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RESUMO

As formas alternativas de tratamento, como os fitoterdpicos, vem ganhando espaco nessa
busca pela melhor forma de combater enfermidades tanto na medicina humana, quanto na
veterinaria. Desde o inicio das civilizacBes, ja se utilizava a fitoterapia como método
terapéutico. No entanto, deve-se observar que a definicdo de medicamento fitoterapico é
diferente de fitoterapia, pois ndo engloba o uso popular das plantas em si, mas sim seus
extratos. Os medicamentos fitoterapicos sdo preparagbes técnicas elaboradas
farmacologicamente a partir de principios ativos extraidos de plantas medicinais. Do
Origanum vulgare L., o orégano, é possivel extrair importante 6leo essencial, que possui
compostos fendlicos, como timol, carvacrol, alfa-terpineol e gama-terpineol. O 6leo essencial
é responsavel pela conhecida propriedade antimicrobiana, antifungica e antioxidante. Sendo
assim, apresenta grande potencial para desenvolver a partir dele um fitoterapico. A legislacéo
brasileira sobre medicamentos que é de responsabilidade da ANVISA, que normatiza o
registro de medicamentos fitoterapicos no Brasil, estabelece que devera haver a comprovacédo
de seguranca de uso (toxicologia pré-clinica e clinica) e eficacia terapéutica (farmacologia
pré-clinica, farmacologia clinica) do medicamento, para fins de uso terapéuticos e
profilaticos. A avaliacdo dos potenciais riscos da sua utilizacdo, especialmente no que se
refere a toxicidade ocular e dérmica, foi realizada através de testes em animais expostos ao
oleo, seguindo os protocolos de ensaios toxicoldgicos internacionais da Organization for
Economic Cooperation and Development (OECD). O 6leo essencial do O. vulgare quando
administrado a 3% pelas vias ocular e dérmica em ratos e coelhos, ndo causou efeitos toxicos,
irritativos permanentes ou corrosivos.

Palavras-chaves: Orégano — Irritacdo cutanea — Irritacdo ocular



ABSTRACT

Alternative forms of treatment such as herbal medicines, has been gaining ground in this quest
for the best way to combat diseases both in human medicine and in veterinary medicine. Since
the beginning of civilization, was used as herbal medicine as a therapeutic method. However,
it should be noted that the definition of herbal medicine herbal medicine is different, because
it includes the popular use of the plant itself, but its extracts. Herbal medicines are prepared
from techniques developed pharmacologically active principles extracted from medicinal
plants. Of Origanum vulgare L., oregano, you can extract important essential oil, which has
phenolic compounds such as thymol, carvacrol, alpha-and gamma-terpineol. The essential oil
Is responsible for the property known antimicrobial, antifungal and antioxidant. Thus, has
great potential to develop from it a herbal. The Brazilian legislation on drugs that is the part of
ANVISA, which regulates the registration of herbal medicines in Brazil, states that there
should be proof of safety of use (preclinical toxicology and clinical) and treatment efficacy
(pre-clinical pharmacology, pharmacology clinical) of the drug, for therapeutic or
prophylactic use. The assessment of potential risks of its use, especially with regard to the
ocular and dermal toxicity, was performed by testing in animals exposed to oil, following the
protocols for the toxicological international Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD). The essential oil of O. vulgare when administered to 3% by the way
the eye, skin and skin in rats and rabbits did not cause toxic effects, permanent irritant or
corrosive.

Keywords: Oregano - Skin irritation - Eye irritation
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1 INTRODUCAO

Na medicina os estudos para obtencdo de metodos profilaticos e terapéuticos mais
eficazes é constante. As formas alternativas de tratamento, como os fitoterapicos, vem
ganhando espaco nessa busca pela melhor forma de combater enfermidades tanto na medicina
humana, quanto na veterinaria. Para atingir esses objetivos, a producdo de fitoterapicos
requer, necessariamente, estudos prévios relativos a aspectos boténicos, fitoquimicos,
farmacoldgicos e toxicologicos.

Nesta linha de pesquisa, tem sido crescente a investigacdo do potencial antimicrobiano
de produtos de origem vegetal. A preocupante realidade do progressivo surgimento de cepas
microbianas resistentes a antimicrobianos, impulsiona também esta busca. O uso
indiscriminado de compostos antimicrobianos apresenta-se como o fator principal de presséo
para o surgimento de tal fendmeno de resisténcia (ANDREMONT, 2001).

