtos naturais. Visao
Académica, Curitiba, v.11, n.2, Jul. - Dez./2010.
Doi: https://doi.org/10.5380/acd.v11i2.21366.

Blakemore, J.; Naftolin, F. Aromatase: Contributions to Physiology and Disease
in Women and Men. Physiology, vol. 31, ed. 4, 2016. Doi:
https://doi.org/10.1152/physiol.00054.2015

Bochnie, K. A.; Gregdrio, P. C.; Maciel, R. A. P. Analise da viabilidade celular por
mtt em células tratadas com toxinas urémicas — revisdo. Cad. da Esc. de Saude,
Curitiba, V.1 N.15, 2016.

Borges, L. P.; Amorim, V. A. Metabdlitos secundarios de plantas. Revista
Agrotecnologia, Ipameri, v.11, n.1, p.54-67, 2020.

Bozac, M. U.; Poljua, D.; Dudas, S.; Bilic, J.; Sola, I.; Mikulic-Petkosevsek, M.;
Sladonja, B. Phenolic Profile and Antioxidant Capacity of Invasive Solidago
canadensis L..  Potential  Applications in  Phytopharmacy. Plants,
2024. Doi: 10.3390/plants14010044.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria. Resolucgéo de Diretoria Colegiada — RDC 24 de 14 de junho de 2011.

Breuss, J. M.; Atanasov, A. G; Uhrin, P. Resveratrol and Its Effects on the
Vascular System. International Journal of Molecular Sciences. 2019.
Doi: 10.3390/ijms20071523

Brianezi, G.; Camargo, J. L. V.; Miot, H. A. Desenvolvimento e validagéo de
técnica quantitativa de analise de imagem para avaliacdo do teste do cometa
corado pela prata. Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial,
2009. Doi: https://doi.org/10.1590/S1676-24442009000400010

Brook, K.; Bennett, J.; Desai, S. P. The Chemical History of Morphine: An 8000-
year Journey, from Resin to de-novo Synthesis. Journal of Anesthesia History.
Vol 3, ed 2, 2017. Doi: 10.1016/j.janh.2017.02.001

Buraco, K. L.; Williams, R. J. Flavonoids as an Intervention for Alzheimer’s
Disease: Progress and Hurdles Towards Defining a Mechanism of Action. Brain
Plasticity. 2021. Doi: 10.3233/BPL-200098.

Caboclo, E. K. D.; Sousa, A. R.; Santos, J. B.; Castro, L. S.; Bordin, A. R.; Lisvoa,
H. C. F. Fitoterapicos e plantas medicinais na pratica dos profissionais de saude
em Unidades de Estratégia Saude da Familia. Revista de Ciéncias Médicas e
Biolégicas. Salvador, v. 21, n. 2, p. 211-217, maio/ago, 2022. Doi:
https://doi.org/10.9771/cmbio.v21i2.47704.

Caccia- Bava, M. C. G. G.; Bertoni, B. W.; Pereira, A. M. S.; Martinez, E. Z.
Disponibilidade de medicamentos fitoterapicos e plantas medicinais nas
unidades de atengao basica do Estado de Sao Paulo: resultados do Programa
Nacional de Melhoria do Acesso e da Qualidade da Atencdo Basica (PMAQ).


https://doi.org/10.5380/acd.v11i2.21366
https://doi.org/10.1152/physiol.00054.2015
https://doi.org/10.3390/plants14010044
https://doi.org/10.3390/ijms20071523
https://doi.org/10.1590/S1676-24442009000400010
https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/journal/journal-of-anesthesia-history
https://doi.org/10.1016/j.janh.2017.02.001
https://doi.org/10.3233/BPL-200098
https://doi.org/10.9771/cmbio.v21i2.47704

67

Rev. Ciencia e Saude Coletiva, 2017. Doi: https://doi.org/10.1590/1413-
81232017225.16722015

Campelo, J. E. S.; Nascimento, M. O.; Carvalho, A. L. M.; Santos, H. S. P;
Almeida, J. O. C. S.; Alves, M. M. M.; Arcanjo, D. D. R.; Neto, J. M. T.; Muratori,
M. C. S.; Costa, A. P. R. Evaluation of the acute toxicity of ellagic acid and gallic
acid incorporated in Poloxamer407® gel, in Zophobas morio larvae. Toxicology
in Vitro, vol 95, 2024. Doi: 10.1016/j.tiv.2023.105727.

Campos, S. C.; Silva, C. G.; Campana, P. R. V.; Almeida, V. L. Toxicity of plant
species. Rev. Bras. Pl. Med., Campinas, v.18, n.1, supl. |, p.373-382, 2016. Doi:
https://doi.org/10.1590/1983-084X/15_057

Cao, L.; Wang, J.; Zhang, Y.; Tian, F.; Wang, C. Osteoprotective effects of
flavonoids: Evidence from in vivo and in vitro studies (Review). Molecular
Medicine Reports. Vol 25, 2022. Doi: https://doi.org/10.3892/mmr.2022.12716.

Cao, D., etal. Admetlab 3.0. Xiangya School of Pharmaceutical Sciences, Central
South University, 2024. Dsiponivel em: https://admetlab3.scbdd.com/.

Carvalho, M. T. B.; Araujo Filho, H. G.; Barreto, A. S.; Quintans- Junior, L. J.;
Quintans, J. S. S.; Barreto, R. S. S. Wound healing properties of flavonoids: A
systematic review highlighting the mechanisms of action. Phytomedicine. Vol
20, 2021. Doi: 10.1016/j.phymed.2021.153636.

