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RESUMO: Tivemos como objetivo avaliar o efeito da infusdo de Cunila microcephala Benth
sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) e marcadores de estresse oxidativo em
eritrocitos de agricultores. Foram utilizadas amostras provenientes de 16 trabalhadores rurais
expostos a pesticidas agricolas pelo periodo minimo de 5 anos e um grupo controle constituido
de 16 individuos nao expostos a agrotoxicos. As hemacias dos agricultores e o grupo A foram
expostos “in vitro” a solugéo salina (NaCl 0,9%). Os demais grupos foram expostos a infusao
de poejo nas concentragdes de 0; 5; 10; 25 e 50 g/L (Grupos B; C; D e E, respectivamente). Em
seguida, foram realizadas as determinacdes da atividade da AChE e dos niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), proteinas carboniladas (PCs) e glutationa reduzida
(GSH). Os resultados mostram que a infusdo de poejo 50g/L, aumenta a atividade da enzima
AChE e os niveis de GSH. Contudo, os niveis de TBARS e PCs diminuiram apds o tratamento
com a infusdo de poejo 25 e 50 g/L. A infusdo de poejo, na concentracao de 50 g/L, é capaz
de reverter, “in vitro” a inibigdo da atividade da AChE que ocorre pela exposicdo a pesticidas,
e ainda demonstra um importante potencial antioxidante, tendo em vista que diminuiu danos
lipidicos e proteicos e ainda, estimulou a produgéo do principal antioxidante ndo enzimatico
enddgeno.
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ABSTRACT: Effect of the Cunila microcephala Benth infusion on the activity of
Acetilcolinesterase enzyme and on the biomarkers of oxidative stress in farmers
erythrocytes. Evaluating the effect of infusion Cunila microcephala Benth on acetylcholinesterase
activity (AChE) enzyme and on biomarkers of oxidative stress in farmers erythrocytes. We used
samples from 16 rural workers exposed to pesticides for a minimum of five years, and a control
group composed of 16 individuals not exposed to pesticides. The erythrocytes of farmers and
from group A were exposed “in vitro” the saline solution (NaCl 0,9%). The other groups were
exposed to the infusion of “poejo” at concentrations of 0; 5; 10; 25 and 50 g/L (Groups B, C,
D and E, respectively). Then, it was realized the analitical determinations of AChE activity and
TBARS, PCs and GSH levels. The results showed that “poejo” infusion 50g/L, increased the AChE
activity and GSH levels. However, the TBARS e PCs levels decreased after the treatment with
“poejo” infusion 25 e 50 g/L. The “poejo” infusion 50 g/L is able to revert “in vitro” the inhibition
of AChE activity that occurs by exposure to pesticides and also demonstrates an important
antioxidant potential, given that decreased lipid and protein damage and also it stimulated the
production of the main non-enzymatic antioxidant endogenous.

Keywords: Pesticides,Oxidative stress, Poegjo.

INTRODUGAO

Os pesticidas se tornaram indispensaveis na produtos pode ocorrer a exposicdo ocupacional
agricultura intensiva para aumentar a produtividade. dos trabalhadores do meio rural. Estas exposicdes
No entanto, no momento da manipulacéo destes podem ocorrer ao contato com diferentes misturas de
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pesticidas, simultaneamente ou em série, tornando-
se dificil identificar o efeito de cada pesticida
individualmente (Prakasam et al., 2001; Abdollahi
et al., 2004). Neste contexto, o monitoramento
ocupacional tem se mostrado a forma mais
eficiente de prevenir e diagnosticar precocemente
os episodios de intoxicagdes provocados por
pesticidas, em particular aquelas provocadas por
pesticidas inibidores da enzima acetilcolinesterase
(AChE), como os organofosforados os carbamatos
(Ellman etal., 1961; Silva etal., 2001). Atualmente a
avaliacao da atividade da enzima acetilcolinesterase
no sangue € o metodo convencional de avaliar o
grau de exposigao ocupacional aos pesticidas.

