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RESUMO 

 

A naringenina é um flavonoide derivado da naringina, considerado um polifenol 

glicosado da classe das flavanonas presentes em plantas cítricas como a toranja 

(Citrus paradisi L.). Possui propriedades bioativas com ação anti-inflamatória, 

antineoplásica, antiaterogênica e antioxidante. Contudo, ela possui baixa 

biodisponibilidade, insolubilidade em água e instabilidade que limitam sua aplicação, 

dificultando sua ação e absorção no organismo. Métodos de encapsulação tem se 

mostrado eficazes para contornar tais pontos negativos da naringenina, como a 

técnica de dispersão sólida. É necessário avaliar o grau de segurança de formulações 

nanoencapsuladas e, nesse contexto, o tecido meristemático de raízes de Allium cepa 

L. possui características que o torna uma ferramenta teste eficiente para a avaliação 

da citotoxicidade e genotoxicidade de compostos. Estudos in silico se somam a tais 

experimentos in vivo, pois têm como vantagem a rapidez na sua execução, o baixo 

custo e a capacidade de reduzir a quantidade de ensaios de toxicidade necessária. O 

objetivo do presente trabalho foi avaliar potenciais efeitos citotóxicos, genotóxicos e 

mutagênicos da naringenina, encapsulada e não encapsulada, bem como realizar 

estudos de propriedades farmacocinéticas e de ancoragem molecular. A naringenina 

livre (não encapsulada), nas condições de análises estabelecidas, não causou 

alteração no índice de divisão celular das células meristemáticas de raízes de Allium 

cepa L. nos tempos de análises considerados, bem como não induziu alterações de 

fuso mitótico e quebras cromossômicas nesse sistema teste. Com base nos resultados 

dos estudos de ancoragem molecular realizados, a naringenina se ancorou no sitio 

ativo da enzima catalase (CAT), e se ancorou em região distante do sítio ativo da 

enzima superóxido dismutase (SOD2). Os resultados obtidos nos estudos de 

propriedades ADMET indicaram que a naringenina possui propriedades moleculares 

adequadas para substâncias bioativas que são administradas oralmente, e possui 

relativamente baixa toxidade, fatores que tornam a naringenina um composto 

promissor para o desenvolvimento de novos fármacos, e para uma melhor 

implementação na indústria de alimentos. 

 

Palavras-chave: nanopartículas, citotoxicidade, genotoxicidade, Allium cepa L.; 

flavonoide.



 

 

 

ABSTRACT 

 

Naringenin is a flavonoid derived from naringin, considered a glycosylated 

polyphenol of the flavanone class present in citrus plants such as grapefruit (Citrus 

paradisi L.). It presents bioactive properties such as anti-inflammatory, antineoplastic, 

antiatherogenic and antioxidant activity. However, it has low bioavailability, low water 

solubility and instability that limit its application, hindering its action and absorption in 

the body. Encapsulation methods such as the solid dispersion technique may be 

effective in overcoming such negative points of naringenin. It is necessary to assess 

the degree of safety of nanoencapsulated formulations and, in this context, the 

meristematic tissue of Allium cepa L. roots presents characteristics that make it an 

efficient test tool for the assessment of cytotoxicity and genotoxicity of compounds. In 

silico studies are added to such in vivo experiments, as they have the advantage of 

speed in their execution, low cost and the ability to reduce the amount of toxicity tests 

required. The objective of the work was to evaluate the cytotoxic, genotoxic and 

mutagenic potential of encapsulated and free naringenin, as well as to study the 

pharmacokinetic and molecular docking aspects of naringenin. Free naringenin (non 

encapsulated), under the conditions of established analyses, did not change the cell 

division index of meristematic cells from Allium cepa L. roots, and did not induce mitotic 

spindle changes and chromosome breaks in this test system. Based on the results of 

molecular anchorage studies, naringenin was anchored in the active site of the 

catalase enzyme (CAT), and was anchored in a distant region of the active site of the 

enzyme superoxide dismutase (SOD2). The results obtained in the ADMET properties 

studies indicated that naringenin has adequate molecular properties for bioactive 

substances that are orally administered, and has relatively low toxicity, factors that 

make naringenin a promising compound for the development of new drugs, and for a 

better implementation in the food industry. 

 

Keywords: nanoparticles, cytotoxicity, genotoxicity, Allium cepa L., flavonoid. 
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1 INTRODUÇÃO 

  

Atualmente, pesquisadores ao redor do mundo tem se preocupado com a 

importância da alimentação na manutenção da saúde e na prevenção a doenças, 

podendo contribuir em benefício à saúde humana (SILVA, et al., 2021). 

Nesse contexto os alimentos funcionais, que são definidos como qualquer 

substância ou componente de um alimento que proporcione benefícios para a saúde, 

encontra-se a naringenina que é um polifenol da classe dos flavonoides, encontrada 

principalmente em frutas cítricas. Apresenta benefícios à saúde que são comuns aos 

polifenóis, tais como atividade antioxidante, reduzindo o estresse oxidativo e anti-

inflamatório. Sendo pouco solúvel em água, mas solúvel em solventes orgânicos como 

álcool etílico, possui relativamente baixa biodisponibilidade e instabilidade que limitam 

sua aplicação na indústria de alimentos, dificultando sua ação e absorção no 

organismo. Nesse sentido, tecnologias como a nanoencapsulação da naringenina 

podem ser uma estratégia eficaz no aumento da sua atividade biológica 

(MCCLEMENTS, 2018; SUMATHI; TAMIZHARASI; SIVAKUMAR, 2015). 

Os avanços tecnológicos podem facilitar o processo de planejamento de 

novos fármacos, e de suplementos alimentares a base de naringenina uma vez que 

possibilita a otimização do tempo e de custos operacionais. a citar as avaliações in 

silico, que é uma denotação para o uso de simulações computacionais que modelam 

um processo natural ou de laboratório. Assim, tais programas utilizam do cruzamento 

de informações contidas em banco de dados e das formulações e estruturas químicas 

das substâncias a fim de preverem as prováveis características biológicas e 

farmacológicas de uma molécula em um período curto de tempo (FILIMONOV et al., 

2014; TOROPOVA, 2017). 

Embora existam estudos sobre as propriedades antioxidantes/pró-oxidante e 

mutagênica/antimutagênica do bioativo naringenina, estudos citogenéticos de 

avaliação de citotoxicidade, genotoxicidade, e avaliações in silico ainda são 

incipientes. Também não há relatos na literatura científica sobre o potencial citotóxico, 

genotóxico e antigenotóxico de nanopartículas de naringenina em tecidos de intensa 

proliferação celular, como as células meristemáticas de raízes de Allium cepa L. que 

é citada na literatura como um bioindicador adequado para avaliação de 

citogenotoxicidade de compostos químicos por ter rápida multiplicação celular, 

cromossomos grandes e em número reduzido (BONCIU et al., 2018). 
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Sendo assim, este estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade e o potencial 

da naringenina como um composto bioativo promissor para o desenvolvimento de 

novos fármacos, e para uma melhor implementação na indústria de alimentos. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral 

 

A Dissertação de Mestrado teve como objetivo avaliar potenciais efeitos 

citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos da naringenina, encapsulada e não 

encapsulada, bem como realizar estudos de propriedades farmacocinéticas e de 

ancoragem molecular da naringenina. 

