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RESUMO

Historicamente, os produtos naturais tém sido usados pela sociedade para 0s
mais diversos fins, sendo uma das mais promissoras fontes de novos
farmacos. Os 0Oleos essenciais, oriundos das vias metabdlicas secundarias das
plantas, constituem uma das classes mais estudadas de moléculas organicas
naturais. Ensaios in silico surgem como uma alternativa para acelerar a
pesquisa de novos compostos bioativos, quer seja indicando potencialidades
como alertando para possiveis toxicidades. Ferramentas como Danish (Q)SAR
Database realizam uma modelagem de moléculas para a avaliacdo das
propriedades de moléculas quimicas. Este trabalho tem como objetivo a
utilizacdo da ferramenta in silico Danish (Q)SAR Database na predicdo da
seguranca farmacologica de componentes majoritarios de 0Oleos essenciais,
baseando-se na avaliacdo das propriedades de maior relevancia e consisténcia
fornecidas pelos laudos.

Palavras-chave: in silico; (Q)SAR; compostos naturais; 6leo essencial;
farmacologia.
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1. INTRODUCAO

Com a impossibilidade de testar todos o0s compostos quimicos e
farmacéuticos existentes no ambiente em uma grande quantidade de endpoints, se
faz necessario a realizacdo de ensaios in silico como QSAR para modelagem de
moléculas para a avaliagdo de risco de compostos quimicos. Uma vez que 0s
produtos farmacéuticos podem ser perigosos e causar impacto severo na saude
humana e no meio ambiente, sendo encontrados residuos de disruptores endocrinos
em corpos superficiais de agua, efluentes de estacBes de tratamento de esgoto e
estacBes de tratamento de agua potavel, a analise da presenca de farmacos € de
grande importancia (KHAN, 2019).

O Danish (Q)SAR Database (relacdo quantitativa de estrutura-atividade) é
uma ferramenta que correlaciona as propriedades quimicas das moléculas usando
varios parametros quantitativos, obtidos computacional ou experimentalmente.
Utilizando em pesquisa, essa ferramenta pode nos fornecer uma previsdo das
propriedades de compostos quimicos ndo testados e/ou novos, podendo explicar
seus efeitos em relacéo as suas estruturas e propriedades, permitindo-nos identificar
as caracteristicas que contribuem para a atividade biolégica e toxicidade das
moléculas estudadas (ROY, 2015).

A utilizacdo de andlises in silico se torna uma alternativa para estudos
preliminares, pois as barreiras regulatorias aparentam estar negando melhorias de
preco-desempenho em muitos setores industriais. Na industria farmacéutica, esse

paradoxo foi chamado de "Lei de Eroom" onde se argumenta:

A eficiéncia em P & D, medida simplesmente em termos do numero de
novos medicamentos trazidos ao mercado pelas industrias globais de



biotecnologia e farmacéutica por bilhdo de délares em gastos com P & D,
declinou de forma razoavelmente constante (SCANNELL, 2012, p.191).

Isto parece estar ocorrendo em outros setores como a biotecnologia agricola,
que parece estar ligado a obstaculos regulatérios e sendo moldada por campanhas
de organizac¢fes ndo governamentais (ONGs) (HALL, 2016).

Os produtos naturais tém sido usados pela sociedade por muitos anos em
alimentos, cosméticos, venenos para caca, medicamentos e agentes de protecao de
cultivos, onde se extraia os compostos de uma fonte e utilizava-o como uma mistura
impura. Com 0s avangos na pesquisa e desenvolvendo na ciéncia, a utilizacdo de
produtos naturais avancou significativamente nos udltimos tempos, levando a um

refinamento dos compostos e produtos (COPPING, 2007).

Sado notaveis as vantagens dos produtos de origem natural como fonte de
agentes de processos fisioldgicos, e espera-se que quimicos consigam proporcionar
0 avan¢o na busca de novos agentes na descoberta medicinal, tendo como fonte
produtos naturais (NEWMAN, 2012). Tem-se como melhor solucdo para a crise de
produtividade na descoberta e desenvolvimento de drogas envolvendo a
comunidade cientifica a realizagdo de uma abordagem multidisciplinar, que envolve
a diversidade molecular encontrada a partir de fontes de produtos naturais, junto de
metodologias sintéticas combinatorias e a manipulacdo de vias biossintéticas
(NEWMAN, 2016).

Os oOleos essenciais normalmente sdo misturas complexas produzidas por
meio das vias metabdlicas secundéarias das plantas, possuindo geralmente dois ou
trés compostos majoritarios, que podem ser classificados em dois grandes grupos

quimicos, terpenos e fenilpropandides (SMITH, 2018).



1.1 Objetivo geral

O trabalho teve por objetivo geral a utilizacdo da ferramenta in silico Danish
(Q)SAR Database na predicdo da seguranca farmacologica de componentes
majoritarios de Oleos essenciais, baseando-se na avaliacdo das propriedades de

maior relevancia e consisténcia fornecidas pelos laudos.

1.1.1 Objetivos especificos

e Realizar uma varredura de todos os parametros fornecidos pela ferramenta

para os constituintes majoritarios de um 6leo essencial;
e Avaliar os principais paradmetros de interesse farmacolégico que se

destacaram da andlise;

e Avaliar os resultados fornecidos pelo laudo para predizer a seguranca

farmacolégica sobre os compostos analisados.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Avaliacéao in silico

Analises in silico vem se tornando cada vez mais importantes na area da
toxicologia devido aos avancos no poder computacional junto de interfaces de
facil compreensdo e ao aumento da acessibilidade de dados para gerar
previsdes, reduzindo custo e tempo de andlise, auxiliando também na
regulamentacdo e registro de compostos quimicos, possuindo a grande
vantagem de realizar a previsdo da toxicidade antes mesmo da sintese.
(CHERKASOV, 2014; PARTHASARATHI, 2018).

A induUstria cosmecéutica tem uma grande motivacdo para usar
abordagens in silico, pois oferecem beneficios tais como selecdo altamente
eficaz de banco de dados quimicos sem a necessidade de testes fisicos,
realizando assim, uma melhor selecdo de candidatos antes da sintese das
moléculas, reduzindo o tempo e o custo do processo. Desta forma, permite um
uso melhor dos dados ja existentes e ainda na reducdo e substituicdo do uso
de analises (GELLATLY, 2019).

