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tem sido estudada, estando a do orégano entre eles. Todavia, sdo escassos os trabalhos sobre a toxicidade
do referido é6leo. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a toxicidade do 6leo essencial do Origa-
num vulgare administrado em ratas Wistar, adultas. Quatro grupos experimentais foram constituidos,
grupo I (6leo por via oral, n = 10); grupo II (controle oral, n = 5), grupo III, (6leo por via intra-vaginal, n =
10) e grupo IV (controle intra-vaginal, n = 5). O tratamento diario foi realizado por 30 dias. Utilizou-se
emulsio a 3% vol/vol do 6leo essencial de O. vulgare que apresentava os seguintes constituintes: y-terpine-
no (4,86 %), 4-terpineol (47,95 %), a-terpineol (7,56 %), timol (8,42 %) e carvacrol (9,43 %). Ao final do
tratamento, os animais foram sacrificados, sendo realizadas necropsias. Os resultados nao evidenciaram
qualquer alteracdo macroscopica nos tecidos do trato reprodutivo e digestorio, assim como em figado,
baco e rins. Nas avaliacdes clinicas, hematolégicas e histopatolgicas niao foram observadas alteracoes. De
acordo com os resultados obtidos, conclui-se que o 6leo essencial do O. vulgare nio causa alteragoes toxico-
logicas relevantes, quando administrado a 3% por via oral e intra-vaginal em ratas Wistar, por 30 dias.
Outros estudos sao necessarios, incluindo um periodo maior de administracao e, utilizando 6leos com dife-
rentes proporcdoes de terpenos, além da avaliacio da toxicidade reprodutiva.

SUMMARY . “Pre-clinic toxicity of the repeate-dose of Origanum vulgare L. (Origanum) essential Oil in Wistar
Rats”. In recent decades the inhibitory property of the essential oils against Candida spp. has been studied, and
antimicrobial activities of origanum has been evaluated. However, the papers evaluating the toxicity of this oil
are scarce.The objective of this work was to evaluate the toxicity of the Origanum vulgare essential oil adminis-
tered orally and intravaginal in adult female Wistar rats. This study was accomplished with 4 groups of female
rats, group I (oil administration orally, n = 10); group II (control orally, n = 5), group III, (oil administration in-
travaginal, n = 10) and group IV (control intravaginal, n = 5). The treatment for 30 days, everyday. The essential
oil was used 3 % (v/v) in emulsion, and concentration of main compounds were: y-terpinene (4.86 %), 4-terpine-
ol (47.95 %), a-terpineol (7.56 %), thymol (8.42%) and carvacrol (9.43%). After the experimental period,
necropsy of the animals was accomplished, and macroscopic alterations were not observed in the tissues of the
reproductive and digestive systems, as well as in liver, spleen and kidneys. The clinical, hematological and histo-
pathological evaluation didn’t demonstrate any alteration. According to the results, the O. vulgare essential oil 3
%, when administered orally and intravaginal, during 30 days in Wistar rats, is not responsible for toxicological
alterations. Other studies using O. vulgare oils with different terpenes concentrations are necessary. Reproduc-
tive toxicity investigations are also necessary.

INTRODUCAO comprometidos, devidos principalmente ao gé-

As infecgdes fungicas invasivas tem tido um  nero Candida 3. Estas leveduras sio integran-
aumento na incidéncia e fatalidade nas ultimas  tes da microbiota oral, gastrointestinal e repro-
décadas, sendo descritos casos de infec¢ao em  dutiva de mamiferos, sendo consideradas pat6-
humanos e animais, especialmente em imuno-  genos oportunistas 4. Fatores que alterem o
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equilibrio parasita-hospedeiro favorecem a ins-
talacio da micose podendo ocorrer quadros cli-
nicos leves, graves ou fatais 24-6. Estudos de-
monstram que as infec¢des por Candida, siao
um fendmeno crescente a nivel mundial, repre-
sentando um problema de satde publica, devi-
do em parte, a sobrevida de pacientes trans-
plantados e neutropénicos, do uso indiscrimina-
do de firmacos como antibidticos e corticoste-
rodes e das doenc¢as imunodepressoras 247,
Aliado aos crescentes casos da micose tem ocor-
rido resisténcia por parte de algumas espécies
de levedura frente aos antifingicos usuais, e re-
latos de recidivas da enfermidade aumentando
assim, a necessidade de pesquisas de novas
substiancias com atividade antifingica 28.