 

2.2  Objetivos Específicos 

 

São objetivos específicos do trabalho: 

 

- Avaliar do potencial da naringenina livre e encapsulada em causar alterações no 

índice mitótico e induzir alterações de fuso mitótico e quebras cromossômicas em 

células meristemáticas de raízes de Allium cepa L., em diferentes concentrações; 

 

- Realizar de estudos in silico de propriedades farmacocinéticas e de ancoragem 

molecular da naringenina com as enzimas catalase (CAT) e superóxido dismutase 

(SOD2). 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Características gerais dos flavonoides e sua atividade antioxidante 

 

Os flavonoides representam um dos grupos mais importantes e diversificados 

entre os produtos de origem vegetal e são amplamente distribuídas nesse reino. Estão 

presentes em abundância nas angiospermas, apresentando nesse grupo enorme 

diversidade estrutural. Constituindo-se, em geral, de substâncias aromáticas contendo 

15 átomos de carbono em seu esqueleto básico, os flavonoides constituem uma ampla 

classe de compostos cuja síntese não ocorre na espécie humana (SIMÕES et al., 

2007). 

Esses polifenóis são biossintetizados via ácido chiquímico, um importante 

intermediário na biossíntese de substâncias aromáticas em plantas, que tem por 

função originar o ácido cinâmico e seus derivados, como os ácidos cafeico, ferúlico e 

sináptico, com nove átomos de carbonos; e pela via do acetato que origina um 

tricetídeo com seis átomos de carbonos (DEWICK, 2002) A condensação de um dos 

derivados do ácido cinâmico com o tricetídeo gera um composto com 15 átomos de 

carbonos formando assim o precursor inicial de todas as classes de flavonoides. 

Assim, a estrutura química básica desses compostos, conhecida como flavilium, 

consiste de 15 carbonos distribuídos em dois anéis aromáticos (anéis A e B), os 

benzenos, interligados a uma estrutura heterocíclica central, o pirano (anel C), onde o 

primeiro benzeno é condensado com o sexto carbono do pirano, que na posição 2 

carrega um grupo fenila (DORNAS et al., 2007). A estrutura básica dos flavonoides é 

mostrada na Figura 1. 

 

Figura 1: Estrutura básica dos flavonoides 

 

Fonte: Adaptado de Dornas (2007). 
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A estrutura básica dos flavonoides consiste em dois anéis aromáticos (A e B) 

conectados por uma cadeia de três carbonos que formam um anel heterocíclico 

oxigenado (anel C). As principais classes de flavonoides são (Fig. 2) flavonois, 

flavanois flavonas, flavanonas, isoflavonas e antocianidinas (LEYVA-LÓPEZ et al., 

2016). Basicamente, todos os flavonoides são constituídos por três anéis, onde os 

seus carbonos podem sofrer variações químicas, como hidroxilação, hidrogenação 

metilação e sulfonação, proporcionando a formação de mais de quatro mil compostos 

flavonóides, que são agrupados em classes (GEORGIEV; ANANGA; TSOLOVA, 

2014).  

 

Figura 2: Estrutura básica das principais classes de flavonoides 

 

Fonte: Adaptado de Higdon (2005). 

 

Os flavonoides são amplamente conhecidos por seu grande potencial 

terapêutico, como anti-inflamatórios antibacterianos, antivirais, antitumorais, 

antialérgicos e hepatoprotetor (JANG et al., 2017). No entanto, a principal e a mais 

estudada atividade biológica dos flavonoides é a sua atividade antioxidante. Esses 

compostos atuam sobre substâncias radicalares, devido à sua habilidade em 

estabilizar radicais livres ou outras espécies reativas. Outro mecanismo potencial pelo 

qual os flavonoides atuam é a interação desses compostos com enzimas 

antioxidantes (CHERRAK et al., 2016). 
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Devido ao fato de os flavonoides fazerem parte da dieta humana, é 

fundamental entender suas funções biológicas. A atividade antioxidante dos 

flavonoides depende da sua estrutura e pode ser determinada por cinco fatores: 

reatividade como agente doador de hidrogênios e elétrons, estabilidade do radical 

flavanoil formado; reatividade em frente a outros antioxidantes, capacidade de quelar 

metais de transição e solubilidade e interação com as membranas (BARREIROS; 

DAVID; DAVID, 2006; QUIDEAU, 2006). 

 

3.2 Características gerais e estudos sobre a naringenina 

 

A naringenina ou 5,7,4´-triidroxiflavanona (Figura 3) é uma flavanona 

encontrada em frutas cítricas como laranjas e toranjas (grapefruit) e na casca de 

tomates (AKBARZADEH; PARVARESH, 2016). Possui massa molar 272,26 g/mol, é 

praticamente insolúvel em água e solúvel em compostos orgânicos como o etanol 

(SUMATHI; TAMIZHARASI; SIVAKUMAR, 2015). 

 

Figura 3: Estrutura química da naringenina  

        
Fonte: Autoria própria (2022). 

 

Diversos efeitos farmacológicos têm sido reportados para a naringenina, tais 

como: anti-inflamatório, anticâncer, antiaterogênico e antioxidante (JI et al., 2016). 

Quanto ao seu potencial antioxidante, é relatado na literatura que a naringenina tem 

atividade sequestrante sobre o radical ânion superóxido e o radical hidroxila (CAVIA-

SAIZ et al., 2010) o que se deve ao aumento da expressão de superóxido dismutase 

(SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) por esse composto (VEZZA et 

al., 2016); (MANCHOPE et al., 2016); (MAATOUK et al., 2016). Além disso tem efeito 

protetor contra a peroxidação lipídica (LI; YANG; WANG, 2007). 
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Embora Zhou et al. (2014) considerem que a naringenina é solúvel na 

composição binária água/etanol, a biodisponibilidade da naringenina é inferior a 5% 

quando ingerido por via oral, o que pode estar relacionado à sua baixa solubilidade 

em condições naturais e fácil degradação por fatores físicos e químicos como luz, 

calor, umidade e oxigênio. Métodos de encapsulamento são desenvolvidos com o 

intuito de proteger e aprimorar a atividade in situ desses compostos (BUDEL et al., 

2020; KERDUDO et al., 2014). 

 

3.3 Benefícios da encapsulação da naringenina 

 

Atualmente, a nanotecnologia está presente nas atividades de pesquisa, 

desenvolvimento e inovação em todos os países industrializados do mundo. Ela 

refere-se às tecnologias em que a matéria é manipulada nas escalas atômica e 

molecular para criar novos materiais e processos com características funcionais 

diferentes dos materiais comuns (BURGESS et al., 2010; BOISSEAU et al., 2011). 

Nanocápsulas são compostas por substâncias que funcionam como 

surfactantes ou polímeros que se misturam e melhoram a estabilidade de compostos 

e sua absorção (ALMEIDA, et al., 2018). A encapsulação possibilita a preservação da 

atividade antioxidante de substâncias químicas, contribuindo para o consumo, 

aumentando a vida útil e vitando sabores desagradáveis como adstringência, 

amargura quando em alta concentração (KERDUDO et al., 2014). 

Estudos mostram que a naringenina encapsulada apresenta menor 

toxicidade que a sua forma livre (CHAURASIA et al., 2018). As nanopartículas foram 

avaliadas em relação ao tamanho de partículas, potencial zeta, morfologia, além de 

caracterização por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC). Observou-se que, 

com a utilização desses encapsulantes, a solubilidade da naringenina aumentou 

consideravelmente. Os testes in vivo realizados com nanopartículas demonstraram 

que os nanocarreadores propostos apresentaram uma alternativa potencial para o 

sistema de administração de medicamentos em virtude da fácil administração, tempo 

prolongado de liberação do medicamento, biodisponibilidade ocular melhorada e 

frequência de dosagem reduzida (ZHANG et al., 2016). 

