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RESUMO

Kampke, Edgar Hell, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, Maio de 2017. Efeito
genotoxico do 6leo essencial de erva cidreira (Lippia alba (Mill.) N. E. Brown) em
peixe (Oreochromis niloticus) e mamifero (Mus musculus). Orientador: Levy de
Carvalho Gomes, Bianca Prandi Campagnaro (co-orientadora)

Recentemente ha uma busca constante por novos agentes terapéuticos que possam
auxiliar no tratamento de animais, principalmente na piscicultura, melhorando sua
produtividade. Nessa otica os produtos naturais configuram excelente alternativa de
baixo custo. Dentre as espécies estudadas a erva cidreira (Lippia alba (Mill.) N. E.
Brown) é muito difundida popularmente por suas propriedades terapéuticas, sobretudo
as propriedades sedativas. Tais propriedades levaram a descoberta da acao
anestésica do Oleo essencial de Lippia alba em peixes. Esse estudo gerou a
necessidade do conhecimento de suas ac¢des genotdxicas. O objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito genotdxico do 6leo essencial de Lippia alba em peixes e mamiferos. O
oleo foi extraido por hidrodestilacao e analisado por GC-MS onde foram identificados
majoritariamente os compostos linalol, eucaliptol, y-muroleno e cariofileno. A atividade
genotoxica foi avaliada pelos métodos do micronucleo e cometa e a quantificacéo de
produtos avancados de oxidacdo proteica (AOPP). Os ensaios de micronucleo e
cometa mostraram que a toxicidade foi maior em peixes que em mamiferos, porem
em ambos os casos foram semelhantes ao controle negativo o que denota baixa
toxicidade. Quando comparados o0s tratamentos, nota-se maior toxicidade no
tratamento por inalacdo que por gavagem, no entanto, igualmente ndo toxicos. A
guantificacdo de proteinas oxidadas no AOPP como marcador de estresse oxidativo
revelou diferenca significativa ao controle, porém muito inferior ao controle positivo, o
gue leva a crer que o possivel dano oxidativo esteja ocorrendo apenas sobre proteinas
e ndo ao DNA. Dessa forma, tem-se que o 0leo essencial de Lippia alba possui baixo
efeito genotoxico sobre peixes e mamiferos, permitindo seu uso como anestésico na
piscicultura sem que haja acdes toxicas transferidas aos consumidores.

Palavras chaves: Lippia alba, Genotoxicidade, Micronucleo, Cometa, Estresse
oxidativo.



ABSTRACT

Kampke, Edgar Hell, M.Sc, University of Vila Velha — ES, May de 2017. Genotoxic
effect of “Erva cidreira” essential oil (Lippia alba (Mill.) N. E. Brown) on fish
(Oreochromis niloticus) and mammal (Mus musculus). Advisor: Levy de Carvalho
Gomes, Bianca Prandi Campagnaro (Co-Advisor).

Recently there is a constant search for new therapeutic agents that can assist in the
treatment of animals, especially in fish farming, improving their productivity. In this view
the natural products are an excellent alternative of low cost. Among the species
studied, “erva cidreira” (Lippia alba (Mill.) N. E. Brown) is popularly popular for its
therapeutic properties, especially its sedative properties. Such properties led to the
discovery of the anesthetic action of Lippia alba essential oil in fish. This study
generated the need for knowledge of its genotoxic actions. The objective of this study
was to evaluate the genotoxic effect of Lippia alba essential oil in fish and mammals.
The oil was extracted by hydrodistillation and analyzed by GC-MS where the
compounds linalol, eucalyptol, y-murolene and caryophyllene were identified. The
genotoxic activity was evaluated by the micronucleus and comet assay and the
guantification of advanced oxidation protein products (AOPP). The micronucleus and
comet assays showed that the toxicity was higher in fish than in mammals, but in both
cases were similar to the negative control which denotes low toxicity. When comparing
the treatments, a greater toxicity is observed in the treatment by inhalation than by
gavage, but also non-toxic. The quantification of oxidized proteins in AOPP as a marker
of oxidative stress revealed a significant difference to the control but much lower than
the positive control, which suggests that possible oxidative damage is occurring only
on proteins and not on DNA. Thus, the essential oil of Lippia alba has a low genotoxic
effect on fish and mammals, allowed to its use as an anesthetic in fish farming without
any toxic actions transferred to consumers.

Keywords: Lippia alba, Genotoxicity, Micronucleus, Comet assay, Oxidative stress.



1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Plantas medicinais e uso popular

O uso de plantas e ervas na medicina remonta a antiguidade. Muitos dos
usos terapéuticos foram repassados de geracdo em geracao através do conhecimento
popular. Devido a isso, pesquisas sdo constantemente estimuladas a fim de serem
comprovadas ou descartadas tais propriedades terapéuticas de plantas e ervas
(MENGUE et al., 2001). Além disso, os produtos de origem natural, configuram uma
importante alternativa terapéutica de baixo custo e consequentemente, acesso
facilitado pelos pacientes (SANTOS et al., 2011).

A utilizacdo de produtos naturais na medicina humana € notério. Porém, ha
um constante crescimento na busca por tratamento também de animais, sejam eles
domeésticos ou em carater produtivo. Nesse sentido, produtos naturais para uso
veterinario sdo de igual forma importantes opcdes terapéuticas para tratamento e
melhoramento de producédo destes animais (SOARES; DIAS, 2013; PILUZZA et al.,
2015).

1.2 Lippia alba (Mill.) N. E. Brown

Lippia alba(Mill.) N. E. Brown é uma planta que se apresenta na forma de
arbusto pertencente a familia Verbanecea, de grande conhecimento por suas
propriedades terapéuticas. E utilizada principalmente sob a forma de infusdes e
decocc¢des com folhas devido a acdo sedativa a ela associada (GILBERT et al., 2005;
TIMOTEO et al., 2015). Porém, outras a¢cdes como antiespasmodica e carminativa
tem ganhado destaque, além de estudos que demonstraram a eficacia do 6leo
essencial de L. alba como agente anti-inflamatério e antifingico entre outras
(HENNEBELLE et al., 2008; AZAMBUJA et al., 2011)

Esta planta pode ser encontrada por toda América latina, Africa e também
no sul dos EUA (PASCUAL et al., 2001b; BRAGA et al., 2005; HENNEBELLE et al.,
2006; HENNEBELLE et al., 2008; TELES et al., 2012). Ha relatos ainda da ocorréncia
de L. alba na Austrélia e india (FISCHER et al., 2004). Muitas s&o as denominacdes

populares para esta erva. No Brasil € popularmente conhecida como “erva cidreira”,
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mas outras nomenclaturas como falsa melissa, sélvia da gripe e alecrim do campo
séo reportadas (JEZLER et al., 2013). Ha ainda variagdo na nomenclatura conforme
origem geografica, por exemplo, na Guatemala sdo descritos os nomes populares de
‘Juanilama’ ou 'Salvia Sija'(FISCHER et al., 2004).

Apesar de L. alba ser popularmente conhecida como erva cidreira e a
farmacopeia brasileira assim a denominar, o termo cidreira é empregado as espécies
gue tem como caracteristica aroma de limdo, atividade digestiva, espasmolitica e
carminativa, dentre as quais L. alba, Melissa officinalis e Cymbopogon citratus
(MATOS, 1996; JULIAO et al., 2003). No entanto, a farmacopeia americana e a
farmacopeia europeia apenas creditam o termo erva cidreira a espécie Melissa
officinalis (MATOS, 1996; GAZOLA et al., 2004). Tal fato pode explicar o emprego do
nome falsa melissa para a espécie L. alba.

Devido a grande difusdo dessa planta por diferentes regides, observa-se
uma grande variagédo geografica na composicdo quimica (DELLACASSA et al., 1990;
LORENZO et al.,, 2001; TELES et al., 2012). Sdo demonstradas variacdes
significativas na composicdo quimica até mesmo dentro de um mesmo pais
(FORERO-PENUELA et al., 2013; VICCINI et al., 2014). Além da localizac&o, a parte
da planta utilizada, o0 método de extracdo, condi¢cbes climaticas e solo influenciam
significativamente na composicao (ZOGHBI et al., 1998; TELES et al., 2012). O 6leo
essencial e os compostos fendlicos, como os flavonoides, sdo conhecidos como
principios ativos dos extratos de L. alba, mas a espécie contém ainda, geniposide

(iridoides), saponinas triterpénicas, resina e mucilagens (PASCUAL et al., 2001b).

