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RESUMO

Lippia origanoides Kunth é uma espécie vegetal da familia Verbenaceae, conhecida
popularmente como “Salvia-de-Marajo” e Alecrim-do-Campo”. Esta espécie ¢ utilizada na
medicina popular no tratamento de doencas respiratérias, distlrbios gastrointestinais ou como
antisséptico de uso topico. Apesar dos relatorios farmacologicos descritos para L.
origanoides, ndo ha evidéncia cientifica relacionada ao seu uso seguro. Assim, 0 objetivo do
presente estudo foi avaliar os possiveis efeitos toxicoldgicos do oOleo essencial de Lippia
origanoides, atraves de ensaios agudo-letais frente a Artemia salina, toxicidade aguda
determinada em camundongos Swiss albinos, e toxicidade subaguda, utilizando ratos da
linhagem Wistar como modelo experimental. Neste Gltimo, foram avaliados parametros de
comportamento e aprendizado, por meio dos testes: labirinto aquatico de Morris, labirinto em
Y, teste caixa claro-escuro e rota-rod. No bioensaio de toxicidade frente a A. salina, o 6leo
essencial de L. origanoides apresentou valores de CLso determinados em 52,4 ug mL™, sendo
considerado altamente toxico. Na avaliacdo da toxicidade aguda, a DLso, obtida por
interpolagdo semi logaritmica, foi determinada em 1.673,84 mg kg?, indicando baixa
toxicidade. Em relacdo a avaliagdo neurocomportamental em ratos, o 6éleo essencial de L.
origanoides ndo apresentou toxicidade, determinada apds avaliacdo de alteracdes
comportamentais e motoras. Assim, a partir dos resultados obtidos no presente trabalho,
podemos sugerir que o Oleo essencial de L. origanoides apresenta baixa toxicidade e nédo

causa efeitos toxicoldgicos neurocomportamentais nas doses avaliadas.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Lippia origanoides, toxicidade, comportamento animal,

A. salina.



ABSTRACT

Lippia origanoides Kunth it is a plant specie of the family Verbenaceae, popularly
known as “Salva-de-Marajo” and *“ Alecrim-do-Campo”. This specie is used in folk medicine
to treat respiratory diseases, gastrointestinal disorders or as an antiseptic topical. Despite the
pharmacological reports described for L. origanoides, there is no scientific evidence related to
their safe use. Thus, the objective of this study was to evaluate the possible toxicological
effects of essential oil Lippia origanoides, through acute lethal assays on Artemia salina,
acute toxicity determined in Swiss albino mice, and subacute toxicity using Wistar mices as a
experimental model. In the latter, were assessed behavior and learning parameters through the
tests: the Morris water maze, Y maze, light/dark box and swivel bar (rota-rod) tests. In the
bioassay toxicity in the presence of A. salina, the essential oil of L. origanoides presented
CLso values determined in 52,4 ug mL™Y being considered highly toxic. In the evaluation of
acute toxicity, the DLsp, obtained by semi-logarithmic interpolation, was determined in
1.673,84 mg kg, indicating low toxicity. Regarding neurobehavioural assessment in mice,
the essential oil of L. origanoides showed no toxicity, determined after evaluation of
behavioral and motor changes. Thus, from the results obtained in this study, we suggest that
the essential oil of L. origanoides has low toxicity and does not cause neurobehavioral

toxicological effects in the evaluated doses.

keywords: medicinal plants, Lippia origanoides, toxicity, animal behavior , A. salina
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1. INTRODUCAO GERAL

Desde a mais remota antiguidade héa registros do uso empirico de plantas medicinais
nas praticas utilizadas pelo homem no tratamento de doencas. Acertos e erros desta época
formaram uma base de conhecimentos tradicionais que a ciéncia busca certificar para validar
0 uso terapéutico. Ainda hoje, em comunidades distantes de centros urbanos, pessoas usam
plantas da flora nativa para debelar enfermidades. E nas farmécias de cidades muitos
medicamentos processados e embalados para comercio tem como base produto de origem
vegetal.

Entre outros fatores, a preferéncia na utilizacdo decorre da facilidade de obtencéo e do
baixo custo. Nas ultimas décadas, o interesse da indlstria e do mercado consumidor por
produtos naturais como plantas medicinais e respectivos produtos tem aumentado
significativamente, impulsionando estudos que buscam compostos isentos de aditivos
sintéticos, biologicamente ativos, que tenha eficiéncia terapéutica e complementem os
farmacos atuais, substituindo ou auxiliando os medicamentos convencionais (Bakkali 2008).

No Brasil, o comércio de plantas medicinais foi disseminado principalmente pela
cultura indigena em rituais de cura. Atualmente sdo comercializadas em feiras livres,
mercados publicos e lojas de produtos naturais, onde podemos encontra-las em sua forma
natural, pulverizadas ou como unguentos, entre outras. Dentre algumas alternativas, as plantas
medicinais, como produto alternativo, sdo utilizadas tanto dentro de um contexto cultural, na
medicina popular, quanto na forma de fitoterapicos, por serem fontes importantes de produtos
naturais biologicamente ativos, muitos dos quais constituem modelos para a sintese de um
grande nimero de farmacos, revelando nestes produtos, enorme diversidade em termos de
estrutura e de propriedades fisico-quimica e bioldgica (Andrade et al. 2001).

Entre os compostos de origem vegetal, destacam-se os 6leos essenciais-(OES),
misturas complexas de substancias organicas lipofilicas, de baixo peso molecular, odoriferas e
liquidas, altamente volateis, que resultam do metabolismo secundéario das plantas. Difere-se
quimicamente dos verdadeiros 0leos e gorduras pela estrutura de cadeia longa de composigéo
gliceridica, viscosidade e solubilidade parcial em &gua, sollveis em alcool e solventes
organicos, além de apresentar aroma agradavel e intenso, sendo por isso, chamados também
de esséncias (Simdes & Spitzer 2007).

Na farmacologia, os 0éleos essenciais apresentam propriedades vantajosas e
importantes se comparados a outros tipos de medicamentos, a exemplo, a sua volatilidade,

caracteristica que os tornam ideal em banhos de imerséo, nebulizagdes ou simplesmente em
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inalacBes, devido a baixo peso molecular de seus componentes, o0 que possibilita através das
vias metabdlicas, a eliminacdo rapida desses compostos no organismo (Bandoni & Czepak
2008).

Dentre as varias espécies de plantas utilizadas para fins medicinais, encontra-se a
familia boténica VVerbenaceae, caracterizada pelo potencial aromético e por apresentar géneros
ricos em Oleos essenciais. Segundo Souza & Lorenzi (2008), no Brasil a familia Verbenaceae
esta representada por aproximadamente 16 géneros e 300 espécies, onde algumas destas sdo
fortemente exploradas no setor econdémico para fins ornamentais e terapéuticos, onde busca-se
investigar os componentes bioativos dos OEs. Os géneros mais representativos da familia
Verbenaceae, sdo: Stachytarpheta, Lantana, Verbena e Lippia (Di Stasi et al. 2002).

O género Lippia compreende aproximadamente 200 espécies de ervas, arvores de
pequenos porte e arbustos encontrados na América do Sul e Central e Africa Tropical. De
todos os géneros da familia VVerbenaceae, é certamente o mais estudado quimicamente, devido
a importancia econdémica decorrente das diferentes aplicacfes dos Oleos essenciais, sendo
muitas espécies consideradas medicinais devido as suas conhecidas atividades como:
analgesica, antiinflamatoria antimicrobiana, antitérmica, sedativa, larvicida, antifungica, anti-
hipertensiva, diurética, antiviral, moluscicida, antimalérica, anticonvulsivantes, anti-
espasmadica e atividades estimulantes (Salimena 2000). No Brasil, o género Lippia é
representado por 120 espécies com ocorréncia especialmente nos campos rupestres e cerrados
e que morfologicamente apresentam semelhancas nos estagios de floracdo, apresentando
fragrancia geralmente forte e agradavel (Oliveira et al. 2006a).

A espécie Lippia origanoides, conhecida popularmente como “salva do Marajo”,
“alecrim-do-campo” e “orégano de monte”, morfologicamente é caracterizada como um
arbusto ou uma arvore pequena, ereta e ramificada, que cresce até 3m de altura. E uma
espécie oriunda da Ameérica Central e norte da América do Sul. L. origanoides é usada na
culinaria como tempero e, na medicina tradicional, é empregada empiricamente no tratamento
de doencas gastrointestinais e doencas respiratorias (resfriados, gripe, bronquite, tosse e asma)
(Vicuna et al. 2010).

Estudos constatam a eficiéncia de compostos bioativos do 6leo essencial de
L.origanoides em relacdo a atividade antimicrobiana contra diferentes bactérias e fungos
patogénicos, (Oliveira et al. 2007; Sarrazin et al. 2015) efeito acaricida dos extratos
etandlicos de L. origanoides contra acaros Tetranychus cinnabarinus (Sivira et al. 2011), acdo
repelente contra mosquitos Tribolium castaneum e Sitophilus zeamais (Caballero-Gallardo et

al. 2012). Além de, apresentar efeito antiviral sobre o virus da dengue e febre amarela
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(Menezes et al. 2009), efeito inibitorio frente & Tripanossoma cruzi e Leishmania chagasi
(Escobar et al. 2010), efeito inibitorio sobre Mycobacterium tuberculosis (Bueno-Sanchez et
al. 2009), forte atividade antioxidante (Acevedo et al. 2007) e atividade antigenotoxica contra
danos ao DNA (Vicufa et al. 2010). Carvalho et al. (2013), através de modelo experimental
in vitro, avaliaram o efeito vasorrelaxante induzido pelo extrato etandlico das folhas da L.
origanoides em artéria mesentérica de ratos e concluiram que o extrato apresenta efeito
vasorrelaxante dependente do endotélio vascular.

