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RESUMO: (Avaliagao do potencial genotoxico do 6leo essencial de Origanum vulgare L. em ratos Wistar por meio do teste
de microntcleos). No presente trabalho o potencial genotdxico do dleo essencial do orégano foi testado por meio do teste de
microntcleos em medula 6ssea de ratos Wistar (Rattus norvergicus). Grupos de 5 ratos machos e 5 fémeas foram tratados com o
oleo essencial, por via oral, em tratamento agudo, em trés doses: 2000, 1000 e 500 mg.kg™! respectivamente, um controle negativo
utilizando o veiculo da administragdo do 6leo, Tween 80, um controle positivo utilizando ciclofosfamida e um controle positivo
utilizando os compostos majoritarios encontrados no 6leo testado. A citotoxicidade foi avaliada pela relagdo entre eritrocitos
policromaticos e eritrocitos normocromaticos (EPC/ENC) e a frequéncia de eritrocitos micronucleados. Os resultados revelaram
através da propor¢ao de EPC/ENC, que o 6leo essencial do orégano e o controle positivo com os compostos majoritarios causaram
uma leve toxicidade na medula 6ssea de ratos Wistar. Nao houve um aumento estatisticamente significativo (Kruskal-Wallis p >
0,01) de frequéncia de microntcleos em eritrdcitos policromaticos nas trés doses do dleo essencial do orégano, mas aumentou
a frequéncia de EPCMN do controle positivo com os compostos majoritarios induzindo assim genotoxicidade nos eritrocitos
dos ratos. Com base nos resultados ¢ possivel sugerir que através deste teste citogenético o 6leo essencial do orégano utilizado
neste experimento, nao apresenta atividade genotoxica nas doses utilizadas.

Palavras-chave: 6leo de orégano, genotoxicidade, medula 6ssea, roedores.

ABSTRACT: (Evaluation of the genotoxic potential of the essential oil of Origanum vulgare L. Wistar rats by means of the
test of micronucleus). In this work the genotoxic potential of oregano essential oil was tested using the micronucleus test in
bone marrow of Wistar rats (Rattus norvegicus). Groups of 5 male and 5 female rats were treated with the essential oil orally, in
acute treatment, in three doses: 2000, 1000 and 500 mg.kg-' respectively, a negative control using the vehicle of administration,
Tween 80, using a positive control cyclophosphamide and a positive control using the majority compounds found in the oil
tested. Cytotoxicity was assessed by the ratio of polychromatic erythrocytes and normochromatic erythrocytes (PCE/NCE) and
the frequency of micronucleated erythrocytes. The results revealed by the ratio of PCE/NCE, the essential oil of oregano and
positive control compounds majority caused a slight toxicity in the bone marrow in Wistar rats. There was a statistically signifi-
cant increase (Kruskal-Wallis test p > 0.01) frequency of micronuclei in polychromatic erythrocytes in 3 doses of essential oil of
oregano, but increased the frequency of the positive control PCEMN with the majority compounds thus inducing genotoxicity
in erythrocytes of rats. Based on the results is possible to suggest that through this cytogenetic test the essential oil of oregano
used in this experiment, does not have genotoxic activity at the doses used.

Key words: oregano oil, genotoxicity, bone marrow, rodents.

INTRODUCAO

O interesse pelas terapias com produtos naturais vem
crescendo atualmente, bem como a demanda do seu
consumo. Iniimeros estudos com plantas medicinais tém
demonstrado que seus 6leos essenciais possuem diversas
propriedades, entre elas: antiviral, antiespasmodica, anal-
gésica, antimicrobiana, cicatrizante, larvicida, vermifuga
e antiinflamatoria. (Ferronato et al. 2007, Figueiredo et
al. 2006, Costa et al. 2005, Sousa et al. 2004).

Do orégano (Origanum vulgare L.) é possivel ex-
trair um 6leo essencial que apresenta em torno de 34
compostos ativos, sendo que os compostos terpénicos

como carvacrol, timol, gama terpineno e p—cimeno po-
dem alcangar entre 80,2% a 98% da composicao total do
oleo (Bampidis et al. 2005).