1.3 Oleos essenciais e Lippia alba (Mill.) N. E. Brown

Os 6leos essenciais sdo misturas de diversos componentes de baixo peso
molecular, extraidos por hidrodestilacdo, destilacdo a vapor ou extracao por solventes
(NAKATSU et al., 2000; RAUT; KARUPPAYIL, 2014). Estdo armazenados no interior
de dutos, glandulas e tricomas glandulares das plantas (BASER e DEMIRCI, 2007).
Podem conter inUmeros compostos quimicos distintos dentre os quais os terpendides
e fenilpropandides sédo os mais comuns (CARSON et al., 2006; RAUT; KARUPPAYIL,
2014). A atividade biolégica do 6leo essencial pode se dar por um destes compostos

presentes de forma isolada (BAKKALI et al.,, 2008), mas ndo é incomum que a
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atividade do 6leo essencial ocorra por sinergismo entre dois ou mais compostos e
estes, quando isolados, ndo apresentem atividade alguma (ISMAN et al., 2008). Os
Oleos essenciais apresentam uma ampla gama de uso principalmente como
aromatizantes na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética (BURT, 2004,
HUSSAIN et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2013). Na saude, constituem importantes
alternativas terapéuticas com atividade, antimicrobiana, antifingica, antiviral,
antimutagénica, antiprotozoarios, antinéoplasica, antioxidante, imunomoduladora e
anti-inflamatoria (BAKKALI et al., 2008).

O oOleo essencial de L. alba é extraido comumente por hidrodestilagcdo
devido a maior eficacia na obtencdo dos componentes quimicos (PINO et al., 1997,
STASHENKO et al., 2004), mas outros métodos podem ser empregados como a
extrac&o por fluido supercritico (BRAGA et al., 2005; GARCIA-ABARRIO et al., 2014).

As substancias mais abundantes no 6leo de L. alba s&o: citral, limoneno,
carvona, canfora, 1,8-cineol, mirceno e linalol, dentre outros (HENNEBELLE et al.,
2008). O linalol parece ser o componente mais visado para estudos devido as suas
caracteristicas e uso. Este componente apresenta isomeria Optica em sua estrutura
permitindo que tanto o isdmero dextrégiro quanto o levogiro apresentem odores
diferentes e, portanto, sdo bem utilizados por perfumistas (SIANI et al., 2002). O linalol
ainda é de grande utilidade na industria cosmética, no entanto, suas fontes tem se
tornado escassas, principalmente porque sua principal fonte, o tronco da arvore pau
rosa, da espécie Aniba rosaedora, corre risco de extin¢do, levando a busca de novas
fontes de linalol como o 6leo essencial de L. alba (DIAS et al., 1998; SIANI et al.,
2002).

1.4 Propriedades farmacologicas de L. alba

O uso popular de L. alba é extenso sendo empregada tradicionalmente na
cultura brasileira como sedativo, carminativo, espasmolitico, emenagogo, sudorifico,
antidisentérico, antirreumatico, anti-hipertensivo e expectorante (CORREA, 1992:
ZOGHBI et al., 1998; DI STASI; HURUMA-LIMA 2002; DI STASI et al., 2002;
LORENZI; MATOS 2002; ZETOLA et al., 2002; SOUSA et al., 2009).

Tendo em vista a ampla gama de usos de L. alba na medicina popular,

muitos estudos tém sido realizados no intuito de avaliar a real eficacia da planta, bem
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como a descoberta de novas propostas de uso terapéutico da mesma. Com isso tem
sido descrita a atividade analgésica, anti-inflamatoria, anti enxaquecosa, antiulcerosa,
antibacteriana, antifingica, antiviral, antiprotozoario, anticonvulsivante, ansiolitica e
miorelaxante, além de usos como pesticida de baixa toxicidade e conservante contra
peroxidacgéo lipidica em filés de peixes (VALE et al., 1999; PASCUAL et al., 20014a;
ANDRIGHETTI-FROHNER et al., 2005; CALZADA et al., 2006; COUTINHO NETO et
al., 2009; SHUKLA et al., 2009; MESA-ARANGO et al., 2010; SHUKLA et al., 2011,
CONDE et al., 2011; VERAS et al., 2011; VEECK et al., 2012; HALDAR et al., 2012;
CARMONA et al., 2013; COSTA et al., 2014).

1.5 Lippia alba (Mill.) N. E. Brown e a piscicultura

As propriedades farmacologicas de L. alba como a acdo ansiolitica,
sedativa e relaxante motora em ratos passou a chamar atengédo na piscicultura que
desenvolveu, a partir destas a¢cOes, um anestésico para peixes (CUNHA et al., 2010).
Substéancias como barbituricos, benzocaina, éteres, alcool, entre outras tém sido
utilizadas com finalidade anestésica em peixes, porém cada um destes compostos
apresenta efeitos sistémicos desagradaveis e baixo nivel de seguranca (PALIC et al.,
2006; CUNHA et al., 2010). Na busca por anestésicos menos toxicos e seguros, 0S
produtos naturais se mostram como alternativas viaveis a esta problematica (CUNHA,
2011).

O uso de anestésicos na piscicultura justifica-se pela exposi¢cao dos peixes
a estimulos por vezes estressantes como O proprio0 manuseio dos animais, o
confinamento, o uso das redes, pesagem, coleta de sangue, vacinacao,
procedimentos cirdrgicos e transporte (KIESSLING et al., 2009). Além disso, situacdes
de natureza quimica como reducdo na concentracdo de O dissolvido, poluentes e
altas concentracfes de nitrito e amoénia podem elevar o estado de estresse de peixes
(MARIANO et. al., 2009a). Tais situacfes, quando excessivas, levam a perturbacao
da homeostase podendo acarretar em doencas, mortalidade e, consequentemente,
gueda na producao (OBA et al., 2009; CUNHA et al., 2011).

O uso do 6leo essencial de L. alba como anestésico visa evitar ou minimizar
os efeitos causados pelo estresse. Para isso alguns mecanismos sdo propostos para
essa finalidade. A maioria dos anestésicos exerce seus efeitos regulando o complexo

do receptor de &acido gama-aminobutirico (GABA). O GABA ¢é o principal
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neurotransmissor inibitdrio no sistema nervoso central. A liberagdo de GABA na fenda
sindptica ativa os receptores ionotrépicos GABAa e GABAc, bem como o receptor
metabotropico GABAg. Os receptores GABAa estdo envolvidos na maior parte da
sinalizacdo GABAérgica em mamiferos. Os locais de ligacao de alta afinidade para
benzodiazepinicos (BDZ) sdo conhecidos como "receptores BDZ centrais”, e esses
compostos exercem sua ac¢do farmacologica por modulacdo alostérica nessas
regides. A ativacao desses sitios aumenta o influxo de ions cloreto induzido por GABA,
resultando em hiperpolarizacdo e depressao central. A expressdo do sistema
GABAérgico parece ser conservado entre os vertebrados, desde peixes até
mamiferos sendo detectado em certas partes do cérebro do peixe-zebra (TANELIAN
et al., 1993; SIEGHART, 2006; ALEXANDER et al., 2008; DELGADO,
SCHMACHTENBERG, 2008; KIM et al., 2008; HELDWEIN et al., 2012). Dessa forma,
demonstrou-se a interagdo de L. alba com o sistema GABAérgico especificamente
com o receptor GABAA (HELDWEIN et al., 2012). Outro estudo, porém, isolando o
isbmero S-(+) — Linalol comprovou a inducdo da anestesia em tempos e
concentragOes diferentes do 6leo essencial como um todo, sugerindo que a acao
anestésica se da por interacdo sinérgica entre os constituintes do 6leo essencial
(HELDWEIN et al., 2014).

1.6 Lippia alba (Mill.) N. E. Brown e toxicidade

As acOes benéficas de L. alba sdo extensas, contudo, estudos que
demonstrem a toxicidade induzida pela planta ainda sdo limitados. Em um estudo
realizado por Aguiar (2006) foi determinada a toxicidade aguda em ratos nos extratos
etanolicos (DLso = 460 mg/kg) de folhas e extratos cloroformicos de raizes (DLso =
1146 mg/kg).

Recentemente a populacdo e os Orgaos reguladores de saude tém se
preocupado com as acfes de Oleos essenciais sobre macromoléculas bioldgicas,
principalmente o DNA, uma vez que danos a esta biomolécula podem causar a
instabilidade gendmica, induzindo a morte celular ou cancer. Neste sentido, 6rgéos
como a Food and Drug Administration (FDA), European Medicines Agency (EMA) e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) passaram a exigir ensaios de
genotoxicidade como requisito para a liberacdo de agentes como drogas (ARALDI et
al., 2015).
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ABSTRACT

“Erva cidreira” (Lippia alba (Mill.) N. E. Brown) is popular for its therapeutic properties,
especially its sedative properties. Such properties led to the discovery of the anesthetic
action of Lippia alba essential oil in fish culture, but its toxic effects are unknown. The
objective of this study was to evaluate the genotoxic effect of Lippia alba essential oil
in fish and mammals. The oil was extracted by hydrodistillation with Clevenger
apparatus and analyzed by GC-MS where the compounds linalool, eucalyptol, y-
murolene and caryophyllene were identified as the most abundant compounds.
Genotoxic action was observed by micronucleus and comet assay denoting greater
fish damage than mammals and when compared to the treatments greater damage
was observed in the treatment by inhalation but also had not toxic. The oxidative stress
measured quantification of advanced protein oxidation products (AOPP) revealed low
oxidative but significantly different harm from the control. These findings support the
use of Lippia alba essential oil as an anesthetic for fish without prejudice to consumers.
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2.INTRODUCAO

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown é uma planta que se apresenta na forma de
arbusto pertencente a familia Verbanecea, de grande conhecimento por suas
propriedades terapéuticas. E utilizada principalmente sob a forma de infusées e
decoccdes com folhas devido a acao sedativa a ela associada (GILBERT et al., 2005;
TIMOTEO et al., 2015).