Devido a demonstrarem atividade frente a
diversas espécies de fungos, os Oleos essenciais
tém despertado interesse, especialmente os
oleos de plantas aromaticas como Origanum
vulgare 912, A atividade antimicrobiana do O.
vulgare, tem sido atribuida aos compostos feno-
licos que encontram-se como componentes ma-
joritirios no seu Oleo essencial, sendo que os
principais sdo 0s monoterpenos e sesquiterpe-
nos, como o-terpineno, y-terpineno, p-cimeno,
carvacrol e timol 11.13-16,

Entretanto, apesar de se observar um aumen-
to no consumo de produtos naturais, com base
no argumento de que plantas sao totalmente se-
guras, as supostas propriedades farmacoldgicas
muitas vezes niao tém validade cientifica, por
nao terem sido investigadas quanto a esta acio
em testes in vitro ou in vivo 7. Devido a serem
produtos de extracio de uma espécie vegetal,
os Oleos essenciais sao mais concentrados, apre-
sentando toxicidade mais elevada que a planta
de origem 18 sendo necessario a realizacio de
estudos toxicologicos como suporte de seguran-
¢a para uso destes produtos 1718 assim o objeti-
vo deste trabalho foi de avaliar a toxicidade do
oleo essencial do O. vulgare administrado em
doses repetidas em ratas Wistar.

MATERIAL E METODOS
Animais experimentais

Foram utilizados ratos albinos (Rattus nor-
vergicus) linhagem Wistar, fémeas, adultas, com
peso variando de 240 a 250 g, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Pe-
lotas (BC-UFPel). O experimento foi desenvolvi-
do na sala de experimentacio do BC-UFPel, on-
de os animais foram acomodados em caixas,
mantidos em condi¢des controladas de umida-
de, temperatura e ciclo de claro e escuro, rece-
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bendo agua ad libitum e dieta de acordo com
peso corporal.

Antes da administracao do extrato, todos os
animais foram adaptados ao manuseio e a son-
dagem pelo periodo de duas semanas. Todos os
procedimentos respeitaram os principios da éti-
ca em Experimentacao Animal adotado pelo Co-
légio Brasileiro de Experimenta¢cao Animal (CO-
BEA).

Grupos Experimentais

O estudo foi realizado com 30 animais que
foram divididos em quatro grupos experimen-
tais: Grupo I Dez ratas foram tratadas com 0,5
mL de 6leo por via oral, uma vez ao dia, duran-
te 30 dias; Grupo II: Cinco ratas utilizadas como
controle oral, tratadas com o veiculo (Suspensio
0,001% de Tween 80) pelo mesmo periodo;
Grupo III: Dez ratas foram tratadas com 0,5 mL
de 6leo por via intra-vaginal, uma vez ao dia,
durante 30 dias; Grupo IV: Cinco ratas utilizadas
como controle intra-vaginal, tratadas com o vei-
culo (Suspensdo de agar 0,8%) pelo mesmo pe-
riodo.

Dose de Ensaio, Preparo e Administracdo

A dose utilizada no estudo foi definida 4 par-
tir dos valores de Concentracio Inibitéria Mini-
ma (CIM) obtidos nos testes in vitro frente a iso-
lados de Candida, onde foi estabelecida uma
CIM média de 0,3% para o oleo essencial do O.
vulgare, sendo este valor multiplicado por dez.

Nos grupos experimentais I e III, 0,5 mL do
6leo essencial foi utilizado na concentracao de
3% vol/vol, sendo que para a via oral foi utiliza-
da emulsao contendo 0,001% de Tween 80 19 e
para a via intravaginal o 6leo foi disperso em
suspensio de dgar a 0,8% 9. No grupo II, foi ad-
ministrado 0,5 mL de solu¢ao contendo 0,001%
Tween 80 19, e para grupo IV 0,5 mL de suspen-
sao de agar a 0,8% 9.

Para administracio oral foi utilizada sonda
flexivel N° 6, e para a via intravaginal utilizou-se
como aplicador uma sonda flexivel adaptada a
seringa graduada de 1 mL.