A solubilidade da naringenina foi avaliada com nanopartículas de síntese 

química. As nanopartículas usaram quitosana e alginato, bem como sulfato de sódio 

(Na2SO4) e cloreto de cálcio (CaCl2) como agentes de reticulação, o que reteve 
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significativamente a naringenina (cerca de 90%). A naringenina foi liberada de forma 

lenta, sustentada e de acordo com a sensibilidade do flavonoide ao pH. Nos estudos 

in vivo, em ratos que foram induzidos aos diabetes por estreptozotocina, observou-se 

uma diminuição da glicemia. As nanopartículas foram avaliadas por Espectroscopia 

no Infravermelho por Transformada de Fourier, análise de Difração de Raios-X, 

Espalhamento Dinâmico de Luz e Microscopia Eletrônica de Varredura (MAITY et al., 

2017).  

Ferreira et al. (2015) compararam nanocápsulas de naringina e naringenina 

preparadas pela técnica de deposição interfacial de polímero pré-formado. Foram 

avaliadas as propriedades físico-químicas, o teor nas suspensões e a eficiência de 

encapsulação da naringina e da naringenina. As nanocápsulas foram submetidas a 

teste in vivo com a linhagem celular Vero. Devido às suas características lipofílicas e 

à baixa solubilidade em água, a naringenina apresentou menor taxa de liberação 

indicando afinidade pela matriz polimérica e pelas gotículas de óleo constituintes da 

formulação. Tais resultados denotam que diversos fatores podem afetar a liberação 

de fármacos como a degradação da matriz polimérica, massa molar, afinidade entre 

o ativo e o polímero e a estrutura química do composto.  

A β-lactoglobulina, uma abundante proteína do soro do leite, foi avaliada para 

encapsulação da naringenina através de fortes ligações entre naringenina e a 

proteína. A formação de tais complexos permitiu a solubilização da naringenina e 

impediu a cristalização do flavonoide até três vezes o seu limite de solubilidade. O 

mesmo teste foi realizado com a naringina e não foi observada ligação entre a 

naringina e β-lactoglobulina, provavelmente devido ao tamanho maior e a natureza 

mais hidrofílica da naringina, que interferiu na ligação com os domínios hidrofóbicos 

(SHPIGELMAN et al., 2014). 

 

3.4 Dispersão sólida 

 

A dispersão sólida foi relatada pela primeira vez em 1961 com a formação de 

uma mistura eutética proposta por Keiji Sekiguchi e Norobu Obi. Tal mistura composta 

por um fármaco (sulfatiazol) pouco solúvel e uma matriz altamente solúvel e cristalina 

(ureia). A mistura foi preparada por meio do processo de fusão da mistura física do 

medicamento e da matriz que logo sofreu uma rápida solidificação. Outros 

pesquisadores relataram sobre a utilização da solução sólida na qual um 



19 

 

 

medicamento é disperso molecularmente em meio solúvel e as vantagens da mistura 

eutética (CHIOU; KEYPHRASES, 1971). Essa tecnologia é de grande interesse não 

apenas para a indústria de alimentos, mas também para o setor farmacêutico 

(CHAMPAGNE; FUSTIER, 2007). 

O Poloxamer 407 (Figura 4) é um surfactante polimérico que é comumente 

utilizado na indústria farmacêutica para encapsulação de fármacos e consiste em um 

copolímero de bloco A-B-A, onde A é a cadeia hidrofílica (poli(óxido etileno)) e B a 

cadeia hidrofóbica (poli(óxido propileno)) (TADROS, 2003). A cadeia hidrofóbica de 

micelas formadas serve como um espaço de cargas para a incorporação de 

compostos lipofílicos, como a curcumina, enquanto a parte hidrofílica contribui para o 

comportamento terapêutico dessas formulações, diminuindo as interações 

medicamentosas indesejáveis com células e proteínas, mantendo a estabilidade 

(ADHIKARI et al., 2016). Portanto, a incorporação de fármacos no núcleo hidrofóbico 

dos blocos de Poloxamer 407 resulta em um aumento da solubilidade, da estabilidade 

metabólica, da biodisponibilidade e do tempo de circulação (KUROIWA et al., 2018). 

 

Figura 4: Estrutura química do Poloxamer 407 

 

Fonte: Autoria própria (2022). 

 

3.5 Sistema teste de alterações cromossômicas em Allium cepa L. e 

Metilmetanosulfonato (MMS) como agente indutor de danos ao DNA 

 

O tecido meristemático de raízes de Allium cepa L. possui características que 

o torna uma ferramenta teste eficiente para o screening da citotoxicidade e 

genotoxicidade de compostos químicos (BIANCHI et al., 2016; HERRERO et al., 

2012). A eficiência desse bioensaio se dá principalmente em razão da Allium cepa L, 

apresentar um número cromossômico reduzido (2n=16), o que permite a detecção de 

distúrbios no índice de proliferação celular e alterações cromossômicas e celulares 

(LEME; MARIN-MORALES, 2009). O sistema Allium cepa L. é validado pelo Programa 

Internacional de Segurança Química (IPCS, WHO) e o Programa Ambiental das 

Nações Unidas (UNEP), apresentado como instrumento eficiente para o 
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monitoramento in vivo da genotoxicidade de substâncias químicas (CABRERA; 

RODRIGUEZ, 1999). 

O ensaio de alterações cromossômicas em Allium cepa L. já foi utilizado para 

avaliar as mais variadas substâncias, como por exemplo, substâncias provenientes de 

plantas com potencial farmacêutico e quimiopreventivos. Das plantas estudadas são 

produzidos extratos, óleos essenciais, e outros derivados, ou mesmo extraídos 

compostos isolados, para avaliação de efeitos genotóxicos, antigenotóxicos ou ambos 

(DIAS et al., 2019; LIMAN et al., 2018; PRAJITHA; THOPPIL, 2016). Este protocolo 

também tem ampla utilização na área da toxicologia ambiental, com diversos trabalhos 

aplicados em ambientes poluídos (ar, solo ou água), contaminados por metais 

pesados, rejeitos industriais e outras ações antrópicas (DUTTA et al., 2018; PALMIERI 

et al., 2016; RAGAZZO et al., 2017). Uma extensa variedade de defensivos agrícolas 

como herbicidas, pesticidas e demais químicos foram submetidos a protocolos de 

genotoxicidade em Allium cepa L., sendo reportados resultados positivos, o que 

chamou a atenção para a utilização destes agroquímicos e seu impacto no meio 

ambiente (DATTA et al., 2018; FELISBINO et al., 2018; KARAISMAILOGLU, 2017).  

Este bioensaio apresenta baixo custo, confiabilidade e equivalência com os 

mais conceituados testes de citogenotoxicidade, sem as preocupações éticas que 

afetam o uso de animais em testes e que exigem diretrizes de reprodução complexas 

(TEDESCO; LAUGHINGHOUSE IV, 2012). Por ser uma ótima ferramenta para 

investigação de danos causados ao material genético, pode ser submetido a estresses 

com substâncias conhecidamente danosas ao DNA, como o metilmetanossulfonato 

(MMS) que é um agente alquilante monofuncional, que induz diferentes tipos de 

adutos no DNA por reação com seus centros nucleofílicos, como os átomos de 

oxigênio e nitrogênio das bases (FERNANDES et al., 2011; WYATT; PITTMAN, 2006). 