As propriedades farmacoldgicas de L. alba como a acdo ansiolitica,
sedativa e relaxante motora em ratos passou a chamar atengédo na piscicultura que
desenvolveu, a partir destas acdes, um anestésico para peixes (CUNHA et al., 2010).
Peixes cultivados sdo expostos frequentemente a estimulos ou procedimentos
veterinarios estressantes necessitando para estes casos 0 uso de anestésicos
(KIESSLING et al., 2009). Anestésicos convencionais como benzocaina e tricaina
metanosulfonato (MS-222) podem apresentar toxicidade que podem ser transferidas
ao consumidor destes peixes. Dessa forma, visando o consumo humano dos peixes,
busca-se por anestésicos de origem natural que apresentem a mesma eficacia,
elevada seguranca e baixo custo (GOLOMAZOU et al., 2016).

A espécie Oreochromis niloticus € nativa do continente africano, porém,
amplamente difundida por todo territorio brasileiro. Na regido sudeste do pais € a
espécie mais utilizada na pesca artesanal. Sdo de facil reproducéo e adaptacdo em
aquarios e tanques sendo, portanto, uma espécie bastante apreciada na alimentacéo
humana devido a leveza e ao sabor. A criacdo desta espécie em escala comercial
requer uma série de cuidados visando a qualidade do peixe produzido. Uma das
medidas adotadas tem sido 0 uso de anestésicos que visam minimizar situacées de
estresse durante o manuseio e captura (HAYASHI et al., 1999; MARENGONI, 2006;
PIZAIA et al., 2008; VICENTE et al., 2014).

Para isso, alternativas naturais como o uso do Oleo essencial de L. alba
como anestésico tem sido adotadas devido ao baixo custo deste (CUNHA et al., 2011).
Contudo, sédo desconhecidos os efeitos toxicos deste anestésico para 0s peixes, bem
como para os mamiferos que se alimentam do peixe ou fazem uso do mesmo para
saude. Visando melhor conhecimento sobre o comportamento de novos possiveis

agentes terapéuticos, estudos em torno do dano ao DNA séo de grande importancia,
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pois a exposicao a agentes genotoxicos, por exemplo, podem ter como consequéncia
outras doencgas, dentre as quais o cancer. Para este fim, sGo empregados com maior
regularidade os ensaios de cometa alcalino e micronucleo por sua sensibilidade e
robustez (HEUSER et al., 2008; ARALDI et al., 2015). Por isso, ensaios de
genotoxicidade e de estresse oxidativo em peixes e mamiferos podem dar maior perfil
de seguranca deste anestésico tanto para o animal tratado, quanto para o consumidor
deste. Desta forma, o objetivo deste estudo € demostrar o potencial genotoxico e
mutagénico do 6leo essencial de Lippia alba em peixes bem como um perfil genotoxico

para os humanos, os consumidores destes peixes.
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3. METODOS

3.1 Obtencao das amostras

As amostras de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown foram obtidas a partir de um
cultivo particular na cidade de Vila Velha — ES (-20,35470° S / -40,35206° W). Tais
amostras foram devidamente identificadas pela botanica Msc. Solange Zanotti
Schneider e uma exsicata dos ramos foi armazenada no herbario da Universidade Vila
Velha sob o numero UVV 2134.

3.2 Extracéo do 6leo essencial

O oOleo essencial de L. alba foi obtido empregando-se o método de
hidrodestilacdo com arraste a vapor, utilizando o aparelho de Clevenger conforme
descrito na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). Foram empregados
aproximadamente 1 kg de folhas frescas e 1000 mL de agua e o tempo de extracéo
foi de duas horas a contados a partir do inicio da ebulicdo. A fracdo com o 0leo foi
recolhida e armazenada em frascos ambar sob resfriamento, a 4°C e ao abrigo da luz

até o momento de uso.

3.3Determinacédo da composicéo do 6leo essencial

A identificac&o dos constituintes quimicos dos 0leos essenciais foi realizada
em um cromatografo gasoso (TraceUltra - Thermo) acoplado a um espectrometro de
massas (DSQIl - Thermo). As substancias volateis foram separadas em uma coluna
capilar DB-5ms (30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 um, J&W Scientific, Folson Califérnia,
USA). A programacéao de temperatura foi de 60 °C, aumentando até 240 °C por uma
rampa linear de 3 °C/min, permanecendo por 7 min na temperatura final. O gas de
arraste utilizado foi o hélio a uma vazao constante de 1 mL/min. A temperatura do
injetor foi mantida em 230 °C, e a temperatura da interface (CG-EM) foi mantida em
240 °C. As amostras foram diluidas em hexano (2 mg/mL) e o volume injetado foi de
1,0 uL com o injetor no modo splitless. O detector de massas foi operado no modo de

ionizacgado por elétrons (+70 eV), utilizando o modo de varredura, realizada de 35 a 400
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m/z e a tensdo do detector foi de 1,6 kV. A identificagdo dos compostos foi realizada
primeiramente pela comparacéo da similaridade dos espectros de massa obtidos com
os da literatura (NIST 2005; ADAMS, 2009), posteriormente pela comparagédo do
indice Kovats com a literatura (IK) (ADAMS, 2009). Analisou-se a série homoéloga de
alcanos (C7 - C30) nas mesmas condi¢cdes cromatograficas e, a partir dos tempos de
retencéo destes, foram calculados os indices de Kovats (IK) dos compostos volateis.

3.4Animais experimentais

Tildpias - Oreochromis niloticus (53,28 + 8,07g e 14,72 + 0,68cm)
provenientes de um criador particular foram transportadas para o laboratério de
Ecotoxicologia Aquatica no complexo Biopraticas da Universidade Vila Velha — UVV
onde foram mantidas em caixas de 500 L com sistema de filtracdo e fotoperiodo
controlado (12:12h). Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia com uma ragao
comercial contendo 28% de proteina. Durante este periodo, a qualidade da agua foi
monitorada quanto a parametros como O: dissolvido, temperatura, condutividade,

dureza e pH.

As caracteristicas fisico-quimicas da agua utilizada nos ensaios foram as
seguintes: pH 6,6 £ 0,23 unidades; temperatura 29,6 + 0,66°C; condutividade 151,2
+ 6,28 ps/cm, concentracdo de oxigénio 6,45 + 0,30 mg/L. A dureza foi de 52,94 + 1,8
mg CaCOs/L e amonia total de 0,92+0,09 mg/L.

Camundongos Mus musculus (32,48 + 3,43g) pertencentes a linhagem
Balb/c provenientes do Laboratério de Acompanhamento experimental da
Universidade Vila Velha foram utilizados. Os animais foram mantidos em condi¢des
padrdes do biotério, com racao e agua livre e ciclos de luminosidade a cada 12 horas
e temperatura em torno de 22°C conforme estabelecido pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Vila Velha (CEUA- UVV - Parecer N°. 359-2015).

3.5Preparo das solucdes contendo 6leo essencial

O veiculo utilizado para solubilizar o 6leo essencial tornando-o palatavel foi
preparado como proposto por Pinto et al. (2015). De modo resumido 10 mg do 6leo

essencial de L. alba foram pesados e adicionados a uma solugéo contendo 100pL de
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polisorbato 20 (Vetec — Sigma — Aldrich, Duque de Caxias — Rio de Janeiro - Brasil),
20 mg sacarose (Dinamica, Diadema — S&o Paulo — Brasil), 1000 pL de glicerina
(Dindmica, Diadema — S&o Paulo — Brasil) e agua ultrapura (18 W, Elga Purifier) (q.s.p
10mL). A partir desta solucao, diluicbes foram realizadas obtendo as concentracdes

utilizadas no tratamento dos animais.

