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RESUMO

Os monoterpenos sao constituintes bdsicos volateis de Oleos essenciais aromaticos e
pertencem a um grupo diverso de compostos quimicos. Relatos na literatura mostram que
diversos monoterpenos possuem atividade antimicrobiana contra uma gama de micro-
organismos planctonicos e inclusive sobre biofilmes dentdrios. Com base nisso, o objetivo
desse estudo foi avaliar o potencial téxico dos monoterpenos carvacrol, linalol e p-cimeno,
utilizando modelos in silico, além de compari-los ao digluconato de clorexidina. Para a
realizacdo dos estudos in silico, todas as informagdes quimicas dos monoterpenos
selecionados foram obtidas no site http://www.chemspider.com/, j4 para a andlise da
toxicidade tedrica, a estrutura dos monoterpenos foi submetida ao estudo in silico dos
parametros ADMET (absorcdo, distribui¢do, metabolismo, excrecdo e toxicidade) usando o
programa Osiris Property Explorer, onde foram determinados os potenciais mutagénico,
tumorigénico, irritante e sobre a reproducao. Os resultados do presente estudo mostraram que
0s monoterpenos carvacrol e p-cimeno, assim como a clorexidina nao apresentaram nenhum
efeito mutagénico, porém o linalol apresentou um efeito severo. Com relacdo ao potencial
tumorigénico, pode-se perceber que o carvacrol, o linalol e a clorexidina ndo possuem
nenhum efeito tumorigénico, porém o p-cimeno possui um potencial moderado. Para o
potencial irritante, verificou-se que os 3 monoterpenos estudados apresentam potencial
irritante severo, porém a clorexidina ndo se mostrou toxica. O presente estudo revelou
também que em relacdo ao sistema reprodutor, nenhum dos monoterpenos estudados, nem a
clorexidina possuem potencial téxico. Apesar dos monoterpenos estudados apresentarem boa
acdo antimicrobiana no biofilme dentdrio, esse estudo revelou a presenga de toxicidade em
varias dessas substancias. Assim, estudos clinicos precisam ser realizados para confirmar os
resultados, visto que os dados encontrados envolvem resultados in silico e estudos pré-

clinicos.

Palavras-chave: Produtos naturais, Monoterpenos, Testes de toxicidade


http://www.chemspider.com/

ABSTRACT

The monoterpenes are volatile basic constituents of essential aromatic oils and belong to a
diverse group of chemical compounds. Reports in literature show that many monoterpenes
have antimicrobial activity against a range of planktonic microorganisms and even on dental
biofilms. Based on this, the aim of this study was to evaluate the toxic potential of
monoterpenes carvacrol, linalool and p-cymeno, using in silico models, and compare them to
chlorhexidine gluconate. For the realization of in silico studies, all the chemical information
from selected monoterpenes were obtained from the site http://www.chemspider.com/, as for
the analysis of theoretical toxicity, the structure of monoterpenes was subjected to in silico
study of the parameters ADMET (absorption, distribution, metabolism, excretion and
toxicity) using the Osiris Property Explorer program, where we determined the mutagenic,
tumorigenic and irritating potentials, and about reproduction. The results of this study showed
that carvacrol and p-cymene monoterpenes, as well as chlorhexidine showed no mutagenic
effect, but linalool had a severe effect. Regarding the tumorigenic potential, we could see that
the carvacrol, linalool and chlorhexidine have no tumorigenic effect, but the p-cymene has a
moderate potential. For irritancy, it was found that the three monoterpenes in the study have
severe irritation potential, but the chlorhexidine was not toxic. The present study also revealed
that compared to the reproductive system, none of the studied monoterpenes, or chlorhexidine
have toxic potential. Despite studied monoterpenes showed good antimicrobial action in
dental plaque, this study revealed the presence of several toxicity of these substances. Thus,
clinical studies are needed to confirm the results, since the data found involve in silico results

and preclinical studies.

Keywords: Natural products, Monoterpenes, Toxicity tests



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1- Estrutura quimica do Carvacrol...........cccuveeiiieeiieeeiiieeieeeee e esiee e eiaee e 18
Figura 2- Estrutura quimica do Linalol ...........cccoooiiiiiiiiiiiiiiiee e 19
Figura 3- Estrutura quimica do p-CImMeNO0.........ccoouuieiiiiiriiiieniieeniteeeiee ettt esreesseee s 20
Figura 4- Estrutura quimica da CloreXidina .........c.ceeovveeeiiieeiieeniieeeieeeieeeeveeesveeeeveeesevee e 22

Figura 5- Niicleo Tumorig€nico do p-CIMENO .......ccc.eeriieriiiriiiiieiieeieese e 37



LISTA DE GRAFICOS

Griéfico 1- Potencial mutagénico dos monoterpenos carvacrol, linalol, p-cimeno e clorexidina
Grafico 2- Potencial Tumorigénico dos monoterpenos carvacrol, linalol, p-cimeno e
CLOTEXIAINA ..ccoooiiiiiiiiieeeeee et 36
Grifico 3- Potencial Irritante dos monoterpenos carvacrol, linalol, p-cimeno e clorexidina..37
Grafico 4- Danos ao Sistema Reprodutor dos monoterpenos carvacrol, linalol, p- cimeno e

CLOTEXIAINIA. 1evvneeee ettt ettt et ettt e e e e e e et e ta e eeeeseeeeetaa s e seseeessaananneseeeeessnannnnneneees 38



ADMET

CAS

P.E

QSAR
REA

LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

Absorc¢ao, Distribui¢dao, Metabolismo, Excrec¢do e Toxicidade
Candida

Chemical Abstracts Service

Lactobacillus

Ponto de Ebuli¢ao

Quantitative Structure-Activity Relationship

Relagdo Estrutura-Atividade

Streptococcus



%

g.mol’!
°C

g.cm’

LISTA DE SIMBOLOS

Para
Porcentagem
Positivo
Negativo
Gramas por mol
Graus Celsius

Gramas por centimetro ctibico



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..o 14
2 FUNDAMENTACAO TEORICA ........oooioioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 16
2.1 PRODUTOS NATURAIS NA ODONTOLOGIA ......c..cooovvmrmreeeeeseeseeeeeseeeesnenn. 16
2.2 MONOTERPENOS ......cooovivieieeeeeieeeeeeeeses e 17
2.2.1 L0721 2 T 1) OO 17
2.2.2 | 711 ;1 (1) PR 19
223 P-CIMEIIO ..ottt ettt ettt be e 19

