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O presente trabalho tem como objetivo avaliar a toxicidade in silico do monoterpeno

verbenona. A avaliacdo da toxicidade in silico foi realizada usando o software gratuito

AdmetSAR®, por meio do qual se analisou os seguintes parametros: Potencial Mutagénico
AMES, Toxicidade Oral Aguda (TOA), Potencial Carcindgeno (PC) e Carcinogenicidade

(Car). A verbenona ndo apresentou potencial mutagénico pelo teste de AMES, assim como

demonstrou ndo ser carcinogénica ou carcinégena e sobre a Toxicidade Oral Aguda, foi

classificada na categoria Ill, segundo dados da USEPA, o que significa que a DL50 varia

entre 500-5000mg/kg. Portanto, conclui-se que o monoterpeno verbenona ndo é mutagénico,

carcindgeno ou carcinogénico e apresentou indice de Toxicidade Oral Aguda moderada. Isto

é, de acordo com o teste in silico, trata-se de uma substancia viavel para uso em humanos.

Palavras-chave: Toxicidade; Bioquimica; Fitoterapia.
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Abstract

The present work aims to evaluate the in silico toxicity of the monoterpene verbenone. The in
silico toxicity assessment was performed using the free software AdmetSAR®, through which
the following parameters were analyzed: AMES Mutagenic Potential, Acute Oral Toxicity
(TOA), Carcinogenic Potential (PC) and Carcinogenicity (Car). Verbenone did not show
mutagenic potential by the AMES test, as well as being non-carcinogenic or carcinogenic and
on Acute Oral Toxicity, it was classified in category Ill, according to USEPA data, which
means that the LD50 varies between 500-5000mg/kg. Therefore, it is concluded that the
monoterpene verbenone is not mutagenic, carcinogenic or carcinogenic and presented a
moderate acute oral toxicity index. That is, according to the in silico test, it is a viable
substance for use in humans.

Keywords: Toxicity; Biochemistry; Phytotherapy.

Resumen

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la toxicidad in silico de la verbenona
monoterpene. La evaluacion de toxicidad in silico se realizo utilizando el software gratuito
AdmetSAR®, a traves del cual se analizaron los siguientes parametros: potencial mutagénico
de AMES, toxicidad oral aguda (TOA), potencial carcinogénico (PC) y carcinogenicidad
(automavil). La verbenona no mostré potencial mutagénico en la prueba AMES, ademas de
no ser carcinogénica o cancerigena y con toxicidad oral aguda, se clasifico en la categoria I,
segun los datos de USEPA, lo que significa que la DL50 varia entre 500-5000 mg/kg. Por lo
tanto, se concluye que la monoterpeno verbenona no es mutagénica, cancerigena o
cancerigena y presenta un indice moderado de toxicidad oral aguda. Es decir, segun la prueba
in silico, es una sustancia viable para su uso en humanos.

Palabras clave: Toxicidad; Bioguimica; Fitoterapia.

1. Introducéo

Desde os primeiros registros de existéncia da humanidade, os recursos provenientes do
reino vegetal sdo utilizados e, por isso, essenciais para o desenvolvimento da sociedade e das
civilizacbes (Dias et al., 2017). As plantas medicinais fornecem matéria-prima para a
fabricacdo de drogas, além de serem utilizadas como agentes terapéuticos alternativos (Zhan
& Zhou, 2003).
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Historicamente falando, as plantas medicinais foram utilizadas em praticamente todas
as antigas civilizagdes (Eldin & Dunford, 2001). Portanto, € inegavel o fato de que a
utilizacdo das plantas, como medicamento, € tdo antiga quanto o proprio homem (Martins et
al., 2000).

Diante das limitagdes financeiras das comunidades mais carentes, a fitoterapia surge
como uma alternativa, j& que os medicamentos industrializados possuem um maior custo.
(Francisco, 2010).

