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RESUMO

OLIVEIRA, JANA LUIZA TOSCANO MENDES. Investigacao da Toxicidade Geral
e Oftalmolégica do Oleo Essencial de Origanum vulgare L., Lamiaceae
(Dissertagdo). Programa de Pos-Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos.

A conjuntivite bacteriana é uma das doencas oculares mais comuns e seu
tratamento é feito com antibioticoterapia tdpica de largo espectro. Em testes
farmacologicos preliminares, o 6leo essencial de Origanum vulgare demonstrou boa
atividade antibacteriana contra agentes colhidos do fundo de saco conjuntival de
portadores da doencga. O objetivo deste estudo foi realizar ensaios toxicologicos pré
clinicos, agudo e subcronico, e avaliagao da irritagdo ocular aguda com o dleo
essencial de Origanum vulgare. O estudo toxicologico pré clinico agudo foi realizado
usando camundongos albinos suigos (Mus musculus). Para determinagdo da DLso,
os animais foram tratados com 2g/kg do 6leo essencial por via oral e observados por
sete dias, ao final dos quais, ndao foi evidenciada nenhuma morte. Também nao
foram observadas alteragbes comportamentais, de evolugdo ponderal e nem no
consumo de alimentos e agua. O exame anatomopatoldgico dos érgaos vitais néo
apresentou alteragbes ao final do experimento. Tais achados sugerem baixa
toxicidade da substancia teste. Para o ensaio toxicolégico subcronico, foram
utilizados ratos Wistar (Ratttus novergicus), divididos em quatro grupos, aos quais
administrou-se, por via oral, o 6leo essencial de Origanum vulgare nas
concentragdes de 1, 3 e 9%. O grupo controle foi tratado apenas com o veiculo e os
animais foram observados por 28 dias. Nao ocorreu nenhum caso de mortalidade.
Com relagdo a evolugdo ponderal, consumo de agua e ingesta de ragbes nao
surgiram alteragdes que caracterizem toxicidade importante. Nao houve alteragéo na
analise da temperatura colénica dos animais, nem com relagdo a glicemia caudal,
indicando que o 6leo essencial ndo altera o metabolismo e utilizagédo da glicose. Nao
se observou alteracdo no tempo de permanéncia na barra no teste do “rota rod” em
nenhum dos grupos estudados, indicio de que o 6leo essencial ndo possui efeitos
neurotoxicos. No teste do campo aberto, houve um aumento do parametro
ambulacdo e levantar em machos tratados com a maior dose do 6leo essencial,
comportamento semelhante a substancias estimulantes motoras, sugerindo uma
maior sensibilidade em machos. Quanto aos exames bioquimicos, foram
evidenciadas alteragdes como eventos isolados, ndo tendo, aparentemente,
importancia clinica. Em relagdo a analise hematoldgica, o0 aumento do numero de
plaguetas nos machos foi expressivo, tanto do ponto de vista estatistico como
clinico, podendo significar toxicidade esplénica. No estudo anatomopatolégico dos
orgaos, nao foram evidenciadas alteragdes. O teste de irritagdo ocular aguda foi feito
utilizando-se coelhos albinos neozelandeses (Oryctolagus cuniculus), aplicando-se
0,1 ml do dleo essencial, nas concentracbes de 1, 3 e 9%, no fundo de saco
conjuntival de um dos olhos do animal e tomando o outro olho como controle. O
teste classificou o 6leo essencial de Origanum vulgare a 1%, como substancia néo
irritante e nas concentragdes de 3 e 9%, como praticamente nao irritante, o que
sugere seguranca do uso do produto como agente terapéutico na superficie ocular.

Palavras-chave: Origanum vulgare L., Oleo essencial, Ensaios toxicologicos, Investigacio
oftalmologica
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ABSTRACT

OLIVEIRA, JANA LUIZA TOSCANO MENDES. Investigation of the General and
Ophtalmological Toxicity of the Essential Oil of Origanum vulgare L.,
Lamiaceae (Thesis). Graduate Program in Bioactive Natural and Synthetic Products

Bacterial conjunctivitis is one of the most common eye diseases and it is treated with
topical broad-spectrum antibiotics. On preliminary pharmacological tests, the
essential oil Origanum vulgare showed good antibacterial activity against agents
learned from the conjunctival sac of carriers with the disease. The aim of this study
was to conduct preclinical toxicological studies, acute and subchronic, and the
assessment of ocular irritation with the essential oil Origanum vulgare.The acute
clinical toxicology study was carried out using Swiss albino mice (Mus musculus). To
determine the LDso, the animals were treated with 2g/kg of essential oil orally and
observed for seven days, at the end of which, not one death was evident. There were
also no abnormal behavior, weight gain and not in consumption of food and water.
The pathological examination of vital organs showed no changes in the final
experiment. These findings suggest low substantial toxicity of the test. For the
subchronic toxicity study, rats were used (Ratttus norvegicus) and divided into four
groups, these of which were administered orally, the essential oil Origanum vulgare
with concentrations of 1, 3 and 9%. The control group was treated only with the
delivery system and the animals were observed for 28 days. No cases of mortality
occurred. With respect to weight gain, water and food consumption, this did not
suggest any changes which characterize any important toxicity. There was no
change in the analysis of colonic temperature in the animals, nor with respect to
glucose flow, indicating that the oil did not alter metabolism and glucose utilization.
No change was observed in the time spent in the bar test "rotarod" in any group,
indicating that the essential oil does not have neurotoxic effects. In the open field
test, an increase of the parameter ambulation and rearing in males treated with the
highest dose of essential oil, similar behavior to motor stimulant, suggesting a greater
sensitivity in males. As for the biochemical tests, changes were observed as isolated
events and did not appear to have clinical significance. In relation to a haematologic
analysis, the increase in the number of platelets in males was significant, from a
statistical perspective as a clinician, it can mean splenic toxicity. In pathological
organ tests, there were no changes. The acute eye irritation test was done using
New Zealand white rabbits (Oryctolagus cuniculus), applying 0.1 ml of essential oil at
concentrations of 1, 3 and 9% in the conjunctival sac of one eye of the animal and
using the other eye as control. The test determined the essential oil of Origanum
vulgare 1%, as a non-irritating substance and the concentration of 3 and 9%, as
practically non-irritating, suggesting safety of the product as a therapeutic agent in
ocular surface ...

Keywords: Origanum vulgare L. essential oil, Toxicological studies, ophthalmologic
observation
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1 INTRODUGAO

A conjuntivite bacteriana aguda é uma doenga comum e altamente
contagiosa, causada pelo contato direto do olho com secrecbes infectadas
(MARTINEZ, 2004). Acomete os seres humanos desde a antigiidade
(HIRSCHBERG, 1982), sendo caracterizada por um crescimento bacteriano na
superficie conjuntival que leva a processo inflamatério agudo ou crénico. A forma
simples inclui conjuntivites causadas por qualquer agente bacteriano, exceto por
Neisseria gonorrhoeae e Chlamydia trachomatis, que sdo consideradas patologias
sistémicas. O envolvimento inicialmente unilateral com acometimento do olho
contralateral apés 24 a 48 horas, indica causa bacteriana (SHEIKH, 2001;
RIETVELD, 2003).

A Conjuntivite bacteriana simples pode ser causada por bactérias Gram
positivas e Gram negativas (HWANG, 2003); pode acometer pacientes de ambos os
sexos (LIMA, 1998), adultos e criangas (BURD, 1994; SCHOR, 2004), no entanto,
os agentes etiolégicos variam de acordo com a faixa etaria. Nas criancas,
Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae sao os agentes mais comuns,
seqguidos pelo Staphylococcus aureus, Streptococcus viridans, Moraxella catarrhalis
e enterobactérias. (GIGLIOTTI, 1981; BUZNACH, 2005; MARTINEZ, 2004). Nos
adultos, as espécies de estafilococos sao as predominantes como agentes causais,
principalmente Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. Casos
cronicos sao geralmente associados a Staphylococcus aureus ou espécies de
Moraxella, principalmente, Moraxella catarrhalis (BROOK, 1979; SEAL, 1982,
CHUNG, 2000). Raramente sao causadas por outros agentes, como Klebsiella spp,

Enterobacter spp., Proteus mirabilis, entre outros. (PERKINS, 1975)

A forma de apresentagcdo pode variar, embora hiperemia conjuntival,
gquemose e presenga de secregdo serosa, mucosa ou mucopurulenta, estejam
presentes em quase todos os casos. Outras queixas clinicas frequentes sao
queimacgao uni ou bilateral, ardéncia, lacrimejamento e sensagao de corpo estranho
ocular. Presenca de papilas também s&o sugestivos de causa bacteriana de
conjuntivite. Em casos graves, uma membrana inflamatéria pode ser evidenciada.

Uma pequena fotofobia pode sugerir associagdo com algum grau de ceratite.
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Presenga de crostas nas margens palpebrais e dificuldade de abrir os olhos ao

amanhecer sao caracteristicos (CHUNG, 2000).

O tratamento é realizado com antibioticoterapia tépica de largo espectro,
visto que, a cultura da secregao ocular, para determinagdo do agente causal, s6
esta indicada nos casos rebeldes a terapéutica tradicional, ou ainda, diante de
suspeita de casos agressivos (SHEIKH, HURWITZ, 2001; SEAN, 2002). No entanto,
as bactérias possuem um numero notavel de mecanismos genéticos para o
desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos: podem sofrer mutagdes
cromossOmicas, manifestar um gene latente de resisténcia cromossomal, adquirir
novo material de resisténcia genética através da troca direta de DNA por
conjugacgao, através de um bacteriéfago (transducao), através de um plasmideo
extracromossomal de DNA, ou ainda, por aquisicdo de DNA, via transformacéao
(HELLINGER, 2000). Desta forma, as pesquisas para a descoberta de novas drogas
que possam manter a terapéutica de casos infecciosos eficaz, tornam-se

imprescindiveis.

Neste contexto, as plantas medicinais tém recebido elevada atencéo, devido
a grande variabilidade de substancias quimicas presentes em sua composigéo, tém
despertado o interesse de pesquisadores do mundo inteiro para a investigagao de
novos antibioticos (CUNHA, 1995; COWAN, 1999).

Dentre os varios contituintes das plantas, os 6leos essenciais, vém se
destacando por apresentarem substdncias com  atividades diversas,
terapeuticamente e cientificamente comprovadas (SHUBINA et al., 1990), fato que
tem gerado varios estudos relacionados com as propriedades farmacoldgicas destes
compostos. Os oOleos essenciais vém sendo muito utilizados na medicina popular,
sob a forma de infusatos, como antiparasitarios, antimicrobianos, analgésicos (LUZ
et al., 1984; MENDONCA, 1989; MENDONCA et al.,1991), antimalaricos
(KLAYMAN, 1985), anti-sifiliticos (MENDONCA, 1989).

Entre as plantas cujos extratos possuem agéo antimicrobiana (BURT, 2004;
MARINO et al.,, 2001; BAYDAR et al., 2004), antifangicas (THOMPSON, 1989),
inseticida (KONSTANTOPOULOU et al., 1992), anti-helmintica (FORCE et al., 2000)
destaca-se o orégano (Origanum vulgare). Esta planta, mundialmente usada como
um condimento pertence ao género Origanum (familia Lamiaceae) e € caracterizada

por uma larga diversidade morfologica e quimica. O 6leo essencial derivado de
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plantas do género Origanum possui ativiade antimicrobiana contra bactérias gram
positivas e gram negativas (Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus, Rhizobium lequminosarum, Bacillus subtilis) (ALLAN, 2005).

Em testes farmacoldgicos preliminares realizados em nosso laboratorio, foi
feito o exame microbiologico em secregbes colhidas de saco conjuntival de
pacientes portadores de conjuntivite bacteriana simples, sendo identificadas as
seguintes cepas bacterianas: Staphilococcus aureus, enterobacter sp, proteus sp,
acinetobacter sp e Klebsiella sp. Em seguida, plantas medicinais, citadas na
literatura como sendo portadoras de propriedades antimicrobianas, tiveram tal
atividade testada sobre as cepas isoladas previamente. (OLIVEIRA, 2006;
OLIVEIRA et al., 2009). Neste estudo, dentre todas as substancias testadas, o 6leo
essencial do Origanum vulgare L. apresentou a melhor atividade antibacteriana
(OLIVEIRA, 2006; OLIVEIRA et al., 2009).

Diante da promissora atividade antimicrobiana do 6leo essencial do Origanum
vulgare L. sobre cepas bacterianas isoladas de pacientes com conjuntivite e aliado
ao fato de nao ter sido encontrado na literatura relato de estudos de toxicidade do
oleo essencial, ficou evidente a importancia da realizagdo de estudos toxicologicos
in vivo associado a avaliagao da irritabiliadade ocular a fim de determinar se o dleo
essencial pode vir a ser utilizado no tratamento topico de afecgdes oculares, visto
que, dentro de uma estimativa e avaliagdo das propriedades téxicas de uma
substancia para uso em cosméticos, perfumaria, defensivos, alvejantes e
antimicrobianos a testar, a determinagao das propriedades irritantes e/ou dos efeitos
corrosivos sobre os olhos de mamiferos constitui uma etapa inicial importante que
indicara os provaveis riscos de suscetibilidade a exposigédo dos olhos e conjuntivas a
uma substancia teste. (BRITO, 1994; ROMAY, 1996).
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2 REVISAO DA LITERATURA

E importante destacar algumas consideragdes referentes aos 6loes
essenciais, a espécie vegetal em estudo, bem como os principios praticos e tedéricos
dos procedimentos de avalicdo de toxicidade, em particular, o teste de irritacdo

ocular.

2.1 OLEOS ESSENCIAIS

Oleo essencial € um termo que designa substancias aromaticas, geralmente
de odor agradavel e intenso, na maioria em forma liquida. Sdo soluveis em solventes
polares, por exemplo, 6leos fixos e com solubilidade limitada em agua, por isso as
aguas aromaticas (hidrolatos) apresentam o aroma da esséncia. Evaporam
rapidamente, quando expostos ao ar a temperatura ambiente, por isso também s&o
chamados de 6leos volateis ou etéreos. Apresentam sabor acre (acido) e picante;
quando extraidos recentemente sdo incolores ou ligeiramente amarelados (poucos
apresentam cor como o 6leo essencial de camomila que é azul, devido ao alto teor
de azulenos); portanto ndo sao muito estaveis e alteram-se principalmente na
presenca de ar, luz, calor, umidade e metais (BISSET, 1994).

Os oOleos essenciais apresentam-se constituidos principalmente de
monoterpenos, sesquiterpenos, fenil-propandides, ésteres e outras substancias de
baixo peso molecular (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993). Os monoterpenos e
sesquiterpenos dos oOleos essenciais, que sao formados por duas e trés unidades
isoprénicas respectivamente, sdo encontrados normalmente em sementes, frutos,
cascas, folhas e flores de muitas espécies vegetais, e sdo considerados, em muitos
casos, como responsaveis pelos odores de plantas aromaticas. Estas substancias
volateis podem atuar como elementos atrativos de agentes polinizadores, como
elementos toxicos em algumas plantas ou ainda como substancias que servem de
defesa contra insetos, devido a repeléncia olfativa e toxicidade direta (CHAVEZ,
1991).

Os dleos essenciais, em geral, sdo produtos do metabolismo secundario do
vegetal, produzidos como resultado das exigéncias impostas pelo meio ambiente.
Fatores como solo, situagcbes climaticas, umidade e luminosidade, entre outros,

limitam ou maximizam o fendtipo para produgcdo de um composto quimico pela



26

planta. Foi constatado que plantas cultivadas em solos secos e com baixos indices
de nitrogénio, geralmente produzem maior quantidade de 6leos essenciais, ao passo
que aquelas cultivadas em condigdes de maior umidade e com bom suprimento de
nitrogénio, apresentam uma maior produgéo de alcaldides (AMOROZO, 1989).