Além disso, sabe-se que a exposigao a
estes agroquimicos estdo associadas a danos
em organismos nao alvos, como os humanos,
causando neurotoxicidade, efeitos cancerigenos
e imunoldégicos, disturbios reprodutivos e de
desenvolvimento, que por sua vez, podem estar
relacionados a ocorréncia do estresse oxidativo
(Murussi et al., 2014). O estresse oxidativo &
um desequilibrio entre as espécies reativas de
oxigénio (EROs) produzidas e a agdo do sistema
antioxidante enddgeno, o que favorece a oxidagao
de biomoléculas, gerando marcadores derivados,
sobretudo, da oxidagao de lipideos, proteinas e
acido desoxirribonucléico (DNA), sendo os primeiros
os de maior expressao (Rodrigues & Almeida, 2005;
Barbosa et al., 2010).

O excesso das EROs no organismo é
combatido por antioxidantes produzidos pelo
corpo ou adquiridos na dieta. O sistema de defesa
antioxidante tem a fungao de inibir e/ou reduzir
os danos causados pela agdo deletéria destes
agressores (Clarkson & Thompson, 2000; Koury
& Donagelo, 2003). Os antioxidantes podem ser
divididos em enzimaticos e ndo enzimaticos. Os
primeiros sdo capazes de bloquear a iniciagdo da
oxidagao, ou seja, S&0 as enzimas que removem as
espécies reativas (ERs). Os segundos sdo moléculas
que interagem com as espécies radicalares e séo
consumidas durante as reagdes antioxidantes
(Moreira et al., 2004).

Estudos fitoquimicos realizados com a
Cunila microcephala Benth, constataram a presencga
de substancias fendlicas como taninos, cumarinas e
flavonodides nesta planta, o que sugere uma possivel
acéo antioxidante da mesma, visto que, a presenga
de um anel aromatico e hidroxilas sdo comuns entre
estes compostos, e esta estrutura é frequentemente
relacionada a agao antioxidante (Angelo & Jorge,
2007). A C. microcephala € uma erva rasteira
pertencente a familia Lamiaceae, conhecida
popularmente como poejo (C. microcephala) e
nativa da regiao sul do Brasil, Argentina e Uruguai.
Suas folhas e flores sdo usadas em forma de cha,

como estimulante, aromatico, anti-espasmadico e no
tratamento de tosse cronica e infecgdes respiratorias.
N&o sdo conhecidos relatos de intoxicagao pelo uso
desta planta (Felisbino et al., 2014).

Portanto, tendo em vista o cenario atual,
onde cada vez mais busca-se a aplicagdo de plantas
para o tratamento, prevengéo e cura de doengas,
bem como a ampla utilizagdo empirica do poejo
(C. microcephala), se faz importante investigar o
potencial antioxidante desta planta, assim como
avaliar seu possivel efeito sobre a atividade da
enzima AChE.

MATERIAIS E METODOS
Aspectos éticos
Este trabalho foi aprovado pelo comité
de ética (CEP) da Universidade de Cruz Alta sob
protocolo n° 0071.0.417.000-11.

Selegdo da Amostragem
As amostras de sangue foram obtidas de
16 agricultores rurais, residentes na cidade de Boa
Vista do Incra-RS. Os voluntarios eram do sexo
masculino com idade entre 18 e 59 anos e que
trabalhavam no minimo a cinco anos em lavouras
de soja, trigo ou milho com exposigao a pesticidas

Preparagao da Infusao da C. microcephala
Ainfus&o é o método de preparagéo indicado
para partes de drogas vegetais de consisténcia
menos rigida tais como folhas, flores, inflorescéncias
e frutos, ou que contenham substéncias ativas
volateis. Neste estudo, foram utilizadas as folhas
de C. microcephala provenientes do horto da
Universidade de Cruz Alta-Unicruz, Rio Grande do
Sul. A preparagéo da infusdo consistiu em verter
agua fervente (100°C) sobre as folhas frescas da
planta, em um frasco de vidro que permaneceu
fechado e em repouso pelo tempo de 10 minutos
(Brasil, 2011). A partir da infusdo de poejo a 50g/L
foram preparadas as demais concentragdes da
infusdo utilizadas neste estudo: 5;10 e 25 g/L.