Segundo informagdes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), atualmente, a
principal opcao terapéutica advém do uso de plantas medicinais para aproximadamente 80%
da populacdo mundial (Pinto et al., 2002).

Porém, a sociedade culturalmente desenvolveu a ideia de que todo produto natural é
seguro e isento de efeitos colaterais (Newman & Cragg, 2007). Mas, 0s medicamentos
fitoterapicos também sdo capazes de acarretar efeitos adversos e possuem contraindicacgdes.
Portanto, é imprescindivel conhecer a fundo seus principios ativos (Soyama, 2007). Ou seja,
deve ser dada a devida aten¢do ao uso indiscriminado e desorientado de plantas com
finalidade terapéutica, dada a incidéncia de espécies com registro de toxicidade e
contraindicacdes de uso (Lorenzi & Matos, 2002).

Assim como a avaliacdo do efeito bioldgico de um vegetal, também sdo importantes os
ensaios toxicoldgicos, como mais um parametro para garantir a seguran¢a no seu uso. A
analise toxicoldgica realiza a previsdo de possiveis niveis seguros de ingestdo das substancias,
tracando os seus possiveis efeitos colaterais que podem surgir no homem ap0s sua
administracdo. Por isso, a toxicologia se torna indispensavel nos processos investigativos
(Moura et al., 2012).

Das primeiras evidéncias cientificas até a comercializacdo de um novo medicamento
no mercado é um processo demorado e oneroso, pois é preciso a comprovacao de sua eficacia
e seguranca. Nessa perspectiva, as abordagens in silico sdo uma excelente op¢éo, uma vez que
economiza tempo e 0s gastos necessarios para trazer um medicamento para 0 mercado. Ao
tornar os perfis de absorgéo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET)
previsiveis, tem como resultado um processo de descoberta e desenvolvimento de
medicamentos mais rapido e simplificado (Wang et al., 2015).

A expressdo “toxicidade in silico” refere-se a dados computacionais, célculos
matematicos ou analise cientifica de informacbes de substancias quimicas através de
ferramentas de informéatica que os anélise e faca a predicdo de uma possivel atividade

toxicoldgica (Kavlock et al., 2008).
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Os terpenos sdo metabdlitos secundarios de plantas e podem formar classes com
caracteristicas estruturais e funcionais distintas, formadas a partir de cinco unidades carbono
(C5), chamado de isopreno. Os principais terpenos sdo: monoterpenos (C10) e sesquiterpenos
(C15), porém também existe os hemiterpenos (C5), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e
tetraterpenos (C40). Os monoterpenos sdo formados a partir da unido de duas unidades de
isopreno (C10) (Bakkali et al., 2008).

Verbenona é um composto organico natural, classificado como um terpeno, presente
em varias espécies de plantas. E componente do 6leo essencial de espécies de alecrim tais
como Rosmarinus officinalis L., Verbena triphylla e Eucalyptus globulus (Atti-Santos et al.,
2005; Miyazawa; Sugie & Shimada, 2003). Verbenona também é encontrada no oOleo
essencial de Piper aleyreanum e Lippia sidoides e tem demonstrado atividades
farmacoldgicas como antinociceptiva, anti-inflamatoria e inibindo formacdo de ulcera.
(Guimaraes et al., 2014; Lima et al., 2012).

Com base nisso, este trabalho tem como objetivo avaliar a toxicidade in silico do
monoterpeno verbenona, uma vez que ele possui importantes atividades farmacoldgicas ja
elucidadas cientificamente e se encontra em plantas medicinais testadas na literatura e

amplamente usadas na medicina popular.

2. Metodologia

O estudo é caracterizado como uma pesquisa aplicada, experimental e quantitativa. A
descricdo realizada por Silva, Lopes & Junior (2014), revela que pesquisa quantitativa é
realizada através de coleta dos dados por meio do uso de medicOes de valores, a mensuragdo
feita atraves de numeros com suas respectivas unidades. Logo, a aplicacdo desse método faz-
se necessaria para verificagdo dos resultados obtidos a partir dos objetivos propostos no

estudo.