A aplicacéo de ferramentas in silico para a avaliacdo da genotoxicidade,
especialmente quando as informacdes sdo limitadas sobre as impurezas, € a
chave para minimizar o risco de complicacbes de medicamentos em fases
posteriores do processo de desenvolvimento de farmacos. Baseando-se em
relacbes de estrutura-atividade tem-se a capacidade de prever o resultado do

teste de Ames, sendo este um ensaio bioldgico que utiliza bactérias para testar



se um determinado composto quimico possui potencial mutagénico afetando o
DNA do organismo de teste, resultando em uma otimizacdo na andlise de

compostos candidatos a medicamentos (WICHARD, 2017).

2.2 Relacdo quantitativa de estrutura-atividade - QSAR

(quantitative structure-activity relationship)

O funcionamento da ferramenta Danish (Q)SAR Database baseia-se na
identificacdo de atributos estruturais e/ou propriedades fisico-quimicas
associadas a sua atividade, e utiliza dessas informacdes para criar uma
previsdo para uma molécula ndo estudada. Estes modelos de previsdes
oferecem o risco potencial de novos candidatos a formula¢des de produtos no
inicio do desenvolvimento, ndo havendo a necessidade de sintese quimica e
fornecendo suporte para a regularizacdo de uma substancia (HSU, 2018). As
propriedades avaliadas nas moléculas sdo chamadas endpoints, tais como
toxicidade aguda, carcinogenicidade, mutagenicidade e apoptose (HANSCH,
2007).

Vem sendo amplamente explorada a pesquisa em desenvolvimento de
meétodos alternativos (ndo animais) para predizer toxicidade em mamiferos
visando a substituicdo e reducdo do uso de animais em ensaios. Modelos de
previsdo como QSAR, além da facil aplicacéo e eficiéncia em termos de tempo
e custo financeiro, contribuem para a compreensao do mecanismo da atividade
bioldgica que estdo sendo modelados (LESSIGIARSKA, 2006).

Dentre os estudos realizados pela ferramenta Danish (Q)SAR Database,
tem-se a determinacao da acao de compostos industriais. Essas analises sobre
o0 comportamento fisico-quimico e bioldgico das moléculas a serem estudadas
tratam, por exemplo, de reatividade, biodegradacgéo e de toxicidade (ARGESE,
2005; TODESCHINI,1996) e mutagenicidade dos compostos primarios e as
impurezas da substancia (STAVITSKAYA, 2015). Esses ensaios sao

pertinentes, pois, na maioria dos casos, sao mais rapidas, baratas e



reprodutiveis, comparando com ensaios in vitro e permitem um amplo acumulo
de dados em uma variedade produtos quimicos (GUSTAVSON, 1998).

Os modelos preditivos de QSAR vém recebendo muitas atencdes na
area ambiental. Varios estudos foram realizados para prever as constantes de
velocidade de reagdo em processos de oxidagdo avancada, onde algumas
relacbes universais foram desenvolvidas para interpretar a degradacédo de
compostos organicos. Como as constantes da taxa de reacdo determinadas
por métodos experimentais ainda sdo limitadas comparando ao numero
crescente de poluentes organicos que entram no ambiente, estdo sendo
aplicados em larga escala modelos de QSAR para prever as constantes de
velocidade de oxidacdo (CHENG, 2018).

Metodologias utilizando ferramentais computacionais surgiram como
alternativas economicamente viaveis quando comprado aos métodos
convencionas de “tentativa e erro” para compreender as propriedades
farmacoforicas visando a simplificacdo da analise de farmacos. Métodos de
previsdo de QSAR podem ser utilizados em conjunto com abordagens de
encaixe molecular, modelagem de farmacéforo, simulacbes de dinamica
molecular, com o intuito de fornecer informacdes eficazes para a otimizagao do
estudo. Estes métodos fornecem um entendimento completo das propriedades
farmacoforicas associadas a atividade especifica e toxicidade de um candidato
a medicamento (MASAND, 2019).

Tendo compostos naturais como candidatos com alto potencial para
medicamentos e, a similaridade estrutural de certos compostos naturais com
metabdlitos encontrados no corpo humano tornando o metabolismo um fator
critico na determinacdo da eficacia de medicamentos naturais, os modelos
baseados em QSAR sdo comumente usados na etapa de otimizacdo da
descoberta de farmacos para avaliar varias propriedades, em particular a

toxicidade, minimizando assim o tempo, custo e trabalho (KAZMI, 2019).
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2.3 Compostos naturais

Tem-se encontrado uma vasta gama de aplicacdes industriais das
substancias oriundas de compostos naturais, tais como farmacéutica e
terapéutica (DHAR, 2017), cosmética e alimenticia (CARDARELLI, 2017,
JAVED, 2014), e no controle sustentavel de pragas agricolas (D’ADDABBO,
2017; RAMZI, 2017).

Com o intuito de obter um substituto para compostos sintéticos,
industrias estdo avaliando com cada vez mais afinco a utilizacdo de compostos
naturais com propriedades biocidas em suas formulacdes, para o controle
sustentavel de pragas agricolas, podendo exercer a funcdo de nematicida
(D’ADDABBO, 2017).

Segundo Simbes (2002), no Brasil vém sendo realizadas inUmeras
pesquisas em instituicbes de ensino superior desde os anos 80 para a
avaliacdo das propriedades e aplicacdo da vasta e variada flora nas areas de

quimica, agronomia e farmacologia.

Pesquisadores tém voltado sua atencédo e pesquisa para o aumento da
producdo de alimentos que se faz necessario pela rapida expansdo da
populacdo mundial. Porém, perdas significativas na producdo vém ocorrendo
devido a pragas e doencas causadas por fungos e bactérias (KORDALI, 2015).
Visando a protecdo da sua plantacdo e produtos, agricultores vém usando
grandes quantidades de herbicidas, entretanto, o uso continuo de herbicidas
sintéticos resulta na contaminacéo do solo e das aguas subterraneas, aumenta
o risco de residuos toxicos em alimentos, além de fazer com que as ervas

daninhas desenvolva resisténcia aos compostos dos produtos (DUKE, 2000).
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2.4 Metabolitos Secundarios

Os metabdlitos secundarios presente nas plantas séo classificados como
compostos essenciais para a adaptacao e defesa das plantas, ndo possuindo
papel significativo nos processos vitais (JAMWAL, 2018; WANG, 2018).

Um variado conjunto de metabdlitos secundarios é sintetizado pelas
plantas, como alcaloides, flavonoides, quinonas e terpendides, que, por meio
de pesquisas, encontraram-se utilizagbes como farmacos, agroquimicos,

fragrancias, biopesticidas e aditivos alimentares (THAKUR, 2018).