Obtencdo do oleo essencial de O. vulgare

A amostra de orégano utilizada no estudo foi
adquirida em distribuidor comercial (Torrenueva
Vascos Ltda., LM.M.Reg.S.B.N° 1082/08, Indus-
tria Uruguaya) que forneceu o produto com cer-
tificado de qualidade, de origem e identificacao
botanica. Cerca de 40 g de folhas secas de oré-
gano foram submetidas a extracio por hidrodes-
tilacio em aparelho de Clevenger, segundo a
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Farmacopéia Brasileira 20, para obtencao do
oleo. Apo6s a extracdo, o Oleo foi seco em
Na,SO4 anidro, grau p.a., concentrado sob N;
ultra puro e armazenado em frascos ambar,
mantido sob refrigeracao até a utilizacio 4.

Andilise do oleo essencial por
Cromatografia Gasosa com detector de
ionizacdo por chama (GC/FID)

O ¢leo essencial obtido foi analisado por
GC/FID, sendo caracterizado em funcao dos
principais constituintes quimicos. Para tal 1 pL
de solucoes de concentracoes variadas de pa-
droes foram injetadas no cromatografo e, com-
parados com o tempo de retencio de padrdes
referentes aos principais compostos presentes
em amostras de orégano 4.

Acompanbamento clinico

Os animais pertencentes aos quatro grupos
experimentais foram avaliados clinicamente du-
rante os 30 dias, de acordo com o critério clini-
co descrito na literatura 21, sendo feito observa-
¢oes quanto ao estado geral de cada animal,
constatacio de modificacao da deambulacio, pi-
loerecao, ocorréncia de diarréia e de mortes,
além de pesagens semanais de todas as ratas.
Para os animais dos grupos I e II, ainda foram
observados alteracoes comportamentais, como
agressividade, consciéncia e disposi¢ao, assim
como feito avaliacdes do sistema locomotor co-
mo presenca/auséncia de incoordenacio e per-
da de equilibrio. Nos animais dos grupos II e IV
foram feitas avaliacdes da cavidade vaginal, sen-
do observados presenca/auséncia prurido, ver-
melhidao, descamacio e lesao local.

Avaliacdo bematologica

No final do periodo experimental foi coleta-
do sangue através de punclo-cardiaca, para a
realizacao do hemograma completo. Os exames
laboratoriais foram realizados no setor de Pato-
logia Clinica da Faculdade de Veterinaria — UF-
Pel 27,28,

Andlise bistopatologica

Ao final dos 30 dias foi realizada eutanasia
dos animais experimentais com tiopental sédico
via intraperitonial na dose de 50 mg/Kg. Duran-
te as necropsias dos animais dos grupos I e II,
foram feitas andlises macroscopicas e colhidas
amostras de tecido da mucosa oral e de 6rgaos
internos como estdmago, intestino, baco, rins,
figado. Nas ratas pertencentes aos grupos III e
IV, ap6s avaliacio macroscopica foi coletado o

706

trato reprodutivo e 6rgaos internos como rins,
baco e figado. Os 6rgaos colhidos para o exame
histopatolégico foram acondicionados em formol
a 10%, sendo, posteriormente, incluidos em pa-
rafina e processados, utilizando-se coloracao de
HE (Hematoxilina-Eosina) e PAS (Acido Peri6di-
co-Schiff), para posterior andlise histologica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise cromatografica do o6leo essencial
utilizado no estudo demonstrou como principais
componentes quimicos os terpenos: 4-terpineol,
y-terpineno, a-terpineol timol e carvacrol (Tabe-
la 1). Embora todos os 6rgios de uma planta
consigam acumular 6leos voldteis, sua composi-
¢ao pode variar de acordo com a parte da plan-
ta analisada e com a espécie estudada 17. Fato-
res como tipo de solo, altitude, temperatura, pe-
riodo de insolacao, cultivo, condicdes de seca-
gem e estocagem entre outros, influenciam na
composicao, qualidade e quantidade de dleo es-

