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RESUMO

Tendo em vista o crescente uso do 6leo essencial do orégano com diferentes finalidades
terapéuticas, testes de toxicidade pré-clinica sdo imprescindiveis. No presente trabalho o
potencial genotdxico deste 6leo essencial foi testado através do teste de micronucleos
em medula déssea de ratos Wistar (Rattus norvergicus). Grupos de 5 ratos machos e 5
fémeas foram tratados com o 6leo essencial do orégano, por via oral em trés doses:
2000, 1000 e 500 mg.kg™ respectivamente, um controle negativo utilizando o veiculo da
administracdo do O6leo, Tween 80 (0,001%), um controle positivo utilizando
ciclofosfamida, substancia sabidamente mutagénica (25 mg.kg™) e um controle positivo
utilizando os compostos majoritarios encontrados no dleo testado. Em todas as doses
utilizadas, com exce¢do do GC+, a frequéncia de microndcleos foi avaliada ap6s 3 dias
de administracdo. A citotoxicidade foi avaliada pela relagdo entre eritrocitos
policrométicos e eritrocitos normocrométicos (EPC/ENC) e a frequéncia de eritrcitos
micronucleados. O 6leo essencial, nas doses testadas, ndo afetou o desenvolvimento
ponderal de ratos machos e fémeas tratados. Os resultados revelaram através da
proporcdo de EPC/ENC, que o 6leo essencial do orégano e o controle positivo com 0s
compostos majoritarios causaram uma leve toxicidade na medula dssea de ratos Wistar,
por meio de uma leve depressdo na medula dssea. Ndo houve um aumento
estatisticamente significativo (Kruskal-Wallis p > 0,01) de frequéncia de microndcleos
em eritrécitos policromaticos nas 3 doses do 6leo essencial do orégano, mas aumentou
a frequéncia de EPCMN do controle positivo com 0s compostos majoritarios induzindo
assim genotoxicidade nos eritrocitos dos ratos. Com base nos resultados é possivel
sugerir que através deste teste citogenético o 6leo essencial do orégano utilizado neste

experimento, ndo apresenta atividade genotoxica nas doses utilizadas.



ABSTRACT

Given the increasing use of essential oil of oregano with different therapeutic effects,
toxicity tests are essential pre-clinical. In this work the genotoxic potential of essential
oil was tested by the micronucleus test in bone marrow of rats (Rattus norvegicus).
Groups of 5 males and 5 female rats were treated with the essential oil of oregano orally
in three doses: 2000, 1000 and 500 mg.kg-1 respectively, a negative control using the
vehicle for administering the oil, Tween 80 (0.001%), a positive control using
cyclophosphamide, a substance known to be mutagenic (25 mg.kg-1) and a positive
control using the major compounds found in oil tested. At all doses, except for GC +,
the frequency of micronuclei was evaluated after 3 days of administration. Cytotoxicity
was evaluated by the ratio of polychromatic erythrocytes and erythrocytes
normochromatic (EPC / ENC) and the frequency of micronucleated erythrocytes. The
essential oil in the doses tested, did not affect the growth of male and female rats
treated. The results revealed by the ratio of EPC / forward, that the essential oil of
oregano and the positive control with the major compounds caused a mild toxicity in the
bone marrow of rats, through a slight depression in the bone marrow. There was a
statistically significant increase (Kruskal-Wallis p> 0.01) frequency of micronuclei in
polychromatic erythrocytes in 3 doses of essential oil of oregano, but increased the
frequency of MNPCE positive control with the major components thus inducing
genotoxicity in erythrocytes mice. Based on the results is possible to suggest that
through this cytogenetic test the essential oil of oregano used in this experiment does

not show genotoxic activity at the doses used.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevengéo
de doencas, € uma das mais antigas formas de prética medicinal da humanidade. No
inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que 65-
80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais
como Unica forma de acesso aos cuidados bésicos de saude (VIEGA JUNIOR et al.,
2005).

O estudo das plantas medicinais, tradicionalmente utilizadas, é valido em dois
aspectos: primeiramente, como uma pesquisa de farmacos com potencial terapéutico, e
em segundo, como medida de seguranca para o uso popular (ELGORASHI et al., 2003;
ARORA et al., 2005).

Neste contexto o orégano (Origanum vulgare L.) é uma planta originaria das
regides da Asia e Europa mediterranea, pertence a familia das lamiaceae, que
atualmente apresenta varios potenciais terapéuticos, como antifungico (CLEFF, 2008);
antimicrobiano e antioxidante (SAHIN et al., 2004).

A parte do orégano utilizada pela fitoterapia sdo as folhas, por possuirem um
importante dleo essencial. De acordo com a literatura, os 6leos essenciais do Origanum
vulgare apresentam em torno de 34 compostos ativos, sendo que os compostos fendis
como carvacrol, timol, gama terpineno e p — cimeno podem alcancar entre 80,2% a 98%
da composicéo total do 6leo (BAMPIDIS et al., 2005). Segundo definicdo da ANVISA
(BRASIL, 1999) os 6leos essenciais sdo produtos volateis de origem vegetal obtidos por
processos fisicos e podem se apresentar isoladamente ou misturados entre si, retificados,
desterpenados ou concentrados. Podem ser encontrados em todas as estruturas vegetais,
ocorrem em diversos géneros de plantas superiores, inferiores e constituem uma mistura
complexa de substancias, apresentando estruturas quimicas heterogéneas (BRENNA et
al., 2003).

Os organismos vivos estdo habitualmente expostos a substancias mutagénicas
que podem causar danos celulares, estes danos podem ser induzidos por agentes
quimicos, fisicos ou biologicos que afetam processos vitais como a duplicacdo e a
transcricdo génica, bem como alteragdes cromossomicas, levando a processos
cancerosos e morte celular e, por causarem lesdes no material genético, essas

substancias sdo conhecidas como genotdxicas (COSTA e MENK, 2000).
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Os estudos de genotoxicidade com plantas tém crescido juntamente com o
aumento do uso terapéutico e com o interesse de comprovagdo da eficacia das mesmas
nas mais diversas finalidades farmacoldgicas. Isso se deve ao fato de muitas das plantas
utilizadas por um grande nimero de pessoas, apesar de possuirem propriedades
farmacoldgicas, também podem causar alteraces no DNA (VARANDA, 2006). Na
producdo de um novo farmaco, os resultados de testes de genotoxicidade representam
consideravel peso, pois, a maioria das industrias farmacéuticas libera o processamento
de um novo agente terapéutico com base nos resultados de testes de genotoxicidade in
vitro e in vivo (PURVES et al., 1995).

A Resolugdo-RE n° 90, de 16 de marco de 2004, publicada no DOU do dia 18 de
marco de 2004, inclui um “Guia para a realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica
de fitoterdpicos”, onde indica o estudo especial para genotoxicidade, estudo que deve
ser efetuado quando houver indica¢do de uso continuo ou prolongado do medicamento
em humanos. Deve ser feita avaliacdo in vitro da reversdo de mutacdo em bactérias
incluindo ativacdo metabdlica ou de dano a cromossomas de células de mamiferos ou de
linfoma de camundongo; e avaliagdo in vivo do dano em cromossoma em células
hematopoiéticas de roedores (teste de micronucleo).

Baseados nos potenciais terapéuticos e utilizagdo clinica do 6leo essencial de
orégano, os estudos toxicoldgicos sdo indispensaveis e complementares. Assim optamos
avaliar a genotoxicidade do seu 6leo essencial através do teste de microntcleos em
medula 6ssea de ratos. Este trabalho é complementar aos estudos quimicos e potenciais
terapéuticos do 6leo essencial de orégano que vem sendo desenvolvidos em cooperagdo

com o grupo de pesquisa em Micologia Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Orégano

2.1.1 Caracteristicas gerais do Origanum vulgare L.

A espécie Origanum wulgare L. (orégano) (Figura 1), também chamado
popularmente de manjerona-baiana, manjerona-selvagem, manjerona, oregdo e ouregao,
€ uma erva perene e aromatica nativa de regides montanhosas e pedregosas do sul da
Europa, cultivada também no Brasil (LORENZI e MATOS, 2008), em solo Umido e
fértil, mas se adapta a solos secos e calcéarios. A maioria das espécies é nativa do
Mediterraneo (Grécia, Ird, Turquia), mas também cultivadas na Europa, Asia e Taiwan
(LORENZI e MATOS, 2008).

O orégano foi introduzido nas Américas para ser utilizado principalmente como
tempero na culinaria. O Chile é o principal produtor de orégano na América do Sul,
seguido pela Bolivia e Peru, e produzido em menor escala na Argentina e no Uruguai
(ARCILA-LOZANO et al., 2004; CASTRO e CHEMALE, 1995; KOKKINI et al.,
1994; TSINAS, 1999).

. & 1.#*%&'” " h '.-' _ e .
Figura 1 — Exemplar da planta orégano (Portal Sao Francisco, 2010).
O orégano é uma planta da familia Lamiaceae, herbacea, muito ramificada,
perene de caule ereto, por vezes corado de vermelho, por outras, com as hastes algumas

vezes arroxeadas, podendo atingir de 30 a 50 cm, mas pode chegar até 80 cm de altura.
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O plantio a campo é melhor em setembro, outubro ou novembro, sendo o espagamento
para plantio definitivo de 0,25 x 0,30m entre cada planta. A primeira colheita se d4 em
torno de 3 meses ap6s o plantio e a mesma é anual. Suas folhas sdo esparso -
pubescentes, de 1 a 2 cm de comprimento, inteiras, pecioladas, ovais, pontiagudas e
quase sem pélos, flores numerosas, reunidas em inflorescéncias paniculadas terminais,
esbranquigadas, roseas ou violaceas, cor de rosa purpura, rizoma rastejante, escuro e
com raizes fibrosas (Figura 2). Sua propagacéao se d& por divisdo de touceiras, sementes
ou estacas e precisa de luz plena para seu desenvolvimento. E muito semelhante a
Origanum majorana L. (manjerona-verdadeira), também cultivada no Brasil
(LORENZI e MATOS, 2008; ZANANDREA et al., 2004).

O género Origanum € composto por 3 grupos, 10 secches, 38 espécies, 6
subespécies e 17 hibridos, sendo caracterizado por uma grande diversidade morfologica
e quimica. As diferentes espécies sdo amplamente empregadas e possuem diferentes
nomenclaturas, os mais conhecidos sdo o orégano grego (Origanum vulgare hirtum L.),
orégano turco (Origanum onites L.), orégano espanhol (Coridothymus capitatus L.) e o
orégano mexicano (Lippia graveolens HBK) (KOKKINI et al., 1994; ARCILA-
LOZANO et al., 2004).

O O. wvulgare é utilizado como condimento e medicinalmente, sendo-lhe
atribuidas  diversas  propriedades, tais como, antibacteriano, antifungico,
antiinflamatério,  antioxidante, anticancerigeno, antiespasmddico, carminativo,
estimulante, emoliente e digestivo (ZANANDREA et al., 2004).

A planta do orégano inteira € empregada na medicina caseira, cujo habito foi
originado na cultura italiana. O seu 6leo € usado na composi¢do de aromatizantes de
alimentos e de perfumes. E cultivada no Sul e Sudeste do Brasil como especiaria de
largo uso na culinéria. S&o utilizadas suas folhas e flores frescas ou secas, pelo sabor e
aroma que da aos pratos (LORENZI e MATQS, 2008).
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Figura 2 — Origanum vulgare L. com sumidades floridas (LRENZI e MTOS, 2008).