Terpenos geralmente sdo oleosos, de odor desagradavel e téxico, essas
propriedades possuem o objetivo de atrair animais dispersantes de sementes e
pélen, defender plantas contra insetos herbivoros e afetar o crescimento de
plantas concorrentes (CAPDESUNER, 2019).

Alguns compostos do grupo de polifendis possuem propriedades
neuroprotetoras, resultante de sua capacidade de influenciar e modular
processos celulares implicados na neurodegeneracéo, funcdo essa encontrada
nos compostos da classe de flavonoide encontrado e grande quantidade em
alimentos (SPAGNUOLO, 2018).

2.5 Oleos essenciais

Oleos essenciais sdo obtidos por destilacdo a vapor das folhas das
plantas (ISMAN, 2006), sendo constituida de uma mistura complexa de
compostos organicos, tais como hidrocarbonetos, terpenos, fenois e aldeidos
extraidos de plantas, sendo a composi¢cdo da mistura variada de cada planta
(OSMAN, 2017).

Os componentes majoritarios dos 6leos essenciais podem ser estudados
para serem aproveitados como ferramentas de grande valor para o controle de
pragas na agricultura (DAYAN, 2009; FAGODIA, 2017), pois suas propriedades
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nao causam efeitos prejudiciais ao ambiente e s&o, em sua maioria,
consideradas substancias quimicas seguras (BATISH, 2008; TWORKOSKI,
2002).

Com o uso frequente de pesticidas nas plantacdes, residuos podem ser
frequentemente encontrados em alimentos, corpos de é&gua, solo e ar
(VILLAVERDE, 2016). Com isso, 0leos essenciais vém se tornando uma
interessante alternativa de substituicdo aos pesticidas sintéticos, pois seus
efeitos s8o menos impactantes negativamente sobre a salude e ao meio
ambiente (XIE, 2017).

Oleos essenciais sdo vistos como boas opcbes de substituicdo aos
pesticidas sintéticos por apresentarem variada bioatividade, como atividade
inseticida, repelente, impedimento de oviposicdo de insetos e outras pragas
(TAK, 2017). Além disso, geralmente sdo considerados mais seguros do que
muitos pesticidas sintéticos, apresentando minima persisténcia no ambiente e

toxicidade para humanos e mamiferos (ISMAN, 2006).
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3. METODOLOGIA

O presente estudo buscou realizar a predicdo da seguranca
farmacoldgica de componentes majoritarios de Oleos essenciais de Psidium
salutare var. sericeum, Hesperozygis ringens e Campomanesia aurea

utilizando a fermenta Danish (Q)SAR Database.

Os 06leos essenciais estudados foram cedidos pelo grupo de pesquisa do
projeto “Estudo etnobotanico, quimico e atividade biolégica de plantas

brasileiras”.

A avaliacdo foi realizada nos compostos majoritarios de cada 6leo. Uma
vez que sdo 0s compostos majoritarios, individual ou conjuntamente, que

caracteriza a atividade biol6gica do déleo.

O laudo de predicdo foi gerado pela base de dados dinamarquesa
Danish (Q)SAR Database disponivel no site http://gsar.food.dtu.dk/. A busca do

composto pela ferramenta pode ser feita pelo desenho da estrutura ou pelo seu

nome em inglés.

As propriedades avaliadas foram voltadas para a ADME (absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo) da saude humana como irritacdo e
sensibilizagdo, parametros endocrinos e moleculares, genotoxicidade e
carcinogenicidade.

Os resultados foram fornecidos pelos bancos de dados Battery, CASE
Ultra, Leadscope e SciQSAR, fornecendo a avaliacdo como inconclusivo (INC),

guando a avaliacdo nao pode ser feita, negativo (NEG) e positivo (POS), e nos


http://qsar.food.dtu.dk/
https://pt.wikipedia.org/wiki/Absor%C3%A7%C3%A3o_(farmacologia)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Distribui%C3%A7%C3%A3o_(farmacologia)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Metabolismo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Excre%C3%A7%C3%A3o
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informando também se a avaliagdo esta dentro do dominio de aplicabilidade
(IN) ou fora do dominio de aplicabilidade (OUT).

Com o laudo gerado, foi feita a selecdo e avaliacdo das propriedades
conforme o seu destaque dentre as demais e nos resultados que apresentaram

maior concordancia entre os bancos de dados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos analisados pela ferramenta Danish (Q)SAR Database
foram o 1,8-cineol (Figura 1), o limoneno (Figura 2) e o a-pineno (Figura 3),
compondo 30%, 6% e 6% do O6leo de Psidium salutare var. sericeum
respectivamente; a pulegona (Figura 4), constituindo 80% dos componentes do
0leo de Hesperozygis ringens e o (E)-nerolidol (Figura 5) compondo 50% do
Oleo de Campomanesia aurea. Foram avaliados os laudos preditivos dos
componentes, destacando os parametros que apresentaram os resultados mais

consistentes.

Figura 1 — Estruturas quimicas do 1,8-cineol (l), limoneno (ll), a-pineno
(111), pulegona (1V) e (E)-nerolidol (V).
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4.1 1,8-cineol

Os resultados obtidos pela ferramenta Danish (Q)SAR Database, para o
1,8-cineol, estdo dispostos no Quadro 1 onde, para a avaliacdo de irritagcao e
sensibilizagdo, os parametros “Dermatite de contato alérgica” e “Sensibilizagéo
respiratoria” apresentaram resultados negativos, indicando que o composto nao

causara irritacdo respiratdria quando inalado, e dérmica quando em contato.

Abrangendo o0s endpoints endodcrinos e moleculares, obteve-se
resultados negativos para o ensaio “Ligacdo ao receptor pregnano X,
indicando que o 1,8-cineol provavelmente ndo apresentara efeito sobre a

desregulacdo endocrinolégica neste fator testado.

A avaliacdo da genotoxicidade do 1,8-cineol gerada pela ferramenta
especialista apresentou negativo para os “Alertas estruturais de Ashby”,
indicando que, com base na estrutura do composto, este composto nao
causara danos ao DNA, o qual é complementado com os resultados negativos
dos ensaios de “Aberrac6es cromossémicas em células de ovario”, “Sintese de
DNA ndo programada em hepatocitos”, “Transformacdo de células
embrionarias” e “Teste letal recessivo relacionado ao sexo”, sendo assim, nao
apresentando carater genotdoxico. A analise de mutagenicidade “Teste de
Ames” apresentou resultado negativo, indicando que o0 composto ndo €

mutagénico.

