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RESUMO 

 

Os produtos naturais são fontes importantes na descoberta de substâncias ou compostos 

com atividades biológicas e tem contribuído substancialmente para inclusão de novos 

produtos nos mercados farmacêutico, cosmético, de aditivos entre outros. Os óleos 

essenciais e seus constituintes podem apresentar-se como uma inestimável fonte de 

compostos bioativos que contribuem para desenvolvimento de novos produtos destes 

mercados. A presente tese objetivou verificar a atividade tóxica do óleo essencial de 

Chenopodium ambrosioides, e seu constituinte isolado, o α-terpineno, contra Drosophila 

melanogaster, registrar o efeito sobre contração de coronária de suínos, além de determinar 

possíveis mecanismos desse efeito tóxico e ação α-terpineno sobre bombas de efluxo 

presentes em cepas de Staphylococcus aureus. Os testes de relacionado à toxicidade foram 

os testes de sobrevivência e geotaxia negativa com exposição a substância por fumigação, 

os testes de micro diluição, com cepas contendo bomba de efluxo, com brometo de etídio 

foram realizados para verificar interferência nas bombas pelo α-terpineno. Tanto o óleo de 

Chenopodium ambrosioides, quanto o α-terpineno apresentaram toxicidade contra a D. 

melanogaster, sendo este primeiro mais eficiente. O relaxamento da contração foi 

registrado tanto para o óleo essencial de C. ambrosioides. O α-terpineno não apresentou 

atividade antibacteriana quando isolado, a diminuição da concentração inibitória mínima 

dos antibióticos nas cepas 1199B, K2068 e K4100. Assim, podemos observamos que óleo 

essencial de Chenopodium ambrosioides e seu constituinte (α-terpineno) apresentaram 

efeito toxico sobre a mosca da fruta, efeito miorrelaxante sobre artéria coronária de porco  e 

o α-terpineno, especificamente efeito modulador de alguns antibióticos e por isso devem ser 

estudados mais profundamente, pois são uma fonte promissora de produtos que possuem 

bioatividades de grande relevância. 

 

 

Palavras-Chave: Atividade biológica; Produtos naturais; toxicidade, vasorelaxamento, 

antibacteriano. 
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ABSTRACT 

 

Natural products are important sources in the discovery of substances or compounds with 

biological activities and have substantially contributed to the inclusion of new products in 

the pharmaceutical, cosmetic, additives and other markets. Essential oils and their 

constituents can be an invaluable source of bioactive compounds that contribute to the 

development of new products in these markets. The present thesis aimed to verify the toxic 

activity of the essential oil of Chenopodium ambrosioides, and its isolated constituent, α-

terpinene, against Drosophila melanogaster, to register the effect on swine coronary 

contraction, in addition to determining possible mechanisms of this toxic effect and α 

action -terpinene on efflux pumps present in Staphylococcus aureus strains. Toxicity-

related tests were survival tests and negative geotaxis with exposure to the substance by 

fumigation, micro-dilution tests with strains containing efflux pump, with ethidium 

bromide were performed to verify interference in the pumps by α-terpinene. Both 

Chenopodium ambrosioides oil and α-terpinene showed toxicity against D. melanogaster, 

the latter being more efficient. The relaxation of contraction was recorded for both the 

essential oil of C. ambrosioides. α-terpinene did not show antibacterial activity when 

isolated, decreasing the minimum inhibitory concentration of antibiotics in strains 1199B, 

K2068 and K4100. Thus, we can observe that Chenopodium ambrosioides essential oil and 

its constituent (α-terpinene) had a toxic effect on the fruit fly, myorelaxant effect on the 

porcine coronary artery and α-terpinene, specifically a modulating effect of some 

antibiotics and therefore should be studied more deeply, as they are a promising source of 

products that have highly relevant bioactivities. 

 

 

 

Keywords: Biological activity; Natural products; Toxicity; Vasorelaxation, Antibacterial 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1 Introdução Geral 

A busca por produtos com atividade biológica e/ou farmacológica tem se voltado 

cada vez mais para substâncias de origem natural, que podem ser utilizadas in natura de 

forma direta como fitoterápico, seja pela população ou em formulações preparada pela 

indústria. Além disso, seus constituintes podem ser isolados e passar por alterações 

estruturais como o objetivo de torná-las mais eficazes, biodisponíveis e/ou seguras. Em 

resumo, melhorando a relação farmacocinética e farmacodinâmica. Dentre as grandes 

famílias de metabólitos secundários oriundos de produtos naturais destaca-se os terpenóides 

que tem apresentado propriedades biológicas promissoras, sendo amplamente utilizados na 

indústria farmacêutica, de cosméticos e de saneantes. Assim, a pesquisa de novas atividades 

biológicas promovidas por terpenóides é de interesse científico e comercial. 

Os terpenóides são resultados do metabolismo vegetal, e são subdivididos em 

diversos subtipos chegando a mais de 36.000 moléculas já relatadas, esta classe não é 

apenas numerosa, mas também apresentam grande variabilidade estrutural como presença 

dos mais diversos grupos funcionais. Essa condição fornece a esta classe uma grande 

diversidade de ações dentre as quais posso citar: anti-edematogênica, anti-inflamatório e 

anti-hipertensiva (ASHOUR; WINK; GERSHENZON, 2018; RAMOS et al., 2020). Tais 

atividades precisam ser testadas através de ensaios em animais que exigem autorização para 

execução, como as regulamentadas pela lei Arouca (Lei Federal nº 11.794/08). Com a 

possibilidade da utilização de métodos alternativos essas autorizações não são exigidas e 

muitas informações importantes são geradas sobre atividades tóxica, biológica e/ou 

farmacológica dos produtos em análise, sejam substâncias isoladas ou seus compostos 

originais, no caso de óleos essenciais ou extratos. Esse tipo de estudo, com métodos 

alternativos, produz informações diversas e importantes que podem otimizar os testes que 

utilizam cordados.  

Existem diversos métodos alternativos que não precisam da utilização direta de 

animais, e estes podem ser classificados em testes ex vivo, in vitro e in silico, promovendo a 

substituição de animais cordados por outras espécies que estão isentas de regulação e que 

geralmente apresentam melhor manejo e menor custo de manutenção. Assim, almejo obter 

respostas sobre os efeitos de terpenos em Drosophila melanogaster, como método de 

substituição, e compreender como representantes desta classe de metabólitos secundários 

interagem com este modelo experimental e quais alterações podem promover e que efeitos 

podem ser observados. Testes in vitro com micro-organismo (bactérias) foram realizados 
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para obter informações sobre concentrações bactericidas e interações entre o terpeno 

testado e antibióticos e sua interferência em mecanismo de resistência (bomba de efluxo).  

Os testes ex vivo, serviram de subsídio para importantes informações sobre a 

ação em músculo liso, mais especificamente na capacidade de promover relaxamento após 

contração induzida por potássio e serotonina, em artéria coronária de porco. Todos os 

métodos citados até aqui são métodos alternativos e que são isentos de autorizações 

previstas em lei para sua execução, mas não tem a capacidade de substituir os testes como 

animais cordados, e sim de complementar informações e promover o princípio dos 3R’s (1; 

redução (Reduction), 2; refinamento (Refinement) e 3; substituição (Replacement). 

Portanto, o objetivo foi verificar a toxicidade do óleo essencial de Chenopodium  

ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants (Chenopodiaceae) e α-terpineno contra 

Drosophila melanogaster, além de produzir o maior número de informações relevantes 

sobre os métodos alternativos utilizados no desenvolvimento deste trabalho, sendo estas 

aptas a formar um arcabouço que irá fundamentar a utilização de testes alternativos com 

objetivo de baratear, agilizar e ser mais eficiente e seguro na busca por substâncias com 

atividades biológicas. 

1.2 Estratégias de pesquisa 

As bioatividades de compostos complexos ou isolados, sejam eles naturais, 

semissintéticos ou totalmente sintéticos, são verificadas buscando o uso clínico por ensaios 

de modelagem computacional, in vitro, in vivo usando animais, ensaios pré-clínicos, e 

posteriormente realizados testes clínicos em seres humanos. (TEAGUE; VALKO, 2017). 

Esta sequência está relacionada com a determinação de doses seguras, vias de 

administração, posologia e efeitos esperados, portanto, um estudo amplo de 

farmacocinética e farmacodinâmica a fim de tornar a utilização da substância segura e 

eficaz (DICKSON; GAGNON, 2004). Entretanto, a utilização de animais cordados nestes 

ensaios pré-clínicos deve ser cada vez mais regulamentada para que ocasione o mínimo 

possível de sofrimento para os animais e para esse proposito a teoria dos 3R’s (do inglês 

Reduction, Replacement and Refinement – Redução, Substituição e Refinamento) 

(GRUBER; HARTUNG, 2004) tem sido utilizada como base. 

Os testes ex vivo, in vitro e in silíco de substituição de cordados por não-cordados 

tem se apresentado como ferramentas importantes na produção de informações que 

contribuem para a melhor utilização dos cordados, promovendo assim testes pré-clínicos 

mais precisos e refinados, que utilizam um números menor de animais (DOKE et al., 2015). 

A Drosophila melanogaster é um modelo que apresenta-se com baixo custo de 

manutenção, exigência de pouco espaço e fácil manipulação, podendo fornecer dados 

importantes sobre a toxicidade de substâncias, além de servir de modelos para diversas 
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doenças neurodegenerativas (BOLUS et al., 2020; LAMBRECHTS; FABER; SIBON, 

2017).  

Os efeitos tóxicos podem ser inicialmente avaliados pelos testes de sobrevivência 

das moscas à exposição à substância, sendo possível determinar a sua concentração letal 

média, além de ser possível verificar a capacidade da substância de promover alterações na 

capacidade locomotora dos insetos. O efeito tóxico está relacionado diretamente ao estresse 

oxidativo que pode ser mensurado por testes de lipoperoxidação, espécies reativas de 

oxigênio, tióis não proteicos, e tióis proteicos e testes enzimáticos de glutationa S-

transferase (GST), catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD) de acordo com métodos 

descritos anteriormente (DA CUNHA et al., 2015; FRANCO et al., 2009).  

Alterações na fisiologia do músculo liso são fatos relevantes pois o controle do 

tônus dessa musculatura regula o funcionamento de vários sistemas fundamentais à vida. A 

contração ou relaxamento do músculo liso depende de muitos mecanismos e podem ser 

regulados por controle central, químico e físico. No exemplo do sistema circulatório, os 

vasos apresentam um tônus que é responsável por grande parte do controle pressórico. 

Ações sobre estes músculos implicam em respostas biológicas significantes, então testes 

que usam tecidos com capacidade de contração e relaxamento auxiliam na determinação da 

potencial toxicidade da substância, uma vez que, substâncias capazes de promover tanto a 

contração como relaxamento dos músculos lisos de forma irreversível, possuem a 

possibilidade causar os mesmos efeitos in vivo gerando alterações consideráveis na 

homeostasia do animal testado, podendo levar até a morte (PEREIRA-GONÇALVES et al., 

2018). 

Os testes de atividade antibacteriana podem indicar se a substância em teste 

apresenta efeito antibacteriano de forma isolada ou associada a antibióticos, além de 

evidenciar se existe alguma influência sobre bombas de efluxo, que é um dos mecanismos 

de resistência aos antibióticos presente em diversas estirpes de bactérias. Os testes de micro 

diluição fornecem a Concentração Inibitória Mínima (CIM) da substância testada e como 

ela se comporta quando em associação com antibióticos ou com outros antimicrobianos 

(LIMAVERDE et al., 2017).  

Por fim, os resultados dos testes microbiológicos esclarecem se a substância 

possui atividade antibacteriana e como a mesma comporta-se na presença de antibióticos, 

possibilitando a investigação de como a substância pode interagir com mecanismos de 

resistência bacterianos, como bombas de efluxo. Com os testes de mortalidade, geotaxia 

negativa e determinação da concentração letal média é possível verificar o potencial tóxico 

da substância em estudo. Os ensaios de determinação bioquímica fornecem dados capazes 

de elucidar os mecanismos desencadeados por efeitos tóxicos e que também podem ser 
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evidenciados nos testes ex vivo, quando é observado o feito de contração ou relaxamento 

irreversível.  

1.3 Estrutura da tese 

A tese foi desenvolvida no decorrer do tempo do doutoramento, 2017 – 2021, no 

Programa de Pós-Graduação em Química Biológica da Universidade Regional do Cariri, e 

versará sobre atividades tóxica e biológicas de terpenos isolados ou constituintes de óleo 

essencial mensuradas através de métodos alternativos que irão fornecer informações para 

seleção e realização de testes com animais de forma mais eficiente e com mais 

fundamentação para solicitação de autorização para realização de testes em outros modelos. 

A tese possui 4 capítulos, onde cada um relata dados e informações sobre a 

utilização de produtos naturais complexos ou terpenos isolados com atividade biológica e 

como essas atividades podem ser registradas por alguns métodos alternativos, evidenciando 

o efeito tóxico sobre determinados organismos, a ação sobre tecidos ex vivo e como essas 

informações podem contribuir para tornar etapas futuras mais eficientes, rápidas e baratas. 

A primeira parte da tese traz informações sobre os questionamentos que 

estimularam o desenvolvimento da mesma. Mostrando a necessidade da discussão sobre a 

utilização de testes alternativos ao uso de animais e como eles podem contribuir para 

avanço de pesquisas que buscam comprovar atividades biológicas e/ou farmacológicas das 

mais diversas substâncias, sejam naturais ou sintéticas, simples ou complexas.  

O Capítulo I é constituído pela fundamentação teórica para embasar a discussão 

sobre os questionamentos levantados e auxiliar na elaboração dos capítulos seguintes. Essa 

fundamentação teórica relata informações pertinentes sobre produtos naturais e terpenóides, 

mostrando a disponibilidade e alguns usos, explanação sobre métodos alternativos ao uso 

de animais tendo como base o princípio dos 3R’s, sobre modelos como a Drosophila 

melanogaster e testes que podem ser realizados, testes ex vivo, e demais tópicos relevantes 

que contribuem para o desenvolvimento do trabalho. 