Em escala industrial o 6leo essencial de orégano tem sido usado no preparo de
cosmeéticos, vinagres e na dentistica, no entanto, a importancia do estudo destas plantas
esta principalmente relacionada as suas propriedades antimicrobianas (BARATTA et
al., 1998; DORMAN et al., 2000; ALIGIANNIS et al., 2001; VICHI et al., 2001;
BAYDAR et al., 2004; SOUZA et al., 2005).

Sabe-se que o aroma proprio do orégano, é caracteristico de espécies de plantas
que produzem Oleo essencial com um conteudo relativamente alto de fendis, mais
especificamente, carvacrol ou timol (CASTRO e CHEMALE, 1995; SIMOES e
SPITZER, 2003).

2. 1. 2 Composi¢ao quimica

A composicdo quimica dos 6leos essenciais e a percentagem de 6leo presente
nos vegetais variam muito conforme o clima, estacdo do ano, variedade e espécie,
regido, solo, estagio de crescimento da planta, época da colheita, além do método de
extracdo (AMZALLAG et al., 2005; KOKKINI et al., 1994; SIMOES e SPITZER,
2003; VAGI et al., 2005).
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Nas folhas e inflorescéncias do orégano é destacavel a presenca de até 1% de
6leo essencial, com teor de 40 a 70 % de carvacrol, seguido de borneol, cineol,
terpineol, terpineno e timol (LORENZI e MATOS, 2008).

Estima-se que as emissdes de compostos organicos volateis (COVs) pela
vegetagdo sdo comparaveis aos emitidos de fontes antropogénicas (GUENTHER, 1999).
Souza e colaboradores (2002) citam que nestes compostos volateis incluem-se 0s
hidrocarbonetos saturados e insaturados e os hidrocarbonetos oxigenados, tais como
acidos carboxilicos, aldefdos, cetonas, éteres, ésteres e alcoois, entre estes estdo 0s
monoterpenos.

Pode ser encontrado entre os monoterpenos um grupo de derivados fendlicos
com marcante presenca principalmente na familia Lamiaceae. Entre os mais importantes
cita-se 0 p-cimeno, timol e carvacrol. Estudos mostram que 0S monoterpenos,
diterpenos e sesquiterpenos componentes dos 6leos essenciais, possuem mdultiplas
atividades bioldgicas, sdo muito eficazes como inseticidas, expectorantes,
antimicrobianos,  antifingicos, antiinflamatérios, antioxidantes (NIERO e
MALHEIRQS, 2009).

2. 1. 3 Propriedades terapéuticas

O orégano tem alta atividade antioxidante pela presenca do &cido fendlico e
flavondides. Adicionalmente tem propriedades antimicrobianas contra bactérias como
Listeria monocytogenes e outros patdgenos presentes nos alimentos, atuando como
conservantes de alimentos (MARINO et al., 2001). Estudos citam o uso do orégano
como conservante de alimentos de origem animal e como controlador de
microrganismos e endoparasitas, sendo promotor de crescimento em varias espécies de
animais de producéo (BUSSATA et al., 2007; GIANNENAS et al., 2003; OUSSALAH
et al., 2007). Cleff e colaboradores (2008) sugerem que a atividade antimicrobiana do
O. vulgare tem sido atribuida aos compostos fendlicos que se encontram como
componentes majoritarios no seu Aleo essencial, sendo que os principais sdo 0s
monoterpenos ¢ sesquiterpenos, como a-terpineno, y-terpineno, p-cimeno, carvacrol e
timol.

Calucci e colaboradores (2003) afirmam que alguns autores demonstraram que o

orégano é uma fonte de vitamina C e outros compostos antioxidantes como
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carotendides, sendo também, encontrado um contetdo de &cido ascérbico, de luteina e
de zeaxantina no 6leo essencial de O. vulgare.

Na medicina popular, o orégano é utilizado na forma de cha, como potente na
cicatrizacdo de feridas e Ulceras gastricas, estimulante da atividade uterina (indugdo de
partos), antihemorrégico, forte acdo analgésica, espasmolitica, sudorifica, estimulante
do sistema nervoso e digestivo e como antioxidante (LORENZI e MATOS, 2008;
YUNES e CALIXTO, 2001).

A erva é considerada um expectorante brando, empregando medicinalmente suas
folhas e inflorescéncias na forma de infusdo ou decocto para tratar gripes e resfriados,
problemas como tosse, bronquite, indigestao, distlrbios estomacais, flatuléncias, célicas
intestinais e colicas menstruais. O orégano ainda € indicado para tratamento da dor de
cabeca e alivio da irritacdo, além de ser utilizado para reduzir o enj6éo do mar
(LORENZI e MATQS, 2008).

A maceracdo de suas inflorescéncias em vinho durante 10 dias, preparada na
concentracdo de 50 g para 1 litro, resulta em uma bebida doce, aperiente, béquica e
digestiva, consumida contra bronquite, asma, artrite e dores musculares. Existem
costumes populares de usar compressas feitas com uma almofada cheia de suas
inflorescéncias frescas e levemente aquecidas para aliviar as dores do torcicolo. Na
homeopatia é usada para a excitabilidade sexual (LORENZI e MATOS, 2008).

2. 2 Ensaios para a detec¢do de mutagénese

Muitos agentes quimicos sdo capazes de provocar mutagenecidade em
organismos vivos, sendo fundamental a avaliagdo desta mutacéo para garantir a saide
pablica. Atualmente sdo utilizados diversos ensaios para detectar a mutagenicidade e
citotoxicidade, direta ou indiretamente, de sustancias de uso humano, estes ensaios de
atividade mutagénica podem ser in vitro ou in vivo, 0 que vai depender da
especificidade da substancia analisada. Aqui sdo apresentados 0s principais testes

utilizados.

2. 2.1 Teste de AMES

Muitas substancias quimicas podem ser avaliadas por sua a¢do mutagénica em

bactérias. A metodologia mais utilizada para avaliacdo da atividade antimutagénica foi
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descrita por Ames (1979). O método de Ames consiste em um ensaio simples utilizando
uma linhagem-teste de bactérias, especificamente mutantes de Salmonella typhimurium,
incapazes de crescerem na auséncia de histidina. Essas bactérias na presenca de drogas
mutagénicas causam novas mutacgdes originando uma certa reversdo na mutacéo original
proporcionando a sintese de histidina permitindo assim, o crescimento bacteriano
(MACIEL et al. 2002).

Esse ensaio é realizado utilizando cultura de Salmonella mutante na presenca ou
auséncia de homogenato de figado de mamifero (STRYER, 1996) ou da fracdo
microssomal (DIEL, 1999). A inibicdo da mutagenicidade é calculada pelo nimero de
bactérias que foram revertidas em relacdo ao controle, levando-se em consideracdo as

bactérias revertidas espontaneamente (MACIEL et al., 2002).

2. 2. 2 Sistema teste vegetal

Sistemas testes vegetais como o de Vicia faba, e principalmente o de Allium
cepa, tém sido utilizados para o estudo dos efeitos de extratos vegetais, visando a
deteccdo de genotoxicidade (BAGATINI et al., 2007). Esses sistemas também tém
importancia no monitoramento da poluicdo ambiental e avaliagdo do potencial
mutagénico de muitos compostos quimicos (MA et al., 1995).

O sistema de teste de Allium é utilizado para o estudo de efeitos de
citotoxicidade de plantas medicinais, o sistema consiste na exposi¢do das raizes da
cebola em contato direto com a substancia testada, permitindo a avaliacdo de
concentracdes diferentes. Assim, as alteragdes cromossomicas e as da divisdo das
células meristeméticas da raiz de cebola sdo testadas (VICENTINI et al., 2001).

O método de avaliagdo de alteracBes cromossdmicas em raizes de Allium €
validado pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, OMS) e o
Programa Ambiental das Na¢des Unidas (UNEP) como um eficiente teste para analise e
monitoramento in situ da genotoxicidade de substancias ambientais (BAGATINI et al.,
2007). O sistema de teste de Allium é bem aceito para o estudo de efeitos de
citotoxicidade de plantas medicinais, porque as suas raizes ficam em contato direto com
a substancia testada, permitindo a avaliagdo de concentragdes diferentes (BAGATINI et
al., 2007).

Os testes de citoxicidade utilizando sistema teste vegetal in vivo estdo validados

por varios pesquisadores que realizaram de forma conjunta teste animal in vitro,
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utilizando células de medula de rato Wistar e os resultados foram similares
(VICENTINI et al., 2001).

2. 2. 3 Ensaio cometa

O ensaio cometa é também conhecido como eletroforese em célula Unica e €
empregado para avaliar dano ao DNA e reparacio em células eucari6ticas. E um teste
bastante sensivel, simples e de custo relativamente baixo (ROSA, 2008). O teste pode
ser realizado em uma suspensdo celular contendo uma populacdo pequena de células,
em proliferacdo ou ndo, correspondendo a um teste citogenético (COLLINS et al., 1997;
COLLINS, 2004).

Este teste é uma avaliacdo de genotoxicidade, que detecta danos primarios ao
DNA induzidos por uma série de substancias quimicas, como agentes intercalantes,
alquilantes e oxidantes (COLLINS, 2004).

O principio deste ensaio leva em conta o comportamento do DNA, em células
individualizadas e sua organizacdo no nucleo celular. As células sdo embebidas em
agarose, suas membranas sdo rompidas com o uso de detergentes em pH alcalino, e as
proteinas nucleares sdo removidas com o uso de altas concentracfes salinas. Na lamina
aparece apenas o nucleoide integro. Quando a lamina é submetida ao campo elétrico, o
DNA do nucle6ide migra no gel em funcdo do seu tamanho. Os fragmentos pequenos
vibram com uma velocidade maior que a matriz nuclear. Assim, células com DNA
danificado formam apds a migracéo, o aspecto de um cometa e a extensdo da migracéo
correlaciona-se diretamente com a quantidade de dano sucedido (COLLINS, 2004;
ROSA, 2008).

O ensaio cometa ndo é utilizado para detectar mutacGes e sim lesdes genémicas,
que apds serem processadas, podem resultar em mutagdo. Diferente das mutacdes, 0S

danos detectados por este teste podem ser reparados (COLLINS et al., 1997).

2. 2. 4 Teste SMART em Drosophila melanogaster

A mosca da fruta (Drosophila melanogaster) tem uma homologia genética com
0 organismo humano de 80 % e adicionalmente um numero significante de genes
estudados na mosca provou ser homalogo de genes supressores de tumores em humanos
(MIKLOS e RUBIN, 1996). Em fungdo destas similaridades a Drosophila é considerada
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um excelente modelo para estudar a genotoxicidade e seus mecanismos moleculares
(AMARAL, 2001).

Em toxicologia tem-se utilizado a Drosophila principalmente para a obtencdo de
respostas em células germinais, por meio dos testes para a deteccdo de Letal Recessivo
Ligado ao Sexo (SLRL) e para Perda do Cromossomo X em Anel (RXL) permitindo
assim, o diagnostico de agentes mutagénicos e clastogénicos A analise dos danos
induzidos é feita pela observagdo de grupos celulares com fen6tipo marcador especifico
(mwh; fIr¥), que se manifestam na forma de tricomas mutantes. Estes fenétipos
manifestam-se devido a perda da heterozigose induzida pelos diferentes tipos de eventos
genotoxicos (AMARAL, 2001).

2. 2. 5 Teste de microntcleos

O teste de microndcleo in vivo foi descrito pela primeira vez por Schmid (1975).

Micronlcleos sdo nucleos pequenos, ou seja, pequenos corpusculos
arredondados de cromatina, separados e adicionais ao ndcleo principal das células,
produzidos durante a tel6fase da mitose por perda de fragmentos cromossdémicos ou
cromossomos inteiros (RIBEIRO et al., 2003).