2.3 BIOFILME BUGCAL .....o.cooiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 20
2.4 TOXICIDADE .......ooiviiiieeeeeeeeeeeee e eee e 22
2.4.1  Testes toXiCOIOZICOS..........cccooeviiiiiieiieiieeeeeeee e 23
REFERENCIAS ... 24
3 ARTIGO ... 29
4 CONSIDERACOES FINAIS .......coccooioiiiimiieeeeeeeeeee e 43
ANEXO A ..o 44

ANEXO B ..o e 45



14

1 INTRODUCAO

A fitoterapia € a utilizacdo de medicamentos obtidos a partir de matérias-primas de
origem vegetal, plantas ou suas partes, com a finalidade curativa, profildtica, paliativa ou para
fins de diagndstico (LIMA JUNIOR et al., 2005). O uso de plantas medicinais vem sendo
proposto como forma de tratamento complementar, de baixo custo e eficaz, permitindo assim
que a maior parte da populacdo tenha acesso aos mesmos (PIEROZAN et al., 2009).

Estima-se que cerca de 80% da populagdo mundial utiliza a medicina tradicional para
os cuidados com a sadde, a partir do uso de extratos de plantas ou de seus principios ativos
(TOSCANO RICO, 2011). Os produtos naturais, do ponto de vista da diversidade molecular,
sdo bastante diversificados, o que representa novas possibilidades de investigacdo e
descoberta de atividades bioldgicas favoraveis ao tratamento e preveng¢do de doencgas.
Compostos isolados de fontes vegetais fornecem moldes estruturais para a obtencdo de
substancias sintéticas e, além disso, podem ser empregados como ferramentas na identificacao
de mecanismos de acdo (SOUSA, 2013). Dentre os compostos extraidos de plantas estdo os
terpenos, flavonoides, os taninos, os alcaloides e os 6leos essenciais (ROMANO et al., 2013).

Os terpenoides representam a maior classe quimica de constituintes ativos de plantas,
havendo mais de 30.000 substancias descritas. A classificacdo bésica dos varios terpenos
decorre do nimero de unidades isoprénicas que contém (RAVEN, 2001). Os monoterpenos
sdo constituintes basicos volateis de Oleos essenciais aromdticos € pertencem a um grupo
diverso de compostos quimicos, de modo a constituir 90 % dos 6leos essenciais, com enorme
variedade de estruturas e com implicacdes em diversas atividades bioldgicas, tais como:
bradicardia, hipotensdo, atividade antimicrobiana, acdes sedativas, anticonvulsivantes,
hipnéticas e hipotérmicas, efeitos antiespasmddicos, vasorrelaxantes e atividade
antinociceptiva (CAMARGO; VASCONCELOS, 2014).

Relatos na literatura mostram que diversos monoterpenos possuem atividade
antimicrobiana contra uma gama de micro-organismos planctdnicos e inclusive sobre
biofilmes dentarios (KALEMBA; KUNICKA, 2003; NOSTRO et al., 2007; KARPANEN et
al., 2008).

O biofilme dental constitui-se de depdsitos bacterianos e constituintes salivares, com
um crescimento continuo sendo considerado a principal causa das doengas cdrie e periodontal
(ROSAN; LAMONT, 2000). A formacdo do biofilme dental ocorre através da fixacdo de
bactérias sobre as superficies dentdrias, dentre elas pode-se citar: S. mitis, S. sagiiis, S.

sobrinus, S. mutans e L. casei (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002).
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Apesar das plantas medicinais possuirem efeitos benéficos, muitas delas contém
substancias capazes de produzir potencial toxicidade em organismos vivos (MENGUE et al.,
2001). Sendo assim, véarios testes tém sido utilizados para avaliar a toxicidade das substancias.
Um deles € o ensaio da citotoxicidade em eritrécitos, onde € possivel verificar a toxicidade in
vitro (SCHREIER et al., 1997; APARICIO et al., 2005). Para avaliacao de toxicidade em
produtos naturais, sdo também utilizados outros testes com modelos in silico que sdo rapidos,
reprodutiveis e normalmente baseados em biorreguladores humanos (ANGELO et al, 2006;
SRINIVAS et al, 2014). O teste da toxicidade aguda ndo-clinica também é importante no
estudo de um futuro produto natural com potencial farmacolégico (LARINI, 1999).

Sabendo que alguns monoterpenos apresentam ac¢do no biofilme dentdrio e podem
causar também efeitos adversos, torna-se relevante avaliar o potencial mutagénico, tumoral,
irritante a as alteragdes no sistema reprodutor causadas por trés destas substancias, o
carvacrol, o linalol e o p-cimeno, utilizando modelos in silico, comparando os resultados com

o padrao farmacoldgico utilizado na odontologia, o digluconato de clorexidina.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 PRODUTOS NATURAIS NA ODONTOLOGIA

H4 milhares de anos, diversos compostos naturais t€ém sido utilizados na medicina
popular para o tratamento de inimeras doencas. Até parte do século XX, a base da terapia
farmacoldgica era constituida pelos medicamentos de origem vegetal. Nos dltimos anos, tem
crescido o interesse pelos medicamentos de origem natural, sendo acompanhado de um
aumento significativo nos investimentos em pesquisa (RATES, 2001). Cerca de 50% dos
medicamentos utilizados sdo de origem sintética e cerca de 30% sdo origindrios de plantas,
isolados diretamente ou produzidos por sintese a partir de um precursor vegetal
(KIRKPATRICK, 2002). Os produtos naturais continuam sendo umas das maiores fontes para
a descoberta de novos medicamentos com atividade antimicrobiana, antifiingica e até
anticancer (ALTMANN, 2001).

Na Odontologia, as pesquisas com produtos naturais t€m aumentado nos ultimos anos
devido a busca por novos produtos com menor toxicidade, maior atividade farmacoldgica e
melhor biocompatibilidade, além de apresentarem menor custo, sendo mais acessiveis a
populacdo (CASTILHO et al., 2007).