Como controle positivo em ensaios com Allium cepa L., de modo geral, o MMS 

induz diversos danos ao material genético incluindo: quebras cromossômicas, 

formação de micronúcleo, ponte cromossômica, aderência cromossômica, dentre 

outros, resultando no aumento da frequência de alterações cromossômicas (ALMEIDA 

et al., 2015; ANACLETO et al., 2017; LIMAN et al., 2019). A frequência dessas 

alterações serve como parâmetro e são comparadas aos tratamentos no experimento, 

portanto, o MMS representa um ótimo agente para controle positivo em ensaios de 

genotoxicidade/mutagenicidade em culturas de células e organismos teste (BIANCHI 

et al., 2016; FAGUNDES et al., 2017; ROBERTO et al., 2016).  
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A utilização do MMS torna-se favorável nesses testes por apresentar alta 

genotoxicidade em pequenas concentrações, e baixa citotoxicidade, permitindo que 

as células continuem no ciclo celular e as alterações provocadas possam ser 

visualizadas em diferentes fases da divisão celular (BIANCHI et al., 2015; RANK; 

NIELSEN, 1997) 

  

3.6 Estudos In silico 

 

A tecnologia computacional tem sido essencial no processo de planejamento e 

desenvolvimento de fármacos, uma vez que possibilita a otimização do tempo e de 

custos operacionais. Entretanto, mesmo com toda a tecnologia disponível, a busca 

por fármacos é um processo árduo e de grande complexidade. Nessa perspectiva, 

existem inúmeras ferramentas e métodos que agilizam e otimizam o processo de 

descoberta e desenvolvimento de novos fármacos, a citar as avaliações in silico, que 

além de utilizarem softwares, fazem uso de modelos matemáticos e estatísticos, com 

eficácia comprovada, a fim de prever as prováveis características biológicas e 

farmacológicas de substâncias químicas em um período curto de tempo (TOROPOVA, 

2017). 

'In silico' é um termo moderno geralmente usado para significar experimentação 

realizada por computador e está relacionada aos ensaios biológicos mais comumente 

conhecidos como in vivo e em in vitro. Os estudos in silico têm como vantagem a 

rapidez na sua execução, o baixo custo e a capacidade de reduzir o uso de animais 

em ensaios de toxicidade. Há vários tipos de ferramentais computacionais que 

permitem obter diferentes informações acerca de substâncias bioativas, tais como as 

propriedades farmacocinéticas, predição de receptores biológicos (screening) e 

determinação de seu mecanismo de ação (KADAM; ROY, 2007; KAZMI et al., 2019; 

VANJARI et al., 2012). Entre as propriedades farmacocinéticas, destacam-se os 

processos de absorção, distribuição, metabolização, excreção e toxicidade, que são 

limitantes ao se desenvolver uma substância bioativa que possa atuar como fármaco 

(CHENG et al., 2013). 

A biodisponibilidade está relacionada ao processo de absorção, alta 

biodisponibilidade oral é frequentemente uma consideração importante no 

desenvolvimento de substâncias bioativas como agentes terapêuticos. O candidato à 

fármaco deve atender a cinco parâmetros associados com a solubilidade e a 
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permeabilidade à barreira plasmática: peso molecular, coeficiente de partição (Log P), 

número de doadores de ligação hidrogênio, número de receptores de ligação 

hidrogênio e área topológica superficial polar. Essa condição ficou conhecida pelo 

mnemônico “Regra dos Cinco”, porque para cada um dos cinco parâmetros, os valores 

encontrados eram próximos a cinco ou múltiplos de cinco (LIPINSKI, 2004).  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Compostos testados, período e local 

 

A naringenina foi obtida da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Como corante 

foi utilizada orceína acética 2% (Dinâmica), e como controle positivo foi utilizado o 

metanossulfonato de metila (MMS). Também foram utilizados nos experimentos 

acetona, álcool etílico, e ácido clorídrico (grau analítico, Synth). Bulbos de cebola da 

espécie Allium cepa L. (variedade beta cristal, formato periforme) foram obtidos de 

uma horta orgânica localizada em Peabiru, Paraná, Brasil.  

 

4.2 Produção das nanopartículas de naringenina 

 

As nanopartículas foram obtidas pela técnica de dispersão sólida descrita 

previamente por Almeida et al. (2018) com pequenas modificações. O encapsulante 

utilizado foi o surfactante Poloxamer407. A mistura de etanol (37,5g), Tween80 

(0,009g) e Poloxamer407 (0,9g) pesadas num béquer foi submetida ao banho de água 

quente até que houvesse uma completa dissolução que resultou num aspecto 

transparente da solução. Posteriormente, a solução foi colocada em leve agitação 

magnética por aproximadamente 5 minutos, sendo então, adicionado o bioativo 

naringenina (0,090g) ao béquer que foi deixado por mais 10 minutos de agitação. A 

mistura foi submetida ao banho de ultrassom (Equipamento Fisher Scientific, 120W) 

por 3 minutos (30 segundos ligado e 10 segundos desligado). A dispersão resultante 

foi evaporada em estufa com circulação e renovação de ar. As amostras secas foram 

refrigeradas e protegidas da luz. 

 

4.3 Análises de citotoxicidade e genotoxicidade 

 

A avaliação da citotoxicidade e genotoxicidade da naringenina foi realizada 

numa solução aquosa nas concentrações 1 e 3 % em massa (tratamentos), escolhidas 

com base em resultados prévios obtidos pelo grupo de pesquisa. 

Os bulbos de cebola foram colocados em frascos com água destilada para 

obtenção de raízes de 3,0 cm de comprimento. Antes de colocar as raízes em contato 

com seus respectivos tratamentos ou controles, as raízes foram coletadas e fixadas 
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para servirem de controle do próprio bulbo, o que foi identificado como tempo de 

análise no tempo de 0 hora ou controle do próprio bulbo (Co - 0h). Em seguida, as 

demais raízes foram colocadas em seus respectivos tratamentos ou controles por 24 

e 48 horas, procedimentos denominados tempos de exposição 24 e 48 horas, onde 

raízes foram coletadas a cada 24 horas. Para cada tratamento ou controle avaliado 

foram utilizados cinco bulbos de cebolas. 

Foi preparado um controle positivo com metilmetanossulfonato (MMS), uma 

substância sabidamente citotóxica e genotóxica para a A. cepa na concentração de 

4.10-4 mol.L-1, além de um controle negativo apenas com água destilada. As raízes 

coletadas durante o experimento foram fixadas em solução 3:1 de Carnoy (etanol: 

ácido acético) por até 24 horas.  

Após a fixação em Carnoy, as raízes foram hidrolizadas em HCl 1N, e suas 

regiões meristemáticas foram excisadas para confecção de lâminas por meio da 

técnica de esmagamento e coradas com orceína acética 2%, conforme protocolo de 

Guerra e Souza (2002), e foram analisadas em microscópio óptico (Zeiss Primo Star 

com câmera Axiocam 105 Color) em aumento de 400x. Para todo bulbo foram 

analisadas 1.000 células, totalizando 5.000 células para cada grupo controle (0 h), 

cada grupo tempo de exposição 24 h e cada grupo tempo de exposição 48 h, 

somando-se 15.000 células analisadas para cada tratamento e controle. Foram 

contabilizadas células em interfase, prófase, metáfase, anáfase e telófase para a 

definição do índice mitótico, determinando-se assim o potencial citotóxico. O índice 

mitótico e o índice de divisão celular foram calculados de acordo com a Equação 1. 