Os microndcleos podem ser formados como consequéncia da acdo de agentes
fisicos, quimicos ou biologicos, capazes de interferir no processo de ligacdo do
cromossomo as fibras do fuso, ou que possam induzir a diminuicdo de cromossomos
(clastogénicos), levando a perda de material genético (cromossomos inteiros ou
fragmentos). Estes sdo, portanto, mutagénicos. A vantagem deste teste € basicamente a
simplicidade, sendo de fécil execucdo, e o fato de ser de facil analise permite que um
grande numero de células possa ser analisado em um curto espaco de tempo
(MATEUCA et al., 2006).

O teste baseia-se num aumento da frequéncia de eritrdcitos policromaticos com
micronucleos, utilizando-se para isso, preferencialmente, células de mamiferos, medula
Ossea ou sangue periférico, de animais devidamente tratados (FLORES e
YAMAGUCHI, 2008).

2. 2. 6 Teste de microntcleos em medula ssea de roedores
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O teste de microndcleo em medula 6ssea de roedores, in vivo, é um dos testes
citogenéticos mais utilizado e aceito pelas agéncias internacionais e instituicdes
governamentais para a deteccdo de mutagénese cromossomica de agentes clastogénicos
(que quebram cromossomos) e de agentes aneugénicos (que induzem aneuploidia ou
secregdo cromossdmica anormal), danos no fuso mit6tico, aberraces numéricas e
cromossdmicas. Internacionalmente aceito como parte da bateria de testes recomendada
para a avaliacdo do potencial mutagénico e para o registro de novos produtos quimicos
que entram anualmente no mercado mundial. Este teste foi desenvolvido de inicio, em
eritrocitos de medula 6ssea de camundongos, mas é também realizado em ratos,
portanto, aplicavel a qualquer populagdo celular nucleada (FENECH, 2000, 2006, 2007;
HAYASHI et al., 1994, MACGREGOR et al., 1987; TAKAHASHI et al., 2004).

Eritrécito policromético (EPC) é um eritrocito imaturo, em estagio intermediario
de desenvolvimento, que ainda contém ribossomos e, portanto, pode ser distinguido do
eritrocito  normocromatico por coloragdo seletiva para ribossomos. Eritrocito
normocromatico (ENC) é um eritrocito maduro, sem ribossomos e pode ser distinguido
do eritrocito imaturo (policromético) pela coloracdo seletiva para ribossomos ou RNA
(RIBEIRO et al., 2003).

Neste teste, o efeito do agente quimico é observado em eritrocitos
policrométicos anucleados (EPCs) que tém um tempo de vida relativamente curto, de
modo que qualquer micronucleo que ele contenha deve ter sido gerado como resultado
de danos cromossdmicos induzidos recentemente (RIBEIRO et al., 2003).

Ribeiro e colaboradores (2003) citam que na medula dssea, a célula tronco
hematopoiética d& origem aos eritroblastos, estes sofrem uma duplicacdo final dos
cromossomos, se dividem (ocorre a expulsdo do nucleo) e se diferenciam em eritrocitos
policrométicos, sendo que esse processo todo perdura de 10 a 12 horas. Na corrente
sanguinea, os eritrocitos policrométicos se diferenciam em eritrécitos normocromaticos
(ENC) e, posteriormente, em eritrdcitos, perdurando este processo 24 horas.

Os microndcleos (MN) aparecem nas celulas filhas, em decorréncia de danos
induzidos nas células parentais. Os fragmentos cromossdémicos que resultam de quebra
podem ndo ser incorporados no nucleo principal das células filhas apds a mitose. Uma
membrana nuclear se formar4 em volta do fragmento, o qual serd visivel como um
pequeno (micro) nucleo separado do ndcleo principal da célula. Os MN podem,
também, se formar a partir de um cromossomo inteiro, quando ocorre dano no aparelho

mitético da célula, ou no proprio cromossomo. Nesta situacdo, o MN ira conter o
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centrdbmero do cromossomo, o qual pode ser detectado utilizando-se sondas especificas.
Durante a diferenciacéo, o nucleo principal é expelido do eritrdcito nucleado, enquanto

o0s micronucleos ficam retidos conforme Figura 3 (RIBEIRO et al., 2003).
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Figura 3 — Diagrama ilustrando a origem do micronucleo a partir de um fragmento
cromossdmico acéntrico ou de um cromossomo inteiro (a); em (b), a formagéo de uma
ponte citoplasméatica e de um microndcleo a partir de um fragmento cromossémico
acéntrico (adaptado de Fenech, 2000) (RIBEIRO et al., 2003).

Os animais sdo expostos a substancia teste pela via oral, intravenosa,
intraperitoneal, intramuscular, subcutanea ou intradermal, mas para o Teste do
Microndcleo, a substancia quimica teste €, geralmente, administrada por via oral
(gavage) ou por injecdo intraperitoneal. S&o eutanasiados em 18 e 24 horas ap6s o
tratamento, para a coleta da medula dssea. Os esfregagos de medula 6ssea sdo corados

adequadamente e analisados para a presenca de microndcleos (RIBEIRO et al., 2003).

2. 3 Tipos de mutagénese

MutacBes sdo mudancas na sequéncia dos nucleotideos do material genético de
um organismo, podem ser causadas por erros de cOpia do material durante a diviséo
celular, por exposi¢do a radiacdo ultravioleta ou ionizante, mutagénicos, quimicos, ou
virus (LEROI, 2003). As muta¢des tém origem nas falhas em mecanismos enddgenos
(replicagdo e reparo) e em modificagBes quimicas diretas em uma das bases do DNA
(LOPES, 2008).

Segundo Lombardi e colaboradores (2009) as mutagdes sdo classificadas em:

- Genbmicas (Aneuploidias e Poliploidias): afetam o numero de cromossomos

intactos que surgem de erros de segregagdo cromossdmica durante a meiose ou mitose.
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- Cromossomicas: S8o desequilibrios que envolvem somente uma parte de um
cromossomo. Tais como, duplicagdes, delecdes, inversdes e translocagdes.

- Génicas: afetam a estrutura do gene, séo alteragdes no nimero de cromossomos.

2. 4 Substancias mutagénicas

Os organismos vivos estdo frequentemente expostos a substancias mutagénicas
que podem causar danos celulares. Os danos podem ser induzidos por agentes quimicos,
fisicos ou bioldgicos que afetam processos vitais como a duplicacdo e a transcrigao
génica, bem como alteragdes cromossémicas, levando a processos cancerosos e morte
celular. Estas substancias sdo conhecidas como genotoxicas por causarem lesdes no
material genético (BAGATINI, 2007).

Compostos com atividades bioldgicas, hd tempos vem sendo avaliados, no
entanto, muitos deles ainda ndo podem ser utilizados na terapéutica devido as suas
propriedades  tdxicas,  carcinogénicas e  mutagénicas (AMES,  1983;
KONSTANTOPOLOU et al., 1992).

Substancias com acéo clastogénica sdo aquelas que quebram 0s cromossomos, €
um tipo de aberragdo cromossomica, sendo esta quebra espontanea ou induzida. Sabe-se
que os agentes alquilantes, alguns tipos de irradiagdo e substancias mutagénicas
provocam a quebra cromossomica induzida. Este tipo de aberragdo pode induzir a
translocacdo de pares de bases, eliminacbes e quebra de crométides (ELLIS, et al.,
2001).

Substancias aneugénicas, sdo as que induzem aneuploidia ou secrecdo
cromossdmica anormal, a célula tem seu material genético alterado, sendo portador de
um ntmero cromossdmico diferente do normal da espécie. Podendo ter uma diminuicéo
ou aumento do numero de pares de cromossomos, porém nédo de todos. A maioria dos
afetados apresentam trissomia (trés cromossomos ao invés de dois cromossomos), ou,
menos comum, monossomia (apenas um cromossomo ao invés de dois cromossomos).
O fator cromossdmico mais usual é a ndo-disjuncédo meidtica, um erro na separagdo de
um par cromossdmico durante uma das duas divisdes mei6ticas. Podendo ocorrer tanto
na meiose | quanto na meiose Il (ELLIS, et al. 2001).

Substéncias mutagénicas tém sido utilizadas em testes de genotoxicidade como

controles positivos. Alguns exemplos de controles positivos recomendados e suas



26

respectivas doses séo o etil-metanosulfonato 200 mg.kg, N-etil-n-nitrosourea 50 mg.kg,
ciclofosfamida 50 mg.kg e mitomicina C 1 mg.kg (RIBEIRO et al., 2003).

2. 4. 1 Mecanismo de acao das substancias mutagénicas

Sabe-se que mutacgbes génicas atuam em etapas do processo de carcinogénese e
que ensaios que detectam componentes genotdxicos permitem identificar substancias
com risco potencial aos seres humanos. Substancias genotéxicas tém em comum
propriedades quimicas e fisicas que permitem suas interagdes com os acidos nucléicos.
Devido a sua alta reatividade, podem levar a defeitos hereditarios através de mutacdes
em células germinativas, e quando a mutagdo ocorre em células somaticas, a
consequéncia mais comum ¢é a formacdo de tumores benignos ou malignos
(VARANDA, 2006).

A lesdo genotoxica, € uma lesdo a um &cido nucléico, correspondendo a uma
alteracdo na estrutura fisica da dupla hélice, perturbando as funcdes que necessitam da
integridade conformacional do polimero, tais como a replicacdo e transcricdo. Apés o
estresse genotoxico, as vias de sinalizacdo ativadas pela presenca do dano reduzem a
velocidade de progresséo do ciclo celular, com o intuito de favorecer a reparacdo do
material lesado (BARTEK e LUKAS, 2007; HOUTGRAAF et al., 2006).

O dano em nivel de DNA tem como consequéncia direta as anormalidades na
estrutura do cromossomo. As quebras cromossomicas podem resultar de quebras duplas
de DNA ndo reparadas, e 0s arranjos cromossomicos, do reparo incorreto de quebras na
fita de DNA. Na carcinogénese, a perda de cromossomos e 0s erros de segregacdo sao
eventos importantes, causados principalmente por defeitos na formacgdo do fuso,
centrdbmero e alteragdes na condensacdo da cromatina antes da metafase (FENECH,
2000).

Quando a lesdo € muito complexa e ou muito numerosa, as vias de inducéo de
morte celular programada eliminam a célula danificada da populagdo (HOUTGRAAF et
al., 2006). No entanto, algumas vezes, um sistema de reparacdo de DNA permite que a
célula tolere o dano (sintese translesdo de DNA) e embora ndo consiga corrigir a lesdo
eficientemente, garante & sobrevivéncia celular, desse modo, as lesbes removidas de
forma ineficiente acabam gerando a restauracdo imperfeita da sequéncia de nucleotideos
original, causando mutagéo génica (JEGGO e LOBRICH, 2006).
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2. 5 Ensaios toxicol6gicos com o orégano e seus compostos

Os oleos volateis estdo presentes em vegetais que constituem a dieta humana
habitual e, também sdo incluidos como aditivos flavorizantes em alimentos e bebidas,
como fragrancias em cosméticos, em produtos domésticos sanitarios e como principios
ativos de medicamentos. A toxicidade dos 6leos bem como de seus compostos depende
da dose, sendo muitas vezes produzidas reagdes toxicas somente em doses elevadas
(HENRIQUES et al., 2009).