Do Origanum vulgare L., o orégano, é possivel extrair importante 6leo essencial, que
possui compostos fendlicos, como timol, carvacrol, alfa-terpineol e gama-terpineol. O 6leo
essencial é responsavel pela conhecida propriedade antimicrobiana, antifingica e antioxidante
(KABOUCHE et. al., 2005). Sendo assim, apresenta grande potencial para desenvolver a
partir dele um fitoterapico.

Os Oleos essenciais sdo produtos de extracdo de uma espécie vegetal, portanto, sdo
mais concentrados, e podem apresentar toxicidade mais elevada do que a planta original
(SIMOES et. al., 2003). Sendo assim, ha a necessidade da realizag&o de estudos toxicolégicos
para garantir a seguranca do uso destes produtos. Além disso, em cooperacao com grupos de
pesquisa da UFPel (Microbiologia Veterinaria e Quimica), estdo sendo desenvolvidos estudos
quimicos e de potenciais terapéuticos do 6leo essencial de orégano, sendo os estudos
toxicologicos indispensaveis e complementares, tendo em vista as possibilidades terapéuticas
promissoras.

A legislacdo brasileira sobre medicamentos que é de responsabilidade da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da Saude, em sua resolugcdo RDC
n° 48 e resolugbes RE n° 88, 89, 90, 91 de 16 de margo de 2004, que normatiza o registro de
medicamentos fitoterdpicos no Brasil, estabelece que devera haver a comprovacdo de
seguranga de uso (toxicologia pré-clinica e clinica) e eficacia terapéutica (farmacologia pré-
clinica, farmacologia clinica) do medicamento, para fins de uso terapéuticos e profilaticos.

O presente trabalho objetivou realizar uma revisdo bibliogréfica acerca das
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propriedades quimicas e potenciais terapéuticos do 6leo essencial do orégano (Origanun
vulgare L.). E principalmente, avaliar os potenciais riscos da sua utilizacdo, especialmente no
que se refere a toxicidade ocular e dérmica através de testes realizados em animais expostos
ao 0leo, seguindo os protocolos de ensaios toxicologicos internacionais da Organization for

Economic Cooperation and Development (OECD).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Consideracdes historicas

Origanum vulgare L. é nativa da Europa mediterranea, e as primeiras referéncias de
uso culinario e medicinal é nas revisdes helénica, mas possivelmente 0 seu uso remonta aos
povos pré-histéricos.

O termo Origanum vem de duas palavras gregas: ouro (montanha) e ganos (enfeite),
assim que estes se definem como beleza ou adorno das montanhas (HERBARIO, 2011) . Uma
lenda como Afrodite, deusa do amor, foi o primeiro a plantar orégano fornecendo-lhe uma
fragrancia intensa. Os romanos também empregaram em seus pratos, em alguns casos,
misturado com o sabor forte doOrigarum da col6nia romana de Cartago Nova. Ambos 0s
povos também sabiam as propriedades curativas de orégano e eram usado para tratar
disturbios do sistema nervoso, retencdo de liquidos, dor e hematomas comuns. O orégano
também ¢é usado em infusdo para tratar problemas como tosse, bronquite e célicas intestinais,
além de ter acdes antimicrobidticas.

Durante a Idade Média, era usado para tratar problemas de figado e no meio ambiente
como um desinfetante durante epidemias.

Colombo, apés a descoberta da América no século XV trouxe as sementes desta
espécie para testar o cultivo da terra na América do Sul, onde se adaptou rapidamente ao novo
clima, subindo para os ingredientes utilizados em receitas tradicionais dos povos novos

mestico.

2.2 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo compostos liquidos complexos, organicos, solUveis em
solvente organicos apolares, lipofilicos, volateis, delicados, arométicos, de saber acido ou
picante, incolores, quando recentemente extraidos ou ligeiramente amarelados, e de aparéncia
oleosa. Também chamados de 6leos volateis ou essenciais e sao extraidos de diversas partes
das plantas como: folhas, flores, sementes, brotos, galhos, cascas de caule, frutos e raizes. Em
contato com a agua, os 6leos essenciais apresentam solubilidade limitada, mas suficiente para
aromatizar as solu¢des aquosas denominadas hidrolatos. E por serem volateis, necessitam ser
estocados em recipientes hermeticamente fechados e protegidos da luz direta, calor, umidade
e metais (SIMOES; SPITZER, 2003).
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As plantas aromaticas e as especiarias sdo ricas em 0leos essenciais caracterizados
por uma notavel atividade antimicrobiana, e por esta razdo, seus produtos derivados podem
ser usados para retardar ou inibir o crescimento de microrganismos patogénicos e/ou
deteriorantes (MARINO et. al., 2001).