Caracterizacao da Infusdo da C.
microcephala
As determinagoes de Polifendis Totais,
Flavonoides Totais e Taninos Condensados foram
realizadas utilizando 200 mL da infusdo de C.
microcephala na concentragao de 50g/L liofilizada.

Determinagao dos Polifenodis Totais
A determinacao dos Polifendis Totais
foi realizada de acordo com o método descrito
por Chandra & Mejia (2004), com pequenas
modificagdes. Ainfusao de 50g/L de poejo liofilizada,
foi diluida com agua destilada a uma concentragéo
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de 0,15mg/mL. A essa solugao foi acrescido
carbonato de sédio a 20% e apdés 5 minutos foi
adicionado o reagente Folin-Ciocalteau 2N. Esta
mistura reacional foi incubada por 10 minutos e as
leituras realizadas em espectrofotdbmetro visivel a
730nm. Os testes foram realizados em ftriplicata e
para o calculo do doseamento de polifendis totais
foi utilizada uma curva padrao de acido galico. Os
resultados foram expressos por mg acido galico/g
massa seca.

Determinacgao dos Flavonoides Totais

O teor de Flavonoides Totais foi determinado
de acordo com o método descrito por Woisky &
Salatino (1998), com pequenas modificagdes. A
infusdo de 50g/L de poejo liofilizada, foi diluida com
metanol a uma concentragdo de 1mg/mL. A essa
solugéo foi acrescido cloreto de aluminio a 2% e
metanol. Essa mistura ficou em capela de exaustao
parada, por 30 minutos, a temperatura ambiente.
As leituras foram realizadas em espectrofotémetro
visivel a 420 nm. Os testes foram realizados
em triplicata e para o calculo do doseamento de
flavonoides foi utilizada uma curva padrao de
quercetina. Os resultados foram expressos por mg
quercetina/g massa seca.

Determinagao dos Taninos Condensados
A determinacao de Taninos Condensados
foi realizada utilizando o método descrito por
Morrison et al. (1995), com pequenas modificagdes.
Ainfusao de 50g/L de poejo liofilizada, foi diluida com
metanol a uma concentragdo de 25 mg/mL. A essa
solugéo foi acrescido metanol, solugéo de vanilina
0,01g/mL e acido cloridrico 0,08M. A mistura foi
aquecida a 60°C por 10 minutos. As leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro visivel a 420 nm.
Os testes foram realizados em triplicata e para o
calculo do doseamento de taninos condensados
foi utilizada uma curva padrdo de catequina. Os
resultados foram expressos por mg catequinal/g
massa seca.

Coleta e Tratamento das Amostras

Foram utilizadas amostras de agricultores
rurais, sexo masculino, com idade entre 18 e 59
anos e que trabalhavam no minimo a trés anos no
ramo da agricultura (critérios de inclusdo). Todos
os voluntarios responderam um questionario sobre
saude ocupacional com perguntas estruturadas
visando utilizar estes dados para selecionar os
participantes da pesquisa respeitando os critérios
de exclusao, tais como: ndo ser fumante, ndo ser
etilista e ndo possuir doenga cronica.

O grupo controle foi composto por amostras
provenientes de 16 individuos saudaveis e nunca
tiveram contato direto com agroquimicos.
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As coletas de sangue dos participantes
foram realizadas através do uso de vacutainers
contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA).
As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm
durante 10 min e os plasmas foram removidos.
Logo, os eritrécitos foram lavados e diluidos
com solucao salina (NaCl 0,9%) até atingirem
um hematdcrito de 5% de acordo com a técnica
determinada por Catalgol et al. (2007) adaptada por
Horn et al. (2015). Posteriormente, foi realizado o
tratamento dos eritrocitos com a infusdo do Poejo
(C. microcephala), onde foi adotado um protocolo
experimental contendo os cinco grupos a seguir:

‘Grupo Controle: hemacias de individuos
nao expostos a agrotoxicos tratadas com solugao
salina (NaCl 0,9%);

‘Grupo A: hemacias dos agricultores
tratadas com solugéo salina (NaCl 0,9%);

‘Grupo B: hemacias dos agricultores
tratados com a infusao de 5 g/L de poejo (C.
microcephala);

‘Grupo C: hemacias dos agricultores
tratados com a infusdo de 10g/L de poejo (C.
microcephala);

‘Grupo D: hemacias dos agricultores
tratados com a infusdo de 25g/L de poejo (C.
microcephala);

‘Grupo E: hemacias dos agricultores
tratados com a infusdo de 50g/L de poejo (C.
microcephala).