As plantas aromaticas e seus Oleos essenciais vém sendo muito utilizadas na
medicina popular, sob a forma de infusatos, como sedativos, estomaquicos,
antiespasmaodicos, antidiarréicos (FREISE, 1935; ITOKAWA et al., 1981; KIUCHI et
al., 1992; BEZERRA, 1994; COELHO-DE-SOUSA et al., 1998; MAGALHAES et al.,
1998), antiparasitarios, antimicrobianos, analgésicos, diuréticos e hipotensores (LUZ
et al, 1984, MENDONCA, 1989; MENDONCA et al.,1991), antimalaricos
(KLAYMAN, 1985), anti-hemorroidarios (PEAK et al, 1993), anti-sifiliticos
(MENDONCA, 1989) e no tratamento da rinite alérgica (BEZERRA, 1994).

As propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais sdo reconhecidas
empiricamente ha séculos. Muitas espécies vegetais sdo empregadas popularmente
para o tratamento de doencgas infecciosas, sendo que espécies ricas em Oleos
essenciais, em geral, apresentam atividade antimicrobiana, predominantemente
atividade antifungica (COSTA, 2009).

Diferentes modos de acdo dos dleos essenciais compdem o0 mecanismo de
inibicdo dos microorganismos. Compostos fendlicos presentes nos 6leos essenciais
tem sido conhecido por possuir atividade antimicrobiana. Dentre as moléculas
antibacterianas as mais potentes s&o: o carvacrol, o timol, o eugenol, o geraniol, o
linalol, o terpineol e o mentol. A quimica dos 6leos essenciais € complexa, mas
geralmente os mais ativos apresentam grupamentos alcoois, fendis, ésteres, acidos,
aldeidos e terpenos. Essas substéncias sensibilizam a bicamada lipidica da
membrana dos microorganismos, causando aumento da permeabilidade e perdas de
constituintes intracelulares vitais ou danos nos sistemas enzimaticos deles (SHINGH
et al., 2002).

Wash e colaboradoes (2003) pesquisaram a atividade antimicrobiana e o
mecanismo de acdo de produtos fendlicos, eugenol e timol. Observou-se o
extravasamento dos constituintes celulares pela membrana, e verificou-se que a
saida de potassio € um sinal precoce da disfungcdo da membrana. Esses autores
concluiram que o sitio de agdo do eugenol e timol € a membrana plasmatica.

Cox e colaboardores (2000) investigaram a ativiade antimicrobiana de 6leo

essencial Melaleuca alternifolia, que consiste principalmente de monoterpenos
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ciclicos, contra E. coli, S. aureus e Candida albicans. Foram observadas diferencas
na suceptibilidade entre os microorganismos testados, que foram atribuidas a
variagbes na forma de penetragdo das substancias através da membrana
plasmatica. A capaciadade destes compostos na ruptura da permeabilidade da
membrana plasmatica, acompanhada pela perda do controle quimiostatico, acarreta

uma acao letal.

2.2 Origanum vulgare L.

Discutiremos, a seguir, aspectos relevantes dessa espécie vegetal como sua

importancia econdmica, quimica e, por fim, seus efeitos bioldgicos.

2.2.1 ASPECTOS GERAIS

O orégano € um nome comum de plantas com aroma e sabor caracteristicos
provenientes de uma infinidade de géneros e espécies vegetais utilizadas em todo o
mundo como uma especiaria, mas normalmente se refere a espécies do género
Origanum. Apesar de sua importancia econdmica, o género Origanum é muitas
vezes referido como uma subutilizagdo taxon, no sentido de que seus recursos
genéticos, variabilidade e seu potencial de utilizagdo, ainda ndo foram totalmente
explorados (ARCILA-LOZANO, 2004). Isto é devido a sua complexa taxonomia e ao
fato de que o conceito de um tipico orégano ainda esta em debate.

Origanum vulgare L. (Figura 1) é a espécie mais variavel do género e é o
unico conhecido como orégano em maioria dos paises (TUCKER; MACIARELLO,
1994). O trabalho de letswaart (1980), atualmente aceito como a referéncia
taxondbmica para o género Origanum, distingue seis subespécies de Origanum
vulgare em funcdo das alteragcbes morfolégicas caracteristicas: gracile (Kock)
letswaart, glandulosum (Desfon-taines) letswaart, hirtum (Link) letswaart, vulgare L.,

virens (Hoffmannsegg et Link) letswaart and viride (Boissier) Hayek.



28

Figura 1: Origanum vulgare L. (oregano)

Os O6leos essenciais das variedades do género Origanum variam na
quantidade total produzida pela planta (variando desde tracos a 8 mL / 100 g de
peso seco), bem como em sua composi¢cao qualitativa. Como resultado o conteudo
total de fenois (cristalizaveis e n&o cristalizaveis) de seu 6leo essencial varia de
tragos até 95 %, mesmo entre plantas da mesma espécie (KOKKINI et al., 1989;
VOKOU et al., 1993).

O ¢leo essencial de Origanum vulgare L., uma das espécies com maior
rendimento de d6leo, € descrito por conter aproximadamente 34 compostos ativos. Os
maiores constituintes do d6leo essencial desta planta, os fendis carvacrol, timol
(Figura 2) (BAMPIDIS, 2005). Os altos niveis destes compostos e sua relagdo sao
de grande importancia para a eficacia do produto. Entretanto, outros componentes
tém provado ser de relevancia significante, visto que, a eficacia do cavacrol e do
timol isolados, ndo atingem a eficiéncia biocida e antioxidante do o6leo essencial
(TSINAS, 1999).
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Figura 2: Estrutura quimica do carvacrol e timol.

Carvacrol Timol

2.2.2 EFEITOS BIOLOGICOS

Estudos tém mostrado que espécies de Origanum possuem propriedades
antimicrobianas e antioxidantes, e enfatizam que as suas propriedades biologicas
podem variar de acordo com a técnica de cultivo, origem, estagio vegetativo e a
estacao de coleta do material vegetal (MILOS et al., 2000). As folhas secas e o 6leo
essencial de Origanum vulgare L. tém sido usados na medicina por varios séculos
em diferentes partes do mundo, e seu efeito positivo sobre a saude humana tem
sido atribuido a presenga de compostos antioxidantes na planta e
consequentemente em seus produtos derivados (PEAK et al., 1991; CERVATO et
al., 2000).

Pesquisas médicas em humanos demonstraram que a administragdo oral
diaria do oleo essencial Origanum vulgare L., durante seis semanas, foi eficaz contra
infestacbes entéricas de parasitos (Blastocystis hominis, Entamoeba hartmanni e
Endolimax nana) (FORCE et al., 2000).

Além da atividade biocida, o 6leo essencial de orégano apresenta uma
promissora atividade antimicrobiana (SOUzA; STAMFORD, 2005). Marino e
colaboradores (2001) analisando o efeito antimicrobiano de varias especiarias

notaram que o 6leo essencial de orégano foi o mais efetivo na inibicado de bactérias
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gram positivas e gram negativas. Ademais, tal produto apresentou propriedades
bactericidas, detectadas pela ndo recuperagdao de tais microrganismos apoés
reincubagado em meio de recuperagao.

Sahin e colaboradores (2003) conduziram um estudo pra avaliar a efetividade
antibacteriana do extrato metandlico e do éleo essencial de orégano sobre uma série
de bactérias de interesse em alimentos e observaram que o 6leo essencial foi efetivo
na inibigdo da grande maioria das bactérias ensaiadas, a citar Acinetobacter
baumanii, Bacillus macerans, Bacillus subtillis, B. megantertium, Clavibacter
michiganense, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Proteus vulgaris,
Staphylococcus aureus e Streptopcoccus pyogenes.

Baydar et al. (2004) analisaram a efetividade antibacteriana do 6leo essencial
de orégano sobre bactérias envolvidas na deterioragdo e/ou como agentes
causadores de doencgas veiculadas por alimentos, e observou que na concentragao
de tal produto foi eficaz na inibicido de todas cepas bacterianas ensaiadas. Entre tais
microrganismos pode-se citar Aeromonas hydrophilla, Bacillus amyloliquefaciens, B.
brevis, Corynebacterium xerosis, Klebsiella pneumoniae, Listeriamonocytogenes,
Micrococcus luteus, M. smegmatis, S. aureus, Y. enterocolitica.

Nostro et al. (2004) evidenciaram sensibilidade de cepas de S. aureus e
S.epidemidis meticilina resistentes ao 6leo essencial de Origanum vulgare L. com
concentragdes inibitdrias minimas oscilando entre 0.06 e 0.125% (v/v), sendo todas
as cepas ensaiadas sensiveis a tal produto. Chun et al. (2004) encontraram
sensibilidade de cepas de Helycobacter pylori frente ao extrato aquoso e etandlico
de Origanum vulgare L.

Juglal et al. (2002) observaram uma inibicdo de F. moniliforme e A. parasiticus
pelo 6leo essencial de orégano e enfatizam que os achados cientificos acerca da
eficiente inibicdo do crescimento fungico por produtos derivados de especiarias
podem ter uma implicagéo social devido a possibilidade de prevencao através de
medidas simples da sintese de toxinas fungicas em produtos agricolas
contaminados. Basilico e Basilico (1999) também verificaram a eficiéncia antifungica
do d6leo essencial de Origanum vulgare L. (100 ppm) através da inibicdo do
crescimento micelial de Aspergillus ochraceus e produgdo de ocratoxina A por tal
fungo.

Oliveira et al., 2004 avaliou a atividade antibacteriana do éleo essencial de

Origanum vulgare L. and Origanum majorana L. sobre cepas bacterianas



31

(Staphylococcus aureus, S. coagulase negative, Enterobacter spp., Proteus spp.,
Acinetobacter spp., Klebsiella spp.) isoladas de pacientes com conjuntivite. Os
resultados mostraram um destacavel efeito inibitério de ambos os 6leos essenciais
ensaiados sobre todas as cepas bacterianas e enfatizou o uso de tais produtos
como fontes de compostos antimicrobianos.

O modo de agao de fendis contra bactérias segue o mesmo dos antibiéticos
classicos, com a alteragao da membrana plasmatica celular bacteriana, aumento da
permeabilidade, resultando em desequilibrio aquoso e morte celular. Entretanto, em
contraste aos antibiéticos classicos, ndo ha evidencias de resisténcia bacteriana ao
Oleo essencial de Origanum vulgare L. (INGRAM, 1997).

De forma geral, os mecanismos de resisténcia bacteriana podem surgir de
duas maneiras: mutagdo cromossémica (que nado podem ser transferidas a outras
bactérias) ou aquisicdo de plasmidios (que podem transferir resisténcia
rapidamente) (BALCAZAR et al., 2006). Portanto, como o efeito inibitério de
Origanum vulgare L. ndo é através da transferéncia de nenhum cromossomo, ndo ha
risco de aumento na oposigao da bactéria substancias importantes como penicilinas
e estreptomicina (TSINAS, 1999).

O estudo da atividade antioxidante do Origanum vulgare L. e de seus
diferentes extratos e oOleo essencial tém despertado a atengcdo da comunidade
cientifica. Constituintes quimicos com ativiade antioxidante presentes nas plantas,
determinam seu consideravel papel na preservacdo de varias doencas
degenerativas, como cancer e doenga de Alzheimer (HU et al., 2002). Isto porque
acredita-se que estas substancias funcionem em oposicao aos efeitos das espécies
reativas de oxigénio (ROS), que sdo geradas durante o metabolismo celular. Estes
fitoquimicos, devido a seu anel fendlico e substituintes hidroxila, podem funcionar
como antioxidantes fendlicos oriundos de uma dieta rica em tais compostos, podem
neutralizar os radicais livres nocivos e entdo inibir suas reagdes oxidativas com
moléculas bioldgicas vitais, previnindo o desenvolvimento de muitas condi¢cdes

fisiologicas, as quais podem se manifestar em doengas (VATTEM et al., 2005).

Entre os principais constituintes presentes nas plantas, que participam no
sistema de defesa da célula contra radicais livres, estdo os compostos fendlicos,
acido ascorbico e carotendides (SZETO et al.,, 2002). Capecka e colaboradores

(2005) compararam a atividade antioxidante de algumas plantas apds a colheita e
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secagem. A atividade antioxidante do orégano expressa através da inibicado da
peroxidagao do acido linoléico e estabilizacdo de radical livre (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila-DPPH) nao sofreu significante decréscimo apds secagem da planta. Atribui-
se tal efeito principalmente a riqueza desta planta em acido rosmarinico, um
composto que possui quatro grupos hidroxila em sua molécula e, por esta razao,

possui alto potencial de estabilizacado de radicais livres.

2.2 AVALIAGAO DE TOXICIDADE
2.3.1 PRINCIPIOS BASICOS

A toxidade de uma substancia € a capacidade que esta tem em causar algum
desequilibrio ao organismo com o qual entra em contato, ou seja, refere-se ao
potencial de um toxicante em produzir o efeito toxico (BARROS; DAVINO, 2003). A
importancia de avaliar tal propriedade reside no fato de que toda e qualquer
substancia quimica pode vir a ser toxica, dependendo de varios fatores, como dose,
freqiéncia, e duracdo da exposicdo, condigdes fisioldégicas e/ou patoldgicas do
organismo exposto.

Todos os produtos derivados de plantas usados como drogas devem ser
avaliados para seguranca e eficacia por métodos idénticos aqueles usados para
novos compostos sintéticos. Esta pratica inclui avaliagdo pré-clinica de seguranca e
eficacia, estudos controlados de fase clinica (placebo — controlados, randomizados,
duplo — cegos, estatisticamente validados) com consentimento dos participantes da
pesquisa e a exigéncia de que tais estudos sejam conduzidos de acordo com
regulamentacgdes federais (TALALAY; TALALAY, 2001).

Um tema bastante importante na toxicologia € a busca por modelos in vitro e
in vivo que sejam preditivos dos efeitos adversos em humanos expostos a
substancias quimicas. A condugdo dos estudos toxicolégicos em animais de
laboratério deve ser baseada na suposi¢ao de que a escolha dos modelos animais e
do modelo dos estudos é realmente capaz de predizer os riscos para a saude
humana e a identificacdo de qualquer falha nesta predi¢ao levaria a uma revisao dos
regulamentos existentes, estimulando a busca por novos métodos de avaliagao
toxicoldégica (OLSON et al., 2000).
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Testes in vitro sdo considerados métodos alternativos para avaliacbes
toxicologicas, ja que existe uma grande preocupagao ética em relagédo ao uso de
animais de laboratério (MARIZ, 2007). Os ensaios de citotoxicidade basal in vitro
foram validados e sdo empregados como uma importante ferramenta para reduzir o
numero de animais numa avaliagdo de toxicidade aguda sistémica. Estes testes sao
considerados preditivos de toxicidade humana por basearem-se no conceito de que
as fungdes celulares basais suportam as fungdes especificas dos 6rgaos. Porém,
dados como o efeito dos metabdlitos das drogas investigadas ndo podem ser
obtidos neste tipo de estudo (VALADARES, 2006).