Diversos estudos comprovaram a atividade antimi-
crobiana in vitro do 0leo essencial de O. vulgare e seus
componentes quimicos frente a varias espécies de fungos
filamentosos como Aspergillus niger, A. flavus, A. ochra-
ceus, A. parasiticus, Penicilium italicum e Fusarium
oxysporum (Buchanam & Shepherd 1981, Paster et al.
1990, Tantaoui-elaraki ez al. 1993, Daouk et al. 1995),
assim como frente a espécies de Candida e Cryptococcus
neoformans (Manohar et al. 2001, Chami et al. 2004,
Cleff et al. 2007, Cleff et al. 2010).
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Os organismos vivos estdo habitualmente expostos
a substancias mutagénicas que podem causar danos
celulares, estes danos podem ser induzidos por agentes
quimicos, fisicos ou bioldgicos que afetam processos
vitais como a duplicacdo e a transcri¢gdo génica, bem
como alteragdes cromossdmicas, levando a processos
cancerosos ¢ morte celular e, por causarem lesdes no
material genético, essas substancias sao conhecidas como
genotoxicas (Costa & Menk 2000).

Existem relatos de que alguns 6leos essenciais tiveram
efeito antigenotoxico (Ipek ez al. 2005, Aydin et al. 2005).
E apenas um relato comprovando o efeito genotoxico
em medula dssea in vivo do timol e carvacrol (Azirak &
Rencuzogullari 2008).

Os efeitos genotoxicos do timol foram investigados em
linfécitos periféricos humanos tratados nas concentragdes
de 25,50, 75, por 24 e 48 h, o timol diminuiu o Indice
mitético na maior concentragdo (100 mg/mL) sem efei-
to dose-dependente tendo um efeito significativamente
clastogénico (Buyukleyla & Rencuzogullari 2009).

Baseados nos potenciais terapéuticos e utilizagdo
clinica do 6leo essencial de orégano, os estudos toxico-
logicos sdo indispensaveis e complementares. Optou-se
por avaliar a genotoxicidade do referido 6leo essencial
através do teste de micronucleos em medula 6ssea de
ratos, devido a auséncia de dados de genotoxicidade
desta planta, por este sistema-teste.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Orégano (Origanum vulgare) foi adquirido de dis-
tribuidor comercial, importado pela Ricex Importagdo
e Exportacdo LTDA., de Sao Paulo, Brasil. O orégano
seco ¢ originario do Peru pertencente a marca Oro Verde.
O material vegetal utilizado era composto somente por
folhas do orégano, sendo estas embaladas em sacos de
papel pardo revestidos internamente com uma camada
plastica e armazenados em local fresco, seco e livre da
exposi¢ao solar.

Obtengdo do dleo essencial

O 6leo essencial do orégano foi extraido pelo método
denominado destilagdo com arraste de vapor no labora-
torio do Instituto de Quimica da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS,
utilizando o equipamento desenvolvido pelo engenheiro
mecanico Edgar Witkowski. Utilizou-se 1 kg de folhas
secas de orégano por vez e deste volume de planta foi
extraido 0,6 mL de 6leo essencial, em média. Foram
necessarios aproximadamente 30 mL de 6leo para a
realizacdo deste ensaio.

Analise cromatografica do dleo essencial

As analises cromatograficas do 6leo essencial do
orégano foram realizadas no laboratorio do Instituto
de Quimica da UFRGS, em cromatografo gasoso com
detector de massas, injetor split/splitless, GC/MS Shi-

madzu QP-5050A, visando a identificagcdo dos princi-
pais constituintes quimicos. Utilizou-se como método
de ionizagdo o impacto eletronico (EI) com energia de
ionizacdo de 70 eV. A coluna capilar utilizada foi OV-5
(metil silicone com 5% de grupos fenila) com 0,25 mm
de diametro interno, 0,25 pm de espessura de filme de
fase estacionaria e 30 m de comprimento, nas seguintes
condigdes cromatograficas: 60-240 °C, a 3 °C/min, a 10
°C/min até 280 °C; (Td=180 °C; Tinj=240 °C; split=1:10).
Inicialmente, 1uL de solugdes de concentragdes variadas
de padrdes foram injetadas no cromatografo para ob-
tenc¢do do tempo de retengdo de padrdes referentes aos
principais compostos presentes na amostra de orégano
(o-pineno, canfeno, B-pineno, mirceno, o-terpineno, p-
-cimeno, limoneno, 1,8-cineol, a-terpineno, terpinoleno,
linalol, 4-terpineol, a-terpineol, timol e carvacrol). Poste-
riormente foi preparada uma solugao de 6leo a 5000 ppm
em hexano, que foi injetada no cromatografo e comparada
em relag@o aos tempos de retencao dos padrdes na coluna
cromatografica (Rodrigues et al. 2004).
Animais