Padrio Tempf) PM  Area Concentracio
retencio
1. o-tujeno 10054 114 353 02533
2. Sabineno 12,566 133 456 0,3270
3. Mirceno 13754 66 250 01791
4. a-phellandrene 14399 943 3451 2.4736
5. o-terpineno 15,181 1050 3944 2,8272
6. p-cimeno 15663 255 993 0,7119
7. Limoneno 15928 1228 5026 3,6026
8. 1,8-cineol 16,061 189 735 0,5270
9. cis-trans B cimene 16758 29 113 0,0810
10. y-terpineno 17974 1693 6780  4.8600
11. trans-sabinene-hidrate 18,489 24 96 0,0690
12. terpinolene 19,952 559 2364  1,6947
13. cis-sabinene-hidrate 20,582 26 107 0,0764
14. Linalol 20,873 963 4028  2,8872
15. trans—p-menthenol 22,180 40 173 0,1241
16. cis-p-menthenol 23121 14 74 0,0528
17. borneol 25203 83 379 0,2719
18. 4-terpineol 26,136 12183 66900 47,9525
19. a-terpineol 27,02 2294 10555  7,5656
20. trans-piperitol 27433 99 482 0,3455
21. methyl-tymol-éter 30,280 30 135 0,0969
22. methyl-carvacrol-éter 30,894 215 990 0,7094
23. geraniol nerol 31,887 191 976 0,6997
24. Timol 34,418 2523 11750  8,4221
25. Carvacrol 35,002 2807 13165  9.4363
26. geranil/neril acetato 40,557 64 281 0.2016
27. B-caryophyllene 42537 783 4068 29156
28. spathulenol 52373 155 823 0.5899
29. caryophyleno oxide 52,745 16 65 0.0462

Tabela 1. Principais compostos e respectivas concen-
tracdes de terpenos encontrados no d6leo essencial do
O. vulgare analisado por cromatografia gasosa
(CID/GSMD.



sencial presente nos vegetais 13142223, Em nosso
estudo foram utilizadas as folhas e flores secas e
desidratadas de O. vulgare, sendo que os resul-
tados na andlise cromatogrifica foram condizen-
tes aos dados da literatura, onde descrevem co-
mo componentes quimicos majoritarios os com-
postos p-cimeno, terpinoleno, y-terpineno, o-
terpineol, linalol, 4-terpineol, timol, carvacrol e
germacreno-D e o-pineno, dentre outros 10:11,14,22,

Durante o periodo de observacao de 30 dias,
nenhum dos animais experimentais (grupos I, II,
III, IV) apresentou alteracoes clinicas, comporta-
mentais, de deambulacao ou morte, ao recebe-
rem o 6leo essencial do O. vulgarea 3%, ou res-
pectivos controles, nio havendo diferencas esta-
tisticas entre os grupos. Em relacao a massa cor-
poral, observou-se um ganho de peso semanal
dos animais conforme o esperado para a espé-
cie estudada (Tabela 2).

A auséncia de efeitos colaterais pelo o uso
do Origanum vulgare foi demonstrada em ou-
tros estudos com animais domésticos 92425, A
adicao de folhas secas da planta na dieta de sui-
nos resultou em maior indice reprodutivo em
leitoas, além de melhorar a atividade metabdlica
intestinal desses animais, e quando adicionou
1000 ppm do 6leo essencial de O. vulgare na
dieta, nio foram observadas quaisquer altera-
¢coes 24, Segundo os autores os efeitos positivos
do vegetal na satde e producio de suinos po-
dem ser devido a acdo antioxidante, antibacte-
riana e antiinflamatéria 24, sendo que a proprie-
dade anti-radical atribuida ao O. vulgare se deve
a presenca dos monofendis, carvacrol e timol 11.
Outros autores ao adicionar o 6leo essencial do
O. vulgare (300 mg/kg) 4 raciao de aves poedei-
ras constataram uma diminuicio na contamina-
¢ao por hemoparasitas 25. Estudos da acio de
compostos isolados sao escassos, entretanto a
avaliacio de eugenol e carvacrol em ratos de-
monstrou que as substancias nao causaram efei-
tos colaterais ou toxicos 916,
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Em relacao a anilise hematoldgica, o estudo
demonstrou que o uso do dOleo essencial na
concentracao de 3% por via topica ou oral, as-
sim como seus respectivos controles, nio pro-
vocou alteracio no hemograma, eritrograma
(hematécerito, hemoglobina e contagem de he-
macia) e leucograma (leucdcitos, neutrofilos e
linfocitos), resultando em niveis fisiologicos pa-
ra a espécie estudada 20627 (Tabela 3). O hemo-
grama constitui 0 meio mais direto e pratico de
se estudar os elementos figurados do sangue
periférico 2627, Estes elementos celulares sofrem
alteracoes no decurso de, praticamente, todas as
enfermidades 2728, Efetivamente, estas alteracoes
sdo inespecificas, comuns a um grande ndmero
de patologias, porém os achados hematologicos
fornecem informacdes diagndsticas valiosas so-
bre o sistema hematolégico e outros sistemas
organicos, prognostico, resposta ao tratamento e
recuperacio 28. A maioria dos distdrbios hema-
tologicos podem ser identificados por anormali-
dades especificas desses resultados, sendo que
na identificacdo de estados patolégicos o san-
gue muitas vezes pode fornecer informacoes
diagnosticas valiosas 20-28