Do Origanum vulgare L., o orégano, é possivel extrair importante 6leo essencial,
que possui compostos fendlicos, como timol, carvacrol, alfa-terpineol e gama-terpineol. O
Oleo essencial € responsavel pela conhecida propriedade antimicrobiana, antifungica e
antioxidante (KABOUCHE et al., 2005). Sendo assim, apresenta grande potencial para

desenvolver a partir dele um fitoterapico.

2.3 Aspectos botanicos do Origanum vulgare (L.) Orégano

2.3.1 Aspectos gerais

Origanum vulgare L. conhecido como orégano é um vegetal da familia Lamiaceae
(Figura 1). Herbacea, bastante ramificado, perene na forma de arbusto, aromatico, de hastes
certas vezes arroxeadas, possuindo proporcao de 30 a 50 cm de altura, € originario de regides
montanhosas e pedregosas do sul da Europa, cultivado largamente na regido sul e sudeste do
Brasil, para uso culinario. A dimenséo de suas folhas possui de um a dois cm de comprimento
ao passo que suas flores, no que se refere ao aspecto cromatico, sdo esbranquicadas, rosas ou
violaceas, arranjadas em inflorescéncias paniculadas terminais (JOLY, 1998; LORENZI;
MATQOS, 2008).

2.3.2 Sinonimia

A Sinonimia apresentada da literatura para orégano comum €é: Micromeria formosana
C. Marquand, Origanum creticum Lour., Origanum dilatatum Klokov, Origanum normale D.
Don e Origanum puberulum Klokov (LORENZI; MATOS, 2008).
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Figura 01 - Origanum vulgare L.,
vegetal da familia
Lamiaceae.

Fonte: http//www.qarten.z/a/cz/3 8-
origanum-vulgare-dobromysi-
obecna/

2.3.3 Constituintes quimicos do 6leo essencial do orégano

Fatores geograficos, variedade, espécie, estagio de crescimento da planta, a época que
é realizada a colheita, além do método de extracdo, pode influenciar na composicdo quimica,
qualidade e quantidade de 6leo essencial presente nos vegetais (SIMOES et.al., 2003).

Segundo Oliveira et. al. (2008), analises cromatograficas permitiram identificar, em
média, cerca de 34 compostos, sendo 0s constituintes majoritarios, além do timol e carvacrol
(monoterpenos fendlicos), responsaveis pelas atividades antifingicas, foram a-terpineno, p-
cimeno, y-terpineno e limoneno (hidrocarbonetos monoterpénicos), 4-terpineol, a-terpineol e
linalol (alcodis monoterpénicos).

Na literatura, consta que o 6leo essencial de Origanum vulgare apresenta composicao
variavel de compostos ativos, sendo que os fendis como carvacrol, timol, podem alcancar
entre 80,2% a 98% da composicdo total do 6leo (REHDER et. al., 2004; RODRIGUES,
2004).

2.4 Usos médicos

Na medicina é bastante usado devido as suas propriedades terapéuticas como
antibacterianas, antifungicas, anti-inflamatdrias, antioxidantes e digestivas (LORENZI e
MATQOS, 2008). As folhas secas e 0 6leo essencial de Origanum vulgare tém sido usados
medicinalmente por varios séculos em diferentes partes do mundo, e seu efeito positivo sobre
a salde humana tem sido atribuido a presenca de compostos antioxidantes na erva e
consequientemente em seus produtos derivados (PEAK et. al., 1991; CERVATO et. al., 2000).


http://www.garten.cz/a/cz/3018-origanum-vulgare-dobromysl-obecna/
http://www.garten.cz/a/cz/3018-origanum-vulgare-dobromysl-obecna/
http://www.garten.cz/a/cz/3018-origanum-vulgare-dobromysl-obecna/
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2.5 Propriedades do 6leo essencial do orégano

A nocdo de que, as espécies Origanum tem acdo antibacteriana, antifungica,
antioxidante, inseticida e anticancerigeno, motivou o estudo da atividades biologicas de seu
conteddo de Oleo essencial (Ipek et. al., 2005). De fato, purificado dleos essenciais e
respectivas fragdes; carvacrol, timol, limoneno e cineol; ttm demonstrado amplamente a ter
propriedades antimicrobianas in vitro (ULTEE et. al., 2002 e FALEIRO et. al., 2003).

O oleo essencial do orégano e seus constituintes quimicos tém mostrado eficiéncia no
combate do crescimento e sobrevivéncia de bactérias e fungos contaminantes de alimentos,
bem como inibindo a producdo de toxinas microbianas (DE SOUZA et. al., 2005). O orégano
tem-se revelado uma alternativa para prevencéo e tratamento de enfermidades, indicado como
bactericida e inseticida, apresentando atividade antimicrobiana comparavel, ou inclusive
maior, que 0s compostos tipicamente utilizados para estes propositos (LOZANO et. al.,
2004). Existem diversos estudos sobre a atividade antimicrobiana dos extratos de diferentes
tipos de orégano, tendo como modo de acdo a interacdo com a membrana celular alterando a
permeabilidade de cations como H * e K ™ (ULTEE et. al., 1999).