Para a predicdo de carcinogenicidade, os testes “Cancer em rato
fémea”, “Cancer em rato”, “Cancer em camundongo macho” e “Cancer em
roedores” apresentaram 50% dos resultados negativos juntamente do ensaio
de “Céancer especifico de figado em ratos ou camundongos” que resultou em
negativo, porém, obteve-se 50% dos resultados positivo para o teste “Cancer
em camundongo fémea”, sendo assim, € provavel que o composto apresente
algum dano celular apenas para alguns organismos especificos, néo
interferindo nos demais como indica a predicdo, mas necessitando de uma

avaliacao mais profunda para resultados.
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Quadro 1 — Saidas do Danish (Q)SAR Database para o 1,8-cineol.

Battery

CASE
Ultra

Leadscope

SCIQSAR

Irritacéo e
Sensibilizagéo

Dermatite de
contato
alérgica em
porquinhos
daindiae
humanos

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Sensibilizaca
0 respiratéria
em humanos

NEG_IN

NEG_IN

INC_OUT

NEG_IN

Endpoints
endocrinos e
moleculares

Ligacdo ao
Receptor
Pregnano X
(humano in
vitro)

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Genotoxicidade

Alertas
estruturais
de Ashby
para
reatividade
ao DNA

NEG_IN

NEG_OUT

NEG_IN

NEG_IN

Endpoints
genotéxicos in vitro

Aberragbes
cromossoémic
as em
células de
ovario de
hamster
chinés

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Sintese de
DNA nao
programada
em
hepatécitos
de ratos

NEG_IN

NEG_OUT

NEG_IN

NEG_IN

Transformag
ao de células
do embrido
de hamster
sirio

NEG_IN

NEG_IN

INC_OUT

NEG_IN

Endpoints
genotoxicos in vivo

Teste letal
recessivo
ligado ao
sexo em
Drosophila
m.

NEG_IN

NEG_OUT

NEG_IN

NEG_IN

Teste de mutacao
reversa bacteriana

Teste de
Ames em S.
typhimurium

(in vitro)

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN
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Cancer em -

- NEG IN NEG OUT -
ratos fémeas - -

Cancer em -

NEG_IN NEG_OUT -
ratos - -

Cancer em
camundongo : NEG_IN INC_OUT -
s machos

Cancer em
camundongo ) POS_IN NEG_OUT -

Carcinogenicidade -
s fémeas

Cancer em -

NEG IN INC_OUT -
roedores - -

Céancer
especifico do
figado em
ratos ou
camundongo
s

NEG_IN | NEG_IN | NEG_IN | NEG_IN

Fonte: Do autor.

4.2 Limoneno

No Quadro 2 estdo os resultados preditivos do webserver Danish
(Q)SAR Database referentes ao limoneno onde a avaliacdo de irritagcdo e
sensibilizacdo, resultou em negativo para “Dermatite de contato alérgica” e
“Sensibilizagcao respiratéria”, dando indicios de que o composto ndo causara
irritacdo respiratoria e dérmica.

Para os endpoints enddcrinos e moleculares, no ensaio preditivo de
“Antagonismo do receptor andrégeno”, o resultado foi negativo indicando que o
composto € seguro para o fator avaliado.

A andlise da estrutura da molécula pelos “Alertas estruturais de
Ashby”, para genotoxicidade, resultou em negativo, assim como nos ensaios de
“Aberracbes cromossdmicas em células de ovario”, “Mutacdes no locus
HGPRT em células de ovario”, “Transformacéo de células do embrido”, “Teste
letal recessivo ligado ao sexo” e no “Ensaio cometa”. Com isso, pode-se
predizer que o limoneno ndo possui acdo genotoxica prejudicial sobre as

células referentes a estes ensaios.
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O “Teste de Ames”, o qual compde o teste de mutagdo reversa

bacteriana, gerou um resultado negativo, indicando que o composto n&o possui

potencial mutagénico.

Os resultados apresentados para o fator carcinogénico sdo indicativos

de seguranca do composto, tendo em vista que o Danish (Q)SAR Database

indicou pelo menos 50% dos endpoints com risco de carcinogenicidade

negativo.

Quadro 2 — Saidas do Danish (Q)SAR Database para o limoneno.

Battery

CASE Ultra

Leadscope

SCIQSAR

Irritacdo e
Sensibilizag&o

Dermatite de
contato
alérgica em
porquinhos
da india e
humanos

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Sensibilizaca
o respiratéria
em humanos

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Endpoints
enddécrinos e
moleculares

Antagonismo
do Receptor
Andrégeno
(Humano in
Vitro)

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Genotoxicidade

Alertas
Estruturais
de Ashby
para
Reatividade
de DNA

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Endpoints
genotéxicos in vitro

Aberracfes
cromossomic
as em
células de
ovario de
hamster
chinés

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Mutacgbes no
l6cus
HGPRT em
células de
ovario de
hamster
chinés

NEG_IN

POS_OUT

NEG_IN

NEG_IN
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Transformag
do de células
do embridao
de hamster
sirio

NEG_IN

NEG_IN

INC_OUT

NEG_IN

Endpoints
genotoxicos in vivo

Teste letal
recessivo
ligado ao
sexo em
Drosophila
m.

NEG_IN

NEG_IN

INC_OUT

NEG_IN

Ensaio
cometa em
camundongo
S

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Teste de mutacgéo
reversa bacteriana

Teste de
Ames em S.
typhimurium

(in vitro)

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Cancer em
ratos fémeas

NEG_IN

NEG_OUT

Cancer em
camundongo
s machos

NEG_IN

INC_OUT

Cancer em
camundongo
s fémea

NEG_IN

INC_OUT

Carcinogenicidade

Céancer em
camundongo
s

NEG_IN

INC_OUT

Cancer em
roedores

NEG_IN

INC_OUT

Céancer
especifico do
figado em
ratos ou
camundongo
s

NEG_IN

NEG_IN

NEG_OUT

NEG_IN

Fonte: Do autor.

4.3 a-pineno

O Quadro 3 apresenta os resultados preditivos obtidos pelo Danish

(Q)SAR Database para o a-pineno onde o ensaio de “Sensibilizagdo
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respiratoria” resulta em negativo, ndo apresentando irritacdo prejudicial por
inalacéo.