Carvalho, T.; Miucci, M. A.; Froes, G.; Oliveira, C. R.; Santos, S. A. Testes Para
Avaliagdo De Genotoxicidade Com Allium Cepa: Estado Da Arte. Revista
Cientifica Multidisciplinar Nucleo do Conhecimento. Ano 03, Ed. 12, Vol. 03,
pp. 131-139, 2018. ISSN:2448-0959.

Coélho, A. G.; Almeida, J. O. C. S.; Santos, A. A.; Santos, W. R. P.; Sousa, L.
R.; Viana, N. R.; Batista, F. A.; Neta, M. S. B.; Santos, A. S.; Da Silva, S. W.; De
Souza, P. E. N.; Nobre, A. R. A.; Neto, J. S. L.; Cité, A. M. G. L.; Carvalho, F. A.
A.; Alves, M. M. M.;Lucarini, M.; Durazzo, A.; Mendes, A. N.; Arcanjo, D. D. R.
Solid Lipid Nanoparticles from Platonia insignis Seeds, a Brazilian Amazon Fruit:
Characterization, In Vitro and In Vivo Toxicological and Antioxidant Activities.
Journal of Composites Science, 2023. Doi: https://doi.org/10.3390/jcs7090368

Costa, M. F. Analise dos métodos in silico frente a estudos in vivo: Uma
revisao integrativa. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em
Farmacia). Universidade Federal do Rio de Janeiro- UFRJ, Rio de Janeiro, 2022.

Cunha, L. C.; Melo, D. F. A.; Pereira, M. E.; Melo, D. S.; Parente, L. L.; Silva, M.
A. C.; Conceigéao, E. C.; Gonzaga, L. Q. S. Avaliagdo da toxicidade aguda do
extrato aquoso de Apeiba tibourbou Aubl (Tiliaceae), em camundongos e ratos.
Revista de Ciéncias Farmacéuticas Basica e Aplicada, 2013. ISSN 1808-
4532.

Daina, A.; Michielin, O.; Zoete, V. SwissADME: a free web tool to evaluate
pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemistry friendliness of small
molecules. Scientific Reports, v. 7, n. 1, p. 42717, 3 mar.
2017. Doi: 10.1038/srep42717.



https://doi.org/10.1590/1413-81232017225.16722015
https://doi.org/10.1590/1413-81232017225.16722015
https://doi.org/10.1016/j.tiv.2023.105727
https://doi.org/10.1590/1983-084X/15_057
https://doi.org/10.3390/jcs7090368
https://doi.org/10.1038/srep42717

68

Dellatore, C. P.; Siqueira, P. Avaliagao da toxicidade de metais em Daphnia
magna. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Tecnologia em
Processos Ambientais). Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — UTFPR,
Curitiba — PR, 2015.

Denny, K. H., Stewart, C. W. Acute, Sub-acute, Sub-Chronic and Chronic
General Toxicity Testing for Preclinical Drug Development. In Faqi, A, S. A
Comprehensive E Guide To Toxicology In Preclinical Drug Development. 2°
Edicdo. Amesterda. Editora Elsevier. pp. 109-127, 2017. Doi:
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-803620-4.00005-0.

Dhiany, R.; Srivastava, S. K.; Shankar, K.; Ghosh, T.; Beniwal, A.; Navani, N. K.
A chemical genetic approach using genetically encoded reporters to detect and
assess the toxicity of plant secondary metabolites against bacterial pathogens.
Journal of Hazardous Materials, Vol. 418, 15 September, 2021. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2021.126399.

Dias, M. C.; Pinto, D. C. G. A.; Silva, A. M. S. Plant Flavonoids: Chemical
Characteristics and Biological Activity. Molecules. 2021.
Doi: 10.3390/molecules26175377.

Disner, G. R.; Silva, L. F. O.; Kitamura, R. S. A. Toxicologia ambiental:
abordagens sobre a qualidade do meio ambiente. In: Godinho, M. B. C., et al. X
Semana da Biologia UFABC, Universidade Federal do ABC, 2022, pag 67-73.

Dresler, S.; Szymczak, G.; Wojcik, M. Comparison of some secondary metabolite
content in the seventeen species of the Boraginaceae Family. Pharmaceutical
Biology, vol. 55, no. 1, 691-695, 2017. Doi: 10.1080/13880209.2016.1265986

Duarte, C. R. A. Avaliagao da citotoxicidade in vitro decomposicoes de
fosfato de calcio para uso em reparagao 6ssea. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Animal). Universidade do Estado de Santa Catarina — UDESC, 2015.

Evangelista, L. S. M. Papel do receptor aril-
hidrocarboneto na atividade imunomoduladora das células-
tronco mesenquimais utilizando um modelo de lesao renal aguda.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias). Universidade Federal de Sao Paulo-
Unifesp. Sao Paulo, 2019.

Fischer, W.; Currais, A.; Liang, Z.; Pinto, A.; Maher, P. Old age-associated
phenotypic screening for Alzheimer’s disease drug candidates identifies sterubin
as a potent neuroprotective compound from Yerba santa. Redox Biol. 2019.
Doi: 10.1016/j.redox.2018.101089.