Atividade antibacteriana do 6leo essencial de Origanum vulgare, foi avaliada em
estudos onde se comprovou seu efeito antimicrobiano frente a bactérias Gram positivas como
Staphylococcus aureus e Bacillus cereus e sobre bactérias Gram negativas (ALBADO et. al.,
2001). Em lactobacilos e E. coli, também demostrou efeito bactericida (HOROSOVA et. al.,
2006).

Sua atividade antifingica também tem sido estudada, Meinerz et. al. (2006)
pesquisaram a sensibilidade de fungos dimdrficos e levedura (Malassezia pachydermatis e
Sporothrix schenckii) ao 6leo essencial de O. vulgaris, onde todos isolados apresentaram
sensibilidade. Cleff et. al. (2005), avaliaram Oleo essencial de orégano frente a fungos
filamentosos, como Aspergillus fumigatus, A. fumigatus, A. flavus. Giordani et. al. (2004),
também comprovaram a acdo antifungica do oleo essencial de O. vulgare em Candida
albicans em testes in vitro.

O orégano tem sido muito estudado em fungdo de possuir propriedade antioxidante. O
extrato metandlico do Origanum vulgare mostrou-se efetivo na estabilizacdo de banha de
porco (ECONOMOU et. al., 1991).
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2.6 Toxicologia do orégano

Os oleos essenciais sdo produtos de extracdo de uma espécie vegetal, portanto, séo
mais concentrados, e podem apresentar toxicidade mais elevada do que a planta original
(SIMOES et. al., 2003). Todavia, s&0 escassos os trabalhos sobre a toxicidade do referido
6leo. Um trabalho descreve que o grau da toxicidade de um extrato depende de varios fatores,
entre eles da dose utilizada e da freqiiéncia de administracdo, (VICENZI et. al., 2004).

Testes avaliaram a toxicidade pre-clinica da administracdo em doses repetidas do 6leo
essencial do Origanum vulgare em ratas Wistar., durante o periodo de observagdo de 30 dias
nenhum dos animais experimentais apresentou alteracdes clinicas, comportamentais, de
deambulacdo ou morte, ao receberem o 06leo essencial do O. vulgare a 3% (CLEFF et. al.,
2008). De acordo com os resultados, O. vulgare ndo causa alteracdes toxicologicas relevantes
nas condi¢des testadas, no entanto, h4 necessidade de estudos adicionais incluindo um periodo
maior de administracdo e, utilizando 6leos com diferentes doses, além de outros testes de
avaliacdo toxicologica.

Ipek et. al. (2005) avaliaram os efeitos genotdxicos e antigenotoxicos do 6leo essencial
de Origanum onites L. e de carvacrol, através do teste Ames Salmonela. A atividade
mutagénica foi inicialmente rastreada usando linhagens Salmonella typhimurium TA98 e
TA100, com ou sem ativacdo metabolica. Nao foi encontrada mutagenicidade no 6leo
essencial de ambas as linhagens, pelo contrario, ambas as amostras inibiram fortemente a

mutagenicidade.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Instituto de Ciéncias Bésicas de Saude (ICBS)
no Departamento de Farmacologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),

localizado em Porto Alegre/RS.

3.1 Obtencao do 6leo essencial

O orégano (Origanum vulgare L.) utilizado no experimento foi adquirido em
distribuidor comercial, que forneceu um produto com certificado de qualidade, de origem e
identificacdo botanica. O 6leo essencial (Figura 02) da planta foi extraido por hidrodestilacdo
em aparelho Clevenger, segundo a Farmacopéia Brasileira IV. Apos a extracdo, o 6leo foi
seco em Na,SO,4 anidro, grau p.a., concentrado sob N, ultra puro e foi armazenado em frascos
ambar, mantido sob refrigeragéo.

Figura 02 — Oleo essencial de Origanum
vulgare L.

Fonte: arquivo pr()pio.

3.2 Analise do 6leo essencial

O 6leo essencial obtido foi analisado por Cromatografia Gasosa com detector de
ionizacdo por chama (GC/FID), sendo caracterizado em funcdo dos principais constituintes
quimicos. Para tanto, um pl de solucGes de concentragdes variadas de padrGes foram injetadas
no cromatografo e comparados com o tempo de retencéo de padrdes referentes aos principais
compostos presentes em amostras de orégano.
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3.3 “Ensaio de toxicidade cutanea aguda”

A realizacdo desse ensaio foi de acordo com as normas da OECD.