Olson et al. (2000), mostraram que houve taxa de concordancia positiva entre
a toxicidade humana e espécies roedoras e nao roedoras de 71%, com 0s nao
roedores sozinhos sendo preditivos para 63% de toxicidade humana e os roedores
sozinhos por 43%. A mais alta incidéncia da concordancia total foi vista na
toxicidade humana ocorrida nos sistemas hematolégico, gastrointestinal e
cardiovascular. Os pesquisadores concluiram entdo, que os resultados desta
investigacdo suportam o valor dos estudos toxicolégicos in vivo como preditivos para
muitas toxicidades humanas significantes associadas com medicamentos.

No Brasil, a Resolucdo RDC n° 48, de 16 de margo de 2004, que dispde sobre
o registro de medicamentos fitoterapicos, determina que um dos critérios para a
avaliacdo da seguranca de uso e indicagdes terapéuticas € a apresentacdo da
comprovagao de seguranga de uso (Toxicologia pré-clinica e Toxicologia clinica) e
de eficacia terapéutica (Farmacologia pré-clinica e farmacologia clinica) do
medicamento. Os ensaios clinicos deverao atender as exigéncias estipuladas pelo
Conselho Nacional de Saude-CNS através das Resolugdes 196/96 e 251/97. Os
ensaios de toxicologia pré-clinica deverao utilizar como parametros minimos o GUIA
PARA A REALIZACAO DE ESTUDOS DE TOXICIDADE PRE-CLINICA DE
FITOTERAPICOS, que é normatizado pela Resolugdo RE n°90, de 16 de marco de
2004.

Este guia tem por objetivo indicar métodos padronizados para os estudos de
Toxicologia pré-clinica de acordo com a resolugdo vigente para Registro e
renovacao de registro de fitoterapicos. De acordo com este guia, deverao ser
realizados ensaios para avaliacdo de Toxicidade aguda (avalia a toxicidade apos
exposi¢cdo a uma dose unica ou dose fracionada administrada no periodo de 24

horas), ensaios para avaliacdo de Toxicidade de doses repetidas (avalia a toxicidade
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apos a exposicao a doses repetidas) e estudos sobre Genotoxiciade (devem ser
efetuados quando houver indicagdo de uso continuo ou prolongado do medicamento
em humanos).

As etapas do estudo toxicolégico pré-clinico sdo sequenciais e estdo
altamente bem definidas. Podem apresentar pequenas variagdes de acordo com as
exigéncias legais de cada pais e, até mesmo, conforme a obra de referencia
consultada; todavia, existe um consenso sobre topicos descritos a seguir
(LITCHFIELD; WILCOXON, 1949; LU, 1991; LARINI, 1993; PAUMGARTTEN, 1993;
BRITO, 1994; BARROS; DAVINO, 2003; CORREA; ALONZO; TREVISAN, 2003;
PAPARELLA; FASSOLD, 2004).

- Informacgdes prelimiares: antes de preceder qualquer experimento com um
organismo, deve-se conhecer a substancia a ser avaliada em aspectos como, por
exemplo, estrutura e composi¢cao quimica, propriedades fisico-quimicas, aspectos
toxocinéticos, fontes e niveis de exposicao e distribuicdo no ambiente, entre outros.

- Teste in vitro: sdo conhecidos como métodos alternativos para avaliagao
toxicologica. Esses testes surgiram basicamente em fungcdo da crescente
preocupacao ética com a utilizacdo de animais em experimentagao biolégica. Podem
ser citados: a cultura de tecido ocular de bovino para teste em cosmetologia, bem
como teste em membrana carioalantéica (ANDERSEN et al., 2004).

- Teste in vivo: apesar dos recentes avangos no desenvolvimento de métodos
alternativos para avalicdo toxicoldgica, os melhores resultados em ternos de
preditibilidade de efeitos humanos ainda sao os obtidos em animais classicamente
empregados em experimentagdo. As espécies mais empregadas sdo os roedores
(95 %). Entre estes ratos e camundongos (90 %), cobaias (2 %), hamsters (2 %) e
outros (1 %) (NETTO, 2006).

Entretanto, antes mesmo da definicdo da espécie animal a ser utilizada, é
preciso estar atualizado sobre preceitos éticos do uso de animais de laboratério. A
relevancia desse tema tem crescido nas ultimas décadas em funcdo do grande
numero de animais empregados em experimentos diversos e das frequentes
situagdes de sofrimento as quais eles sao expostos. Segundo recente levantamento,
0 uso de animais em experimentacdo se da, principalmente, para desenvolvimento
e/ou registro de produtos bioativos (40 a 50 %), mas também, para ensaio (25 %) e
diagnostico (menos de 5 %) (CAZARIN et al., 2003).
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2.3.2 TESTE DE IRRITAGCAO OCULAR

Entre os protocolos de testes toxicolégicos in vivo encontra-se o teste de
irritacdo/corrogao ocular aguda. O objetivo deste teste € conhecer os efeitos de um
produto quimico na superficie ocular de coelhos e prever o que ocorreria caso 0
produto entrasse em contato com os olhos humanos. O teste de irritagdo ocular
padronizado como referéncia € o teste ocular de Draize (DRAIZE et al., 1944,
DRAIZE et al., 1994).

Desde sua publicagao, o teste de irritagdo ocular utilizado nos dias de hoje
passou por adaptagdes, mas € baseado naquele teste originalmente desenvolvido
por Draize. Dentre as principais adaptacbes feitas no teste original, estdo as
publicadas pela OECD, através do protocolo para teste de irritagdo ocular, publicado
inicialmente em 1981 e posteriormente em 1987 e 2002, onde a graduagao das
alteracbes oculares excluia a area de opacidade na cérnea e a secrecido nas
conjuntivas. A eliminagao da quantificacdo da area da cérnea envolvida deve-se ao
fato de uma vez que o produto é considerado irritante, independente da area de
opacidade na coérnea. A secreg¢ao ocular € um parametro nao especifico e dificil de
ser quantificado, pois ndo necessariamente determina efeito irritante. A superficie
ocular é colonizada por microbiota bacteriana que contribui com a modulagao de sua
defesa, associada a fatores humorais proprios da sua superficie, inibindo o
aparecimento de microorganismos patogénicos. (SOUZA et al, 1999)

O método de Draize foi desenvolvido para investigar os efeitos irritantes e
corrosivos de produtos que podem entar em contato com o olho, antes que o0 mesmo
fosse comercializado. A finalidade da avaliagcao é fornecer informacdes a respeito do
risco quando o produto for exposto por via ocular e precaugdes de manuseio. O
método utiliza uma escala numérica para graduar a severidade da irritagdo ocular
dos coelhos. Os valores individuais sdo somados e totalizados em um escore final
que representa o grau da lesdo ocular (DRAIZE et al., 1994; OECD, 2002).

Embora o método tenha passado por adaptagdes e seja questionavel quanto
a sua reprodutividade e relevancia, uso e interpretacdo dos escores, seu custo
monetario e ético, o teste de Draize ainda é o unico teste aceito pelas agencias
governamentais regulatérias para identificar os efeitos nos olhos e a classificagao de
uma nova substancia (COLLOR, 2007). Estudos mostram que ainda ndo ha uma
alternativa in vitro que possa ser usada como completa substituicido ao teste de

Draize (HUHTALA, 2003). O Principal fator que limita o uso dos testes in vitro € que
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geralmente eles sao desenvolvidos para conhecer as alteragbes em uma ou poucas
estruturas oculares, normalmente a cornea, enquanto através do teste de Draize
podemos conhecer o potencial do produto para causar lesdées no olho inteiro.
Enquanto nenhum método alternativo ainda foi validado ou aceito, a redugao
do numero de animais e a utilizacdo de alternativas para minimizar dor, estresse e
desconforto aos animais tém sido uma estratégia adotada pelo OECD e incluida no
protocolo do Teste de Irritacdo/ corrosao ocular (OECD, 2002) para identificar os

efeitos  perigosos e a  classificagio de uma nova  substéncia.
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2 OBJETIVOS

21 GERAL

- Realizar ensaios toxicolégicos in vivo com o éleo essencial de Origanum vulgare L.

2.2 ESPECIFICOS

- Realizar estudo toxicologico pré-clinico, agudo e subcrbénico, em roedores
orientados pelas normas vigentes em nosso pais (RE 90/2004) da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por obras de referéncia e ainda por padronizagéo
prévia realizada no Biotério do LTF-UFPB (LARINI, 1997; MELO-DINIZ, 2000;
BARROS; DAVINO, 2003; BRASIL, 2004; JACOBSON-KRAM; KELLER, 2001);

- Realizar ensaio toxicolégico com avaliacdo da irritagdo ocular aguda — dose

simples;

- Contribuir com o estudo das conjuntivites;

- Contribuir com o estudo do Origanum vulgare L.
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3 MATERIAL

3.1 LOCAL DA PESQUISA

As atividades de pesquisa pré-clinica foram realizadas no Laboratorio de
Ensaios Toxicolégicos (LABETOX) e Biotério Prof. Dr. Thomas George do Nucleo de
Pesquisa do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes de
Medeiros (LTF) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), onde funciona o
Programa de Pds-graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos. Outras
atividades foram realizadas nos laboratérios de analises clinicas e patologia clinica
do hospital universitario Lauro Wanderley (HULW) da UFPB.

3.2 ANIMAIS

A) Camundongos Albinos Suigos (Mus musculus)

Para os ensaios toxicolégicos agudos, foram utilizados camundongos
albinos suigos (Mus musculus) adultos, machos e fémeas (nuliparas e nao gravidas),

pesando entre 20-40 gramas.

B) Ratos Wistar (Rattus novergicus)

Para os ensaios toxicolégicos subcrénicos, foram utilizados ratos Wistar
(Rattus novergicus) machos e fémeas (nuliparas e nao gravidas), pesando entre
260-300 gramas.

C) Coelhos Albinos Neozelandeses (Oryctolagus cuniculus)

Para avaliagdo oftamoldgica, foram utilizados coelhos albinos neozelandeses
pesando entre 2-3 quilos.

Todos os animais foram provenientes do Biotério Prof. Thomas George

do LTF/UFPB. No biotério, estes animais foram alojados em gaiolas de polietileno

contendo 5 camundongos, 5 ratos ou 1 coelho cada, mantidos sob condi¢cdes

controladas de temperatura (21 = 1° C) e submetidos a um ciclo claro-escuro de 12
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horas, sendo a fase clara de 6:00 as 18:00 horas, com taxa de umidade relativa do
ar entre 30% e 70%, tendo livre acesso a alimentagao (tipo pellets, ragao Purina®) e
agua “ad libitum”. Antes da realizacdo dos protocolos experimentais, os animais
foram colocados no ambiente de trabalho por pelo menos 30 minutos de
antecedéncia a execug¢ao do experimento, visando minimizar as possiveis alteracoes
comportamentais do animal decorrentes da mudanca de ambiente, bem como

permitir uma adaptacao a sala de experimentagao.

3.3 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL DE Origanum vulgare L.

O oleo essencial de Origanum vulgare L. (Quadro 1), o objeto de nosso
estudo, foi obtido comercialmente pela Ferquima Industria e Comércio Ltda. (vargem
Grande Paulista, Sao Paulo, Brasil) (lote:210).

Imediatamente antes da realizagcdo dos testes, 6leo essencial de Origanum
vulgare L. foi solubilizado em tween 80 (uma gota por mL de solugédo) e dissolvida
em solugao salina 0,9% de modo a serem obtidas as concentragdes desejadas para

cada protocolo experimental.

Quadro 1: Especificactes do dleo essencial de Origanum vulgare L.

Especificagbes
Aparéncia Liquido Limpido
Cor Amarelo Esverdeado a

Marrom Escuro
Impurezas Isento
Odor Caracteristico
Densidade (20°C) 0,940- 0960
indice de Refracdo (20°C) 1,500— 1,520
Rotacdo Otica [-2° : +37]
Principais Componentes (aprox.) Carvacrol = 70%

Fonte: hitpfwww ferquima.com. br/pdffOREGAMO%200E. pdf
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3.4 SOLUGOES E REAGENTES

Durante a realizagdo dos experimentos, foram utilizadas as seguintes

solugbes e reagentes:

- Acido etilenodiaminotetracético (EDTA)

- Acido urico (kit reagente Labtest®)

- Acool etilico (95 %)

- Albumina (kit reagente Labtest®)

- Alcool etilico diluido (46°)

- Amilase (kit reagente Labtest®)

- Colesterol total (kit reagente Labtest®)

- Creatinina (kit reagente Labtest®)

- Formol (10 %)

- Fosfatase alcalina (kit reagente Labtest®)
- Glicose (kit reagente Labtest®)

- Hematoxilina-Eosina

- Parafina

- Proteinas totais (kif reagente Labtest®)

- Transaminases (kit reagente Labtest®)

- Triglicerideos (kit reagente Labtest®)

- Tween 80 (polioxetileno sorbitano monoleato) (Sigma)
- Uréia (kit reagente Labtest®)

- Vaselina

- Xilol

3.5 APARELHAGEM

Durante a realizacdo dos experimentos, foram utilizados os seguintes

equipamentos:

- Analisador bioquimico automatico (Cobas Mira Plus® — Roche Diagnostic

System) - para determinagdes bioquimicas no soro;
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Analisador de ions seletivos (Iselab®) - para determinagdes dos ions sadio,
potassio, calcio e magnésio;

Analisador hematoldgico celular automatico (Cobas Argos 50® — Roche
Diagnostic System) - para obtencdo de hemograma e contagem de plaquetas.
Aparelho de “rota rod® (Hugo Basile, modelo 7750, Italia) - para avalaigédo da
capacidade motora dos animais;

Aparelho de Campo Aberto (fabricado no LTF/UFPB) — para avaliacédo da
atividade exploratoria dos animais;

Balanga analitica AID® - HR — 120 g — Jap3o;

Balanca eletronica BG — 8000 GEHAKA®;

Centrifuga (BIO ENG® BE 4000) - para separagdo do soro;

Densitrometro (BTS - 235® Biosystems) - para eletroforese de proteinas,
realizadas em fitas de acetato de celulose;

Glicosimetro (ADVANTAGE® Boehringer Manhheim) — para monitorar
glicemia com fitas reativas;

Lanterna de uso oftalmolégico (HEINE®);

Microscopico Olympus® - para confirmagéo e controle da contagem diferencial
de células sanguineas;

Microscépio (RML5® Askmania-Germany) - utilizado nas andlises
histopatologicas;

Oftalmoscopio binocular indireto (BIO WELCH ALLYN®);

Sistema automatico (Hematel 200®) — para contagem das células sanguineas;
Termdmetro digital (modelo MC — 3 BC®, OMRON/China) — para avaliagdo da

temperatura colénica dos animais.

3.6 COLIRIOS

- colirio de fluoresceina 1% - fabricante: Allergan

- colirio anestésico: cloridrato de proximetacaina 0,5% (anestalcon®) — fabricante:

Alcon
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4 METODOS

Neste estudo foram utilizadas duas formas diferentes de abordagens: a
primeira consistiu na avaliagdo da toxicidade pré-clinica aguda e subcrdnica do oleo
essencial de Origanum vulgare L. em camundongos e ratos, respectivamente. A
segunda forma de abordagem avaliou a irritagdo ocular aguda em coelhos, nos
quais, o 6leo essencial de Origanum vulgare L. foi aplicado dentro da bolsa
conjuntival. Todos os protocolos deste estudo foram realizados seguindo as normas
de cuidados com animais, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do
LTF/UFPB.