3.6Conversao de dose segundo area de superficie corporal

A conversdo da dose pela area de superficie corporal foi realizada de
acordo com as recomendagdes da Food and Drug Adminstration (FDA). As doses
administradas aos animais seguiram parametros como peso e area de superficie
corporal (FDA, 2005). As doses foram convertidas seguindo a formula:

Peixe km

mg . mg
CED (—) = Peixe dose (—)X
kg kg

Onde: CED = dose equivalente para camundongos e Kn é o fator de

Camundongo km

conversao de dose sendo calculado pela divisdo entre peso (kg) e area de superficie
corporal (BSA) (m?). Este fator permite converter a dose de mg/Kg para mg/m?
(REAGAN-SHAW, et al.,2007).

O BSA é calculado segundo a férmula:

_ JAltura (cm) X Peso (kg)
BSA = o

Aplicando os valores médios de peso e comprimentos dos animais obteve-
se Km de 3,61 para os peixes enguanto que nos camundongos € igual a 3. Sendo
assim, tomando como exemplo o controle positivo (Ciclofosfamida 25 mg/Kg) aplicado
aos peixes temos que a dose equivalente aos camundongos foi de aproximadamente
30 mg/Kg. Esta conversao foi de igual forma aplicada a todos os tratamentos por

gavagem, logo, foram excluidos os tratamentos por inalacéo.

3.7 Desenho experimental

Apbs o periodo de aclimatacgéo, os peixes foram colocados individualmente
em aquarios com capacidade para 5 L onde passaram por nova aclimatacédo por um
periodo de 72 h, tendo os mesmos parametros fisico-quimicos monitorados. Neste

periodo, os animais receberam alimentacéo duas vezes por dia.
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Os camundongos foram transferidos para gaiolas individuais para
ambientac&o por 10 dias onde tiveram ciclos de luminosidade de 12 h, temperatura
em torno de 22°C, alimentacdo e agua livres conforme estabelecido pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais da Universidade Vila Velha (CEUA- UVV).

Apés a aclimatacdo, os animais (camundongos e peixes) jovens foram distribuidos de
forma aleatéria em 5 grupos com 8 animais cada, sendo classificados em grupos:
controle positivo, controle negativo e grupos tratados com diferentes concentracoes
do 6leo essencial de L. alba (100-300 pg/mL) (Tabela 1) (HWANG e KIM, 2012). O
controle positivo foi a ciclofosfamida (25 mg/Kg) (PRA et al., 2008) enquanto que o
controle negativo foi exercido somente pelo veiculo preparado. Os grupos tratados
foram administrados com suas respectivas concentracdes de 6leo essencial em uma
Unica aplicacéo por gavagem. Resumidamente, de acordo com o peso dos animais foi
calculado o volume de 0Oleo essencial a ser administrado. Por exemplo, um animal de
30 gramas no tratamento com 300 pg/mL foi administrado com 30 pL da solucéo a
300 pg/mL. Esse volume foi adicionado 170 uL de agua destilada totalizando sempre
um volume final de 200 pL para cada animal. Feito isso, com auxilio de uma seringa
e uma canula para gavagem os animais foram administrado com esse volume e sendo
devolvidos imediatamente a gaiolo ou aquario apdés a administracdo onde
permaneceram por mais 48 horas. ApoOs o periodo de 48 h dessa administracao,
peixes foram anestesiados com Benzocaina 1% seguida de puncdo caudal e
camundongos anestesiados com Tiopental 20mg/mL seguido de uma puncao

cardiaca, sendo assim, coletada a amostra sanguinea para as analises propostas.

Para efeito de comparacdo entre as formas de tratamento (gavagem e
inalacéo), dois grupos foram anestesiados por inalacdo (n = 8 para cada grupo) com
300 pg/mL de 6leo de L. alba e um grupo controle apenas com o veiculo (etanol:agua
1:10). Para isso, os peixes foram colocados individualmente em aquarios de 6L por
48 horas para aclimatacdo. Apds esse periodo, o anestésico (ou veiculo) foi
adicionado em sua concentracgao final no aquario disperso na agua. Os peixes foram
deixados na solucdo de anestésico até atingirem o ultimo estagio de anestesia. Nestes
grupos, foram analisados parametros de inducdo e recuperacdo de anestesia
seguindo os estagios de anestesia utilizados por Cunha et al (2010) e Schoettger e
Julin (1967) (Tabela 2).
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Tabela 1. Padronizagéo dos grupos experimentais dos animais utilizados no trabalho.

Grupos Peixes Camundongos Total de animais
Controle (+) 8 8 16

Controle (-) 8 8 16

OE 100 pg/kg 8 8 16

OE 200 pg/kg 8 8 16

OE 300 pg/kg 8 8 16

OE 300 mg/L Inalacéo 8 - 8

Controle (-) inalacdo 8 - 8

Total 56 40 96

*OE = 6leo essencial de Lippia alba
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Tabela 2. Estagios de inducdo e anestesia em tilapias Oreochromis niloticus

anestesiadas com 300ug/mL de 6leo essencial de L. alba por inalacéo.

Estagio de anestesia Caracteristica comportamental

Sedacao - diminuicdo da reatividade a
estimulos visuais e vibracionais.

Estagio 1 Atividade opercular e locomotora
reduzida ligeiramente. De cor mais
escura.

Perda parcial de equilibrio - perda de
equilibrio na corrente de agua.
Resposta tatil apenas para a pressao

Estagio 2 sobre nadadeira caudal ou do
pedunculo. Aumento da taxa de
opercular. Capacidade de natacao
interrompida

Perda total de equilibrio -locomocéo

o cessa. Movimento nadadeira pode

Estagio 3 continuar. Taxa opercular diminuida.
Animal virado

Perda da atividade reflexa - falta de
resposta a estimulos externos
Estagio 4 particularmente presséo na nadadeira
caudal ou do pedunculo. Minima taxa
opercular proxima a cessacao

Recuperacao Tempo de retorno da capacidade
natatoria de forma completa

Adaptado de Schoettger e Julin (1967) e Simdes e Gomes (2009)

3.8Separacao de células mononucleares

A separacdo das células mononucleares de peixes e mamiferos foram
realizados por gradiente de densidade. Para isso, uma aliquota sanguinea coletada
apos 48 horas de tratamento foi diluida em meio de cultura (DMEM) na proporcao de
1:4 (v/v). Essa diluicdo entdo foi vertida sobre uma solucdo de igual volume de
Histopaque®-1077 de densidade 1,077 g/mL. ApdGs a centrifugacdo com rotacdo 450
g a 18° C por 45 minutos, as diferentes fases foram cuidadosamente coletadas e
separadas em tubos. A fase contendo mondcitos e linfocitos foi lavada e ressuspensa
por duas vezes em solucdo de PBS e novamente centrifugadas a 450 g a 18°C por 10

minutos. As células mononucleares obtidas foram entdo mantidas em meio de
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congelamento a -80°C até o momento de uso conforme adaptagcdo do método descrito
por Affonso (2006) e Garcia-medina et al. (2011).

3.9Ensaio de micronucleo

Para o teste de micronucleo foi realizado um esfregaco sanguineo em
lamina, posteriormente fixadas com metanol P.A. por 5 minutos e em seguida foram
coradas com Panotico Rapido® (New Prov) (Fenech et al. 1999; BRAIT et al.,2015;
SOUZA et al., 2017). ApGs o preparo da lamina a mesma foi analisada em microscopio
Optico na objetiva de imersdo, onde contou-se 1000 células sanguineas (eritrocitos)
de cada individuo (Figura 1), a fim de se quantificar os micronicleos ou reticuldcitos,

no caso de mamiferos, presentes na amostra.

A B

Figura 1. Micronucleos em eritrocitos de peixes (A) e camundongos (B) observados na objetiva de
imersdo corados com kit corante pandético.

3.10 Ensaio do cometa

O ensaio de cometa alcalino para verificacdo de danos em DNA foi
realizado conforme descrito primeiramente por SINGH et al. (1988), com modificacdes
sugeridas por TONINI et al. (2013). Laminas microscoépicas regulares foram revestidas
com uma solucdo de agarose 1,5% de ponto de fusdo normal (em agua destilada,
60°C) e secas por um periodo minimo de 24 horas e armazenadas a 4°C até o
momento de uso. Apds isso, cerca de 2 x 104 (5 — 15 pL) de células mononucleares
previamente separadas foram misturadas a 100uL de uma solucéo de agarose 1,0%
de baixo ponto de fusdo (em PBS,a 37°C) e espalhadas sobre as laminas previamente
revestidas e cobertas com uma laminula. Em seguida, as laminas foram submetidas
a gelificacdo a 4° C durante 20 minutos quando entdo as laminulas foram removidas.