O estudo das plantas medicinais, tradicionalmente utilizadas, € valido por dois
aspectos: primeiramente, como uma pesquisa de farmacos com potencial terapéutico, e
em segundo, como medida de seguranca para o uso popular (ELGORASHI et al., 2003;
ARORA et al., 2005).

Muitos testes genéticos buscam agentes que possam afetar 0 genoma, se um
agente pode causar danos ao DNA, este tem potencial genotdxico em qualquer tipo de
célula (animal, vegetal ou em microrganismos). Porém, organismos diferentes possuem
metabolismos e mecanismos de reparagdo e de detoxificacdo que variam muito de um
para outro, tornando diferentes também suas respostas a agentes genotoxicos
(VILLELA, 2006).

Estudos em genotoxicidade tém sido feitos para comprovar a atividade
antimutagéncia do 6leo essencial do género Origanum. Conforme Lam e Zheng (1991)
a suplementacdo de 6leo essencial de orégano a ratos proporcionou um aumento na
atividade da glutationa S — transferase (GST) nos tecidos analisados, sugerindo
atividade anticancerigena, sendo que a GST exerce funcdo na detoxificacdo da
carcinogénese quimica.

Ipek e colaboradores (2005) avaliaram os efeitos genotoxicos e antigenotoxicos
do 6leo essencial de Origanum onites L. e de carvacrol, através do teste de AMES
Salmonela. A atividade mutagénica foi inicialmente rastreada usando linhagens
Salmonella typhimurium TA98 e TA100, com ou sem ativacdo metabdlica. Néo foi
encontrada mutagenicidade no 6leo de ambas as linhagens, pelo contrario, ambas as
amostras inibiram fortemente a mutagenicidade. Mezzoug e colaboradores (2007)
avaliaram a atividade antimutagénica e mutagénica pelo teste de mutacdo e

recombinagdo somatica (SMART) em Drosophila melanogaster, do 6leo essencial de
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Origanum compactum. N&o observaram aumento no nimero de mutagcBes somaticas
com o 0leo essencial testado.

O Oleo essencial da planta Origanum vulgare subsp. hirtum foi analisado
juntamente com seus principais constituintes, carvacrol e timol, quanto & atividade
genotoxica por Karpouhtsis e colaboradores (1998), revelando que entre 0s compostos
fendlicos extraidos do dleo de orégano e avaliados pelo teste de mutacdo e
recombinagdo soméatica em Drosophila apenas o timol exibe atividade genotoxica.

Fletcher e colaboradores (2005) realizaram uma investigagdo in vitro do
potencial mutagénico de uma variedade de dleos de Melaleuca angustifolia disponiveis
comercialmente e também do principal componente do dleo, 0 monoterpeno 4-terpineol,
através do teste de AMES. Os resultados mostraram que todas as marcas do 6leo e o
monoterpeno s6 apresentaram toxicidade na maior dose utilizada, nos niveis de 1500-
2000 mg / mL.

2. 6 Toxicidade de compostos de 6leos essenciais

Embora os monoterpenos sejam conhecidos por serem substancias seguras, para
alguns deles, como a pulegona, foi detectada propriedade hepatotdxica, o safrol possui
propriedade genotoxica e carcinogénica (CHAN e CALDWELL, 1992; BAKERINKE
et al., 1996).

Diversos trabalhos foram realizados com o objetivo de conhecer a possivel
mutagenicidade de compostos volateis, pelo teste de AMES. Desta forma foi observado
que 0S seguintes compostos ndo apresentam toxicidade: o — terpineno, 1,8 cineol, o —
terpineol, p — cimeno, limoneno, o — pineno, B — pineno, linalol, mirceno e 4-terpineol
(HENRIQUES et al., 2009).

Em estudo realizado com o 6leo do tea tree (Melaleuca alternifolia Cheel) foi
observado que este é tdxico quando ingerido em altas doses, podendo desencadear
reagdes alérgicas em pessoas sensiveis. Tais reagdes podem ser causadas pela oxidacéo
dos compostos pela exposi¢do a luz e o ar. O autor Sugeriu que a — terpineno e f§ —
mirceno, os principais constituintes do 6leo, possam ser 0s responsaveis pela toxicidade
(HAMMER et al., 2005).

Em trabalho realizado com [ — mirceno, a — terpineno ¢ a — pineno foi
observado, pelo teste de AMES, que nenhum dos trés compostos apresenta

genotoxicidade. Os resultados obtidos sugerem que monoterpenos hidrocarbonados néo
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sd0 mutagénicos (GOMES-CARNEIRO et al., 2005). Outro monoterpeno ciclico
estruturalmente similar, d — limoneno, também ndo demosntrou ser mutagénico pelo
mesmo método (IARC, 1999). Para d — limoneno hé relatos de que este composto seja
tanto um agente carcinogénico renal como uma substancia anticarcinogénica,
dependendo da dose (GOULD, 1997). Em outro estudo envolvendo o - terpineno foi
verificado embriofetotoxicidade dose-dependente em modelos de ratos levando a mal -
formacdes do esqueleto (ARAUJO et al., 1996).

Dados de citotoxicidade in vitro tém sido utilizados para predizer ou estimar
irritagcOes cutaneas e correlagdes entre os dados in vitro e in vivo (HENRIQUES et al.,
2009). Estudo realizado para verificar a citotoxicidade de diversas linhagens celulares
demostrou que 4-terpineol, o — terpineol, terpinoleno, a — felandreno, aromadendreno,
sabineno, 1,8 - cineol, a — pineno, B — pineno, apresentaram Vvarios graus de
citotoxicidade (HAYES et al., 1997; MIKUS et al., 2000).



30

3. Objetivos Gerais

Determinar os riscos da utilizacdo do dleo essencial de Origanum vulgare L.
(orégano), especialmente no que se refere ao potencial genotdxico.

Avaliar o potencial genotdxico do 6leo essencial de Origanum vulgare L.
(orégano), através do teste de micronudcleos em medula dssea de ratos Wistar em trés
diferentes doses.

Fornecer instrucBes para detectar substancias que causem danos citogenéticos
em cromossomos ou no aparelho mitdtico de eritroblastos que resultem na formacéo de

microndcleos contendo fragmentos cromossémicos ou cromossomos inteiros.

3. 1 Objetivo Especifico

Extrair e analisar por cromatografia gasosa o 6leo essencial de O. vulgare e
determinar os principais constituintes do 6leo.

Avaliar o desenvolvimento ponderal dos ratos Wistar durante o periodo
experimental, nos diferentes tratamentos.

Determinar a proporcao de EPC entre os eritrocitos de machos e fémeas de ratos
Wistar submetidos aos diferentes tratamentos.

Determinar a frequéncia de EPCMN em medula éssea de ratos Wistar, machos e

fémeas nos diferentes tratamentos.
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4 MATERIAL E METODOS

4. 1 Material Vegetal

4. 1. 1 Origem, Coleta e Armazenamento

O Origanum vulgare L foi adquirido de distribuidor comercial, importado pela
Ricex Importacdo e Exportacdo LTDA. de S&o Paulo — Brasil. O orégano seco utilizado
neste experimento é origindrio do Per(, pertencente & marca Oro Verde, sendo
produzido em junho de 2009.

O material vegetal utilizado era composto somente das folhas do orégano, sendo
estas embaladas em sacos de papel pardo (pesando aproximadamente 12,5 kg cada)
revestidos internamente com uma camada plastica e armazenados em local fresco, seco
e livre da exposicdo solar no Laboratdrio do Departamento de Farmacologia no Instituto
de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS, até o momento da extragdo do 6leo essencial.

A abertura das embalagens comerciais foi realizada somente no momento da

extracdo, sendo todo material vegetal pertencente ao mesmo lote de produgéo.

4. 1. 2 Obtencéo do 6leo essencial

O o6leo essencial do orégano foi extraido pelo método laboratorial denominado
destilagcdo com arraste de vapor no laboratério do instituto de quimica da UFRGS, Porto
Alegre/RS, utilizando para tanto o equipamento desenvolvido pelo engenheiro
mecanico Edgar Witkowski, da empresa Schmitt e Vaz IndGstria e Comércio de Oleos
Vegetais, Maquinas e Equipamentos, Porto Alegre/RS. Onde se usou 1 Kg de folhas
secas de orégano por vez, obtendo-se melhor rendimento na extracdo de 6leo. Deste
volume de planta, foi extraido 6 ml de 6leo essencial em média. Durante todo o
experimento foi gasto aproximadamente 30 g de 6leo.

O aparelho de extracéo por arraste de vapor usado neste experimento consiste de
uma caldeira contendo agua aquecida até o ponto de ebulicdo e logo acima dela um
reservatorio contendo as folhas da planta. Quando o vapor proveniente da caldeira,
passa, subindo através do reservatorio contendo o material, leva consigo pequenas gotas
de 6leo. Essas gotas seguem com o vapor de &gua até um condensador onde sdo

resfriadas e coletadas em um baldo volumétrico, ja que a 4gua e o 6leo formam fracdes
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separadas (Figura 4). A destilacdo por arraste de vapor é uma destilagdo de misturas
imisciveis de compostos organicos e agua (no caso, o 6leo volatil). O principio desta
destilacdo baseia-se no fato de que a pressdo total de vapor de uma mistura de liquidos
imisciveis € igual a soma da pressao de vapor dos componentes puros individuais. A
pressao total de vapor da mistura torna-se igual a pressao atmosférica (e a mistura ferve)
numa temperatura menor que o ponto de ebulicdo de qualquer um dos componentes e
dessa forma, a mistura evapora e resta somente a agua no recipiente inicial
(GUIMARAES et al., 2000).

R e e s T
EM CADA UM
A SEGURANGA -
DE TODOS __ . . : s

Figura 4 — Aparelho Destilador (Edgar Witkowski, 2009).

4. 1. 3 Anélise cromatografica do 6leo essencial

As analises cromatograficas do 6leo essencial do orégano foram realizadas no
laboratério do instituto de quimica da UFRGS, Porto Alegre/RS, pela Dr.? e Professora
Maria Regina A. Rodrigues, em cromatdgrafo gasoso com detector de massas, injetor
split/splitless, GC/MS Shimadzu QP-5050A, visando & identificacdo dos principais
constituintes quimicos. Foram preparadas solugdes (1.000 pg.mL™) do 6leo essencial,
sendo injetados 1L dessas solu¢des. Também foi preparada uma solugdo (100 pg.mL’
1) dos padrdes cromatograficos (a-pineno, canfeno, p-pineno, mirceno, a-terpineno, p-
cimeno, limoneno, 1,8-cineol, a-terpineno, terpinoleno, linalol, 4-terpineol, a-terpineol,
timol e carvacrol), que foi submetida as mesmas condi¢des das amostras, utilizando

como método de ionizacdo o impacto eletrdnico (EI) com energia de ionizacdo de 70
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eV. Foi utilizada a coluna capilar OV-5 (metil silicone com 5% de grupos fenila) com
0,25 mm de didmetro interno, 0,25 um de espessura de filme de fase estacionaria e 30 m
de comprimento. Foram empregadas as seguintes condi¢des cromatograficas:

Temperatura detector= 180°C

Temperatura injetor= 240°C

Fluxo= 1,0 mL/min

Split=1:10

Coluna: DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 m(micro)m)

Rampa de aquecimento:

60°C - 240° a 3°C/min, a 10°C/min até 280°C

Foram injetadas no equipamento, inicialmente, 1pl de solu¢des de concentragdes
variadas de padrbes para obtengdo do tempo de retengdo de padrdes referentes aos
principais compostos presentes em amostras de orégano. Posteriormente foi preparada
uma solucéo de d6leo a 5000 ppm em hexano, que foi injetada no cromatografo e seu
comportamento quimico foi comparado com o comportamento dos padrdes
cromatograficos anteriormente injetados em relagdo aos tempos de retengdo na coluna
cromatografica, com base nos espectros de massas da biblioteca Willey e NIST do
equipamento com dados da literatura (RODRIGUES, 2002; RODRIGUES et al., 2004).