3.3.1 Animais

Foram utilizados ratos albinos Wistar de ambos os sexos, com idade inicial de 120
dias e 200 a 300g/massa corporal, provenientes do Centro de Criacdo e Experimentacao de
Animais de Laboratério (CREAL) da UFRGS. Os animais foram mantidos no Biotério
Setorial do Departamento de Farmacologia do ICBS com condigéo constante de umidade (50
— 60%), temperatura (21°C + 2) e ciclo de luz claro/escuro de 12 horas. Foram alimentados
com ragdo comercial Nuvilab CR 1 (Nuvital, Colombo/PR) e agua ad libitum durante todo o
periodo experimental.

Alojamento, manejo, tratamento e eutanasia dos animais obedeceram as normas
publicadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA,; 1996), obedecendo
as leis brasileiras: Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008; Lei n.° 6.638, de 08 de maio de
1979; Decreto n.° 24.645 de 10 de julho de 1934.

3.3.2  Grupos experimentais

Foram utilizados cinco machos e cinco fémeas para o teste limite na dose de
2000mg/kg de peso corporal. As fémeas utilizadas eram nuliparas. O nimero de animais
utilizados neste projeto segue o0s protocolos internacionais para testes em toxicidade,
regulamentados pela OECD.

3.3.3 Protocolo experimental

3.3.3.1 Tratamento

A substéncia teste foi aplicada uniformemente sobre uma area de aproximadamente
10% da superficie total do corpo. Sendo mantida em contacto com a pele com uma gaze
porosa e fita ndo irritante ao longo de um periodo de exposicdo de 24 horas (Figura 03 e 04).
A utilizacdo de colares limitadores (tipo Elizabetano) fez-se necessaria para garantir que 0s

animais ndo pudessem ingerir a substancia. Apos o final do periodo de exposicao, 0s residuos



20

da substéancia foram removidos com agua.
O periodo de observagdo foi de 14 dias, determinado pelas reacOes toxicas, taxa de

aparecimento dos sinais de toxicidade e duracdo do periodo de recuperacéo.

Figura 03 — Rato Wistar durante as 24
horas de exposi¢do a
substancia teste.

Fonte: arquivo proprio.

Figura 04 — Rato Wistar ap6s a remogao
da substéancia teste.

Fonte: arquivo proprio.

3.3.3.2 Eutanésia

Os ratos foram eutanasiados em camara de CO,, 14 dias apds a exposi¢do com o
agente. A pele e a parede abdominal foram incisadas e os Orgdos avaliados

macroscopicamente.

3.3.4 Variaveis avaliadas

As observacdes foram registadas sistematicamente & medida que foram feitas. Foram
mantidos registros individuais para cada animal. Apos a aplicacdo da substancia de ensaio, 0s
animais foram observados com frequéncia durante o primeiro dia e em seguida, um exame

clinico foi realizado uma vez ao dia. Os pardmetros avaliados foram: alteracGes na pele, olhos
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e mucosas, aparelho respiratorio, circulatorio, autbnomo e sistema nervoso central e atividade
locomotor e do comportamento. Também foi dada uma atencdo especial a observacdo de
tremores, convulsdes, salivacdo, diarréia, letargia, sono e coma. A massa corporal (g) foi
determinada imediatamente ap0s a aplicacdo da substancia, diariamente e no descarte. Um
controle diario de consumo de racdo (g), &gua (mL), aparecimento de sinais de toxicidade
sistémica como perda de peso progressiva e reducdo na ingestdo de agua e ragdo e percentual

de mortalidade durante o experimento.

3.4 “Ensaio de irritagdo/corrosdo ocular aguda”

A realizacao desse ensaio foi de acordo com as normas da OECD.

3.4.1 Animais

Foram utilizados coelhos albinos adultos jovens, de ambos 0s sexos, com massa
corporal média de 3000 g, provenientes do CREAL da UFRGS. Os animais foram mantidos
no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia do ICBS com condicdo constante de
umidade, temperatura (21°C =+ 2) e ciclo de luz claro/escuro de 12 horas.

Foram alimentados com ragdo comercial Nuvilab Coelhos (Nuvital, Colombo/PR) e
agua ad libitum durante todo o periodo experimental.

Alojamento, manejo, tratamento e eutanasia dos animais obedeceram as normas
publicadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA; 1996), obedecendo
as leis brasileiras: Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008; Lei n.° 6.638 , de 08 de maio de
1979; Decreto n.° 24.645 de 10 de julho de 1934.

