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RESUMO: Os monoterpenos sao constituintes basicos volateis de 6leos 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 plancténicos e inclusive sobre biofilmes
dentarios. Com base nisso, o0 objetivo desse estudo foi avaliar o potencial téxico dos
monoterpenos carvacrol, linalol e p-cymeno, utilizando modelos in silico. Para a
realizacdo dos estudos in silico, todas as informacdes quimicas dos monoterpenos
selecionados foram obtidas no site http://www.chemspider.com/, ja para a analise da
toxicidade teorica, a estrutura dos monoterpenos foi submetida ao estudo in silico
dos parametros ADMET (absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e
toxicidade) usando o programa Osiris Property Explorer, onde foram determinados
0s potenciais mutagénico, tumorigénico, irritante e sobre a reproducdo. 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. Com relagéo ao potencial tumorigénico,
pdde-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 nao se mostrou téxica. O presente
estudo revelou também que em relacdo ao sistema reprodutor, nenhum dos
monoterpenos estudados, nem a clorexidina possuem potencial toxico. Apesar dos
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monoterpenos estudados apresentarem boa acdo antimicrobiana no biofilme
dentario, esse estudo revelou a presenca 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

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. 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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1 INTRODUCAO

A fitoterapia é a utilizagcdo de medicamentos obtidos a partir de matérias-
primas de origem vegetal, plantas ou suas partes, com a finalidade curativa,
profilatica, paliativa ou para fins de diagnéstico (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
populacao tenha acesso aos mesmos (PIEROZAN et al., 2009).

Estima-se que cerca de 80% da populacdo mundial utiliza a medicina
tradicional para os cuidados com a saude, 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 prevencado de doencas. Compostos isolados de fontes
vegetais fornecem moldes estruturais para a obtencdo de substancias sintéticas e,
além disso, podem ser empregados como ferramentas na identificacdo de
mecanismos de acao (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 terpendides representam a maior classe quimica de constituintes ativos de
plantas, havendo mais de 30.000 substancias descritas. A classificagdo basica dos
varios terpenos decorre do numero de unidades isoprénicas que contém (RAVEN,
2001). Os monoterpenos sao constituintes basicos volateis de 6éleos essenciais
aromaticos e pertencem a um grupo diverso de compostos quimicos, de modo a
constituir 90 % dos 6leos essenciais, com enorme variedade de estruturas e com
implicagbes em diversas atividades bioldgicas, tais como: bradicardia, hipotensao,
atividade antimicrobiana, acbes sedativas, anticonvulsivantes, hipnéticas e
hipotérmicas, efeitos antiespasmaddicos, vasorrelaxantes e atividade antinociceptiva
(CAMARGO; VASCONCELOS, 2014).
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Relatos na literatura mostram que diversos monoterpenos possuem atividade
antimicrobiana contra uma gama de micro-organismos plancténicos 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
doencas carie e periodontal (ROSAN; LAMONT, 2000). A formagao do biofilme
dental ocorre através da fixacao de bactérias sobre as superficies dentarias, dentre
elas pode-se citar: S. mitis, S. saguis, S. sobrinus, S. mutans e L. casei
(SOCRANSKY; HAFFAJEE, 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, varios testes tém sido utilizados para avaliar a
toxicidade das substancias. Um deles € o ensaio da citotoxicidade em eritrécitos,
onde é possivel verificar a toxicidade in vitro (SCHREIER et al., 1997; APARICIO et
al., 2005). Para avaliacdo de toxicidade em produtos naturais, sdo também utilizados
outros testes com modelos in silico que sao rapidos, reprodutiveis e normalmente
baseados em biorreguladores humanos (ANGELO et al, 2006; SRINIVAS et al,
2014). O teste da toxicidade aguda nao-clinica também é importante no estudo de
um futuro produto natural com potencial farmacol6gico (LARINI, 1999).