FISKESJO, G. The Allium test as a standard in environmental monitoring.
Hereditas, v. 102, n. 1, p. 99-112, 1985. Doi: htips://doi.org/10.1111/].1601-
5223.1985.tb00471.x

Fratini, F.; Ciurli, L.; Forzan, M.; Kaboudari, A.; Copelotti, E.; Paci, G.; Mancini,
S. Contamination of Zophobas morio Larvae Rearing Substrate with Listeria
monocytogenes: A Preliminary Study. Animals. 2023.
Doi: 10.3390/ani13071198



https://doi.org/10.1016/B978-0-12-803620-4.00005-0
https://www.sciencedirect.com/journal/journal-of-hazardous-materials
https://www.sciencedirect.com/journal/journal-of-hazardous-materials/vol/418/suppl/C
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2021.126399
https://doi.org/10.3390/molecules26175377
https://doi.org/10.1080/13880209.2016.1265986
https://doi.org/10.1016/j.redox.2018.101089
https://doi.org/10.1111/j.1601-5223.1985.tb00471.x
https://doi.org/10.1111/j.1601-5223.1985.tb00471.x
https://doi.org/10.3390/ani13071198

69

Fonseca, R. S.; Oliveira, A. F. M.; Martins, I. V. F.; Donatele, D. M.; Oliveira, F.
A.; Quirino, C. R. Efeitos da torta de neem no controle alternativo de nematoides
gastrintestinais em ovinos: Revisao. Pubvet. V.13, n.4, a304, p.1-12, Abr., 2019.
Doi: https://doi.org/10.31533/pubvet.v13n4a304.1-11.

Ford, K. A. Refinement, Reduction, and Replacement of Animal Toxicity Tests by
Computational Methods. ILAR Journal, Volume 57, Issue 2, 1 December 2016,
Pages 226-233. Doi: https://doi.org/10.1093/ilar/ilw031.

Fu, L.; Shi, S.;Yi, J.; Wang, N.; Ele, Y.; Wu, Z.; Peng, J.; Deng, Y.; Wang, W.;
Wu, C.; Lyu, A.; Zeng, X.; Zhao, W.; Hou, T.; Cao, D. ADMETlab 3.0: an updated
comprehensive online ADMET prediction platform enhanced with broader
coverage, improved performance, API functionality and decision support.
Nucleic Acids Research. Volume 52, edicao W1, Pag W422-W431 5 Julho,
2024. Doi: https://doi.org/10.1093/nar/gkae236.

Ghasemi, M.; Turnbull, T.; Sebastian, S.; Kempson, |. The MTT Assay: Ulility,
Limitations, Pitfalls, and Interpretation in Bulk and Single-Cell Analysis.
International Journal of Molecular Sciences, 2021. Doi:
10.3390/ijms222312827

Garla, A.; Gruener, T. H.; Oliveira, L. F.; Limeira, D. M. Protocolos e metodologias
do ensaio cometa em peixes: uma revisao sistematica da literatura. Revista de
Ciéncias Ambientais, Canoas, v. 15, n. 3, p. 01-16, 2022. Doi:
http://dx.doi.org/10.18316/rca.v16i2.8376.

Gautam, S.; Lapcik, L.; Lapicikova, B. Pharmacological Significance
of Boraginaceae with Special Insights into Shikonin and Its Potential in the Food
Industry. Foods, 2024. DOI: 10.3390/foods13091350.

Gluck, J.; Buhrke, T.; Frenzel, F.; Braeuning, A.; Lampen, A. In silico genotoxicity
and carcinogenicity prediction for food-relevant secondary plant metabolites.
Food and Chemical Toxicology, vol 112, parte B, Pag. 298-306,
2018. Doi: 10.1016/}.fct.2018.04.024.

Guan, L, P.; Liu, B. Y. Antidepressant-like effects and mechanisms of flavonoids
and related analogues. European Journal of Medicinal Chemistry. Vol 121,
2016. Doi: 10.1016/j.ejmech.2016.05.026.

Herrerias, T. Efeitos de flavonoides sobre o metabolismo mitocondrial e
suas implicagoes na viabilidade e apoptose de células de melanoma. Tese
(Doutorado em Ciéncias). Universidade Federal do Parana- UFPR, Curitiba- PR,
2009.

Hofmann, J.; Fayez, S.; Scheiner, M.; Hoffmann, M.; Oerter, S.; Appelt-Menzel,
A.; Maher, P.; Maurice, T.; Bringmann, G.; Decker, M. Sterubin:
Enantioresolution and Configurational Stability, Enantiomeric Purity in Nature,
and Neuroprotective Activity in Vitro and in Vivo. Chemistry, 2020. Doi:
https://doi.org/10.1002/chem.202001264.



https://doi.org/10.31533/pubvet.v13n4a304.1-11
https://doi.org/10.1093/ilar/ilw031
https://doi.org/10.1093/nar/gkae236
https://doi.org/10.3390/ijms222312827
https://doi.org/10.3390/foods13091350
https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/journal/food-and-chemical-toxicology
https://doi.org/10.1016/j.fct.2018.04.024
https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/journal/european-journal-of-medicinal-chemistry
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2016.05.026
https://chemistry-europe.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Fayez/Shaimaa
https://chemistry-europe.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Scheiner/Matthias
https://chemistry-europe.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Hoffmann/Matthias
https://chemistry-europe.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Oerter/Sabrina
https://chemistry-europe.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Appelt%E2%80%90Menzel/Antje
https://chemistry-europe.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Maher/Pamela
https://chemistry-europe.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Maurice/Tangui
https://chemistry-europe.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Bringmann/Gerhard
https://chemistry-europe.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Decker/Michael
https://doi.org/10.1002/chem.202001264

70

Huang, W.; Yan, Z.; Li, D.; Ma, Y.; Zhou, J.; Sui, Z. Antioxidant and Anti-
Inflammatory Effects of Blueberry Anthocyanins on High Glucose-Induced
Human Retinal Capillary Endothelial Cells. Oxidative Medicine and Cellular
Longevity. 2018. Doi: 10.1155/2018/1862462.

llhan, A.; Youlcu, U.; Oztas, E.; Erdem, U. Therapeutic effects of
proanthocyanidin and coenzyme Q10 on nitrogen mustard-induced ocular injury.
Arquivos Brasileiros de Oftalmologia, 2018
Doi: https://doi.org/10.5935/0004-2749.20180045.