As observagdes populares sobre o uso de plantas medicinais séo relevantes para a
ciéncia, uma vez que contribuem para a divulgacdo da eficiéncia terapéutica dos vegetais,
indicado com frequéncia devido aos efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem
seus constituintes quimicos conhecidos. Assim, 0s usuarios de plantas medicinais de todo o
mundo mantém em voga a pratica do consumo de fitoterapicos, tornando validas informacdes
terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos (Maciel et al. 2002).

Por outro lado, a utilizagdo inadequada das plantas da flora nativa sem nenhuma
comprovacao de suas propriedades farmacologicas, podem levar a sérios problemas de saude,
como efeitos tdxicos, reacbes alérgicas ou mesmo o aparecimento de algumas doencas.
Mesmo que o uso para fins terapéuticos seja bastante difundido, ainda se desconhece o
potencial toxicolégico de muito desses compostos, muitas vezes negligenciado pela medicina
popular em virtude da falsa ideia de que esses produtos possam ser inécuos (Toledo et al.
2003).

Segundo dados do Sistema Nacional de Informacdes Toéxico-Farmacoldgicas-
SINITOX, no periodo de 2004 e 2008, apontaram ocorréncia de 8.501 casos de intoxicacao
por ingestdo de partes de plantas no Brasil. Destas intoxicagOes, 12,4% estavam relacionadas
a circunstancias intencionais em que a vitima buscava propriedades farmacolégicas da planta.
No Rio de Janeiro, no mesmo periodo, foram registradas 415 intoxicacfes, em que 12%
relacionados as mesmas circunstancias intencionais (Sinitox 2010).

Aliado a isso, em virtude do aumento do numero de doencas neurodegenerativas,
muito conhecimento foi produzido em pesquisas sobre a toxidade de plantas medicinais,
especialmente relativo a dosagens, particularmente a neurotoxicidade. A neurotoxicidade é
induzida por cetonas, as quais provocam episodios epileptiformes e tetaniformes e ainda
distdrbios psiquicos alterando na estrutura e/ou no funcionamento do sistema nervoso central
ou periférico. Assim, o potencial neurotdxico de algum constituinte ativo das plantas pode ser
determinado a partir de modificagdes qualitativas ou quantitativas das células do sistema

nervoso e de componentes enddgenos apos a exposicdo como, por exemplo, a reducdo de
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sistemas enzimaéticos de defesa antioxidantes ou a promocao da sintese de radicais livres,
inducéo de apoptose neuronal (Slikker Jr & Bowyer 2005). A avaliagdo neurotoxica de uma
substancia também pode ser determinada através de experimentos in vivo, dos quais se
destacam os testes sensoriais, de funcdo motora, neurocomportamentais e cognitivos, uma vez
que as modificacbes de comportamento animal podem estar relacionadas com lesdes
neuroldgicas ou alteracdes patoldgicas e bioquimicas (Araujo 2013).

Os trabalhos citados na literatura, com plantas do género Lippia, na area de quimica,
abordam a similaridade de composicdo quimica consistente em alguns compostos,
principalmente os monoterpenos oxigenados: carvacrol e timol. Porém, informagdes sobre
efeitos colaterais, reac@es adversas ou limites de doses que representam um risco para a salde
humana, oriundos de compostos presentes em Lippia origanoides, ainda sdo bastante escassos
(Stashenko et al. 2010).

Nesse contexto, considerando o potencial bioldgico desta espécie vegetal, bem como
a incipiéncia de estudos que avaliem o0s principios ativos e investiguem atividades
farmacoldgicas e toxicoldgicas, o presente estudo buscou avaliar a toxicidade oral aguda, bem
como os efeitos toxicologicos neurocomportamentais ap0s exposi¢do subaguda do Oleo
essencial de Lippia origanoides em ensaios laboratoriais no intuito de dimensionar a
toxicidade deste 6leo essencial, uma vez que a avaliacdo da agdo toxica de plantas medicinais

é indispensavel para considerar um tratamento seguro.

2. REVISAO LITERARIA

2.1. Plantas Medicinais

Plantas medicinais sdo todas as espécies vegetais que possuem em sua cOmposicao
substancias sintetizadas de forma natural a partir de sua matéria prima basica (agua e
nutrientes), podendo atuar em um organismo animal, apresentando atividades biologicas
capazes de produzir um ou mais principios ativos Uteis a salde, promovendo cura ou
atenuando os sintomas de uma enfermidade.

Segundo relatos, os povos pré-historicos tiveram os primeiros conhecimentos sobre
as plantas medicinais, todavia, os primeiros a catalogar foram os chineses, egipcios, indus e
gregos, que as classificavam segundo a cor, forma, sabor e aroma e, posteriormente, foram

desenvolvendo sistemas de terapéuticas que faziam uma relacéo e interacdo que combinavam
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elementos empiricos, racionais, religiosos e méagicos. Assim, as plantas ao longo das geracdes
foram manipuladas e utilizadas para as mais diversas finalidades terapéuticas, gerando um
vasto conhecimento tradicional (Lima 2006).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 88% da populacdo de
paises em desenvolvimento, como por exemplo, o Brasil, faz uso de medicina & base de
extratos de plantas, visto que, em relacdo a drogas sintéticas, drogas de origem vegetal sdo
mais toleradas pelo organismo, sdo mais acessiveis do ponto de vista econémico e
consequentemente favorecem um ndmero maior de pacientes (OMS 2002; Sarrazin et al.
2012).

Nesse sentido, em sua estratégia global sobre medicina tradicional e medicina
complementar para os periodos de 2002-2005, a OMS refor¢cou compromissos e estabeleceu
metas, como: desenvolver politicas nacionais de avaliacdo e regulacdo da pratica da Medicina
Tradicional/Medicina Complementar e Alternativa-MT/MCA, com o objetivo de inseri-las no
sistema oficial de satde dos seus 191 estados-membros; criacdo de uma base de evidéncias
mais forte para a qualidade, eficicia e seguranca dos produtos e praticas da MT/MCA,;
certificar-se sobre a disponibilidade e acessibilidade da MT/MCA, incluindo ervas medicinais
essenciais; promover o uso terapéutico solido da MT/MCA, por provedores e consumidores; e
por fim, documentar a medicina tradicional e seus remédios (OMS 2002).

No Brasil, 0 nimero de espécies vegetais utilizadas sob a forma de extratos brutos no
tratamento de doencas é bastante significativo, aproximadamente 91,9% da populacdo faz uso
de alguma planta medicinal, sendo que 41,6% realiza o cultivo das espécies na propria
residéncia. Para isto, um conjunto de resolucGes e portarias delineia 0s instrumentos
necessarios a implantacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, a
exemplo, da Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satide-
SUS (Brasil, 2009) e o Anexo | da Resoluc¢édo da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria-ANVISA n°10, que apresenta dados de nomenclatura, posologia, parte
utilizada, modo de usar, vias, indica¢des e contraindicacdes de uso e efeitos adversos, para 66
espécies de plantas medicinais utilizadas na preparacdo de drogas vegetais pela empresa
fabricante (Ethur et al. 2011).

O uso terapéutico de plantas medicinais envolve vérias etapas que vdo desde o
cultivo até a administracdo. Neste sentido, a Etnofarmacologia, através de observagdes nas
areas multidisciplinares, como: quimica, bioquimica, botanica, farmacologia e antropologia,

enriquecem o0s conhecimentos sobre a vasta flora do planeta resgatando informagdes valiosas
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para a descoberta de substancias biologicamente ativas e fornecendo pistas sobre substancias
potencialmente Uteis no desenvolvimento de novos farmacos (Fabricant & Farnsworth 2001).

Nesse contexto, destaca-se a familia botanica Verbenaceae, pertencente a ordem
Lamiales produtoras de OEs, cujas propriedades bioldgicas vém sendo comprovadas
cientificamente para diferentes fins terapéuticos e usadas na medicina popular para o
tratamento de resfriados, gripes, tosse e bronquites (Judd 2009).

2.2. Familia Verbenaceae

A familia Verbenaceae foi criada com o que se conhecia por Verbenoideae,
subfamilia de Lamiaceae, e foi caracterizada pela abundancia de tricomas glandulares em
Orgdos vegetativos e reprodutivos, sendo tais glandulas os principais sitios de sintese e
acumulo dos metabolitos que conferem caracteristicas medicinal e/ou aromatica a essas
plantas. Segundo Angiosperm Philogeny Group-APG IIl, esta familia, compreende 36
géneros e cerca de 1000 espécies e estdo distribuidas nas regides tropicais e temperadas do
planeta, incluindo ervas, arbustos e menos frequentemente arvores ou lianas. No Brasil, a
familia Verbenaceae encontra-se representada por 16 géneros e cerca de 300 espécies, sendo
0S géneros Lippia L. e Stachytarpheta Vahl. muito comuns nos cerrados e campos rupestres
(Souza & Lorenzi 2008; Judd et al. 2009).

Algumas espécies de Verbenaceae possuem um elevado potencial ornamental, onde
sdo cultivadas e aproveitadas no paisagismo e na decoracdo natural de muitos ambientes, tais
como aquelas pertencentes aos géneros Lantana, Duranta e Verbena. Ainda, diversas plantas
dessa familia possuem propriedades aromaticas, muito utilizadas na elaboracdo de produtos
de higiene pessoal, como as dos géneros Lippia, Lantana e Aloysia. Em adicdo, muitas
espécies possuem grande importancia medicinal, tais como aquelas pertencentes aos géneros
Stachyparpheta, Verbena e Lippia, sendo amplamente utilizadas pela industria de farmacos e
na medicina popular na busca dos componentes bioativos de seus OEs (Pascual et al. 2001,
Souza & Lorenzi 2008; Judd et al. 2009).