Todas as amostras foram incubadas por 1
hora em banho-maria a 37°C, hemolisados no vortex
e centrifugadas. O produto final apds a centrifugagéo
foi armazenado a -20°C para a realizagao das
determinagdes analiticas.

Determinagdes analiticas

Analise da Atividade da Enzima
Acetilcolinesterase (AChE)

A analise da atividade da enzima AChE
foi realizada através da metodologia descrita
por Ellman et al. (1961), sendo determinada em
espectrofotdmetro em leitura de 412 nm. Os
resultados foram expressos por umol substrato
hidrolisado/min/g Hb.

Determinacdo dos niveis de Peroxidagao
Lipidica (TBARS)

Determinou-se a peroxidagéao lipidica de
acordo com o método de formagédo de espécies
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), conforme
protocolos de Stock & Dormandy (1971). O
sobrenadante foi adicionado a mistura reacional
contendo &cido tricloroacético (TCA) a 28% (v/v)
e acido tiobarbituarico (TBA) (0,1mol/L) seguido de
aquecimento a 95°C. As leituras foram realizadas em
espectrofotdmetro visivel a 532 nm, comprimento
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no qual o produto formado, malondialdeido (MDA),
pode ser medido. Os resultados foram expressos
porl nmol/g Hb.

Determinagdo dos Niveis de Proteinas
Carboniladas
As analises foram realizadas a partir da
técnica descrita por Levine (1990) adaptada para
eritrocitos, em que previamente o sobrenadante é
diluido com Hepes, e com posterior determinagao das
proteinas carboniladas, utilizando TCAa 10% (v/v),
acido cloridrico 2N; 2,4-Dinitrofenilhidrazina (DNPH)
a 10 mM e dodecil sulfato de sédio (SDS) 3% (m/v).
As leituras foram realizadas em espectrofotémetro
visivel, em 370 nm. Os resultados foram expressos
por nmol de carbonil/mg de proteina. As Proteinas
Totais foram determinadas nos eritrocitos diluidos
com hepes a partir do protocolo do kit comercial da
marca Labteste.

Determinagcao dos Niveis de Glutationa
Reduzida (GSH)

Determinada a partir da técnica descrita por
de Ellman (1959) adaptada para eritrécitos, em que
se utiliza tampao fosfato de potassio (TFK)a 1M em
pH 7,4 e acido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzodico) (DTNB)
como reagente de cor. As leituras foram realizadas
em espectrofotdmetro visivel, em 412 nm. Os
resultados foram expressos por pmol GSH/mL de
sobrenadante.

Determinag¢ao da Hemoglobina
A hemoglobina foi determinada com a
utilizagéo de kits comerciais da marca Labteste.

Métodos Estatisticos

As determinagdes analiticas realizadas
em duplicata e os resultados foram expressos
por média + EP (erro padrao). Os dados obtidos
de todos os grupos estudados, para um mesmo
parametro, foram submetidos a Analise de Variéncia
(ANOVA) de uma via seguido do teste de Tukey-
Kramer, considerando as médias significativamente
diferentes com um P<0,05. Utilizando o programa
estatistico Graph Pad Prisme 5.0.

TABELA 1. Perfil dos participantes do estudo

RESULTADOS

As caracteristicas dos voluntarios
participantes deste estudo estdo apresentadas na
Tabela 1. Tanto os individuos saudaveis quanto os
agricultores eram homens (100%). A idade média
do grupo controle foi de 40+5anos, enquanto que
dos trabalhadores rurais foi de 4319 anos. O tempo
médio de exposi¢cao dos trabalhadores rurais aos
agrotoxicos foi de 16,6£10.1 anos. Apenas 36%
destes utilizavam equipamentos de protecao
individual (EPIs) e a ultima exposicdo média aos
agroquimicos foi a 46,5+8,6 dias.