Janabi, A. H. W.; Kamboh, A. A.; Saeed, M.; Xiaoyu, L.; Bibi, J.; Majeed, F.;
Naeed, M.; Mughal, M. J.; Korejo, N. A.; Kamboh, R.; Alagawany, M.; Lv, H.
Flavonoid-rich foods (FRF): A promising nutraceutical approach against lifespan-
shortening diseases. Iranian Journal of Basic Medical Sciences, 2020.
Doi: 10.22038/1UBMS.2019.35125.8353.

Kazmi, |.; Al-Abbasi, F. A.; Afzal, M.; Nadeem, M. S.; Altaib, H. N. Sterubin
protects against chemically-induced Alzheimer’s disease by reducing biomarkers
of inflammation- IL-6/ IL-b/ TNF-a and oxidative stress- SOD/MDA in rats. Saudi
Journal of Biological Sciences, 2023. Doi: 10.1016/j.sjbs.2023.103560.

Kotha, R.; Luthria, D. L. Curcumin: Biological, Pharmaceutical, Nutraceutical, and
Analytical Aspects. Molecules, 2019. Doi: 10.3390/molecules24162930.

Lavandeira, F. M. F. Ensaios toxicolégicos pré-clinicos na avaliagao da
seguranga de novos farmacos. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas), Universidade Fernando Pessoa, Porto- PT, 2014.

Levan A. The effect of colchicines on root mitoses in Allium. Hereditas. XXIV, p
471-486, 1938. D0i:10.1111/j.1601-5223.1938.tb03221 .x.

Liang, Z.; Maher, P. Structural Requirements for the Neuroprotective and Anti-
Inflammatory Activities of the Flavanone Sterubin. Antioxidants, 2022. Doi:
https://doi.org/10.3390/antiox11112197

Li, Y.; Kong, D.; Fu, Y.; Sussman, M, R.; Wu, H. The effect of developmental and
environmental factors on secondary metabolites in medicinal plants. Plant
Physiology and Biochemistry. Vol. 148, p. 80-89, 2020. Doi:
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2020.01.006.

Li, Z.; Wang, Y.; Xu, M.; Liu, H.; Li, L.; Xu, D. Molecular mechanism overview of
metabolite biosynthesis in medicinal plants. Plant Physiology and
Biochemistry. Vol. 204, 2023. Doi:
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2023.108125.

Maher, P.; Fisher, W.; Liang, Z.; Soriano- Castell, D.; Pinto, A. F. M.; Rebman,
J.; Currais, A. The Value of Herbarium Collections to the Discovery of Novel
Treatments for Alzheimer’s Disease, a Case Made With the Genus Eriodictyon.
Frontiers in Pharmacology. Vol 11, 2020. Doi: 10.3389/fphar.2020.00208.

Martinez, J. P. Q.; Campos, M. R. S. Flavonoids as a therapeutical option for the
treatment of thrombotic complications associated with COVID-19. Phytotherapy
Research, 2022. Doi: 10.1002/ptr.7700.



https://doi.org/10.1155/2018/1862462
https://doi.org/10.5935/0004-2749.20180045
https://doi.org/10.22038/IJBMS.2019.35125.8353
https://doi.org/10.1016/j.sjbs.2023.103560
https://doi.org/10.3390/molecules24162930
http://dx.doi.org/10.1111/j.1601-5223.1938.tb03221.x
https://doi.org/10.3390/antiox11112197
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2020.01.006
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2023.108125
https://doi.org/10.3389/fphar.2020.00208
https://doi.org/10.1002/ptr.7700

71

Martinez-Sena, T.; Moro, E.; Moreno-Torres, M.; Quintas, G.; Hengstler, J.;
Castell, J. V. Metabolomics-based strategy to assess drug hepatotoxicity and
uncover the mechanisms of hepatotoxicity involved. Archives of Toxicology,
2023. Doi: 10.1007/s00204-023-03474-8.

Matos, A. L.; Bruno, D. F.; Ambrodsio, A. F.; Santos, P. F. The Benefits of
Flavonoids in Diabetic Retinopathy. Nutrients, 2020. Doi: 10.3390/nu12103169.

Melo, C. S.; Junior, A. S. C.; Fialho, S. L. Formas farmacéuticas poliméricas para
a administracdo de peptideos e proteinas terapéuticos. Rev. Ciénc. Farm.
Basica Apl., vol 33, n 4, pag 469-477, 2012. ISSN 1808-4532.

Mendes, A. N.; Filgueiras, L. A.; Siqueira, M. R. P.; Barbosa, G. M.; Holandino,
C.; Moreira, D. L.; Pinto, J. C.; Nele, M. Encapsulation of Piper cabralanum
(Piperaceae) nonpolar extract in poly(methyl methacrylate) by miniemulsion and
evaluation of increase in the effectiveness of antileukemic activity in K562 cells.
International Journal of Nanomedicine, Volume 12, 8363—-8373, 2017. Doi:
10.2147/1UN.S134756.

Meotti F.C. Analise dos mecanismos de acao antinociceptiva e
antiinflamatéria do flavonéide miricitrina: Estudos in vivo e in vitro. Tese
(Doutorado em Bioquimica Toxicoldgica). Universidade Federal de Santa Maria-
-UFSM, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, Programa de Pds-Graduagao em
Bioquimica Toxicolégica, Santa Maria - RS, Brasil, 2006.

Meyer, B. N., et al. Brine Shrimp: a convenient general bioassay for active plant
constituints. Planta Médica, v.45, p.31-34, 1982.