2.2.1 Género Lippia

O género Lippia apresenta ampla distribuicdo geografica, compreendendo cerca de
240 espécies, entre ervas, arbustos e arvores de pequeno porte, sendo considerado o maior

género dentre a familia Verbenaceae, (Pascual et al. 2001; Aguiar & Costa 2005). Os maiores
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centros de disperséo estdo localizados na América Central, América do Sul e em territorios da
Africa tropical. No entanto, os principais centros de diversidade especifica do género Lippia
estdo localizados no México e Brasil, onde neste Ultimo, o maior nimero de espécies se
encontra na Cadeia do Espinhaco, localizada nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goias
(Gomes, Nogueira & Moraes 2011).

Morfologicamente o género Lippia é caracterizado por inflorescéncias em forma de
capitulos, normalmente axilares, com flores de calice bilobado e fruto seco separado em duas
unidades (O “Leary et al. 2012). As propriedades medicinais e aromaticas das especies de
Lippia sdo atribuidas a seus compostos secundarios que sdo produzidos por tricomas
glandulares presentes em seus 6rgaos vegetativos e reprodutivos (Pascual et al. 2001).

Na medicina popular, folhas de algumas espécies deste género sdo utilizadas como
infusdo contra estados de excitacdo, hipertensdo, nauseas, e como Xxarope contra tosse e
bronquite (Di Stasi et al. 2002). Além do proeminente uso medicinal, espécies de Lippia sdo
utilizadas como tempero para as preparagdes alimenticias ou usadas tradicionalmente contra
doencas gastrointestinais e respiratdrias (Pascual et al. 2001).

Vaérias pesquisas tém sido realizadas no intuito de validar o potencial medicinal
dessas espécies. Tais estudos demonstram que o0s 6leos essenciais produzidos por espécies
deste género apresentam propriedades antibacteriana, analgésica, antiviral, antioxidante,
acaricida, anti-inflamatdria e alopatica, (Stashenko et al. 2010).

Entre as espécies de Lippia com potencial econébmico e medicinal reconhecido,
Lippia alba é bastante estudada sob os pontos de vista quimico, etnofarmacoldgico e
estrutural (Pascual et al. 2001; Oliveira et al. 2006). Esta espécie é popularmente conhecida
como erva-cidreira brasileira ou melissa, sendo utilizada em forma de ch&s, macerados e
banhos para inimeras finalidades, além de apresentar atividade antifingica, bactericida e
analgésica comprovada (Pascual et al. 2001).

Alguns estudos apontam que a composicao quimica do 6leo essencial de espécies do
género Lippia é bastante variavel, podendo ser monoterpeno dominante (Sarrazin et al. 2012)
ou sesquiterpeno dominante (Silva et al. 2010). Segundo pesquisas, variagdes na composi¢éo
guimica de 6leos essenciais podem ocorrer dentro da mesma espécie, de acordo com fatores
que vao desde as especificidades do local onde a planta se encontra, método utilizado para a
obtencédo do produto ou fatores ambientais no momento da coleta (Zoghbi et al. 2002).

Devido ao alto potencial aromatico, a composi¢do quimica do Oleo essencial de
inlmeras espécies pertencentes ao género Lippia foram investigadas por meio de

cromatografia gasosa com detector de massas (CG/EM) e com detector por ionizagdo de
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chama (CG/DIC). Os estudos apontaram que os compostos mais frequentes presentes no OE
do género Lippia sdo: limoneno, p-cariofileno, p-cimeno, linalol, a-pineno e timol. Em razéo
da variabilidade na composicdo dos OEs, algumas espécies foram separadas em quimiotipos.
A exemplo da espécie L. alba (Mill.) N.E. Brown, com os quimiotipos citral e carvona, além
de outros (Gomes, Nogueira & Moraes 2011).

Extratos e dleos essenciais obtidos de Lippia spp. tém sido amplamente testados
cientificamente, devido ao potencial dos principios bioativos, porém, do ponto de vista
farmacoldgico, ainda se conhece pouco acerca da constituicdo quimica desta espécie (Pascual
et al. 2001). Dentre estas, destaca-se a espécie Lippia origanoides Kunth, que apesar de
bastante utilizada na medicina popular, tem seu potencial biol6gico pouco explorado, podendo
ser uma especie que viabilize materiais promissores para o isolamento de novas substancias

quimicas com diferentes potenciais, principalmente farmacologicos.

2.2.2 Lippia origanoides Kunth.

Lippia origanoides (Figura 1) é um arbusto aromatico, ereto e ramificado, que cresce
até 3 metros de altura, nativa do Cerrado brasileiro, encontrada geralmente em ambientes
secos, onde 0s solos sdo rasos, pedregosos e pobres em matéria organica e possui
denominacdes populares como, “salva do Maraj6”, “alecrim-do-campo” e “orégano de
monte”. Morfologicamente a espécie é caracterizada pela presenga de folhas pecioladas,
ovaladas e flores zigomorfas brancas, pequenas e pediculadas (em média 4 mm de tamanho)
reunidas em inflorescéncia espiciformes axilares com bracteas verdes persistentes, alem de
apresentar um elevado rendimento de frutos secos tipo pireno e sementes por planta (Suarez et
al. 2008).

A espécie € utilizada como tempero na preparacdo de alimentos e, na medicina
popular, folhas e flores sdo utilizadas no tratamento de doencas respiratérias e
gastrointestinais, bem como para alivio de cdlicas uterinas, infecgdes vaginais, desordens
menstruais, febre, ou como antisséptico geral para infecgdes de boca, garganta e limpeza de
feridas (Pascual et al. 2001).
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Figura 1- Lippia origanoides Kunth (a). Detalhe da inflorescéncia (b). Foto: Sandra Sarrazin

A primeira abordagem sobre L. origanoides foi realizada por Morais et al. (1972),
onde relata-se que a semelhanga olfativa com o “orégano” foi tdo sugestiva que inspirou este
nome aos botanicos Humboldt, Bonpland e Kunth (H.B.K). Os doutores Samuel Ribeiro dos
Santos e Alacides d’Andrea Pinto, na oportunidade de uma viagem feita a Amaz0nia,
obtiveram a erva no Mercado do Ver-0-Peso, Belém (Pard), onde é conhecida e usada na
culinaria local com o nome de “alecrim d’Angola”. Apds o cultivo, e florescimento da erva
adquirida em canteiros do Instituto Agrondmico de Campinas, foi possivel classifica-la como
“Lippia origanoides H.B.K (Verbenaceae).

Ao longo dos anos, diversos estudos foram realizados para esta espécie, focando a
composicdo quimica e as atividades antimicrobiana (Oliveira et al. 2007; Sarrazin et al. 2015),
acaricida, antiviral, antioxidante e anti-inflamatdria (Veras et al. 2013, Sarrazin et al. 2015)
do 6leo essencial extraido de suas folhas.

De acordo com Stashenko et al. (2010), em grande parte desses trabalhos, diferentes
quimiotipos sdo relatados, contudo, normalmente 0s compostos majoritarios sdo p-cimeno,

timol e carvacrol, representando a importante variagao fitoquimica de L.origanoides.



20
2.3 Metabolismo Secundario

Diferente de vida animal, plantas sdo fixas em seu habitat e em sua defesa
desenvolveram mecanismos proprios exclusivos tais como: espinhos e tricomas urticantes,
substancias repelentes e quimiotoxicas inibidoras aos predadores, resisténcia mecénica e
quimica a oscilages climaticas etc. Entre estes as substancias resultantes do metabolismo
secundario estdo os Oleos essenciais com propriedades aromaticas presentes em algumas
plantas como nas espécies de Lippia.

Por muitos anos, acreditou-se que os metabolitos secundarios eram produzidos sem
uma funcdo especifica, caracterizadas como o resultado de algum erro metabdlico, super-
expressao proteica, ou produtos de excrecdo, servindo como uma forma de desintoxicacdo das
plantas. No entanto, a partir da década de 1950, com o avanc¢o do conhecimento e descoberta
de novos metabdlitos, ficou evidente o papel essencial dessas substancias na planta (Taiz &
Zeiger 2009).

Os produtos secundarios tém um papel importante na adaptacdo das plantas aos seus
ambientes, pois contribuem para que as espécies vegetais tenham uma boa interacdo com 0s
diferentes ecossistemas, dessa forma aumentam a probabilidade de sobrevivéncia de uma
espécie. Essas moléculas também apresentam diversas atividades bioldgicas, como,
antibidticos antifungicos e antivirais protegendo a planta dos patogenos, e também
apresentando atividades antigerminativas ou tdéxicas para outras plantas. Assim, esses
metabolitos, podem ser definidos como substancia de baixo peso molecular, geralmente
produzidas em pequenas quantidades, apresentando estrutura quimica variada e composi¢cdo
bastante complexa (Li et al. 2012).

Os metabolitos secundarios como Gleos essenciais ndo participam dos processos de
formacdo do protoplasto e geracdo de energia, ndo apresentam ocorréncia universal, exibem
ampla diversidade estrutural e muitos sdo mediadores em processo de interacdo das plantas
com o ambiente responsaveis por funcbes nem sempre bem definidas, mas nem por isso

menos importante (Taiz & Zeiger 2009).

2.4. Oleos essenciais

Os oleos essenciais sdo provenientes do metabolismo secundario das plantas.
Quimicamente sdo caracterizados como misturas complexas de compostos de baixo peso

molecular, sendo alguns altamente volateis, capazes de gerar sabores e/ou aromas.
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Comumente apresentam cor e aspecto semelhante, porém, por apresentam na sua constituicdo
substancias instaveis, isso pode aumentar a probabilidade de sofrerem modificacdes nas
caracteristicas fisico-quimicas, odores e composicdo quimica. Podem ser sintetizados em
diferentes 6rgdos vegetais, tais como frutos, flores, cascas e raizes, e armazenados em
estruturas especializadas como tricomas glandulares, bolsas e canais secretores. Dentro de um
mesmo espécime, a composicdo quimica dos 6leos essenciais pode variar de acordo com o
lugar ou parte da planta o 6rgdo onde € produzido. Existem outros fatores como, condigdes
climaticas e do solo, época da coleta, estdgio de desenvolvimento da planta, que podem
também provocar varia¢des na sua composicdo (Simdes & Spitzer 2003).