Os ensaios de “Ligacdo ao receptor de estrogénio a”, “Ativacdo do
receptor de estrogénio a” e “Antagonismo do receptor andrégeno”,
apresentaram predigcbes negativas, indicando que 0 composto nao tem
influéncia sobre os hormonios testados nestes ensaios.

Os parametros avaliados para genotoxicidade, sendo eles “Alertas
estruturais de Ashby”, "Aberracbes cromossdmicas em células de ovario”,
“Aberracbes cromossdmicas em células de pulmao”, “Mutagbes no locus
HGPRT em células de ovario”, “Sintese de DNA n&o programada em
hepatdcitos”, “Teste letal recessivo ligado ao sexo” e “Ensaio cometa”,
apresentaram resultados negativos indicando que ndo ha acdo danosa as
células referente aos testes disponiveis.

O “Teste de Ames” resultou em negativo, fazendo com que o
composto ndo tenha potencial mutagénico. A predicdo para “Cancer especifico
de figado em ratos ou camundongos” apresentou variabilidade, com propenséo
para o negativo, mas ndo sendo possivel uma avaliacédo final. O teste mutagéo
reversa bacteriana, indicando que o composto ndo tem potencial mutagénico.

Todos os endpoints relacionados a carcinogenicidade resultaram em
50% dos resultados negativos, com excecdo do ensaio “Cancer especifico de
figado” onde mostra 25% dos resultados negativos, onde, mesmo sendo uma

baixa percentagem, indica uma propensao preditiva ao negativo.

Quadro 3 — Saidas do Danish (Q)SAR Database para o a-pineno.

CASE

Battery Ultra

Leadscope | SciQSAR

Sensibilizaca
0 respiratéria NEG_IN NEG_IN NEG_OUT NEG_IN
em humanos

Irritacdo e
Sensibilizacéo

Ligacdo ao
receptor de
estrogénio q,

Endopoints nt
endécrinos e conjunto NEG IN | NEGIN | NEG IN | NEG IN
completo de - - - -

moleculares treinamento

(humano in
vitro)
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Ativacéo do
Receptor de
Estrogénio a
(Humano in

N

vitro)

EG_IN

NEG_IN

NEG_IN

N

EG_IN

Antagonismo
do Receptor
Andrégeno
(Humano in

vitro)

NEG_IN

NEG_IN

N

EG_IN

NEG_IN

Genotoxicidade

Alertas
Estruturais
de Ashby
para
Reatividade
de DNA

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Aberracdes
cromossoémic
as em
células de
ovario de
hamster
chinés

NEG_IN | N

EG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Endpoints
genotoxicos in vitro

Aberracbes
cromossoémic
as em
células de
pulméao de
hamster

chinés

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

INC_OUT

MutacgBes no
l6cus
HGPRT em
células de
ovario de
hamster
chinés

NEG_IN

POS_OUT

NEG_IN

NEG_IN

Sintese de
DNA nao
programada
em
hepatdcitos
de ratos

NEG_IN

POS_OUT

NEG_IN

NEG_IN

Endpoints

genotoxicos in vivo

Teste letal
recessivo
ligado ao
sexo em
Drosophila

m.

NEG_IN

NEG_IN

INC_OUT

NEG_IN

Ensaio
cometa em

camundongo

NEG_IN

POS_OUT

NEG_IN

NEG_IN

S
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Teste de
Teste de mutacgéo Ames em S.

reversa bacteriana | typhimurium
(in vitro)

NEG IN | NEG_IN | NEG_IN | NEG_IN

Céncer em -
ratos machos - NEG_IN | INC_OUT

Cancer em

N : NEG_IN NEG_ OUT -
ratos fémeas - -

Cancer em

- NEG_IN INC_OUT -
ratos - -

Cancer em
camundongo ) NEG_IN INC_OUT -
s machos

Cancer em

. . camundongo - NEG_IN INC_OUT -
Carcinogenicidade s fémeas

Céncer em
camundongo
s

- NEG_IN | INC_OUT -

Cancer em

- NEG IN INC_OUT -
roedores - -

Céancer
especifico do
figado em
ratos ou
camundongo
S

NEG_OUT | NEG_IN | NEG_OUT | INC_OUT

Fonte: Do autor.

4.4 Pulegona

Analisando o laudo de predicdo do Danish (Q)SAR Database para o
composto pulegona (Quadro 4), dentro do fator irritacdo e sensibilizacéo,
apresentou avaliagao negativa para os atributos “Dermatite de contato alérgica”
e “Sensibilizacao respiratoria”, indicando a auséncia de interacéo prejudicial.

Para os fatores endocrinos e moleculares a predigdo da ferramenta
apresentou resultados negativos para “Ligacdo ao receptor de estrogénio”,
“Ativacdo do receptor de estrogénio” e “Antagonismo do receptor andrégeno”,
sendo assim, tem-se que este composto ndo apresentara efeito sobre a

desregulacéo endocrinolégica devido aos indicadores apresentados.
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Para os endpoints de genotoxicidade in vitro, obtidos pelo sistema
especialista DTU, a predigdo resultou em 75% negativo para “Aberracdes
cromossOémicas em células pulmonares” e “Mutacbes no l6cus HGPRT em
células de ovario”, entretanto, apresentou positivo em 75% dos resultados para
a avaliagdo de “Transformacdo de células embrionarias”. Nos endpoints de
genotoxicidade in vivo a analise resultou em negativo para “Teste letal
recessivo relacionado ao sexo” e 75% dos resultados negativos para os
ensaios "Teste de micronucleos em eritrocitos”, "Mutacdes letais dominantes” e
"Ensaio cometa". Estes resultados, junto da avaliagdo negativa de “Alertas
estruturais de Ashby”, indicam que h& uma possibilidade de que o composto
pode causar alteracbes genéticas em células embrionarias especificas,
podendo causar danos mutagénicos.

Para a analise de potencial mutagénico o “Teste de Ames em S.
typhimurium”, indicou 75% dos resultados negativos, indicando que o composto
€ possivelmente ndo mutagénico.