Militdo, G. C. G. Potencial antitumoral de flavonoides isolados de plantas do
nordeste brasileiro: estudos preliminares da relagao estrutura atividade
citotéxica. Dissertagdo (mestrado em farmacologia). Universidade Federal do
Ceara- UFC, Fortaleza- CE, 2005.

Moraes, G. V.; Jorge, G. M.; Gonzaga, R. V.; Dos Santos, D. A. Potencial
antioxidante dos flavonoides e aplicacbes terapéuticas. Research, Society and
Development, v. 11, n. 14, 2022. DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-
v11i14.36225.

Moreno, T. J. C., et al. Avaliagao da atividade hemolitica do extrato da casca da
Punica granatum L. XXVIII Encontro Latino Americano de Iniciagao
Cientifica, XXIV Encontro Latino Americano de Pdés-Graduagado e XIV
Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2024.

Mounanga, M. B.; Mewono, L.; Angone, S. A. Toxicity studies of medicinal plants
used in sub-Saharan Africa. Journal of Ethnopharmacology. Vol 194, p. 618-
627.2015.

Moura, N. S.; Ferreira, N. S.; Resende, J. A.; Ignaccthi, M. D. C. Ensaios
toxicologicos: um estudo sobre a utilizacdo de testes in vivo e in vitro.
Enciclopédia Biosfera. Centro Cientifico Conhecer, Goiania, v.8, n.15, 2012.


https://doi.org/10.3390/nu12103169
https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/journal/journal-of-ethnopharmacology

72

Moura, E. P. Estudo in silico de flavonoides e compostos analogos
pertencentes a familia Asteraceae contra a Doenca de Alzheimer.
Dissertacdo (Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos).
Universidade Federal da Paraiba- UFPB. Jodo Pessoa — PB, 2021.

Mosmann T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: Application
to proliferation and cytotoxicity assays. J. Immunol. Methods. 1983.
Doi: 10.1016/0022-1759(83)90303-4.

Moyseés, D. A., Galucio, N. C. R., Barbosa, W. S., Rodrigues, I. L., Santos, J. L.
B., Vale, V. S, Terra, I. A., Correa, R. M. S. Indugdo de genotoxicidade por
medicamentos sintéticos anti-hipertensivos: uma revisao sobre o risco a saude
e ensaios de detecgdo de danos ao DNA. Revista Cientifica Multidisciplinar.
Vol 4, n 12, 2023. Doi:https://doi.org/10.47820/recima21.v4i12.4536

Nyakudya, T. T.; Tshabalala, T.; Dangarembizi, R.; Erlwanger, K. H.; Ndhala, A.
R. The Potential Therapeutic Value of Medicinal Plants in the Management of
Metabolic Disorders. Molecules, 2020. Doi: 10.3390/molecules25112669.

Neta, M. S. B. Avaliagao e caracterizagao de c-dots com oleos essenciais
de cravo, citronela e laranja para aplicagées biolégicas — um estudo com
larvas de Zophobas morio.Tese (Doutorado em Biologia Animal). Universidade
de Brasilia, UnB, Brasilia, p. 63-66, 2022.

Ogasawara, M. S. Métodos alternativos ao uso de animais na avaliagao
toxicologica de substancias quimicas para fins de registro. Trabalho de
conclusao de curso (Graduagdo em farmacia - bioquimica). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo (USP), 2019.

Oliveira, R. S.; Lucas, C. P.; Antonucci, G.; Silva, F. C. Compostos bioativos
naturais: agentes promissores na redugao do extresse oxidativo e processos
inflamatérios. South American Journal of Basic Education, Technical and
Technological. Vol 5, n 2, p 258-273, 2018. ISSN 2446-4821.

Ouattar, H.; Zouirech, O.; Kara, M.; Assouguem, A.; Almutairi, S. M.; Al-Hemaid,
F. M.; Rasheed, R. A.; Ullah, R.; Abbasi, A. M.; Aouane, M.; Mikou, K. In Vitro
Study of the Phytochemical Composition and Antioxidant, Immunostimulant, and
Hemolytic  Activities  of Nigella  sativa (Ranunculaceae) and Lepidium
sativum Seeds, Molecules, 2022. Doi: 10.3390/molecules27185946.

Palacio, S. M.; Almeida, J. C. B.; Campos, E. A.; Veit, M. T.; Ferreira, L. K.; Deon,
M. T. M. Silver nanoparticles effect on Artemia salina and Allium cepa organisms:
influence of test dilution solutions on toxicity and particles aggregation.
Ecotoxicology, vol 30, 2021. Doi: 10.1007/s10646-021-02393-7.

Panche, A. N.; Diwan, A. D.; Chandra, S. R. Flavonoids: an overview. Journal of
Nutritional Science, 2016. Doi: 10.1017/ins.2016.41.



https://doi.org/10.1016/0022-1759(83)90303-4
https://doi.org/10.47820/recima21.v4i12.4536
https://doi.org/10.3390/molecules25112669
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Zouirech%20O%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Kara%20M%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Assouguem%20A%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Almutairi%20SM%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Al-Hemaid%20FM%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Rasheed%20RA%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Ullah%20R%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Abbasi%20AM%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Aouane%20M%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Mikou%20K%22%5BAuthor%5D
https://doi.org/10.3390/molecules27185946
https://doi.org/10.1007/s10646-021-02393-7
https://doi.org/10.1017/jns.2016.41

73

Pequeno, N. B.; Soto-Blanco, B. In vitro toxicity of poisoinous plants: evaluation
of hemolytic activity assay. Acta Scientiae Veterinariae, 2006. ISSN 1679-
9216.