4.1 ESTUDO TOXICOLOGICO PRE-CLINICO

Os protocolos experimentais para avaliagao da toxicidade foram orientados
pelas normas vigentes em nosso pais (RE 90/2004) da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por obras de referéncia e ainda por padronizagéo
prévia realizada no Biotério do LTF-UFPB (LARINI, 1997; MELO-DINIZ, 2000;
BARROS; DAVINO, 2003; BRASIL, 2004; JACOBSON-KRAM; KELLER, 2001)

4.1.1 Estudo toxicolégico pré-clinico agudo

Para a realizagado da avaliagao toxicologica pré clinica aguda, camundongos
(6 machos e 6 fémeas, submetidos a jejum de 6 horas antes do experimento, foram
tratados com 2 g/Kg do oleo essencial de Origanum vulgare L. por via oral
(gavagem), e um grupo controle tratado com veiculo (solugéo salina 0,9% e tween
80).

4.1.1.1 Determinagao da DLso

A determinacao da DLso possibilita investigar os possiveis efeitos toxicos de

substancias, para estabelecer a dose responsavel pela morte de 50% dos animais
em estudo (LITCHFIELD; WILCOXON, 1949).
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Apos o tratamento, os camundongos foram observados por um periodo de 4
horas. Em seguida, os animais receberam agua e comida, sendo observados a cada

12 horas por um periodo de até 7 dias para o registro de possiveis mortes.

4.1.1.2 Triagem farmacolégica comportamental

Para investiagar se o tratamento agudo com 6leo essencial de Origanum
vulgare L. induz o surgimento de sinais toxicos gerais foi utilizado o protocolo para
triagem comportamental proposto por Almeida et al. (1999). Esta metodologia tem
por objetivo avaliar o compartamento dos animais apos a administragdo de produtos
naturais. Estes comportamentos sdo normalmente exibidos pelos animais, de forma
que qualquer alteracao no padrao de comportamento apdés a administracdo da
preparagao pode ser sugestiva de alteracdo no Sistema Nervoso Central (SNC) e
Sistema Nervoso Auténomo (SNA) (ALMEIDA et al. 1999). Segue descrigao

metodologica de alguns dos comportamentos exibidos:

- Catatonia: Exprime uma contragao intensa na musculatura esquelética.
Este comportamento € observado quando as patas anteriores do animal sao
colocadas em uma barra horrizontal e este permanece na mesma posicdo por

alguns minutos.

- Analgesia: Representa uma reducdo do reflexo a dor. E percebido através

da reacao do animal ao aperto do terco inferior de sua cauda com uma pinca.

- Resposta ao toque diminuida: Estalar os dedos ou friccionar uma caneta
sobre as barras metalicas sao dois dos principais recursos utilizados para auxiliar na

avliagao deste estagio de depressao do animal.

- Perda do reflexo corneal: Em caso de produtos com atividade analgésica,
o animal nao apresenta o reflexo corneal ao se tocar com um cotonete de algodao

ou papel na cornea do animal.

- Tonus muscular: Avalia-se colocando o animal em um bastao interligando
duas superficies. A perda da condicdo de sustentacido/equilibrio no bastdo é

indicativo da diminuicdo do ténus muscular.
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- Forga para agarrar: E medida ao tentar puxar pela cauda, em sentido
contrario a sua movimentagao, um animal cujas patas foram colocadas na grade de
arame de uma gaiola. Essa é forma de sentir a resisténcia do animal em néo

caminhar.

Apos o tratamento com o 6leo essencial, foi realizada a observagao de
paramentros comportamentais nos intervalos de 30, 60, 120, 180 e 240 minutos no
primeiro dia e uma vez por dia, sempre no mesmo horario, por volta de 8 horas da

manha, nos 13 dias seguintes.

4.1.1.3 Evolugao ponderal e consumo de agua e ingesta de alimentos

Os animais foram pesados tanto no primeiro dia, para administragcdo das
doses do 6leo essencial de Origanum vulgare L., quanto nos demais dias do perido
de observagao. Para construgao de curva de evolugao ponderal, foram utilizadas as
médias diarias dos pesos dos animais de cada grupo referido anteriormente (cf.
4.1.1.2).

O consumo de agua foi avaliado a partir do primeiro dia apés o tratamento
(dia zero) disponibilizando-se mamadeiras graduadas e registrando-se, no dia
posterior, o volume ingerido pelos animais. A ingesta de alimentos (ragdo na forma
de pellets) também foi avaliada a partir do primeiro dia apds o tratamento, pesando-
se a racao disponibilizada diariamente para os animais e contabilizando-se, no dia

seguinte, o peso consumido de ragao.

4.1.1.4 Estudo anatomopatolégico

Apos a morte e autopsia dos animais no décimo quinto dia apds o tratamento
como referido anteriormente (cf. 4.1.1.5), os camundongos do grupo controle e do
grupo tratado com a maior dose do 6leo essencial de Origanum vulgare L. foram
submetidos a exame anatomopatolégico. As visceras foram retiradas e examinadas
macroscopicamente, com ressec¢ao e pesagem consecutiva de pulmao (submetido
a perfusao, via traquéia, com formalina — solu¢do de formol a 10%), coragéo, figado

e rins (seccionados por incisdo sagital). As secgdes teciduais dos 6rgaos excisados
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fixados em formalina (formol a 10%) tamponada, apdés 24 horas, foram
resseccionadas para processamento histopatoldgico: desidratagdo com séries
crescentes de alcool (70 a 100%), diafanizagao em xilol, impregnacao e inclusao em
parafina, segundo os métodos habituais (MICHALANY, 1998). Em micrétomo, os
fragmentos tissulares serdo seccionados em espessura de 3,0 ym com
subsequentemente coloragdo por hematoxilina-eosina e tricromico de Masson e

examinados ao microscopio optico.

4.1.2 Estudo toxicolégico pré-clinico subcrénico

No ensaio subcrbnico, o 6leo essencial de Origanum vulgare L. foi
administrado diariamente, em diferentes doses a varios grupos de animais por um
perido de 28 dias.

Ratos Wistar machos e fémeas foram selecionados e distribuidos em quatro
grupos, sendo 3 grupos de animais tratados com o 6leo essencial de Origanum
vulgare L. e um grupo controle. O grupo controle foi tratado com veiculo (solugao
salina 0,9% e tween 80). Aos 3 grupos de animais tratados foram administrados por
via oral (gavagem) 3 diferentes doses (uma para cada grupo) do 6leo essencial de
Origanum vulgare L. diariamente durante 28 dias. As doses utilizadas foram: 1, 3 e
9%.

Os efeitos da administracdo prolongada do 6leo essencial de Origanum
vulgare L. foram avaliados sobre parametros como: evolugdo ponderal, consumo de
agua, ingesta de alimento, temperatura, glicemia, atividade exploratéria (teste no
aparelno de campo aberto), atividade motora (teste no aparelho de rota-rod),
parametros hematoloégicos, parametros bioquimicos e ainda foram realizados
exames histopatolégicos de 6rgaos de ratos tratados com a maior dose durante o

estudo.

4.1.2.1 Evolugao ponderal, consumo de agua e ingesta de alimentos

Esses parametros foram avaliados conforme ja descrito para o tratamento

agudo (cf. 4.1.1.3). Os animais foram pesados todos os dias, a partir do primeiro dia,

para administracdo das doses do 6leo essencial e nos demais dias do periodo de
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observacédo. O consumo de agua e ingesta de ragao foram avaliados diariamente a

partir do segundo dia de tratamento.

4.1.2.2 Temperatura colénica

A temperatura corporal foi medida com auxilio de um termémetro digital
(modelo MC — 3 BC®, OMRON), lubrificado com vaselina a fim de ser introduzido,
cerca de 5 cm, pelo reto até atingir o célon do animal. Esse procedimento foi

realizado semanalmente em todos os animais durante o periodo de tratamento.

4.1.2.3 Glicemia caudal

Os ratos, sob jejum prévio de 12 horas, foram imobilizados em contensores
plasticos e uma gota de sangue, coletada da veia caudal mediante corte, foi coletada
em fita reativa para dosagem de glicose e leitura realizada em monitor de glicemia
(Advantage-Boehringer Mannhein). A determinagéo da glicemia era feita em todos

0s animais semanalmente na semana em que nao se media a temperatura.

4.1.2.4 Teste do Campo Aberto

Esse teste foi realizado para avaliagdo de alteragdes comportamentais
mediante o uso do aparelho de campo aberto proposto por CARLINI et al., (1986).
Avaliou-se a atividade exploratéria dos animais mediante sua movimentagéo
espontanea (ambulagado), registrada pelo numero de vezes que cruza, com as quatro
patas, as divisbes do campo e também o numero de comportamentos de
autolimpeza (grooming), de levantar (rearing) e o numero de bolos fecais como
indice de emocionalidade. Essas avaliacbes se deram quinzenalmente, sendo que
todos os animais participantes desse teste foram avaliados em um mesmo dia. Cada
animal foi observado durante 3 minutos, sendo que o experimento se iniciava
sempre uma hora apds os animais receberem a dose do 6leo essencial (MANSUR,;
MARTZ; URLINI, 1971).
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4.1.2.5 Teste do “rota rod”

O aparelho de “rota rod” (Hugo Basile, modelo 7750) constitui-se de uma
barra giratéria com 2,5 cm de didametro, dividida por cinco discos em quatro
segmentos de 20 cm, e localizada a 40 cm de altura em relagcdo a pequenas
pranchas que desativavam automaticamente um contador digital de tempo com a
queda dos animais da barra. O modelo utilizado possui dispositivos para ajuste de
velocidade da barra giratoria em rotagdes por minuto (RPM) e para contabilizar, de
forma automatica, o tempo de permanéncia dos animais na mesma.

O teste de rota rod € uma metodologia utilizada na triagem de drogas com
possivel atividade neurotéxica/mio-relaxante e consiste em avaliar a coordenagao
motora do animal, através do tempo de permanéncia na barra giratéria (CAPASSO
et al., 1996).

Esse teste foi realizado quinzenalmente, uma hora apds a administracao do
Oleo essencial, com animais controle e tratados que foram expostos ao aparelho

para a observacao dos parametros acima descritos.

4.1.2.6 Analise laboratorial do sangue

ApOs os 28 dias de tratamento, foram coletadas amostras de sangue, através
de sangria do plexo braquial (sob 12 horas de jejum) dos grupos tratados com o 6leo
essencial (nas doses de 1, 3 € 9%) e do grupo controle. Os procedimentos de coleta
e anadlise laboratorial do sangue foram os mesmos utilizados durante o estudo

toxicologico agudo (cf. 4.1.1.5).

4.1.2.7 Estudo anatomopatolégico

Ao final do tratamento subcrdnico, os animais tratados com a maior dose do
oleo essencial (9%) foram sacrificados por tragdo cervical e tiveram suas visceras
coletadas para realizagdo do estudo antomopatolégico de modo semelhante ao

relatado no estudo agudo (cf. 4.1.1.4).
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4.2 ESTUDO DE IRRITABILIADADE OFTALMICA

A metodologia utilizada para avaliar o efeito do 6leo essencial de Origanum
vulgare L. sobre o olho, foi baseado no trabalho desenvolvido por Draize e
colaboradores (1944), com algumas modificagbes baseadas no protocolo para teste
de irritagdo ocular da OECD (Organisation for Economic Coopeation and

Development), 2002.

4.2.1 Animais e exame preliminar

O coelho albino € o modelo mais comumente utilizado em estudos de irritagcao
ocular devido a auséncia de pigmentos na mucosa ocular e por apresentar uma
ampla e acessivel area ocular, permitindo assim que os efeitos resultantes sejam
facilmente observados.

Os animais foram selecionados dentre uma populagao de coelhos saudaveis,
e cerca de 24 horas antes da realizacdo do teste, os olhos dos animais foram
cuidadosamente examinados com uma lanterna de uso oftalmoldgico para verificar a
presenca de alguma lesdo. Os animais que apresentaram quaisquer sinais de

irritacdo dos olhos ou les&o preexistente de cérnea nao foram utilizados no estudo.

4.2.2 Dose e aplicagao do 6leo essencial

As doses do oleo essencial de Origanum vulgare L. utilizados no teste foram:
1, 3 e 9%. Com auxilio de uma seringa aplicou-se 0,1 mL do produto, em dose
unica, diretamente no saco conjuntival de um dos olhos do animal, apds levantar
delicadamente a palpebra inferior do globo ocular. Seguindo a aplicagdo, as
palpebras foram mantidas unidas por alguns segundos para evitar a perda

doproduto. O olho contralateral, ndo tratado, foi utilizado como controle.



OLIVEIRA J. L. T. M. Wstodon 52

4.2.3 Avaliagoes das reagoes oculares

Foram analisados os efeitos causados pela aplicacdo do 6leo essencial de
Origanum vulgare nas concentragbes de 1, 3 e 9%, na regido da coérnea, iris e
conjuntiva. Essas reagdes foram observadas ao completar 1, 24, 48, 72 e 168 horas
apos aplicagdo do produto. A OECD, recomenda que diante da presenca de
alteragdes oculares no sétimo dia de observacgéo, os coelhos devem ser reavaliados
ao completar 14 e 21 dias, a fim de obter dados sobre a evolucao e reversibilidade
das lesdes. Como tal fato ndo ocorreu, todos os animais foram eutanasiados no
sétimo dia. As avaliagbes foram realizadas com o auxilio de um oftalmoscopio
binocular indireto e uso de colirio de fluoresceina. O corante fluoreceina € uma
substancia inécua e bastante eficaz no diagnostico de alteragdes na superficie da
cérnea que nao podem ser vistas ao olho nu (PUY et al ., 1998). Todos os exames

foram realizados pelo mesmo observador.

4.2.4 Graduagao das reagoes oculares

As alteragdes na cérnea, iris e conjuntivas foram graduadas de acordo com a

escala de graduagéo das reagdes oculares de Draize (Tabela) .

Tabela 1: cotagao das lesdes oculares no teste de irritagdo ocular

Cérnea — opacidade — grau de densidade

LESAO VALOR

Sem lesdo nem opacidade 0

—

Zonas de opacidade dispersas, detalhes
da iris notadamente visiveis

Zona translucida facilmente discernivel, 2
detalhes da iris notadamente visiveis
Zonas nacaradas, detalhes da iris 3

completamente invisiveis, dimensido da
pupila apenas discernivel

Cornea opaca, iris nao discernivel 4
através da opacidade

Iris — irite — resposta inflamatéria generalizada

LESAO VALOR

Normal 0
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Dobras mais profundas, congestao, 1
tumefacdo, hiperemia pericorneana
moderada ou conjuntivas injetadas. A
iris continua a responder a luz

Auséncia de reagao a luz, hemorragia, 2
destruicdo marcante do tecido

Conjuntivas - hiperemia

LESAO VALOR

Coloracao normal 0

—

Hiperemia de certos vasos (olhos
injetados)

Coloracao
sanguineos
discerniveis

purpura difusa, vasos 2
individuais dificilmente

Coloracao vermelha fartamente 3

distribuida

quemose 4

Basendo-se na cotacao de lesdes oculares acima detalhadas, os dados foram

agrupados para posterior analise. (tabela 2)

Tabela 2: Tabela para registro das lesdes oculares evidenciadas nos coelhos albinos
incluidos no estudo

Coelho Partes Alteracgoes Tempo de observacdo (horas)
(numero) 1 24 48 72 168
iris Inflamacdo
1 Cdérnea Opacidade
conjuntiva | Rubor
Edema
iris Inflamacdo
2 Cdérnea Opacidade
Conjuntiva | Rubor
Edema
Iris Inflamagdo
3 Cérnea Opacidade
Conjuntiva | Rubor
Edema

O total diario para cada uma das partes analisadas foi obtido da seguinte
maneira:

Cornea: (somatério dos valores de opacidade dos coelhos 1...3) + (somatdrio
dos valores de area dos coelhos 1...3) x 5

iris: (somatdrio dos valores de inflamagao dos coelhos 1...3) x 5
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Conjuntivas: (somatério dos valores rubor e edema dos coelhos 1...3) x 2

A média diaria (MD) foi obtida somando-se os valores obtidos para cérnea,
iris e conjuntivas para cada tempo de leitura, 1 h (MQ1), 24 h (MQz), 48 h (MQ3), 72
h (MQ4) e 7 dias (MQ7) e dividindo-se o valor assim calculado pelo numero de
coelhos utilizados no ensaio. De acordo com o valor obtido, as substancias podem
ser classificadas, na primeira aproximagao, em uma das oito categorias listadas no
quadro 2. Para tanto, devem ser tomadas as MD dos quatro primeiros dias do ensaio
e 0 maior valor entre os quatro é escolhido. Este valor € a média maxima (MM), a

partir desta se determina a classificagdo de primeira aproximagao quadro 2.