A Tabela 2 mostra as quantidades de
polifendis totais (70,96+1,02), flavonoides totais
(34,50+0,14) e taninos condensados (6,22+1,01)
presentes na infusdo-mae (50g/L) testada neste
estudo.

Os niveis da atividade da enzima AChE nos
eritrocitos dos trabalhadores rurais avaliados neste
estudo, aumentaram significativamente quando
expostos a concentragao de 50 g/L de “poejo” (C.
microcephala) (Figura 1).

Com relagédo aos niveis dos TBARS
avaliados neste estudo, observou-se uma redugéo
significativa deste parametro nos grupos B (5g/L),
D (25g/L) e grupo E (50g/L). (Figura 2). Ainda, nos
grupos D (25¢/L) e E (50g/L) também foi observada
uma diminui¢ao da carbonilag&o proteica (Figura 3).
Na Figura 4, esta demonstram que os niveis deste
marcador estavam aumentados no grupo E (50g/L).

DISCUSSAO

Os antioxidantes naturais, tais como os
compostos fendlicos totais, desempenham um
importante papel na neutralizagdo de espécies
reativas, quelando o oxigénio triplete e singlete ou
decompondo peroxidos (Leopoldini et al., 2011;
Oroian & Escriche, 2015). A presenca destes
fitoquimicos antioxidantes, bem como a identificagcao
de flavondides e taninos condensados na infusao de
poejo testada neste estudo indica que esta planta
possui efeito benéfico sobre os parametros de
estresse oxidativo, ja que Stevenson & Hurst (2007)
sugerem em sua revisdo que os polifendis sao

Grupo Controle Agricultores

Sexo Masculino (%) 100 100
Idade (Anos) 405 4319
Tempo de Exposi¢ao (Anos) - 16,6£10.1
Utilizagéo de Equipamentos de protecgao individual (%) - 36
Ultima aplicagdo (Dias) - 46,5+8,6
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TABELA 2. Quantificagdo de polifendis totais, flavonoides totais e taninos condensados presentes na infusdo

de C. microcephala 50g/L. Os resultados foram expressos por média + desvio padrao.

Amostra

Polifenéis Totais
mg acido galico/g

massa seca

Flavonoides Totais
mg quercetinalg

massa seca

Taninos Condensados
mg catequinalg

massa seca

Infusao de C. microcephala 50g/L

70,96+1,02

34,50+0,14

6,22+1,01
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FIGURA 1. Atividade da enzima AChE (Ul/mL) nos eritrécitos de trabalhadores rurais tratados com a infusao
do poejo em diferentes concentragbes. Letras distintas representam resultados significativamente diferentes

(p<0,05).
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FIGURA 2. Niveis de TBARS (nmol/g Hb) nos eritrécitos de trabalhadores rurais tratados com a infusdo de poejo
em diferentes concentragdes. Letras distintas representam resultados significativamente diferentes (p<0,05).
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FIGURA 3. Niveis de PCs (nmol carbonil/mg prot totais) nos eritrocitos de trabalhadores rurais tratados com
a infusdo de poejo em diferentes concentragdes. Letras distintas representam resultados significativamente

diferentes (p<0,05).
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FIGURA 4. Niveis de GSH (umol GSH/mL) nos eritrécitos de trabalhadores rurais tratados com a infusao de poejo
em diferentes concentragées. Letras distintas representam resultados significativamente diferentes (p<0,05).

capazes de fornecer protegéo significativa contra
o estresse oxidativo “in vitro” em concentracdes
muito menores do que seria necessario para um
antioxidante quimico (Oroian & Escriche, 2015).
Estes resultados corroboram com os achados de
Felisbino et al. (2014) que também revelaram a
presengca de compostos fendlicos no extrato da
folha de C. microcephala.

A inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(AChE) constitui um parametro fundamental para
caracterizagao da exposicdo ambiental humana
a agroquimicos, tendo em vista que as principais
classes de pesticidas utilizadas pelos agricultores
promovem alteragdes sobre o sistema nervoso
dos mesmos (Lionetto et al., 2013). Considerando
a elevacao da atividade desta enzima no grupo
E, é possivel afirmar que a concentragado de
50 g/L da infusdo do poejo mostrou um efeito
benéfico frente a inibicdo da AChE promovida
pelos agroquimicos (Figura 1). A reativagao da
AChE é possivel, desde que o grupo hidroxila da
serina presente nesta enzima e, fosforilado pelos
agroquimicos encontre um nucledfilo, geralmente
uma oxima pirimidica, cujo grupo hidroxila é capaz
de remover o grupo fosfato, reativando a enzima
(Katz et al., 2015).

No que diz respeito aos danos oxidativos, a
exposicao aos xenobidticos pode levar a oxidagao
de macromoléculas, tais como: lipideos, proteinas
e DNA. A lipoperoxidagao é definida como uma
cascata de eventos bioquimicos resultante da
acao das EROs sobre os lipideos constituintes
das membranas celulares (Lima & Abdalla,
2001). Simoniello et al. (2009) demonstram
em seus estudos uma elevacao dos niveis de
TBARS de agricultores expostos a pesticidas,
corroborando com o resultado do nosso estudo
(Figura 2). A Figura 2, demonstra que a infuséo
de poejo nas concentragbes de 5;25;50 g/L foi
capaz de diminuir os lipidios peroxidados nos

eritrocitos dos trabalhadores rurais. Este fato
€ de extrema relevancia, tendo em vista que
a ocorréncia deste evento nos trabalhadores
rurais aumenta o risco do desenvolvimento de
doencgas, como: doengas neurodegenerativas,
respiratérias e cancer (Oliveira et al., 2013;
Choi et al., 2014). Além disso, os endoperdxidos
provenientes da peroxidagao lipidica sofrem
fragmentagao produzindo compostos carbonilicos
que podem ser ainda mais destrutivos do que as
EROs, tendo efeito prejudicial de longo prazo em
macromoléculas como proteinas e DNA (Negre-
Salvayre et al., 2010). O fato do grupo C (10g/L)
nao ter apresentado o mesmo comportamento
dos demais tratados com a infusdo do poejo pode
remeter a um erro metodoldgico, visto que, tanto
concentragbes mais altas quanto mais baixas da
infusdo testada demonstraram efeito benéfico
sobre a peroxidacéo lipidica.

Outro parametro oxidativo frequentemente
elevado em agricultores expostos a pesticidas
agricolas séo as PCs. De acordo com Sledzinski
et al. (2008) e Murussi et al. (2014), a formacao de
compostos carbonilicos é irreversivel, contudo estes
podem ser removidos por mecanismos proteoliticos
(Costa et al., 2007). Assim, considerando que nesta
pesquisa ocorreu reducao dos niveis de PCs nos
grupos D e E, em pouco tempo de tratamento com a
infusdo de poejo, sugere-se que a planta estudada
nas concentragdes de 25 e 50g/L, mostraram-
se capaz de estimular a remogao das proteinas
carboniladas.

Em contrapartida aos parédmetros
oxidativos, a GSH é considerada um antioxidante
multifuncional, que esta presente no plasma e
nas hemacias e possui grande importancia pelo
fato de possuir papel central na biotransformacao
e eliminagcdo de xenobidticos e na defesa das
células contra o estresse oxidativo (Barbosa et
al., 2010). De acordo com Figura 4, os niveis
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deste marcador foram elevados no grupo E
(50g/L) apdés o tratamento com a infusdo de
poejo, o que provavelmente pode ter ocorrido
devido a uma elevagao na atividade da enzima
glutationa reduzida (GR), tendo em vista que
esta é responsavel pela conversao da glutationa
oxidada (GSSG) em glutationa reduzida (Aquilano
et al., 2014).

Portanto, através dos testes realizados
neste estudo verifica-se que a infusdo de poejo
na concentragcdao 50g/L pode ser capaz de
reverter a inibicdo da enzima AChE, bem como
beneficiar a acdo do sistema antioxidante dos
agricultores expostos a pesticidas agricolas. Assim,
investigacdes futuras acerca desta planta tornam-
se fundamentais, visto que a mesma pode vir a se
apresentar como uma alternativa terapéutica para
agricultores intoxicados por agroquimicos.
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