Com base no uso e conhecimento popular, o importante crescimento mundial da
fitoterapia dentro de programas preventivos e curativos tem estimulado a avaliacdo da
atividade de diferentes extratos de plantas para o controle do biofilme dental, bem como de
outras afecc¢des bucais (BUFFON et al., 2001). Estudos in vitro t€m demonstrado que tinturas
de camomila (Matricaria chamomilla L.) e mirra (Commiphora myrrha) possuem efeito em
certos microrganismos formadores do biofilme compardvel ao da clorexidina (PEREIRA,
1998).

Xavier et al. (1995) citam que os 6leos do cajueiro (Anacardium occidentale L.) e do
cravo (Eugenia caryophyllata T.) sdo indicados para odontalgias. Outro estudo demonstrou
que a roma (Punica granatum Linn) possui atividade antimicrobiana sobre Streptococcus
mutans, microrganismo de extrema importancia no inicio do processo carioso, além de ser
usada contra gengivite e feridas bucais por sua acdo antisséptica e anti-inflamatéria
(OLIVEIRA, 1998).

Sampaio (1997) pesquisou plantas adstringentes brasileiras e relatou que, no Brasil,
usava-se uma mistura do suco do tronco da bananeira (Musa sapienten Linn) com agua,

obtendo excelente acdo em aftas. Também para aftas, indicava-se o decocto da casca do
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cajueiro (Anacardium occidentale Linn). O mesmo pesquisador evidenciou que o pé da
madeira do pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam) era aconselhado para o fortalecimento
gengival, assim como as folhas da mangueira (Mangifera indica Linn), no caso de ulceragdes

bucais.

2.2 MONOTERPENOS

Os 6leos essenciais sao misturas complexas que podem conter 100 ou mais compostos
organicos. Seus constituintes podem pertencer as mais diversas classes de compostos, porém
os terpenos e os fenilpropenos sdo as classes de compostos mais comumente encontradas. Os
terpenos encontrados com maior frequéncia nos 6leos essenciais sd30 0S monoterpenos e
sesquiterpenos, bem como os diterpenos, constituintes minoritirios dos Oleos essenciais
(CASTRO et al., 2004).

Virios estudos anteriores se concentraram sobre as propriedades antimicrobianas dos
Oleos essenciais e dos principais monoterpenos encontrados neles. Na verdade, muitos
terpenos sdo conhecidos por atuarem contra uma grande variedade de micro-organismos,
incluindo bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos. As propriedades antibacterianas
de dleos essenciais e seus componentes sao explorados em tdo diversos produtos comerciais
como cimentos endodOnticos, anti-sépticos bucais e conservantes alimentares

(KOBILINSKY, 2007).

2.2.1 Carvacrol

O carvacrol (Figura 1) é quimicamente denominado 2-metil-5-(1-metil-etil)-fenol,
possuindo formula molecular C10H140, peso molecular de 150,22 g/mol, e densidade de 0,975
g/ml (20°C). E um composto volatil, encontrado em plantas arométicas e 6leos essenciais,
apresentando-se como um monoterpeno, liquido, de coloragdo amarelo-claro, possuindo
caracteristica pungente e odor aromdtico, semelhante ao orégano. Foi verificado sua
efetividade contra leveduras, fungos e bactérias gram (+) e gram (-), com amplo espectro

antibacteriano (ULTEE et al., 2002).



18

Figura 1- Estrutura quimica do Carvacrol

Essa substincia apresenta-se como um dos principais constituintes do dleo essencial
de Lippia gracilis (44,43%) (SILVA et al., 2008), Lippia sidoides (66,7%) (BOTELHO et al.,
2007), Origanum compactum (27%) (BAKKALI et al., 2008) e de varias espécies
pertencentes a0 mesmo género como Origanum vulgare (TIAN; LAI, 2006), Origanum
minutiflorum (SARER et al., 1996), Thymus serpyllum (DUARTE et al., 2005), Thymus
vulgaris (HUDALIB et al., 2002), dentre outros.

No que se refere a sua atividade bioldgica, ja ha evidéncia cientifica para atividade
antimicrobiana, antitrombdtica, antioxidante, antinociceptiva e anti-inflamatéria. Contudo, em
funcdo de sua natureza fendlica, o carvacrol apresenta consideravel toxicidade (OLIVEIRA et
al., 2012; DAMASCENO et al., 2014).

Esse monoterpeno possui diversos estudos bioldgicos contra diferentes micro-
organismos. NOSTRO et al. (2004) demonstraram a a¢do antibacteriana contra cepas de
Staphylococcus aureus meticilina resistentes. O mesmo foi capaz de inibir a formagdo de
biofilmes de espécie do género Candida (DALLEAU et al., 2008).

O grupo de Botelho et al., (2007) testou o carvacrol isolado da Lippia sidoides Cham
contra patdgenos orais e verificou forte atividade antimicrobiana contra varios dos micro-
organismos. A maior atividade foi encontrada contra a Candida albicans e Streptococcus
mutans (BOTELHO et al., 2007).

A equipe de Aligiannis et al., (2001) também verificou a agdo do carvacrol isolado do
Origanum scabrum contra micro-organismos orais € o mesmo foi efetivo contra as seguintes

bactérias: S. aureus, S. epidermidis, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa.
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2.2.2 Linalol

O linalol (3,7-dimetil-octa-1,6-dien-3-0l) € um monoterpeno alcodlico tercidrio de cadeia
aberta, com férmula CioHisO e massa molecular correspondente a 154.2493 g.mol!(Figura
2). Apresenta-se como um liquido (P.E: 198,5 °C) levemente amarelado. Pode ser encontrado
normalmente sob a forma de uma mistura de isomeros de posi¢do da primeira ligacdo dupla,
possuindo um 4atomo de carbono assimétrico e, por isso, podendo existir enantidmeros
(SILVA et al., 2003). Tem sido largamente usado como composto de partida para vdrias
sinteses importantes, como a do acetato de linalila, e testado como acaricida, bactericida e

fungicida (BELAICHE et al., 1995)

HQ
= s

Figura 2- Estrutura quimica do Linalol

ALVIANO et al., (2005) verificaram a ac@o do linanol isolado da Croton cajucara
Benth contra patégenos orais, € 0 mesmo foi efetivo contra as bactérias: L. casei, S. aureus, S.

sobrinus, P. gingivalis e S. mutans.