Quadro 2: Valores da classificacéo de primeira aproximacéo

Media Maxima (MM) Classificagdo de primeira aproximacgéo
0,0 (N) néo imitante
<29 (PN) praticamente néo iritante
25-150 (M,) irritante minimo
15,1-25,0 (M) ligeiramente irritante
25,1-50,0 (Ms) ligeiramente moderado
>0,1-80,0 (S) severamente irritante
80,1—100,0 (E) extremamente iritante
100,1-110,0 (Mx) irritante maximo

A classificagao final corrige a classificagdo de primeira aproximagao e leva em
consideragao a duracio e a intensidade da reacédo observada. Para tanto, além das
médias diarias dos quatro primeiros dias do ensaio (MQ1 a MQs), deve ser
consideradas aquelas obtidas no sétimo dia (MQ7) e os valores totais individuais
(VTI) do sétimo dia. Se o valor de MQr for diferente do obtido na classificagdo de

primeira aproximacgéao, deve ser feita a classificagao final de acordo com o quadro X.
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Quadro 3: Determinacéo da classificacéo final
Classificagdio de 12 Gasos Condigao Classificago Final
aproximagdo
1 AteMQ2=0 (PN} praticamente n&o irritante
2 AtEMQ3I=0 (M, ) irritante minimo
. 3 AteMQ4=0 (M) ligeiramente irritante
(N) ndo irritante 4 MQ7<20:VTI<10* (M) ligeiramente moderado
5 20=MQT7=40.NTI=30* (5) severamente irritante
6 40=MQ7=<80:30<VTI=60" (E) extremamente irritante
1 AtéMQ2=0 (M) irritante minimo
2 AteMQ3=0 (M) irritante minimo
(M) irritante minimo 3 At MQ4=0 (M,) ligeiramente irritante
4 MQT=20.VTI=10* (M5) ligeiramente moderado
5 20=MQT7T=40:VTI=30* (5) severamente irritante
6 40=MQ7=80;30<VTl=60" (E) extremamente irritante
1 AteMG@2=0 (M5} ligeiramente irritante
2z AtEMQ3I=0 (M5} ligeiramente irritante
(M) ligeiramente 3 At MQ4=0 (M) ligeiramente irritante
irritante 4 MQT7=20WTI=10* (M) ligeiramente moderado
o 20=MQT7T=40.NTI=30* (5) severamente irritante
G 40=MQ7=<80:30<VTI=60" (E) extremamente irritante
1 AteMQ2=0 (M) ligeiramente moderado
2 AteMQ3=0 (M5} ligeiramente moderado
{Ms) ligeiramente 3 At MQ4=0 (M) ligeiramente moderado
moderado 4 MQ7<20:VTI<10* (M) ligeiramente moderado
5 20=MQ7=40;VTI=30" (5) severamente irritante
] 40=MQ7=80.30=VTl=60" (E) extremamente irritante
1 AtEMQ2=0 (5) severamente irritante
Z AtéMQ3=0 (5) severamente irritante
(S) severamente 3 At MQ4=0 (S) severamente irritante
irritante 4 MQT7=20WTI=<10* (S) severamente irritante
9 20=MQT=40:VTI=30* (S) severamente irritante
5] 40=MA7=80:30=\/TI=60* (E) extremamente irrtante
(E) extremamente 7 40<MQ7<80:30<VTI<60* (E) extremamente irritante
irmitante
(Mx) irritante 8 MQT7=80%VTI<60" (E) extremnamente irritante
maximo 9 MQ7<80%VTI=60* (Mx) irritante maximo

4.2.5 Exame histopatolégico

As estruturas examinadas foram coérnea, iris e conjuntiva do olho tratado e
controle. Quando presente o processo inflamatério foi classificado com discreto,
moderado e acentuado de acordo com a quantidade de células de neutrofilos

polimorfonucleares (PMNs) presentes. O processo inflamatério foi considerado
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discreto quando poucas células foram visualizadas; moderado quando uma
quantidade aumentada de células era facilmente visivel, e acentuado, quando havia

excessiva quantidade de células inflamatérias, envolvendo uma extensa area.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados numéricos estdo expressos como média + erro padrdo da
média (e.p.m.). As diferencas entre grupos foram determinadas através da Analise
de Variancia “one-way” (ANOVA) seguido de teste de Dunnett, onde os valores de p
< 0,05 foram considerados significantes. As analises foram feitas com o auxilio do

programa GraphPad Prism versao 4 (GraphPad Sofware Inc., EUA).






4 RESULTADOS

5.1 ESTUDO TOXICOLOGICO PRE-CLINICO

5.1.1 Estudo toxicolégico pré-clinico agudo

5.1.1.1 Determinagao da DLso

A toxicidade oral aguda do O6leo essencial de Origanum vulgare L. foi
investigada em camundongos albinos suicos machos e fémeas. Todas as seis
fémeas e seis machos tratados com 2 g/Kg do 6leo essencial de Origanum vulgare
L. por via oral (gavagem) sobreviveram, sem exibir alteragdes dignas de registro, até
o final do periodo de observacédo (7 dias), sugerindo que o 6leo essencial de

Origanum vulgare L. pertence a classe de agentes xenobidticos, de baixa toxicidade.

5.1.1.2 Triagem comportamental

Nao foram observadas alteragbes comportamentais nos camundongos
tratados com O6leo essencial de Origanum vulgare na dose de 2g/kg, apos

administragao ou durante os 14 dias de observacgao.

5.1.1.3 Evolugao ponderal

Ndo houve qualquer alteracdo na evolugdo ponderal de camundongos
machos e fémeas tratados com o extrato na dose de 2g/kg v.0. em comparagao aos

seus respectivos grupos controle. Os resultados s&o vistos na Tabela 3

TABELA 3 - Ganho de peso médio (em gramas) por camundongo, machos e fémeas, apés 14 dias
de tratamento a dose de 2g/kg v.o. do bleo essencial de Origanum vulgare. VValores expressos como
média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student.

GRUPOS

Machos Fémeas

Controle Tratado Controle Tratado

7,29+ 1,44 523+0,74 2,03 +0,68 2,11 +0,85



5.1.1.4 Consumo de agua e ingesta de alimentos

As fémeas que receberam o 6leo essencial apresentaram ingesta de agua
semelhante a do grupo controle, enquanto que os machos tratados tiveram sua
ingesta de agua reduzida em relacdo a seu controle. Os resultados s&o

apresentados na Tabela 4

TABELA 4 - Consumo médio diario de agua (em mL) por camundongo, machos e fémeas, tratados
com a dose de 2g/kg v.o. de éleo essencial de Origanum vulgare durante 13 dias de observagao.
Valores expressos como média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student.***p<0,001.

GRUPOS
Machos Fémeas
Controle Tratado Controle Tratado

10,28 £ 0,43 7,84 £ 0,41** 8,01 £ 0,25 8,11+ 0,15

Os machos tratados com o Oleo essencial apresentaram consumo de
alimentos semelhante ao do grupo controle, enquanto que as fémeas tratadas
aumentaram significativamente seu consumo de ragdo em comparagdo a seu

controle. Os resultados sao apresentados na Tabela 5

TABELA 5- Consumo médio diario de ragdo (em gramas) por camundongo, machos e fémeas,
tratados com a dose de 2g/kg v.o. de 6leo essencial de Origanum vulgare durante 13 dias de
observagao. Valores expressos como média + e.p.m. (n=6). Teste “t” de Student.***p<0,001.

GRUPOS

Machos Fémeas

Controle Tratado Controle Tratado

6,73+0,11 6,91 +0,19 5,21+0,14 6,27 + 0,20***

5.1.1.5 Estudo anatomopatolégico agudo

O exame macroscopico dos 6rgaos vitais: coragéo, pulmao, figado e rins dos
animais do estudo, ndo apresentou alteracbes macroscopicas. Nenhuma diferenca
foi constatada entre o peso dos 6rgaos dos animais tratados e dos animais dos
grupos controle. Tabela 6

A analise histologica dos orgdos revelou que os mesmos encontravam-se

dentro dos parametros de normalidade.



TABELA 6 — Peso dos 6rgaos de camundongos Swiss albinos tratados com 2g/kg de Origanum

vulgare. Valores expressos como média + e.p.m. (n=3). Teste “t” de Student/ Mann Whitney.

ORGAOS GRUPOS
Machos Fémeas
Controle Tratado Controle Tratado
Coragao 0,18 + 0,01 0,17 + 0,01 0,16 + 0,00 0,18 + 0,01
Figado 1,78 + 0,18 1,74 + 0,11 1,78 + 0,12 1,89 + 0,21
Rins 0,57 £ 0,03 0,77 + 0,11 0,49 + 0,01 0,45+ 0,03

5.1.2 Estudo toxicoloégico pré-clinico subcrénico

Os resultados demonstrados a seguir referem-se a administragdo do o6leo
essencial de Origanum vulgare L. nas doses de 1, 3 € 9 %, que foram administradas

diariamente durante 28 dias, por via oral (gavagem), em ratos de ambos 0s sexos.

5.1.2.1 Efeito do éleo na evolugao ponderal e consumo de agua e ragao

A avaliagao dos resultados (Grafico 1B) mostrou que o tratamento subcrénico
das fémaes com o 6leo essencial ndo induziu variagéo significativa de peso, quando
comparado com o grupo controle. Nos machos ocorreu um ganho significativo de
peso (Grafico 1A) na 22 senana do tratamento em todas as doses avaliadas. Na 32
semana de tratamento foi evidenciado um aumento significativo de peso para os

machos tratados com 3 % do dleo (Grafico 1A).



Grafico 1: Efeito do tratamento subcrénico com o 6leo essencial de Origanum vulgare L.
sobre a evolugdo ponderal dos animais. A: machos. B: fémeas. Os valares representam
média + e.p.m. (h=3 para cada grupo).**p<0,01 vs Controle (ANOVA seguindo Dunnett’s).
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Referindo-se ao consumo de agua, os resultados mostrados no grafico 2,
revelaram que a administracdo prolongada do 6leo essencial provocou alteragdes
significativas no consumo de agua de machos e fémeas. Os machos demonstraram
aumento no consumo de agua na 3% semana de tratamento com a dose de 1 % do
Oleo essencial (Grafico 2A). As fémeas demonstraram diminuicdo no consumo de

agua na 1% semana de tratamento com a dose de 1 %. Enquanto que as fémeas na



3% semana de tratamento diminuiram o consumo de agua quando tratadas com 1 %

e aumentaram o consumo de agua quando tratadas com 3 % (Grafico 2B).

Grafico 2: Efeito do tratamento subcrénico com o 6leo essencial de Origanum vulgare L.
sobre 0 consumo de agua dos animais. A: machos. B: fémeas. Os valares representam
média + e.p.m. (n=3 para cada grupo).*p<0,05, **p<0,01 vs Controle (ANOVA seguindo
Dunnett’s).
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Referindo-se a ingesta de ragdo, Os resultados mostrados no grafico 3A,
demonstra que o tratamento com o dleo essencial ndo interferiu na ingesta de racéo

dos machos ao longo das 3 semanas. As fémeas tratadas com o 1 % 6leo essencial



exibiram diminuicdo na ingesta de ragdo na 12 semana de tratamento, quando
comparado ou controle, ndo sendo observada alteracbes na 22 e 32 semanas de

tratamento, como mostra o grafico 3B.

Grafico 3: Efeito do tratamento subcrénico com o 6leo essencial de Origanum vulgare L.
sobre a ingesta de ragdo dos animais. A: machos. B: fémeas. Os valares representam média
+ e.p.m. (n=3 para cada grupo). **p<0,01 vs Controle (ANOVA seguindo Dunnett’s).

Machos
A
100+
E Controle
= 75 I [ apn C0e0 1%
a§ 11 =30e0 3%
® EmOleo 9 %
o 504
=]
B
3 254
oh
£
0- 1 | |
1 2 3
Semanas de tratamento
Fémeas
B
60- I
. T Ell Controle
2501 T I m C—0leo 1 %
:‘% 40+ *k I C0leo 3 %
© EmOleo 9 %
o 30
1]
5 204
4]
E’ 10
0- T | |
1 2 3

Semanas de tratamento

5.1.2.2 Efeito do tratamento subcrénico com o 6leo essencial de Origanum

vulgare L. na temperatura colonica



Quanto a temperatura colbénica, ndo foram observadas alteragdes em ambos

os sexos durante a administragcdo subcrdnica das trés doses do 6leo essencial de
Origanum vulgare L.(Grafico 4).

Grafico 4: Efeito do tratamento subcrénico com o 6leo essencial de Origanum vulgare L.
sobre a temperatura colénica dos animais. A: machos. B: fémeas. Os valares estédo
expressos em media + e. p. m. (n=3 para cada grupo).
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5.1.2.3 Efeito do tratamento subcronico com o 6leo essencial de Origanum
vulgare L. na glicemia caudal



Conforme ilustrado no grafico 5, ndo foram observadas alteragdes da glicemia
dos animais de ambos os sexos durante o tratamento subcrénico com as trés doses

do 6leo essencial de Origanum vulgare L., em relagdo ao controle.

Grafico 5: Efeito do tratamento subcrénico com o 6leo essencial de Origanum vulgare L.
sobre a glicemia dos animais. A: machos. B: fémeas. Os valares estdo expressos em média
+ e. p. m. (n=3 para cada grupo).
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5.1.2.4 Efeito do 6leo essencial de Origanum vulgare L. no teste de campo
aberto (Open Field)

A tabela 7 mostra que o tratamento subcrénico com 6leo essencial de
Origanum vulgare L. na dose de 9 % induziu um aumento significativo, em relagéo
ao controle, no comportamento de levantar ou rearing (12 semana de tratamento) e
na ambulagdo (22 e 3% semana de tratamento) dos machos. Com a dose de 3 %
apenas a defecac&do, nos machos, mostrou-se alterada de forma significativa (12

semana de tratamento).

Tabela 7: : Efeito do tratamento subcrénico com o dleo essendal de Origanum vulgare L.
no teste do campo aberto com machos.