O Capítulo II apresenta-se como um artigo, que foi publicado na revista 

Molecules, que trata dos testes de capacidade de reversão de contração do músculo liso, 

promovida por potássio e serotonina, do óleo essencial de Chenopodium ambrosioides, que 

apresenta o α-terpineno como constituinte majoritário, e a atividade tóxica destes sobre o 

modelo de Drosophila melanogaster. (Molecules – Current Impact Factor 2020: 4.411, 

Qualis Ciências Biológicas II – B1, CiteScore 2020 – 4.7) 

O Capítulo III trata-se de um manuscrito, em que testes microbiológicos com 

bactérias, verificam a existência da atividade bactericida do α-terpineno e como ele interage 

em associação como determinados antibióticos frente a bactérias, com e sem mecanismo de 

resistência, além de observar o efeito tóxico da substância contra Drosophila melanogaster. 
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Submetido à Microbial Pathogenesis. (Current Impact Factor 2020: 2.914, Qualis Ciências 

Biológicas II – B2, CiteScore 2020 – 5.6) 

As considerações finais, Capítulo IV, relatam a associações das evidências 

produzidas durante o desenvolvimento da tese e as conclusões que poderão ser feitas como 

base nelas, além da possibilidade de investigações futuras envolvendo o objeto em estudo. 
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2. CAPÍTULO I: FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

A busca por conforto, comodidade e segurança fez o homem incorporar novos 

hábitos como procurar cavernas, que forneciam abrigo e segurança fazendo assim uma 

mudança na forma de vida. Essas mudanças também são observadas em outras áreas como 

no cuidado com a saúde e bem-estar através da utilização de vegetais como alternativa para 

reestabelecer a saúde ou como estimulantes, um exemplo dessa estimulação, é o hábito de 

mascar folhas de coca pelos povos pré-colombianos há mais de 8 mil anos (MORTIMER, 

1974). Esse hábito de consumo de vegetais, e outros produtos encontrados na natureza, 

como o objetivo de melhorar o bem-estar ou reestabelecer a saúde provavelmente foi 

adquirido pela observação de animais que tinham esse costume, esse conhecimento foi 

denominado de Zoofarmacognosia (ÁLVARO, M. M. et al., 2019; MUKHERJEE, J. R.; 

CHELLADURAI; RONALD, 2011).  

Com a evolução dos conhecimentos para separação e isolamento de constituintes 

e da química orgânica, mais especificamente da síntese e semi-síntese orgânica, os 

medicamentos passaram a ser constituídos, geralmente, por remédios que possuem uma 

única droga, que é definida como substância quimicamente esclarecida, concentração 

padronizada e efeito terapêutico estabelecido e validado (BLAKEMORE et al., 2018), 

porém atualmente grande parte das drogas comercializadas ou são isoladas de produtos 

naturais, ou são modificações químicas em constituintes do produto natural (semi-síntese), 

ou são moléculas resultado de síntese total, mas que foram inicialmente conhecidas por 

estar na composição de um produto natural e que por questões econômicas torna-se mais 

viável sua síntese total. Como exemplo, cerca de 50% das drogas lançadas no mercado 

entre 1981 e 2019 eram derivados direto ou indiretamente de produtos naturais 

(BRAHMACHARI, 2011; NEWMAN; CRAGG, 2020; VUORELA, P. et al., 2004). 

Assim, podemos constatar a importância dos produtos naturais para farmacologia. 

2.1 Produto Natural 

Como observado à utilização de produtos de origem natural pelos seres humanos 

ocorre desde os primórdios e serviu de fonte de descoberta para inúmeros fármacos 

modernos (BRAHMACHARI, 2019; RODRIGUES, T. et al., 2016). Um óleo essencial, 

um extrato ou óleo fixo de uma determinada espécie é considerado um produto natural 

complexo, entretanto esse material possui diversos constituintes, que podemos definir como 

produto natural isolado em proporções definidas e essa constituição pode variar tanto 

quantitativamente quanto qualitativamente e essa variação pode ser resultado da idade do 

vegetal, tipo de solo, clima da região, até mesmo do horário de coleta do material. Assim, 

um produto natural pode ser resultado de quimiotipos diferentes (HILAN; SFEIR; 
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AITOUR, 2011; POLATOGLU, 2013) e apresentar farmacóforos distintos, que na química 

farmacêutica são definidos como regiões de interação intermolecular que serão importantes 

para definir a sua atividade farmacológica (BARREIRO; FRAGA, 2015). Portanto, 

produtos naturais oriundos de quimiotipos distintos podem apresentar proporções diferentes 

dos constituintes e até mesmo diferença na constituição, que pode resultar em alteração na 

potência do efeito estudado ou até mesmo registro de efeitos distintos. Em suma, um 

produto natural complexo é uma mistura de vários constituintes em proporções definidas, 

no entanto a lista de constituintes ou as quantidades de cada um deles variam de acordo 

como material de origem seja ele qual for o vegetal, animal ou mineral. 

Os modelos animais são ferramentas indispensáveis para comprovação de 

atividades biológicas pois geram informações sobre sua eficácia e segurança tornando 

assim possível a sequência dos testes clínicos. E a utilização do princípio dos 3R’s tem 

ficado em evidência, e o seu emprego tem justificado as pesquisas além de proporcionar um 

ganho de qualidade considerável (SNEDDON; HALSEY; BURY, 2017). Tornando-se 

assim um argumento forte e importante para o desenvolvimento de pesquisas que envolvam 

animais cordados (MACARTHUR CLARK, 2018).  

A toxicidade, atividade antimicrobiana e modulação da contração de músculo 

liso são algumas das atividades biológicas que podem ser verificadas utilizando este 

princípio. 

A ação do produto natural depende dos constituintes e das suas proporções, pois 

a interação como o organismo modelo é muito complexa, devido a relações 

farmacocinéticas dos vários constituintes com organismo (LACERDA-NETO et al., 2019). 

Entretanto, os testes de bioatividades e/ou farmacológicos como um dos constituintes que 

compõem o produto natural, geralmente os constituintes majoritários, podem evidenciar de 

forma mais simples qual ou quais processos biológicos estão sendo regulados ou afetados 

pela disponibilidade daquela substância, porém, estudos mostram que os resultados 

mensurados em testes de substâncias isoladas apresentam potência diferente de quando 

utilizado o produto natural (JUNG et al., 2014). 

2.2 Óleos Essenciais 

Óleos essenciais (OE) são produtos naturais derivados de vegetais podendo ser 

extraídos por enfloração, hidrodestilação (arraste de vapor d’água), extração por solventes 

orgânicos, extração por CO2 supercrítico ou ação mecânica sobre pericarpos de frutos 

(prensagem), estes apresentam algumas características como, solubilidade em solventes 

orgânicos, consequentemente limitada solubilidade em água, densidade menor que 1 

mg/mL, com algumas exceções, são incolores e líquidos de aparência oleosa a temperatura 

ambiente, porém sendo voláteis, não possuem muita estabilidade principalmente sob ação 
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de luz, calor, ar, umidade e metais, também, a maioria, apresentam atividade óptica que 

auxiliam na sua identificação e mais um parâmetro de controle de qualidade (DHIFI et al., 

2016). 

Podem ser extraídos das mais diversas partes dos vegetais tais como: flores, 

sementes, frutos, raízes, rizomas, madeira, cascas e folhas, sendo esta última à parte mais 

frequentemente utilizada. Nos vegetais os óleos essenciais são responsáveis por 

mecanismos de defesa e estratégias de sobrevivência, que vão desde atrativo para 

polinizadores, repelente ou proteção contra pragas e predadores, entre outras (PANDEY et 

al., 2017). 

Os constituintes dos óleos essenciais são produto, principalmente, do 

metabolismo secundário dos vegetais e possuem uma constituição bastante variada com 

diferentes tipos de estruturas, podendo conter mais de 300 tipos diferentes de compostos, 

entre álcoois, éteres ou óxidos, aldeídos, cetonas, ésteres, aminas, amidas, fenóis e 

heterociclos. Porém a grande maioria é constituída de derivados fenilpropanóides ou 

terpenóides, com predominâncias desse último. Os fenilpropanóides são produzidos pela 

rota do ácido chiquímico, já os terpenoides, a classe mais comum, tem sua biossíntese da 

via do ácido mevalônico ou mevalonato independente (DEWICK, 2002; 

LICHTENTHALER, 1999). 

Existem diversos estudos que relatam várias atividades para os óleos essenciais 

como: atividade antimicrobiana (TARIQ et al., 2019) antifúngico (DONATO et al., 2020), 

antiulcerogênico (ARUNACHALAM et al., 2017), anti-helmíntico (FERREIRA et al., 

2018), antioxidante (YUAN; CHEN; LI, 2016), anti-inflamatória (RAMOS et al., 2020), 

inseticida (ABDELGALEIL; EL-SABROUT, 2018),  

2.2.1 Chenopodium ambrosioides 

Chenopodium  ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants (Chenopodiaceae), que 

também é conhecida como Dysphania ambrosioides e popularmente chamada de mastruz 

ou erva-de-santa-maria, apresenta ocorrência frequente em regiões de clima subtropical e 

sub-temperado com característica cosmopolita, e popularmente utilizada para o tratamento 

de verminoses (SOARES et al., 2017), diurético e alterações respiratórias e inflamatórias. 

Sendo uma das plantas mais utilizadas no mundo como medicamento, segundo a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) (LORENZI; MATOS, 2002), essa grande utilização 

deve-se a sua ampla distribuição e ao conhecimento etnomédico. A extração do óleo 

essencial das folhas de Chenopodium  ambrosioides é uma fonte para ensaios de atividade 

biológica deste tipo de produto natural, já existindo relatado na literatura com atividade 

inseticida contra abelhas, mosca doméstica, antiviral, anti-helmíntica, antifúngica 
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antileishmania e antioxidante (PAVELA et al., 2018). O óleo essencial proveniente dessa 

espécie apresenta componentes com conhecido valor medicinal como: ascaridol, 

isoascaridol, p-cymene, limoneno e α-terpineno. Alguns produtos bioativos isolados deste 

vegetal são utilizados no tratamento de tuberculose, reumatismo, hemorragias uterinas e 

doenças respiratórias.(ZOHRA et al., 2019). 

 

2.3 Componentes dos óleos essenciais 

Uma grande diversidade de compostos estão presente na constituição dos óleos 

essenciais, como álcoois, éteres ou óxidos, aldeídos, cetonas, ésteres, aminas, amidas, 

fenóis, sendo possível verificar que entre eles sobressaem-se os terpenos, e dentre estes os 

monoterpenos são os mais comuns. 

2.3.1 Terpenos 

Os terpenos são uma das classes com maior número de representantes 

conhecidos, sendo estes produtos do metabolismo secundário dos vegetais, e essa grande 

diversidade de moléculas confere a esta classe uma grande variabilidade de ações 

biológicas visto que a diversidade não é apenas quantitativa, mas também nos grupos 

funcionais presentes e a própria estrutura molecular. Quimicamente os terpenos são 

derivados de unidades de isopreno e compostos hidrocarbonetos, ou seja, constituídos de 

carbonos e hidrogênios, e apresentam dupla ligação carbono-carbono podendo assim serem 

definidos como alcenos naturais. A International Union of Pure and Applied Chemistry 

(IUPAC) distingue terpenóides como sendo compostos oxigenados formados por isopreno, 

porém apesar dessa diferenciação a literatura utiliza os dois termos como sinônimos. Os 

terpenos podem ser classificados de acordo como o número de carbonos presentes, 

subdividindo essa classe em hemiterpenos (5C), monoterpenos (10C), sesquiterpenos 

(15C), diterpenos (20C), sesterterpenes (25C), triterpenes (30C), tetraterpenos ou 

carotenoides (40C) e politerpenos (C5n) (IUPAC, 2009). 

Os mono e sesquiterpenos são os principais constituintes dos óleos essências, 

essa composição explica a volatilidade dos óleos, já que são mais voláteis que di, tri, sester, 

tetra e poli terpenos que por sua vez compõem balsamos, resinas, graxas e ceras (FELIPE; 

BICAS, 2017).  

Uma característica importante dos terpenos é sua isomeria, pois diferenças 

espaciais sutis, como isomeria óptica, podem resultar em ações biológicas distintas. E este 

fato ganha mais importância, visto que, muitas vezes a síntese de produtos puros, em 

relação à isomeria, é difícil e onerosa, muitas vezes se recorrendo à utilização de “indústrias 
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biológicas” para alcançar o resultado desejado (DICKSCHAT, 2011; NAGEGOWDA; 

GUPTA, 2020; STRUB et al., 2014). 

A biossíntese dos terpenos tem como base a união de duas unidades isoprenicas, 

do isopentenil pirofosfato (IPP) ou de seu isômero dimetilalil pirofosfato (DMAPP). A 

biossíntese destes compostos é promovida por duas rotas já descritas, a via do ácido 

mevalônico e a via do metileritritol fosfato (MEP), ambas de intermediários da glicólise 

acetil-coA e ácido pirúvico, respectivamente. IPP e DMAPP serão isomerizados pela 

enzima isopentil difosfato isomerase. Após essa etapa uma condensação de unidades 

isoprenicas ocorre por ação da prenil trasferase, assim a condensação de uma molécula de 

IPP e outra de DMAPP gerando difosfato de geranil (GPP) precursor de monoterpenos que 

tem como exemplo o α-terpineno, sendo condensado mais uma molécula de IPP ao GPP 

será produzido difosfato de farnesil (FPP) precusor de sequiterpenos e com mais uma 

condensação de IPP ao FPP será originado o difosfato de geranilgeranil (GGPP) precursor 

de diterpenos, por fim na etapa de condensação IPP sendo condensado ao GGPP irá 

produzir escaleno precursor de triterpenos, lipídios e esteroides. Também podem ocorrer 

condensação entre FPP e GGPP formando os precursores terpenoídes como 30 e 40 

carbonos. Após essa etapa de condesação terpenoídes com 10 ou 20 carbonos podem ser 

rearranjados ou convertidos a moléculas cíclicas. Por fim vários processos como de 

oxidações, isomerizações de reduções, conjugações e outras transformações são submetidas 

às moléculas base dos terpenos produzindo assim uma gama enorme de metabolitos 

distintos (ASHOUR; WINK; GERSHENZON, 2018; LÜCKER et al., 2001; NOVAES, 

2019). 