2.2.3 p-Cimeno

O p-cimeno € um monoterpeno aromdtico biossintético, de féormula molecular CioHi4,
precursor do carvacrol e largamente presente entre os Oleos essenciais, sendo um dos
constituintes majoritario em véarias espécies vegetais como em Thymus vulgaris, Origanum
saccatum e Origanum solymicum. Contém um grupo isopropil ligado a um anel benzénico
com grupo metil em posicdo para (1-metil-4-isopropil) (Figura 3). Este monoterpeno

. Y . s s . -1
apresenta as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: peso molecular 134,22 g. mol ™,
encontra-se no estado liquido & temperatura ambiente, com densidade de 0,86 g. cm™ e ponto

de ebulicdo 176 °C, com pouca solubilidade aquosa (SANGSTER, 1989).
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H3C CHs

CHs

Figura 3- Estrutura quimica do p-Cimeno

O p-cimeno tem menor efeito antimicrobiano do que carvacrol, quando utilizado
sozinho, sendo que o p-cimeno carece de um grupo hidroxila, para desempenhar um papel
importante na atividade antimicrobiana (ULTEE et al., 2002).

Em estudos in vitro demonstraram que o monoterpeno p-cimeno pode ser usado como
um antimicrobiano contra as bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e as Gram-
negativas (Escherichia coli) (CRISTANI et al., 2007; SHAPIRA; MIMRAN, 2007). Além
disso, diferentes estudos tém mostrado que o p-cimeno e os seus derivados monoterpenos sao

eficazes antioxidantes e agentes anticarcinogénicos (BURT, 2004).
2.3 BIOFILME BUCAL

O organismo estd sujeito a colonizacOes bacterianas ao longo da vida, mas
normalmente existe uma coexisténcia pacifica. Na cavidade oral, os dentes proporcionam uma
superficie de colonizacdo niao descamativa, permitindo o desenvolvimento de depdsitos
bacterianos (LISTGARTEN; KOROSTOFF, 2013; MALTZ; JARDIM, 2010).

A placa dental pode ser definida como um aglomerado de bactérias aderidas aos
tecidos duros e moles da boca, embebidas em uma matriz extracelular (polissacarideos,
exopolissacarideos) e saliva (MARINHO; ARAIjJO, 2007). Hoje, a placa bacteriana, em uma
nova visdo, passou a ser chamada de biofilme. O biofilme € uma comunidade cooperativa,
bem organizada, de células microbianas aderidas a uma superficie imida e aglomerada por
matriz de polissacarideos (NASCIMENTO et al., 2006). As etapas de formacdo do biofilme
dental sdo divididas em: formacao da pelicula adquirida, adesdo microbiana inicial, fase de

multiplicacdo e fase de maturacdo do biofilme (MARSH, 2010).



21

A formacdo do biofilme se inicia com a pelicula adquirida, que € uma camada
acelular, composta de glicoproteinas salivares e anticorpos. Esses componentes vao atuar
aumentando a adesdo bacteriana, que é o mecanismo inicial para causar uma infecc¢ao
(WILSON, 2001).

Na fase da adesdo microbiana inicial, ocorrem mecanismos de adesdao a pelicula
adquirida, onde os micro-organismos com maior capacidade de adesdo (colonizadores
iniciais) irdo se unir aos dentes. As bactérias colonizadoras iniciais sao compostas
principalmente de Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis e Streptococcus oralis
(MARINHO; ARAUJO, 2007).

A fase de multiplicacdo do biofilme envolve mecanismos de interacdo bacteriana e a
producdo de uma matriz extracelular. Diversos micro-organismos niao possuem a capacidade
de se aderirem inicialmente aos dentes, mas sdo capazes de se aderirem (co-adesdo) a micro-
organismos primdrios que se estabeleceram na fase inicial. Estes sdo denominados de
colonizadores secundarios (MARSH, 2010).

Na ualtima fase, o biofilme dental atinge um estado de equilibrio dindmico, onde os
diversos micro-organismos que compdem o biofilme estdo em constante adaptacdo as
alteracdes ambientais. A microbiota desta fase € composta de micro-organismos
colonizadores primérios e secunddrios, e também os colonizadores tardios, isto é, aqueles que
aumentam como consequéncia do acumulo microbiano no biofilme dentario (MARINHO;
ARAUIJO, 2007).

Esse biofilme bucal pode ser classificado em supra ou subgengival. Biofilmes
supragengivais se formam acima da margem gengival, e s@o constituidos principalmente por
bactérias Gram-positivas, aerdbicas e sacaroliticas. Em contraste, o biofilme subgengival se
deposita abaixo da margem gengival, e € formado por bactérias gram-negativas, anaerdbicas e
proteoliticas (TREIN et al., 2006).

Como a cérie e a doenca periodontal sdo as principais doengas orais infecciosas
causadas por bactérias que compdem o biofilme dental, medidas de controle devem ser
tomadas frente a essas bactérias. A principal forma de prevenir as infec¢des bucais € o
controle mecanico do biofilme dental. Entretanto, existem diversas limitagdes em relacido a
remog¢ao realizada pelo préprio paciente. Nesse sentido, o controle quimico da placa,
geralmente, € adotado como método complementar eficaz (TORRES et al., 2000). Entre os
agentes quimicos utilizados para preven¢do da cdarie dentéria, podem ser citados clorexidina
0,12%, Oleos essenciais, cloreto de cetilpiridinio, triclosan e os produtos fluoretados

(BUISCH, 2000).
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A clorexidina é um dos métodos quimicos mais eficazes contra as bactérias que
compdem o biofilme dentdrio. E considerada como o padriio ouro em compara¢io aos outros
agentes quimicos de acdo semelhante, com efeito farmacoldgico inibidor do biofilme dental.
Apresenta-se como um detergente catidnico, uma bisbiguanida ndo téxica disponivel
principalmente na forma de sais de digluconato (Figura 4). Atua tanto em bactérias gram
positivas como em gram negativas, tendo efetividade mesmo na presenca de sangue e saliva
(SEGUNDO et al., 2007). Apesar de ser um excelente antimicrobiano, nao € recomendado o
uso prolongado dessa substancia, pois a mesma possui diversos efeitos colaterais como: a
coloracdo dos dentes, a descamacdo reversivel da mucosa, as alteracdes do paladar e o

aumento dos depdsitos calcificados supragengivais (GROSSMAN et al., 2006).