Foram utilizados ratos albinos Wistar de ambos os
sexos, com idade inicial de sete semanas, higidos, pro-
venientes do Centro de Reprodugdo e Experimentagdo
de Animais de Laboratério (CREAL) da UFRGS. Os
animais foram mantidos no Biotério Setorial do Departa-
mento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Basicas
da Saude (ICBS) da UFRGS, com condi¢des constantes
de umidade, temperatura (21 °C £ 2) e ciclo de luz claro/
escuro de 12 horas (das 8h as 20h). O projeto de pesquisa
intitulado “Estudo da genotoxicidade de 6leo essencial do
orégano (Origanum vulgare L.) em ratos Wistar” recebeu
aprovagido do Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS,
sob o niimero 2008067.

Sele¢do das concentrag¢does da substdncia teste
(Teste Preliminar)

Para a selegdo das concentracdes da substancia teste
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, anorexia
e perda de peso).

Devido a auséncia de dados toxicologicos do 6leo
essencial do orégano (DL50), que poderiam nortear o
estabelecimento das doses de estudo, foi utilizada como
dose méxima tolerada (DMT) a dose de 2000 mg / kg
(OECD 1997).

Formacdo 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. Utilizou-se
um Grupo Controle Negativo (GC-) tratado com o veicu-
lo empregado na dissolugo do 6leo essencial de orégano,
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0,001 mL de Tween 80 em 100 mL de agua destilada (10
mL.kg!) e trés grupos tratados com o dleo essencial do
orégano em emulsdo de Tween 80: GD I tratado com a
concentra¢ao de 2000 mg.kg'; GD II tratado com 1000
mg. kg! e GD III tratado com 500 mg. kg™! de dleo essen-
cial. Também foram formados dois grupos controle posi-
tivos: Grupo Controle Positivo — Ciclofosfamida (GC+)
tratado com 25 mg.kg!' de Genuxal® e Grupo Controle
Positivo — Compostos Majoritarios (GC+ CM) tratado
com a associa¢do dos compostos fenolicos do orégano,
timol e 4- terpineol, na concentragdo de 2000 mg.kg™.

Tratamento dos animais

Os animais experimentais foram tratados diariamente
por via oral, com sonda oro-gastrica flexivel. Todos os
animais foram tratados com volume idéntico, corres-
pondendo a 10 mL.kg'. Os animais pertencentes aos
Grupos I, IT e I1I, GC- e GC+CM foram tratados durante
3 dias consecutivos. O GC+ foi tratado durante dois dias
consecutivos, iniciando a dosificac@o a partir do segundo
dia de tratamento dos demais grupos.

Preparagdo das ldminas

Os animais foram eutanasiados 24 horas ap0s o ultimo
tratamento em camara de CO,. Apés a eutanasia, através
de anti-sepsia com alcool 70% ambos os fémures de cada
animal foram retirados.

A medula 6ssea de cada fémur foi extraida com auxilio
de uma seringa de 1 mL previamente preenchida com soro
fetal bovino, para realizac¢ao do esfregaco e confeccao da
lamina de analise, uma lamina para cada fémur, totalizan-
do duas laminas por animal. As 1dminas foram secas ao ar,
durante aproximadamente 24 horas, fixadas em metanol,
por dez minutos. Vinte e quatro horas apés a fixacao, as
laminas foram coradas com uma solugdo contendo 5% de
GIEMSA® e 95% de solugdo tampdo. Posteriormente a
marcagao inicial e antes da microscopia, as laminas foram
codificadas para realiza¢do de “analise cega”.

Analise das ldminas

As laminas foram analisadas em microscopio optico
com aumento de mil vezes (objetiva de imersao). A ana-
lise foi feita em 1000 eritrocitos policromaticos (EPC)
por lamina, totalizando 2000 EPCs por animal. O nlimero
de células micronucleadas (EPCs com microntcleos) foi
registrado e a relag@o entre o nimero de EPC/ ENC tam-
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bém foi determinada em cada lamina lida, analisando-se
500 eritrocitos por lamina (totalizando 1000 eritrocitos
por animal).