3.4.2 Grupos experimentais

O ndmero de animais utilizados neste projeto segue 0s protocolos internacionais para
testes em toxicidade, regulamentados pela OECD.
Foram utilizados quatro machos e duas fémeas para o teste limite na dose de 2000

mg/kg de peso corporal. As fémeas utilizadas eram nuliparas.
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3.4.3 Protocolo experimental

3.4.3.1 Tratamento

A substancia de ensaio foi colocada na uma dose de 0,1 mL, no saco conjuntival de
um dos olhos de cada animal, depois delicadamente a palpebra inferior do globo ocular foi
puxada de forma a tampar cuidadosamente o olho, durante cerca de um segundo para evitar a
perda do material. O outro olho, que permaneceu sem tratamento, serviu como controle.

Foi usado um veiculo junto ao dleo para assegurar uma boa distribui¢do da substancia
pelo globo ocular. Este protocolo experimental também foi utilizado para testar uma eventual

influéncia do veiculo sobre a irritacdo ocular.

3.4.3.2 Periodo de observacao

Um periodo de observacdo de até 21 dias é necessario para avaliar completamente a
magnitude e reversibilidade dos efeitos da substancia teste. Os olhos foram examinados com
uma, 24 (Figura 05), 48 e 72 horas ap6s a aplicacdo, sendo que os coelhos que néo
desenvolveram lesdes oculares foram eutanasiados logo apds esse periodo de avaliancdo. As
observacdes foram realizadas em sete, 14 e 21 dias para determinar o estado das lesdes e a sua
reversibilidade ou irreversibilidade. Os animais que apresentaram lesbes leves a moderadas
reversiveis, tiveram seu periodo de observacdo extendido até a reversibilidade do quadro. No

caso de lesBes graves irreversiveis, o periodo de observacdo durou 21 dias.

Figura 05 — Avaliagdo ocular com fluroseina no
segundo dia depois da
aplicagdo: negativo para
Ulceras.

TN AR
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Fonte: M.V. afael St

edile



3.4.3.3 Eutanéasia

Os coelhos foram eutanasiados em camara de CO,, 21 dias ap0s a exposi¢cdo com o

agente.

3.4.4 Variaveis avaliadas

Os graus da reacdo ocular (conjuntiva, cdrnea e iris) foram registrados a cada exame

fisico seguindo os escores das lesdes oculares (Tabela 01). Quaisquer outras lesdes do olho

(por exemplo, coloracdo) ou efeitos adversos sistémicos também foram notificados.

Para facilitar o exame das reacGes foi utilizado um oftalmoscépio e ap6s as 24 horas,

os olhos foram analisados com o auxilio de fluoresceina. Como a classificacdo das respostas

oculares é necessariamente subjetiva, afim de promover uma harmonia na classificacdo da

resposta, os observadores foram treinados de acordo com a pontuacgéo do sistema utilizado.

Tabela 01: Escores das lesfes oculares.

CORNEA Grau
Sem ulceragdes ou opacidade. 0
Areas de opacidade dispersas ou difusas, detalhes da iris claramente visiveis. 1
Areas translicida facilmente discernivel, detalhes da iris levemente obscurecidos. 2
Areas nacaradas, detalhes da iris completamente invisiveis, tamanho da pupila apenas 3
discernivel.
Cornea opaca, iris ndo discernivel através da opacidade 4
IRIS Grau
Normal. 0
Dobras mais profundas, congestdo, edema, hiperemia pericorneana moderada ou vasos injetados. 1
A iris com responder positiva a luz.
Auséncia de reagdo a luz, hemorragia, destruicdo marcante do tecido. 2
CONJUNTIVA (referente a conjutiva palpebral e bulbar, excluindo cérnea e iris) Grau
Normal. 0
Hiperemia de alguns vasos sanguineos (olhos injetados). 1
Coloragdo purpura difusa. Vasos sanguineas individuais dificilmente discerniveis. 2
Coloragdo vermelha difusa. 3
QUEMOSE (péalpebras e/ou membrana nictante) Grau
Normal 0
Qualquer edema anormal 1
Edema consideravel com everséo parcial das palbebras 2
Edema com as palpebras parcialmente fechadas 3
Edema com mais da metade das palpebras fechadas 4
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Sinais como: perfuracdo da cornea ou ulceracdo corneana significativa, incluindo
estafiloma; sangue na camara anterior do olho; opacidade da cornea de grau quatro que
persiste por 48 horas, auséncia de resposta a luz (reflexo da iris grau dois) que persiste por 72
horas; ulceragdo da membrana conjuntiva, necrose da conjuntiva ou membrana nictitante, ou

descamacdo. Foram consideradas lesdes irreversiveis.