Tais laminas foram entdo submersas em solucao de lise recém preparada (NaCl 2,5M;
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EDTA 100mM; Tris 10mM; Laurilsarcosinato de sédio 10% em pH ajustado para 10 —
10,5 com adicéo de 1% de Triton x — 10 e 10% DMSO) a 4°C por 1 hora. Na sequéncia,
as laminas foram lavadas por 5 minutos em agua destilada e entdo colocadas em
camara de eletroforese coberta com uma solugéo tampéao alcalino (NaOH a 300 mM,
EDTA 1 mM, pH> 13) por 20 minutos a 4°C. A eletroforese foi realizada durante 20
minutos em voltagem de (1,0 V.Cm?) 32 V e amperagem de 300 mA. Estes passos
foram realizados na auséncia de luz a fim de evitar danos adicionais ao DNA. ApGs
esse processo, as laminas foram lavadas por 3 vezes, com duracao de 5 minutos cada
lavagem, com um tampéo de Tris 0,4 M em pH 7,5 para neutralizar o excesso alcalino.
Por fim, 30 pL de uma solucéo de brometo de etidio 20 pg/mL foram revestidos sobre
as laminas e cobertas com uma laminula para posterior analise em microscépio de

fluorescéncia.

Durante a observacao das laminas foram contabilizadas 100 células por
animal em duplicata e os danos no DNA classificados arbitrariamente de acordo com
o tamanho da cauda do cometa. Foram adotadas cinco classes na qual: 0 — auséncia
de dano com causa inexistente até 4 — dano maximo com cauda de cometa longo. O
indice de Dano (ID) nos grupos iréa variar de 0 (100 x 0 — 100 células com auséncia de
dano) a 400 (100 x 4 — 100 células com dano maximo). A pontuacao foi avaliada pelo
somatoério da multiplicacdo da classe do cometa pelo nimero de células com estes
danos (Figura 2). A frequéncia de dano (%) foi calculada usando porcentagem de dano

em cada classe.
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Figura 2. Classificacdo dos cometas de acordo com o tamanho da cauda em camundongos (A) e peixes

(B).

3.11 Determinacédo de Proteinas Totais

A guantificacdo de proteinas totais foi realizada pelo método colorimétrico
utilizando o reagente de Bradford como reagente cromogénico (BRADFORD,1976).
Apés isso, as amostras de plasma sanguineo dos animais foram diluidas em PBS
1:100 e 5pL dessa diluicdo adicionados a 200 pL do reagente de Bradford em uma
microplaca de 96 pocos e a densidade Optica foi realizada no comprimento de onda
de 595nm em espectrofotbmetro (Mults-Mode Microplate Reader, Filter Max F5,
Molecular Devices Spectra, USA). A quantificacdo de proteinas totais foi obtida por
regressao linear utilizando-se uma solucdo padréo com albumina nas concentracdes
de 6,25 a 800 pg/mL. Os resultados foram expressos em pg/mL de equivalentes de
albumina (BRADFORD,1976).
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3.12 Determinacdo dos Produtos Avancados de Oxidacdo de Proteinas
(AOPP).

A determinacédo do AOPP foi realizada pelo método colorimétrico utilizando
a cloramina T. Para a determinagdo do AOPP, as amostras de plasma foram diluidas
em PBS 1.5 e 40 pL dessa diluicdo foram adicionados com 160 pL de PBS, 10 pL de
uma solucdo 1,16 M de iodeto de potassio e 20 pL de &cido acético glacial em uma
microplaca de 96 pocos. Apds agitacdo por 6 minutos a absorbéancia foi lida no
comprimento de onda de 340 nm. A quantificacdo do AOPP foi obtida por regressao
linear utilizando-se a solucdo padrao de cloramina T nas concentragdes de 5 — 100
MM. Os resultados foram expressos em pM de equivalente de cloramina T
(OZENIRLER et al., 2014). O resultado final foi a razdo entre a concentragdo de
proteinas oxidadas pela concentracdo de proteinas totais.

3.13 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SigmaPlot
12.1 ® (San Jose, California - USA). Os dados foram expressos como média + desvio
padrao (DP). As comparacdes estatisticas foram realizadas utilizando uma analise de
variancia de duas vias (ANOVA) seguida de pds teste de Tukey. Foram considerados

valores significativos quando se obteve p <0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Composic¢ao quimica por GC-MS
A identificacdo de L. alba por GC-MS apresentou como compostos
majoritarios o linalol (47%), eucaliptol (8,92%), Muroleno (gamma) (7,49%) e

cariofileno (6,14%) conforme observado na Tabela 3.

Tabela 3. Composicao do 6leo essencial de Lippia alba realizada por GC-MS.

Composto % TR (min) IK? IK?
Linalol 47,29 10,5 1099 1098
Eucaliptol 8,92 8,05 1033 1033
Muroleno (gamma) 7,49 26,14 1478 1479
Cariofileno (E) 6,14 23,65 1416 1418
Elemeno (beta) 3,23 22,44 1384 1386
Elemeno (gamma) 3,03 24,06 1427 1429
Sabineno 2,67 6,3 976 975
Germacreno B 2,35 29,09 1553 1555
Ocimeno (beta) 1,61 8,6 1049 1050
NI 1,49 14,9 1208 -
Cadineno (gamma) 1,12 27,6 1514 1513
NI 1,12 32,96 1654 -
Terpineol (alfa) 1,06 14,2 1191 1189
Mentadienol (p) 1,02 13,2 1169 1166
NI 0,90 26,66 1490 -
NI 0,77 11,68 1131 -
Nerolidol (E) 0,63 29,38 1560 1563
NI 0,61 20,31 1337 -
NI 0,55 32,53 1643 -
Isobutanoato de hexenil 0,36 12,44 1151 1151
Copaeno (alfa) 0,36 21,82 1373 1376
Isobutanoato de hexenil (32) 0,33 12,08 1142 1146
Geraniol 0,32 17,41 1269 1267
Nerol 0,30 16,13 1239 1238
Sabineno hidratado (cis) 0,28 9,41 1072 1070
Terpinen-4-ol 0,28 13,6 1178 1177
Pinocarvona 0,27 1291 1162 1164
Oxido de Linalol (trans) 0,23 9,98 1086 1086
Citronelol 0,11 15,71 1229 1225
Cubenol (1,10-di-epi) 0,11 31,51 1614 1618
Pineno 0,09 53 938 939
Total 95,04

IK!: Indice de Kovats literatura (Adams, 2009); IK?: Indice de Kovats calculado; NI:
Nao identificado; %: Porcentagem relativa dos compostos.
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4.2 Indugdo de anestesia
Os tempos de anestesia seguiram uma regressao linear (Figura 7) e o
tempo médio de recuperacdo de anestesia foi de 383,88 + 160,12 segundos. O tempo

maximo de observacéao foi de 30 minutos.
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Figura 3. Curva de regressao linear entre os estagios de anestesia versus tempo. Oreochromis niloticus
administrados com Oleo essencial de L. alba na concentracdo de 300 pg/mL.Os dados séo

representados por média e desvio padrao de 8 repeticbes para cada estagio de anestesia.

4.3 Ensaio do Micronucleo
O ensaio do micronucleo demonstrou ndo haver diferencas entre as

espécies tratadas por gavagem (Figura 4). Analisando as concentracfes testadas
observa-se uma semelhanca entre todas as concentragfes de L. alba testadas com o
controle negativo. Na concentragédo de 100ug/mL foram encontrados 1,82+0,13%o
para peixes e 1,66+0,06%0 para camundongos, enquanto que na concentragao de 200
pg/mL foram encontrados 1,7910,09%o. para peixes e 1,59+0,06%o0 para camundondos.
Ja na maior concentracéo, 300 pg/mL foram encontrados 1,83+0,12%. para peixes e
1,581£0,05%0 para camundongos. O controle negativo exercido pelo veiculo
demonstrou percentual de 1,7320,13%. para peixes e 1,47+0,09%. para
camundongos. Diferenca evidente € observada entre estes grupos com o controle
positivo exercido pela ciclofosfamida (2,50£0,05%. para peixes e 2,4810,04%o para

camundongos) (Figura 4) . O grupo de peixes tratados por inalagdo com 300ug/mL
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apresentou percentual de 1,54+0,13%0 enquanto que o controle com etanol:agua
(1:10) apresentou 1,15£0,13%.. Quando comparado ao tratamento por gavagem nas
mesmas concentragcdes observa-se que houve diferencas significativas no tratamento

com 300 pg/mL por inalagdo em comparacao ao controle (p<0,003) (Figura 5).
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Figura 4. Micronucleos (%o0) em eritrécitos de Peixes e Camundongos expostos a diferentes
concentracfes (100, 200 e 300ug/mL) de éleo essencial de Lippia alba por gavagem. Pela conversao
de doses consideram-se as concentracdes de 100,200 e 300ug/mL como sendo 120,240 e 360 pg/mL
para camundongos. Os dados foram expressos em média + desvio padrdo de 8 repeticBes. Letras
minasculas indicam diferenca significativa entre as concentragfes estudadas e letras maiusculas
indicam diferencas entre as espécies por ANOVA de duas vias seguida de pés teste de tukey (p<0,05).
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Figura 5. Micronucleos (%o) em eritrécitos de Oreochromis niloticus expostos a concentragdo de 300
pg/mL de 6leo essencial de Lippia alba em diferentes formas de tratamento (inalagéo e gavagem). Os
controles foram: gavagem (sacarose 0,02%, polisorbato 20 0,1%, glicerina 1% e agua destilada qsp
10mL) e por inalagdo (etanol: agua 1:10). Os dados foram expressos em média + desvio padrao de 8
repeticBes. Letras mindsculas indicam diferenca significativa entre as concentragfes estudadas e letras
maiulsculas indicam diferencas entre os tratamentos por ANOVA de duas vias seguida de pds teste de
tukey (p<0,05).