A avaliacdo de carcinogenicidade foi 50% negativa para “Cancer em
rato macho” e 75% negativa para “Céncer especifico de figado em ratos ou
camundongos”, porém resultou em 50% dos resultados em positivo para
“Cancer em rato fémea”, “Cancer em camundongo macho”, “Céncer em
camundongo fémea”, “Cancer em camundongo” e “Cancer em roedores”. O
resultado apresentado €é um indicativo de possivel de risco de
carcinogenicidade, tendo em vista o resultado dos testes que conferem com o
relatorio técnico do National Toxicology Program (2011) sobre o composto
pulegona, onde € salientado que houve nitida evidéncia de atividade
carcinogénica em ratos fémeas baseando-se no aumento da incidéncia de
neoplasias na bexiga, bem como a atividade carcinogénica em camundongos
machos e fémeas a partr do aumento da incidéncia de neoplasias

hepatocelulares.
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Quadro 4 — Saidas do Danish (Q)SAR Database para o pulegona.

Battery

CASE
Ultra

Leadscope

SCIQSAR

Irritacéo e
Sensibilizagéo

Dermatite de
contato
alérgica em
porquinhos
daindiae
humanos

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Sensibilizaca
0 respiratéria
em humanos

NEG_IN

NEG_IN

INC_OUT

NEG_IN

Endpoints
enddécrinos e
moleculares

Ligacdo ao
receptor de
estrogénio q,
(humano in
vitro)

NEG_IN

NEG_OUT

NEG_IN

NEG_IN

Ativacdo do
Receptor de
Estrogénio a
(humano in
vitro)

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Antagonismo
do Receptor
Andrégeno
(humano in

vitro)

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Genotoxicidade

Alertas
Estruturais
de Ashby
para
Reatividade
de DNA

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Endpoints
genotoxicos in vitro

Aberracbes
cromossoémic
as em
células de
pulméo de
hamster
chinés

NEG_IN

NEG_IN

INC_OUT

NEG_IN

Mutacgbes no
locus
HGPRT em
células de
ovario de
hamster
chinés

NEG_IN

NEG_IN

INC_OUT

NEG_IN

Transformag
ao de células
do embrido
de hamster
sirio

POS_IN

INC_OUT

POS_IN

POS_IN
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Teste letal
recessivo
ligado ao
sSexo em
Drosophila
m.

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Endpoints
genotoxicos in vivo

Teste de
micronucleos
em eritrocitos

de
camundongo

NEG_IN

NEG_IN

NEG_OUT

NEG_IN

Mutacdes
letais
dominantes
em roedores

NEG_IN

NEG_IN

POS_OUT

NEG_IN

Teste de mutacgéo
reversa bacteriana

Teste de
Ames em S.
typhimurium

(in vitro)

NEG_IN

POS_OUT

NEG_IN

NEG_IN

Cancer em
ratos machos

NEG_IN

INC_OUT

Cancer em
ratos fémeas

POS_IN

NEG_OUT

Cancer em
camundongo
s machos

POS_IN

NEG_OUT

Cancer em
camundongo
s fémeas

POS_IN

NEG_OUT

Carcinogenicidade

Céancer em
camundongo
s

POS_IN

NEG_OUT

Cancer em
roedores

POS_IN

NEG_OUT

Céancer
especifico do
figado em
ratos ou
camundongo
s

NEG_IN

NEG_IN

NEG_OUT

NEG_IN

Fonte: Do autor.
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4.5 (E)-nerolidol

Dispostos no Quadro 5, estdo os resultados obtidos pelo Danish
(Q)SAR Database referentes ao (E)-nerolidol. Para os endopoints “Dermatite
de contato alérgica” e “Sensibilizacdo respiratéria”, relacionados a irritacdo e
sensibilizacdo, obteve-se 100% e 75% dos resultados negativos
respectivamente. Entretanto, a predicdo gerou 75% de resultados positivos
para “Irritacdo severa de pele”, o que indica que o composto possa ter alguma

reacao quando em contato dérmico.

Os endpoints endocrinos e moleculares resultaram em predicdo
negativa para “Antagonismo do receptor androgeno” e 75% de resultados
positivos para o ensaio “Ligacdo ao receptor de Pregnano X”, indicando que o
composto pode ser um desregulador hormonal agindo no metabolismo dos

esteroides por exemplo.

A avaliagdo preditiva para genotoxicidade resultou em 75% dos
resultados negativos para os parametros “Mutacdes no lécus HGPRT em
células de ovario”, “Transformacdo de células embrionarias”, “Teste letal
recessivo relacionado ao sexo” e 100% de resultados negativos para
“Aberracdes cromossdmicas em células pulmonares” e “Teste de micronucleos
em eritrocitos”, bem como no “Teste de Ames” para potencial mutagénico.
Contudo, a predicado apresentou 25% de resultados positivos para “Mutacdes
letais dominantes”, por ser um resultado de baixo valor, pode-se comparar com
o resultado do “Teste de Ames” que gerou um teste negativo, indicando que o

composto ndo possui potencial mutagénico.

Os resultados gerados para a avaliagao preditiva de carcinogenicidade
sao indicativos de seguranca do composto, tendo em vista que o a ferramenta
Danish QSAR Database indicou todos os endpoints com pelo menos 50% dos

resultados negativo, sendo assim, ndo possuindo potencial carcinogénico.



28

Quadro 5 — Saidas do Danish (Q)SAR Database para o (E)-nerolidol.

Battery

CASE
Ultra

Leadscope

SCIQSAR

Irritacdo e
Sensibilizacéo

Irritag@o grave
em pele de
coelho

POS_IN

POS_IN

POS_IN

NEG_IN

Dermatite de
contato
alérgica em
porquinhos da
india e
humanos

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Sensibilizacao
respiratria em
humanos

NEG_IN

NEG_OUT

NEG_IN

NEG_IN

Endpoints
endocrinos e
moleculares

Antagonismo
do Receptor
Andrégeno
(humano in
vitro)

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Ligagéo ao
Receptor
Pregnano X
(humano in
Vitro)

POS_IN

POS_IN

POS_IN

INC_OUT

Endpoints
genotoxicos in
vitro

Aberragdes
cromossomica
s em células
de pulméao de
hamster
chinés

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Mutacgbes no
l6cus HGPRT
em células de
ovario de
hamster
chinés

NEG_IN

POS_OUT

NEG_IN

NEG_IN

Transformaca
o de células
do embrido de
hamster sirio

NEG_IN

NEG_OUT

NEG_IN

NEG_IN

Endpoints
genotoxicos in
Vivo

Teste letal
recessivo
ligado ao sexo
em Drosophila
m.