No estudo anatomopatologico dos 6rgios e
tecidos coletados durante a necrépsia, também
nio foram evidenciadas alteracdes macroscopi-
cas ou morfoldgicas, assim como em relacio ao
estudo histopatologico das amostras coletadas
dos animais experimentais, sem diferenca entre
0S8 grupos.

Segundo estudos os testes de toxicidade pro-
longada envolvem a avaliacdo patologica gros-
seira, nesta etapa deve-se pesar os 6rgios vitais,
que serve como indice util da toxicidade 2°. Os
pesos dos 6rgios estio listados na Tabela 4. Os
resultados demonstraram que a administracao
deste quimiotipo de O. vulgare e dos controles,
pelo periodo de 30 dias, na concentracio e mo-
delo animal utilizados, nao causou alteracio na
massa dos 6rgaos analisados.

Grupos Massa Inicial 28, 32, 42, Massa Final
Experimentais (€3) Pesagem Pesagem Pesagem (@
G I (n=10) 238,7 £ 7,99 245,2 + 8,98 248,9 + 8,92 254 + 8,99 261,2 + 8,24
G II (n=5) 237 + 3,53 241 £ 5,83 248,2 £ 593 253 £ 5,79 260,4 £ 5,90
G I (n=10) 240,7 £ 4,67 2459 + 3,38 252,5 + 5,46 258 + 4,21 264,6 £ 4,19
G IV (n=5) 2422 + 6,90 247 + 7,28 253 + 7,51 257,8 + 7,46 203,8 + 6,68

Tabela 2. Média + desvio padrao da massa corporal dos animais experimentais tratados com 6leo essencial do
Origanum vulgare a 3% por via oral, intravaginal e respectivos controles, aferidas semanalmente pelo periodo
de cinco semanas. GI: O. vulgare via oral; G II: Suspensio 0,001% Tween 80 ; G IIL: O. vulgare intravaginal; G

IV: Suspensio de Agar 0,8%.

707



CLEFF M.B., MEINERZ A R., SALLIS E.S., ANTUNES T.A., MATTEI A., RODRIGUES M .R., MEIRELES M.C.A. & MELLO J R .B.

Parametros avaliados GI GII G III GIV
Basofilos (mmb3) 0 0 0 0
Eosindfilos (mm3) 29 + 14,5 0 70 + 46,8 0
Monodcitos (mmb3) 0 0 0 0
Linf6citos (mmb3) 3035 + 95,8 3168 + 351 4362 + 1237 3528 + 207,6
Bastonetes (mm3) 0 0 0 0
Segmentados (mm3) 1636 + 451 1632 + 85,8 1268 + 260 772 £ 212
Leucdcitos Totais (mm3) 4700 + 478 4800 + 265 5700 + 1268 4300 + 110
Eritrécitos (x 10pL) 6,8 + 0,68 7,204 7,42 + 0,92 7,23 £ 0,55
Hemoglobina (g/dL) 10,7 £ 0,97 11,3 + 0,46 11 + 0,65 11,6 + 1,34
Hemato6crito (%) 34 + 3,27 36+25 35 + 4,63 37+3
PPT (%) 7.4 £ 0,45 6,9 £ 0,5 6,6 + 0,46 7,5 £ 0,65

Tabela 3. Valores médios = desvio padrio referentes ao hemograma dos animais experimentais tratados com
6leo essencial do Origanum vulgare a 3% por via oral, intravaginal e respectivos controles, aferidas ao final do
experimento. G I: O. vulgare via oral; G II: Suspensao 0,001% Tween 80; G HI: O. vulgare intravaginal; G IV:

Suspensio de Agar 0,8%.