4.4 Ensaio do Cometa alcalino

A exposicdo a diferentes concentragcdes do Oleo essencial de L. alba
demonstrou ndo haver diferencas significativas entre as concentracdes testadas,
porém diferencas significativas sdo observadas entre estas e 0s controles para ambas
as espécies estudadas (Figura 6). O indice de danos (ID) foi significativamente maior
em peixes que em camundongos (p<0,001). Comparando os tratamentos de peixes
por gavagem e inalacdo observa-se que ndo houve diferenca significativa entre as

formas de exposicao (Figura 7).
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Figura 6. Indice de danos de camundongos e peixes tratados com diferentes concentragdes de dleo
essencial de L. alba. Pela conversdo de doses consideram-se as concentracBes de 100,200 e
300pg/mL como sendo 120,240 e 360 pug/mL para camundongos. Os dados sdo apresentados como
média e desvio padrdo. Letras minlsculas indicam diferenca significativa entre as concentracdes
estudadas e letras mailsculas indicam diferencas entre as espécies por ANOVA de duas vias seguida
de pos teste de tukey (p<0,05).
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Figura 7. Indice de danos de peixes tratados por gavagem e inalacdo com concentracdo Unica
(300ug/mL) de 6leo essencial de L. alba. Os controles foram: gavagem (sacarose 0,02%, polisorbato
20 0,1%, glicerina 1% e agua destilada gsp 10mL) e por inalagdo (etanol: agua 1:10). Os dados foram
expressos em média + desvio padrdo de 8 repeti¢cdes. Letras mindsculas indicam diferenca significativa
entre as concentragdes estudadas e letras mailsculas indicam diferengas entre os tratamentos por
ANOVA de duas vias seguida de pos teste de tukey (p<0,05).

Com relacao a frequéncia de danos observa-se uma semelhanca entre 0s
grupos tratados com L. alba e o grupo controle para ambas as espécies com

predominancia de danos de classe 0 e 1. O mesmo se aplica ao tratamento por
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inalagédo que apresentou frequéncia de danos semelhante ao tratamento por gavagem
em todos os grupos (Tabela 4).

Tabela 4. Frequéncia de danos (%) nas células de camundongos e peixes expostos
a diferentes concentracdes do 6leo essencial de Lippia alba. Os resultados estédo
expressos em média percentual e desvio padrao.

Classe de cometa
0 1 2 3 4

Tratamento

Camundongos

Ciclofosfamida  26,1+6,68 57,3+4,13 7,4+2,72 6,6+0,91 2,6x0,74
Controle 42,146,0 54,9+5,8 2,9+0,6 0,1+0,4 0,0
OE 100 pg/mL 53,6%6,5 31,945,8 8,3+2,4 5,9+2,5 0,4+0,1
OE 200 pg/mL 47,049,1 43,319,5 6,3+3,0 3,4+1,3 0,1+0,4
OE 300 ug/mL  47,57+49,51 41,43+8,3 8,71+228 1,85+0,69 0,43+0,53

Peixes gavagem

Ciclofosfamida 38,3+7,2 22,9+3,83 14,8+249 11,3+4,23 12,9+1,95
Controle 40,8+3,0 53,0+4,4 4,1+2,0 1,3+0,5 0,9+0,6
OE 100 pg/mL 43,4+4.6 45,8+2,9 5,6+1,8 4,9+2,1 0,4+0,1
OE 200 pg/mL 42,4+6,5 47,6+4,9 7,9%1,2 2,9+0,8 0,5+0,2
OE 300 pg/mL  53,8845,81 26,5+5,53 10,38+2,56 8,13+1,96 1,13+1,12

Peixes Inalacao

Controle 38,8+3,5 55,3+3,4 4,8+2,0 0,9+0,6 0,4+0,1
OE 300 pg/mL  44,4+6,85  41,3+5,60 9,1+1,72 4,8+1,75 0,5+0,3

OE: 6leo essencial de L. alba

4.5 AOPP

A anadlise dos produtos avancados de oxidacdo proteica mostrou que nos
tratamentos por gavagem em todos os grupos houve uma maior quantificacdo de
proteinas oxidadas em peixes em relacdo aos camundongos (p<0,001). Quando
comparado as concentragbes no tratamento dos camundongos, percebe-se que os
grupos tratados com 100 e 200 pg/mL apresentam simultaneamente semelhanga com
0 grupo 300 pug/mL e o controle, porém estes dois Ultimos sao significativamente
diferentes entre si, enquanto que, 0s peixes sao significativamente diferentes do
controle em todas as concentracfes. Em relacdo as espécies houve diferenca

significativa entre as espécies em todas as concentracdes estudadas. Na
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concentragdo de 100 pg/mL obteve-se 12,07+£1,1 pumol/L para peixes e 6,71+0,87
pmol/L para camundongos enquanto que na concentracdo de 200 pg/mL 13,61+0,8
pmol/L foram encontrados para peixes e 7,67+1,26 umol/L para camundongos. Ja na
concentracdo de 300 pug/mL observou-se uma quantificacdo de 14,05+1,33 pmol/L
para peixes e 8,64+1,19 umol/L para camundongos. O controle positivo exercido pela
ciclofosfamida apresentou 27,75+2,75 pmol/L para peixes e 15,58+2,07 pumol/L para
camundongos enquanto que o controle negativo (veiculo) apresentou 7,66+1,53
pmol/L para peixes e 4,2+0,76 pmol/L para camundongos (Figura 8). Os grupos
tratados por inalagéo apresentaram 9,08+1,22 umol/L para peixes tratados com 300
pg/mL e 7,17+1,24 pmol/L para peixes tratados com o veiculo por inalacédo
(etanol:dgua 1:10). Observa-se quando comparados os tratamentos, ndo houve
diferenca entre os controles dos tratamentos enquanto houve uma significativa
diferenca entre os tratamentos com 300 pg/mL. Diferenca significativa é notada entre
0 grupo tratado com 300 pg/mL por gavagem quando comparado ao grupo tratado por
inalacéo (Figura 9).
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Figura 8. Quantificagdo de produtos avancados de oxidacdo proteica em peixes e camundongos
tratados com diferentes concentracbes de L. alba. Pela conversdo de doses consideram-se as
concentragdes de 100,200 e 300 pg/mL como sendo 120,240 e 360 pg/mL para camundongos. Os
dados séo apresentados como média e desvio padrdo Letras mindsculas indicam diferenca significativa
entre as concentracfes estudadas e letras mailsculas indicam diferengcas entre as espécies por
ANOVA de duas vias seguida de pos teste de tukey (p<0,05).
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Figura 9. Quantificacdo de produtos avancados de oxidacdo proteica em peixes tratados por inalagdo
e por gavagem com concentracao unica (300ug/mL) de 6leo essencial de L. alba. Os controles foram:
gavagem (sacarose 0,02%, polisorbato 20 0,1%, glicerina 1% e agua destilada gsp 10mL) e por
inalacd@o (etanol: agua 1:10). Os dados foram expressos em média + desvio padréo de 8 repeti¢des.
Letras minusculas indicam diferenca significativa entre as concentraces estudadas e letras mailsculas
indicam diferencas entre os tratamentos por ANOVA de duas vias seguida de pos teste de tukey
(p<0,05).
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5 DISCUSSAO

5.1 Composicao do 6leo de Lippia alba

Muitas espécies de plantas sdo conhecidas por suas variacdes na
composi¢cdo quimica de seus Oleos essenciais, e consequentemente, em sua
atividade biologica e o Oleo de L. alba ndo é diferente. Diversos estudos tém
demonstrado amplas variagbes geograficas na composicado de seus 6leos e assim
como inumeras propriedades biolégicas como efeitos comportamentais, atividade
antifingica e antimicrobiana (VALE et al., 1999; VERAS et al., 2011; MESA-ARANGO
et al., 2014;).