 

𝐼𝑀 (%) = 100.
total de células em divisão

total de células analisadas
                             Equação (1) 

 

O potencial genotóxico foi avaliado por meio da frequência de micronúcleos, 

metáfases colchícinicas, pontes anáfasicas e telofásicas, amplificações gênicas, 

células com aderências, brotos nucleares e anáfases multipolares. O índice de 

alterações celulares para cada tempo de exposição foi calculado a partir da 

contabilização do número de células aberrantes em 100 células analisadas por bulbo, 

totalizando 500 células, conforme descrito por Silveira et al. (2017) e Kuçuk et al. 

(2018). Para a interpretação dos resultados obtidos foi utilizado análise de variância 
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(ANOVA) e os valores médios foram comparados pelo teste de Scott-Knott com 

significância de 0,05. 

 

Figura 5: (A) bulbos de allium cepa L. germinados, com descaque (circulo em 

vermelho) para a região meristemática; (B) Lâminas montadas segundo o 

método de Guerra e Souza (2002); (C) Imagem de microscópio óptico na 

objetiva de 40x das células de allium cepa L. 

   

Fonte: Autoria própria (2022). 
 

 

4.4 Estudos in silico 

 

ACD/ChemSketch: ferramenta utilizada para o desenho estrutural, geração do 

código SMILES (O=C2c3c(O[C@H](c1ccc(O)cc1)C2)cc(O)cc3O) e determinação 

tridimensional da naringenina. A estrutura molecular com arranjo tridimensional 

otimizado foi disposta em arquivo individual e arquivada em extensão mol. A 

ferramenta ACD/ChemSketch, de acesso off-line, é mantida pela empresa ACD/Labs.  

Molinspiration  foi a ferramenta utilizada para a predição de bioatividades (para 

os modelos de ligante GPCR, modulador canal iônico, inibidor quinase, ligante 

receptor nuclear, inibidor protease e inibidor de enzimas) e, também, na avaliação das 

propriedades moleculares relacionadas à biodisponibilidade oral, que foram avaliadas 

segundo “a regra dos cinco” de Lipinski et al. (1997), em que: miLogP (coeficiente de 

partição octanol - água) ≤ 5,00; TPSA (área de superfície polar topológica) ≤ 140 Å2; 

MM (massa molar) ≤ 500 g.mol-1; nALH (número de aceptores de ligação de 

hidrogênio) ≤ 10; e nDLH (número de doadores de ligação de hidrogênio) ≤ 5. A não-
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violação desses parâmetros indica que o composto avaliado provavelmente 

apresentará boa biodisponibilidade oral. A ferramenta Molinspiration foi criada em 

1986 na Universidade de Bratislava, Eslováquia, e atualmente é domínio da empresa 

Molinspiration Cheminformatics, que trabalha com técnicas 

de quimioinformática online (LIPINSKI et al., 2001). 

AdmetSAR 2.0 foi a ferramenta empregada para a predição das propriedades 

farmacocinéticas, tais como absorção, distribuição, metabolismo, toxicidade e 

excreção (ADMET). Entre os 47 modelos disponíveis foram considerados, no presente 

trabalho, os modelos absorção no intestino humano, Caco-2, barreira 

hematoencefálica, inibidor de glicoproteína-P, CYP3A4 - substrato, CYP2C9 - 

substrato, CYP2D6 - substrato, CYP3A4 - inibição, CYP2C9 - inibição, CYP2C19 - 

inibição, CYP2D6 - inibição, CYP1A2 - inibição, CYP - promiscuidade inibitória, 

carcinogenicidade (binária), carcinogenicidade (trinária), mutagênese segundo Ames, 

hepatotoxicidade e toxicidade oral aguda. A ferramenta admetSAR é mantida por 

pesquisadores da Universidade de Ciência e Tecnologia da China Oriental (YANG et 

al., 2018). 

MetaTox (ferramenta online e gratuita, http://www.way2drug.com/mg) foi 

utilizada para previsão do metabolismo de xenobióticos e cálculo da toxicidade de 

metabólitos com base na fórmula estrutural de produtos químicos conhecidos. 

MetaTox prevê metabólitos, que são formados por nove classes de reações 

(hidroxilação alifática e aromática, N- e O-glucuronidação, N-, S- e C-oxidação e N- e 

O-desalquilação). O cálculo da probabilidade para os metabólitos gerados é baseado 

em análises das relações “estrutura-biotransformação” e “estrutura modificada dos 

átomos” usando uma abordagem bayesiana (RUDIK et al., 2017). 

IGEMDOCK 2.1 foi a ferramenta utilizada no estudo de ancoragem molecular, 

que foi executada em sua seção Protein Ligand Docking/Screening, mediante preparo 

do sítio ativo Prepare Binding Site e carregamento da estrutura molecular da 

naringenina arquivados na ferramenta ChemSketch, no formato mol (utilizando a 

opção Prepare Compounds). As energias de interação da naringenina com os 

resíduos de aminoácidos da enzima estudada foi gerada na página Docked 

poses/Post-Screening Analysis do próprio programa (HSU et al., 2011).  

Chimera UCSF foi a ferramenta usada no estudo das interações da naringenina 

com a SOD2 (1LUV), cujos resultados foram obtidos do estudo de ancoragem 
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molecular. Essa ferramenta, de acesso livre, foi desenvolvida por pesquisadores da 

Universidade da Califórnia, em San Francisco. 

A enzima superóxido dismutase (SOD2) utilizada neste estudo (PDB:  1LUV), 

reportada na literatura por Hearn et al.  (2003), é constituída por duas cadeias (A e B), 

possui comprimento de 198 aminoácidos e de origem homo sapiens. O sítio ativo 

dessa enzima é envolto pelos resíduos de aminoácidos His26, His30, His74, His163 

e Asp159, e está disponível no banco de dados Protein Data Bank. 

A enzima catalase utilizada neste estudo (PDB: 1DGF), reportada na literatura 

por Putnam et al. (2000), é constituída por quatro cadeias (A, B, C e D), possui 

comprimento de 497 resíduos de aminoácidos e de origem homo sapiens.  

PoseView integrada ao servidor Proteins Plus (ferramenta online e gratuita, 

https://proteinsplus.zbh.uni-hamburg.de/#dogsite), que cria automaticamente 

diagramas bidimensionais de complexos proteínas-ligantes de acordo com as 

convenções de desenho químico. A geração de diagramas de estrutura e suas 

modificações de layout são baseadas na biblioteca 2Ddraw. As interações entre as 

moléculas foram estimadas por um modelo de interação embutido que é baseado em 

tipos de átomos e critérios geométricos simples (FRICKER; GASTREICH; RAREY, 

2004). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Estudos in vivo 

As Tabelas 1 e 2 apresentam os resultados obtidos nos ensaios em Allium cepa 

L. exposta à naringenina livre (não encapsulada). As Tabelas 3 e 4 apresentam os 

resultados para as nanopartículas contendo naringenina. 

 

Tabela 1 - Índices mitóticos (%) observados em meristemas de raízes de A. 

cepa expostos a diferentes concentrações de naringenina livre em 24 e 48 

horas exposição 

Controle 
positivo MMS 
(4x10-4 mol/L) 

  

IM (%)/DP 

 
6,51±0,34 

 TR (%) 
 IM (%)/DP  

0 h (Co) 24 h 48 h 

Naringenina 

1 22,0±0,70 a 27,1±1,00 a 28,4±0,84 a 

3 24,0±0,21 a 21,2±0,74 a 21,7±0,63 a 

10 23,9±0,53 a 25,6±0,74 a 9,41±1,00 b,* 

Co: controle; IM: índice mitótico; TR: tratamento; h: hora. MMS: metil metano sulfonato 
(controle positivo). Análise de variância (ANOVA), médias observadas comparadas pelo teste 
de Scott-Knott a 0,05. Letras minúsculas diferentes referem-se a médias diferentes entre os 

tempos de exposição considerados (Co-0h, 24 h e 48 h) dentro de uma mesma concentração. 
DP: Desvios padrão informados para cada tempo de análise avaliado de cada concentração. 
*Índice mitótico igual ao índice mitótico observado para o controle positivo. Fonte Autoria 

própria (2022). 
 