Diante desse contexto, sabendo que alguns monoterpenos apresentam acao
no biofilme dentario e podem causar também efeitos adversos, torna-se relevante
avaliar o potencial mutagénico, tumoral, irritante a as alteracbes 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 farmacolégico

utilizado na odontologia, o digluconato de clorexidina.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

v Avaliar o potencial toxico dos monoterpenos Carvacrol, Linalol e p-cimeno,

utilizando modelos in silico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Verificar o potencial mutagénico dos monoterpenos;

v Avaliar o potencial carcinogénico dos monoterpenos;

v Investigar a irritabilidade e a agdo sobre o sistema reprodutor dos
monoterpenos;

4 Comparar os resultados obtidos com o padrdao farmacoldgico utilizado na
odontologia, o Digluconato de Clorexidina.

3 METODOLOGIA

3.1 CLASSIFICACAO DA PESQUISA

Ao se realizar a classificacdo metodolégica desta pesquisa, pode-se perceber
que trata-se de um estudo aplicado, quantitativo e experimental.
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No estudo aplicado o objetivo principal é investigar, comprovar ou rejeitar
hipéteses sugeridas pelos modelos tedricos, com o fim de resolver problemas e de
ter uma aplicacao pratica imediata (NAVES, 1998).

Na pesquisa quantitativa o pesquisado preocupa-se em obter uma medigcao
objetiva e quantificagdo dos resultados, buscando a preciséo, evitando distor¢des na
etapa de analise e interpretacdo dos dados, garantindo assim, uma margem de
seguranca em relacao as inferéncias obtidas (GODOY, 1995).

A pesquisa experimental vai envolver algum tipo de experimento que deve
seguir um método a rigor cientifico para que a estrutura se faga eficiente (BOENTE;
BRAGA, 2004).

3.2 OBTENCAO DAS INFORMACOES QUIMICAS DOS MONOTERPENOS

Para a realizacdo dos estudos in silico, todas as informagdes 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/.

3.3 ANALISE TEORICA DA TOXICIDADE E DOS PARAMETROS
FARMACOCINETICOS

Para a analise da toxicidade teorica, a estrutura dos monoterpenos
(Carvacrol, Linalol e p-cimeno) foi submetida ao estudo in silico dos parametros
ADMET (absorcéo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade) usando o
programa Osiris Property Explorer (http://www.organic-
chemistry.org/prog/peo/drugScore.html). Nesta andlise foram determinados os
potenciais mutagénico, tumorigénico, irritante e sobre a reproducao (ABREU, 2008).
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3.4 ANALISE DOS DADOS

Para a analise dos dados obtidos na pesquisa e futura construcao dos
graficos 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.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os monoterpenos sdo uma importante classe de produtos naturais com odor
e sabor intenso e que contém muitas moléculas que apresentam atividade biolégica,
incluindo antimicrobiana, e aplicagcbes 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 0s monoterpenos, usadas na
odontologia para fins terapéuticos, uma vez que as principais doencas da cavidade
oral, doenca periodontal e carie dentaria, apresentam natureza infecciosa (CASTRO
et al., 2010).

Sabendo que nem todos 0s compostos isolados sao isentos de efeitos
toxicos, destaca-se a necessidade de estudos toxicoldgicos aliados aos estudos
farmacolégicos. A Toxicologia Computacional pode ser definida como a area da
toxicologia, na qual sao aplicados modelos computacionais e matematicos 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 predicbes da toxicidade através de ferramentas
computacionais, baseadas em modelos QSAR (Quantitative Structure-activity
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Relationship), modelos REA (Relagdo Estrutura-atividade), modelos estatisticos,
entre outros (HELMA et al., 2004). A avaliagao in silico da toxicidade de moléculas
inclui a andlise tedrica de efeitos mutagénico, tumorigénico, irritante e sobre a
reproducao como descrito por Abreu (2008).

Os efeitos mutagénicos podem ser observados por meio da formagédo de
microndcleos, que sao pequenos corpos contendo acidos desoxirribonucleicos
(DNA), localizados no citoplasma, resultantes de quebras cromossémicas, formando
fragmentos acéntricos, ou com sequéncias de cromossomos inteiros que nao se
prendem ao fuso mitético e dessa forma, ndo chegam aos pdlos das células durante
a mitose ou a meiose (VIEIRA et al., 2009).