HN NH
HN.  »—NH HN—4  NH
NH HN

HN NH

Cl Cl

Figura 4- Estrutura quimica da Clorexidina

2.4 TOXICIDADE

Algumas das plantas que apresentam propriedades medicinais podem conter
substancias toxicas, o que torna errado o conceito de que plantas sdo medicamentos naturais,
portanto livres de efeitos toxicos. Torna-se necessario o conhecimento cientifico das
caracteristicas de determinadas plantas, e sua possivel toxicidade, uma vez que as plantas vém
sendo usadas como fitoterdpicos sem nenhum conhecimento dos seus efeitos em longo prazo,
podendo ocasionar possiveis consequéncias a quem faz uso das mesmas (VIEIRA et al.,
2009).

Com isso, testes toxicoldgicos devem ser realizados para avaliar os efeitos do

tratamento em muitos 6rgados. Estes parametros sao usados para caracterizar a relacdo dose-
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resposta, e ajudar a selecionar as doses utilizadas em estudos da exposicdo crnica a certas

substancias (BARNES; DAWSON,1988).

2.4.1 Testes toxicologicos

Um dos testes toxicoldgicos in vitro utilizados € o ensaio de citotoxicidade em
eritrécitos, que avalia o dano que novas drogas podem produzir in vivo em eritrécitos do
organismo. Esse teste, verifica se compostos isolados de plantas podem causar danos a
membrana das células vermelhas do sangue, culminando com a hemdlise (SCHREIER et al.,
1997; APARICIO et al., 2005).

As ferramentas de previsdo, também desempenham um papel essencial no repertorio
proposto de métodos alternativos para a avaliacdo das caracteristicas farmacoldgicas e
toxicoldgicas de um composto, além de modelos in vitro. Por isso, essas ferramentas sdo
utilizadas para estudar os compostos existentes e hipotéticas, que sao rapidos, reprodutiveis e
sdo normalmente baseados em biorreguladores humanos (ANGELO et al, 2006; SRINIVAS
et al, 2014). Neste contexto, destaca-se os estudos com modelos in silico, que estdo sendo
aplicados para a avaliacdo da toxicidade de um composto no meio metabdlico de mamiferos
(MARCHANT, 2012).

Segundo HELMA et al., (2004) as técnicas in silico ou baseadas em modelos
computacionais podem ser categorizadas em trés classes: 1- Modelagem molecular — anélise
computacional da relacdo entre um agente toxico, € um ou mais alvos moleculares,
geralmente armazenados em base de dados de proteinas; 2- Expert systems — técnicas que
simulam o raciocinio humano a cerca do fendmeno toxicolégico ou toxicidade; e 3- Data
Driven Systems — incluem métodos que derivam previsdes a partir de uma série de dados
obtidos experimentalmente.

Outro teste importante no estudo de um futuro produto natural com potencial
farmacoldgico € a toxicidade aguda nao-clinica. Os ensaios de toxicidade aguda avaliam a
toxicidade apds exposi¢do a uma dose tnica ou dose fracionada administrada no periodo de
24 horas. Sao obrigatdrios para todo tipo de composto em teste, independentemente do tempo
de uso proposto para a espécie humana, pois evidenciam o risco de intoxicagdes agudas,

inadvertidas ou nao, e a forma de preveni-las (LARINI, 1999).
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3 ARTIGO

AVALIACAO DO POTENCIAL TOXICO DOS MONOTERPENOS CARVACROL,
LINALOL E p-CIMENO: UMA ABORDAGEM IN SILICO

POTENTIAL EVALUATION OF TOXIC MONOTERPENES CARVACROL, LINALOOL
AND p-CYMENE: AN APPROACH IN SILICO
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Abrahdo Alves de Oliveira Filho?

RESUMO: Os monoterpenos sdo constituintes bdsicos volateis de Oleos essenciais
aromdticos e pertencem a um grupo diverso de compostos quimicos. Relatos na literatura
mostram que diversos monoterpenos possuem atividade antimicrobiana contra uma gama de
micro-organismos planctonicos e inclusive sobre biofilmes dentdrios. Com base nisso, o
objetivo desse estudo foi avaliar o potencial téxico dos monoterpenos carvacrol, linalol e p-
cimeno, utilizando modelos in silico, além de compara-los ao digluconato de clorexidina. Para
a realizacdo dos estudos in silico, todas as informacdes quimicas dos monoterpenos
selecionados foram obtidas no site http://www.chemspider.com/, j4 para a andlise da
toxicidade tedrica, a estrutura dos monoterpenos foi submetida ao estudo in silico dos
parametros ADMET (absorcdo, distribui¢do, metabolismo, excrecdo e toxicidade) usando o
programa Osiris Property Explorer, onde foram determinados os potenciais mutagénico,
tumorigénico, irritante e sobre a reproducao. Os resultados do presente estudo mostraram que
0s monoterpenos carvacrol e p-cimeno, assim como a clorexidina ndo apresentaram nenhum

efeito mutagénico, porém o linalol apresentou um efeito severo.
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Com relacdo ao potencial tumorigé€nico, pode-se perceber que o carvacrol, o linalol e a
clorexidina ndo possuem nenhum efeito tumorigénico, porém o p-cimeno possui um potencial
moderado. Para o potencial irritante, verificou-se que os 3 monoterpenos estudados
apresentam potencial irritante severo, porém a clorexidina ndo se mostrou téxica. O presente
estudo revelou também que em relagdo ao sistema reprodutor, nenhum dos monoterpenos
estudados, nem a clorexidina possuem potencial téxico. Apesar dos monoterpenos estudados
apresentarem boa ag¢do antimicrobiana no biofilme dentdrio, esse estudo revelou a presenca de
toxicidade em vérias dessas substancias. Assim, estudos clinicos precisam ser realizados para
confirmar os resultados, visto que os dados encontrados envolvem resultados in silico e
estudos pré-clinicos.