Tabela 2 - Índices de alterações celulares observados em meristemas 

radiculares de A. cepa expostos a diferentes concentrações de naringenina 

livre por 24 e 48 horas 

Controle positivo 
MMS 

(4x10-4 mol/L-) 
  

IAC (%) 

 
8,95±0,98 

 TR (%) 
 TE/IAC (%)  

0 h (Co) 24 h 48 h 

Naringenina 

1 0,10±0,10 a 0,10±0,08 a 0,10±0,08 a 

3 0,10±0,12 a 0,10±0,03 a 0,10±0,10 a 

10 0,10±0,08 a 0,10±0,07 a 0,20±0,05 a 
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TE: tempo de exposição; IAC: Índice de alterações cromossômicas; TR: tratamento; Co: 
controle; h: hora; MMS: metanossulfonato de metila (controle positivo) em 24h. Análise de 

variância (ANOVA), médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 0,05. Letras diferentes, na 
mesma linha, indicam valores médios significativamente diferentes entre os tempos de 

exposição considerados (Co-0h, 24h e 48h) dentro da mesma concentração. DP: Desvios 
padrão informados para cada tempo de análise avaliado para cada concentração. Fonte 

Autoria própria (2022). 
 

Tabela 3 - Índices mitóticos (%) observados em meristemas de raízes de A. 

cepa expostos a diferentes concentrações de nanopartículas contendo 

naringenina em 24 e 48 horas exposição 

Controle positivo 
MMS 

(4x10-4 mol/L) 
    

IM (%)/DP 

  
6,51±0,34 

  TR (%) 
    IM (%)/DP  

0 h (Co) 24 h 48 h 

Nanopartículas 
contendo 

naringenina 

1 19,8±0,50 a 18,7±0,70 a 20,9±0,30 a 

3 18,0±0,98 a 16,9±0,89 a 20,9±0,35 a 

Co: controle; IM: índice mitótico; TR: tratamento; h: hora. MMS: metil metano sulfonato 
(controle positivo). Análise de variância (ANOVA), médias observadas comparadas pelo teste 
de Scott-Knott a 0,05. Letras minúsculas diferentes referem-se a médias diferentes entre os 

tempos de exposição considerados (Co-0h, 24 h e 48 h) dentro de uma mesma concentração. 
DP: Desvios padrão informados para cada tempo de análise avaliado de cada concentração. 
*Índice mitótico igual ao índice mitótico observado para o controle positivo. Fonte Autoria 

própria (2022). 

 

Tabela 4 - Índices de alterações celulares observados em meristemas 

radiculares de A. cepa expostos a diferentes concentrações de nanopartículas 

contendo naringenina por 24 e 48 horas 

Controle positivo MMS  
(4x10-4 mol/L-)  

    

IAC (%) 

  

8,95±0,98 

  TR (%) 
  TE/IAC (%)  

0 h (Co) 24 h 48 h 

Nanopartículas 
contendo naringenina 

1 0,20±0,1a 0,20±0,1a 0,60±0,2a 

3 0,20±0,1a 0,20±0,1a 0,60±0,2a 

TE: tempo de exposição; IAC: Índice de alterações cromossômicas; TR: tratamento; Co: 
controle; h: hora; MMS: metanossulfonato de metila (controle positivo) em 24h. Análise de 

variância (ANOVA), médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 0,05. Letras diferentes, na 
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mesma linha, indicam valores médios significativamente diferentes entre os tempos de 
exposição. Fonte Autoria própria (2022). 

 

 

A naringenina nas condições de análises estabelecidas até a concentração de 

3% não causou alteração no índice de divisão celular das células meristemáticas de 

raízes de A. cepa nos dois tempos de análises considerados, bem como não induziu 

alterações de fuso mitótico e quebras cromossômicas nesse sistema teste. Tais 

resultados também sugerem que esse composto possa ser modulador de alterações 

celulares em tecido de intensa proliferação celular, como as células meristemáticas 

de A. cepa. 

As nanopartículas contendo naringenina, nas condições de análises 

estabelecidas, não causaram alteração no índice de divisão celular das células 

meristemáticas de raízes de A. cepa nos dois tempos de análises considerados, bem 

como não induziram alterações de fuso mitótico e quebras cromossômicas nesse 

sistema teste. 

Ganaie et al. (2019) elaboraram um estudo cujo objetivo foi examinar os efeitos 

protetores da naringenina no dano ao DNA induzido pela oxaliplatina em 

camundongos. A extensão da genotoxicidade foi avaliada por múltiplos ensaios de 

genotoxicidade (marcador 8-hidroxidesoxiguanosina, cometa, micronúcleo e ensaios 

de aberração cromossômica, avaliação do marcador de estresse oxidativo Glutationa), 

a fim de determinar diversos tipos de danos ao DNA. Os resultados indicaram que a 

administração de naringenina reduziu significativamente os danos ao DNA induzidos 

pela oxaliplatina, possivelmente devido às suas fortes propriedades antioxidantes. Os 

resultados sugerem que a naringenina é uma candidata potencial para 

desenvolvimento futuro como agente quimioprotetor contra complicações associadas 

à quimioterapia. 

 

5.2 Estudos in silico 

 

5.2.1 Avaliação de propriedades farmacocinéticas da naringenina 

 

As propriedades moleculares relacionadas à biodisponibilidade oral foram 

determinadas utilizando a ferramenta computacional Molinspiration: miLogP 

(coeficiente de partição octanol-água) = 2,12; TPSA (área de superfície polar 



31 

 

 

topológica) = 86,99 Å2; MM (massa molar) = 230,26 g.mol-1; nALH (número de 

aceptores de ligação de hidrogênio) ≤ 10; e nDLH (número de doadores de ligação de 

hidrogênio) ≤ 5. Observa-se que nenhum dos parâmetros avaliados violam a regra dos 

cinco de Lipinski, indicando que a naringenina tem boa biodisponibilidade oral. 

Vale ressaltar que outro parâmetro farmacocinético importante é a 

metabolização, cujo processo pode alterar significativamente a concentração de 

substâncias bioativas após o processo de absorção. Felgines et al. (2000), por 

exemplo, evidenciaram que a naringenina, administrada na dieta de ratos, é 

amplamente esterificada para grupos sulfato (~90%). Em menor proporção, a 

naringenina também foi metabolizada em ácidos fenólicos que foram detectados no 

plasma e na urina, principalmente na forma de glucurono- ou sulfo-conjugados.  

Bugianesi et al. (2002) realizaram experimentos para determinar se os níveis 

plasmáticos de naringenina eram detectáveis após o consumo de uma refeição 

contendo 150 mg de extrato de tomate cozido, que corresponde a 3,8 mg de 

naringenina. O sangue dos indivíduos em jejum foi coletado em 2, 4, 6, 8 e 24 horas 

após a refeição. Como resultado, os autores observaram que a naringenina não 

conjugada não foi detectada no plasma em nenhum momento após o consumo da 

refeição controle. Além da naringenina, outros polifenóis (rutina e ácido clorogênico) 

foram detectados no extrato de tomate, mas esses polifenóis e seus derivados 

(quercetina e ácido cafeico) não foram detectados no plasma em nenhum momento.  