3.5 “Ensaio de irritagdo/corrosao cutanea aguda”

A realizagao desse ensaio foi de acordo com as normas da OECD.

3.5.1 Animais

Foram utilizados coelhos albinos adultos jovens, de ambos 0s sexos, com massa
corporal média de 3000g, provenientes do CREAL. Os animais foram mantidos no Biotério
Setorial do Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS)
com condigéo constante de umidade, temperatura (21°C + 2) e ciclo de luz claro/escuro de 12
horas.

Foram alimentados com racdo comercial Nuvilab CR 1 (Nuvital, Colombo/PR) e agua
ad libitum durante todo o periodo experimental.

Alojamento, manejo, tratamento e eutanasia dos animais obedeceram as normas
publicadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 1996), obedecendo
as leis brasileiras: Lei N° 11.794, DE 8 de outubro de 2008; Lei n.° 6.638 , de 08 de Maio de
1979; Decreto n.° 24.645 de 10 de Julho de 1934.

3.5.2 Grupos experimentais

O ndmero de animais utilizados neste projeto segue os protocolos internacionais para
testes em toxicidade, regulamentados pela Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD).

Foram utilizados quatro machos e duas fémeas para o teste limite na dose de

2000mg/kg de peso corporal. As fémeas utilizadas eram nuliparas.
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3.5.3 Protocolo experimental

3.5.3.1 Tratamento

No dia anterior a aplicagdo foi realizada a tricotomia da regido a receber o 6leo. A
substancia teste foi colocada em um pequeno pedaco de gaze (aproximadamente seis cm?) e
depois aplicada a pele, sendo fixada no local com fita ndo-irritante. A substancia teste
aplicada na gaze, foi anexada a pele de maneira uniforme, garantindo o maximo contato e
distribuicdo. Utilizou-se caixas de contencdo para garantir que os animais ndo pudessem
ingerir a substancia.

Fez-se uso de um veiculo junto ao 6leo para assegurar um bom contato com a pele.
Este protocolo experimental também foi utilizado para testar uma eventual influéncia do
veiculo sobre a irritacdo da pele.

No final do periodo de exposic¢do, que normalmente é de 4 horas, substancia residual
foi removida com agua, sem alterar a resposta existente a integridade da epiderme. A dose de
0,5 mL foi aplicada no local de teste. O periodo de observacao foi de 14 dias, determinado

pelas reaccdes tdxicas, taxa de aparecimento e duracdo do periodo de recuperacéo.

3.5.3.3 Eutanasia

Os coelhos foram eutanasiados em camara de CO,, 14 dias ap0s a exposi¢cdo com 0
agente.
A pele e a parede abdominal foram incisadas e os Orgdos avaliados

macroscopicamente.

3.5.4 Variaveis avaliadas

As avaliagcdes foram realizadas individualmente e classificadas de acordo com o
sistema empregado pelo Federal Hazardous Substances Act the USA (Tabela 02). O periodo
de observacdo foi de 14 dias e os resultados foram anotados em uma, 24, 48, 72 h, 7 e 14 dias
apos a remocao da compressa com Oleo de oOregano, verificando o carater reversivel ou
irreversivel da resposta. Também foi acompanhada a massa corporal (g) imediatamente ap6s a

aplicacdo da substancia e no ultimo dia de observagdo e em seguida sacrificados.
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Tabela 02: Grau de reagdo da pele.

FORMACAO DE ERITEMA E ESCARAS Grau
Sem eritema 0
Eritema muito leve (pouco perceptivel) 1
Eritema bem definido 2
Eritema moderado a severo 3
Eritema grave severo a formacéo de escaras 4
FORMACAO DE EDEMA Grau
Sem edema 0

Edema muito leve (pouco perceptivel) 1
Edema leve (bordas bem definidas) 2
Eritema moderado (aumento superior de aproximadamente 1mm) 3
Eritema severo (aumento superior a 1mm e estendendo além da area de
exposicao)

3.6 Descarte

Depois de realizada a eutanasia dos animais, a carcaca e demais residuos bioldgicos
oriundos deste processo, foram acondicionados em saco plastico branco e descartados
conforme o Plano de Gestdo de Residuos em Servico de Saude da UFRGS, de acordo com a
RDC 306 de 2004.
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4 RESULTADOS

O estudo de toxicidade cutanea aguda em ratos para determinar o potencial de
toxicidade de uma Unica aplicagéo topica de oleo essencial de orégano, demonstrou que todos
0s animais sobreviveram, ganharam peso e permaneceram ativos e saudaveis. Nao houveram
sinais graves de toxicidade, irritacdo dérmica, ou qualquer outro efeito adverso farmacologico
ou comportamento anormal. Nenhuma anormalidade foi observada para qualquer um dos
animais sobre necropsia.