Parimetros do campo aberto

S Ambulagao Levantar Limpeza Defecagio
12 Semana de tratamento
Controle 203=29 7712 03203 43209
Oleo 1% 19320,3 6,006 1,712 6,309
Oleo 3 % 233110 50=12 2006 17,3222
Oleo 9 % 4735126 173+22* 1,309 0,0=0,0
22 Semana de tratamento
Confrole 77237 4012 1,000 20+10
Oleo 1 % 20,0+85 37+20 03+0,3 43+15
Oleo 3 % 147+29 43+29 27+09 23+13
Oleo 9 % 35,7+0,3 1,707 0703 0,0+0,0
32 Semana de tratamento
Confrole 9067 40+21 1,006 20+£20
Oleo 1 % 20,0+9,1 37+20 03+03 43+286
Oleo 3 % 14754 43+29 27+09 23+19
Oleo 9 % BT+12" 1,709 0707 0,0=0,0

Os valares estdo expressos em media * e p.m. (n=3 para cada grupo) *p<0,05, ¥*p<0,01 vs controle (ANOVA seguido
de Dunnett's)



No experimento realizado nas fémeas, em todos os parametros observados, a
unica alteragao estatisticamente significativa em relagdo ao controle foi uma redugao
no comportamento de limpeza ou grooming (22 semana de tratamento) nas doses de
1 % e 9 % do oleo conforme apresentado na tabela 8. Nao foram observadas

alteracdes nos demais parametros avaliados (tabela 8).

Tahela R+ Efeito do tratamento subcrénico com o dleo essendial de Origanum vulgare L.
no teste do campo aberto com fémeas.

Pardmetros do campo aberto

R Ambulagio Levantar Limpeza Defecagdo
12 Semana de fratamento
Controle 25354 12,0238 0,303 4015
Oleo 1 % 38,0 = 11,1 170227 0,0£0,0 40£17
Oleo 3 % 263=54 15358 23209 13209
Oleo 9 % 4732126 173222 1,309 0,0=0,0
22 Semana de tratamento
Controle 137+19 77+38 37+15 50+21
Oleo 1 % 7040 1703 03+0,3" 27+09
Oleo 3 % 87+19 13010 23+03 6,0+0,0
Oleo 9 % 4303 30+06 0,0+0,0% 23+03
32 Semana de tratamento
Controle 13,735 T7+43 37+19 50+186
Oleo 1 % 70+31 1,707 03+03 27+09
Oleo 3 % 87+26 130220 23009 60+12
Oleo 9 % 43+13 30=12 0,0+0,0 2307

Oz valares estio expreszos em média & ep.m. (n=3 para cada grupo).*p<0,05 vs controle (AMOWVA zeguido de
Dunnett’s)



5.1.2.5 Efeito do éleo essencial de Origanum vulgare L. no teste do “rota rod”

De acordo com o grafico 6, os animais de ambos os sexos tratados com as
trés doses do 6leo essencial de Origanum vulgare L. nao apresentaram perda da

coordenagao motora.

Grafico 6: Efeito do tratamento subcrénico com o 6leo essencial de Origanum vulgare L.
sobre o tempo de permanéncia na barra giratéria no teste do “rota rod”. A: machos. B:
fémeas. Os valares estdo expressos em média + e. p. m. (n=3 para cada grupo).
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5.1.2.6 Efeito do tratamento subcronico com o 6leo essencial de Origanum

vulgare L. nos parametros bioquimicos e hematolégicos dos animais

Apods vinte e oito dias de tratamento com o 6leo essencial de Origanum
vulgare L. nas doses de 1, 3 e 9% v.o. (gavagem), alguns parametros bioquimicos
analisados demonstraram alteragbes estatisticamente significativas em ambos os
sexos. Nos machos tratados com o 6leo essencial, houve alteracdes nos niveis de
amilase, Ca?*, Mg?*, proteinas totais e globulina (Tabela 9), enquanto que nas

fémeas tratadas, houve alteragdes nos niveis de glicose e albumina (Tabela 10).

Tabela 9: Efeito do tratamento subcrénico com o dleo essencial de COrganum vulgare L.
sobre os parAmetros bioguimicos dos machos.

Parametro Controle Oleo1 % Olec3 % Olec9 %
Glicose (mg/dL) 1080+ 67  113,0=16,1 118,60 48 116,0 £14,0
Uréia (mg/dL) 41+ 20 423+32 484+42 450+17
Acido Urico (mg/dL) 0,8+0,1 07+01 0,82+ 0,1 07+01
Creatinina (mg/dL) 0,4=0,03 0,4+004 0,36+ 0,04 04+0,03
Colesterol (mg/dL) 487+ 24 550=37 734+124 623 +28
Triglicerideos {mg/dL) 101,3+18.8 127,868 =146 120,2+ 11,3 940x1,2
Proteina total (g/dL) 6,5+05 730,05 74+008% 6.8+01
Albumina (g/dL) 29+03 31+0,03 3,08+0,07 27+0,1
Globulina (g/dL) 36+02 42+0,04% 430+0,05  41:0,03"
AST (UIIL) 5177+ 201,1 378,0 = 1569 2964+931  416,0 = 100,1
ALT (UIIL) 1257 =185 1135+269 1002136  111,0+199
Amilase (UI/L) 5647 + 66,5 9743+302*  T062+1098 8157:607
Fosfatase Alcalina (UI/L) 1297+ 188 2008+ 11,6 160,0 =485 120,0+58
Ca?* 10704 93+02" 10,1+03 116+04
Mg2+ 2201 3201 30+0,10* 24+02

Os valares estdo expressos em média  e. p. m. (n=3 controle, n=4 dleos 1 %, n=5 dleo 3 % e n= 3 dleo 9 %). *p=<0,05,
** 20,01 vs controle (AMOVA seguido de Dunnett’s)



Tabela 10:  Efeito do tratamento subcrénico com o dleo essendal de Organum vulgare L.

sobre os parametros bioguimicos das fémeas.

Parametro Controle Oleo1 % Oleo 3 % Oleo9 %
Glicose (mg/dL) 1227+ 114 8846+x757 101325 94
Uréia (mg/dL) 493+ 24 495+135 B15+73 35
Acido Urico (mg/dL) 08+02 1707 0,6+0,1 07
Creatinina (mg/dL) 04+003 04+01 0,3+£0,05 03
Colesterol (mg/dL) 59 7+45 850+ 14,0 823+59 75
Triglicerideos (mg/dL) 98 7+1879 116,0 £21,0 1315+123 157
Proteina total (g/dL) 72+02 79+06 78+03 7.2
Albumnina (g/dL) 3,101 33+0,1 35+0,05% 34
Globulina {g/dL) 41+0,1 46+05 38201 3.8
AST (UIL) 303,3+889 357,0+83,0 1848 +2156 179
ALT (UIIL) 103377 1340+190 B28+71 62
Amilase (UI/L) 7703+1329 592 0+550 6388 +68 7 455
Fosfatase Alcalina (UI/L) 1617143 144 0 470 933+199 65
Ca* 93+02 10,0+ 0,05 10,4=05 8.9
Mg2* 3002 24+006 29+02 3,2

Oz valares estdo expressos em média £ e. p. m. (n=3 controle, n=2 dleos 1 %, n=4 dleo 3 % e n=1 dleo 8 %), *p=0,05
vecontrole (ANOVA seguido de Dunnett’s)

As tabelas 11 e 12 representam as alteragbes hematoldgicas produzidas pelo
tratamento subcrénico com o 6leo essencial de Origanum vulgare L. em machos e
fémeas, respectivamente. Inicialmente, percebe-se um aumento do numero de
hemacias e valores de hemoglobina e hematdécrito de machos tratados com 1 e 3 %
do éleo, em comparagao ao grupo controle. Enquanto que, nas fémeas tratadas com
1 e 3 %, houve uma diminuicdo no numero de hemacias. A concentragao
hemoglocinica corpuscular média (CHCM) foi aumentada em fémeas tratadas com
as trés doses do estudo.

No leucograma, observou-se um aumento significativamente diferente do

grupo controle, na contagem de plaquetas de machos tratados com 1 e 3 % do dleo.



Tabela 11:

sobre os parametros hematolégicos dos machos.

' Efeito do tratamento subcrénico com o 6leo essendal de Origanum vulgare L.

Parametro Controle Oleo1 % Oleo 3 % Oleo 9 %
Hemécias (108/mm?) 6,1+0,14 82+ 0,26 87+0,27 8,7
Hemaglobina (g/dL) 11,9+0,05 15,6 0,48 162+ 0,21 15,9
Hematécrito (%) 29,0+ 0,80 37,6+ 2,007 39,1+ 1,09 37.9
VCM (L) 475+ 0,50 46,0+1,52 45.0+0,60 430
HCM (pg) 19,6+ 0,35 19.0+012 18,5+ 047 18,2
CHCM (g/dL) 412+090 417+103 409+ 044 418
Leucdcitos (103/mms3) 1,5+0,05 43043 6,2=+180 7.9
Neutrdfilos (%) 26,7+ 3,50 25,0+ 2,60 26,0
Linfécitos (%) 69,0+ 3,50 67,7+3,48 69,0
Monécitos (%) 33067 6,0+348 40
Eosindfilos (%) 1,0+0,00 1,3+0,33 1,0
Plaguetas (103/mm3) 1780+ 396 975,6 + 74,50 096,33 + 39, 46** 1149,0

Os valares estdo expressos em média + e. p. m. (n=2 controle, n=3 dleos 1 %, n=3 dleo 3 % e n=1 dleo 9 %). *p<0,05,
**p<0,01 vs controle (ANOVA seguido de Dunnett’s)

Tabela 12:

sobre os pardmeiros hematoldgicos das fémeas.

: Efeito do tratamento subcrénico com o dleo essendal de Onganum vulgare L.

Parametro Controle Oleo1% Oleo 3 % Oleo 9 %
Hemacias (108/mm?) 8,3+ 0,01 7.4+031* 7.4+010% 7.85+0,14
Hemoglobina (g/dL) 15,6+ 0,55 15,3=0,70 152+0,32 159+ 0,29
Hematacrito (%) 38,7+0,80 359 155 372+1,12 37,4+0,70
VCM (fL) 465+0,50 480+0,00 480+058 477+033
HCM (pg) 18,7+ 0,65 20,60 = 0,10* 20,6+ 0,20% 20,3+0,23"
CHCM (g/dL) 401+050 42 7+ 0107 429+007* 4260710
Leucacitos {(103/mm?) 34010 71+120 4 2+067 50076
Neutréfilos (%) 26,0+ 1,00 19,5+ 1,50 26,3+6,69 290+289
Linfocitos (%) 69,0+ 2,00 73,0+ 3,00 70,0+ 6,08 67,3+ 3,38
Monécitos (%) 452050 6,5+ 1,50 333+0,88 30+153
Eosindfilos (%) 0,5+ 0,50 1,0+ 0,00 033+0,33 0,67+0,33
Plaquetas (103/mm?3) 9640+1131  7700=167,73 9180+7264  9017x654

Oz valares estio expressos em média £ e. p. m. (n=2 controle, n=2 dleos 1 %, n=3 dleo 3 % e n= 3 dleo @ %). *p<0,05,
#*p<0,01 vscontrole (AMOVA seguido de Dunnett's)



5.1.2.7 Estudo anatomopatolégico

Em relagdo ao peso dos 6rgaos, ndao houve nenhuma alteragdo em ambos o0s

sexos com qualquer das doses administradas. Tabela 13

TABELA 13- Peso dos 6rgaos dos animais tratados com diferentes doses do 6leo
essencial de Origanum vulgare apdés o tratamento subcrénico. Os valores estédo
expressos em média + e.p.m. (n=3). Mann Whitney/ Dunn.

GRUPOS ORGAOS
BACO | FIGADO | CORAGAO | RINS
MACHOS
CONTROLE 0,23 + 0,01 0,22+ 0,02 2,01+ 0,07 0,60+ 0,02
Oleo essencial 1% 0,25+ 0,03 0,19+ 0,01 2,13+ 0,21 0,60+ 0,03
Oleo essencial 3% 0,37+ 0,13 0,23+ 0,01 2,14+ 0,10 0,59+ 0,05
Oleo essencial 9% 0,27+ 0,11 0,15+ 0,01 2,07+ 0,06 0,55+ 0,02
FEMEAS
CONTROLE 0,18 + 0,01 1,75+ 0,11 0,14+ 0,01 0,47+ 0,02
Oleo essencial 1% 0,21+ 0,01 1,74+ 0,12 0,16+ 0,01 0,50+ 0,04
Oleo essencial 3% 0,25+ 0,05 1,78+ 0,15 0,17+ 0,02 0,53+ 0,05
Oleo essencial 9% 0,34+ 0,11 1,82+ 0,11 0,15+ 0,01 0,62+ 0,12

Nao foram evidenciadas alteragbes macroscopicas nos 6rgaos vitais apos os
28 dias do estudo. A estrutura histolégica manteve-se normal no coragao, nos rins,

nos pulmdes e no figado. Figuras 3,4,5e 6



Figura 3: histologia cardiaca normal em animal tratado com 6leo essencial de
Origanum vulgare a 9%




Figura 4: histologia renal normal em animal tratado com éleo essencial de Origanum
vulgare a 9%




Figura 5: histologia pulmonar normal em animal tratado com éleo essencial de
Origanum vulgare a 9%




Figura 6: histologia hepatica normal em animal tratado com 6leo essencial de
Origanum vulgare a 9%




5.2 ESTUDO DE IRRITABILIDADE OFTALMICA

5.2.1 Descricao das alteragoes oculares macroscopicas

Conforme descrito na metodologia, foram avaliadas as seguintes estruturas
dos olhos dos animais tratados: cérnea (opacidade), iris (irite) e conjuntivas
(hiperemia e edema). O corante fluoresceina nao revelou qualquer alteracdo na
superficie da coérnea antes e nem apds a aplicacdo do oleo essencial nas
concentracdes de 1, 3 e 9%.

Apos realizagdo do teste de irritacdo ocular com o d6leo essencial de
Origanum vulgare a 1%, nao foram identificadas alteragdes na cornea, iris ou
conjuntiva em nenhum dos tempos de observacdo padronizados pelo método de
Drayse (Figura 7), resultando em uma média maxima de zero, classificando o

produto, nesta concentragéo, como n&o irritante (quadro 4).

Figura 7: olho tratado com 6leo essencial a 1%, apresentando aspecto macroscoépico
normal




Quadro 4: valores obtidos apdés o teste de irritacdo ocular, segundo escala de
Draize, para 6leo essencial de Origanum vulgare 1%

Soma dos valores obtidos para cada estrutura ocular analisada nos
Estrutura ocular | coelhos pertencentes ao estudo em cada tempo de observagao (horas)
examinada 1 24 48 72 168
Cérnea 0 0 0 0 0
Conjuntiva 0 0 0 0 0
iris 0 0 0 0 0
Média diaria 0 0 0 0 0
Média maxima * DP 0,00 + 0,0

Ao realizar o teste de irritabilidade ocular primaria com o 6leo essencial de
Origanum vulgare a 3%, evidenciou-se alteragdo nas conjuntivas na avaliagéo
oftalmolégica realizada ao completar 1 hora de instilacdo da substancia (coloragéo
purpura difusa em um dos animais incluidos no estudo), e no exame realizado ao
completar 24 horas de uso topico do 6leo essencial apenas hiperemia discreta em
um dos animais do estudo (Figura 8). Nao foram evidenciadas outras alteragdes
oculares em nenhum dos outros tempos de avaliacdo preconizados neste teste. A
média maxima foi de 1,33, classificando o 6leo essencial nesta concentragcdo como

praticamente nao irritante (quadro 5)




Figura 8: olho apds 24 horas de tratamento com o6leo essencial de Origanum vulgare
3%, demonstrando hiperemia conjuntival discreta

Quadro 5: valores obtidos apos o teste de irritacdo ocular, segundo escala de

Draize, para 6leo essencial de Origanum vulgare 3%

Soma dos valores obtidos para cada estrutura ocular analisada nos

Estrutura ocular | coelhos pertencentes ao estudo em cada tempo de observagao (horas)
examinada 1 24 48 72 168
Cdrnea 0 0 0 0 0
Conjuntiva 2 1 0 0 0

Iris 0 0 0 0 0

Média diaria 1,33 0,67 0 0 0

Média maxima * DP 1,33 + 0,64

O quadro 6 mostra os valores obtidos, segundo os parametros preconizados

por Draize, apds o teste de irritagdo ocular, instilando-se o 6leo essencial de

Origanum vulgare a 9% no fundo de saco conjuntival de coelhos. Foram

evidenciadas alteragbes apenas nas conjuntivas, coloragdo vermelha fartamente

distribuida na primeira hora (figura 9) e colorag&o purpura difusa no exame realizado

ao completar vinte e quatro horas de aplicagdo do produto. Os exames realizados

nas 48, 72 e 168 horas, apos aplicagdo da substancia, ndo evidenciaram alteragao

em nenhuma das estruturas oculares investigadas. A média maxima foi de 2,00,




sendo o 6leo essencial, nesta concentragdo, classificado como praticamente nao

irritante.