4.2 Animais

Foram utilizados ratos albinos Wistar de ambos os sexos, com idade inicial de 7
semanas, higidos, provenientes do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais
de Laboratério da UFRGS (CREAL). Os animais foram mantidos no Biotério Setorial
do Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude (ICBS)
com condi¢Ges constantes de umidade, temperatura (21°C £ 2) e ciclo de luz
claro/escuro de 12 horas (das 8h as 20h). Foram alimentados com ragdo comercial
Nuvilab CR1 (Nuvital, Colombo/PR) e &gua ad libitum durante todo o periodo
experimental. Os animais foram aclimatados as condi¢des ambientais do Biotério
Setorial, durante 15 dias antes do inicio da fase experimental, sendo alojados
coletivamente por sexo (n = 5/caixa) em caixas de polipropileno destinadas a
manutencao de ratos.

O alojamento, manejo e eutanasia seguiram a Lei n® 11.794, de 8 de outubro de

2008 e o Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e os principios éticos na
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experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA,
1996).

O projeto de pesquisa intitulado “Estudo da genotoxicidade de ¢leo essencial do
orégano comum (Origanum vulgare L.) em ratos Wistar” foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFRGS, niimero do projeto: 2008067 e cadastrado no sistema de
Pesquisa da UFRGS (N° 15062).

4. 3 Protocolo Experimental

4. 3. 1 Selecao das concentragdes da substancia teste (Teste Preliminar)

Para a selecdo das concentragfes da substancia teste a ser utilizada na condugéo
do estudo definitivo, foi realizado um experimento preliminar com 18 animais. Para
tanto, foram constituidos 3 grupos experimentais com 6 animais cada (3 machos e 3
fémeas), usando o mesmo protocolo e as mesmas condi¢des do estudo principal, porém
focando no aparecimento de sinais clinicos de toxicidade para o animal (diarréia, falta
de vontade de comer ou beber agua, perda de peso).

Devido a auséncia de dados toxicoldgicos do dleo essencial do orégano (DL50),
que poderiam nortear o estabelecimento das doses de estudo, foi utilizada como dose
maxima tolerada (DMT) a dose de 2000 mg/kg (OECD, 1997). Esta dose é a dose mais
alta que pode ser administrada sem induzir mortalidade, morbidade, toxicidade
excessiva ou depressdo medular durante a conducdo de um estudo. As duas doses mais
baixas testadas foram correspondentes a 50% e 25% da DMT.

Desta forma, cada um dos grupos citados acima recebeu as seguintes doses de
tratamento: 2000 mg.kg™, 1000 mgkg' e 500 mg.kg®. N&o apresentando sinais

clinicos, foram utilizadas estas mesmas doses no Teste Definitivo.

4. 3. 2 Formagéo dos Grupos Experimentais (Teste Definitivo)

Foram constituidos 6 grupos experimentais, formados por 10 animais cada (5
machos e 5 fémeas), sendo que os animais foram selecionados aleatoriamente, baseado
em sorteio prévio, considerando o nimero da caixa de origem (caixa de manutencéo

durante a aclimatagdo), o sexo em questéo e o nimero individual do animal.
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- Grupos Experimentais

Grupo Controle Negativo (GC-): Tratado com o veiculo empregado na dissolucdo do
6leo essencial de orégano, 0,001 ml de Tween 80 em 100 ml de agua destilada (10
ml.kg™?) (n =5 machos e 5 fémeas).

Grupo | (GD 1): Tratado com a concentragdo de 2000 mg. kg™ de 6leo essencial
(equivalente a massa aproximada de 2g do 6leo em 10 ml do veiculo utilizado na

dissolucéo) (n =5 machos e 5 fémeas).

Grupo 11 (GD I1): Tratado com 1000 mg. kg™ de 6leo essencial (equivalente a massa
aproximada de 1g do 6leo em 10 ml do veiculo utilizado na dissoluc¢do) (n = 5 machos e

5 fémeas).

Grupo 11 (GD I11): Tratado com 500 mg. kg™ de 6leo essencial (equivalente a massa
aproximada de 0,59 do 6leo para 10 ml do veiculo utilizado na dissolucéo) (n = 5

machos e 5 fémeas).

Grupo Controle Positivo — Ciclofosfamida (GC+): Tratado com 25 mg.kg"
ciclofosfamida (equivalente a massa aproximada de 0,029 g de Genuxal® diluida em 8

ml de 4gua destilada) (n = 5 machos e 5 fémeas).

Grupo Controle Positivo — Compostos Majoritarios (GC+ CM): Tratado com a
associagdo dos compostos fendlicos do orégano, timol e 4- terpineol, na concentracdo de
2000 mg.kg™" (equivalente a massa aproximada de 0,04g timol e 0,15g 4-terpinol para

10 ml do veiculo utilizado na dissolucéo) (n =5 machos e 5 fémeas).

4. 3. 3 Tratamento dos animais

Os animais experimentais, machos e fémeas, foram tratados diariamente por via
oral, com sonda oro-gastrica flexivel. A massa corporal individual foi aferida
diariamente, para estabelecimento do volume de administragédo. Todos os animais foram
tratados com volume idéntico, correspondendo a 10 ml.kg™.

Os animais pertencentes aos Grupos I, Il e 11l e GC- e GC+CM, tratados com 0

Oleo essencial do orégano, com o veiculo e com a associagdo dos padrdes
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cromatograficos, respectivamente, foram tratados durante 3 dias consecutivos. O GC+
foi tratado durante dois dias consecutivos, iniciando a dosificacdo a partir do segundo
dia de tratamento dos demais grupos.

O intervalo entre tratamentos em todos 0s grupos experimentais foi 24 horas,
sendo que a medula dssea foi coletada entre 18 e 24 horas apds o Gltimo tratamento dos

animais.

4. 3. 4 Eutanésia dos animais

Os animais foram eutanasiados 24 horas ap6s o Gltimo tratamento em camara de
CO,. Os animais foram eutanasiados em grupos, respeitando-se o intervalo de tempo

suficiente para preparacdo completa das laminas dos ratos.

4. 3.5 Preparacao das laminas

Apo0s a eutanasia, cada animal foi colocado sobre uma bancada em decubito
dorsal. Foi realizada anti-sepsia com alcool 70% nos membros posteriores. A pele de
cada uma das patas foi incisada com tesoura, e ambos os fémures de cada animal foram
retirados. O excesso de tecido, ao redor do 0sso foi removido com tesoura e pinga de
disseccdo, bem como com o auxilio de papel toalha absorvente, através de fricgdo leve
na superficie externa do fémur (RIBEIRO, 2003).

Apos a limpeza dos 0ssos, as duas epifises foram removidas com o auxilio de
uma tesoura, a fim de possibilitar a visualizacdo e o acesso ao canal medular. A medula
Ossea de cada fémur foi extraida com auxilio de uma seringa de 1 ml previamente
preenchida com soro fetal bovino (Laborclin). A agulha foi inserida na abertura do
fémur, injetando-se o soro fetal bovino, de modo a empurrar a medula diretamente sobre
uma lamina, previamente identificada com o nimero e grupo do animal, e com o fémur
correspondente (direito ou esquerdo). Para cada fémur foi necessario a confeccdo de
uma lamina de andlise, totalizando duas laminas por animal.

Apos a coleta em lamina, a medula foi macerada com uma espétula metélica e
misturada com o soro fetal bovino até ser obtida uma mistura homogénea para posterior

realizacdo de esfregaco.
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As laminas de cada um dos fémures de todos os animais (duas laminas por
animal) foram secas ao ar, durante aproximadamente 24 horas, secas e fixadas em
metanol, por dez minutos.

Transcorridas 24 horas apés a fixagdo das laminas, as mesmas foram coradas
com uma solucdo contendo 5% de GIEMSA® e 95% de tampdo fosfato com pH
correspondente a 5,9, ficando imersas por dez minutos.

Apoés este periodo, as Iaminas foram submetidas a um enx&gue com &gua

corrente para a remogédo do excesso da solugéo corante, e foram secas ao ar ambiente.

4. 3. 6 Identificagéo e codificagdo das laminas

As laminas de extremidade fosca foram identificadas inicialmente com o cddigo
do grupo, com o nimero do animal e com a identificacdo do fémur correspondente
(direito ou esquerdo).

Posteriormente a marcagdo inicial e antes da microscopia, as laminas foram
codificadas para realizacéo de “analise cega”. A identificacdo inicial de cada lamina foi
coberta com fita adesiva preta, e sobre esta fita foi fixada uma nova etiqueta branca
contendo nimeros sequenciais de 1 a 120. Este foi entdo o novo cédigo atribuido a cada
ldmina preparada com as células provenientes da medula 6ssea dos ratos tratados.

Foi criada uma tabela de decodificagdo onde foi preenchido o resultado da
analise microscdpica, com base no codigo final de cada preparado (numeragdo de 1 a
120).

A codificacdo das laminas néo foi feita pelo mesmo analista que as analisou em
microscopio. A leitura foi feita no laboratério de farmacologia do ICBS da UFRGS,
Porto Alegre/RS.

4. 3. 7 Andlise das laminas

As laminas foram analisadas em microscopio 6ptico com aumento médio inicial
entre 200 e 400 vezes, para identificagdo de campos com boa qualidade técnica, onde as
células estejam bem espalhadas, coradas adequadamente e integras.

Apos a identificacdo deste local, a leitura das 1aminas foi realizada com aumento

de mil vezes (objetiva de imerséo) ao acaso, seguindo um movimento de zig-zag.
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A andlise foi feita em 1000 eritrocitos policroméaticos (EPC) por I&mina,
totalizando 2000 EPCs por animal. O nimero de células micronucleadas (EPCs com

microndcleos) foi registrado em uma planilha.

Figura 5 — Contagem de eritrocitos, ENC: eritrocito normocromatico; EPC: eritrdcito
policromético; MN: micronlcleo (RIBEIRO et al., 2003).

A relagdo entre o nimero de EPC (eritrdcito policromético) e o nimero de ENC
(eritrécito normocromatico) encontrados foi também determinada em cada 1&mina lida,
analisando-se 500 eritrocitos por lamina (totalizando 1000 eritrdcitos por animal).

Apb6s ambas as leituras e registros, foram realizados a decodificacdo dos

resultados e os agrupamentos dos dados levando em consideracéo as suas origens.

4. 4 AnAlise estatistica

A metodologia utilizada para analise estatistica inclui os testes: analise de
varidncia ndo-paramétrica de Kruskal-Wallis e o teste Qui-quadrado para as variaveis
qualitativas, sempre que se fizer necessario a comparacéo entre medias, ou no caso de
p<0,05 realizou-se o Teste Tukey.

Todas as varidveis respeitaram os valores estatisticamente significativos, com
uma confianca de 95% (o = 0,05) para ANOVA,; Kruskal-Wallis € 99% (a = 0,01) para
0 Qui-quadrado. Os programas utilizados para efetuar essas anélises foram o SPSS 18 e
0 EXCEL 2007 (LAPPONI, 2000).
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5 RESULTADOS

5. 1 Obtencéo do 6leo essencial de orégano e analise cromatogréfica

O o6leo essencial do orégano foi extraido pelo método denominado destilagéo por
arraste de vapor.