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

odontologia também ndo apresentou nenhum efeito mutagénico (Gréfico 1).

Grafico 01: Potencial mutagénico dos monoterpenos carvacrol, linalol, p-cimeno e

clorexidina.
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O resultado corrobora com 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 o0 p-cimeno também nao apresenta efeito
mutagénico.

A cada ano mais de 12, 7 milhées de pessoas no mundo sédo diagnosticadas
com cancer e 7,6 milhdes de pessoas morrem vitimas dessa doenga. Sendo assim,
medidas devem ser tomadas a fim de evitar a utilizacdo de farmacos que tenham
potencial cancerigeno (INCA, 2015). A formacdo tumoral envolve mecanismos
biol6gicos complexos e ainda desconhecidos, por isso a identificagdo de marcadores
para determinar quais células realmente apresentam potencial tumorigénico € um
processo complexo (VALEJO, 2010).

Com relagdo ao potencial tumorigénico, com a analise dos dados deste
estudo pode-se perceber que o carvacrol e o linalol ndo possuem nenhum efeito
tumorigénico, porém o p-cimeno possui um potencial tumorigénico moderado. Pode-
se perceber que a clorexidina nao apresenta potencial tumorigénico (Grafico 2).

Grafico 02: Potencial Tumorigénico dos monoterpenos carvacrol, linalol, p-cimeno e

clorexidina.
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A pesquisa de Vicenzi et al., (2004) revelou que o carvacrol ndo apresentou
dados para o 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 composicdo 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 é devido a presenga de um nucleo em sua

estrutura, que esta representado na figura a seguir (Figura 1).

Figura 01: Nucleo Tumorigénico do p-cimeno.

H
2C C

HaC” T SCH
A

H
C\C/ CHa
H

A irritacdo pode ser definida como intolerancia local podendo corresponder a
reacoes de desconforto, variando sua intensidade desde ardor, coceira e pinicacao,
podendo chegar até a corrosdo e destruicdo do tecido. Todas estas reacdes se
restringem a area 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 nao

mostrou-se irritante, sendo muito utilizada na odontologia (Grafico 3).
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Grafico 03: Potencial Irritante dos monoterpenos carvacrol, linalol, p-cimeno e

clorexidina.
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Estes resultados encontrados corroboram com 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 irritante do p-cimeno foi verificado no
estudo de Paulsen et al., (2002) o que corrobora com os resultados do presente
estudo.

Os agentes téxicos também podem causar alteragdes no sistema reprodutor,
como por exemplo o masculino, prejudicando a capacidade de reprodugdo do
individuo (REBOREDO et al., 2007). A acao de um agente toxico pode interferir na
maturacdo sexual, na producgao e transporte de gametas, no ciclo espermatogénico,
no comportamento sexual e/ou na fertilidade (KIMMEL et al., 1995).

O presente estudo revelou que em relagdo ao sistema reprodutor, nenhum
dos monoterpenos estudados, nem a clorexidina possuem potencial toxico (Gréafico
4). Demonstrando assim, in silico, a seguranga do uso destes compostos em relagcéo

a futuros danos sobre os 6rgaos do sistema reprodutor humano.
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Grafico 04: Danos ao Sistema Reprodutor dos monoterpenos carvacrol, linalol, p-

cimeno e clorexidina.
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5 CONCLUSAO

No estudo realizado pbdde-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, ja o
p-cimeno revelou um potencial tumorigénico moderado e um grau de irritacao
severo. Todos esses resultados foram comparados com a clorexidina, que néao
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 ag¢do antimicrobiana contra as bactérias do biofilme
dentario, estes compostos escolhidos revelam variados niveis de toxicidade contra o
organismo. Dessa forma, faz-se necessario avaliar o risco-beneficio das substancias
antes da sua devida utilizacdo para a producao de um futuro medicamento. Porém,
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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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