O α-terpineno é um monoterpeno (C10H16) presente em óleos essenciais de várias 

espécies vegetais como Abies lasiocarpa, Chenopodium ambrosioides e Pinus contorta, é 

um dos terpenos de ocorrência mais comum nos Estados Unidos sendo responsável por 

10% da emissão de monoterpenos na região das Montanhas Rochosas, e é normalmente 

utilizado na indústria de perfumes e farmacêutica. Apresenta uma estrutura semelhante a 

outros terpenos como o limoneno, possui atividade antioxidante, miorrelaxante, 

antibacteriana. Esse monoterpeno pode sofrer auto oxidação pelo ar e causar respostas 

alérgicas na pele, um tipo de efeito tóxico (COMELLI; PONZI, E. N.; PONZI, M. I., 2005; 

GERON et al., 2000; PASSOS MENEZES, et al., 2016; PEREIRA-DE-MORAIS et al., 

2020; RUDBÄCK et al., 2012). 

2.4 Bioatividades 

Essas atividades devem ser comprovadas através de testes em modelos animais a 

fim de gerar informações sobre sua eficácia e segurança tornando assim possível a 

sequência dos testes clínicos. E a utilização do princípio dos 3R’s tem ficado em evidência, 
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e o seu emprego tem justificado as pesquisas além de proporcionar um ganho de qualidade 

considerável (SNEDDON; HALSEY; BURY, 2017). Tornando-se assim um argumento 

forte e importante para o desenvolvimento de pesquisas que envolvam animais cordados 

(MACARTHUR CLARK, 2018).  

A toxicidade, atividade antimicrobiana e modulação da contração de músculo 

liso são algumas das atividades biológicas que podem ser verificadas utilizando este 

princípio. 

2.4.1 Toxicidade 

A toxicidade de uma substância ou composto está relacionada como sua 

capacidade de alterar processos fisiológicos e ou patológicos gerando resultados danosos ao 

funcionamento correto ou ao reestabelecimento dele, seja esse dano irreversível ou não. 

Fica evidente também que os efeitos tóxicos das substâncias estão associados à dose ou 

concentrações de exposição, via de exposição (administração), e do próprio organismo 

exposto.  

Estes efeitos tóxicos são registrados por vários tipos de ensaios e tem como 

objetivo produzir o maior número de informações sobre a segurança na utilização de 

substâncias ou compostos que pretendem serem usados como medicamentos, aditivos, 

pesticidas, em resumo tudo que pode entrar em contato como o ser humano. Obviamente 

que os produtos naturais não são isentos desse fato, eles também possuem seu perfil 

toxicológico, ou seja, quantidade a que podemos ser expostos, que via de exposição revela-

se mais segura, por quanto tempo pode perdurar a exposição, todos esses pontos são 

importantes para estabelecer uma relação segura entre a utilização de substâncias e 

compostos e o bem estar de seres humanos, animais e ambiental (VENKATESAN; 

RAMANATHAN, 2017). 

A ação tóxica pode ser utilizada em benéfico de uma espécie em detrimento de 

outra como, por exemplo, as ações, antibacteriana, anti-helmíntica, antifúngica, 

antiprotozoaria, inseticida, larvicida, todas essas demonstram o efeito tóxico de uma 

substância ou composto contra uma determinada espécie ou grupo de espécies que podem e 

que podem ser utilizados pelo homem no combate, controle ou eliminação destas 

(ZOLFAGHARI EMAMEH et al., 2015). 

A seleção de animais para ensaios pré-clínicos de toxicidade é uma etapa crucial 

para determinar o potencial tóxico das substâncias ou complexo, e a possibilidade de uso 

em humanos ou não. Esta escolha é baseada principalmente na similaridade entre os órgãos 

e a fisiologia das espécies (VENKATESAN; RAMANATHAN, 2017). Assim, a 

Drosophila melanogaster, um díptero, conhecido comumente como mosca da fruta, tem 
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sido bem estuda no último século por apresentar cerca de 75% dos genes relacionados a 

doenças humanas. Como também está sendo utilizada como modelo para estudos de 

diversas patologias. A mosca ainda possui um ciclo de vida bem mais rápido, manutenção 

mais barata e sem limitações éticas para uso em relação aos roedores, o que faz com que 

aumente o interesse por esse díptero. O modelo pode ser uma ferramenta em estudos de 

alterações genéticas, farmacológicas, infecciosas, nutricionais, além de poder ser usado 

como modelos na triagem de inseticidas, larvicidas e no risco de contaminação ambiental 

por produtos químicos (ZOLFAGHARI EMAMEH et al., 2015). 

Os ensaios relacionados à toxicidade de substâncias e ou complexos contra 

Drosophila melanogaster podem tanto evidenciar atividade tóxica como proteção contra a 

ação tóxica de substâncias reconhecidas como tóxicas. O citronelal e pulegona revelaram-se 

potenciais inseticidas de origem vegetal, em testes de fumigação (ZHANG, et al., 2016). 

Testes de toxicidade oral podem ser realizados, inclusive com nanopartículas, a fim de 

determinar o efeitos tóxicos que essas moléculas podem desenvolver por essa via de 

administração e na viabilidade dos ovos, ou seja, na taxa de reprodução (ALARABY et al., 

2019). Os testes de toxicidade com a mosca também podem ter uma configuração diferente 

como o objetivo de verificar se alguma substância possui a capacidade de evitar danos ao 

díptero, protegendo-o da ação tóxica de um inseticida ou metal tóxico, como no estudo que 

demonstrou que o α-cetoglutamato diminuiu os múltiplos efeitos metabólicos da ação do 

alumínio (BAYLIAK et al., 2019). Essa toxicidade está diretamente relacionada ao estresse 

oxidativo com aumento do malonaldeido, peróxido de hidrogênio, da glutationa redutase e 

dos tióis, além de promover maior atividade das enzimas antioxidantes e alterações na 

cadeia respiratória como disfunção mitocondrial causada pelo Paraquat (HOSAMANI, 

2013).  

2.4.2 Atividade antibacteriana 

A ação antibacteriana de óleos essências e seus componentes é outra atividade 

que possui vários relatos (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016). E a busca por produtos 

com essa atividade antibacteriana tem se tornado cada vez mais importante e intensa, pois 

as bactérias possuem processo adaptativos e de transferência de informações genéticas 

bastante eficientes fazendo com que as mesmas revelem-se resistentes aos antibióticos 

disponíveis (GILLINGS; PAULSEN; TETU, 2017). 

A resistência pode dar-se por diversos mecanismos, que podem ocorrer 

individualmente ou associados. Podemos listar seis principais mecanismos de resistência: a) 

degradação do antibiótico, (b) modificação do alvo do antibiótico, (c) alteração da 
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permeabilidade, (d) proteção ribossomal, (e) produção de biofilme e (f) por ação de bombas 

de efluxo (FLOYD et al., 2013).  

A associação de substância que resultem em atividade antibacteriana vem sendo 

uma alternativa para o combate da resistência. Um exemplo já consolidado é a associação 

de amoxicilina (antibiótico) com ácido clavulânico no combate de bactérias que apresentam 

resistência à amoxicilina (TODD; BENFIELD, 1990). As bombas de efluxo expulsam o 

antibiótico do interior da bactéria, não permitindo assim que atinjam a contração 

intracelular necessária para promover seu efeito. Existem vários tipos de bombas de efluxo, 

algumas que agem sobre um grupo de antibióticos específicos, e outras podem agir sobre 

uma grande quantidade de grupos de antibióticos. Assim, ensaios envolvendo compostos 

que possam interferir no funcionamento das bombas de efluxo, e consequentemente 

permitam que os antibióticos atinjam seus alvos e em quantidade suficiente estão na 

vanguarda das pesquisas no combate a resistência bacteriana, porém esses compostos 

também devem ter uma toxicidade segura para uso em humano.  

A verificação da interferência em bombas de efluxo, por alguma substância, pode 

ser promovida utilizando o brometo de etídio que é bactericida e expulso da célula 

bacteriana por bombas de efluxo, assim se um composto interferir no funcionamento 

normal da bomba uma quantidade menor de brometo será necessário para causar o efeito 

bactericida (MORAIS OLIVEIRA-TINTINO, et al., 2018).  

Muitas bactérias utilizaram de diversos processos adaptativos e evolutivos que 

resultaram na resistência aos antibióticos utilizados no seu combate (CHRISTAKI; 

MARCOU; TOFARIDES, 2020). Um exemplo é S. aureus que apresenta várias cepas com 

diversas bombas de efluxo expressas. As quais podemos citar: cepa 1199 cepa selvagem; 

1199B portadora do gene norA Small D que codifica a proteína de efluxo NorA, resistente 

a fluoroquinolonas hidrofílicas; IS-58, dotada do plasmídeo PT181 portadora do gene que 

expressa a proteína de efluxo de Tetraciclina TetK; cepa K2068 que possui a bomba MepA, 

decodificada no gene mepA que confere resistência a Ciprofloxacino; cepa K4100 que 

possui a bomba QacC, decodificada pelo gene qacC conferindo resistência à Oxacilina; a 

cepa K4414  que expressa a bomba QacA/B, decodificada pelo gene qacA/B, que promove 

resistência contra Penicilina e RN4220 portadora do plasmídeo pUL5054, que transporta o 

gene que codifica a proteína MsrA de efluxo de macrolídeos. 

2.4.3 Contração e relaxamento do musculo liso vascular 

O tônus vascular é fundamental para homeostasia, e está relacionado diretamente 

com o controle da pressão sanguínea e a partir desse controle envolvido com outros 

processos, como filtração glomerular e todos os outros processos relacionados 
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principalmente a pequenos vasos. Alterações no controle de contração e relaxamento dos 

músculos vasculares é uma característica marcante de várias doenças, tais como: doença 

cardiovascular, diabetes e hiperlipidemia (CONWAY; THOMPSON; COHEN, 2017; 

PETRIE; GUZIK; TOUYZ, 2018; SOWERS; EPSTEIN; FROHLICH, 2001). Testes ex 

vivo utilizando artérias coronárias de Sus scrofa domesticus são comumente utilizados para 

verificar a influência de compostos sobre o tônus muscular desses vasos (BELL; 

GOCHENAUR, 2006; ELLE et al., 2018; GOODWILL et al., 2016; LAWANDY et al., 

2019; TABART et al., 2018; WU et al., 2018). 

A contração do músculo liso está associada diretamente a sinalização promovida 

pelo de Ca
+2

, conhecido como segundo mensageiro de vários processos. O aumento de Ca
+2

 

para o citosol, que pode ocorrer influxo extracelular ou liberação pelo reticulo 

sarcoplasmático, e a promoção do processo de contração difusa do músculo liso pelo 

movimento de proteínas pode ser desencadeado basicamente por dois mecanismos: o 

eletromecânico que é disparado pelo aumento da concentração externa de potássio (K
+
) e o 

farmacomecânico que é resultado da abertura de canais de cálcio voltagem dependente que 

são abertos após a ligação de agonista a receptores, como por exemplo, serotonina. No 

mecanismo farmacomecânico o acoplamento da serotonina no receptor de proteína Gq/11, 

ativando a PLC que hidrolisa o PIP2 em IP3 e DAG. O IP3 se difunde no citoplasma e liga 

em receptores IP3R, que são canais de cálcio presentes na membrana do RS, e que quando 

ativados liberam Ca
+2

, já o DAG em conjunto como o Ca
+2

 ativam a PKC que atua em 

diversos processo incluindo a regulação do transporte transmembranar do Ca
+2

 

(MORGADO et al., 2012). O relaxamento observado pode ser resultado, em parte, por um 

bloqueio dos IP3R ativados por IP3, como foi observado já relatado (PELAIA et al., 2008). 

Porém, outros mecanismos podem estar envolvidos, como por exemplo: aumento da 

atividade da Ca
+2

-ATPase, diminuição da formação de IP3, ação PKA e estimulação do 

trocador Na
+
/Ca

+2
. 

Assim, como o conhecimento de atividades biológicas promovidas por óleos 

essenciais e seus constituintes, principalmente os terpenos, a hipótese é que estes 

compostos podem promover efeito miorrelaxante em músculo liso, tóxico contra a mosca 

da fruta e modular antibióticos contra bactérias com perfil de resistência. 
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3. CAPÍTULO II – EFEITO MIORRELAXANTE DO ÓLEO ESSENCIAL DE 

Dysphania ambrosioides NA ARTÉRIA CORONÁRIA DE SUS SCROFA 

DOMESTICUS E SUA TOXICIDADE NO MODELO DE Drosophila melanogaster  

 

 

 

 

Neste Capítulo consta um Artigo publicado na Molecules, e trata sobre o efeito 

miorelaxante do óleo essencial de Dysphania ambrosioides em coronárias suínas e do efeito 

tóxico contra Drosophila melanogaster. 
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Resumo 

Métodos alternativos para o uso de animais em pesquisas têm ganhado importância cada 

vez maior, devido às avaliações que avaliam a real necessidade de seu uso e ao 

desenvolvimento de legislação que regulamenta o assunto. O princípio dos 3R's 

(substituição, redução e refinamento) tem sido uma referência importante, de modo que os 

métodos in vitro, ex vivo e substituição de cordão têm conquistado lugar de destaque na 

pesquisa. Métodos: Portanto, devido ao sucesso dos estudos desenvolvidos com esses 

métodos, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito miorrelaxante do óleo 

essencial de Dysphania ambrosioides (EODa) utilizando um modelo de artéria coronária de 

Sus scrofa domesticus, e a toxicidade de ambos do óleo essencial de Dysphania 

ambrosioides e seu principal constituinte, α-terpineno, contra Drosophila melanogaster em 

ensaios de toxicidade e geotaxia negativa. Resultados: O EODa relaxou o músculo liso das 

artérias coronárias de suínos contraídas com K
+ 

e 5-HT em ensaios usando artérias 

coronárias de Sus scrofa domesticus. Os resultados de toxicidade apresentaram valores de 

CL50 de 1,546 mg/mL e 2,282 mg/mL para o EODa e α-terpineno, respectivamente, 

mostrando que o EODa e α-terpineno apresentaram toxicidade para esses dípteros, sendo o 

EODa mais tóxico. Conclusões: Além disso, os resultados revelam a possibilidade do uso 

do EODa em estudos de doenças vasculares, uma vez que promoveu o relaxamento do 

músculo liso coronário de Sus scrofa domesticus. 