NEG_IN

NEG_OUT

NEG_IN

NEG_IN

Teste de
micronucleos
em eritrocitos

de
camundongo

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN
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Mutacgbes
letais
dominantes
em roedores

POS_OUT

POS_OUT

POS_OUT

POS_IN

Teste de mutacdao
reversa bacteriana

Teste de
Ames em S.
typhimurium

(in vitro)

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

NEG_IN

Carcinogenicidade

Cancer em
ratos machos

NEG_IN

NEG_IN

Cancer em
ratos fémeas

NEG_IN

NEG_IN

Cancer em
ratos

NEG_IN

NEG_IN

Cancer em
camundongos
machos

NEG_IN

INC_OUT

Céancer em
camundongos
fémeas

NEG_IN

INC_OUT

Céancer em
camundongos

NEG_IN

NEG_IN

Cancer em
roedores

NEG_IN

NEG_IN

Céncer
especifico do
figado em
ratos ou
camundongos

NEG_IN

NEG_OUT

NEG_IN

NEG_IN

Fonte: Do autor.
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5. CONCLUSAO

Com a finalizacdo deste trabalho foi possivel perceber que a utilizacdo de
ferramentas de andlise preditiva in silico pode ser uma ferramenta util na
avaliacdo de moléculas verificando seus potenciais farmacolégicos e
seguranca na saude. O Danish (Q)SAR Database foi utilizado na andlise de
cinco compostos majoritarios de Oleos essenciais onde apresentou 0s
compostos limoneno e a-pineno como mais seguros para aplicacdo, néo
indicando parametros prejudiciais. O composto 1,8-cineol apresentou uma boa
seguranga com excegao ao ensaio “Cancer em camundongo fémea”, indicando
especificidade de sua acéo prejudicial. A avaliacdo dos compostos pulegona e
(E)-nerolidol resultou risco a saude, pois apresentou acfes danosas a
organismos indicado pelos endpoints, sendo entdo, 0s compostos menos

seguros e necessitando de um estudo mais aprofundado.

As utilizagbes de ferramentas in silico, mesmo ndo se mostrando muito
visiveis em estudos, apresentam grande potencial, pois, aliado ao baixo custo,
nos fornecem uma grande quantidade de informagbes com muita rapidez,
elucidando o panorama geral das possibilidades de acdes que 0os compostos
podem apresentar. E valido salientar que as predicbes sdo feitas para 0s
compostos individualmente, ndo sendo possivel adquirir informacdes voltadas

ao sinergismo entre moléculas, e tomam como base sua maxima pureza.



31

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Argese, E., Bettiol, C., Marchetto, D., De Vettori, S., Zambon, A., Miana, P., &
Ghetti, P. F. (2005). Study on the toxicity of phenolic and phenoxy herbicides
using the submitochondrial particle assay. Toxicology in Vitro, 19(8) ,1035—
1043.

Batish, D. R., Singh, H. P., Kohli, R. K., & Kaur, S. (2008). Eucalyptus essential
oil as a natural pesticide. Forest Ecology and Management, 256(12), 2166—
2174.

Capdesuiier, Y., Garcia-Brizuela, J., Mock, H. P., Hernandez, K. V., de la Torre,
M. H., & Santiesteban-Toca, C. E. (2019). Accessing to the Nicotiana tabacum
leaf antimicrobial activity: In-silico and in-vitro investigations. Plant Physiology
and Biochemistry.

Cardarelli, M., Rouphael, Y., Pellizzoni, M., Colla, G., & Lucini, L. (2017). Profile
of bioactive secondary metabolites and antioxidant capacity of leaf exudates
from eighteen Aloe species. Industrial Crops and Products, 108, 44-51.

Cheng, Z., Yang, B., Chen, Q., Tan, Y., Gao, X., Yuan, T., & Shen, Z. (2018).
2D-QSAR and 3D-QSAR simulations for the reaction rate constants of organic
compounds in ozone-hydrogen peroxide oxidation. Chemosphere.

Cherkasov, A., Muratov, E. N., Fourches, D., Varnek, A., Baskin, 1. I., Cronin,
M., ... Tropsha, A. (2014). QSAR Modeling: Where Have You Been? Where Are
You Going To? Journal of Medicinal Chemistry, 57(12), 4977-5010.

Copping, L. G., & Duke, S. O. (2007). Natural products that have been used
commercially as crop protection agents. Pest Management Science, 63(6),
524-554.

D’Addabbo, T., Argentieri, M. P., Radicci, V., Grassi, F., & Avato, P. (2017).
Artemisia annua compounds have potential to manage root-knot and potato
cyst nematodes. Industrial Crops and Products, 108, 195-200.

Dayan, F.E., Cantrell, C.L., Duke, S.O., 2009. Natural products in crop
protection. Bioorg. Med. Chem. 17, 4022—-4034.

Dhar, P., Dhar, D. G., Rawat, A. K. S., and Srivastava, S. (2017). Medicinal
chemistry and biological potential of Cyperus rotundus Linn.: An



32

overview to discover elite chemotype(s) for industrial use. Industrial Crops and
Products, 108, 232-247.

Duke, Dayan, Romagni, & Rimando. (2000). Natural products as sources of
herbicides: current status and future trends. Weed Research, 40(1), 99-111.

Fagodia, S. K., Singh, H. P., Batish, D. R., & Kohli, R. K. (2017). Phytotoxicity
and cytotoxicity of Citrus aurantiifolia essential oil and its major constituents:
Limonene and citral. Industrial Crops and Products, 108, 708—715.

Gellatly, N., & Sewell, F. (2019). Regulatory acceptance of in silico approaches
for the safety assessment of cosmetic-related substances. Computational
Toxicology.

Gustavson, K.E., Svenson, A., Harkin, J.M., 1998. Comparison of toxicities and
mechanism of action of n-alkanols in the submitochondrial particle and the
Vibrio fisheri bioluminescence (Microtox) bioassay. Environmental Toxicology
and Chemistry 17, 1917-1921.

Hall, J. (2016). The Eroom effect (i.e. Moore’s Law in reverse): An increasing
challenge for new technology development? Journal of Engineering and
Technology Management, 40, v—vi.

Hansch, C., & Selassie, C. (2007). Quantitative Structure—Activity Relationship
— A Historical Perspective and the Future. Comprehensive Medicinal Chemistry
I, 43—63.

Hsu, C.-W., Hewes, K. P., Stavitskaya, L., & Kruhlak, N. L. (2018). Construction
and application of (Q)SAR models to predict chemical-induced in vitro
chromosome aberrations. Regulatory Toxicology and Pharmacology.