Quadro 6: valores obtidos apds o teste de irritagdo ocular, segundo escala de

Draize, para 6leo essencial de Origanum vulgare 9%

Soma dos valores obtidos para cada estrutura ocular analisada nos

Estrutura ocular | coelhos pertencentes ao estudo em cada tempo de observacgao (horas)
examinada 1 24 48 72 168
Cérnea 0 0 0 0 0
Conjuntiva 3 2 0 0 0

Iris 0 0 0 0 0

Média diaria 2,00 1,33 0 0 0

Média maxima * DP 2,00 0,8

Figura 9: conjuntiva de olho de coelho, apds 1 hora de contato com 6leo essencial

de Origanum vulgare a 9%, com coloracéo vermelha fartamente distribuida

——




5.2.1 Descricao das alteragdoes microscépicas

Nos exames histopatologicos nao houve diferenga estatisticamente
importante entre os olhos controle e os olhos submetidos ao contato com dleo
essencial nas concentragdes de 1, 3 e 9%. Encontrou-se processo inflamatorio
discreto em um dos olhos controle e em um dos olhos submetidos ao contato com o
Oleo essencial a 3% (figura 8). Os demais olhos nado apresentaram infiltrado

inflamatério (figura 9).

Figura 10: corte histologico de conjuntiva bulbar em olho de coelho que recebeu dleo
essencial de Origanum vulgare a 3%, demonstrando infiltrado inflamatério discreto.




Figura 11: corte histologico de conjuntiva bulbar em olho de coelho que recebeu dleo
essencial de Origanum vulgare a 9%, demonstrando auséncia de infiltrado
inflamatorio




Lcusdao




6 DISCUSSAO

A conjuntivite bacteriana é uma doenca que acomete o homem desde a
antiguidade, havendo uma descricdo acurada dos sinais cardinais da patologia,
hiperemia, secregdo e edema, pelos egipcios, 1550 anos antes de Cristo
(HIRSCHBERG, 1982).

Apesar de ser uma doenca, reconhecidamente, muito comum, nao existem
relatos precisos na literatura mundial a respeito de sua incidéncia na populacao
geral. E altamente contagiosa e a transmissao, tipicamente, se da pelo contato mao
— olho, no entanto, em casos particulares, outras vias de transmissao podem estar
envolvidas na génese desta doenca, desde formas exdgenas, através de colirios,
lentes de contato, maquiagem, microscépios, insetos e hospitais, até formas de
transmissao enddgenas, como, por contiguidade, através dos cilios, cornea, sistema
de drenagem lacrimal, por via hematogénica e por inoculagdo através de
contaminacgao do olho contralateral (HWANG, 2003).

Em testes farmacoldgicos preliminares realizados em nosso laboratério, o
O0leo essencial de Origanum vulgare L. apresentou uma promissora atividade
antimicrobiana sobre cepas bacterianas (Staphylococcus aureus, S. coagulase
negative, Enterobacter spp. Proteus spp., Acinetobacter spp., Klebsiella spp.)
isoladas de pacientes com conjuntivite. Os resultados mostraram um destacavel
efeito inibitdério do 6leo essencial sobre todas as cepas bacterianas, notado pela
formagao de amplas zonas de inibicdo do crescimento bacteriano (15-32 mm). O
valor da Concentragao Inibitéria Minima — CIM encontrada foi 5-20 yL/mL, o qual foi
capaz de causar significante efeito inibitorio sobre a viabilidade celular de Klebisiella
spp., Proteus spp. e S. aureus causando uma total eliminagao do indculo microbiano
em um tempo maximo de 24 h de exposicdo. Estes resultados suportam o
reconhecimento do 6leo essencial de Origanum vulgare L. como uma possivel fonte
de compostos antimicrobianos para ser utilizado em formulagdes farmacéuticas para
tratar as infec¢des bacterianas, particularmente, conjuntivite (OLIVEIRA et al.,2004).

Diante da efetiva atividade antibacteriana do 6leo essencial de Origanum
vulgare L., que levanta a possibilidade do uso de tal produto como fonte de
compostos antimicrobianos, da escassez de estudos toxicolégicos pré-clinicos,

decidiu-se investigar a toxicidade in vivo pré-clinica aguda e subcrénica do 6leo



essencial de Origanum vulgare L. bem como, avaliar a irritagdo ocular aguda em
coelhos em que 6leo essencial foi aplicado dentro da bolsa conjuntival.

Os experimentos com os animais foram desenvolvidos dentro dos principios
eticos e técnicos atualmente estabelecidos sempre objetivando empregar o menor
numero possivel de animais e diminuir o sofrimento destes. Pada cada um dos
experimentos utilizamos grupo controle, onde os animais eram tratados com o
veiculo a fim de observar eventuais alteragdes oriundas do meio ambiente ou do
estresse produzido nos animais pela manipulagdo dos mesmos.

O ensaio toxicolégico agudo tem o objetivo de obter dados preliminares sobre
as propriedades toxicas de uma substancia-teste e seus efeitos adversos num
organismo submetido a tratamento de curta duracdo, informando-nos acerca dos
riscos para a saude humana (ALMEIDA, 2006; BARROS, 2003; ESTEVAM, 2008).

Inicialmente, o estudo toxicolégico agudo foi conduzido com a realizagdo de
uma triagem farmacolégica comportamental utilizando-se metodologia padronizada
por Almeida et al. (1999), com o objetivo de detectar alteragcbes em nivel do Sistema
Nervoso Central provocadas pelo oleo essencial. Para tanto, os camundongos
receberam através de gavagem a dose unica de 2 g/kg de Oleo essencial de
Origanum vulgare; tal dose é considerada por diversos autores como dose limite
para avaliagdo toxicologica aguda (VALADARES, 2006), mesmo por aqueles que
ainda preconizam o uso da dose letal mediana (DLso), os quais o fazem, na grande
maioria, até o limite desta dose experimental, por considerarem que, acima disso, a
exposig¢ao seria muito alta e pouco provavel de acontecer em seres humanos, e a
quebra da homeostasia seria atribuida ao fato do organismo em estudo ficar
descompensado, n&o ajudando a conhecer a toxicidade da substancia.

Apds muitos anos de controvérsias e debates, o teste da DLso foi eliminado
das diretrizes que norteiam a avaliagdo da toxicidade aguda no final de 2002
(OECD, 1987; BOTHAM, 2004). Ainda assim, a legislagao brasileira, que dispde
sobre o registro de fitoterapicos, preconiza, para avaliagdo da toxicidade aguda de
medicamentos fitoterapicos, a estimativa da DLso sem estabelecer o valor maximo
da dose a ser utilizada nestes experimentos. No entanto, a escolha da dose limite de
2 g/Kg neste estudo, foi feita por acreditar que a recomendacido da legislacédo
brasileira ndo esta em harmonia com as atuais preocupagdes em bioética animal,

nao somente pelo alto numero de animais utilizados na determinagado da DLso, como



também por usar, como critério analitico, o evento morte, seguramente o pior de
todos os efeitos toxicos.

A tendéncia atual em diversos paises do primeiro mundo € o de substituir os
experimentos para calculo da DLso pelo teste da dose fixa, que tem como vantagem
a redugao do numero de animais e a possibilidade de minimizar o sofrimento destes,
uma vez que nao ha necessidade de ocorréncia de morte (PURCHASE et al, 1998;
DAVINO, 2003; MOTA, 2008).

ApOs a avaliagcdo dos parametros descritos no protocolo para triagem
comportamental, nenhuma alteragao foi constatada. Além dos sinais téxicos gerais,
foram avaliados outros parametros como evolugéo ponderal e consumo de agua e
ragcao, 0s quais ndo mostraram qualquer alteragao estatisticamente significativa. A
determinagdo desses parametros sdo importantes no estudo de seguranga de um
produto com fins terapéuticos, uma vez que a adequada ingestdo de agua e
nutrientes sdo essenciais para o bom funcionamento do sistema fisiolégico dos
animais e, consequentemente, para uma adequada resposta a droga testada, ja que
condigbes nutricionais impréprias podem acarretar deficiéncia do organismo
(STEVENS, 1994; IVERSEN, 2003). Como também sdo importantes para a
avaliacao das possiveis alteragdes metabolicas produzidas pelo produto utilizado.

De acordo com os critérios de classificagcdo de toxicidade da Comunidade
Européia, a ndo ocorréncia de mortes, apos a administracdo de 2 g/ Kg de um
produto obtido de uma espécie vegetal, por via oral, indica uma provavel auséncia
de toxicidade para a espécie (BARROS, 2003)

No estudo toxicoldgico subcrdnico, os animais foram tratados com 3 doses do
oleo essencial de Origanum vulgare L., geometricamente espagadas, conforme
estabelece a RE 90 da Anvisa. Portanto as doses estabelecidas para o estudo
subcrénico foram as seguintes: a dose com efeito antimicrobiano (1 %), trés vezes (3
%) e nove vezes (9 %) a dose com efeito terapéutico. Nessa face do estudo foram
pesquisadas alteracbes tanto de parametros mensurados durante o tratamento
quanto apds o periodo de administracdo das doses do Oleo essencial. Os
parametros avaliados no tratamento subcénico foram: consumo de agua, ingesta de
racao, variagao da evolugdo ponderal, temperatura colbnica, glicemia, analises
comportamentais, alteragcbes nos parametros bioquimicos e hematoldgicos,

pesagem de coragéo, figado e rins e analises histopatoldgicas.



Os dados obtidos com o teste subcrénico demonstraram que o 6leo essencial
de Origanum vulgare L. é bastante toleravel ao organismo dos animais, pois durante
os 28 dias de tratamento ndo ocorreu nenhum caso de mortalidade. Com relacéo a
avaliacdo da variagdo da evolugdo ponderal, consumo de agua e ingesta de ragdes,
em machos, houve um ganho de peso em alguns dos grupos estudados sem
alteragdes importantes no consumo de agua e ingesta de alimento. Estes achados
surgerem que o Oleo essencial ndo apresenta toxicidade importante, ja que a
alteracdo de peso corporeo dos animais pode ser indicio simples e sensivel de
toxicidade apds exposigédo a substancias téxicas (TOFOVIC; JACKSON, 1999; TEO
et al., 2002). Em fémeas nao houve importantes variagées da evolugao ponderal,
consumo de agua e ingesta de ragdes. Esses dados estdo em concordancia com os
achados de Cleff e colaborados (2008) que avaliou a toxicidade de doses repetidas
do dleo essencial do Origanum vulgare administrado em ratas Wistar, adultas.

Na analise da temperatura colénica dos animais, os mesmos apresentaram
temperatura corporal normal entre 37,5 — 38,5 °C (RALSTON PURINA, 1998),
mostrando que a relagdo metabolismo/regulagcdo se manteve preservada com a
administracdo prolongada do 6leo essencial. Com relagédo a glicemia caudal, o 6leo
essencial de Origanum vulgare L. ndao promoveu alteragbes nas doses estudadas,
indicando que o Oleo essencial ndo altera o0 metabolismo e utilizagao da glicose.

Na realizagdo da triagem comportamental, seguindo o modelo descrito por
Almeida et al. 1999, foi observado que administracdes do 6leo essencial promoveu
discretas alteragcbes comportamentais. No teste da coordenagdo motora (“rota rod”)
onde se procura analisar um possivel efeito neurotéxico, caracterizado por um
relaxamento muscular (MORAIS et al., 1998). O tratamento subcrénico com o oleo
essencial de Origanum vulgare L. n&o alterou o tempo de permanéncia na barra em
nenhum dos grupos estudados, o que é indicio que o 6leo essencial ndo possui
efeitos neurotoxicos.

O campo aberto (“open-field”) é uma metodologia que possibilita avaliar a
“‘emocionalidade” do animal, pois sabe-se que a ambulacdo e o comportamento de
levantar sejam atividades ligadas, principalmente, a uma boa coordenagdo motora,
enquanto que o comportamento de limpeza e a defecacao estejam associados muito
mais ao estado emocional do animal (BUENO et al., 1984). Em comparagdo com o
grupo controle, houve um aumento do parametro ambulagédo e levantar em machos

tratados com a maior dose do O6leo essencial, comportamento semelhante a



substancias estimulantes motoras, como por exemplo, drogas tipo anfetamina
(RANG et al.,, 2007). Nas fémeas, apenas o comportamento de limpeza esteve
diminuido nas doses de 1 e 9 % do 6leo essencial na 2° semana de tratamento, isto
sugere uma maior sensibilidade em machos. Varias drogas tém sido descritas por
induzir efeitos toxicos predominantemente em um dos sexos do animal (HU et al.,
1993), por estarem diretamente relacionadas com variagdes no metabolismo das
drogas em machos e fémeas (ROFF et al., 1992).

Roff et al. (1992) documentaram que algumas isoenzimas da citocromo P450
existentes no figado do rato sdo sexo especificas, e portanto o metabolismo de
algumas drogas podem variar segundo o sexo. Steiner et al., (1995) estudaram as
variagdes qualitativas e quantitativas de proteinas do figado de animais, machos e
fémeas, os dados revelaram a existéncia de proteinas exclusivas de machos e
outras exclusivas de fémeas. Portanto, a expressdo de proteinas detectadas em
apenas, ou predominante, um dos sexos, pode resultar em efeitos farmacolégicos e
toxicoldgicos diversificados e sexo-dependente.

A analise laboratorial do sangue de roedores representa uma importante
forma de se investigar a seguranga de drogas-teste. Quanto aos resultados dos
exames bioquimicos, do conjunto de resultados com significancia em termos
estatisticos, além de pouco expressivos e sem relagdao dose-resposta, muito pouco
parece relacionar-se com significancia fisiolégica. Em outro aspecto, muitos dos
valores destacados pela avaliagdo estatistica encontram-se dentro de faixas de
normalidade estabelecidas para animais (LILLIE et al., 1996; WOLFORD et al.,
1986).