Palavras-chave: Produtos naturais, Monoterpenos, Testes de toxicidade

ABSTRACT: The monoterpenes are volatile basic constituents of essential aromatic oils and
belong to a diverse group of chemical compounds. Reports in literature show that many
monoterpenes have antimicrobial activity against a range of planktonic microorganisms and
even on dental biofilms. Based on this, the aim of this study was to evaluate the toxic
potential of monoterpenes carvacrol, linalool and p-cymeno, using in silico models, and
compare them to chlorhexidine gluconate. For the realization of in silico studies, all the
chemical information from selected monoterpenes were obtained from the site
http://www.chemspider.com/, as for the analysis of theoretical toxicity, the structure of
monoterpenes was subjected to in silico study of the parameters ADMET (absorption,
distribution, metabolism, excretion and toxicity) using the Osiris Property Explorer program,
where we determined the mutagenic, tumorigenic and irritating potentials, and about
reproduction. The results of this study showed that carvacrol and p-cymene monoterpenes, as
well as chlorhexidine showed no mutagenic effect, but linalool had a severe effect. Regarding
the tumorigenic potential, we could see that the carvacrol, linalool and chlorhexidine have no
tumorigenic effect, but the p-cymene has a moderate potential. For irritancy, it was found that
the three monoterpenes in the study have severe irritation potential, but the chlorhexidine was
not toxic. The present study also revealed that compared to the reproductive system, none of
the studied monoterpenes, or chlorhexidine have toxic potential. Despite studied
monoterpenes showed good antimicrobial action in dental plaque, this study revealed the
presence of several toxicity of these substances. Thus, clinical studies are needed to confirm
the results, since the data found involve in silico results and preclinical studies.

Keywords: Natural products, Monoterpenes, Toxicity tests
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INTRODUCAO

A fitoterapia € a utilizacdo de medicamentos obtidos a partir de matérias-primas de
origem vegetal, plantas ou suas partes, com a finalidade curativa, profildtica, paliativa ou para
fins de diagnoéstico (LIMA JUNIOR et al., 2005). O uso de plantas medicinais vem sendo
proposto como forma de tratamento complementar, de baixo custo e eficaz, permitindo assim
que a maior parte da populacdo tenha acesso aos mesmos (PIEROZAN et al., 2009).

Estima-se que cerca de 80% da populagao mundial utiliza a medicina tradicional para
os cuidados com a sadde, a partir do uso de extratos de plantas ou de seus principios ativos
(TOSCANO RICO, 2011). Os produtos naturais, do ponto de vista da diversidade molecular,
sdo bastante diversificados, o que representa novas possibilidades de investigacdo e
descoberta de atividades bioldgicas favoraveis ao tratamento e preveng¢do de doencgas.
Compostos isolados de fontes vegetais fornecem moldes estruturais para a obtencdo de
substancias sintéticas e, além disso, podem ser empregados como ferramentas na identificacao
de mecanismos de acdo (SOUSA, 2013). Dentre os compostos extraidos de plantas estdo os
terpenos, flavonoides, os taninos, os alcaloides e os 6leos essenciais (ROMANO et al., 2013).

Os terpenoides representam a maior classe quimica de constituintes ativos de plantas,
havendo mais de 30.000 substancias descritas. A classificacdo bésica dos varios terpenos
decorre do nimero de unidades isoprénicas que contém (RAVEN, 2001). Os monoterpenos
sdo constituintes basicos volateis de Oleos essenciais aromdticos e pertencem a um grupo
diverso de compostos quimicos, de modo a constituir 90 % dos 6leos essenciais, com enorme
variedade de estruturas e com implicacdes em diversas atividades bioldgicas, tais como:
bradicardia, hipotensdo, atividade antimicrobiana, acdes sedativas, anticonvulsivantes,
hipnéticas e hipotérmicas, efeitos antiespasmddicos, vasorrelaxantes e atividade
antinociceptiva (CAMARGO; VASCONCELQS, 2014).

Relatos na literatura mostram que diversos monoterpenos possuem atividade
antimicrobiana contra uma gama de micro-organismos planctdnicos e inclusive sobre
biofilmes dentarios (KALEMBA; KUNICKA, 2003; NOSTRO et al., 2007; KARPANEN et
al., 2008).

O biofilme dental constitui-se de depdsitos bacterianos e constituintes salivares, com
um crescimento continuo sendo considerado a principal causa das doengas cdrie e periodontal

(ROSAN; LAMONT, 2000). A formacdo do biofilme dental ocorre através da fixagdo de
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bactérias sobre as superficies dentdrias, dentre elas pode-se citar: S. mitis, S. sagiiis, S.
sobrinus, S. mutans e L. casei (SOCRANSKY; HAFFAIJEE, 2002).

Apesar das plantas medicinais possuirem efeitos benéficos, muitas delas contém
substancias capazes de produzir potencial toxicidade em organismos vivos (MENGUE et al.,
2001). Sendo assim, vérios testes tém sido utilizados para avaliar a toxicidade das substancias.
Um deles € o ensaio da citotoxicidade em eritrécitos, onde € possivel verificar a toxicidade in
vitro (SCHREIER et al., 1997; APARICIO et al., 2005). Para avaliacdo de toxicidade em
produtos naturais, sao também utilizados outros testes com modelos in silico que sdo rapidos,
reprodutiveis e normalmente baseados em biorreguladores humanos (ANGELO et al, 2006;
SRINIVAS et al, 2014). O teste da toxicidade aguda ndo-clinica também € importante no
estudo de um futuro produto natural com potencial farmacoldgico (LARINI, 1999).