Na natureza, os 6leos essenciais desempenham um papel importante na protecdo de
plantas, atuando como agentes antibacterianos, antifungicos, inseticidas e também contra
herbivoros, reduzindo-lhes o apetite por tal planta. Podem também atuar na atracdo de insetos
e outros agentes fecundantes que favorecem a dispersdo de pdlen e sementes, ou mesmo para
repelir outros insetos indesejaveis. Além disso, atuam como inibidores de germinacdo
(alopatia), e no controle da perda de agua e regulacdo da temperatura (Huet 1991).

Devido as varias aplicaces dos OEs, diferentes estudos sdo voltados a procura por
substancias biologicamente ativas e eficazes. Outro aspecto importante é que, por serem
naturais e biodegradaveis, geralmente apresentam baixa toxicidade aos mamiferos, além de
poderem atuar sobre varias moléculas-alvo ao mesmo tempo, quando comparado a farmacos
sintéticos, tornando-se substancias chaves para a pesquisa de novos medicamentos
(Figueiredo et al. 2008).

Nas diferentes &reas da indUstria, os Oleos essenciais sdo utilizados como
flavorizantes, fornecendo aromas especiais a produtos como perfumes, sabonetes,
condimentos, cosméticos e doces ou ainda serem utilizados farmacologicamente para fins
medicinais. As principais atividades terapéuticas estudadas sdo: atividade antimicrobiana,
nomeadamente antibacteriana, antifingica e antiviral, uma vez que o0s 6leos essenciais
apresentam o potencial de inibicdo no crescimento de bactérias, fungos e até de virus (Cunha
et al. 2012). Apresentam também potencial anti-inflamatério, estando intimamente ligado a
atividade antioxidante, pois caracterizam-se também pela inibicdo da libertacdo de
mediadores quimicos da inflamacdo, como por exemplo, citoquinas, prostaglandinas,
leucotrienos, etc (Lima et al. 2013). O potencial ansiolitico e antidepressivo esta relacionado
com seus efeitos calmantes e relaxantes em aromaterapia, diminuindo estados de ansiedade.
Outros podem ainda apresentar potencial antinociceptivo e anticarcinogénico, sendo este

ultimo atribuido aos seus diferentes compostos, tais como, carvacrol, limoneno, mentol, etc
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(Cunha & Roque 2013).

Apesar da grande quantidade dos componentes dos 6leos essenciais, todos derivam
do metabolismo secundéario das plantas, a partir da glicose, e divididos unicamente em dois
grupos de origem biossintética distinta, o grupo dos terpendides sintetizados no citoplasma
pela rota do &cido meval6nico ou pela via plastidica do metileritritol fosfato (MEP), e
fenilpropanoides derivadas biossinteticamente do acido chiquimico. Além disso, sdo
acrescidos de moléculas menores, com fungdes organicas distintas, a exemplo: fendis, éteres,
ésteres, alcoois simples e terpénicos, cetonas, aldeidos, furanos, acidos organicos, oxidos e

peroxidos, e esporadicamente compostos como enxofre ou nitrogénio. (Bakkali et al. 2008).

2.4.1 Métodos de Extracao

A extracdo de OEs pode ser realizada através de varios métodos, porém a técnica a
ser utilizada varia conforme a localizagdo do 6leo voléatil na planta e a proposta de utilizac&o.
Os processos de extracdo estdo cada vez mais aperfeicoados e permitem a obtencdo de OEs
com pureza e composicado desejada (Simdes et al. 2007). Dentre os principais métodos de
extracdo tém-se: arraste a vapor, hidrodestilacdo, prensagem a frio do pericarpo de frutos
citricos, extracdo por fluidos supercriticos, extracdo por solventes, e a enfleurage, utilizada
geralmente para extrair esséncias de flores, usada principalmente pela inddstria de perfumes
(Bakkali et al. 2008).

A extracao por arraste /a vapor é o processo mais simples, mais seguro e mais antigo
utilizado. O método é uma destilacdo de dois liquidos imisciveis, e consiste basicamente em
vaporizar cada um dos componentes em temperaturas inferiores a de ebulicdo, por efeito de
uma corrente direta de vapor, que posteriormente sdo conduzidos a um condensador onde
voltam ao estado liquido, sendo recolhidas em um separador. Dentre as vantagens da extracdo
de 6leos essenciais por arraste a vapor, encontram-se 0 baixo custo do vapor de agua, 0
material ndo sofre reaquecimento e nédo se precisa de equipamentos sofisticados (Bandoni &
Czepack 2008).

O processo de extracdo por hidrodestilacdo € o método de referéncia utilizado para
posterior analise dos 6leos essenciais. Nesta técnica sdo utilizados aparelhos tipo Clevenger,
acoplados a baldes de vidro, onde é inserida a amostra vegetal para extracdo do OE, que
posteriormente é imersa em agua destilada. Apds a fervura da agua contida no baldo, o vapor
contendo 0os compostos volateis é arrastado até o condensador onde o 6leo essencial e 0 vapor

condensam e se separam por densidade. A desvantagem deste meétodo € que, devido ao
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aquecimento prolongado, 0s componentes presentes na mistura sdo sujeitos a degradacdo por
hidrélise ou polimerizacdo, solubilidade parcial das substancias oxigenadas, implicando
diretamente na qualidade do oOleo essencial e consequentemente em seu potencial biologico
(Bandoni 2003). A extracdo prensagem a frio € o método usado para obter 6leo essencial de
frutos citricos como por exemplo, a bergamota, o liméo, a grapefruit e a laranja. O método
consiste em colocar os frutos inteiros diretamente em uma prensa e deles é extraido tanto o
0leo essencial quanto o suco. Posteriormente, o 6leo é separado da emulsdo formada com a
agua através de decantacdo, centrifugacdo ou destilacdo fracionada (Simdes et al. 2003).

O método de extracdo com fluidos supercriticos utiliza as propriedades desses
compostos para facilitar a extracdo de substancias organicas de amostras sdélidas.
Caracterizados pela alta densidade, baixa viscosidade e baixa tensdo superficial, conseguem
penetrar e se difundir melhor na matriz da amostra, resultando em melhores rendimentos nas
extracdes, além de conservar as caracteristicas organolépticas naturais dos OEs, e evitar a
degradacéo térmica (Mitra 2003).

A extracdo por enfleurage € um método que consiste na deposicdo das pétalas a
temperatura ambiente sobre uma camada de gordura durante certo periodo de tempo,
posteriormente, as pétalas esgotadas sdo substituidas por novas até a saturacao total, quando a
gordura é tratada com alcool. Na extracdo por solventes as plantas sdo imersas em solvente
quimico adequado como: a acetona, hexano ou outros derivados de petroleo, e a separacdo
realiza-se quimicamente, pela destilacdo em temperaturas especificas, que causam somente a

condensacéo do 6leo e ndo dos solventes (Bandoni 2003).

2.5. Toxicidade dos 6leos essenciais

Toxidade é a propriedade potencial de uma determinada substancia quimica de
instalar um estado patoldgico em consequéncia de sua introducdo ou interagdo com o
organismo (Oga 2008). A toxicidade de plantas medicinais constitui hoje um problema sério
de saude publica devido ao seu disseminado uso terapéutico. Com o advento do conceito de
“natural”, as plantas medicinais passaram a ser sindbnimo de produtos seguros, saudaveis e
benéficos, isentos de substancias quimicas, impossivel de desencadear reacfes toxicas ou
adversas (Madalosso 2011).

Por outro lado, na literatura cientifica sdo encontrados relatos de sobre efeitos toxicos
de substancias presentes em plantas, incluindo 6leos essenciais ou seus componentes

quimicos isolados. Pode-se citar como exemplo o efeito hepatotoxico ocasionado por apiol,
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safrol, lignanas e alcaloides pirrolizidinicos; acdo tdxica renal, decorrentes de espécies
vegetais que contém terpenos e saponinas; alguns tipos de dermatites, causadas por espécies
ricas em lactonas, sesquiterpénicas e furanocumarinas. Além disso, diversas substancias
isoladas de plantas consideradas medicinais possuem atividade citotoxica ou genotoxica e

mostram relacdo com a incidéncia de tumores (Veiga Junior et al. 2005).

Nesse sentido, uso de plantas com finalidade terapéutica, bem como de seus
subprodutos, tais como 0leos essenciais, exige a avaliacdo de parametros como a atividade
bioldgica e principalmente a sua toxicidade (Calixto 2005). Segundo a legislacdo brasileira
para registro de medicamentos fitoterapicos, os testes de toxicidade pré-clinica exigidos séo
estipulados pelo “Guia para a realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos”.
Dentre outros, neste documento, constam 0s ensaios de toxicidade aguda e o de doses
repetidas (longa durag&o), que devem ser realizados quando h& indicacéo de uso continuo ou
prolongado em humanos (Brasil 2010). Além disso, em 2013 foi publicado o “Guia para a
conducédo de estudos ndo clinicos de toxicologia e seguranca farmacoldgica necessarios ao
desenvolvimento de medicamentos”, pela Geréncia de Avaliagcdo de Seguranga e Eficacia —
GESEF da ANVISA. Assim, para que os recursos oriundos da medicina popular possam ser
adequadamente incorporados a medicina cientifica, torna-se imprescindivel a avaliacdo de

eficacia e seguranca destes produtos.