Na analise bioquimica do sangue, destacamos inicialmente, a capacidade do
oleo essencial (1 %) em reduzir a glicose sanguinea nas fémeas. A elevagédo dos
niveis de proteinas totais também foi um achado isolado (apenas em machos
tratados com 3 % do d6leo essencial). Além disso, pode-se afirmar que tal elevagéo
foi clinicamente discreta, considerando-se o que o aumento de 7,4 g/dL é muito
préximo de limite superior da faixa dos valores de referéncia para animais do biotério
estabelecida em 6,8 g/dL (MELO-DINIZ, 2000). A globulina também foi elevada em
animais tratados com todas as doses do 6leo essencial nas fémeas. Considerando-
se que a maior parte das proteinas séricas, tanto albumina quanto globulina
possuem sintese hepatica (RAVEL, 1997; KANEKO, 1996), este achado, apesar de

inespecifico e clinicamente discreto, pode apontar um discreto potencial



hepatotoxico nos machos. Também foram achados isolados: elevagao da amilase e
Ca?* (observado apenas em machos tratados com 1 % do dleo essencial), elevagéo
do Mg?* (observado em machos tratados com 1 e 3 % do dleo essencial), aumento
na albumina em fémeas tratadas com 3 % do 6leo essencial. No entanto, esses
achados apesar de estatisticamente significantes, parece nao ter importancia clinica
por se tratar de eventos isolados, independentes de dose, além do fato de que as
alteragbes observadas encontram-se muito proximas do limite superior dos valores
de referéncia.

Em relacdo a analise hematoldgica, destaca-se a capacidade do oleo
essencial em aumentar o numero de hemacias, a hemoglobina e o hematdcrito em
machos. O aumento destes pardmetros hematolégicos nos animais apesar de
estatisticamente significante, ndo exibe significancia clinica, considerando que os
valores superiores de referéncia para animais de biotério (MELO-DINIZ, 2000) é de
9,1x108/mm?3 para hemacia, 15,0 g/dL para hemoglobina e 43 % para o hematdcrito.
Desta forma, apenas a hemoglobina dos animais tratados com 3 % do 6leo superou
em 8 % o valor de referéncia. Nas fémeas, o 6leo induziu uma dimiuigdo no numero
de hemacias e aumento do HCH e CHCM. As alteracbes destes indices
hematimétricos nas fémeas apesar de estatisticamente significante também nao
apresentam significancia clinica por aprsentarem valores dentro da faixa de
referéncia para animais de nosso biotério.

Um dos parédmetros hematologicos avaliados foi a contagem diferencial de
leucécitos, que sdo os elementos figurados incolores do sangue circulante e
desempenham papel essencial no mecanismo de defesa do organismo contra
agressdes infecciosas ou de outra natureza. Eles podem ser de trés classes:
granulécitos  (neutréfilos, eosindfilos e basdfilos), linfécitos e mondcitos. A
percetagem relativa destas células pode fornecer informagbdes sobre diferentes
condigbes patolégicas (VASCONCELOS, 2004; MOTA, 2008). A administracao
subcrénica do oleo essencial de Origanum vulgare L. ndo alterou a contagem
diferencial de leucdcitos nos animais.

Convém ressaltar, ainda na analise dos parametros hematoldgicos, o
aumento do numero de plaquetas nos machos, esse achado foi expressivo tanto do
ponto de vista estatisticos como clinico. Esse achado laboratorial pode significar,
entre outras situagdes, predisposicdo a hemorragias e toxicidade esplénica
(OLIVEIRA, 1985).



No estudo anatomopatoldégico dos 6rgaos e tecidos coletados durante a
necropsia, ndao foram evidenciadas alteragcbes macroscépicas ou morfoldgicas,
assim como em relagdo ao estudo histopatoldgico das amostras coletadas dos
animais experimentais, sem diferenga entre os grupos.

A auséncia de efeitos colaterais pelo o uso do Origanum vulgare L. foi
demonstrada em outros estudos com animais (ALLAN; BILKEY, 2005; GIANNENAS
et al., 2003). A adicao de folhas secas da planta na dieta de suinos resultou em
maior indice reprodutivo em leitoas, aléem de melhorar a atividade metabdlica
intestinal desses animais, e quando adicionou 1000 ppm do dleo essencial de
Origanum vulgare L. na dieta, ndo foram observadas quaisquer alteragcdes (ALLAN;
BILKEY, 2005). Segundo os autores os efeitos positivos do vegetal na saude e
producdo de suinos podem ser devido a acdo antioxidante, antibacteriana e
antiinflamatadria, sendo que a propriedade anti-radical atribuida ao Origanum vulgare
L. se deve a presenga dos monofendis, carvacrol e timol (ARCILA-LOZANO et al.,
2004). Outros autores ao adicionar o 6leo essencial do Origanum vulgare L. & ragao
de aves poedeiras constataram uma diminuicdo na contaminagao por hemoparasitas
(GIANNENAS et al., 2003).

Por outro lado, estudos clinicos tém demonstrado que Orégano spp apresenta
alergenicidade, sendo recomendado evitar 0 consumo excessivo durante a gravidez
devido a propriedades sedativas e abortivas (ARCILA-LOZANO et al., 2004). Estudo
utilizando extrato aquoso a 20% de Origanum vulgare L. em fémeas prenhes,
evidenciaram pequeno atraso no desenvolvimento embrionario, porém o percentual
de embrides anormais nao foi significativo, o que foi atribuido ao efeito
antimutagénico e antioxidante do extrato (OLIVEIRA; RIBEIRO-PINTO;
PAUMGARTTEN, 1997). O potencial anticarcinogénico parece ser devido a
capacidade do 6leo de Origanum vulgare L. induzir um incremento na atividade da
enzima destoxificante glutation S-transferase (GST) quando administrado oralmente
(LAM; ZHENG, 1991).

Laboratorios americanos passaram a desenvolver metodologias para
investigar os efeitos irritantes ou corrosivos de uma substancia para os olhos antes
que a mesma fosse comercializada, apds sério acidente alérgico com uma senhora
que utilizou tintura nos cilios. As alteragbes oculares clinicas e histopatologicas
passaram a ser estudadas em animais, geralmente, coelhos. Nos anos 40,

Friedenwald et al (1944) publicaram uma escala numérica para graduar a severidade



da irritagcdo na coérnea de coelhos. Esse sistema possibilitou transformar as
observacbes qualitativas macroscépicas das alteracbes oculares em valores
numeéricos, facilmente interpretados. Os valores individuais eram somados e
totalizados em um escore final que representava a severidade da lesdo ocular. Além
disso, o sistema também permitiu que os pesquisadores correlacionassem a dose e
resposta do agente irritante e comparar os efeitos de substancias diferentes. O
método foi adotado por outros autores e, mais tarde, foi refinado por John H. Draize
e e colaboradores (WILHELMUS, 2001; SCHEIWILLER, 2005)

O teste de irritagdo ocular ou Teste Ocular de Draize faz parte dos testes
toxicologicos exigidos pelas agéncias regulatérias para registros de diversos tipos de
substancias. Os resultados obtidos a partir deste teste tem grande importancia na
decisdo da classificagao toxicoldogica de um produto, por ser muitas vezes o dado
mais critico entre os testes toxicolégicos (WILHELMUS, 2001; STAUB, 2007).

A razao de se estudar os efeitos do 6éleo de Origanum vulgare L. sobre a
superficie ocular reside no fato do mesmo apresentar promissora atividade
antimicrobiana contra cepas oriundas de pacientes portadores de conjuntivite
bacteriana e, na expectativa do uso de tal produto como fonte de compostos
antimicrobianos que possam ser usados no tratamento de afecgdes oculares.
(OLIVEIRA, 2004; OLIVEIRA et al, 2009)

No teste original de Draize trés tipos de tecidos sdo examinados: cornea, iris
e conjuntivas. Cada tecido tem diferentes caracteristicas a serem avaliadas (DRAIZE
et al, 1944). No teste de Draize adaptado pela OECD, 405/2002, examina-se na
cornea, a densidade da opacidade, na iris, a irritagdo, e nas conjuntivas, a hiperemia
e o edema.

Apds o teste de irritagdo ocular com o dleo essencial de Origanum vulgare na
concentracédo de 1%, que é a dose terapéutica contra bactérias causadoras de
conjuntivite, nao foram identificadas alteragcbes em nenhuma das estruturas oculares
examinadas, em nenhum dos tempos de observagdo, quando comparados com o
controle. De acordo com o teste utilizado, foi feita uma média diaria, que foi
alcangada somando-se os valores obtidos para cérnea, iris e conjuntiva, para cada
tempo de leitura e dividindo-se o valor assim calculado pelo numero de coelhos
utilizados no ensaio (BRITO, 1994). De acordo com o valor obtido, o Origanum
vulgare 1% foi classificado como substéncia n&o irritante, sugerindo que tal

componente pode ser usado na superficie ocular sem provocar efeitos toxicos.



A realizagdo do mesmo teste com o 6leo essencial na concentragcéo de 3%,
provocou hiperemia conjuntival apés 1 hora da instilagdo do produto no saco
conjuntival, estando este efeito bem diminuido apds 24 horas e ausente em todos os
outros tempos de avaliagdo. A hiperemia surge no olho devido a vasodilatagéo local,
sendo manifestagdo comum em um organismo em resposta a um irritante, com o
intuito de liberar mediadores quimicos para desativar o agente agressor
(BOROWSKY, C.; BELLINI, L.P., 2007). Como a conjuntiva & amplamente
vascularizada e encontra-se, do ponto de vista anatémico, como primeira camada de
contato do olho com o meio externo, constitui importante barreira de defesa do
aparelho ocular. Consequentemente, a hiperemia conjuntival € achado clinico muito
comum, mesmo diante de agentes fracamente irritantes (KANSKI et al, 2008). Em
nosso estudo apenas um animal manifestou tal sinal e o0 mesmo desapareceu
rapidamente, nao sendo considerado como fator importante para considerar a
substancia agressiva para o olho nesta concentragdo. Nenhum outro paradmetro
encontrou-se alterado em nenhum dos tempos padronizados de exame.

A média maxima é o maior valor de média diaria obtida, tomando-se como
base as médias diarias dos quatro primeiros dias de observacdo (DRAIZE, 1944,
BRITO, 1994; OECD, 2002) . Com o dleo essencial a 3%, a média maxima foi de
1,33 o0 que classifica o produto como praticamente nao irritante, o que sugere
seguranga para uso como inoculante ocular, mesmo nesta concentragéo que € trés
vezes superior a dose terapéutica.

Como preconizado pela ANVISA através do guia para realizagdo de estudos
de toxicidade pré clinica de fitoterapicos (BRASIL, 2004), a avaliacdo da toxicidade
ocular também foi realizada com a concentracdo de 9% do 6leo essencial de
Origanum vulgare, dose nove vezes maior que a dose terapéutica, a fim de avaliar
possiveis efeitos toxicos diante de uma inoculagdo acidental de quantidade muito
superior a preconizada para um possivel tratamento.

Ao completar uma hora da inoculagdo do 6leo essencial a 9% no saco
conjuntival do coelho, evidenciou-se coloracdo vermelha fartamente distribuida na
conjuntiva. Este efeito diminui, apresentando-se com coloragdo purpura difusa na
avaliacao oftalmoldgica feita com 24 horas. Nos demais tempos de avaliagdo, néao
houve mais alteragdo conjuntival. Embora a reagao inflamatéria conjuntival tenha
sido um pouco mais pronunciada com o aumento da concentragcdo do Odleo

essencial, &€ importante ressaltar que desapareceu, por completo, apds 24 horas.



Nenhuma das outras estruturas oculares encontraram-se alteradas em nenhum dos
tempos padronizados de avaliagao oftalmoldgica. A média maxima calculada foi de
2,00, classificando o produto em praticamente néo irritante, o que sugere que,
mesmo diante de uma inoculacdo acidental do produto no olho, ndo resultara em
sequelas oculares, demonstrando seguranga para uso do produto.

Portanto, para as conjuntivas, o tratamento com o 6leo essencial, em
todas as doses estudadas, quando induziu alteragdes, estas foram discretas e
reversiveis em um periodo curto apds a aplicagao do produto.

A coérnea é a estrutura mais importante a ser avaliada no teste de irritacédo
ocular, devido ao papel que desempenha no processo da visao. Qualquer desarranjo
na cornea € porta de entrada para processos infecciosos ou causa de disturbio
funcional (ESTEVEZ, 2004). No presente estudo os animais tratados com todas as
doses avaliadas do 6leo de Origanum vulgare L. ndo apresentaram alteragées na
cornea em nenhum dos tempos de avaliacio.

O mesmo foi observado para iris, visto que o tratamento com o 6leo de
Origanum vulgare L. ndo induziu irritagdo na iris com nenhuma das concentragdes
testadas.

De acordo com a literatura, o olho de coelho é mais sensivel a agentes
irritantes que o olho humano. A superficie epitelial do olho do coelho é dez vezes
mais permeavel aos solutos hidrofilicos que o olho humano. A cérnea do coelho é
bem mais fina que a dos humanos, com espessura média de 0,37mm, enquanto nos
humanos é de 0,51mm. A membrana de Bowman da cdérnea destes animais é seis
vezes mais fina. O limiar de dor do coelho é muito mais elevado do que dos seres
humanos, fazendo com que substancias irritantes sejam removidas lentamente, fato
potencializado por um sistema lacrimogéneo menos eficiente, atrasando ainda mais
a remogao de substancias irritantes de sua superficie. Além disso, a cdrnea
representa 25% da area de superficie do olho do coelho e somente 7% da area de
superficie ocular humana. Finalmente, o PH do humor aquoso do coelho é de 8,2,
comparado com 7,1 a 7,3 para o homem, tornando os coelhos mais suscetiveis aos
danos causados por materiais alcalinos (KAUFMAN, 2007).

Na maior parte dos casos, os coelhos albinos sdo mais sensiveis que o
homem aos agentes irritantes. Resultados de ensaios efetuados em outras espécies

animais podem reforcar aqueles obtidos com coelhos. E possivel, entdo, extrapolar



os dados para os seres humanos. (Draize et al, 1944; BRITO et al, 1994; OECD,
2002)

Nosso estudo demonstrou que o 6leo essencial de Origanum vulgare a 1% foi
nao irritante e nas concentragdes de 3 e 9 % praticamente nao irritante. Como
descrito acima, os olhos de coelhos s&o mais sensiveis a agentes toéxicos, fazendo-
nos sugerir que os efeitos encontrados provavelmente seriam ainda menos
significativos em olhos humanos. Associado aos achados macroscopicos, a
avaliagao microscopica dos olhos apds exposi¢ao a todas as concentragdes do oleo
essencial, ndo evidenciaram alteragdes significativas quando comparadas aos olhos
controle.

O teste de irritacao ocular demonstrou que o contato dos olhos estudados
com todas as concentragcbes avaliadas do 6leo de Origanum vulgare L. produz
lesdes oculares minimas, as quais sao reversiveis geralmente apos as 24 horas de

exposicao ao produto.
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7 CONCLUSOES

Com base nos dados obtidos, conclui-se que:

- O estudo toxicolégico pré-clinco agudo demonstrou que o 6leo essencial de
Origanum wvulgare L. possui toxicidade aguda (v.0.) relativamente baixa,

principalmente considerando-se que nao foi possivel calcular a DLso.

- O estudo toxicolégico pré-clinico subcronico demonstrou que o dleo
essencial de Origanum vulgare L. possui toxicidade subcrbnica (v.0.) minima,
essencialmente pelo fato de nao induzir letalidade, associado ao fato de ndao haver
indicativos de toxicidade renal e hepatica em animais tratados com o 6leo essencial

de Origanum vulgare L.

- A avaliacao da irritabilidade oftalmica contribuiu para conhecer as alteragdes
clinicas macrocépicas e microcopicas na superficie ocular dos olhos de coelhos
expostos ao 6leo essencial de Origanum vulgare L., em cada intervalo do teste de
irritabilidade ocular. Com base nos dados obtidos foi possivel classificar o 6leo
essencial de Origanum vulgare L a 1% como nao irritante, e nas concentragoes de 3

e 9%, como irritante minimo.
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