Palavras-chave: óleo essencial; produto natural; atividade miorrelaxativa; toxicidade  

1. Introdução 

A utilização de animais em pesquisas essenciais tem sido constantemente questionada 

em termos dos princípios dos 3R's (substituição, redução e refinamento), gerando a 

necessidade de reflexão no número de animais utilizados em pesquisas (redução), 

possibilidade de substituição de vertebrados. Animais como invertebrados, embriões, 

microrganismos, órgãos ou tecidos isolados, além de garantir a qualidade dos experimentos 
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(refinamento), onde este princípio reforça o treinamento para o uso correto de técnicas de 

manejo animal, técnicas assépticas em procedimentos cirúrgicos, administrações de doses 

corretas e outras recomendações para a realização de experimentos de alta qualidade [1]. 

A substituição de animais por metodologias in vitro e ex vivo promove de forma 

eficiente um dos R's, evitando o uso de animais em ensaios, com a capacidade de esclarecer 

o potencial tóxico ou a eficácia de uma substância ou produto em análise [2]. Na década de 

1990, as metodologias in vitro praticamente não eram utilizadas para verificar a toxicidade 

e eficácia, entretanto, no início dos anos 2000, observou-se um grande crescimento no uso 

dessa metodologia para avaliação da genotoxicidade, segurança farmacêutica e ensaios 

farmacocinéticos [3]. Outro método alternativo que merece destaque é a substituição de 

animais vertebrados por invertebrados em ensaios, que permitem estudar a doença de 

Parkinson, memória, endócrina, diabetes e ensaios toxicológicos. Drosophila melanogaster 

é um invertebrado frequentemente utilizado como modelo, onde está substituição é benéfica 

por uma série de razões como redução de custos, ciclo de vida curto, tamanho pequeno e 

anatomia simples da mosca, além de poder observar um maior número de animais por 

experimento [2]. Drosophila melanogaster é um modelo de grande importância, pois gera 

informações para o combate a pragas e vetores de doenças. A busca por novos agentes que 

sejam eficazes no controle de vetores, explora opções que sejam economicamente viáveis, 

com menor poluição ambiental e menor toxicidade para organismos não-alvo, inclusive 

humanos [4]. 

Nesse contexto, a busca por produtos com atividade biológica e / ou farmacológica 

reacendeu o interesse pelos produtos naturais, principalmente os de origem vegetal, entre os 

quais os óleos essenciais (OE) ocupam lugar de destaque. Os OE são líquidos à temperatura 

ambiente e geralmente são compostos complexos formados por várias substâncias, como 

álcoois, aldeídos, cetonas, fenóis, éteres, ésteres e terpenos em diferentes proporções, sendo 

os últimos predominantemente mono e sesquiterpenos. Os OE possuem atividades 

antioxidantes, quelantes de metais, eliminadores de radicais livres, moduladores da dor, 

anticonvulsivantes, neuroprotetores e antiinflamatórios [5,6]. 

Dysphania ambrosioides (L.), Mosyakin e Clemants (Chenopodiaceae), também 

conhecido como Chenopodium ambrosioides, ocorre frequentemente em regiões 

subtropicais e subtemperadas com característica cosmopolita, sendo popularmente utilizado 

para o tratamento de vermes [7], como diurético e em alterações respiratórias e 

inflamatórias. Segundo a organização mundial de saúde [8], D. ambrosioides é uma das 

plantas medicinais mais utilizadas no mundo, devido à sua ampla distribuição e 

conhecimento etnomédico. O EO de D. ambrosioides foi relatado anteriormente na 

literatura com atividade inseticida contra abelhas e moscas [9], como antiviral, anti-

helmíntico, antifúngico, antileishmania e antioxidante.O OEDa possui componentes de 

conhecido valor medicinal como: ascaridol, isoascaridol, p-cimeno, limoneno e α-

terpineno. Produtos bioativos isolados de plantas são usados para o tratamento de 

tuberculose, reumatismo, hemorragia uterina e doenças respiratórias [10]. Estudos 

demonstraram que o α-terpineno é seguro em testes de embriofetotoxicidade em ratos [11], 

entretanto, outros estudos revelaram alguns efeitos tóxicos no uso oral desta substância [12, 

13]. Portanto, entre as preocupações para o desenvolvimento de novos produtos com 

atividade biológica e / ou farmacológica está a determinação de doses tóxicas e margens de 

segurança. Vários estudos demonstram semelhanças anatômicas e fisiológicas entre o 

sistema cardiovascular de humanos e suínos (Sus scrofa domesticus), em particular o 

controle do músculo liso, sendo relatados efeitos envolvendo mecanismos eletromecânicos 

e farmacomecânicos [14-17]. O efeito miorrelaxante que drogas e medicamentos exercem 

sobre a musculatura lisa vascular é uma ferramenta fundamental no controle das condições 

em que a vasoconstrição ou a obstrução vascular são responsáveis por danos a tecidos, 



 
 

39 
 

órgãos, sistemas ou mesmo a sobrevivência do organismo. Portanto, testes com artérias 

coronárias de suínos fornecem informações relevantes sobre o assunto, pois alguns estudos 

já demonstraram a ação miorrelaxante de extratos, óleos essenciais e seus componentes 

[18-24]. Assim, os efeitos na musculatura lisa, principalmente nas artérias coronárias, 

fornecem informações importantes, que podem gerar enormes possibilidades para outros 

estudos envolvendo a ação e os mecanismos de contração da musculatura lisa. Este estudo 

teve como objetivo avaliar a atividade miorrelaxante do óleo essencial de Dysphania 

ambrosioides (EODa) em modelo coronariano ex vivo de Sus scrofa domesticus, bem como 

verificar as concentrações tóxicas do EODa e de seu constituinte majoritário, α-terpineno, 

frente ao modelo alternativo de Drosophila melanogaster. 

2. Resultados 

2.1. Análise Fitoquímica 

A porcentagem dos compostos identificados pode ser observada no histograma 

resultante da análise dos dados cromatográficos e espectrais (figura 1). 

 
Figura 1. Perfil do histograma da composição do óleo essencial de Disphania ambrosioides 

 

2.2. Ensaio de contratilidade de músculo liso Ex Vivo 

 

2.2.1. Efeito do óleo essencial de Dysphania ambrosioides nas contrações induzidas por K
+
 

usando um modelo de artéria coronária de Sus scrofa domesticus 

Concentrações crescentes e cumulativas do EODa (1, 3, 10, 30, 100, 300, 600 e 1000 

μg/mL) foram administradas para avaliar seu efeito miorrelaxante nas contrações 

promovidas e sustentadas pelo K
+
 no músculo liso da artéria coronária de suínos 

(eletromecânico acoplamento). Concentrações crescentes do EODa promoveram um 

relaxamento dependente da concentração, onde seus efeitos significativos foram observados 

a partir da concentração de 300 µg/mL (p<0,001, ANOVA unilateral seguida de Holm-

Sidak) (figura 2) 
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Figura 2. Efeito relaxante do óleo essencial de Disphania ambrosioides (EODa) nas contrações mantidas pelo 

potássio em artérias coronárias isoladas de suínos.  

Legenda: Gráfico representativo do efeito relaxante do EODa nas contrações mantidas pelo KCl (60 mM) em 

artérias coronárias isoladas de suínos. Os valores são expressos como a média ± SEM; n representa o número 

de experiências (p<0,001, ANOVA unilateral seguida por Holm-Sidak). 

 

2.2.2. Efeito do óleo essencial de Dysphania ambrosioides nas contrações induzidas pela 

serotonina (5-HT) usando um modelo de artéria coronária de Sus scrofa domesticus 

Concentrações crescentes e cumulativas de EODa (1, 3, 10, 30, 100, 300, 600 e 1000 

μg/mL) foram administradas para avaliar seu efeito miorrelaxante nas contrações induzidas 

por 5-TH em artérias coronárias de músculo liso de suínos (acoplamento farmacomecânico) 

Concentrações crescentes de EODa promoveram um relaxamento dependente da 

concentração que foi estatisticamente significativo a partir da concentração de 30 µg/mL 

(p<0,005, ANOVA de uma via seguida por Holm-Sidak) (figura 3). 

 
Figura 3. Efeito relaxante do EODa nas contrações mantidas pela serotonina em artérias coronárias isoladas 

de suínos.  

Legenda: Gráfico representativo do efeito relaxante do EODa nas contrações mantidas pelo 5-TH em artérias 

coronárias isoladas de suínos. Os valores são expressos como a média ± SEM; n representa o número de 

experiências (p<0,005, ANOVA unilateral seguida por Holm-Sidak). 

 



 
 

41 
 

O EODa apresentou atividade miorrelaxante tanto na via eletromecânica quanto na 

farmacomecânica, porém com maior eficiência na via farmacomecânica onde as contrações 

foram evocadas pelo 5-HT. 

 

2.3. D. melanogaster-modelo alternativo 

 

2.3.1. Ensaio de Toxicidade 

Os testes de toxicidade do óleo essencial de Dysphania ambrosioides e α-terpineno 

contra D. melanogaster foram realizados em três concentrações (1, 2 e 4 mg/mL) pelo 

método de fumigação. Este teste utiliza moscas como modelo alternativo ao uso de 

mamíferos, gerando informações para a determinação do perfil de toxicidade do óleo 

essencial e do composto. O cálculo da concentração letal média (CL50) do EODa foi 

determinado em 1,806 mg/mL, por regressão sigmoidal, enquanto para α-terpineno foi 

obtido um EC50 de 2,282. Os resultados citados foram semelhantes aos observados por 

[25], onde o EODa obteve um LC50 de 1,96 mg/mL, sendo este inferior ao constituinte 

isolado (tabela 1). A mesma metodologia foi utilizada para determinar a CE50 para 

mobilidade, para a qual foi obtido o valor de 1,646 mg/mL. 

 
Tabela 1. Toxicidade fumigante do óleo essencial de Dysphania ambrosioides e α-terpineno contra moscas 

adultas de D. melanogaster. 

 

 

O EODa apresentou diferença significativa com a concentração de 4 mg/mL, quando 

comparado ao controle e a concentração de 1 mg/mL, em todos os tempos de leitura (entre 

1 e 8 h). A partir da terceira hora, foi registrada uma diferença entre a concentração de 2 

mg/mL e o controle, fato que só foi identificado a partir da sexta hora de leitura com a 

concentração de 1 mg/mL, conforme mostrado na figura 4.  

 

 
Figura 4. Efeito do óleo essencial da folha de D. ambrosioides na sobrevivência de D. melanogaster. 
Legendas: A sobrevivência foi analisada nos momentos indicados. Os resultados são expressos como a média 

± DP do número de moscas mortas após cada tempo de exposição. a = p<0,05 comparado ao controle, b = p 

<0,05 comparado a 1 mg/mL e c = p <0,05 comparado a 2 mg/mL. 

 

Composto LC50 (mg. L
-1

 de ar) Limites 95% 

OEDa 1,806 1,588–2,296 

α-terpineno 2,282 1,933–2,671 
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Os ensaios de toxicidade do α-terpineno foram realizados nas seguintes concentrações: 

1, 2 e 4 mg/mL. As leituras foram realizadas a cada hora durante 8 h, sendo que a 

concentração de 4 mg/mL apresentou diferenças significativas em relação a todos os outros 

grupos (controle, 1 e 2 mg/mL), sendo esta característica não evidente em nenhuma das 

outras comparações, conforme demonstrado na figura 5. 

 
Figura 5. Efeito do α-terpineno na sobrevivência de D. melanogaster. 
Legendas: A sobrevivência foi analisada nos momentos indicados.Os resultados são expressos como a média 

± DP do número de moscas mortas após cada tempo de exposição.a =p<0,05 comparado ao controle, b 

=p<0,05 comparado a 1 mg/mL e c =p<0,05 comparado a 2 mg/mL. 

 

O composto α-terpineno presente no óleo essencial de D. ambrosioides apresentou 

efeito tóxico contra D. melanogaster. 

 

2.3.2. Geotaxia negativa 

O dano à capacidade locomotora das moscas foi registrado com todas as concentrações 

nas oito horas de registro, com exceção da concentração de 1 mg/mL na primeira hora, que 

não diferiu estatisticamente do controle. Além disso, a concentração de 2 mg/mL não 

diferiu significativamente da concentração de 4 mg/mL na última hora (figura 6). 

 
Figura 6. Efeito do óleo essencial da folha de D. ambrosioides na habilidade locomotora de D. melanogaster. 
Legenda: A atividade locomotora foi determinada pelo comportamento negativo da geotaxia. Os resultados 

são expressos como a média ± DP do número de moscas capazes de escalar uma coluna de vidro marcada, 

conforme descrito anteriormente, durante cada tempo de exposição. 
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Em termos de locomoção do inseto o α-terpineno apenas na concentração de 4 mg/mL 

alterou a locomoção em todos os momentos de registro, enquanto a concentração de 2 

mg/mL também se mostrou eficaz em prejudicar a capacidade locomotora até a sexta hora, 

após esse momento não houve diferenças quando comparados ao controle, indicando uma 

reversibilidade na ação (figura 7). 

 
Figura 7. Efeito do α-terpineno na capacidade locomotora de D. melanogaster. 

Legenda: A atividade locomotora foi determinada pelo comportamento negativo da geotaxia. Os resultados 

são expressos como a média ± DP do número de moscas capazes de escalar uma coluna de vidro marcada, 

conforme descrito anteriormente, em cada tempo de exposição. 

 

Ao sobrepor os resultados dos ensaios de mortalidade e geotaxia negativa, todas as 

concentrações de EODa testadas (1, 2 e 4 mg/mL) reduziram a mobilidade das moscas que 

permaneceram vivas, fato que pode ser bem observado nas primeiras horas de exposição 

para as concentrações de 2 e 4 mg/mL, comportamento que também se manteve nas demais 

horas de avaliação (figura 8).  
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Figura 8. Relação entre moscas vivas e alterações na mobilidade. 