Neste estudo podemos observar que o 6leo extraido em nosso laboratério
apresentou altos teores de linalol, eucaliptol, Muroleno-y e cariofileno, sendo o linalol
0 mais abundante entre estes. Dado semelhante foi encontrado por Cunha et al (2010)
e Heldwein et al (2012) que encontraram teor de linalol em torno de 37 % e 59%
respectivamente. Outro estudo, porém, realizado por Tofiflo-rivera et al. (2016) com L.
alba proveniente da Coldmbia demonstrou ser o geranial 0 composto mais abundante.
Tal fato reforca que possiveis atividades biolégicas de L. alba se d&o por sinergismo

de acdes entre os quimiotipos e ndo de forma isolada. (ISMAN et al., 2008).

5.2 Inducéo a anestesia por inalagéo

Cunha et al. (2010) demonstraram que o Oleo essencial de L. alba
apresenta acOes anestésicas em peixes da espécie Rhamdia quelen a partir da
concentracdo de 100 pg/mL, sugerindo que acdo anestésica ideal seria na
concentracdo de 300 pg/mL. Neste estudo os pesquisadores encontraram tempos de
sedacdo e anestesia em torno de 103 e 232 segundos respetivamente, valores
inferiores aos encontrados pelo presente estudo. Porém, a recuperacao da anestesia

foi semelhante onde o estudo encontrou tempo de recuperacéo de 385 segundos.

Outro estudo realizado por Hohlenwerger et al. (2016) ao estudar a eficacia
de Lippia alba como anestésico em tilapias propds como concentracdo ideal para
inalacdo a de 500 pL/L, afirmando ndo ser possivel dar margem de seguranca para a
utilizacdo do 6leo nessa concentracao sugerindo mais estudos acerca da toxicidade.

Nesta concentracdo os tempos de sedacéo e anestesia foram em torno de 25 e 100
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segundos e a recuperagao aproximadamente 250 segundos, valores inferiores ao
encontrado no presente trabalho. No presente estudo utilizando a concentracéo
maxima de 300 pg/mL foi observado que o tempo de inducdo e recuperacdo de

anestesia foi maior, porém igualmente eficaz.

5.3 Genotoxicidade

Agentes xenobioticos tem surgido a todo momento e na maioria das vezes
possuem efeitos bioldgicos mesmo que ndo desenvolvidos para este fim. E consenso
gue a exposicdo a estes agentes requer conhecimento acerca da possibilidade de
interagcdo com o DNA, mesmo em caso de drogas desenvolvidas para uso humano ou
veterinario. Como exemplo disso, algumas drogas tem demonstrado capacidade de
causar dano ao DNA refor¢gando a necessidade de conhecimento do comportamento
desses agentes frente ao DNA (SNYDER; GREEN, 2001; BRAMBILLA; MARTELLI,
2009; ARALDI et al.,2015).

Na busca por anestésicos de origem natural, ndo se pode negligenciar suas
acOes sobre macromoléculas, haja vista que 0Orgdos competentes exigem esse
conhecimento para sua liberagcéo para uso. Como exemplo, Golomazou et al. (2016)
demonstraram a acdo anestésica de diversos 6leos essenciais em peixes concluindo
gue alguns desses séo capazes de aumentar o dano ao DNA. Em contrapartida sabe-
se gque apesar da eficacia e da liberacdo de uso por 6rgaos competentes, demonstrou-
se que a benzocaina, um anestésico quimico sintético, ndo produz danos genotoxicos

em tilapias o que assegura seu uso na piscicultura (GONTIJO et al.,2003).

O ensaio do microndcleo é um importante ensaio para mensurar
genotoxicidade de compostos xenobidticos (OSS et al., 2016). Tais compostos
guando metabolizados levam a geracdo de EROs que sdo normalmente eliminados
por mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos. Porém, quando o aporte dessas
espécies supera a capacidade antioxidante temos instaurado o estresse oxidativo.
Como as EROs sdao altamente reativas, estas rapidamente interagem com
macromoléculas como proteinas e DNA gerando danos e perda da funcdo (MARIANO
et al., 2009b). Os micronucleos sdo massas de cromatina citoplasmatica, originando-
se de fragmentos ou cromossomos inteiros deixados durante a anafase, que refletem
problemas estruturais e / ou alteracbes cromossdmicas durante a mitose. Essas
muta¢des cromossdémicas desempenham importante papel na formacao de cancer por
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exemplo (CAKAL ARSLAN et al.,, 2015; OSS et al., 2016). No presente trabalho
observa-se que nao ocorreram diferencas significativas na quantidade de
microndcleos entre os grupos testados e nem entre as espécies. Porém, quando
comparados 0s grupos de peixes tratados por inalagdo e gavagem houve significativa
diferenca entre as formas de tratamento, mas ambas nao foram mutagénicas. Estes
resultados corroboram o achado de Lépez et al. (2011) que estudaram o potencial
genotoxico do 6leo essencial de L. alba ricos em citral, limoneno e carvona concluindo

gue esses quimiotipos apresentam baixo perfil genotoxico para bactérias.

A mutagenicidade em tilapias também foi demonstrada por Francabandeira
et al. (2007) em um estudo sobre a toxicidade de glifosato sobre essa espécie
demonstrando valores de controle de 0,67+1,2, semelhante ao presente estudo se
considerado o desvio padréo. Schunk et al. (2015) avaliaram a contaminacéo por
metais em chas comerciais em camundongos swiss encontrando valores de 1,5+1,3

para o controle negativo de forma semelhante ao nosso estudo.

Os danos ao DNA também podem ser avaliados pelo método do cometa alcalino. O
ensaio de cometa € amplamente utilizado em testes de genotoxicidade e pesquisa
basica em mecanismos de dano e reparo do DNA. Este ensaio possibilita com um
tratamento alcalino e eletroforese a pH alcalino, detectar rupturas de cadeia de DNA
(simples ou dupla), sitios alcalis-labeis (sitios apurinicos / apirimidinicos), atraves da
alquilacdo de grupos eletronegativos do DNA, e cross-links (ALI e KUMAR, 2008;
AZQUETA etal., 2011). As quebras simples ou duplas, sitios alcalis-labeis e crosslinks
provenientes da acdo de compostos genotoxicos, alteram a estrutura do DNA das
células que normalmente se encontra enovelado por proteinas histonas e bem
compactado. Essa alteracdo causa relaxamento em partes da molécula que tendem
a migrar em direcdo ao eletrodo negativo (anodo). A capacidade migratéria do DNA
se da em funcgéo tanto do tamanho da molécula como da quantidade de quebras que
mesmo ligadas a segmentos maiores, migram em menor distancia do corpo do
cometa. O tamanho da cauda possui relacdo com a quantidade de danos, mas a
migracdo do DNA é determinada pelas condi¢des de eletroforese e ndo pelo tamanho
dos fragmentos. A intensidade da fluorescéncia na cauda em relacédo aquela do corpo
do cometa fornece informacdes sobre a quantidade de quebras no DNA. Desse modo,
avalia-se o dano genético tanto por meio do comprimento da cauda do cometa, como

através da quantidade de DNA presente nessa cauda. Em ambos 0s casos o resultado
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€ expresso em fungdo da concentracdo de exposicao ao xenobidtico (SINGH et al.
1988; FAIRBAIRN et al., 1995; COLLINS et al., 1997; AZQUETA et al., 2011).

O método do cometa alcalino fornece vantagens consideraveis em relacéo
aos métodos citogenéticos convencionais, tais como aberracbes cromossémicas,
troca de cromatides irmas e teste de micronucleo usado para detectar danos no DNA,
porgue para o ensaio do cometa, as células ndo precisam ser mitoticamente ativas
(ALI e KUMAR, 2008). Os resultados obtidos neste trabalho demonstram n&o haver
diferencgas entre os tratamentos e o controle indicando que o 6leo de L. alba utilizado
como anestésico para a piscicultura ndao acarreta em danos ao DNA dos animais

anestesiados bem como dos consumidores.

Biicker e Conceicdo, (2012) também avaliaram a genotoxicidade de tilapias
expostos na agua de lagos do estado Santa Catarina — Brasil e encontrando no tempo
zero de exposicdo indice de danos (aproximadamente 100) superior ao apresentado
em nosso estudo. Andrade et al (2004) avaliando a toxicidade de poluentes em bagres
(Netuma sp.) encontrou indice de danos para o controle de 308,0+14,0

extensivamente superior ao observado pelo presente trabalho.