Pereira, J. J.; Silva, Y. S.; Alves, F. M.; Bellei, P. M.; Viana, G. H. R.; Scopel, K.
K. G.; Andrade, B. P.; Bellei, J. C. B. Avaliagao in silico e in vivo do perfil de
metabolismo e toxicidade hepatica de alcaloides B-carbolinicos sintéticos com
prévia atividade antimalarica. HU Revista, vol 49, 2023.
Doi: https://doi.org/10.34019/1982-8047.2023.v49.42343.

Quintana, F. J.; Sherr, D. H. Aryl Hydrocarbon Receptor Control of Adaptive
Immunity. Pharmacological Reviews, 2013. Doi: 10.1124/pr.113.007823

Raghunath, A.; Sundarraj, K.; Nagarajan, R.; Arfuso, R.; Bian, J.; Kumar, A. P_;
Sethi, G.; Perumal, E. Antioxidant response elements: Discovery, classes,
regulation and potential applications. Redox Biology, 2018. Doi:
https://doi.org/10.1016/j.redox.2018.05.002.

Rakovitsky, N.; Temkin, E.; Hameir, A. ;Lurie-Weinberger, M.; Keren-Paz,
A.; Carmeli, Y. Zophobas morio larvae as a novel model for the study
of Acinetobacter virulence and antimicrobial resistance. Frontiers in
Microbiology. 2024. Doi: 10.3389/fmicb.2024.1375787

Ribeiro, I. M. M. Liquido da casca da castanha do caju (Anarcadium
occidentale L.) (LCC) e seus principais constituintes: atividades anti-
leishmania, toxicolégica e imunomoduladora. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias). Programa de P6s Graduagao em Tecnologias Aplicadas a Animais de
Interesse Regional. Universidade Federal do Piaui- UFPI, 2021.

Rim, K-T. In silico prediction of toxicity and its applications for chemicals at work.
Toxicol. Environ. Health Sci, 2020. Doi: 10.1007/s13530-020-00056-4

Rodrigues, G. S.; Avelino, J. A.; Siqueira, A. L. N.; Ramos, L. F. P.; Santos, G.
B. O uso de softwares livres em aula pratica sobre filtros moleculares de
biodisponibilidade oral de farmacos. Quim. Nova, Vol. 44, No. 8, 1036-1044,
2021. Doi: https://doi.org/10.21577/0100-4042.20170739 .

Rubsam, A.; Parikh, S.; Fort, P. Role of Inflammation in Diabetic Retinopathy.
International Journal of Molecular Sciences, 2018.
Doi: 10.3390/ijms19040942.

Saebo, |. P.; Bjoras, M.; Franzyk, H.; Helgesen, E.; Booth, J. A. Optimization of
the Hemolysis Assay for the Assessment of Cytotoxicity. International Journal
of Molecular Sciences, 2023. Doi: 10.3390/ijms24032914.

Sales, P. A. B.; Costa, A. S.; Oliveira, J. M. G.; Silva, K. R.; Costa, A. P. R.
Receptores de estrégeno e seus ligantes: uma breve revisdo. PUBVET,
Londrina, V. 8, N. 15, Ed. 264, Art. 1755, agosto, 2014.
Doi: https://doi.org/10.22256/pubvet.v8n15.1755

Santos, A. M. Proficiéncia do método alternativo ao uso de animais OECD
TG 491 para avaliagao de irritagao e corrosao ocular. Trabalho de concluséo


https://doi.org/10.34019/1982-8047.2023.v49.42343
https://doi.org/10.1124/pr.113.007823
https://doi.org/10.1016/j.redox.2018.05.002
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Rakovitsky%20N%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Temkin%20E%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Hameir%20A%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Lurie-Weinberger%20M%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Keren-Paz%20A%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Carmeli%20Y%22%5BAuthor%5D
https://doi.org/10.3389/fmicb.2024.1375787
https://doi.org/10.1007/s13530-020-00056-4
https://doi.org/10.21577/0100-4042.20170739
https://doi.org/10.3390/ijms19040942
https://doi.org/10.3390/ijms24032914
https://doi.org/10.22256/pubvet.v8n15.1755

74

de curso (Graduagdo em Farmacia). Universidade Federal de Santa Catarina,
2019.

Santos, V. L. A.; Gonsalves, A. A.; Araujo, C. R. M. Abordagem didatica para o
desenvolvimento de moléculas bioativas: regra dos cinco de Lipinski e
preparacao de heterociclo 1,3,4-oxadiazol em forno de micro-ondas domeéstico.
Quim. Nova, Vol. 41, No. 1, 110-115, 2018. Doi: https://doi.org/10.21577/0100-
4042.20170135 .

Shamsudin, N. F.; Ahmed, Q. U.; Mahmood, S.; Shah, S. A. A.; Khatib, A;;
Mukhtar, S.; Alsharif, M. A.; Parveen, H.; Zakaria, Z. A. Antibacterial Effects of
Flavonoids and Their Structure-Activity Relationship Study: A Comparative
Interpretation. Molecules, 2022. Doi: 10.3390/molecules27041149.

Silva, H. H. M.; Alves, M. H. P.; Gongalves, R. J. S.; Pereira, N. A.; Affonso, C.
R. G. Proposta de modificagdo molecular: analise de parametros fisico-quimicos,
farmacocinéticos e toxicologicos “in silico” de farmacos barbituricos. Research,
Society and Development, V. 11, n. 13, 2022. Doi:
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i13.35680.

Silva, L. R.; Martins, L. V.; Bantim, F. C. |.; Meireles de Deus, M. S.; Ferreira, P.
M. P.; Peron, A. P. Flavonoids: Chemical composition, medical actions and
toxicity. Acta toxicol. argent. Vol.23, N.1, 2015. ISSN 1851-3743.