3. Discussão 

O perfil fitoquímico do óleo estudado foi estabelecido por cromatografia e teve o α-

terpineno como constituinte majoritário, com um percentual de 30,53%. Os constituintes 

secundários com maior percentual foram: timol e o-cimeno, com 18,11% e 13,68%, 

respectivamente. A porcentagem dos compostos identificados pode ser observada no 

histograma resultante da análise dos dados cromatográficos e espectrais (figura 1), e que 

corroboram com os resultados apresentados por [23]. 

Vários estudos listam os constituintes do EODa, onde sua composição pode ser 

variável, como no estudo de [24], onde principalmente terpenos e sesquiterpenos 

oxigenados (α-terpineno 61,04%, 4-careno 13,55% e p-cimeno 12,94%) foram 

identificados, enquanto o estudo por (9) registrou cis e trans ascaridol (35,4% e 26,0%, 

respectivamente), e p-cimeno (29,2%), como constituintes majoritários. 

As variações constituintes nas análises mencionadas podem ser explicadas pelas 

inúmeras variáveis presentes ao comparar estudos usando as mesmas espécies de plantas 

que foram cultivadas e coletadas em diferentes locais. Essas variáveis incluem o tipo de 

solo, índices de pluviosidade, intensidade do vento, época de coleta e época de coleta, entre 

outros fatores que são importantes influenciadores na constituição dos óleos essenciais, 

onde tais diferenças foram relatadas anteriormente [25]. Outro fator que deve ser levado em 

consideração é a maturação ou idade da planta, que pode alterar a composição do óleo 

essencial [26]. Mudanças na composição também podem ser observadas por reações 

químicas que podem ocorrer espontaneamente após a extração do EO, como a auto-
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oxidação do α-terpineno, aumentando a concentração de vários outros constituintes, como o 

ascaridol e, assim, reduzindo sua própria concentração quando em contato com o ar [27]. 

A alta concentração de potássio gerada pela adição de KCl promove uma 

despolarização da membrana por meio de uma mudança na carga elétrica, que 

consequentemente resulta na ativação de canais de cálcio dependentes de voltagem do tipo 

L (ou canais sensíveis à dihidropiridina) permitindo a entrada de Ca
2+

 íons do ambiente 

externo para o citosol. O aumento na concentração de Ca
2+

 intracelular é o protagonista do 

acoplamento excitação-contração, onde este aumento na concentração de cálcio citosólico 

medeia a liberação de cálcio do retículo sarcoplasmático, aumentando ainda mais os níveis 

de íons de cálcio que estão disponíveis para fosforilação da cadeia leve da miosina, um dos 

os estágios finais da contração do músculo liso [28, 29]. É importante ressaltar que a 

despolarização da membrana causada pelo potássio também promove uma contração 

dependente de Ca
2+

, mediada pela proteína G RhoA associada à Rho quinase [30]. 

Pereira-de-Morais et al. [23] demonstraram que o EODa relaxou a musculatura lisa de 

traqueias isoladas de ratos, com os dados indicando que esse efeito é supostamente devido 

ao bloqueio dos canais de cálcio do tipo L. Da mesma forma, Menezes et al. [31] relataram 

um efeito relaxante do óleo essencial de Origanoide lippi contra as contrações promovidas 

pelo KCl, ao mesmo tempo em que indicaram o envolvimento dos canais de potássio 

dependente de Ca
+2

 e dependente de voltagem no relaxamento da musculatura lisa, fato que 

pode explicar o relaxamento promovido pelo EODa uma vez que ambos têm os mesmos 

compostos majoritários. 

Quaisquer efeitos sobre o K
+
 precisam ser entendidos para entender o mecanismo de 

ação do OE, uma vez que esse íon contribui para o potencial de membrana em células 

excitáveis, principalmente neurônios, fibra muscular esquelética e fibra muscular lisa, por 

meio de sua ação em seus canais. Por outro lado, os efeitos do EODa nas contrações 

induzidas pela serotonina podem ocorrer por meio de um mecanismo agonista externo, 

onde o EODa pode se ligar a receptores de membrana e modificar a atividade de canais 

iônicos como Na
+ 

e K
+
 [32, 33]. Esse mecanismo começa com o acoplamento da serotonina 

ao receptor da proteína Gq/11, ativando a fosfolipase C (PLC), que hidrolisa o 

fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) e diacilglicerol 

(DAG). O IP3 difunde-se para o citoplasma e liga-se ao receptor de trifosfato de inositol 

(receptores IP3R), canais de cálcio presentes na membrana SR, que quando ativados 

liberam Ca
2+

. Enquanto isso, o DAG junto com o Ca
2+

 ativam o PKC que atua em vários 

processos, incluindo a regulação do transporte transmembrana de Ca
2+

 [34]. O relaxamento 

observado pode ser devido, em parte, a um bloqueio da ativação do IP3R pelo IP3, conforme 

observado em Pelaia et al. [35], e por outros mecanismos, como: aumento de Ca
2+

-ATPase 

atividade, diminuição da formação de IP3, atividade da proteína quinase A (PKA) e 

estimulação do trocador Na
+
/Ca

2+
. 

Estudos com óleos essenciais de plantas medicinais aromáticas como Melissa 

officinalis e Lippia alba mostraram inibição das contrações promovidas por K
+ 

e 5-HT (vias 

eletromecânicas e farmacomecânicas) em vários órgãos de ratos como: íleo, traqueia, aorta 

e útero [6, 23, 36, 37]. Jarvis [38] relatou que o óleo essencial de Lippia alba inibe as 

contrações do músculo liso causadas por 5-HT na traqueia e íleo. Assaidi et al. [39] relatam 

que a administração intravenosa dos extratos aquoso, metanólico e acetato de etila das 

folhas de Chenopodium ambrosioides induzem hipotensão arterial em ratos normotensos 

anestesiados. Assim, os resultados do presente estudo indicam um efeito relaxante para 

plantas aromáticas, sugerindo o potencial que Disphania ambrosioides tem como relaxante 

de músculo liso. 

A exposição à mosca-das-frutas por fumigação ao óleo essencial de Dysphania 

ambrosioides causou um aumento significativo na mortalidade. Este efeito depende do 



 
 

46 
 

tempo de exposição e da concentração de óleo. No estudo de Pinho et al. [40], o óleo 

essencial de Psidium guajava apresentou ação significativa em termos de mortalidade de D. 

melanogaster, onde adicionalmente, as concentrações testadas causaram uma perda total da 

capacidade motora nas moscas, dependendo da dose e do tempo de exposição. Esses 

achados corroboram com o presente estudo e sugerem que óleos essenciais de plantas 

aromáticas podem ser tóxicos para artrópodes. 

A ação tóxica do óleo essencial de D. ambrosioides também foi investigada em outros 

modelos importantes, com estudos relatando que esta espécie possui atividade pesticida, 

larvicida e inseticida. O OEDa apresentou notável ação esquistossomicida in vitro, matando 

100% dos vermes adultos em 24 e 72 h e reduzindo significativamente a viabilidade celular 

in vitro, obtendo, entretanto, um índice de seletividade 31,8 vezes mais tóxico para vermes 

adultos do Schistossoma mansoni do que as células testadas [41], o que sugere uma 

atividade tóxica com potenciais aplicações no controle de pragas. 

O EODa também mostrou ser tóxico para moscas domésticas adultas [9] e tóxico para 

Alphitobius diaperinu [42]. Portanto, o EODA pode ser considerado em novas estratégias 

olhando para novas possibilidades no manejo integrado de pragas. 

O efeito tóxico do EODa pode estar associado a uma alteração na atividade da 

acetilcolinesterase, que por sua vez está associada a um aumento nas espécies reativas de 

oxigênio e nitrogênio no sistema neuronal, o que inicialmente levaria a um aumento na 

atividade e concentração de enzimas antioxidantes tais como catalase e glutationa S-

transferase [43, 44]. 

O composto α-terpineno presente no óleo essencial de D. ambrosioides apresentou 

efeito tóxico contra D. melanogaster. Estudos demonstraram que a toxicidade do α-

terpineno contra adultos de Sitophilus zeamais tem valores de CL50 de 5,46 mg L
−1

[25], 

sendo este um importante componente adjuvante na composição de outros óleos usados 

para esse fim [45]. Paes et al. [46] mostraram que α-terpineno foi um dos principais 

compostos identificados no óleo essencial de C. ambrosioides, que apresentou atividade 

acaricida. Porém, o uso do óleo essencial na sua totalidade tem apresentado maior atividade 

tóxica do que seus constituintes majoritários isolados, corroborando assim com estudos que 

demonstram que a toxicidade dos constituintes selecionados das misturas apresenta efeito 

sinérgico entre os compostos supostamente ativos e inativos, e que os a presença de todos 

os constituintes é necessária para a toxicidade completa e / ou ação dos óleos essenciais 

[45]. 

O efeito letal dos terpenos e / ou óleos essenciais é o resultado da ação tóxica desses 

compostos em diversos alvos receptores, principalmente em vias de sinalização ou 

regulatórias que estão diretamente associadas ao sistema nervoso, tais como: interferência 

da acetilcolinesterase, ligação à ocitocina, receptores nicotínicos, GABAérgicos e tiramina 

[47]. Além dos inúmeros efeitos-alvo, onde essas substâncias não atuam em um único alvo, 

a complexa composição dos óleos essenciais contribui para a letalidade nos insetos, não só 

pelo seu efeito farmacodinâmico, mas também pela possibilidade de ativação em diversos 

alvos , e efeitos farmacocinéticos [48], onde o próprio complexo pode contribuir para uma 

melhor absorção, consequentemente maior biodisponibilidade dos compostos ativos, 

resultando na competição das vias metabólicas pelos constituintes do OE, entre muitas 

outras variações, que podem ocorrer neste processo [49]. 

Tem sido sugerido que a mobilidade reduzida de D. melanogaster, observada pelo 

menor número de moscas atingindo o topo da coluna, é resultado da inibição efetiva da 

acetilcolinesterase (AChE) [50, 51]. Assim, podemos inferir que a capacidade do OE em 

induzir relaxamento no músculo liso pode ser explicada por um aumento da concentração 

de acetilcolina no endotélio vascular. A acetilcolina no endotélio atua através de receptores 

muscarínicos acoplados às proteínas G, que ao contrário de estimular o influxo de cálcio 
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para uma efetiva contração, induz a ativação do óxido nítrico sintase promovendo a 

produção de óxido nítrico e relaxamento [52-55]. No entanto, é digno de nota que outras 

vias que causam alterações na mobilidade das moscas podem estar envolvidas, incluindo a 

via dopaminérgica, uma vez que diminuições na dopamina alteram significativamente a 

mobilidade do inseto [56]. 

O α-terpineno foi um dos principais compostos identificados no óleo essencial de D. 

ambrosioides, também conhecido como Chenopodium ambrosioides, que apresentou 

atividade acaricida [46]. Além disso, o α-terpineno apresentou atividade inibitória da 

acetilcolinesterase [57], corroborando com os achados deste estudo, visto que o α-terpineno 

é o principal monoterpeno presente no EODa. 

O maior dano à capacidade locomotora foi registrado ao comparar o EODa ao seu 

constituinte principal isolado, fato que consolida a observação de que os efeitos tóxicos são 

mais potentes quando uma mistura complexa é testada em vez de um único constituinte. 

Vários estudos relatam que a diminuição da atividade da acetilcolinesterase está 

fortemente associada à diminuição da mobilidade [58-60] ou deficiência locomotora 

permanente [61]. A comparação entre moscas vivas e moscas móveis mostra uma 

correlação negativa direta, tanto em termos da concentração de EODa quanto do tempo de 

exposição, o que sugere que a deficiência locomotora precede os efeitos tóxicos gerais, que 

podem levar à morte do inseto, onde este resultado pode ser explicado pela ação dos 

constituintes do óleo essencial em diferentes enzimas e genes alvo [50, 62]. 

4. Materiais e Métodos 

4.1. Coleta e Identificação de Plantas 

O material botânico Dysphania ambrosioides (L.), Mosyakin e Clemants foi coletado 

no Jardim Botânico do Laboratório de Pesquisa de Produtos Naturais (Horto Botânico do 

Laboratório de Pesquisa de Produtos Naturais - LPPN), da Universidade Regional do 

Cariri. Cariri — URCA, Crato, Brasil) (coordenadas: latitude 07 14′ 19,2 ″ S. e 39 e 

longitude 24′52,8 ″ W.). A espécie foi identificada pela Profa. Dra. Maria Arlene Pessoa da 

Silva como pertencente à Dysphania ambrosioides (L.), Mosyakin e Clemants, espécies, da 

família Chenopodiaceae. Uma exsicata foi depositada no Herbário Caririense Dárdano de 

Andrade-Lima (Herbário Caririense Dárdano de Andrade-Lima, Crato, Brasil), da 

Universidade Regional do Cariri (Universidade Regional do Cariri - URCA, Crato, Brasil), 

sob o voucher nº 12.208. 

 

4.2. Extração de óleo essencial 

As folhas das plantas foram coletadas e cortadas em pedaços de aproximadamente 1 

cm
2
. Posteriormente, o material vegetal foi imerso em água destilada e submetido à 

extração por hidrodestilação em aparelho do tipo Clevenger para obtenção do óleo 

essencial. As extrações foram realizadas em triplicata e tratadas com sulfato de sódio 

anidro. O óleo foi então filtrado através de algodão e transferido com uma pipeta Pasteur 

para um vidro âmbar e armazenado a -20 °C. Os procedimentos de extração e análise foram 

realizados no Laboratório de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) da Universidade 

Regional do Cariri (Universidade Regional do Cariri - URCA, Crato, Brasil). 

 

4.3. Análise Fitoquímica 

O óleo essencial foi submetido à cromatografia gasosa com coluna HP-5 apolar 

(Agilent J&W, Santa Clara, CA, EUA, 60 m × 0,25 mm de diâmetro interno; espessura do 

filme 0,25 μm) e acoplado a um espectrômetro de massa com um Agilent Analisador 

quadrupolo série 5975C (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA). As condições de 
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análise foram as seguintes: gás carreador hélio com fluxo constante de 1 mL por min e para 

injeção da amostra temperatura inicial de 40 °C (mantida por 2 min), rampa de 

aquecimento de 4 °C / min e temperatura final de 230 °C, que foi mantido durante 5 min. 