2.1 Substéncia-teste
As informagbes quimicas iniciais do composto Verbenona foram obtidas no site
gratuito Pubchem® (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

2.2 Teste toxicoldgico in silico
A determinagéo da toxicidade preditiva da molécula Verbenona foi realizado através
de um estudo in silico usando o software gratuito AdmetSAR®. Essa ferramenta pode ser



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Research, Society and Development, v. 9, n. 6, e43963455, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i6.3455

acessada pelo enderego: (http:Immed.ecust.edu.cn\admetsarl)). Na analise foi feita a
observacdo de quatro parametros: Potencial Mutagénico AMES, Toxicidade Oral Aguda
(TOA), Potencial Carcinogeno (PC) e Carcinogenicidade (Car) (Souza, 2015).

2.3 AdmetSAR

A ferramenta admetSAR utiliza banco de dados aberto seu sistema de pesquisa atraves
de texto e estrutura molecular, constantemente atualizado realiza a coleta, organizacdo e
geréncia dados de propriedades com relacdo a (Absor¢do, Distribuicdo, Metabolizacgéo,
Excrecdo e Toxicidade - ADMET) disponiveis na literatura publicada. Este banco de dados
fornece uma interface simples para consultar de perfil quimico especifico, usando o nimero
de registro no Chemical Abstract Service - CAS, o0 nome comum ou a similaridade de
estrutura (Cheng et al., 2012).

3. Resultados e Discussao

Para a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), medicamento fitoterapico
é aquele fabricado somente com matérias-primas de origem vegetal, com qualidade constante
e passivel de ser reproduzida. Seus riscos e eficacia devem ser obrigatoriamente embasados
em levantamentos etnofarmacoldgicos, documentagdes técnico cientificas em publicacdes ou
ensaios clinicos (Nicoletti et al., 2007).

Em 2006, foi dado um importante passo para o avango da fitoterapia no Brasil. O
Governo Federal, por meio da Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) adicionou algumas préticas integrativas e complementares (PIC) ao Sistema Unico
de Saude (SUS), entre elas esta a Fitoterapia. O objetivo dessa inclusdo ¢ o aumento da
resolubilidade do sistema de saude brasileiro e a0 mesmo tempo, a ampliacdo do acesso da
populacdo as PIC, de forma a assegurar qualidade, eficacia, eficiéncia e seguranga no uso
(Barros, 2006).

Portanto, fica claro que antes de serem utilizadas pela populagéo, as plantas medicinais
devem ser objeto de estudo e avaliacdo de suas propriedades, para que no final se chegue a
formulaces com indicacgdes de uso seguro e adequado (Maciel et al., 2002).

Durante estudo e avaliagdo das propriedades dos constituintes de uma planta, um dos
principais desafios para o desenvolvimento de farmacos é a avaliacdo de sua toxicidade em
seres humanos (Drews, 2003). Nesse contexto, a informatica e a computacdo se mostram

oportunas por permitir de forma rapida a deteccdo de moléculas com problemas e assim,




Research, Society and Development, v. 9, n. 6, e43963455, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i6.3455

direcionar a pesquisa no estudo de moléculas com maior potencial (Collins et al., 2003;
Hansch et al., 2004; Troullier et al., 2002).

Nessa intencdo, 0s ensaios in silico merecem destaque, pois tem se notado avancos
significativos nas areas de correlacdo, predicdo, simplificacdo e automatizacdo, dentre outros
aspectos igualmente relevantes. Os modelos farmacologicos de Absorgdo, Distribuicgdo,
Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade (ADMET) in silico, quando comparados aos ensaios
experimentais tradicionais, apresentam uma aplicabilidade maior para atender a enorme
demanda gerada na triagem em larga escala de novas moléculas com possiveis propriedades
promissoras (Bajorath, 2004).