2.5.1 Métodos Uteis na avaliacdo da toxicidade de produtos naturais

Para as varias técnicas existentes no monitoramento da bioatividade de extratos
vegetais, 6leos essenciais ou seus compostos isolados, existem uma série de bioensaios que
podem ser realizados, utilizando como modelo experimental: microrganismos, animais de
laboratdrio ou seres humanos. Esses ensaios visam classificar a toxicidade de uma ou mais
substancias quimicas. O primeiro tipo de teste toxicologico a que sdo submetidos os
compostos é de agudo-letal, que consiste de uma analise apds curta exposic¢do (24h — 48h) do
composto com o organismo bioindicador. Dentre estes, encontra-se o0 bioensaio de toxicidade
frente a Artemia salina, uma espécie de microcrustaceo da ordem Anostraca, encontrado em
aguas salgadas, comumente utilizado como alimentos para peixes. O bioensaio de toxicidade
com Artemia salina é em geral simples, rapido, sensivel e barato, e requer pequena quantidade
de amostra, 0 que favorece a sua utilizagéo rotineira em diversos estudos. O bioensaio permite

estimar a avaliacdo da toxicidade de extratos ou 0leos essenciais, através da determinacéo da
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concentracdo letal (CLso-Concentracdo Letal que causa mortalidade de 50% dos individuos)
da fragdo ou componentes ativos frente a um organismo marinho (Barosa et al. 2003).

Outra forma de avaliar a toxicidade de plantas medicinais, ou seus 6leos essenciais, €
através da administracdo oral da amostra em estudo, utilizando animais de laboratério como
modelos experimentais. Desta maneira € possivel avaliar a toxicidade aguda, subaguda e
subcrénica de doses pré-determinadas. A toxicidade oral aguda é utilizada para avaliar a
toxicidade produzida por uma substancia teste quando esta é administrada em uma ou mais
doses, durante um periodo nédo superior a 24 horas, seguido de observacao dos animais por 14
dias apds a administracdo, provocando geralmente uma elevada mortalidade. A avaliacdo da
toxicidade aguda também tem por objetivo caracterizar a relacdo dose/resposta que determina
estatisticamente a DLso (dose letal mediana), (dose que mata 50% da populagdo em estudo), a
partir de estudos com grupos de animais expostos a doses crescentes da substancia em estudo
(OECD 2001). A toxidade subaguda analisa a exposicdo repetida a uma determinada
substancia quimica em um organismo, por um periodo de um més ou menos, 0 que
dependendo do seu grau de exposicdo, pode levar a toxidade sistémica do organismo
(Klaassen & Watkins 2012), podendo ser identificada através da diminuicdo do peso corporal
dos animais e por alteracbes no consumo de &gua e racdo, e/ou através de sinais
comportamentais como prostracdo, apatia e a presenca de pelos ericados. A toxicidade
subcrénica tem como objetivo analisar e caracterizar todos os efeitos provocados por uma
determinada substancia quando administrada diariamente a animais experimentais, em doses
previamente estabelecidas por periodos prolongados, geralmente a exposicGes que variam de
1 a 3 meses em roedores, e um ano para animais de grande porte (Valadares 2006).

Trabalhos relacionando a efeitos téxicos ao uso de plantas medicinais e
medicamentos fitoterapicos vém crescendo gradativamente, especificamente aqueles voltados
para avaliacdo da neurotoxicidade, cujos efeitos adversos recaem sobre o sistema neural que,
quando exposto a xenobioticos neurotoxicos, desencadeiam alteracBes comportamentais,

morfoldgicas e fisiologicas.

2.5.2 Bioensaio da toxicidade frente a Artemia salina

Artemia salina é um microcrustaceo da ordem Anostraca (sem carapaga), possui
quatro estagios de desenvolvimento: ovo, nauplio, metanauplio e adulto, habitando lagos de
agua salgada e salinas de todo o mundo. Apresentam alguns mecanismos de adaptacdo tais

como a osmorregulacdo, a presenca de pigmentos respiratorios que as tornam cosmopolitas, e
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a disponibilidade de alternativas reprodutivas que facilitam a disperséo e a perpetuagéo dessa
espécie. A. salina é muito utilizada como bioindicador em ensaios laboratoriais, em fungéo da
sua facilidade de manipulacéo e do seu baixo custo econémico.

A analise toxicoldgica frente a A. salina € um bioensaio preliminar, desenvolvido para
determinar valores de concentracio letal média (ClLso), em pg mL?, da fragdo ou
componentes ativos frente a um organismo marinho. Para isto, o teste verifica a relagéo entre
a taxa de sobrevivéncia das larvas em relacdo a concentracdo da substancia (amostra) a ser
misturada na dgua de controle (solucdo de agua do mar sintética) (Parra et al., 2001).

Para Meyer, et al. (1982), h4 uma relacdo entre a toxicidade e a concentracdo letal
mediana (CLso), de extratos vegetais sobre a A. salina, visto que, quando sdo encontrados
valores de CLsomaiores que 1000 pg mL™ e ndo é observada a morte de mais de 50% de uma
populacdo, estes extratos ndo sdo considerados toxicos. Na realizacdo dos ensaios
laboratoriais, € necessario que as larvas de A. salina sejam mantidas sob as condi¢des 6timas
de crescimento, com temperatura entre 25 e 35°C, salinidade aproximada de 3,2% e pH
ligeiramente alcalino, em torno de 8,0, para resultados mais confiaveis.

O teste de letalidade com A. salina tem sido usado como um método preliminar e
valioso para o estabelecimento de toxicidade geral, no entanto, alguns autores afirmam que
ndo existe nenhuma correlacdo entre o bioensaio com A. salina e os efeitos toxicol6gicos em
um animal inteiro, embora na literatura, trabalhos ja realizados correlacionam 0s ensaios de
toxicidade a esta espécie com outras 25 atividades bioldgicas, tais como, antifungica, antiviral,
antimicrobiana, parasiticida, antitumoral, tripanossomicida, dentre outras (Pimenta et al.,
2003)

2.5.3 Neurotoxicidade e testes comportamentais

De acordo com o Comité Interinstitucional de Neurotoxicologia, a neurotoxicidade é
caracterizada por efeitos adversos sobre a estrutura ou fungdo do Sistema Nervoso Central
(SNC) ou Sistema Nervoso Periférico (SNP), causados por agentes biologicos, quimicos ou
fisicos, considerado um dos eventos toxicologicos mais graves, pois 0s danos gerados, até
mesmo a um pequeno ndmero de neur6nios, podem desencadear profundas consequéncias
para 0 desempenho global do organismo (Ushakova et al. 1995), os quais podem ser
reversiveis ou permanentes e resultar de agdes diretas ou indiretas sobre o sistema nervoso
( Slikker Jr & Bowyer 2005)
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O sistema nervoso € considerado complexo por conter uma série de mecanismos
desencadeadores de quadro de lesbes de tecidos por toxicidade. O sistema limbico € umas das
areas mais afetadas no sistema nervoso por substancias tdxicas, neste encontra-se 0
hipocampo, onde a regido dorsal esta relacionada aos processos de aprendizagem espacial e
memdria e a regido ventral tem papel principal no comportamento relacionado a ansiedade.
Outra regido frequentemente afetada pela acdo de substancias tdxicas é o cerebelo, area do
SNC relacionada com coordenacdo motora, equilibrio, além de funcBes cognitivas e sensoriais
(Murdoch 2010).

Alguns testes sdo realizados no intuito de avaliar a acdo neurotdxica de um
determinado composto, podendo ser tanto em testes in vitro, empregando culturas de células
neuronais de diferentes regides do cérebro, como por experimentos in vivo, dos quais se
destacam os testes sensoriais, de fun¢do motora, neurocomportamentais e cognitivos, uma vez
que, as modificacdes de comportamento animal podem estar associadas a lesdes neuroldgicas
ou alteracGes patoldgicas e bioquimicas. Essas informacdes, mediante avaliacdo por meio da
curva dose-resposta, podem ser utilizadas para relacionar o uso das substancias testadas com o
risco associado a satude humana (Li et al. 2012). Para avaliacdo dessas func@es, varios tipos
de testes podem ser realizados no intuito de dimensionar alteragdo no padrdo normal que pode
ser sugestiva de alteracédo na atividade do SNC, como exemplo o teste do Labirinto Aquatico de
Morris, Labirinto em Y, Caixa claro/escuro e o teste da Barra Girat6ria (Rota Rod).

O teste do labirinto Aquatico de Morris avalia a memdria espacial e aprendizagem de
ratos. Este consiste em verificar a cognicao de ratos por meio de uma atividade avaliativa da
memoria espacial, ao se mensurar a laténcia para que o animal localize uma plataforma
submersa em um tanque com agua opaca. Este teste é considerado um dos modelos mais
frequentemente usados em neurociéncia comportamental (Morris, 1984).

O teste do labirinto Y, proposto por Montgomery (1958), é utilizado para medir a
memoria de trabalho espacial (memoria de curto prazo). O objetivo desse teste é verificar a
memoria espacial e a ansiedade de animais introduzidos em um novo ambiente, baseado na
tendéncia inata de roedores de explorar novos ambientes.

No teste da caixa claro/escuro, 0 comportamento exploratério consiste no modelo
experimental de esquiva inibitoria, aplicado para avaliar a memdria aversiva, tendo como base
a aversdo natural dos roedores a areas iluminadas e no comportamento exploratdrio habitual
espontaneo do animal. (Crawley & Goodwin 1980).

O teste da barra giratoria (Rota-rod) € usado para avaliar a coordenagdo motora de

ratos. O meétodo utilizado nesse teste foi proposto Dunham & Miya (1957). O aparato consiste
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em uma estrutura de haste com giros circulares com velocidade constante ou crescente. O
parametro avaliado no rota-rod é o tempo em que o animal permanece sobre a barra giratoria.
Neste teste, quanto mais intenso for o efeito, menor sera o tempo em que o animal consegue

se equilibrar sobre a barra.