Os compostos eluídos da coluna cromatográfica foram ionizados por impacto eletrônico a 

70 eV. A fonte de ionização foi mantida a 230 °C e o quadrupolo a 150 °C. Os compostos 

foram identificados por meio da análise dos espectros de massa de cada pico 

cromatográfico, comparar com padrões autênticos e calcular índices de retenção. Os valores 

calculados foram comparados com as taxas de retenção publicadas na literatura [23]. 

A mesma solução foi quantificada por injeção em triplicado de 1 μL no modo splitless 

desta solução em cromatógrafo gasoso (Thermo trace GC ultra) equipado com coluna 

apolar VB-5 (60 m × 0,25 mm de diâmetro interno; espessura do filme 0,25 μm). As 

amostras foram analisadas nas seguintes condições: temperatura inicial de 40 °C (mantida 

por 2 min), rampa de aquecimento de 4 °C / min e temperatura final de 230 °C, que foi 

mantida por 5 min. O gás de arraste utilizado foi o nitrogênio, a um fluxo constante de 1 

mL por minuto e a temperatura do injetor foi mantida em 250 °C. Os compostos eluídos da 

coluna cromatográfica foram detectados usando queimadores de chama (FID) a 250 °C. 

4,4. Ensaios ex Vivo e Testes Farmacológicos 

De acordo com a Resolução Normativa Concea n° 30, de 2 de fevereiro de 2016, 

cadáveres e suas partes, oriundos das atividades de abatedouro, açougue ou produtor rural 

para consumo, estão dispensados de passar pela Comissão de Uso e Experimentação 

Animal (Comissão de uso e Experimentação Animal - CEUA). 

As artérias coronárias de suínos adultos (Sus scrofa domesticus) foram obtidas em 

abatedouro local (Frigorífico Industrial do Carir - Leandro Bezerra localizado na Av. Paulo 

Maia nº 2000, distrito de São José, Juazeiro do Norte - Ceará, Brasil). 

Durante o transporte para o laboratório, as coronárias foram colocadas em uma 

solução nutritiva Tyrode (TM ou Tyrode) modificada a 4 °C com a seguinte composição 

em mM: (136,0 NaCl; 5,0 KCl; 0,98 MgCl2; 0,36 NaH2PO4; 11,9 NaHCO3; 2,0 CaCl2 e 5,5 

glicoses). O pH foi ajustado para 7,4 com HCl 1 M e / ou NaOH 1 M. As coronárias foram 

dissecadas e seccionadas em anéis medindo entre 4 e 5 mm de comprimento. Os anéis 

coronários foram mantidos em banho de órgãos isolado com capacidade de 10 mL para a 

solução nutritiva Tyrode, mantidos sob aeração contínua por borbulhamento de ar e 

temperatura de 37 °C. As medidas da atividade contrátil dos tecidos foram registradas por 

meio de uma haste conectada a um transdutor de força (TRI, modelo 210, Panlab, 

Espanha), acoplado a um amplificador diferencial (DATAQ, modelo PM-1000, Akron, OH, 

EUA), com entrada para uma placa conversora digital analógica (DATAQ DI-200) 

instalada em um computador, cujos dados coletados foram convertidos em traços e 

armazenados em arquivos por meio do software WINDAQ (DATAQ Instruments, Inc. 

Akron, OH, USA). Os anéis coronários isolados foram submetidos a uma tensão de 1 gf 

(força grama) e aclimatados por um período de 1 h. Todos os protocolos foram iniciados 

com duas contrações subsequentes reproduzidas pela adição de KCl 60 mM (K60) aos 

anéis coronários estudados, de forma hipertônica, onde após atingir valores estáveis, um 

platô, a resposta máxima obtida foi considerada a contração máxima do anel. Apenas 

experimentos com contrações reproduzíveis foram considerados viáveis para a série 

experimental. 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, acompanhados de seu controle, 

o qual foi submetido às mesmas condições e aos mesmos protocolos experimentais. As 

preparações do controle receberam apenas o veículo, Tween, diluído em solução de Tyrode, 

nas mesmas proporções utilizadas nas preparações experimentais. 

 

4.5. Teste de toxicidade com o modelo alternativo de Drosophila melanogaster 
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4.5.1. Estoque e cultura de drosófila 

As moscas D. melanogaster (estirpe Harwich) foram obtidas no National Species 

Stock Centre, Bowling Green, OH. As moscas foram criadas em garrafas de vidro de 330 

mL (15 cm de altura e 6,5 cm de diâmetro), cultivadas com um meio contendo: (83% de 

massa de milho, 4% de açúcar, 4% de leite liofilizado, 4% de farelo de soja, 4% de trigo 

farelo e 1% de sal), 1 g de Nipagin (Metilparabeno) e 1 mL de uma solução contendo 

Saccharomyces cerevisiae. As moscas foram mantidas em temperatura de 25 °C com 

umidade relativa de 60% [23]. Todos os experimentos foram realizados com a mesma cepa. 

 

4.5.2. Ensaios de D. melanogaster e exposição a óleo essencial 

A exposição das moscas ao óleo essencial foi realizada por meio do protocolo de 

fumigação descrito: 20 moscas adultas (machos e fêmeas) foram colocadas em frascos de 

130 cm
3
, contendo um papel filtro embebido em sacarose 20% em água destilada no 

fundo. Um papel de filtro (1 cm
2
) foi fixada na parte interna da tampa do frasco para 

aplicação de diferentes doses do óleo essencial. Ao fazer isso, as moscas se alimentam da 

solução de sacarose no fundo dos frascos, enquanto o óleo essencial é volatilizado no topo e 

atinge o sistema respiratório da mosca. Os frascos receberam os seguintes tratamentos: 

sacarose 1% (controle) e 1, 2 ou 4 μg/mL do óleo essencial ou constituinte testado. As 

leituras de sobrevivência das moscas foram feitas a cada hora até a oitava hora. Os 

resultados são apresentados como o número de moscas vivas (média ± DP) obtido a partir 

de seis experiências independentes. 

 

4.5.3. Ensaio Locomotor 

A capacidade locomotora foi avaliada seguindo o comportamento negativo da 

geotaxia, conforme descrito por Boutkhil et al. [24], com algumas modificações. Vinte 

moscas adultas (1-4 dias de idade, machos e fêmeas) foram expostas ao óleo essencial 

conforme descrito na seção anterior. Resumidamente, após a contagem horária da 

mortalidade das moscas, um teste de geotaxia negativo foi realizado simultaneamente com 

as moscas sobreviventes, onde este consistiu na contagem do número de moscas que 

ultrapassaram 5 cm na coluna de vidro do próprio experimento, durante um intervalo de 5 

segundos. Os testes foram repetidos cinco vezes com intervalos de 1 minuto. Os resultados 

são apresentados como o número de moscas que atingiu o máximo ± DP obtido em três 

experimentos independentes. 

 

4,6. Análise Estatística 

Os dados são expressos como a média ± SEM Para análise estatística e produção de 

gráfico, o software Sigma Plot 11.0 foi usado para os ensaios ex vivo usando uma ANOVA 

de uma via seguida por Holm-Sidak e o software GraphPad Prism 7.0 para os outros testes. 

Os resultados considerados estatisticamente significativos obtiveram uma probabilidade de 

hipótese nula inferior a 5% (p<0,05). Testes e análise de variância (ANOVA de duas vias), 

seguido por de Tukey foram usadas. Para o cálculo dos valores de EC50, foram realizadas 

interpolação logarítmica e regressão sigmoidal, sendo a concentração capaz de produzir 

50% do efeito máximo considerado como o EC50, com os cálculos sendo realizados para 

cada experimento. 

5. Conclusões 

A metodologia de contratilidade muscular ex vivo da artéria coronária de Sus scrofa 

domesticus demonstrou a atividade relaxante do EODa e de seu principal composto nas 
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contrações do músculo liso induzidas por potássio e serotonina. A composição do EODa 

revelou a presença de terpenos oxigenados, capazes de promover efeitos tóxicos em insetos 

a partir de baixa concentração, além de induzir a um comprometimento precoce da 

mobilidade das moscas, o que dificulta a dispersão desses insetos. O exposto torna o EODa 

um produto potencial para a realização de estudos necessários sobre a segurança desses 

compostos para o homem, tanto por sua ação miorrelaxante no sistema vascular, quanto por 

sua toxicidade para o cultivo de lavouras, com possibilidade de desenvolver formulações 

com maior eficácia e segurança e benefícios de custo atraentes. 
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4. CAPÍTULO III- ALFA-TERPINENO COMO AGENTE ANTIBACTERIANO, 

POTENCIALIZADOR DE EFICÁCIA DE ANTIBIÓTICOS E LETALIDADE 

SOBRE DÍPTEROS. 

 

Neste capítulo temos um manuscrito que descreve a ação do α-terpineno sobre 

bombas de efluxo expressas por Staphylococcus aureus e a toxicidade contra Drosophila 

melanogaster. Está submetido à Microbial Pathogenesis.  

Métricas (Current Impact Factor 2020: 2.914, Qualis Ciências Biológicas II – B2, 

CiteScore 2020 – 5.6) 
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Resumo 

O α-Terpineno é um monoterpeno derivado do metabolismo secundário de vegetais, 

sendo conhecido por suas propriedades antibacterianas, antifúngicas, anti-inflamatórias, 

antioxidantes e anticâncer. O objetivo deste trabalho foi verificar a atividade antibacteriana 

do α-Terpineno contra cepas de Staphylococcus aureus, bem como, a capacidade de 

modificar a Concentração inibitória mínima (MIC) de antibióticos e do Brometo de Etídio 

(EtBr) e na inibição de bombas de efluxo, além da toxicidade contra Drosophila 

melanogaster. Com a realização de testes de microdiluição foi determinado o CIM ≥ 1024 

µg/mL para o α-Terpineno e observada à incapacidade de inibir as bombas de efluxo 

envolvidas nos ensaios. Entretanto, o α-Terpineno foi capaz de reduzir a CIM dos 

antibióticos norfloxacino, ciprofloxacino e oxacilina frente às cepas 1199B, K2068 e 

K4100, respectivamente. Os ensaios de fumigação foram eficazes para demonstrar a 

letalidade com concentração letal média (CL50) de 22,8 µg/L de ar e o dano causado ao 

aparelho locomotor. Assim o α-Terpineno, um produto natural, inspira maiores 

aprofundamentos para utilização dele em associação com norfloxacina, ciprofloxacino e 

oxacilina e efeito tóxico contra Drosophila melanogaster. 
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1 Introdução 

Os metabólitos secundários dos vegetais têm sido cada vez mais estudados na tentativa 

de descobrir substâncias com atividades biológicas relevantes e com menor poder tóxico ou 

de contaminação ambiental. Assim os produtos naturais estão novamente na vanguarda da 

busca por compostos que possuam aplicabilidade no bem-estar do homem, seja no campo 

medicinal ou agrícola, ou permitindo um uso mais seguro tanto toxicamente como 

ambientalmente. Estes compostos podem estar presentes em extratos e/ou óleos essenciais 

das mais diversas partes dos vegetais, desde raízes até os frutos. Além disso, eles podem ser 

isolados a partir dessas drogas vegetais, podendo ser utilizados como drogas isoladas e com 

estrutura química definida, que por definição seria um fármaco [1–4].  

Além da segurança toxicológica e ambiental dos compostos naturais utilizados para 

promoção do bem-estar do homem, outra preocupação que deve nortear as pesquisas para 

utilização desses constituintes é o desenvolvimento da resistência, a qual advém 

principalmente do uso prolongado e indiscriminado de substâncias, com objetivo de 

eliminar ou controlar a proliferação de organismos específicos, seja uma bactéria ou um 

inseto. Assim, atualmente diversos compostos que outrora eram eficientes no combate a 

esses organismos, já perderam parcial ou totalmente sua eficácia. Dentre as estratégias para 

enfrentamento dessa resistência podemos citar: desenvolvimento de novos produtos, 

incluindo principalmente os de origem natural e a associação com produtos que perderam 

sua eficácia [5–7]. 

A resistência bacteriana tem sido um dos maiores desafios para o desenvolvimento de 

novos antibióticos [8]. Diante disso, a bactéria Staphylococcus aureus é de grande 

importância clínica, visto que apresenta resistência à maioria dos antibióticos disponíveis 

atualmente. Esta resistência pode ser resultado de vários mecanismos, porém, as bombas de 

efluxo ocupam um lugar de destaque entre esses mecanismos, uma vez que conseguem 

extrudar o antibiótico para fora da célula bacteriana [9,10]. 

O modelo experimental Drosophila melanogaster, tem sido bastante utilizado para 

determinar atividade inseticida de produtos naturais, visto que apresenta fácil manejo e 

baixo custo, podendo ser facilmente utilizado na determinação da concentração letal e 

danos no aparelho locomotor da mosca, sendo assim possível indicar um potencial efeito 

tóxico ou repelente sobre esse díptero [11]. Além disso, essa espécie possui muitos genes 

ortólogos à genes humanos relacionados a homeostase, sendo assim uma ferramenta 

importante para estudos de toxicidade e com capacidade de esclarecer algumas questões 

não respondidas sobre algumas doenças [12]. 



 
 

59 
 

A busca por compostos com baixa toxicidade em mamíferos, biodegradáveis, 

multifuncionais e ambientalmente seguros, têm colocado em evidências os produtos 

naturais, como óleos essenciais e seus principais constituintes, os terpenos. Os terpenos são 

efetivos no combate a um grande número de insetos, entretanto, os mecanismos de ação 

ainda não estão bem descritos [11,13,14].  

O α-terpineno (1-isopropyl-4-methyl-1,3-cyclohexadiene) é um monoterpeno derivado 

do metabolismo secundário dos vegetais, presente por exemplo, no óleo essencial de 

Dysphania ambrosioides. Este composto torna-se atrativo por apresentar diversas 

atividades como: antibacteriana, antifúngica, anti-inflamatória, antioxidante e anticâncer, 

além de ser utilizado como fragrância na indústria cosmética e alimentícia, devido ao seu 

odor [15–19]. 