No estudo irritagdo/correcdo da pele em coelhos determinou o potencial do 6leo em
causar irritacdo dérmica em uma Unica aplicacdo topica na pele de coelhos. Todos os animais
estavam livres de irritacdo dérmica até 48 h apds contato com a substancia. Nas condi¢6es
deste estudo, o indice de irritacdo dérmica para o dleo essencial de orégano ¢ “0” e pode ser
classificada como néo irritante para a pele. Todos os coelhos permaneceram ativos e
saudaveis, sem qualquer outro sinal de toxicidade grave ou efeitos adversos farmacoldgicos
ou comportamento anormal.

No teste de irritacdo ocular em coelhos para determinar o potencial de irritacdo a partir
de uma unica instalacdo por via ocular, ndo apresentou opacidade de c6rnea ou irite em
nenhum dos olhos tratados. Uma hora ap6s a instilacdo da substéncia teste, todos os olhos
tratados exibiram conjuntivite, e 0 mesmo foi revertido em 24 h. Ap6s esse periodo todos 0s
animais permaneceram livres de irritacdo ocular até a 72 h ap6s administracdo. Além da
irritacdo ocular observada, todos o0s animais apresentaram-se ativos e saudaveis, ndo
apresentando outros sinais de toxicidade grave ou efeitos adversos farmacolégicos ou
comportamento anormal. A média méaxima (MM) do 6leo essencial de orégano € 2.6 (Tabela
03), classificando - 0 como minimamente irritante (M1) para os olhos. Para a confirmacéo da

classificacdo levou-se em consideracdo a duracao e a intensidade das reacdes observadas.

Tabela 03: Valores da classificagdo de primeira aproximagéo.

Média Maxima (MM) Classificacéo de primeira aproximagéo
0,0 (N) Néo irritante
<25 (PN) Praticamente n&o irritante
2,5-15,0 (M;) Minimamente irritante
15,1 -25,0 (M,) Ligeiramente irritante
25,1-50,0 (M3) Moderadamente irritanrte
50,1 -80,0 (S) Severamente irritante
80,1 -100,0 (E) Extremamente irritante

100,1 -110,0 (Mx) Irritante maximo
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5 DISCUSSAO

Segundo estudos, os testes de toxicidade aguda envolvendo a avaliacdo de irritacao
priméria da pele, toxicidade cutanea e de irritacdo ocular, constituem etapas importantes que
indicam provaveis efeitos adversos e niveis de seguranga quanto ao uso. Os resultados
demonstraram que a administracdo do O. vulgare por vias cutanea e ocular, na concentragéo e
modelo animal utilizados, ndo causou danos irreversiveis ou sinais de toxicidade sistémica.
Alguns autores tém descrito que o grau da toxicidade de um extrato depende de varios fatores,
entre eles da dose utilizada e da frequéncia de administragdo, em alguns casos baixas
dosagens acarretam intoxicacbes devido a sensibilidade individual, provocando desde
sensibilizacdo, alergias, até problemas mais graves, principalmente quando utilizados por via
oral.

Os efeitos adversos do uso de extratos vegetais, possivel toxicidade, bem como a agdo
sinérgica ou antagbnica com outros farmacos podem ocorrer comumente, devido a estes e
outros fatores, a producdo de fitoterapicos requer estudos prévios relativos a varios aspectos,
dentre eles quanto ao seu efeito toxico sobre organismos animais. Origanum vulgare
demonstra ter aplicacdes benéficas quanto sua acdo antimicrobiana, antifngica, antioxidante,
revelando ser uma alternativa para prevencdo e tratamentos de algumas enfermidades

mediante estudos mais especificos.
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6 CONCLUSOES

O ¢leo essencial do O. vulgare quando administrado a 3% pelas vias ocular, cutanea e
dérmica em ratos Wistar e Coelhos Albinos em dose simples, ndo causou efeitos toxicos,
levando em conta a auséncia de alterages macroscdpicas permanentes no tecido cuténeo,
conjuntivo ocular e na massa de 6rgdos, da massa corporal e da auséncia de alteracbes de
macroscopicas nos 0rgdos. S0 necessarios outros estudos utilizando outros 6leos com
diferentes proporcOes de terpenos, seus principais componentes quimicos, além de um periodo
maior administracdo aos animais experimentais, assim como outros testes de avaliacdo da

toxicidade.
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