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar os possiveis efeitos toxicologicos apos exposi¢cdo aguda e subaguda ao 6leo

essencial de Lippia origanoides.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar a toxicidade do 6leo essencial de Lippia origanoides, frente a Artemia salina.

e Auvaliar toxicidade oral aguda, por determinacdo da DLso do 6leo essencial de Lippia

origanoides, utilizando camundongos Swiss como modelos experimentais.

e Auvaliar os efeitos toxicolégicos neurocomportamentais da administracdo oral
subaguda do 6leo essencial de Lippia origanoides, sobre parametros comportamentais
tais como: memoria e aprendizagem, locomocgdo e coordenacdo motora de ratos da

linhagem Wistar (Rattus norvegicus).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Procedéncia do material botanico

Ramos e folhas da planta arbustiva sublenhosa Lippia origanoides foram coletadas
em Maio de 2015, em um plantio experimental pertencente a Universidade Federal do Oeste
do Pard — UFOPA (PA 457, Km 26), com referéncia geografica; 02°30'870"S e 54°56'416"0 e
altitude de 52m acima do nivel do mar. O corpo de prova (Vauher), coletado por Sandra
Sarrazin, esta depositado no Herbario da Universidade Federal de Juiz de Fora -MG, sob o
namero de registro CESJ-64029. A identificacdo boténica foi realizada pela Dr Fatima Regina

Gongcalves Salimena.
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4.2. Extracao do 0leo essencial

O oleo essencial de Lippia origanoides foi extraido no laboratdrio de Bioprospecgédo
e Biologia Experimental — LABBEX, Campus Rondon da Universidade Federal do Oeste do
Para.

Para extracdo dos componentes volateis de L. origanoides, foram utilizadas folhas e
ramos frescos triturados (100 g) imersos em agua destilada na diluicdo 1:10 partes por
volumes (p:v). A mistura foi submetida ao processo de hidrodestilacdo em aparelho modelo
Clevenger, adaptado a um baldo de vidro com fundo redondo. O tempo de extracao foi fixado
em 180 minutos, determinado a partir do inicio da fervura da agua contida no baldo. A
extracdo do Oleo essencial foi realizada em triplicata. Posteriormente, 0 6leo essencial obtido

foi armazenado em recipientes de vidro ambar, em temperatura de 5° C.

4.3. Ensaio de toxicidade frente a Artemia salina.

O bioensaio da toxicidade do 6leo essencial de L. origanoides frente a A. salina foi
realizado com adaptacdes da metodologia descrita por Meyer et al. (1982), com modificacdes.

Neste bioensaio, solugdo se sal marinho sintético (38 g L) foi preparada por
dissolucdo do sal do mar em agua destilada. O pH foi ajustado entre 8-9, para 500 ml de agua.
Em seguida, 5 g de A. salina, em fase de cistos, foram adicionados a solucdo e incubados por
48h, sob aeracdo constante, temperatura controlada de 23°C e iluminacdo artificial com
lampada de 40 W. Este procedimento foi realizado em aquario de vidro, com capacidade
maxima de 500 mL.

No preparo da solucdo estoque do Gleo essencial de L. origanoides foi utilizado
dimetilsulfoxido (DMSO) a 5% como solvente. A partir desta solucdo, diferentes
concentracdes do 6leo essencial foram obtidas por diluicdo em agua salina (100, 50, 25, 10 e 3
ug mL?), até o volume final de 1 mL. O controle negativo (100 pg mL?) foi preparado
utilizando apenas agua salina e os reagentes utilizados na solubilizagdo das amostras. Para
cada concentracdo avaliada, foram adicionadas 10 larvas de A. salina, em estagio de nauplio.

Apos 24 horas de exposicdo as diferentes concentrages do dleo essencial, foi feita a
contagem dos nauplios vivos e mortos, sendo considerados vivos todos aqueles que
apresentassem qualquer tipo de movimento quando observados proximos a uma fonte
luminosa. Os resultados foram submetidos a tratamento estatistico utilizando analise de

regresséo linear, obtendo-se os valores de CLso, calculado a partir do grafico do percentual de
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organismos mortos (Equagdo 1) contra o logaritmo das concentracbes ensaiadas, segundo
férmula a sequir:
% mortalidade = 100 — (IVmx100) /CNm (1)

Onde: CNm: média do controle negativo; IVm: média de individuos vivos por

concentracdo apos 24h. Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.4 Desenho Experimental

4.4.1 Determinagéo da DLso

Para determinacdo da toxicidade oral aguda (DLso) foram utilizados camundongos
Swiss albinos, fémeas, com idade aproximada de 2 meses e peso entre 35 e 47g. Os animais
foram divididos em seis grupos de cinco individuos. Cada grupo em jejum de 12 horas
recebeu administacdo oral Unica do 06leo essencial de L. Origanoides.
Grupo 1 (controle negativo, n=5), 4gua destilada em volume aproximado de 1 mL Kg*
por animal.
Grupo 2, (grupo teste, n = 5), 6leo essencial de L. origanoides na dose de 100 mg Kg*;
Grupo 3, (grupo teste, n = 5), 6leo essencial de L. origanoides na dose de 200 mg Kg'*;
Grupo 4, (grupo teste, n = 5), 6leo essencial de L. origanoides na dose de 1000 mg Kg*;
Grupo 5, (grupo teste, n =5), 6leo essencial de L. origanoides na dose de 2000 mg Kg*;
Grupo 6, (grupo teste, n =5), 6leo essencial de L. origanoides na dose de 3000 mg Kg*;
Apbs administracdo, os animais foram colocados em gaiolas e observados durante 4
horas para analisar as seguintes caracteristicas: agressividade, atividade motora, letargia, falta
de apetite, corrimento nasal, piloerecdo, micgdo, diarréia e convulsGes. Posteriormente, 0s
animais foram observados por um periodo adicional de 24, 48 e 72 horas, mantendo-0s sob as
mesmas condi¢des (comida e agua adlibitum, com temperatura controlada (24 + 2 °C), 12
horas ciclo claro/escuro). As observacdes estenderam-se por um periodo de 14 dias, no intuito
de verificar possivel ocorréncia de morte. A DLso foi calculada por interpolagdo semi-
logaritmica, colocando os valores correspondentes a percentagem de mortes no eixo das

ordenadas e as doses administradas, no eixo das abcissas.
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4.4.2 Avaliacdo dos efeitos toxicologicos neurocomportamentais do 6leo de L. origanoides

Neste estudo foram utilizados ratos machos adultos da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus) pesando entre 160-250g. Os ratos em testes foram mantidos em gaiolas de
polipropileno, a temperatura de 24 + 2 °C, com ciclo claro/escuro artificial de 12/12h e livre
acesso a &gua e racdo padrdo. Para avaliarmos o0s possiveis efeitos toxicologicos
neurocomportamentais, 0s animais receberam, via oral, por um periodo de 21 dias
consecutivos, diferentes doses do 6leo de Lippia origanoides, administradas de acordo com o
peso corporal. Para isso foram utilizados 30 animais, distribuidos em cinco grupos, descritos a
sequir:

Grupo 1 (controle negativo, n=6) - agua destilada em volume aproximado de 120uL
por animal.

Grupo 2 (controle do solvente, n=6) - 6leo mineral em volume aproximado de 120uL
por animal,

Grupo 3 (grupo teste, n=6), - 6leo essencial de L. origanoides na dose de 30 mg Kg?;
Grupo 4, (grupo teste, n=6), - dleo essencial de L. origanoides na dose de 60 mg Kg*;

Grupo 5, (grupo teste, n=6), - 6leo essencial de L. origanoides na dose de 120 mg Kg.

Ap6s o periodo de administracdo dos tratamentos, foram realizados os seguintes testes
comportamentais: Labirinto aquatico (Morris 1984), Labirinto em Y (Montgomery 1958),

Caixa claro/escuro e Barra giratoria (Rota Rod).

4.5 Testes Comportamentais

4.5.1 Labirinto aquatico de Morris

O efeito do Oleo de L. origanoides sobre a memoria espacial e aprendizagem de ratos
foi avaliado por meio do labirinto aquatico de Morris. Para isso, foi utilizada uma caixa
d"agua de 500L, que foi preenchida com agua a uma altura de 40 cm, onde adicionou-se tinta
ndo toxica para torna-la opaca e garantir a camuflagem da plataforma de escape (Figura 2). A
caixa d'agua foi dividida em quatro quadrantes imaginarios (norte, sul, leste e oeste). Os
objetos do laboratorio e o observador foram as pistas para o animal na localizacdo da
plataforma. O teste foi realizado em duas fases, sendo a primeira classificada como treino,

onde os animais aprendem a localizacdo da plataforma. Cada animal foi colocado 4 vezes no
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labirinto, adotando como ponto de partida cada um dos quadrantes. Ap6s ser colocado na
agua, o animal nadou livremente, a procura da plataforma, durante 120 segundos, e foi
observado durante 10 s, onde verificou-se que esse havia observado o ambiente. No dia
sequinte (24 h apds o treino) os animais foram testados no mesmo procedimento para a
retencdo da resposta, sendo verificado o tempo, em segundos, que cada animal levou para
encontrar a plataforma a partir dos 4 pontos de partida.

OBSERVADOR

Figura 2.Teste do Labirinto aquatico. Foto: Elenn Aranha

45.2 LabirintoemY

Estruturalmente o labirinto é feito de madeira, em formato de Y, com um braco com
34 cm de comprimento (A) e os outros dois bracos iguais medindo 43 cm de comprimento (B
e C), tendo todos os trés bracos 10 cm de largura e paredes com 34 cm de altura (Figura 3).

Os animais foram colocados individualmente na extremidade de um brago no
labirinto por um periodo de oito minutos, e deixados para explorar o0 ambiente, deslocando-se
livremente entre os bracos. A sequéncia dos bragos em que os animais entraram foi entdo
anotada e as informag@es analisadas de forma a determinar o nimero de entradas no braco
sem repeti¢Oes, denominados A, B e C, durante o tempo estipulado. Entre um animal e outro, o
labirinto foi limpo com pano Umido, a fim de remover os odores e residuos que pudessem

interferir na escolha dos animais pelos bragos do labirinto.
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Foram analisadas todas as informacoes, para determinar o nimero de entradas nos bracos
sem repeticdes, ou seja, 0 numero de triades em que todos trés bracos foram representados (ABC,
CAB, BCA, CBA ou ACB), ndo sendo consideradas alternancias as triades como, por exemplo,
CAC.