Os terpenos de modo geral têm demonstrado atividades antibacterianas e efeito toxico 

contra insetos [20]. Estudos demonstraram potencial tóxico contra Musca domestica de 

terpenos como: linalool, citronellal, (R)-α-pinene, 1,8-cineole, γ-terpinene, limonene, α-

terpinene, (S)-β-pinene, thymol and (R)-pulegone [21]. A atividade antibacteriana também 

foi observada para os terpenos, seja de forma isolada ou em associação com antibióticos 

[22–24].  

Portanto, este trabalho propôs verificar o potencial do α-terpineno como agente 

antibacteriano, bem como, sua capacidade de modificar a Concentração inibitória mínima 

(MIC) de antibióticos e do Brometo de Etídio (EtBr) e na inibição do mecanismo de 

bombas de efluxo em cepas de S. aureus e seu potencial de toxicidade contra Drosophila 

melanogaster a partir de testes de fumigação para medir letalidade e danos ao aparelho 

locomotor. 

2 Materiais e Métodos  

2.1 Testes microbiológicos 

2.1.1 Drogas utilizadas 

O α-Terpineno e o CCCP foram adquiridos da SIGMA Chemical Co., St. Louis, USA, já 

a clorpromazina (CPMZ) foi adquirida da Aché. Tanto CPMZ quanto o brometo de etídio 

foram diluídos em água estéril, sendo o CCCP diluído em uma solução água/metanol (3:1 

v/v). Todos os antibióticos e o α-Terpineno foram diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO) e 

água estéril. Todas estas soluções tiveram a concentração padronizada para 1024 µg/mL e a 

proporção de DMSO foi menor que 5%. 
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2.1.2 Microrganismos 

Foram usadas sete cepas de S. aureus: 1199 (selvagem), 1199B (bomba NorA), IS-58 

(bomba TetK), K2068 (bomba MepA), K4100 (bomba QacC), K4414 (bomba QacA/B) e 

RN4220 (bomba MsrA). Todas cedidas por Prof. S. Gibbons (University of London) e Prof. 

Glenn Kaatz (Wayne State University). 

2.1.3 Atividade antibacteriana pela Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

Para estes testes, o método utilizado foi o descrito por Javadpour et al [25] usando 

apenas o α-terpineno para determinação do CIM. 

2.1.4 Teste de inibição de bomba de efluxo por modificação da CIM do antibiótico e do 

brometo de etídio 

Foi utilizada a concentração sub-inibitória do α-terpineno (CIM/8) em associação com 

diluições seriadas (1:1) do antibiótico ou do brometo de etídio, que gerou concentrações de 

512 a 0,25 µg/mL, distribuídos nos poços das placas de microdiluição. Após 24 horas de 

incubação à 37
o
C o crescimento bacteriano pode ser verificado utilizando resazurina (7-

hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-óxido) em uma concentração de 400 µg/mL. O 

crescimento bacteriano promove a oxidação da resazurina provocando a mudança de 

coloração de azul para rosa [26]. Portanto, a CIM foi definida como a menor concentração 

capaz de inibir o crescimento bacteriano [27]. Sendo possível então realizamos a 

comparação entre os controles e substâncias teste. 

2.2 Drosophilas melanogaster 

2.2.1 Cultura e estoque de Drosophila 

A manutenção das moscas D. melanogaster (Harwich cepa) foi feita de acordo como 

descrito por Lacerda Net et. al [16] e são oriundas do National Species Stock Center, 

Bowling Green, OH - USA.  

2.2.2 Teste de mortalidade 

Os testes foram realizados de acordo como o método descrito por Da Cunha [28], com 

modificações. Para tanto, 20 moscas adulta (macho e fêmea) foram colocadas em um 

recipiente de 130 cm
3
 , contendo no seu interior um papel filtro preparado previamente com 

1 mL de solução de sacarose a 20% (alimento) e na parte interna de sua tampa um outro 

papel filtro com 1 cm
2
 que foi impregnado como α-terpineno nas seguintes concentrações: 

0,75µg (5,77 µg/L de ar), 1 µg  (7,7 µg/L de ar), 1,5 µg  (11,54 µg/L de ar), 2 µg ( 15,4 

µg/L de ar), 3 µg  (23,1 µg/L de ar), 3,25 µg (25 µg/L de ar), 3,5 µg (26,9 µg / L de ar), 

3,75 µg  (28,8 µg / L de ar), e 4 µg (30,7 µg/L de ar). Porém no grupo controle foi 

adicionado apenas o papel. Durante o teste foram mantidas a temperatura em 26 
o
C, 
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humidade 60% e ciclos de claro e escuro de 12 horas. O teste foi realizado em triplicata e 

cada n era composto por dois recipientes. As leituras para verificar a mortalidade foram 

realizadas após a aplicação do α-terpineno nos terpenos: 1, 2, 3, 6, 12, 24 e 48 horas. 

2.2.3 Teste de geotaxia negativa 

Através do teste de geotaxia negativa, descrito por Coulom e Birman [29], foi possível 

verificar o dano na mobilidade das moscas. Cada grupo de moscas foi exposto ao α-

terpineno e a leitura realizada nos tempos de 1, 2, 3, 6, 12, 24 e 48 horas. Com eleve 

choque físicos as moscas são levadas ao fundo do recipiente e em seguida foram 

contabilizadas quantas conseguem superar uma marca de 5 cm de deslocamento vertical em 

até 5 segundos. O teste é repedido duas vezes em um intervalo de 1 minuto. Os resultados 

foram apresentados média (±) desvio padrão das contagens obtidas em dois experimentos 

independentes [29]. 

 

2.3 Análise estatística  

2.3.1 Análise estatística dos resultados de microbiologia 

Os testes foram feitos em triplicata e expressos em média geométrica. Foi utilizada 

ANOVA one-way, com post hoc de Tukey ou Bonferroni. 

2.3.2 Análise estatística dos resultados dos testes de toxicidade  

A análise da toxicidade foi realizada usando ANOVA tow-way com teste de múltipla 

comparação por Tukey.  

3 Resultados 

3.1 Testes microbiológicos 

3.1.1 Atividade antibacteriana pela Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

Os ensaios para determinação da CIM do α-Terpineno evidenciaram um valor de CIM ≥ 

1024 μg/mL frente a todas as cepas utilizadas nos ensaios. As CIMs de cada antibiótico 

frente às cepas específicas estão descritas na Tabela 1. 

Tabela 1: CIM dos antibióticos e do α-Terpineno 

CEPA BOMBA CIM DOS 

ANTIBIOTICOS 

CIM DO ALFA-

TERPINENO 

1199 NorA Norfloxacino 288 μg/mL ≥ 1024 μg/mL 

1999B NorA Norfloxacino 256 μg/mL ≥ 1024 μg/mL 

IS-58 TetK Tetraciclina 128 μg/mL ≥ 1024 μg/mL 

RN MepA Eritromicina ≥ 1024 ≥ 1024 μg/mL 
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4220 μg/mL 

K 2068 QacC Ciprofloxacina 64 μg/mL ≥ 1024 μg/mL 

K 4414 QacA/B Penicilina 262 μg/mL ≥ 1024 μg/mL 

K 4100 MsrA Oxacilina 161 μg/mL ≥ 1024 μg/mL 

 

3.1.2 Teste de inibição de bomba de efluxo por modificação da CIM do antibiótico e do 

brometo de etídio 

A comparação entre as médias geométricas da CIM dos antibióticos isolados e a CIM do 

antibiótico associado ao α-Terpineno, bem como, a comparação entre a CIM do EtBr 

isolado e a CIM do EtBr em associação com α-Terpineno, são testes capazes de revelar se 

existem diferenças na concentração efetiva do antibiótico quando associado a MIC/8 do α-

Terpineno, indicando assim se essa associação altera a eficácia do antibiótico e se o α-

Terpineno atua sobre as bombas de efluxo estudadas. 

Nos ensaios com a cepa 1199, a qual é considerada selvagem por apresentar o 

mecanismo de bomba de efluxo (NorA) de forma basal, foram observadas reduções na 

concentração da CIM de 287 μg/mL para 228 μg/mL e de 80 μg/mL para 64 μg/mL, para 

antibiótico e BrEt, respectivamente. Já os ensaios de associação entre α-Terpineno e o 

Norfloxacino sobre a cepa 1199B foram responsáveis por reduzir o CIM do antibiótico de 

80 μg/mL para 64 μg/mL. Esta cepa expressa a bomba NorA que confere resistência às 

fluoroquinolonas, o que justifica uso do Norfloxacino neste ensaio (Figure 1A). Nossos 

resultados também demonstraram uma redução de 64 μg/mL para 40 μg/mL na CIM do 

antibiótico Ciprofloxacino, decorrente de sua associação com o α-Terpineno sobre a cepa 

K2068, portadora da bomba de efluxo MepA, a qual expressa efeito sobre fluoroquinolonas 

como o Ciprofloxacino (Figure 1B). Já para a cepa K4100 que expressa a bomba QacC, 

sendo responsável pela extrusão de Oxacilina, foi observada uma redução da CIM do 

antibiótico decorrente de sua associação com o α-Terpineno, em contraste com o CIM do 

antibiótico sozinho, com uma redução de 161 μg/mL para 50,79 μg/mL (Figure 1C). 

Figura 1: CIM dos antibióticos e brometo de etídio, isolados ou associados ao alfa-terpineno. 
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Legenda: A: CIM do antibiótico Norfloxacino isolado e em associação com α-Terpineno e inibidores padrão CCCP e 

Clorpromazina e CIM do EtBr isolado e em associação com os inibidores padrão CCCP e Clorpromazina e α-Terpineno 

sobre a cepa 1199B. B: CIM do antibiótico ciprofloxacino isolado e em associação com α-Terpineno e inibidores padrão 

CCCP e Clorpromazina e CIM do EtBr isolado e em associação com os inibidores padrão CCCP e Clorpromazina e α-

Terpineno sobre a cepa K2068. C: CIM do antibiótico Oxacilina isolado e em associação com α-Terpineno e inibidores 

padrão CCCP e Clorpromazina e CIM do EtBr em associação com os inibidores padrão CCCP e Clorpromazina e α-

Terpineno sobre a cepa K4100.CCCP = Cianeto de carbonilo m-clorofenilhidrazona; **** representa significância 

estatística em comparação com o controle. 
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Nos demais ensaios com as cepas 1199B, IS-58, RN4220, K2068, K4414 e K4100, não 

foram observadas reduções na CIM do EtBr em associação com α-Terpineno em 

comparação a CIM do EtBr sozinho, razão pela qual não inserirmos os gráficos referentes a 

estes dados. 

3.1.3  Teste de Mortalidade 

Através do ensaio de mortalidade foi demonstrado o efeito do α-Terpineno sobre a 

mortalidade de D. melanogaster, nas concentrações de 5,77 µg/L; 7,7 µg/L; 11,54 µg/L; 

15,4 µg/L; 23,1 µg/L; 25 µg/L; 26,9 µg/L; 28,8 µg/L e 30,7 µg/L de ar (Figura 2). Os 

resultados obtidos evidenciaram significância estatística nas concentrações maiores que 

23,1 µg/L de ar em relação ao controle a partir de 2 horas de exposição ao composto, tendo 

esse efeito permanecido até o final do ensaio. Também foi possível verificar que a taxa de 

mortalidade atingiu os 100% a partir da leitura de 48 horas na concentração de 30,7 µg/L de 

ar, obtendo um valor de CL50 de 22,8 µg/L. 

Figura 2: Ensaios de mortalidade com o modelo Drosophila melanogaster frente ao 

composto α-Terpineno 
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3.1.4 Teste de geotaxia negativa 

Nossos resultados indicam que as concentrações 15,4 µg/L de ar foram capazes de causar 

danos ao aparelho locomotor de D. melanogaster, a partir da 1h de exposição ao composto 

em relação ao controle, resultado que foi mantido até a última leitura. As concentrações de 

23,1 , 25 e 26,9 µg/L de ar apresentaram acentuada redução do número de moscas capazes 

de alcançar o topo da coluna do frasco após 12 h de exposição ao α-Terpineno. Já as 

concentrações de 28,8 e 30,7 µg/L de ar demonstraram padrões similares em relação a 

geotaxia das moscas, havendo redução no número de moscas no topo do frasco a partir de 
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12 h de exposição. É interessante notar que entre 6 e 12 horas ocorreu uma recuperação no 

número de moscas que chegaram ao topo (Figure 3). 

Figura 3: Ensaios de geotaxia negativa com o modelo Drosophila melanogaster frente ao 

α-terpineno. 
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4 Discussão 

O α-terpineno é um terpeno monocíclico derivado de isomerização cis-trans do p-

mentano, sendo considerado um mentadieno presente em várias espécies vegetais (Citrus, 

Mentha, Juniperus e Pinus) e estando associado ao combate contra cupins. Além disso, 

comercialmente é bastante utilizado como fragrância pela indústria farmacêutica e de 

perfumes [17,22,30].  

Suas atividades biológicas têm sido descritas tanto como constituinte isolado, como 

também como parte da constituição de óleos essenciais. Os óleos essenciais que possuem 

na sua composição o α-terpineno estão presentes em Chenopodium ambrosioides [31,32], 

Pulicaria salviifoliaI [33], Dysphania multifida [33], Magnolia kwangsiensis [34]. De 

forma isolada já foram relatadas atividades como: antibacteriana, antifúngica, anti-

inflamatória, anticâncer e antioxidante [17,35,36].  

A resistência bacteriana aos antibióticos é um fato cada vez mais preocupante. Essa 

resistência resulta de uma intensa interação entre as bactérias como troca de informações 

genéticas e da pressão exercida pela exposição destas bactérias a substâncias bactericidas. 

Os principais mecanismos envolvidos no desenvolvimento da resistência são: degradação 

do antibiótico (I), modificação do alvo do antibiótico (II), alteração da permeabilidade (III), 
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proteção ribossomal (IV), produção de biofilme (V) e ação de bombas de efluxo (VI) [37]. 

Dentre estes mecanismos a ação das bombas de efluxo, que provocam a redução dos níveis 

de antibióticos no interior das bactérias, é considerado um dos principais tipos de 

mecanismo de resistência.  