Isman, M. B. (2006). Botanical insecticides, deterrents, and repellents in
modern agriculture and an increasingly regulated world. Annual Review of
Entomology, 51(1), 45—66.

Jamwal, K., Bhattacharya, S., & Puri, S. (2018). Plant growth regulator
mediated consequences of secondary metabolites in medicinal plants. Journal
of Applied Research on Medicinal and Aromatic Plants, 9, 26—38.

Javed, S., Atta-Ur, R., 2014. Aloe vera gel in food, health products, and
cosmetics industry. Stud. Nat. Prod. Chem. 41, 261-285.

Kazmi, S. R., Jun, R., Yu, M.-S., Jung, C., & Na, D. (2019). In silico approaches
and tools for the prediction of drug metabolism and fate: A review. Computers in
Biology and Medicine, 106, 54—64.

Khan, K., Benfenati, E., & Roy, K. (2019). Consensus QSAR modeling of
toxicity of pharmaceuticals to different aquatic organisms: Ranking and
prioritization of the DrugBank database compounds. Ecotoxicology and
Environmental Safety, 168, 287-297.



33

Kordali, S., Tazegul, A., Cakir, A., 2015. Phytotoxic effects of Nepeta meyeri
Benth. extracts and essential oil on seed germinations and seedling growths of
four weed species. Rec. Nat. Prod. 9, 404-418.

Lessigiarska, I., Worth, A. P., Netzeva, T. |., Dearden, J. C., & Cronin, M. T. D.
(2006). Quantitative structure—activity—activity and quantitative structure—activity
investigations of human and rodent toxicity. Chemosphere, 65(10), 1878-1887.

Masand, V. H., El-Sayed, N. N. E., Bambole, M. U., Patil, V. R., & Thakur, S. D.
(2019). Multiple quantitative structure-activity relationships (QSARS) analysis for
orally active trypanocidal N-myristoyltransferase inhibitors. Journal of Molecular
Structure, 1175, 481-487.

Newman, D. J., & Cragg, G. M. (2012). Natural Products As Sources of New
Drugs over the 30 Years from 1981 to 2010. Journal of Natural Products, 75(3),
311-335.

Newman, D. J., & Cragg, G. M. (2016). Natural Products as Sources of New
Drugs from 1981 to 2014. Journal of Natural Products, 79(3), 629-661.

NTP; National Toxicology Program (2011). Toxicology and carcinogenesis
studies of pulegone (CAS No. 89-82-7) in F344/N rats and B6C3F1 mice
(gavage studies). Natl Toxicol Program Tech Rep Ser, 563:1-201.

Osman Mohamed Ali, E., Shakil, N. A., Rana, V. S., Sarkar, D. J., Majumder,
S., Kaushik, P., ... Kumar, J. (2017). and Sclerotium rolfsii. Industrial Crops
and Products, 108, 379-387.

Parthasarathi, R., & Dhawan, A. (2018). In Silico Approaches for Predictive
Toxicology. In Vitro Toxicology, 91-109.

Ramzi, H., Ismaili, M. R., Aberchane, M., & Zaanoun, S. (2017). Chemical
characterization and acaricidal activity of Thymus satureioides C. & B. and
Origanum elongatum E. & M. ( Lamiaceae ) essential oils against Varroa
destructor Anderson & Trueman ( Acari: Varroidae ). Industrial Crops and
Products, 108, 201-207.

Roy, K., Kar, S., & Das, R. N. (2015). Chemical Information and Descriptors.
Understanding the Basics of QSAR for Applications in Pharmaceutical Sciences
and Risk Assessment, 47-80.

Scannell, J. W., Blanckley, A., Boldon, H., & Warrington, B. (2012). Diagnosing
the decline in pharmaceutical R&D efficiency. Nature Reviews Drug Discovery,
11(3), 191-200.

Simdes, C. M. O., & Schenkel, E. P.. (2002). A pesquisa e a producéo brasileira
de medicamentos a partir de plantas medicinais: a necessaria interacéo da
indUstria com a academia. Revista Brasileira de Farmacognosia, 12(1), 35-40.



34

Smith, G. H., Roberts, J. M., & Pope, T. W. (2018). Terpene based
biopesticides as potential alternatives to synthetic insecticides for control of
aphid pests on protected ornamentals. Crop Protection, 110, 125-130.

Spagnuolo, C., Moccia, S., & Russo, G. L. (2018). Anti-inflammatory effects of
flavonoids in neurodegenerative disorders. European Journal of Medicinal
Chemistry, 153, 105-115.

Stavitskaya, L., et al., 2015. Chemical Structure-Based and Toxicogenomic
Models. in: Graziano, M. J., Jacobson-Kram, D., (Eds.), Genotoxicity and
Carcinogenicity Testing of Pharmaceuticals. Springer International Publishing,
Cham, pp. 13-34.

Tak, J.-H., & Isman, M. B. (2017). Acaricidal and repellent activity of plant
essential oil-derived terpenes and the effect of binary mixtures against
Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae). Industrial Crops and
Products, 108, 786—792.

Thakur, M., Bhattacharya, S., Khosla, P. K., & Puri, S. (2018). Improving
production of plant secondary metabolites through biotic and abiotic elicitation.
Journal of Applied Research on Medicinal and Aromatic Plants.

Todeschini, R., Bettiol, C., Giurin, G., Gramatica, P., Miana, P., Argese, E.,
1996. Modeling and prediction by using WHIM descriptors in QSAR studies:
submitochondrial particles (SMP) as toxicity biosensors of chlorophenols.
Chemosphere 33, 71-79.

Tworkoski, T., 2002. Herbicide effects of essential oils. Weed Sci. 50, 425-431.

Wang, S., Zheng, Z., Zou, H., Li, N., & Wu, M. (2018). Characterization of the
secondary metabolite biosynthetic gene clusters in archaea. Computational
Biology and Chemistry.

Wichard, J. D. (2017). In silico prediction of genotoxicity. Food and Chemical
Toxicology, 106, 595-599.

Villaverde, J. J., Sevilla-Moréan, B., Lépez-Goti, C., Alonso-Prados, J. L., &
Sandin-Espafia, P. (2016). Trends in analysis of pesticide residues to fulfil the
European Regulation (EC) No. 1107/2009. TrAC Trends in Analytical
Chemistry, 80, 568-580.

Xie, Y., Wang, Z., Huang, Q., & Zhang, D. (2017). Antifungal activity of several
essential oils and major components against wood-rot fungi. Industrial Crops
and Products, 108, 278-285.