Silva, K. U. D. O uso do ensaio Allium cepa para analise ecotoxicolégica de
corpos d’agua continentais do Rio Grande do Sul. Trabalho de Conclusao de
Curso (Bacharel em Ciéncias Biologicas). Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRS), 2021.

Silva, D. M.; Nunes, L. G. A.; Silva, N. P.; De Freitas, P. H. S.; Scio, E.; Tavares,
G. D.; Alves, I. A.; Costa, J. C. Anti-Inflammatory Activity and Acute Toxicity Of
Pereskia aculeata, In Zophobas morio Larvae. Chemistry & Biodiversity. 2024.
Doi: DOI: 10.1002/cbdv.202400686

Silva, M. G.; Furtado, M. M.; Osoério, A. T.; Morais, |. C. P. S.; Amaral, M. P. M.;
Coelho, A. G.; Arcanjo, D. D. A importancia dos ensaios de toxicidade para o
desenvolvimento e o registro de fitoterapicos no Brasil. Research, Society and
Development, V. 10, n. 12, e538101220137, 2021. Doi:
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i12.20137

Soeiro, J. E. M. Bioinformatica estrutural aplicada a bioprospec¢ao alvo
direcionada de compostos com potencial antitumoral. Trabalho de
conclusao de curso (Bacharelado em Ciéncias Biologicas). Universidade Federal
do Ceara (UFC), Fortaleza-CE, 2023.

Sousa, J. di P. S.; Feitosa, R. S.; Lira, B. S. M. M.; Medeiros, M. G. F., Carvalho,
A. L. M. Vegetable oils as skin penetration enhancer in topical and transdermal
anti-inflammatory formulations: an integrative review. Research, Society and
Development, [S. 1], v. 10, n. 12, p. 541101220308, 2021.
Doi: https://doi.org/10.33448/rsd-v10i12.20308



https://doi.org/10.21577/0100-4042.20170135
https://doi.org/10.21577/0100-4042.20170135
https://doi.org/10.3390/molecules27041149
https://doi-org.ez17.periodicos.capes.gov.br/10.1002/cbdv.202400686
https://doi.org/10.33448/rsd-v10i12.20308

75

Sousa, J. P. A.; Sousa, J. M. S.; Rodrigues, R. R. L.; Nunes, T. A. L.; Machado,
Y. A. A; Araujo, A, C.; Silva, I. G. M.; Cordeiro, K. B. B.; Bao, S. N.; Alves, M. M.
M.; Mendonga- Junior, F. J. B.; Rodrigues, K. A. F. Antileishmanial activity of 2-
amino-thiophene derivative SB-200. International Immunopharmacology. Vol
13, 2023. Doi: https://doi.org/10.1016/j.intimp.2023.110750.

Tagushi, N.; Hata, T.; Kamiya, E.; Kobayashi, A.; Aoki, H.; Kunisada, T.
Reduction in human hair graying by sterubin, an active flavonoid of Eriodictyon
angustifolium. Journal of Dermatological Science, 2018.
DOI: 10.1016/j.jdermsci.2018.11.002

Tan, M. E.; Li, J.; Xu, H. E.; Melcher, K.; Yong, E. Androgen receptor: structure,
role in prostate cancer and drug Discovery. Acta Pharmacologica Sinica, 2014.
Doi: https://doi.org/10.1038/aps.2014.18.

Tavarati, G.; Masoudian, N.; Gholamian, A. Evaluation of Medical Metabolites in
Boraginaceae Family. Journal of Chemical Health Risks, 2014.

Teixeira, M. H. S. Avaliagao in vitro da potencial atividade citotoxica e genotoxica
de metalocomplexos a base de rénio. Dissertacdo (Mestrado em genética e
bioquimica). Universidade Federal de Uberlandia — UFU. Uberlandia — MG, 2023.

Tonholo, D. R. Avaliagao da toxicidade in vitro e in vivo de moléculas
potencialmente terapéuticas. Dissertacdo (Mestrado em Analises Clinicas e
Toxicologicas). Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2018.

Ullah, A.; Munir, S.; Badshah, S. L.; Khan, N.; Ghani, L.; Poulson, B. G.; Emwas,
A. H.; Jaremko, M. Important Flavonoids and Their Role as a Therapeutic Agent.
Molecules, 2020. Doi: 10.3390/molecules25225243.

Valente, D.; Costa-Amaral, I. C.; De Carvalho, L. V. B.; Dos Santos, M. V. C.; De
Castro.; Rodrigues, D. R. F.; De Falco, A.; Silva, C. B.; Nogueira, S. M.;
Goncalves, E. S.; Moreira, J. C.; André, L. C.; Teixeira, L. R.; Sarcinelli, P. N;
Sisenando, H. A.; De Oliveira, M. S.; Pereira, J. A.; Mattos, R. C. O. C.; Larentis,
A. L. Utilizagdo de biomarcadores de genotoxicidade e expressdo génica na
avaliagao de trabalhadores de postos de combustiveis expostos a vapores de
gasolina. Revista Brasileira de Saude Ocupacional, 2017. Doi:
https://doi.org/10.1590/2317-6369000124415.

Vargas, F. S.; Almeida, P.; Boleti, A. P. A.; Pereira, M. M.; Souza, T. P.;
Vasconcellos, M. C.; Nunez, C. V.; Pohlit, A. M.; Lima, E. S. Antioxidant activity
and peroxidase inhibition of Amazonian plants extracts traditionally used as anti-
inflammatory. BMC Complementary and Alternative Medicine, 2016. Doi:
10.1186/s12906-016-1061-9.