Os ensaios de microdiluição fornecem resultados quantitativos das substâncias contra as 

bactérias, como por exemplo, a concentração inibitória mínima (MIC), que é definida como 

a menor concentração que inibe o crescimento bacteriano [38,39]. O α-Terpineno, apesar de 

ser um terpeno que pode interferir na captura de oxigênio e na fosforilação oxidativa [22], 

apresentou MIC ≥ 1024 μg/mL frente a todas as cepas testadas, corroborando com os 

resultados obtidos por de Morais Oliveira-Tintino et. al [32] e Limaverde et. al [31]. A 

extrapolação para uso clínico mostra que o valor da CIM precisa ser 4-5 vezes maior para 

garantir a eficácia da substância, e valores de CIM ≥ 1024 μg/mL resultam em 

concentrações altas que praticamente inviabilizam avaliações de critérios como, dose, 

organismo alvo e sua resistência, mecanismos, indicações clínicas, propriedades 

farmacocinéticas e farmacodinâmicas, toxicidade e resultado clínico desejado. Todos esses 

critérios são necessários para determinar a CIM do ponto de corte clínico (clinical 

breakpoint), que é definido como sendo a maior concentração plasmática segura da 

substância no paciente e se microrganismo é susceptível ou resistente. Esses valores são 

publicados e definidos principalmente por: EUCAST (European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing) and CLSI (Clinical and Laboratory Standards 

Institute) [40–43]. 

Os mecanismos utilizados pelas bactérias, citados anteriormente, podem ser revertidos 

utilizando como estratégia a associação de substâncias diversas com antibióticos que 

apresentam eficácia reduzida com o objetivo de observar a modulação desses por essas 

substâncias e que sejam capazes de recuperar essa eficácia, como por exemplo a associação 

entre amoxicilina e ácido clavulânico [44]. Os resultados indicaram que a concentração 

sub-inibitória do α-Terpineno em associação com Norfloxacino, Ciprofloxacino e 

Oxacilina, foram capazes de modular os antibióticos frente às cepas 1199B, K2098 e 

K4100, respectivamente. Em contraste com os nossos resultados, em um relatório anterior 

de Morais Oliveira-Tintino e colaboradores [32], não foi demonstrada modulação do 

Norfloxacino na cepa 1199B. Essa modulação pode ter alterado a resistência às quinolonas 

interferindo na ação de bombas de efluxo, alteração do sítio de ação do antibiótico e 

alteração na permeabilidade [45,46]. Essa mesma justificativa pode ser usada para explicar 

a modulação do Ciprofloxacino pelo α-Terpineno frente a cepas K2068. Os resultados da 
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modulação do antibiótico obtidos para a cepa K4100 que apresenta resistência à Oxacilina 

resultante da produção de β-lactamases e ação da bomba de efluxo QacC, podem estar 

associados a capacidade de monoterpenos, como o α-Terpineno, de interferir na 

permeabilidade da membrana plasmática, nas atividades de coagulase, na produção de 

enterotoxinas e na halotolerância [47,48]. 

As bombas de efluxo ocupam lugar de destaque entre os vários mecanismos de 

resistência a antibióticos, sendo responsáveis por reduzir a disponibilidade intracelular de 

antibióticos, diminuindo assim sua eficácia. S. aureus é uma bactéria Gram-positiva com 

várias cepas com bombas de efluxo de diferentes famílias [49]. Neste estudo foram 

utilizadas 7 cepas de S. aureus portadoras de diferentes mecanismos de efluxo ativo 

específicos. Os inibidores de bombas de efluxo, como CCCP e clorpomazina, juntamente 

como BrEt são uma forma interessante de demonstra a presença e a inibição das bombas de 

efluxo. O inibidores de bomba de efluxo podem interferir no funcionamento da bomba de 

cinco formas: (1) impedindo o fluxo energético na bomba, um exemplo é o CCCP; (2) 

diminuindo a expressão das bombas, exemplo clorpromazina, (3) impedindo a montagem 

de bombas multicomponentes, (4) bloqueando o canal externo da bomba e (5) gerando um 

inibição competitiva ou não com o antibiótico,  e uma outra estratégia que deve ser 

considerada é a remodelagem química de antibióticos a ponto que não sejam mais 

substratos das bombas [9,50]. 

Os resultados do presente estudo mostraram que a associação entre a MIC do EtBr com o 

α-terpineno não diferiu do controle do EtBr isolado, não havendo modificação na MIC do 

EtBr para nenhuma das cepas estudadas, portanto o α-terpineno não atua por nem um dos 

mecanismos citados anteriormente. Resultados de estudos anteriores também demonstraram 

que não houve modulação do EtBr na bomba de efluxo NorA da cepa 1199B [32] e bombas 

de efluxo TetK da cepa IS-58 pelo α-Terpineno [31]. Assim, ficando evidente a ausência de 

influência do α-Terpineno sobre as bombas de efluxo, e reforçando o entendimento que 

essa modulação apresentada no MIC dos antibióticos é resultado da uma possível interação 

com a membrana plasmática causando sua desintegração e/ou a coagulação intracelular, 

ambos mecanismos levam à morte celular [46]. 

Com relação aos ensaios de toxicidade, foi possível determinar a LC50 22,8 µg/L de ar, 

após 48 horas de exposição ao composto. Um dado que informa a concentração necessária 

para matar metade das moscas expostas ao α-Terpineno no teste de fumigação. O estudo de 

Lacerda Neto e colaboradores [16] com α-Terpineno informa uma LC50 de 2,282 mg/L, 

porem as leituras foram limitadas a 8 horas. Estudando 40 monoterpenos, pelo método de 



 
 

68 
 

fumigação, Zhang et al [11] determina a CL50 do α-Terpineno diluído em acetona e com 

leitura em 24 horas sendo de 1,96 µL/L de ar e que monoterpenos hidrocarbonetos possuem 

menor atividade inseticida que monoterpenos oxigenados.  

Alterações no sistema nervoso são os principais mecanismos para promoção do efeito 

letal de terpenos, sejam alterações em rotas sinalizadoras ou reguladoras, tais como: 

interferência na acetilcolinesterase, em receptores nicotínicos, GABA, de ocitocina e 

tiramina [11], além de interferir no funcionamento do sistema CytocromoP450, responsável 

pelo processo de desintoxicação [13]. Sabendo que o α-Terpineno inibe a ação da 

acetilcolinesterase fica evidente a ação desse composto nessa rota interferindo no sistema 

nervoso levando o inseto à morte [51]. E ainda é possível a ativação simultânea de duas ou 

mais rotas citadas, como demonstrado na ação do carvacrol do pulegone que atuam em 

receptores GABA e octopamine [52–55]. 

A inibição da acetilcolinesterase é um dos fatores responsáveis pela diminuição da 

mobilidade da mosca ou pelo dano ao aparelho locomotor. Além disso, é possível notar que 

concentrações maiores que 15,4 µg/L de ar alteram a média de moscas capazes de chegar 

ao topo da coluna do frasco já na primeira hora de registros quando comparados com o 

controle, isso sugere investigações futuras para elucidar a participação enzimas capazes de 

reduzir o estresse oxidativo como glutationa S-transferase (GST), catalase (CAT), e 

Superóxido Dismutase (SOD) além de proteínas alvo envolvidas no estresse oxidativo [56], 

além da participação de participação de atuação no sistema nervoso [11]. 

A interpolação dos resultados de mortalidade e dano ao aparelho locomotor nas 

concentrações de 7,7 µg/L (Figure 4A), 15,4 µg/L de ar (Figure 4B), 23,1 µg/L de ar 

(Figure 4C) e 30,7 µg/L de ar (Figure 4B) possibilitou que pudéssemos verificar que na 

concentração de 30,7 µg/L de ar a diminuição da mobilidade ocorre rapidamente e é em 

seguida acompanhada pela mortalidade, sendo possível observar que após seis horas a 

curva de mortalidade apresentava-se estável enquanto a curva que indica a quantidade de 

moscas com danos mínimos ao aparelho locomotor apresentou crescimento. Estudos 

demonstram que após a ação das enzimas Superóxido Dismutase e Glutationa S-

Transferase as células podem expressar a proteína Hsp70, uma Chaperona 70 (~kDa) 

produzindo uma ação tardia na proteção contra o estresse oxidativo [57]. Sendo este mais 

um ponto a ser esclarecido em novos estudos do α-Terpineno. 

Figure 4 – Relação entre moscas vivas e alterções na mobilidade. 
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5 Conclusão 

O α-Terpineno apresentou em associação com as quinolonas e oxacilina uma redução da 

CIM das mesmas frente a cepas resistentes, demonstrando uma atividade sinérgica do 

produto como esses antibióticos. Não foi observada influência do α-Terpineno sobre as 

bombas de efluxo das cepas de S. aureus testadas não sendo observada diminuição da CIM 

do Brometo de etídeo. Entretanto, foi possível verificar a toxicidade do α-Terpineno contra 

D. melanogaster, mostrando claramente que ele apresenta elevada toxicidade neste modelo 

eucarionte. Assim, esta toxicidade demonstrada contra insetos e modulação de antibióticos 

quinolônicos contra S. aureus inspira a investigação de seu potencial modulador e perfil de 

toxicidade contra um modelo eucarionte, como possibilidade de extrapolação para teste em 

outros modelos, incluído mamíferos. 
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5. CAPÍTULO V: CONSIDERAÇÕES FINAIS  

5.1 Discussão geral  

Os produtos naturais continuam sendo uma fonte importante na descoberta de 

novos compostos como atividade biológica, e tendo participação essencial na descoberta de 

novas drogas. Os óleos essenciais e seus constituintes, álcoois, éteres ou óxidos, aldeídos, 

cetonas, ésteres, aminas, amidas, fenóis e terpenos, apresentam uma vasta gama de 

atividades biológicas listadas.  

Os óleos essenciais são produtos naturais complexos formados por vários 

constituintes que podem variar diante das condições climáticas, de cultivo, de coleta e de 

extração já revelam uma grande complexidade para seu estudo. Outro ponto que não 

devemos deixar de levado em consideração é o fato da ação conjunta dos diversos 

componentes de um produto natural complexo sobre os sistemas biológicos e vice-versa. 

Assim, podemos observar respostas biológicas de intensidade distintas quando comparado 

um óleo essencial e seu constituinte majoritário isolado, pois quando isolado temos um 

único composto para ser absorvido, transportado, metabolizado e excretado, já quando se 

utiliza um produto natural complexo (por exemplo, óleos essenciais ou extratos) existem ali 

uma mistura de compostos que podem alterar qualquer uma das etapas farmacocinéticas 

citadas anteriormente, fazendo que um componente tenha absorção maior ou menor, seja 

mais rápida ou lentamente metabolizado ou excretado, alterando assim a biodisponibilidade 

do composto e provavelmente alterando a intensidade da resposta. 

A Drosophila melanogaster não é considerado apenas um modelo de para 

controle de dípteros, mas sim um modelo para triagem do risco ambiental causado por 

diversos produtos, e de triagem de pesquisa de medicamentos e mecanismos de ação de 

droga, apesar de potenciais diferenças farmacocinéticas e farmacodinâmicas. A grande 

similaridade genética, entre humanos e a mosca, permite a extrapolação de informações na 

busca por medicamentos, porém nunca esquecendo limitações promovidas por diferenças 

metabólicas e farmacocinéticas. Os resultados mostraram toxicidade dos dois compostos 

testados com diminuição da sobrevida e perda da capacidade locomotora. Os mecanismos 

envolvidos nesses resultados talvez possam ser comprovados como a conclusão dos testes 

de bioquímicos que informarão o nível de estresse oxidativo e interferência na cadeia 

respiratória. 

Os testes de relaxamento de contração da artéria coronária evidenciaram a 

capacidades dos compostos envolvidos dos testes de promover o relaxamento após 

contração tanto induzida por potássio (eletromecânico) quanto por serotonina (fármaco-
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mecânico), sendo necessário estudos mais minuciosos capazes de esclarecer os mecanismos 

envolvidos na promoção desse relaxamento. 

Apesar do α-terpineno ter mostrado potencial tóxico contra a Drosophila 

melanogaster não foi observado atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus nem 

modulação em bombas de efluxo distintas. Entretanto, foi capaz de reduzir a CIM do 

norfloxacino e ciprofloxacino frente às cepas 1199B, K2068 e K4410, respectivamente. 

Porém não foi observado a diminuição da CIM do brometo de etídio em nem uma das cepas 

testadas o que mostra que o α-terpineno não interfere em nem uma das bombas testadas 

5.2 Conclusões gerais 

Ao final da elaboração desse trabalho foi possível verificar que do óleo essencial 

de Dysphania ambrosiodes e do α-terpineno foram tóxicos contra Drosophila 

melanogaster, sendo que o óleo essencial foi mais eficaz com uma concentração 

proporcional menor. A capacidade de reverter a contração de artéria coronária de suínos, 

tanto induzida eletromecânica quanto de forma fármaco-mecânica, pelo óleo essencial, 

possibilitando o estudo de compostos com capacidade de relaxamento da contração de 

vasos sanguíneos e possível controle de alterações vasculares. Os testes microbiológicos 

revelaram a que a associação entre α-terpineno componente de óleo essencial de C. 

ambrosioides, e antibióticos diminuíram a CIM destas drogas. 

Em resumo podemos concluir que produtos naturais continuam sendo 

importantes pontos de partida para descoberta de compostos, complexos ou isolados, 

naturais ou semi-sintéticos, com atividade biológica de interesse farmacológico ou 

toxicológico. 

5.3 Perspectivas de investigações futuras 

Após a realização desse trabalho fica evidente a possibilidade de investigações 

sobre atividade miorrelaxante vascular tendo como modelo artérias coronárias de suínos, 

modelo que apresenta baixo custo de aquisição e manutenção. Outra possibilidade é a 

investigação de atividades farmacológicas utilizando a Drosophila melanogaster além da 

busca de compostos seguros toxicologicamente e biodegradáveis com eficácia comprovada 

no combate de pragas. Sendo vislumbrando a possibilidade de da utilização da mosca como 

modelo para atividades farmacológicas (antioxidante, antimutagênica, antigenotoxicidade, 

neuroprotetiva, anti-apoptotica e outras) e entendimento de diversas doenças, além de 

estudos in vivo e in silico com possibilidade de elucidação dos mecanismos envolvidos na 

diminuição da locomoção e efeito tóxico promovido pelas substâncias objeto do estudo.    
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Apêndice A – Material oriundo da tese publicado ou submetido.
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