Ao relacionar os estudos de Felgines et al. (2000) e Bugianesi et al. (2002) é 

possível inferir que a baixa biodisponibilidade de naringenina, quando essa é 

administrada oralmente, no plasma é resultante da facilidade de metabolização da 

mesma. Salehi et al. ( 2019) em uma revisão de literatura sobre o potencial terapêutico 

da naringenina, pontuam que a biodisponibilidade da naringenina foi devidamente 

estudada em trabalhos anteriores, sugerindo um extenso metabolismo pré-sistêmico 

da flora intestinal, levando a um amplo padrão de produtos de degradação. Essa 

constatação indica ainda que as bioatividades reportadas na literatura para a 

naringenina são decorrentes de metabólitos produzidos, o que não invalida todo o 

conhecimento produzido acerca desse produto natural. No entanto, abre caminho para 

pesquisas que possam relacionar os efeitos terapêuticos da substância com os 

metabólitos produzidos na flora intestinal ou após o processo de absorção. 

No Quadro 1 são apresentadas as estruturas moleculares dos possíveis 

metabólitos da naringenina calculadas utilizando a ferramenta MetaTox 
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Quadro 1: Predição, calculados na ferramenta MetaTox, de metabólitos 

formados a partir da naringenina.  

 

Metabólito 1 

 

Metabólito 2 

 

Metabólito 3 

 

Metabólito 4 

 

Metabólito 5 

 

Metabólito 6 

 

Metabólito 7 

 

Metabólito 8 

 

Metabólito 9 

 

Metabólito 10 

 

Metabólito 11 

 

Metabólito 12 

 

Metabólito 13 

 

Metabólito 14 

 

Metabólito 15 

 

Metabólito 16 

 

Metabólito 17 

 

Metabólito 18 

 

Metabólito 19 

 

Metabólito 20 

Fonte: Autoria própria (2022). 

 

 É possível observar a predição de 20 metabólitos, indicados de acordo com a 

probabilidade de formação no organismo vivo, sendo os metabólitos com maior 

probabilidade de ocorrência oriundos de reações de glucoronidação (metabólitos 1, 2 

e 3), sulfonação (metabólitos 4, 5 e 6) e hidroxilação (metabólitos 7-11). Outros 

parâmetros relacionados aos processos de ADMET foram estudados utilizando a 

ferramenta admetSAR e estão apresentados na Tabela 5. 

 

Tabela 5 - Propriedades ADMET calculadas utilizando a ferramenta admetSAR 

para a naringenina 

Modelos avaliados Valor Probabilidade 

Absorção no intestino humano + 0.9936 

Caco-2 + 0.5424 

Mutagênese segundo Ames  - 0.8700 

Hepatotoxicidade + 0.6750 

Toxicidade Oral Aguda II 0.3682 

Fonte: Autoria própria (2022). 
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Para o modelo de Absorção no Intestino Humano, observou-se que a 

naringenina apresentou resultado positivo para esse modelo. Para o desenvolvimento 

do algoritmo desse modelo, Shen et al. (2010) utilizaram dados de 578 compostos, 

sendo 500 absorvidos (HIA+) e 78 não absorvidos (HIA-) pelo intestino humano. Se o 

HIA% calculado for inferior a 30%, o composto é rotulado como HIA-, caso contrário é 

rotulado como HIA+ (SHEN et al., 2010). 

Para o modelo de permeabilidade em células Caco-2, observou-se que a 

naringenina apresentou resultado positivo para esse modelo. Vale ressaltar que 

células Caco-2 são células utilizadas como um modelo in vitro da mucosa do intestino 

delgado humano, com o objetivo de avaliar a permeabilidade de medicamentos 

administrados por via oral. O algoritmo desenvolvido por The et al. (2011) levando em 

consideração valores de permeabilidade de Caco-2 de 674 substâncias semelhantes 

a fármacos ou fármacos comerciais. Os resultados positivos para os modelos de 

permeabilidade em caco-2 e de absorção no intestino humano são concordantes com 

o resultado positivo de biodisponibilidade oral, pois consiste na primeira etapa para 

substâncias bioativas administradas oralmente. 

Para o modelo de hepatotoxicidade, observou-se que a naringenina 

apresentou resultado positivo nível II. Para desenvolver o algoritmo desse modelo, 

Mulliner et al. (2016) estudaram 3115 substâncias tóxicas e 593 substâncias não 

tóxicas, cujos dados foram coletados de publicações e bancos de dados como 

DrugBank (2016). Bikiaris e colaboradores (2009) utilizaram a técnica de dispersão 

sólida na associação do fármaco fluvastatina ao succinato de polipropileno (PPSu), 

que é um poliéster alifático, com o objetivo de manter a liberação deste fármaco e 

diminuir sua toxicidade hepática. Os ensaios de liberação in vitro confirmaram o 

controle da liberação da fluvastatina quando a associação se deu ao PPSu de maior 

peso molecular, pois o aumento da cadeia polimérica diminuiu os grupamentos 

polares e isto levou a diminuir a afinidade pela água.  

Para o modelo de mutagenicidade, um dos modelos de toxicidade mais 

importantes, observou-se que a naringenina apresentou resultado negativo para esse 

modelo. O algoritmo desse modelo foi desenvolvido a partir da análise de um banco 

de dados abrangente contendo 7617 compostos diversos, incluindo 4252 mutagênicos 

e 3365 não mutagênicos (XU et al., 2012). 

Para o modelo de toxicidade oral aguda, observou-se que a naringenina 

apresentou média toxicidade ao se enquadrar na categoria II (50 mg/kg < LD50 ≤ 500 
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mg/kg). Esse resultado, assim como a indicação de hepatotoxicidade, aponta para a 

necessidade de se avaliar a quantidade mínima de naringenina que, se administrada 

oralmente, garantirá as bioatividades idealizadas, assim como a quantidade máxima, 

respeitando o limite previsto para a toxicidade oral aguda, a fim de reduzir os efeitos 

adversos possíveis. 

Os resultados obtidos nos estudos de propriedades ADMET indicam que a 

naringenina possui propriedades moleculares adequadas para substâncias bioativas 

que são administradas oralmente, e possui relativamente baixa toxidade, fatores que 

tornam a naringenina um composto promissor para o desenvolvimento de novos 

fármacos, e para uma melhor implementação na indústria de alimentos. 

 

5.2.2 Estudo frente à enzima superóxido dismutase (SOD2, PDB 1LUV) 

 

Para o estudo da ação da naringenina frente a enzima superóxido dismutase 

(SOD2) utilizou-se a PDB 1LUV (HEARN et al., 2003). Essa enzima foi escolhida 

devido à sua importância para o sistema antioxidante endógeno e seu papel nas 

alterações mutagênicas e na citotoxicidade de agentes externos. A Figura 6 apresenta 

a cadeia A da enzima SOD2, em destaque está a região do sítio ativo, localizada em 

torno dois íons Mn+2.  

 

Figura 6: Representação da cadeia A da enzima SOD2 (PDB 1LUV) com 

destaque (circulos vermelhos) para as regiões dos sítios ativos 

 

Fonte: Autoria própria (2022). 
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Na Figura 7 está apresentado a best pose, ancoragem molecular de menor 

energia, resultante do estudo de ancoragem molecular da naringenina frente a SOD2 

(PDB 1LUV). A interação naringenina - SOD 2 (PDB 1LUV) resultou em uma energia 

livre de -81,42 kJ/mol, sendo -59,66 kJ/mol oriunda de interações de van der Waals e 

-21,76 kJ/mol de interações do tipo ligação de hidrogênio. 