As EROs, também, podem atacar diretamente as proteinas celulares
levando a perda de suas funcdes biolégicas e até mesmo a morte celular, além de
provocar alteracbes conformacionais, reduzir a atividade enzimatica, resultando na
degradacéo das proteinas por proteases (CHAABANE et al., 2017). Os AOPPs s&o
produtos de proteinas oxidadas contendo ditirosina formados durante o estresse
oxidativo e sdo considerados como sendo marcadores confiaveis para estimar o grau
de danos a proteina mediada por oxidante (ATTIA et al., 2016). Juntamente com as
metodologias do cometa e micronucleo, o AOPP fornece uma visdo mais ampla do
dano causado, por exemplo, por EROs formadas durante o metabolismo de
xenobidticos como o 6leo essencial de L. alba. No entanto algumas condi¢cdes que
nao envolvem diretamente o estresse oxidativo podem naturalmente levar a oxidagéo
proteica (SHACTER, 2000). No ensaio do AOPP percebe-se, ao analisar os controles,
gue o dano a proteinas ocorreu, de forma mais acentuada em peixes que em
camundongos, porém em ambas as espécies foram notadas diferencas significativas
nas maiores concentracdes. Observados os resultados demonstrados nos ensaios de
micronucleo e cometa, esperava-se comportamento similar no AOPP. No entanto o

resultado diferente denota que o dano oxidativo a proteinas pode estar relacionado a
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outra condicdo que ndo o estresse oxidativo como o envelhecimento por exemplo
(SHACTER, 2000).

As diferencas observadas entre os tratamentos por inalacdo e gavagem
sugerem uma influéncia da farmacocinética do anestésico. Sabe-se que por via
inalatéria a absorcao se da em propor¢cao menor quando comparado ao consumo por
gavagem. Meinertz et al (1999) demonstraram tal fato em peixes anestesiados com
benzocaina, onde apds 3 minutos apenas 87% do residuo de anestésico foi detectado
em branquias de truta arco iris. Dessa forma ao estudarmos as mesmas
concentragdes para peixes e camundongos elaboramos um cenario hipotético no qual
toda concentracao de anestésico utilizado no tratamento de peixes fosse transferida
ao consumidor final (mamifero) através da alimentacdo, o que nao ocorre em vias de
fato, haja vista as diferencas metabdlicas existentes entre as espécies. Vale salientar
gue os peixes normalmente sdo anestesiados por inalacdo e o uso do tratamento por
gavagem em peixes demonstra uma hipotese de absorgéo total do anestésico pelo

animal.

Os dados apresentados em nosso estudo mostram que nas concentracdes
propostas por Cunha et al. (2010) como sendo eficazes para gerar efeitos anestésicos
em peixes, e principalmente na concentracdo dita como otima (300 pg/mL) néo
apresenta dano ao DNA tanto em peixes quanto em camundongos aumentando dessa
forma o arsenal de anestésicos de origem natural, eficaz, ndo téxicos e de baixo custo
(Tabela 5).
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Tabela 5. Anestésicos de origem natural e sintética avaliados quanto a genotoxicidade em diferentes espécies animais.

Anestésico Espécie Genotoxicidade Fonte
Micronltcleo Cometa

Lippia alba Oreochromis niloticus N&o N&o Presente estudo
Benzocaina Oreochromis niloticus - N&o Gontijo et al.,2016
MS-222 Oreochromis niloticus - N&o Barreto et al., 2007
Origanum vulgare Sparus aurata - Sim Golomazou et al., 2016
Eugenia aromatica Sparus aurata - Sim Golomazou et al., 2016
Aloysia triphylla Sparus aurata - Sim Golomazou et al., 2016
Melaleuca alternifolia Sparus aurata - N&o Golomazou et al., 2016
Juniperus communis Sparus aurata - N&o Golomazou et al., 2016
Cinnamomum zeylanicum Sparus aurata - N&o Golomazou et al., 2016
Propofol Oreochromis niloticus N&o N&o Valenca-silva et al., 2014
Lippia alba Mus musculus N&o N&o Presente estudo
Cymbopogon Martini Homo sapiens sapiens - N&o Sinha et al., 2014
Cymbopogon winterianus Homo sapiens sapiens - N&o Sinha et al., 2014
Cymbopogon citratus Homo sapiens sapiens - N&o Sinha et al., 2014
Vetiveria zizanioides Homo sapiens sapiens - N&o Sinha et al., 2014
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Org&os como a Food and Drug Administration (FDA), European Medicines
Agency (EMA) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recomendam
ensaios de genotoxicidade como requisito para a liberacédo de agentes como drogas.
A ANVISA, por exemplo, sugere duas opcdes de bateria de testes (ANVISA, 2013).
Na sua sugestao 2 a ANVISA recomenda um teste para mutacdo génica em bactéria,
como descrito por Lépez et al. (2011), e uma avaliacdo de genotoxicidade in vivo em
dois tecidos, geralmente um teste de micronicleo em células de roedores e um
segundo ensaio in vivo tal qual o ensaio cometa (OECD, 2016). Diante disso, Nn0Ssos
resultados vao de encontro ao recomendado pelas principais agéncias reguladoras
mundiais, tornando, portanto, o 6leo essencial de L. alba um excelente candidato a

anestésico para uso rotineiro em piscicultura.
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6 CONCLUSAO

Baseado nos dados apresentados que demonstraram o baixo efeito
genotdxico tanto em peixes quanto em mamiferos, principalmente na concentracédo
de 300 pg/mL, considerada ideal para atingir a anestesia em peixes, pode-se
assegurar o uso deste 6leo na piscicultura como um anestésico natural e de baixo
custo contribuindo para a melhoria da producéo evitando sofrimentos desnecessarios

e sem prejuizos para seu consumidor final, o homem.
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Articie bistary: Anthropogenic processes affesct different communities through the releass of contaminated effluents
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great ecomamic importance and is used ax 2 food resource near the coast. This study aimed to determine
the effects of copper on C poroiiefus. The fish were exposed for 30 or 60 days to treatments of 0, 13
and 26pgCul ' Genotoxic effects of copper were observed in the micronuclei, especially in individuals

Kepanrd: expased to higher concentrations. Copper exposure also had a negative =ffect on the growth of fat snook
Mistals togy imdividuals. Compared to the control group without the addition of metal, an acoumulation of metal was
Crowih abserved in the gills of exposed fish, an efect that was not found in the muscle.

Cemotoaicity ©201E Elsevier BV. All rights resenved.
Water contamination

1. Introduction et al, 2006; Oliveira et al., 2008; Gharedaashi etal, 2013) Addition-

Adquatic environments receive high loads of heavy metals daily,
including copper (Bopp et al, 2008; Buck et al, 2007 ; joyeux et al,,
2004) Because copper is a constitwent of many domestically used
products, it is found extensively in sewage, domestic wastes, and
pesticides (El Hadri et al, 2012; Balint et al, 2015; Zhang et al,,
20061 Improper disposal of such contaminants leads to copper
accumulation in both soil and water (Thang et al, 2006). Other
sources of copper contamanation include port activities that often
release waste-containing trace metals into the water, especially
when located dose to estuarine environments. This causes dam-
age to marine life and humans, in whom copper accumulation can
lead to Alzheimer's disease and other conditions (Vieira et al, 2009:
Barbosa et al., 2012; khan et al, 2013; Koupaie and Eskicioghy,
20151

At low concentrations, COpper possesses important functions in
organisms. In fish, copper is necessary for the metabalism of var-
jous mutrients and is a constituent of various erzymes involved
in antioxidant defense mechanisms [Ferrari et al, 2004; Oliveira
et al, 2008 ). However, concentrations slightly above the required
lewel lead to dysfunctions in the fish body, incuding the loss of
appetite, reduced growth, stress, and bioaccumulation (Cagnon
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ally, in ceTtain sitwations, a transition from copper 0 to copper | that
is inadequately metabolized can generate reactive oxygen species,
leading to cell damage via processes such as lipid peroxidation and
genotoxic effects [ Simonato et al., 2016)

The fat snook (Centropomus parallelus) is an estuarine fish
species [Tsuzuki ef al, 2007) that is subject to prolonged cop-
per exposure in the environment, |.'|\art1-|:u].a|']:|I in highly urbanized
areas. Therefore, to better understand the effect of subchronic
expasure to kow copper levels, it is important to study invisible
responses, such as the micronucews frequency and metal acoumu-
lation, Under subchronic exposure conditions, invisible responses
can imipair the functions of the organism (Le, fish growth); under
extreme conditions, these responses can impair the conservation
and maintenance of the species. The reduced growth caused by
tissue copper aoowmulation is particularly important due to its pop-
ulation level effects. To highlight the importance of the study of
invisible responses on this fish species, on November of 2015 the
Dioce River basin in Southeastern Brazil suffered its greatest envi-
ronmental impact due the collapse of two mining dames {Escobar,
2015), resulting in the release of high concentrations of metals,
including copper. As a result, wild C porafleles populations liv-
ing in the Doce River were chronically exposed to copper.
The present study tested the effects of prolonged exposure (30 and
50 days) to low copper concentrations on the growth parameters,
gEnatoxicity, and copper accumulation in C porallehes,
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