Uma alternacdo foi considerada correta quando o animal visitou um novo braco e ndo
retornou ao bragco anteriormente visitado. O sucesso do teste é indicado pela alta taxa de
alternancia no grupo controle, indicando que os animais podem lembrar em qual brago eles
entraram por Gltimo. Assim, a percentagem das alternacdes foi calculada como a razéo entre o
namero real de alternéncias e o possivel nimero (nimero total de entradas nos bracos menos
dois) multiplicado por 100, tal como demonstrado pela seguinte equacéo: % de alternancia =

[(ndmero de alternancias) / (total entradas nos bracos - 2)] x 100.

Figura 3. Teste do labirinto em Y. Foto: Elenn Aranha

4.5 3 Caixa claro/escuro

O aparato consiste em uma caixa com tampa em acrilico e com fundo eletrificado,
tendo um compartimento claro e um escuro, e somente uma abertura pequena entre os dois
ambientes (Figura 5). Este teste consiste em uma fase de treino, seguida da fase teste. Para a

realizacdo do treino, os animais foram colocados no compartimento claro, com tempo
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registrado, em segundos, que eles levaram para se deslocarem para o compartimento escuro.
Apos a entrada do animal no compartimento escuro, foi acionado um choque elétrico de 1mA
por dois segundos. A retencdo da aprendizagem foi avaliada apds 24 h, onde os animais foram
colocados no compartimento claro e o tempo de laténcia para entrada no compartimento
escuro foi registrado.

A transicdo, ou seja, a entrada em um compartimento é definida como a passagem

das quatro patas do animal pela divisoria e serve como medida da atividade locomotora.

I

BRI A

Figura 4. Teste da caixa claro-escuro. Foto: Elenn Aranha

4.5.4 Barra giratéria (Rota rod)

Este aparato consiste em um aparelho motorizado, constituido de uma barra giratéria
ndo escorregadia, dividida em quatro compartimentos iguais e com velocidade regulavel em
rotacbes por minuto (r.p.m.). Neste estudo, foi utilizado o rota-rod para ratos EFF 411
Insight®, na velocidade de 7 rotagdes por minuto (Figura 6).

Inicialmente foi realizado um treino com 0s animais, para que ocorresse a habituacdo
com o aparelho dividido em trés séries de dois minutos de duracdo. No treino, quando os
animais caiam, eram novamente conduzidos a barra quantas vezes necessarias, dentro do
tempo maximo de 120 s.

No dia seguinte, mantendo-se a mesma velocidade, o teste foi realizado registrando-
se 0 tempo de permanéncia do animal sobre o aparelho, por no méximo 2 minutos ou trés

reconducdes a barra, registrando-se o tempo de permanéncia sobre a barra na terceira tentativa.
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Figura 5. Barra giratoria (Rota-rod).

5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média, empregando-se
o teste de Analise de Variancia- ANOVA one way e teste de Tukey a posteriori, considerando

o valor de p < 0,05 como nivel de significancia estatistica.

6. RESULTADOS

6.1 Determinacéo da CLso em A. salina e DLsoem camundongos

No teste de toxicidade frente a A. salina, o 6leo essencial de L. origanoides
apresentou valor de CLso determinado em 52,4 ug mL™. Em camundongos, a DLso foi
determinada em 1.673,84 mg kg™. Neste ensaio, durantes as primeiras 4 h de observagio,
apenas 0s animais que receberam a dose de 3.000 mg kg exibiram letargia e piloereccdo. Nas
demais doses testadas, nenhuma alteracdo foi observada nos parametros fisiolégicos ou

comportamentais.
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6.2 Testes Comportamentais

Nos testes comportamentais, a partir dos resultados obtidos, podemos sugerir que, de
forma geral, o 0Oleo essencial de Lippia origanoides foi tolerado pelos animais em todas as
doses avaliadas, pois ndo foi observada mortalidade, nem outros sintomas caracteristicos de
toxicidade como perda de peso (Figura 6), dispneia, aumento de evacuacles, sedacao,
contorcBes abdominais, alteracbes comportamentais entre outros, relacionados a
administracdo oral durante 21 dias consecutivos. Sob nossas condi¢fes experimentais nédo
foram observadas diferengas estatisticas significativas entre os grupos tratados com OE de
Lippia origanoides em trés diferentes doses e 0 grupo controle negativo. A variacdo do peso

corporal ao longo do experimento pode ser vista abaixo.

300+
= 200 % I % [=3C - (120 uL)
% % % % T C (s) (120 ul)
a = = E =S OELO 30 ul/Kg
E g g I OEO 60 ul/Kg
g g - =1 OELO 120 ul/Kg
O - —1 1

T 70 dia Tqacdia | 21° dia

Figura 6.Peso dos animais tratados com 6leo essencial de Lippia origanoides durante 21 dias.

No Teste do labirinto de Morris (Fig. 7), ndo houve diferenca estatistica entre 0s
grupos gquanto ao tempo para encontrar a plataforma nos quatro quadrantes, demonstrando que
ndo houve nenhuma alteracdo na memoria espacial e aprendizado dos ratos testados, pois o
encontro da plataforma ocorreu cada vez mais rapido a medida que cada quadrante foi utilizado
como ponto de partida.

100 -
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—e— Agua

— —m— Oleo mineral
w [S10
- I\ —a— OELO 30
g —< OELO 60
5
— 40 o —=— OELO 120
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Figura 7. Efeito da administracdo oral do 6leo essencial de Lippia origanoides sobre o tempo para encontrar a

plataforma submersa no teste do Labirinto Aquético de Morris. Os valores representam a média + erro padréo.
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No teste do labirinto em Y (Fig. 8), apds tratamento subagudo de 21 dias, nédo foi
verificada alteracdo na memdria de curta duracdo, uma vez que ndo houve diferenca
significativa na porcentagem de sequéncias corretas em nenhum dos grupos, quando

comparados com o grupo controle negativo, indicando auséncia de efeitos toxicos sobre a

memoria espacial.

100+
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§ I EFIC (s) (120 L)
E £ OELO 30 ul/Kg
@ 50+
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e E OELO 120 w/Kg

25+
0

Figura 8. Efeito da administracdo oral do 6leo essencial de Lippia origanoides sobre a porcentagem
de sequéncias corretas no teste do labirinto em Y. Os valores representam a média + erro padrdo. OELO = éleo
essencial Lippia origanoides

Em relacdo ao teste da caixa claro-escuro, (Fig. 9), verificou-se que a memoria
aversiva dos animais submetidos ndo foi afetada, pois todos os animais registraram um tempo
de laténcia de 5 minutos no comprimento claro, evidenciando que esses foram capazes de

reter a informacgdo de memaria aversiva ao ambiente escuro.
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Figura 9. Efeito da administracdo por via oral do 6leo essencial de Lippia origanoides sobre o tempo
de laténcia para entrada no ambiente escuro no teste da caixa claro-escuro. Os valores representam a média +

erro padrao.



38

No teste da barra giratoria, (Fig. 10), ndo foram observadas alteracbes na
atividade motora dos ratos em relacdo ao grupo controle, pois ndo houve diferenca
estatistica entre 0 nimero de quedas e nem no tempo de permanéncia dos animais na
barra giratdria, demonstrando que o 6leo essencial de Lippia origanoides ndo provocou

efeitos toxicos sobre atividade locomotora dos animais.
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Figura 10. Efeito da administracdo por via oral do éleo essencial de Lippia origanoides sobre o tempo

de permanéncia na barra giratoria. Os valores representam a média + erro padréo.

7. DISCUSSOES

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevencdo de
doencas, é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. O hébito esta
fundamentado em que as plantas medicinais, além de possuirem atividade terapéutica, sdo
desprovidas de efeitos toxicos. No entanto, o uso popular e mesmo o tradicional, ndo sédo
suficientes para validar as plantas medicinais como eficazes e seguras, ja que, por mais que
essas plantas tenham um potencial preventivo e/ou curativo, possuem substancias que,
dependendo da dose, podem ser toxicas ao organismo, causando reacdes indesejaveis ou até
mesmo levar a Gbito. Nesse sentido, o0 uso de plantas medicinais deve ser fundamentado em
evidéncias experimentais comprobatorias de que o risco a que se expGem aqueles que a
utilizam é suplantado pelos beneficios que possam advir (Maciel et al. 2002).

Lopes e colaboradores (2002) estabeleceram os seguintes critérios de classificacdo de

toxicidade com base nos niveis de CLso em A. salina: CLso < 80 pug mL™; altamente toxico,
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CLso entre 80 pg mLe 250 ug mL™; moderadamente toxico e CLso > 250 pg mL™ ndo toxico
ou de baixa toxicidade.

No presente trabalho, nos testes de toxicidade frente a A. Salina, o 6leo essencial de L.
origanoides apresentou valores de Clso determinados em 52,4 pug mL?. De acordo a
classificacdo destes autores, o 6leo essencial de L. origanoides é considerado altamente toxico.

Estes resultados corroboram com estudos realizados por Franco (2012), onde o autor
avaliou a toxicidade do 6leo essencial de L. origanoides frente A. salina, e verificou que o dleo
apresentou alta toxicidade, com valores de CLso determinados em 7,4 + 0,2 ug mL™L,

A partir destes resultados, podemos sugerir, ainda em nivel especulativo, que o
elevado grau de toxicidade, encontrado para o 6leo essencial de L. origanoides, frente a A.
salina, possa estar relacionado com a presenca de carvacrol e timol, compostos previamente
descritos como majoritarios para esta espécie, cujo potencial bioldégico como agente
antimicrobiano foi previamente comprovado frente & bactérias e fungos patogénicos (Oliveira
et al., 2007; Sarrazin et al., 2015).