Orgio GI G G III GIV

Cérebro 2,07+0,19  2,0¢0,14 1,950,224 2,05+0,07
Coracio 1,02¢0,12 1,10:0,14 1,05%0,13 1,15+0,21
Baco  0,87+0,17 0,0£0,14 0,84+0,15 0,86+0,04
Figado 9,9+0,26 10,4+0,28 10,1+£0,29 10,3+0,14
Pulmio 1,79+0,17 1,84+0,028 1,78+0,13 1,82+0,02
Rim 1,380,053 1,40+0,14 1,50£0,21 1,44+0,02

Tabela 4. Média + desvio padrao da massa dos oOr-
gaos (g) dos animais experimentais tratados com 6leo
essencial do Origanum vulgare a 3% por via oral, in-
travaginal e respectivos controles, aferidas ao final do
experimento. GI: O. vulgare via oral; G II: Suspensao
0,001% Tween 80 ; G III: O.vulgare intravaginal; G IV:
Suspensio de Agar 0,8%.

Alguns autores tém descrito que o grau da
toxicidade de um extrato depende de viarios fa-
tores, entre eles da dose utilizada e da freqiién-
cia de administracao, em alguns casos baixas
dosagens acarretam intoxicacdes devido a sensi-
bilidade individual, provocando desde sensibili-
zacgao, alergias, até problemas mais graves, prin-
cipalmente quando utilizados por via oral 1617,
Os monoterpenos com diferentes grupos funcio-
nais tais como, hidrocarbonetos, aldeidos e ce-
tonas sao inibidores in vitro das monoxigenases
CYP2B1, e podem alterar a biotransformacao de
sustiancias téxicas 1130, Por outro lado, estudos
clinicos tém demonstrado que Orégano spp
apresenta alergenicidade, sendo recomendado
evitar o consumo excessivo durante a gravidez
devido a propriedades sedativas e abortivas 1.
Estudo utilizando extrato aquoso a 20% de O.
vulgare em fémeas prenhes, evidenciaram pe-
queno atraso no desenvolvimento embrionario,
porém o percentual de embrides anormais nio
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foi significativo, o que foi atribuido ao efeito an-
timutagénico e antioxidante do extrato 3!. O po-
tencial anticarcinogénico parece ser devido a ca-
pacidade do 6leo de O. vulgare induzir um in-
cremento na atividade da enzima destoxificante
glutation S-transferase (GST) quando administra-
do oralmente 32.

Os efeitos adversos do uso de extratos vege-
tais, possivel toxicidade, bem como a acdo si-
nérgica ou antagdnica com outros farmacos po-
dem ocorrer comumente, devido a estes e ou-
tros fatores, a producao de fitoterdpicos requer
estudos prévios relativos a varios aspectos, den-
tre eles quanto ao seu efeito téxico sobre orga-
nismos animais 17:18. Origanum vulgare demons-
tra ter aplicacdes benéficas na producio de ali-
mentos e na saide do homem, com custo relati-
vamente baixo devido a uso de pequenas con-
centracoes, sendo considerando um promissor
agente antimicrobiano 10.24.25,

CONCLUSAO

O oleo essencial do O. vulgare quando ad-
ministrado a 3% por via oral e intra-vaginal em
ratas Wistar pelo periodo de 30 dias, nao cau-
sou efeitos toxicos, levando em conta a ausén-
cia de alteracdes na massa de 6rgaos, da massa
corporal e da auséncia de alteracoes de hemo-
grama. Sao necessarios outros estudos utilizan-
do outros 6leos com diferentes proporcoes de
terpenos, seus principais componentes quimi-
cos, além de um periodo maior administracao
aos animais experimentais, assim como avalia-
cido da toxicidade reprodutiva.

Agradecimentos. CAPES; CNPq; FAPERGS e PRO-
PESC/UFRGS.
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