As anélises cromatograficas do dleo essencial do orégano foram realizadas em
cromatégrafo gasoso com detector de massas, injetor split/splitless, GC/MS Shimadzu
QP-5050A, ao longo de toda extracdo. Os picos cromatograficos demonstrados na
Figura 6 representam os compostos do dleo essencial de orégano em maior quantidade
na amostra analisada. Os constituintes presentes em maior quantidade sdo chamados de
compostos majoritarios. De acordo com a Tabela 1 os compostos 4-terpineol e timol se

apresentaram nos picos 15 e 22, como majoritarios.

mity 1

1 a a 4
19 bl
oy 7 AU i v % 7 Azg %

il teripo de tetendo i) 0

Figura 6 — Cromatograma do ion total (GC/MS) da amostra do Gleo essencial de
orégano, preparado em solucdo de 1.000 mg L™, em hexano. Picos identificados: ver
Tabela 1.
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Tabela 1 — Concentracdo (%) dos compostos presentes no 6leo essencial de O. vulgare
analisado por cromatografia gasosa (GC/MS).

Pico Tempo de retengao Composto C
(min) (%)
1 6,22 o-pineno * 0,60
2 6,67 Mirceno 0,38
3 7,48 o-terpineno* 1,45
4 7,73 p-cimeno* 1,93
5 7,87 Limoneno* 2,73
6 8,14 cis-ocimeno 0,68
7 8,49 trans-ocimeno 0,18
8 8,90 y-terpineno* 6,30
9 9,22 trans-sabineno hidratado 2,58
10 9,98 o -terpinoleno* 1,04
11 10,45 cis-sabineno hidratado 27,46
12 11,27 p-ment-2-en-1-ol 0,92
13 12,00 p-ment-2-en-1-ol 0,62
14 13,10 borneol 0,27
15 13,58 4-terpineol* 10,55
16 14,13 o -terpineol* 2,74
17 14,33 trans-piperitol 0,36
18 14,86 cis-piperitol 0,45
19 15,99 Eter metil timol 1,48
20 16,39 Eter metil carvacrol 3,59
21 16,92 Acetato de linalila 2,98
22 18,70 Timol* 17,97
23 19,04 Carvacrol* 1,29
24 21,63 Acetato de nerila 0,19
25 22,46 Acetato de geranila 0,29
26 23,93 [-cariofileno 4,71
27 25,36 a-humuleno 0,50
28 27,18 Germacreno 3,57
29 27,65 Farnesol 0,31
30 30,47 Espatunelol 1,05
31 30,66 Oxido de cariofileno 0,83

C (%) = &reas dos picos normalizadas, sem usar fator de correcéo.

* Compostos identificados por comparagéo com o tempo de retencdo dos padroes.
Outros compostos identificados com base nos espectros de massas da biblioteca Willey
e NIST do equipamento e pelos dados da literatura (RODRIGUES et al., 2004;
BUSSATA et al., 2007).
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5. 2 Desenvolvimento Ponderal dos Ratos

O ganho relativo de massa corporal (1° dia = 100%) foi calculado atraves da
avaliacdo da massa corporal (g) durante os 4 dias de tratamento prévios a eutanasia dos
animais experimentais (Figura 7).

A anélise estatistica ndo demonstrou efeito de interagdo entre tratamento e
sexo e também ndo existe efeito entre sexos. Verificou-se que todos oS grupos
apresentaram ganho relativo de massa corporal semelhante durante o periodo de

tratamento, sem apresentar diferenga estatisticamente significativa (ANOVA p=0,201).
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Tempo de tratamento (dias)

Figura 7 - Desenvolvimento ponderal de machos e fémeas (1° dia = 100%) tratados
durante o periodo prévio a eutanasia, em trés doses: 2000 (GD 1), 1000 (GD II) e 500
mg.kg® (GD 1ll), um grupo controle negativo (GC-), um controle positivo
ciclofosfamida (GC+) e um controle positivo com os composto majoritarios (GC+ CM).
Os valores representam a média dos animais por grupo (n =5 machos e n = 5 fémeas).
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5. 3 Namero de Eritrécitos normocromaticos (ENC)

As Figuras 8 e 9 mostram o nimero de ENCs contados em esfregaco sanguineo
da medula éssea dos ratos machos e fémeas, respectivamente. Foram contados 500 ENC
por medula de rato, totalizando 1000 eritrdcitos por animal para a relagdo ENC/EPC em
cada grupo de tratamento. Machos e fémeas tratados diariamente por via oral com o
6leo do orégano em diferentes dosagens, 2000, 1000 e 500 mg.kg™” (Dose | = GD I,
Dose Il = GD Il, Dose 11l = GD IlI), respectivamente, um grupo controle negativo (GC),
um grupo controle positivo utilizando ciclofosfamida (GC+) e um controle positivo
utilizando os padrGes cromatograficos representando 0s compostos majoritarios do 6leo
do orégano (GC+ CM).

Deste pardmetro ndo foi realizada andlise estatistica, pois isoladamente néo
possui relevancia significativa para o resultado final, o ndmero de eritrocitos
normocromaticos, que sdo eritrécitos maduros, sem ribossomos e tem a funcdo de

compor a relacdo de ENC e EPC.
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Figura 8 - Numero de eritrécitos normocromaticos (ENC) de machos, contados em
medula 6ssea dos ratos, totalizando 1000 por animal, em trés doses: 2000 (GD 1), 1000
(GD 11) e 500 mg.kg™* (GD 1l1), um grupo controle negativo (GC-), um controle positivo
ciclofosfamida (GC+) e um controle positivo com os composto majoritarios (GC+ CM).
Os valores representam a média dos animais por grupo (n = 5).
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Figura 9 - Numero de eritrdcitos normocromaticos (ENC) de fémeas, contados em
medula 6ssea dos ratos, totalizando 1000 por animal, em trés doses: 2000 (GD 1), 1000
(GD 11) e 500 mg.kg™ (GD I1I), um grupo controle negativo (GC-), um controle positivo
ciclofosfamida (GC+) e um controle positivo com os composto majoritarios (GC+ CM).
Os valores representam a média dos animais por grupo (n = 5).

5. 4 Numero de Eritrécitos policromaticos (EPC)

As Figuras 10 e 11 mostram o numero de EPCs contados em esfregaco
sanguineo da medula 6ssea dos ratos machos e fémeas, respectivamente. Foram
contados 1000 EPCs por medula de rato, totalizando 2000 eritrGcitos por animal em
todos 0s grupos experimentais. Machos e fémeas tratados diariamente por via oral com
0 6leo do orégano em diferentes dosagens, 2000, 1000 e 500 mg.kg™ (Dose | = GD I,
Dose Il = GD Il, Dose 11l = GD IlI), respectivamente, um grupo controle negativo (GC),
um grupo controle positivo utilizando ciclofosfamida (GC+) e um controle positivo
utilizando os padrBes cromatograficos representando 0s compostos majoritarios do 6leo
do orégano (GC+ CM).

Também neste pardmetro néo foi realizada andlise estatistica, pois isoladamente
nao possui relevancia significativa para o resultado final. O eritrcito policromatico, é
um eritrécito imaturo, que ainda contém ribossomos e, portanto, pode ser distinguido do
eritrécito normocromatico por coloracao seletiva para ribossomos. Estes eritrocitos tém

a funcéo de compor a relagdo de ENC e EPC.
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Figura 10 - NUmero de eritrocitos policromaticos (EPC) de machos, contados em
medula 6ssea dos ratos, totalizando 1000 por animal, em trés doses: 2000 (GD 1), 1000
(GD 11) e 500 mg.kg™ (GD I1I), um grupo controle negativo (GC-), um controle positivo
ciclofosfamida (GC+) e um controle positivo com 0s composto majoritarios (GC+ CM).
Os valores representam a média dos animais por grupo (n = 5).
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Figura 11 - Numero de eritrécitos policromaticos (EPC) de fémeas, contados em
medula 6ssea dos ratos, totalizando 1000 por animal, em trés doses: 2000 (GD 1), 1000
(GD II) e 500 mg.kg™* (GD Ill), um grupo controle negativo (GC-), um controle positivo
ciclofosfamida (GC+) e um controle positivo com 0s composto majoritarios (GC+ CM).
Os valores representam a média dos animais por grupo (n = 5).
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5.5 Namero de Eritrocitos policromaticos com micronucleos (EPCMN)

As Figuras 12 e 13 mostram o numero de EPCMN contados em esfregaco
sanguineo da medula 6ssea dos ratos machos e fémeas, respectivamente. Foram
contados 1000 EPCs por medula de rato, totalizando 2000 eritrécitos por animal, dos
quais foi contado o nimero de células micronucleadas. Machos e fémeas foram tratados
diariamente por via oral com o dleo do orégano em diferentes dosagens, 2000, 1000 e
500 mg.kg™ (Dose | = GD I, Dose 1l = GD II, Dose Il = GD Ill), respectivamente, um
grupo controle negativo (GC-), um grupo controle positivo utilizando ciclofosfamida
(GC+) e um controle positivo utilizando os padrdes cromatograficos representando 0s
compostos majoritarios do 6leo do orégano (GC+ CM).

Na analise estatistica, atraves da Andlise de Variancia Ndo — Paramétrica de
Kruskal-Wallis, verificou-se que houve diferenca estatisticamente significativa entre o0s
tratamentos, relativos ao nimero de células EPCMN.

Sendo que GC+ e GC+CM, diferem estatisticamente dos demais grupos
testados. Este resultado garante a validacdo do teste pelo grupo controle positivo, que
utilizou a ciclofosfamida, um agente conhecidamente genotdxico e assim, confirmando
que o controle positivo utilizando os padrbes cromatograficos representando 0s

compostos majoritérios do 6leo do orégano é positivo (genotoxico).
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Figura 12 - NUmero de eritrécitos policromaticos com micronucleos (EPCMN),
contados em medula 6ssea dos ratos, totalizando 1000 por animal, de machos tratados
em trés doses: 2000 (GD 1), 1000 (GD II) e 500 mg.kg™ (GD I11), um grupo controle
negativo (GC), um controle positivo ciclofosfamida (GC+) e um controle positivo com
0s composto majoritarios (GC+ CM). Os valores representam a média dos animais por
grupo (n=5).
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Médias EPCMN
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Figura 13 - Numero de eritrocitos policromaticos com micronucleos (EPCMN),
contados em medula 6ssea dos ratos, totalizando 1000 por animal, de fémeas tratadas
em trés doses: 2000 (GD 1), 1000 (GD 1) e 500 mg.kg™ (GD 111), um grupo controle
negativo (GC-), um controle positivo ciclofosfamida (GC+) e um controle positivo com
0s composto majoritarios (GC+ CM). Os valores representam a média dos animais por
grupo (n=5).