Sabendo que alguns monoterpenos apresentam acdo no biofilme dentirio e podem
causar também efeitos adversos, torna-se relevante avaliar o potencial mutagénico, tumoral,
irritante a as alteragdes no sistema reprodutor causadas por trés destas substancias, o
carvacrol, o linalol e o p-cimeno, utilizando modelos in silico, comparando os resultados com

o padrao farmacoldgico utilizado na odontologia, o digluconato de clorexidina.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

v Auvaliar o potencial t6xico dos monoterpenos carvacrol, linalol e p-cimeno, utilizando

modelos in silico, além de compard-los com a Clorexidina

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Verificar o potencial mutagénico dos monoterpenos carvacrol, linalol e p-cimeno;

<\

Avaliar o potencial carcinogénico dos monoterpenos carvacrol, linalol e p-cimeno;

v Investigar a irritabilidade e a agdo sobre o sistema reprodutor dos monoterpenos
carvacrol, linalol e p-cimeno;

v Comparar os resultados obtidos com o padrio farmacoldgico utilizado na odontologia,

o Digluconato de Clorexidina.
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METODOLOGIA

CLASSIFICACAO DA PESQUISA

Ao se realizar a classificagdo metodoldgica desta pesquisa, pode-se perceber que trata-
se de um estudo aplicado, quantitativo e experimental.

No estudo aplicado o objetivo principal € investigar, comprovar ou rejeitar hipéteses
sugeridas pelos modelos tedricos, com o fim de resolver problemas e de ter uma aplicacio
pratica imediata (NAVES, 1998).

Na pesquisa quantitativa o pesquisado preocupa-se em obter uma medicao objetiva e
quantificacdo dos resultados, buscando a precisao, evitando distor¢cdes na etapa de andlise e
interpretacdo dos dados, garantindo assim, uma margem de seguranca em relacdo as
inferéncias obtidas (GODQY, 1995).

A pesquisa experimental vai envolver algum tipo de experimento que deve seguir um

método a rigor cientifico para que a estrutura se faca eficiente (BOENTE; BRAGA, 2004).

OBTENCAO DAS INFORMACOES QUIMICAS DOS MONOTERPENOS

Para a realizacdo dos estudos in silico, todas as informag¢des quimicas (estrutura quimica
da molécula, massa molecular, polaridade, CAS-number) dos monoterpenos selecionados

(Carvacrol, Linalol e p-cimeno) foram obtidas no site http://www.chemspider.com/.

ANALISE TEORICA DA TOXICIDADE E DOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS

Para a andlise da toxicidade tedrica, a estrutura dos monoterpenos (Carvacrol, Linalol
e p-cimeno) foi submetida ao estudo in silico dos parametros ADMET (absorc¢ao, distribuigao,
metabolismo, excrecdo e toxicidade) usando o programa Osiris Property Explorer
(http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/drugScore.html). Nesta analise foram
determinados os potenciais mutagénico, tumorigénico, irritante e sobre a reproducio

(ABREU, 2008).


http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/drugScore.html
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ANALISE DOS DADOS

Para a andlise dos dados obtidos na pesquisa e futura constru¢@o dos gréficos utilizou-
se o software Microsoft excel® versdo 2013. Os resultados foram obtidos a partir de uma
escala de 1 a 3, onde 1 significava toxicidade ausente, 2 toxicidade moderada e 3 toxicidade

severa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os monoterpenos sdo uma importante classe de produtos naturais com odor e sabor
intenso € que contém muitas moléculas que apresentam atividade bioldgica, incluindo
antimicrobiana, e aplicacOes na industria farmacéutica, cosmética e alimenticia (FELTRAN et
al., 2014).

A atividade antimicrobiana € o principal fator pela busca crescente de produtos
isolados de plantas medicinais, como os monoterpenos, usadas na odontologia para fins
terapéuticos, uma vez que as principais doencas da cavidade oral, doenca periodontal e carie
dentdria, apresentam natureza infecciosa (CASTRO et al., 2010).

Sabendo que nem todos os compostos isolados s@o isentos de efeitos téxicos, destaca-
se a necessidade de estudos toxicoldgicos aliados aos estudos farmacolégicos. A Toxicologia
Computacional pode ser definida como a édrea da toxicologia, na qual sdo aplicados modelos
computacionais € matemadticos para a predicdo de efeitos adversos, e, para o melhor
entendimento do(s) mecanismo(s) através do(s) qual(is) uma determinada substancia provoca
o dano (IUPAC, 2007).

A toxicologia in silico, uma das fronteiras da toxicologia, traz um novo paradigma de
avaliacdo da toxicidade de substancias, em especial, as isoladas de plantas, no qual sdo feitas
predi¢des da toxicidade através de ferramentas computacionais, baseadas em modelos QSAR
(Relagao Quantitativa Estrutura-Atividade), modelos REA (Relacdo Estrutura-atividade),
modelos estatisticos, entre outros (HELMA et al., 2004). A avaliacdo in silico da toxicidade
de moléculas inclui a andlise tedrica de efeitos mutagénico, tumorigénico, irritante e sobre a
reprodugao como descrito por Abreu (2008).

Os efeitos mutagénicos podem ser observados por meio da formacao de microndcleos,
que sdo pequenos corpos contendo dcidos desoxirribonucleicos (DNA), localizados no

citoplasma, resultantes de quebras cromossdmicas, formando fragmentos acéntricos, ou com
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sequéncias de cromossomos inteiros que nao se prendem ao fuso mitético e dessa forma, nao
chegam aos pdlos das células durante a mitose ou a meiose (VIEIRA et al., 2009).

Os resultados do presente estudo mostraram que 0os monoterpenos carvacrol e p-
cimeno ndo apresentaram nenhum efeito mutagénico, porém o linalol apresentou um efeito
mutagénico severo. A clorexidina, utilizada como padrdao ouro na odontologia também ndo

apresentou nenhum efeito mutagénico (Gréfico 1).
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Grifico 1- Potencial mutagénico dos monoterpenos carvacrol, linalol, p-cimeno
e clorexidina

O resultado corrobora o estudo de Ipek et al., (2005), que verificaram que o carvacrol
nao apresentou nenhum efeito mutagénico. ALLAHGHADRI et al., (2010) em sua pesquisa
confirmou que o p-cimeno também ndo apresenta efeito mutagénico.