Andlise estatistica

A metodologia utilizada para andlise estatistica in-
cluiu os testes: analise de variancia ndo-paramétrica de
Kruskal-Wallis, andlise de variancia de uma via (ANO-
VA) e o teste Qui-quadrado para as variaveis qualitativas,
no caso de p<0,05 realizou-se o Teste Tukey.

RESULTADOS

Analise cromatografica

Os picos cromatograficos demonstrados na figura 1
representam os compostos do 6leo essencial de orégano
em maior quantidade na amostra analisada. Os compostos
4-terpineol e timol se apresentaram como majoritarios,
conforme representado pelos picos 15 e 22.

Numero de Eritrocitos policromaticos com mi-
cronucleos (EPCMN)

O niimero de EPCMN contados em esfregaco sangui-
neo da medula 6ssea dos ratos machos e fémeas sdo mos-
trados nas figuras 2 e figura 3, respectivamente. Foram
contados 1000 EPCs por medula de rato, totalizando 2000
eritrocitos por animal, dos quais foi contado o numero
de células micronucleadas.

Na analise estatistica, através da Analise de Variancia
Nao — Paramétrica de Kruskal-Wallis, verificou-se que
houve diferenca estatisticamente significativa entre os
tratamentos, sendo que GC+ e GC+CM diferiram dos
demais grupos testados. Nao houve diferenca estatisiti-
camente significativa entre os sexos (ANOVA, p>0,05).

Rela¢do EPC/ENC

A relagdo de eritrocitos policromaticos e eritrocitos
normocromaticos sdo demonstrados na tabela 1, para
machos, e tabela 2, para fémeas, determinados em cada
lamina de esfregago sanguineo, analisando-se 500 eritro-
citos por lamina (totalizando 1000 eritrocitos por animal)
nos grupos experimentais.

Para realizar a andlise estatistica usou-se a variavel
rel EPC_ENC, que ¢ resultante da divisdo da média
EPC pelamédia ENC. Realizando a Analise de Variancia
(ANOVA) observa-se que ndo existe efeito da interag@o

26

A 2
23 A .
45 27 29 il

20 tempo de retengo (min) 30

Figura 1. Cromatograma do ion total (GC/MS) da amostra do 6leo essencial de orégano, preparado em solugéo de 1.000 mg.L"', em hexano.
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Figura 2. Numero de eritrécitos policromaticos com micronticleos
(EPCMN), contados em medula 6ssea dos ratos, totalizando 1000
por animal, machos tratados em trés doses: 2000 (GD I), 1000 (GD
1) e 500 mg.kg! (GD III), (GC), (GC+) e (GC+ CM). Os valores
representam a média dos animais por grupo (n =5).

entre tratamento ¢ sexo ¢ nao foi observada diferenca de
médias entre sexo.

DISCUSSAO

Este experimento testou o potencial genotoxico 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 po-
sitivo com os compostos majoritarios do 6leo essencial
do orégano por via oral em ratos Wistar. A analise dos
resultados obtidos indica que o 6leo essencial do oréga-
no utilizado ndo apresentou genotoxicidade nas doses e
condicdes testadas.

Os resultados obtidos estdo de acordo com os obser-
vados por Ipek e colaboradores (2005) que através do
teste AMES Salmonela afirmaram que o 6leo essencial
de Origanum onites L. ndo ¢ genotdxico. Assim como
Mezzoug e colaboradores (2007) que avaliaram a atividade
antimutagénica pelo teste SMART em Drosophila me-
lanogaster, do dleo essencial de Origanum compactum.

No entanto, o controle positivo compostos majoritarios
foi diferente do controle negativo no numero de EPCMN,
mostrando efeito genotdxico. Este resultado esta de acor-
do com Karpouhtsis e colaboradores (1998), que revela-

Figura 3. Numero de eritrocitos policrométicos com micronticleos
(EPCMN), contados em medula 6ssea dos ratos, totalizando 1000
por animal, fémeas tratadas em trés doses: 2000 (GD I), 1000 (GD
) e 500 mg.kg" (GD III), (GC-), (GC+) e (GC+ CM). Os valores
representam a média dos animais por grupo (n =5).

ram que entre os compostos fendlicos extraidos do dleo
de orégano (Origanum vulgare) e avaliados pelo teste de
mutacdo e recombinac¢ao somatica 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 compo-
nente do 6leo, o 4-terpineol, através do teste de AMES,
os resultados mostraram que o 4-terpineol s6 apresentou
toxicidade na maior dose utilizada.