5. 6 Relagdo EPC/ENC

As Tabelas 2 e 3 revelam a relagdo de eritrocitos policromaticos e eritrdcitos
normocromaticos, determinados em cada lamina de esfrecaco sanguineo, analisando-se
500 eritrocitos por lamina (totalizando 1000 eritrocitos por animal) nos grupos
experimentais. Machos e fémeas foram tratados diariamente por via oral com o 6leo do
orégano em diferentes dosagens, 2000, 1000 e 500 mg.kg™ (Dose | = GD I, Dose Il =
GD 11, Dose Il = GD Ill), respectivamente, um grupo controle negativo (GC-), um
grupo controle positivo utilizando ciclofosfamida (GC+) e um controle positivo
utilizando os padrGes cromatograficos representando 0s compostos majoritarios do 6leo
do orégano (GC+ CM). Para realizar a analise estatistica usou-se a variavel
rel_EPC_ENC, que é resultante da divisdo da média EPC pela média ENC. Por sua vez,
a media EPC ¢é resultante da média entre EPC_direito e EPC_esquerdo de cada animal.
Também de forma anéloga, foi assim calculado a média de ENC. Realizando a Analise
de Variancia (ANOVA) observa-se que ndo existe efeito da interacdo entre tratamento e

sexo (p=0,993). Nao foi observada diferenca de médias entre sexo (p=0,998).
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Tabela 2 - Relagdo de EPC/ENC de machos tratados com o 6leo do orégano em
diferentes dosagens, 2000, 1000 e 500 mg.kg'l (Dose | =GD I, Dose Il = GD Il, Dose
Il = GD IlI), respectivamente, um grupo controle negativo (GC-), um grupo controle
positivo utilizando ciclofosfamida (GC+) e um controle positivo com 0S compostos
majoritarios do 6leo do orégano (GC+ CM).

Grupos GC- GC+ GC+ CM GD I GD I GD Il
Médias 116,6 167,1 295 307,9 340,3 306,7
ENC
Médias 880,6 755,4 692,3 684,1 658,2 688,2
EPC
Relagao 0,88 0,76 0,69 0,68 0,66 0,69
EPC/ENC

Tabela 3 - Relagdo de EPC/ENC de fémeas tratadas com o 6leo do orégano em
diferentes dosagens, 2000, 1000 e 500 mg.kg™ (Dose | = GD I, Dose 1l = GD I, Dose
Il = GD IlI), respectivamente, um grupo controle negativo (GC-), um grupo controle
positivo utilizando ciclofosfamida (GC+) e um controle positivo com 0S compostos
majoritarios do 6leo do orégano (GC+ CM).

Grupos  GC- GC+ GC+ CM GD I GD I GD 1l
Médias  109,4 73,2 254,3 346,1 337,6 304,5
ENC

Médias  886,9 903,2 733,7 651,9 660,3 692,6
EPC

Relagdo 0,89 0,90 0,73 0,65 0,66 0,69
EPC/ENC

As Tabelas 4 e 5 mostram a frequéncia de eritrocitos policromaticos
micronucleados e a relagdo EPC/ENC encontrados nos 6 grupos de tratamento testados
machos e fémeas, tratadas com o éleo do orégano em diferentes dosagens, 2000, 1000 e
500 mg.kg™ (Dose | = GD I, Dose 1l = GD II, Dose Il = GD Ill), respectivamente, um
grupo controle negativo (GC-), um grupo controle positivo utilizando ciclofosfamida
(GC+) e um controle positivo com 0s compostos majoritarios do 6leo do orégano (GC+
CM).
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Tabela 4 - Frequéncia e relacdo de eritrocitos policrométicos micronucleados
(PCEMNs) em medula 6ssea de ratos Wistar machos tratados com trés diferentes
concentracdes da substancia teste.

n° EPCs
Tratamentos analisados n° EPCMNs Relacdo EPC/ENC
GC- 10000 2,8 0,88
GC+ 10000 18,2 0,76
GC+ CM 10000 12,7 0,69
GD | 10000 2,8 0,68
GD Il 10000 19 0,66
GD Il 10000 2,7 0,69

Tabela 5 - Frequéncia de eritrécitos policrométicos micronucleados (PCEMNs) em
medula dssea de ratos Wistar fémeas tratadas com trés diferentes concentracbes da
substéncia teste.

n° EPCs
Tratamentos analisados n° EPCMNs Relacdo EPC/ENC
GC- 10000 2,9 0,89
GC+ 10000 21,8 0,90
GC+ CM 10000 12 0,73
GD | 10000 2 0,65
GD Il 10000 2,2 0,66

GD 1l 10000 2,9 0,69
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6 DISCUSSAO

Este experimento testou o potencial genotdxico do 6leo essencial do orégano em
trés diferentes doses, 2000, 1000 e 500 mg.Kg™ comparadas a um controle negativo, um
controle positivo ciclofosfamida, e um controle positivo com 0s compostos majoritarios
do 6leo essencial do orégano por via oral em ratos Wistar. A anélise dos resultados
obtidos indica que o 6leo essencial do orégano utilizado ndo apresentou genotoxicidade
nas doses e condicdes testadas.

Os resultados deste experimento estdo de acordo com os observados por Ipek e
colaboradores (2005) que através do teste AMES Salmonela afirmaram que o 6leo
essencial de Origanum onites L. ndo é genotoxico. Assim como Mezzoug e
colaboradores (2007) que avaliaram a atividade antimutagénica pelo teste SMART em

Drosophila melanogaster, do 6leo essencial de Origanum compactum.

6. 1 A escolha do teste de genotoxicidade

A avaliacdo da genotoxicidade do 6leo essencial de Origanum vulgare L. atraves
do teste de microntcleos em medula 6ssea de ratos Wistar foi de rapida execucéo, facil
realizagdo e com baixo custo. A espécie utilizada (Rattus norvegicus) também trouxe
beneficios, pois sdo ratos doceis e respondem bem a manipulagdo regular, adaptaveis a
novos ambientes e bastante proliferos.

Na avaliacdo genotoxica, ha a necessidade de testes rapidos e confidveis que
detectem os danos genéticos. O Teste do Micronulcleo encontrou seu lugar em
biomonitoramento, como um teste que oferece um procedimento técnico mais facil em
relacdo aos ensaios de aberracBes cromossdmicas (CAs), pois 0os micronucleos (MNs)
sdo mais féceis de observar e contar do que as CAs (FLORES e YAMAGUCHI, 2008).

O aspecto mais importante do Teste do Micronlcleo é que permite identificar
eventual aumento na frequéncia de mutagdo em células que sdo expostas a uma gama
variada de agentes genotdxicos, por isso é capaz de expressar 0S danos no Cromossomo
como MNs. Assim, o teste do MN é originalmente, entre os testes citogénicos, o que
fornece uma medida de confianga da perda do cromossomo e da ruptura (FENECH,
1998).

Comparado com outros testes citogenéticos, o teste do MN apresenta algumas

vantagens, incluindo baixo custo, rapidez de andlise para triagem de grande numero de
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substancias. E capaz de considerar e avaliar as diferentes fases da farmacocinética das
drogas, avaliada nos cromossomos se possui reprodutibilidade satisfatoria, ja que foi
adaptado por vérios autores ao estudo em diferentes espécies (GARAJ-VRHOVAC,;
ZELJEZIC, 2001).

A toxicidade genética ndo é uma medida de carcinogenicidade, mas pode ser
usada como indicativo para o cancer, considerando que os testes medem um evento
iniciante e intermediadrio na tumorigénese, e considerando a existéncia de altas
associacOes entre respostas positivas em testes de toxicidade genética e
carcinogenicidade, em roedores e no homem. Como um resultado destas
consideracOes, 0s testes de toxicidade genética, incluindo o Teste do Microndcleo in
vivo, sdo usados, rotineiramente, para uma avaliagdo toxicoldgica inicial no

desenvolvimento de agentes quimicos e medicamentos (RIBEIRO et al., 2003).

6. 2 Desenvolvimento ponderal

O acompanhamento do peso corporal durante o periodo de tratamento fornece
um indicador do estado de salde dos animais, o que pode fornecer informacdes
importantes no que diz respeito a toxicidade (EPA, 1996). Neste experimento que testou
a genotoxicidade do Oleo essencial de orégano em trés diferentes dosagens, o
desenvolvimento ponderal dos animais durante o tratamento ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos.

Este resultado fortalece a hipdtese de auséncia de toxicidade nos animais
tratados durante o periodo do tratamento do teste de micronucleos, o que é
indispensavel para a validacéo dos resultados (OECD, 1997). A toxicidade, nesse caso,
é baseada na presenca de sinais clinicos como diarréia, falta de vontade de comer
ou beber &gua, perda de peso, ou depressdo da medula dssea, durante o estudo. Embora
a dose mais alta testada tenha sido a DMT, ela ndo deve exceder 2.000 mg/fcg/dia. Por
isso, foi usado um teste piloto com a finalidade de identificar a dose maxima

tolerada (DMT) da substancia teste, sem acusar toxicidade excessiva (OECD, 1997).

6. 3 Eritrocitos policrométicos micronucleados (EPCMN)

Segundo Ribeiro e colaboradores (2003) o principal resultado do teste de

microndcleos é a frequéncia de EPC que contém pelo menos | microndcleo
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(frequéncia de EPC micronucleado). No entanto, a distribuicdo de microndcleo
entre as celulas pode ter valor na identificagdo de mecanismos.

MacGregor e colaboradores (1987) reuniram em um documento diretrizes para a
a realizacdo do teste de micronucleos em medula 6ssea, selecdo de espécies animais,
dose, métodos de amostragem e de contagem, e delineamento estatistico para anélise
de ensaios de genotoxicidade em que o ponto final é a medida da frequéncia de
microndcleos de eritrocitos na medula dssea de mamiferos.

Neste teste de micronlcleos em medula dssea de ratos Wistar, tratados com o
0leo essencial do orégano em trés dosagens diferentes, ndo houve diferenca
estatisticamente  significativa entre o nUmero de eritrdcitos policromaticos
micronucleados (EPCMN) dos grupos tratados com o grupo controle negativo,
revelando ndo haver genotoxicidade no 6leo essencial. No entanto, o controle positivo
compostos majoritarios foi diferente do controle negativo nos EPCMN, mostrando
efeito genotoxico. Os resultados obtidos estdo de acordo com Karpouhtsis e
colaboradores (1998), que revelaram que entre os compostos fendlicos extraidos do
6leo de orégano (Origanum vulgare) e avaliados pelo teste de mutacdo e
recombinagdo somética em Drosophila apenas o timol exibe atividade genotdxica. E
com os resultados de Fletcher e colaboradores (2005) que avaliaram 6leos de
Melaleuca angustifolia e também do principal componente do 6leo, o 4-terpineol,
através do teste de AMES, os resultados mostraram que o 4-terpineol sé apresentou
toxicidade na maior dose utilizada.

Segundo Ribeiro e colaboradores (2003) métodos estatisticos podem ser usados
para avaliar os resultados do teste, contudo, a analise estatistica ndo deve ser o Unico
critério para a determinacdo de uma resposta positiva. A relevancia bioldgica dos
resultados também deve ser levada em conta. Os critérios para se determinar um
resultado como positivo devem incluir um aumento na frequéncia de PCEMN
relacionado a dose, ou um aumento claro na frequéncia de PCEMN na dose mais alta.

De acordo com a resolugdo 474/OECD (1997) existem Vérios critérios para
determinar um resultado positivo, tais como um aumento dose-dependente em o
ndmero de microndcleos ou um claro aumento do nimero de micronucleos em grupo
de dose Unica em uma determinada amostra e 0s métodos estatisticos podem ser
utilizados como um auxilio para a avaliagdo dos resultados dos ensaios, a significancia

estatistica ndo deve ser o Unico fator determinante para uma resposta positiva.
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A constatacdo de que uma substdncia aumentou a frequéncia de eritrocitos
micronucleados indica que a substancia tenha interferido na divisdo nuclear dos
eritroblastos da medula dssea de forma que os fragmentos de cromatina ou
cromossomos inteiros tenham ficado na anafase e ndo conseguiram ser incorporados em
um dos ndcleos da célula filha. Agentes que quebram cromossomos ou interferem com
0 conjunto do eixo ou fungdo s&o conhecidos por induzir microndcleos como resultado
do atraso na anéafase dos fragmentos acéntricos e cromossomos translocados, podendo
ser individual ou de cromossomos inteiros. O ensaio do micronudcleo fornece um indice
conveniente desses tipos de danos e de um método rapido de identificacdo dos agentes
com potencial para induzir estes tipos de danos. Uma elevada frequéncia de
microndcleos sugere fortemente que um desses tipos de dano ocorreu (MacGREGOR,
et al., 1987).