 

Figura 7: Best pose resultante do estudo de ancoragem molecular da 

naringenina frente a SOD2 (PDB 1LUV) 

   

Fonte: Autoria própria (2022). 

  

Ao observar a superfície hidrofóbica do complexo formado entre a enzima 

SOD2 e a naringenina (Figura 7, direita) observa-se que a naringenina está ancorada 

na superfície da enzima. Considerando que regiões vermelhas indicam hidrofobia e 

regiões azuis indicam hidrofilia, verifica-se que a naringenina está ancorado em uma 

região hidrofílica e estabelece ligações de hidrogênio com os resíduos de aminoácidos 

Asp105, Thr112, e Asn182, e interações de van der Waals com os resíduos de 

aminoácidos Lys178 e Trp181 (Figura 8).  
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Figura 8: Representação bidimensional, produzida pela ferramenta PoseView, 

da interação a enzima SOD2 (PDB 1LUV) e naringenina 

 

Fonte: Autoria própria (2022). 

 

As superóxidos dismutases catalisam a decomposição do superóxido por meio 

de ciclos de oxidação-redução de um íon metálico, no caso da SOD2 o íon metálico é 

o Mn (III). A atividade catalítica dessa enzima é caracterizada por uma etapa lenta, de 

ordem zero em relação ao superóxido, que ocorre devido a inibição do produto pelo 

ânion peróxido, na qual o resíduo de aminoácido His30, que está presente no canal 

de acesso ao substrato e está a cerca de 5,8 Å do Mn (III), é importante para a 

atividade enzimática. Outros resíduos de aminoácidos, tais como His26, His74, His163 

e Asp159 estão presentes no sítio ativo e são importantes para a realização da 

atividade catalítica da SOD2. 

Em relação ao estudo de ancoragem molecular, é possível observar que a 

naringenina está ancorada em região distante do sítio ativo da enzima, considerando 

que o manganês participa e está presente no sítio ativo. Desta forma, o resultado 

obtido nesse estudo in silico precisa ser relacionado com um teste in vitro ou in vivo, 

uma vez que muitas substâncias bioativas podem inibir a ação de enzimas por um 

mecanismo não-competitivo, ou seja, atuando sobre a enzima em regiões diferentes 

do sítio ativo (YUNG-CHI; PRUSOFF, 1973). 
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5.2.3 Estudo frente à enzima catalase (PDB 1DGF) 

 

Para o estudo da ação da naringenina frente a enzima catalase utilizou-se como 

modelo dados da enzima PDB 1DGF (PUTNAM et al., 2000), cuja visão estérea do 

sítio ativo é apresentada na Figura 9. 

 

Figura 9: Visão estérea do sítio ativo da enzima catalase (PDB 1DGF) 

 

 

Fonte: Putnam (2000). 

 

No sítio ativo dessa enzima, o ferro-heme pentacoordenado (vermelho) é 

acessível a peróxidos e pequenas moléculas no fundo de um longo canal com uma 

rede de moléculas de água que termina com uma molécula de água ligada pelas 

cadeias laterais da proteína (verde), His75 e Asn148. A reatividade do ferro heme é 

ajustada pela doação de elétrons pelo resíduo de aminoácido Tyr358 e pela 

neutralização da carga carboxilato pelos resíduos Arg72, Arg112 e Arg365. O uso do 

cofator heme permite que a química do grupo seja alterada por interações que não 

comprometam a ligação do substrato. As ligações de hidrogênio envolvem o Tyr358, 

Arg354, His218 e Asp348, que então se ligam a moléculas de água estruturalmente 

ordenadas. A retransmissão de cargas provavelmente depende da capacidade de 
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Arg354, His218 e Asp348 existirem em múltiplos estados de protonação para 

estabilizar a eletrostática gerada por diferentes estados de oxidação do ferro 

(PUTNAM et al., 2000). 

A interação naringenina-catalase (PDB 1DGF) resultou em uma energia livre 

de -114,587 kJ/mol, oriunda de interações do tipo van der Waals (-95,371 kJ/mol) e 

ligação de ligação de hidrogênio (-19,2166 kJ/mol). Na Figura 10 está representado 

as interações entre o ferro-heme e os resíduos de aminoácidos presentes no sítio ativo 

da catalase (lado esquerdo) e as interações entre a naringenina e os resíduos de 

aminoácidos presentes na região de ancoramento (lado direito). 

 

Figura 10: Representação bidimensional, produzida pela ferramenta PoseView, 

da interação a enzima catalase (PDB 1DGF) e naringenina 

 

Fonte: Autoria própria (2022). 

 
É possível observar que a naringenina estabelece interações com vários dos 

resíduos de aminoácidos reportados como importantes para o processo catalítico da 

catalase, tais como: Arg72, Arg112, Thr361 e Tyr385. Dessa forma, entende-se que a 

naringenina pode atuar como inibidora de catalase por um mecanismo competitivo.  
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6 CONCLUSÕES  

 

A naringenina foi avaliada em relação a possíveis efeitos sobre tecidos 

meristemáticos de Allium cepa L., utilizado neste trabalho como um modelo para 

citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade. Dados de propriedades 

farmacocinéticas e de ancoragem molecular também foram obtidos em estudos in 

silico a fim de aprofundar a discussão sobre o tema. 

A naringenina tanto em sua forma livre quanto em sua forma encapsulada não 

causou alteração no índice de divisão celular das células meristemáticas de raízes de 

A. cepa nas condições testadas. Também não foram detectadas alterações 

significativas de fuso mitótico e quebras cromossômicas nesse sistema.  

No estudo de ancoragem molecular naringenina-superóxido dismutase 2 (PDB 

1LUV), verificou-se que a naringenina estava ancorada em uma região hidrofílica 

distante do sítio ativo da enzima (SOD2) e estabeleceu ligações de hidrogênio com os 

resíduos de aminoácidos Asp105, Thr112, e Asn182, bem como interações de van der 

Waals com os resíduos de aminoácidos Lys178 e Trp18. Os resultados obtidos nos 

estudos de propriedades ADMET indicaram que a naringenina possui toxidade 

relativamente baixa, corroborando assim os resultados in vivo. 

Já no estudo de ancoragem molecular da interação naringenina-catalase (PDB 

1DGF) resultou em uma energia livre de -114,587 kJ/mol, oriunda de interações do 

tipo van der Waals (-95,371 kJ/mol) e ligação de ligação de hidrogênio 

(-19,2166 kJ/mol). A naringenina estabeleceu interações com vários dos resíduos de 

aminoácidos reportados como importantes para o processo catalítico da catalase, tais 

como Arg72, Arg112, Thr361 e Tyr385. Dessa forma, entende-se que a naringenina 

pode atuar como inibidora de catalase por um mecanismo competitivo. 

 Somando os resultados obtidos a partir dos ensaios in vivo em tecidos 

meristemáticos de Allium cepa L., com os resultados obtidos nos estudos de 

propriedades ADMET, tudo indica que a naringenina possui propriedades moleculares 

adequadas para substâncias bioativas que são administradas oralmente, e possui 

relativamente baixa toxidade, fatores que tornam a naringenina um composto 

promissor para o desenvolvimento de novos fármacos, e para uma melhor 

implementação na indústria de alimentos.  
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