Verma M.; Amresh, G.; Sahu, P. K.; Rao, C. V.; Singh, A. P. Pharmacological
evaluation of hyperin for antihyperglycemic activity and effect on lipid profile in
diabetic rats. Indian J Exp Biol. 2013. PMID: 23441481.

Vian, M.; Raitano, G.; Roncaglioni, A.; Benfenati, E. In silico model for
mutagenicity (Ames test), taking into account metabolismo. Mutagenesis, vol 34,
ed 1, 2019. Doi: 10.1093/mutage/gey045.


https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/journal/international-immunopharmacology
https://doi.org/10.1016/j.intimp.2023.110750
https://doi.org/10.1016/j.jdermsci.2018.11.002
https://doi.org/10.1038/aps.2014.18
https://doi.org/10.3390/molecules25225243
https://www.scielo.br/j/rbso/a/xSNGF5q3TtmHCZmkfY8PxCm/
https://doi.org/10.1590/2317-6369000124415

76

Vieira, D. D.; Conceigao, A. S.; Melo, J. |I. M.; Stapf, M. N. S. A familia
Boraginaceae sensu lato na APA Serra Branca/Raso da Catarina, Bahia, Brasil.
Rodriguésia 64 (1), Mar, 2013. https://doi.org/10.1590/S2175-
78602013000100013.

Viswanathan, S.; Subramanian, K.; Ramesh, V.; Vashanti, A. H. R. Insights from
molecular network analysis to docking of sterubin with potential targets.
Bioinformation, vol 19, 2023. Doi: 10.6026/973206300191184.

Walker, J.; Reichelt, K. V.; Obst, K.; Widder, S.; Hans, J.; Krammer G. E.; Ley, J.
P.; Somoza, V. Identification of an anti-inflammatory potential of Eriodictyon
angustifolium compounds in human gingival fibroblastos. Food & Function,
issue 7, 2016. Doi: 10.1039/c6fo00482b.

Wang, M.; Zhao, J.; Avula, B.; Lee, J.; Upton, R.; Khan, I. A. Chemical
characterization and quantitative determination of flavonoids and phenolic acids
in yerba santa (Eriodictyon spp.) using UHPLC/DAD/Q-ToF. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis. Vol 234, 2023.
Doi: 10.1016/j.jpba.2023.115570

Xavier, Y. K. S.; Sobreira, R. C. B.; Junior, J. B. S.; Dos Santos, E. R. S. L.; Lima,
M. I. A.; Ferreira, A. M. M. S.; Souza, C. S. V.; Souza, F. A.; Silva, M. S.; De
Souza, I. A.; Maia, C. S. Phytochemical Investigation and Evaluation of Hemolytic
and Toxicological Activity of the ethanol extract obtained from the mixtureof seeds
and pods of Caesalpinia echinata Lam. Brazilian Journal of Development,
Curitiba, v. 7, n. 3, p. 27341-27352 mar. 2021. D0i:10.34117/bjdv7n3-441.

Xie, R.; Li, B.; Jia, L.; Li, Y. Identification of Core Genes and Pathways in
Melanoma Metastasis via Bioinformatics Analysis. International Journal of
Molecular Sciences, 2022. Doi: 10.3390/iims23020794

Xiong, G.; Wu, Z.; Yi, J.; Fu, L.; Yang, Z.; Hsieh, C.; Yin, M.; Zeng, X.; Wu, C.;
Lu, A.; Chen, X.; Hou, T.; Cao, D. ADMETIab 2.0: an integrated online platform
for accurate and comprehensive predictions of ADMET Properties. Nucleic
Acids Research. Volume 49, Edicado W1, 2 de julho de 2021, Paginas W5-W14.
Doi: https://doi.org/10.1093/nar/gkab255.

Yu, X. Prediction of chemical toxicity to Tetrahymena pyriformis with four-
descriptor models. Ecotoxicology and Environmental Safety, Vol. 190, 2020.
Doi: https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2019.110146

Zhang, H.; Zhou, Y.; Xing, Z.; Sah, R. K.; Hu, J.; Hu, H. Androgen Metabolism
and Response in Prostate Cancer Anti-Androgen Therapy Resistance. Int. J.
Mol. Sci. 2022, 23, 13521. Doi: https://doi.org/10.3390/ ijms232113521.

Zheng, M.; Liu, C.; Pan, F.; Shi, D.; Zhang, Y. Antidepressant-like effect of
hyperoside isolated from Apocynum venetum leaves: Possible cellular
mechanisms. Phytomedicine. 2012 Doi:
https://doi.org/10.1016/j.phymed.2011.06.029.

Zhu, Z.; Bao, Y.; Yang, Y.; Zhao, Q.; Li, R. Research Progress on Heat Stress
Response Mechanism and Control Measures in Medicinal Plants. International
Journal of Molecular Sciences, 2024. DOI: 10.3390/iims25168600.



https://doi.org/10.1590/S2175-78602013000100013
https://doi.org/10.1590/S2175-78602013000100013
https://doi.org/10.6026/973206300191184
https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/journal/journal-of-pharmaceutical-and-biomedical-analysis
https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/journal/journal-of-pharmaceutical-and-biomedical-analysis
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2023.115570
https://doi.org/10.3390/ijms23020794
https://doi.org/10.1093/nar/gkab255
https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/journal/ecotoxicology-and-environmental-safety
https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/journal/ecotoxicology-and-environmental-safety/vol/190/suppl/C
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2019.110146
https://www.sciencedirect.com/journal/phytomedicine
https://doi.org/10.1016/j.phymed.2011.06.029
https://doi.org/10.3390/ijms25168600

77