6. 4 A relacdo EPC/ENC

Além da frequéncia de EPCs micronucleados, o indice de EPC aos outros
eritrocitos devem ser determinados. Uma reducdo acentuada na frequéncia de EPC
indica a inibicdo da divisdo e maturacdo das células nucleadas na eritropoiese
MacGREGOR, et al., 1987).

A percentagem de EPC entre o total de eritrocitos (EPC+ENC), ou seja, a relacéo
EPC/ENC deve ser determinada a fim de se avaliar a citotoxicidade na medula dssea,
podendo, também, ser usada para documentar a biodisponibilidade da substancia quimica
teste no tecido alvo. A toxicidade ¢ indicada por uma reducdo significativa na percentagem
de EPC (RIBEIRO et al., 2003).

Segundo documento da Sociedade Brasileira de Mutagénese, Carcinogénese e
Teratogénese Ambiental, Umbuzeiro e colaboradores (2004) ressaltam que para a
seguranca da substancia teste, a propor¢do de EPC ndo pode ser menor que 20% do
valor encontrado no grupo controle negativo, ao contrério, a dose utlizada pode ser
toxica.

A proporcdo EPC entre os outros eritrocitos, no presente estudo, revelou uma
diminuicdo na contagem de eritrdcitos policromaticos em relagdo ao controle negativo,
em todas as doses testadas, em machos e fémeas. O grupo controle que usou 0S
compostos majoritarios também teve diminuicdo na contagem, mas apenas nos machos.

Estes resultados revelam que as doses testadas do 6leo essencial de orégano e 0s seus
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compostos majoritarios causaram uma leve toxicidade na medula 6ssea dos animais e a
auséncia de sinais clinicos de toxicidade durante o estudo reforcam este resultado, ja
que a subténcia deprimiu a medula 6ssea sem causar sinais clinicos desta depresséo.

Muitas espécies vegetais e Oleos essenciais foram avaliados quanto a
mutagenicidade, apresentando resultados negativos. Como exemplo, pode-se citar
derivados antraquindnicos de Aloe vera L. que foram avaliados através do teste de
AMES com as linhagens TA1535, TA1537, TA98 e TA100 na concentragcdo de
5mg/placa. Foi observada atividade mutagénica na cepa TA1537. E uma planta bastante
usada em preparados farmacéuticos e cosméticos (PARRA et al., 2000).

Ocimum basilicum L. é uma planta usada (sob a forma de infuso) na medicina
tradicional como antiespasmadica, carminativa, contra catarros e desinteria. O extrato
etandlico 70% foi avaliado pelo teste de AMES, apresentando respostas positivas, para
as cepas de S. typhimurium TA98 com ativacdo metabolica e TA1535 sem ativacdo
metabdlica (LOPEZ et al., 2000).

De Paula e colaboradores (2007) investigaram a composicdo quimica e
mutagenicidade dos 6leos essenciais de Ocimum selloi nativos do Sul do Brasil, através
do teste de microntcleos em medula 6ssea de ratos Wistar. O 6leo essencial designado
como quimiotipo A teve como constituintes majoritarios o chavicol metila ou estragol
(46,33%), trans-anetol (31,20%) e germacreno D (6,37%). O quimiotipo B apresentou
como principais constituintes o metil eugenol (45,17%), trans-cariofileno (43,52%) e
isoaromadendrene (4,83%). Os resultados obtidos na avaliagdo in vivo de
mutagenicidade do estragol e do eugenol indicam que nenhum dos quimiotipos
estudados apresentou atividade mutagénica.

Ozaki e colaboradores (2002) avaliaram a genotoxicidade do extrato dos frutos
de gardénia, através do teste de Ames, empregando as linhagens TA98 e TA100 de S.
typhimurium, com e sem ativagdo metabdlica (S9). Os resultados demonstraram que o
extrato ndo apresentou atividade mutagénica.

Fonseca (2008) avaliou o potencial mutagénico, antimutagénico e genotoxico do
6leo essencial de Citrus aurantium, utilizando o teste do cometa em células da mucosa
gastrica e o teste do microntcleo em células do sangue periférico de ratos Wistar. Os
resultados mostraram que os tratamentos com trés niveis de doses do dleo essencial
(125, 250 e 500 mg/kg, vo) ndo aumentaram a frequéncia de reticuldcitos

micronucleados, o que indica auséncia de efeito mutagénico deste 6leo.
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Fletcher e colaboradores (2005) demonstraram pelo teste de AMES que nem o
6leo de tea tree nem 4-terpineol mostrou ter a capacidade de induzir mutacdes em
qualquer uma das cepas teste, confirmando que ndo sdo mutagénicos ou cancerigenos.
No entanto, as doses mais elevadas do 6leo de tea tree e do 4-terpineol exerceram seus
efeitos toxicos em todas as linhagens.

Alguns estudos mostraram evidéncias negativas do potencial genotoxico in vivo
do eugenol (MAURA et al., 1989; ABRAHAM, 2001). Também foi relatado que alguns
6leos essenciais tiveram efeito antigenotoxico (IPEK et al., 2005; AYDIN et al., 2005).
E foi encontrado apenas um estudo comprovando o efeito genotoxico em medula 6ssea
in vivo do timol e carvacrol (AZIRAK e RENCUZOGULLARI, 2008).

Os 6leos essenciais (EOs) obtidos a partir do orégano Origanum vulgare subsp.
hirtum, Coridothymus capitatus e Satureja thymbra foram examinadas por GCMS
demonstrando que foram carvacrol, timol, y-terpinene e p-cimeno o0s principais
constituintes encontrados. Estes 6leos e seus principais constituintes, carvacrol e timol,
foram testados para a atividade inseticida e genotoxicas em Drosophila. A mutacéo
somatica e teste de recombinacdo em Drosophila revelaram que, entre os cinco
compostos estudados, apenas o timol exibiu atividade genotdxica (KARPOUHTSIS et
al., 1998).

6. 5 Compostos majoritarios

O grupo controle positivo que continha 0os compostos majoritarios do 0leo
essencial do orégano, se comportou neste estudo, de maneira semelhante aos grupos
tratados com o 6leo essencial no que diz respeito a leve toxicidade na medula dssea. Isto
vem confirmar que alguns compostos, como o timol, utilizado isoladamente podem
causar toxicidade, como estd descrito na literatura. No entanto, o 4-terpineol, pela
revisdo de literatura, ndo demosntrou ter efeito téxico isoladamente, a ndo ser em altas
concentragdes (FLETCHER et al., 2005).

Os efeitos genotdxicos do timol foram investigados em linfocitos periféricos
humanos tratados nas concentrag¢ées de timol: 25, 50, 75, e 100 mg/ml por 24 e 48 h de
tratamento usando troca de cromatides irmas (SCE), aberra¢des cromossdmicas (CA), e
do teste de microntcleos (MN). indice de divisdo nuclear (NDI), o indice de replicacdo
(IR) e indice mitotico (IM) foram calculados para determinar a citotoxicidade do timol.

Timol induziu CA estrutural e frequéncia de MN em todos as concentragdes. O timol
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dose-dependentemente reduziu a NDI nos dois periodos de tratamento. O tratamento
com timol diminuiu o IR para o tempo de tratamento de 24 h sem qualquer significancia
estatistica. Entretanto, timol diminuiu o IR para o tempo de tratamento 48h em uma
maneira dose-dependente. O timol também diminuiu o IM na maior concentracdo sem
efeito dose-dependente (BUYUKLEYLA e RENCUZOGULLARI, 2009). Neste
estudo, timol teve um efeito significativamente clastogénico. No entanto, ele ndo teve
um efeito aneugénico BUYUKLEYLA e RENCUZOGULLARI, 2009).

Azirak e Rencuzogullari (2008) relataram que tanto carvacrol e timol induziram
CA estruturais numéricas e totais, nas células de medula 6ssea de ratos e que carvacrol e
timol tém efeito citotdxico, diminuindo o IA. Como resultado, timol induziu quebras em
DNA de cadeia Unica e de cadeia dupla e também causou um aumento na frequencia de
mutacBes cromossdmicas em cromatides irmas. Resultados mostraram que o timol,
muito provavelmente, tem um risco genotoxico.

O timol interage com os sistemas celulares, alterando a estrutura, funcéo e
resposta da célula de produtos celulares. Os danos causados por timol afetam a taxa de
sintese de DNA, causando aberragfes estruturais e mutacdo dos cromossomos e
influencia o processo de divisao celular (AZIRAK e RENCUZOGULLARI, 2008).

6. 6 Consideragdes finais

O potencial do 6leo essencial de Origanum vulgare L. e de outros 6leos
essenciais para o desenvolvimento de novos farmacos estd bastante explicito em
pesquisas recentes. Henriques e colaboradores (2009) ressaltam o efeito sinérgico entre
0s componentes da mistura complexa que constituem os 6leos essenciais, chegando
frequentemente a mais de 50 substéncias, sendo assim, a utilizagdo do 6leo como um
todo parece ser o caminho mais adequado, embora algumas substancias isoladas que
ocorrem em quantidades relevantes em algumas espécies da planta possam ser
consideradas.

Inimeros produtos de uso veterinario conttm em sua formulagdo Oleos
essenciais ou produtos isolados, seja como ativos ou como adjuvantes. Pode-se citar
preparagbes para uso externo, contendo canfora e pomadas, cremes ou outras
formulacGes terapéuticas contendo 6leo de citronela, portanto, o mercado fitoterapico
existe e necessita de novas estratégias para aumentar e diversificar a eficiéncia

farmacoldgica.
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Este teste de genotoxicidade realizado com o Oleo essencial do orégano é
relevante, pois vem contribuir para as pesquisas com produtos naturais, com mais um
dado para a seguranga deste 0leo essencial. No entanto, ainda sdo necessarios outros
testes de genotoxicidade e de toxicidade, para garantir a seguranga do 6leo essencial de

orégano.
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7 CONCLUSAO

O o6leo do orégano extraido e analisado por cromatografia gasosa com detecgdo de

massa. Os picos cromatogréficos revelaram que os compostos majoritarios presentes no

6leo foram os monoterpenos timol e 4-terpineol.

Na realizagdo do teste de microndcleos em medula 6ssea de ratos Wistar, utilizando

0 6leo essencial do orégano nas doses: 2000, 1000 e 500 mg.Kg™ e um controle positivo

com 0s compostos majoritarios do dleo essencial do orégano, € possivel concluir que:

O oleo essencial do orégano, nas doses testadas, ndo afetou o desenvolvimento
ponderal de ratos machos e fémeas tratados durante o periodo experimental.

O Oleo essencial do orégano ndo induziu genotoxicidade nos eritrocitos
medulares de ratos Wistar nas concentracdes avaliadas, j& que ndo aumentou a
frequéncia de EPCMN na medula 6ssea.

O controle positivo com 0os compostos majoritérios induziu genotoxicidade nos
eritrocitos dos ratos, induzindo aumento dos eritrocitos policrométicos
micronucleados.

Através da andlise da proporcdo de EPC entre os eritrdcitos, o 6leo essencial do
orégano e o controle positivo com 0s compostos majoritarios causaram uma leve
toxicidade na medula 6ssea de ratos Wistar, por meio de uma leve depressdo na

medula 6ssea.
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