A percentagem de EPC entre o total de eritrocitos
(EPCH+ENC), ou seja, arelagdo EPC/ENC foi determina-
da a fim de se avaliar a citotoxicidade na medula Ossea,
este dado pode, também, ser usado para documentar a
biodisponibilidade da substancia quimica teste no tecido
alvo. A toxicidade ¢ indicada por uma redugao significa-
tiva na percentagem de EPC (Ribeiro et al. 2003).

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

A proporg¢ao EPC entre os outros eritrocitos, no pre-
sente estudo, revelou uma diminui¢do na contagem de

Tabela 1. Relagdo de EPC/ENC de machos tratados com o 6leo do orégano em diferentes dosagens, 2000, 1000 ¢ 500 mg.kg"! (Dose I = GD
I, Dose I = GD 11, Dose 111 = GD III), respectivamente, grupo controle negativo (GC-), grupo controle positivo ciclofosfamida (GC+) e um
controle positivo com os compostos majoritarios do 6leo do orégano (GC+ CM).

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

Tabela 2. Relagdo de EPC/ENC de fémeas tratadas com o 6leo do orégano em diferentes dosagens, 2000, 1000 e 500 mg.kg! (Dose I = GD
I, Dose II = GD 11, Dose III = GD III), respectivamente, grupo controle negativo (GC-), grupo controle positivo ciclofosfamida (GC+) e um
controle positivo com os compostos majoritarios do 6leo do orégano (GC+ CM).

Grupos GC- GC+ GC+ CM GD I GD 11 GD I11
Médias ENC 109,4 73,2 254,3 346,1 337,6 304,5
Médias EPC 886,9 903,2 733,7 651,9 660,3 692,6
Rela¢do EPC/ENC 0,89 0,90 0,73 0,65 0,66 0,69
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eritrécitos policromaticos em relagdo ao controle nega-
tivo, em todas as doses testadas, em machos e fémeas,
apesar de ndo representar significancia estatistica. Estes
resultados revelam que as doses testadas do 6leo essencial
de orégano podem ter causado uma leve citotoxicidade na
medula 6ssea dos animais e a auséncia de sinais clinicos
de toxicidade durante o estudo refor¢am este resultado,
j& que a subtancia deprimiu a medula dssea sem causar
sinais clinicos desta depressao. O grupo controle positivo
com compostos majoritarios do 6leo essencial do orégano
também causou uma leve citotoxicidade na medula ossea.
Isto vem confirmar que alguns compostos, como o timol,
utilizado isoladamente podem causar toxicidade, como
esta descrito na literatura.

Alguns estudos mostraram evidéncias negativas do
potencial genotdxico in vivo do eugenol, principal com-
ponente do 6leo essencial do cravo-da-india (Maura et al.
1989, Abraham 2001).

Ipek e colaboradores (2005) avaliaram os efeitos ge-
notoxicos e antigenotoxicos do 6leo essencial de Origa-
num onites L. e de carvacrol, através do teste de AMES
Salmonela. A atividade mutagénica foi inicialmente
rastreada usando linhagens Sal/monella typhimurium
TA98 e TA100, com ou sem ativagdo metabdlica. Nao 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 mutagdo e recombinagdo somatica (SMART) em
Drosophila melanogaster, do 6leo essencial de Origanum
compactum. Nao observaram aumento no nimero de mu-
tagdes somaticas com o 6leo essencial testado.

O oleo essencial do Origanum vulgare subsp. hirtum
foi analisado juntamente com seus principais constituin-
tes, carvacrol e timol, quanto & atividade genotdxica por
Karpouhtsis e colaboradores (1998), revelando que entre
os compostos fenoélicos extraidos do 6leo de orégano e
avaliados pelo teste de mutacao e recombinagdo somatica
em Drosophila apenas o timol exibe atividade genotoxica.

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

Fundamentados nos resultados alcangados neste estudo
conclui-se que o 6leo essencial do orégano ndo induziu
genotoxicidade nos eritrocitos medulares de ratos Wistar
nas concentragdes avaliadas. Este teste de genotoxicidade
do o dleo essencial do orégano vem contribuir para as
pesquisas com produtos naturais, com mais um dado para
a seguranga deste 6leo essencial. No entanto, ainda sdo ne-
cessarios outros testes de genotoxicidade e de toxicidade,
para garantir a seguranca do 6leo essencial de orégano.
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