A cada ano mais de 12, 7 milhdes de pessoas no mundo sdo diagnosticadas com cancer
e 7,6 milhdes de pessoas morrem vitimas dessa doenga. Sendo assim, medidas devem ser
tomadas a fim de evitar a utilizagdo de farmacos que tenham potencial cancerigeno (INCA,
2015). A formacdo tumoral envolve mecanismos biolégicos complexos e ainda
desconhecidos, por isso a identificacdo de marcadores para determinar quais células realmente
apresentam potencial tumorigénico € um processo complexo (VALEJO, 2010).

Com relag@o ao potencial tumorigénico, com a andlise dos dados deste estudo pode-se

perceber que o carvacrol e o linalol ndo possuem nenhum efeito tumorigénico, porém o p-



36

cimeno possui um potencial tumorigénico moderado. Pode-se perceber que a clorexidina ndo

apresenta potencial tumorigénico (Grafico 2).
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Gréfico 2- Potencial Tumorigénico dos monoterpenos carvacrol, linalol, p-cimeno
e clorexidina

A pesquisa de Vincenzi et al., (2004) revelou que o carvacrol ndo apresentou potencial
carcinogénico. LOIZZO et al., (2007) comprovou que alguns monoterpenos, como por
exemplo, o linalol, eram capazes de inibir o crescimento de células de tumor humano,
portanto ndo sendo tumorigénico.

No estudo de Sivropoulou et al., (1996) foi verificado que o 6leo essencial que
apresentava o p-cimeno em sua composi¢do apresentou niveis elevados de citotoxicidade
contra quatro linhas de células animais permanentes, incluindo dois derivados de canceres
humanos.

No entanto, nenhum estudo especifico abordou esta propriedade carcinogénica do
monoterpeno p-cimeno, segundo os dados do OSIRIS (2015) o potencial tumorigénico do p-
cimeno € devido a presenca de um nicleo em sua estrutura, que estd representado na figura a

seguir (Figura 5).
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Figura 5- Nicleo Tumorigénico do p-cimeno

A irritacdo pode ser definida como intolerancia local podendo corresponder a reagdes
de desconforto, variando sua intensidade desde ardor e coceira, podendo chegar até a corrosdao
e destruicdo do tecido. Todas estas reacdes se restringem a drea em contato direto com a
substancia (BRASIL, 2015).

Para o potencial irritante, verificou-se que os 3 monoterpenos estudados (carvacrol,
linalol e p-cimeno), apresentaram efeito irritante severo. A clorexidina ndo mostrou-se

irritante, sendo muito utilizada na odontologia (Grafico 3).
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Griafico 3- Potencial Irritante dos monoterpenos carvacrol, linalol, p-cimeno e
clorexidina

Estes resultados encontrados corroboram o trabalho de Prashar et al., (2004) que
verificou que o linalol apresentava potencial irritante sobre as células humanas. No estudo de

Ipek et al., (2005) mostrou que o carvacrol também apresenta potencial irritante. O potencial
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irritante do p-cimeno foi verificado no estudo de Paulsen et al., (2002) o que corrobora com
os resultados do presente estudo.

Os agentes toxicos também podem causar alteracdes no sistema reprodutor, como por
exemplo o masculino, prejudicando a capacidade de reproducido do individuo (REBOREDO
et al., 2007). A ac@o de um agente téxico pode interferir na maturagdo sexual, na producgdo e
transporte de gametas, no ciclo espermatogénico, no comportamento sexual e/ou na fertilidade
(KIMMEL et al., 1995).

O presente estudo revelou que em relacdo ao sistema reprodutor, nenhum dos
monoterpenos estudados, nem a clorexidina possuem potencial téxico (Grafico 4).
Demonstrando assim, in silico, a seguranca do uso destes compostos em relacdo a futuros

danos sobre os 6rgaos do sistema reprodutor humano.
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Griéfico 4- Danos ao Sistema Reprodutor dos monoterpenos carvacrol, linalol, p-
cimeno e clorexidina.

CONCLUSAO

No estudo realizado pode-se perceber que os monoterpenos selecionados apresentam
algum nivel de toxicidade, seja mutagénica, tumorigénica ou irritante. O carvacrol apresenta
um potencial irritante severo; o linalol mostrou tanto um potencial mutagénico quanto um
potencial irritante com um grau de severidade, j& o p-cimeno revelou um potencial

tumorigénico moderado e um grau de irritacdo severo. Todos esses resultados foram
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comparados com a clorexidina, que ndo apresentou nenhum grau de toxicidade, sendo
portanto considerada o padrao ouro na odontologia.

Essa pesquisa foi importante para verificar que apesar dos monoterpenos escolhidos
apresentarem boa agdo antimicrobiana contra as bactérias do biofilme dentério, estes
compostos revelam variados niveis de toxicidade contra o organismo. Dessa forma, faz-se
necessdrio avaliar o risco-beneficio das substincias antes da sua devida utilizagdo para a
producdo de um futuro medicamento. Porém, estudos clinicos precisam ser realizados para
confirmar estes resultados obtidos, ja que os dados encontrados envolvem resultados in silico

e estudos pré-clinicos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

No estudo realizado pdde-se perceber que os monoterpenos selecionados apresentam
algum nivel de toxicidade, seja mutagénica, tumorigénica ou irritante. O carvacrol apresenta
um potencial irritante severo; o linalol mostrou tanto um potencial mutagénico quanto um
potencial irritante com um grau de severidade, j4 o p-cimeno revelou um potencial
tumorigénico moderado e um grau de irritacio severo. Todos esses resultados foram
comparados com a clorexidina, que ndo apresentou nenhum grau de toxicidade, sendo
portanto considerada o padrao ouro na odontologia.

Essa pesquisa foi importante para verificar que apesar dos monoterpenos escolhidos
apresentarem boa a¢do antimicrobiana contra as bactérias do biofilme dentario, estes
compostos revelam variados niveis de toxicidade contra o organismo. Dessa forma, faz-se
necessario avaliar o risco-beneficio das substincias antes da sua devida utilizagdo para a
producdo de um futuro medicamento. Porém, estudos clinicos precisam ser realizados para
confirmar estes resultados obtidos, j4 que os dados encontrados envolvem resultados in silico

e estudos pré-clinicos.
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