A andlise da toxicidade revelou que durante os 14 dias de observacdo ndo houve morte
dos camundongos tratados nas doses de 200 e 250mg/kg. Doses superiores revelaram um
percentual de morte: 350 mg/kg (33,3%), 500mg/kg (50%), 600 mg/kg (83,3%) e 700mg/kg
(100%) O valor da DL50 calculada para (1S)-(-)-verbenona foi de 438,9 mg/kg (371,8 —
518,1 + E.P.M.).

De acordo com a avaliacdo da toxicidade in silico realizada no presente estudo atraves
do software AdmetSAR®, sobre a Toxicidade Oral Aguda (TOA), o monoterpeno verbenona
foi classificado na categoria Il segundo a USEPA (Agéncia de Protecdo Ambiental
Americana), o que significa que a DL50 (dose necessaria de verbenona para matar 50% de
uma populacdo em teste) é superior a 500mg/kg e inferior a 5000mg/kg.

As demais categorias I, 1l e IV contém, respectivamente, os compostos com valores de
DL50 inferior ou igual a 50 mg/kg, compostos com DL50 valores superiores a 50 mg/kg e
inferior a 500 mg/kg e compostos com DL50 valores superiores a 5000 mg/kg, de acordo com
a USEPA.

Com relagdo ao Potencial Carcindgeno (PC), a verbenona ndo é carcindgena. N&o
demonstrou potencial mutagénico (AMES) e ndo apresentou valor relevante no que se trata de
carcinogenicidade (Car). Os dados da analise acima discutidos estéo representados na Tabela
1.
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Tabela 1 - Resultado da avaliacao da toxicidade in silico do monoterpeno verbenona.

Teste Resultado Probabilidade
TOA Classificacdo 11l segundo a Agéncia de Protecdo 0,7560
Ambiental Americana (USEPA)

PC N&o carcinogénico 0,7742
Car - 0,4705
AMES N&o mutagénico 0,9454

- (ndo relevante). Fonte: Autor proprio, 2020

Existe uma série de 0leos essenciais com contraindicacdes de uso em criangas menores
de seis anos de idade, devido a possibilidade de reacdes de toxicidade. Entre eles esta o 6leo
essencial de Rosmarinus officinalis quimiotipos camphor e verbenona, por apresentarem
cetonas em sua composicao (Cunha et al., 2012).

Melo (2017) avaliou a toxicidade aguda de (1S)-(-)-verbenona, administrada em
camundongos via intraperitoneal. Dividiu entdo a populacdo de camundongos em cinco
grupos de 12 animais (6 machos e 6 fémeas) e cada um dos grupos recebeu uma respectiva
dose, sendo elas 250, 350, 500, 600 e 700mg/kg. Em um grupo foi administrado uma solucao
de tween 80 a 5% (veiculo) para servir de parametro ao grupo experimental. Os animais
sobreviventes apds a administragdo foram observados diariamente durante 14 dias, sendo

registrado o numero de morte destes animais.

4. Concluséo

Tendo em vista os resultados obtidos, conclui-se que o0 monoterpeno Verbenona, além
de apresentar promissoras atividades farmacoldgicas, revelou por meio da avaliagdo in silico
ndo ser mutagénico, carcindgeno ou carcinogénico e apresentou indice de Toxicidade Oral
Aguda moderada. Portanto, de acordo com o teste in silico, trata-se de uma substancia viavel
para uso em humanos.

Entretanto, se faz necessario maiores detalhes do perfil de toxicidade da molécula
Verbenona, o estudo in silico a torna candidata para maiores pesquisas sobre seu perfil
toxicologico realizado através de estudos in vitro e in vivo. Assim podera ser elucidado
maiores detalhes do mecanismo molecular em interac6es nos diferentes tipos de ambiente
bioldgico, tornando a Verbenona uma molécula candidata a um futuro e possivel

fitoconstituintes.
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