Embora o ensaios toxicoldgico frente a A. salina ofereca muitas vantagens, para se
obter um valor real da toxidade, as amostras biol6gicas devem ser sujeitas a uma comparagao
com os valores da dose letal ( DLso), quantidade necessaria para provocar a morte em 50% de
individuos, obtidos para a toxidade aguda oral testada em animais de sangue quente como
ratos e camundongos (Damasceno, 2009). Assim, os resultados de DLso sdo empregados para
o0 delineamento dos estudos de toxicidade subcrdnica e cronica, particularmente no que se
refere a escolha de doses (Eaton & Klaasson1995; Larini 1997).

Na realizacdo do ensaio de toxicidade aguda, a determinacdo da dose letal indicou
baixa toxicidade (DLso = 1.673,84 mg kg?) para o 6leo de L. origanoides. Andrade et
al.(2014), também ndo observaram alteracBes fisiol6gicas ou comportamentais, apds
administracdo oral aguda do 6leo essencial de L. origanoides, nas doses de 30, 60 e 120 mg
Kg™. Outros estudos de toxicidade para esta espécie foram realizados por Coelho (2015), que
avaliaram a toxicidade aguda em ratos Wistar fémeas, tratados com extrato hidroalcodlico de
L.origanoides com dose inicial de 2g/Kg. Os autores verificaram que nenhum dos animais
expostos apresentou mortalidade nas primeiras 24 horas e durante todo o periodo do estudo,
sugerindo que amostra foi considerada praticamente atoxica.

Em adigéo ao teste de toxicidade oral aguda, no presente trabalho também verificamos
possiveis efeitos toxicoldgicos neurocomportamentais da administracdo oral subaguda do 6leo

essencial de L. origanoides, utilizando Rattus norvegicus da linhagem Wistar como modelo
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experimental. Nesta avaliacdo, os animais foram submetidos a doses diarias de 30, 60 e 120
mg kg™ de peso corpéreo.

De acordo com Kullig et al. (1996), para triagem e caracterizacdo de efeitos
neurotoxicos, ha inimeros métodos disponiveis. Neste sentido, os testes comportamentais por
meio de metodologias de esforco, resisténcia muscular funcdo sensorial e ainda a o
comportamento cognitivo, de modo implicito ou explicito fornecem evidéncias, da forma
como determinadas substancias modificam o estado emocional de animais. O comportamento
exploratério e o padrdo de locomocéo sdo fatores diretamente relacionados com o estado de
ansiedade das cobaias, 0 que por sua vez, pode ser o resultado de modifica¢cdes neuroquimicas
ou de lesdes no sistema nervoso central (Viaud-Delmon, et al. 2011).

A escolha de um modelo experimental para avaliar o aprendizado e a memoria de um
roedor, deve levar em conta a capacidade do animal de aprender a tarefa e sua capacidade de
executéa-la. Assim, o procedimento experimental utilizando o labirinto aquatico de Morris, por
exemplo, é considerado adequado, pois avalia 0 comportamento cognitivo de roedores, uma
vez que estes animais se mostram bons nadadores e apresentam uma boa capacidade de
localizacdo espacial requerida neste teste, pelo fato da d&gua ser um meio aversivo (Pettenuzzo
2001). Ratos normais sdo capazes de utilizar estratégias de lugar, ao mesmo tempo de
orientacdo e de guiamento para solucionar a tarefa de navegacao espacial no labirinto aquético,
enquanto que, ratos treinados a buscar a plataforma, partindo de pontos diferentes da borda do
labirinto, devem aprender sobre as posicdes relativas a esses estimulos de modo a executar a
tarefa utilizando estratégias de guiamento e/ou orientacdo. A tarefa do labirinto aquéatico de
Morris é, portanto, adequada para a avaliacdo da integridade da funcdo hipocampal, area
relacionada aos processos cognitivos, em especial, a memoria espacial (Eichenbaum 2000).
Observamos no nosso estudo que 0s ratos expostos ndo apresentaram sinais de
neurotoxicidade, visto que demonstraram médias semelhantes ao grupo controle negativo,
quando avaliados no Labirinto aquéatico de Morris, evidenciando que ndo houve diminuicao
na capacidade de aprendizado e memorizacao, sugerindo integridade do hipocampo.

O teste do labirinto em Y baseia-se na tendéncia inata de roedores de explorar novos
ambientes, desta forma permite analisar a capacidade de memdria e de reconhecimento
espacial, visto que o animal tenta utilizar locais especificos da caixa para se localizar em que
alternancia espontanea entre os bracos do aparelho pode ser considerada como um indicativo
de memoria de curto prazo, esse tipo de memoria pode ser localizada no hipocampo que trata-
se de um sitio de acdo de influéncia modulatérias em muitos tipos de memdria ou

componentes de memoria: espacial, verbal e contextual (Bechara 1997). Assim, a partir dos
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resultados obtidos no presente trabalho € possivel sugerir que ndo ocorreram lesdes e/ou
efeitos neurotoxicos em nivel de hipocampo dos animais em funcéo da administracdo oral do
o0leo essencial de Lippia origanoides.

O teste da caixa claro/escuro € baseado na aversdo (comportamento de esquiva
inibitdria) que os animais possuem a um ambiente desconhecido e iluminado, tal conflito é
gerado devido a tendéncia exploratdria natural dos roedores ao novo ambiente, a0 mesmo
tempo em que evitam um ambiente bem iluminado, comportamento conhecido como
neofobia. A inibicdo da exploracdo do ambiente pelo animal é através da aplicacdo de
choques elétricos na qual o animal deve reprimir seu comportamento de exploragdo e ficar na
area escura (protegida) ou entdo superar o medo do ambiente iluminado para explora-lo,
atividade demonstrativa de reducdo da ansiedade mensurada pelo nimero de transi¢Ges entre
0s compartimentos claro e escuro e pelo tempo de permanéncia no compartimento claro
(Graeff & Zangrossi, 2002).

Segundo Gargano (2007), o 6leo essencial de Citrus latifolia (conhecida no Brasil
como limédo Tahiti) é capaz de produzir um aumento no tempo de permanéncia na area clara,
enquanto o de Citrus aurantium (laranja-azeda ou laranja-amarga) é capaz de aumentar tanto
este pardmetro, quanto o nimero de transi¢cbes entre 0s compartimentos claro e escuro
(Pultrini et al. 2006). No presente estudo, ndo foi observado aumento significativo no nimero
de entradas no compartimento escuro, ap6s 24 h do treino, sugerindo que os animais tratados
permaneceram com memoria de curta duracdo integra, sem prejuizo das funcdes cerebrais de
memoria com a administracdo do EO de Lippia origanoides. Segundo Izquierdo & Medina
(1997), a formagdo da memoria para esse tipo de comportamento é decorrente de uma série de
eventos bioquimicos envolvendo as regides do hipocampo, amigdala e cortex parietal.

O teste da barra giratéria (Rota-rod) avalia a integridade da funcdo motora dos
animais, verificando efeitos como incoordenacdo e relaxamento muscular, os quais podem ser
induzidos por drogas depressoras do sistema nervoso central, considerando a intensidade
deste efeito o curto tempo de equilibrio sobre a barra (Oliveira et al. 2008). Tais resultados
permitem detectar enfraguecimento neurolégico, incluindo ataxia e relaxamento muscular,
efeitos caracteristicos da neurotoxicidade (Pultrini & Galindo & costa 2006). Oliveira et al.,
(2008) ao avaliar fragdes etandlicas de Synadenium umbellatum Pax, verificou que estas néo
apresentaram influéncias motoras nas doses de 25, 50 e 100 mg kg™*. Da mesma forma, nossos
resultados foram satisfatorios quanto a integridade motora, uma vez que observamos que 0S
animais controles e testes apresentaram uma média de tempo semelhante na permanéncia

sobre a barra giratoria. Assim supde-se que, nas doses avaliadas, o 0leo essencial da espécie
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Lippia origanoides ndo apresenta efeitos toxicoldgicos neurocomportamentais, uma vez que
em nenhum dos testes realizados foi verificada alguma atividade depressora sobre 0 SNC

indicativa de neurotoxidade.

8. CONSIDERACOES FINAIS

L. origanoides (Verbenaceae) ¢ uma planta aromética utilizada na medicina
tradicional no tratamento de problemas gastrointestinais, infeccdes microbianas em geral e de
doencas das vias respiratorias, incluindo asma, bronquites, gripes, resfriados e tosse. Em
estudos prévios, tais atividades foram atribuidas aos constituintes majoritarios do 6leo essencial
de L. origanoides, timol, carvacrol e p-cimeno. A partir dos resultados obtidos no presente
trabalho, podemos sugerir que o 6leo essencial desta espécie apresenta alto grau de toxicidade
frente ao bioensaio com A. salina, conferindo a este 6leo potencial farmacoldgico frente a

microorganismos patogénicos como virus, fungos e bacteérias.

Em camundongos, quando administrado por via oral, o Oleo essencial de L.
origanoides apresentou baixa toxicidade, com valores de DLso superiores a 1g/mL; e ndo
causou efeitos toxicoldgicos neurocomportamentais nas doses testadas. Desta forma, tendo
em vista as potencialidades farmacoldgicas dessa espécie, e a baixa toxicidade determinada no
presente trabalho, podemos inferir que o 6leo essencial de L. origanoides apresenta um
importante potencial para utilizacdo como recurso terapéutico, sendo necessaria a realizacdo
de estudos quimicos e farmacoldgicos que busquem isolar 0s compostos ativos responsaveis
pelas acBes farmacoldgicas verificadas por diferentes autores, bem como determinar o seu

mecanismo de acao, assim como, estudos mais aprofundados sobre sua toxicidade.
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