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1. INTRODUGAO

A utilizacao de substancias naturais para fins medicinais € um antigo habito
na sociedade, a qual vem buscando tornar-se independente de farmacos
sintéticos (OLIVEIRA, 2006). Dentre essas substancias, estdo presentes os
extratos vegetais em diferentes formas como os 6leos essenciais da espécie
Origanum majorana, conhecida popularmente como manjerona, pertencente a
familia das Lamiaceae tem indicacdo de uso como antioxidantes, analgésicas,
antimicrobianas, carminativas e antissépticas, entre outras aplica¢des, de acordo
com cada género e espécie (TRINDADE, 2016). No entanto, varias espécies de
plantas medicinais ainda sao utilizadas seguindo a medicina popular, sem que
seja estabelecido o seu potencial téxico (GIORDANI, 2013). Dessa forma, testes
que demonstrem a toxicidade de produtos vegetais s&o essenciais para que se
possa viabilizar seu uso medicinal (BLANK, 2013).

Ademais, a utilizacdo de extratos naturais como na criopreservacdo de
sémen tem sido estudada, com intuito de melhorar a qualidade espermatica, no
que se refere a antioxidantes, posibilitando assim o manuseio em diferentes
métodos de criopreservacdo e utilizacdo do sémen com maior qualidade.
(CASTILHOS, 2008).

Nesse contexto, esse trabalho tem como objetivo analisar a toxicidade de
diferentes concentragées do oOleo essencial de Origanum majorana em células
espermaticas ovinas, apontando sua interferéncia em diferentes caracteristicas
celulares.

2. METODOLOGIA

As folhas secas de Origanum majorana foram adquiridas de distribuidor
comercial (Lote n°: 00814) e a extracao dos 6leos foi realizada de acordo com as
orientagdes da Farmacopéia Brasileira IV (1988), através de arraste de vapor, em
aparelho Clevenger. Apds a extracao, o 6leo obtido foi seco com sulfato de sédio
anidro.

Foram utilizados sémen de 5 carneiros das ragas Criolo e Corriedale,
mantidos na Universidade Federal de Pelotas, através de coleta feita por vagina
artificial.

Para os testes, foram adicionados 100uL de cada concentragdao do 6leo
essencial, diluido em Tween, em 100ul de sémen de ovinos diluido em TRIS-
Gema (OLIVEIRA ET AL. 2009). O Tween, quando testado isoladamente, n&o
apresentou toxicidade para as células utilizadas nesse estudo, nessa
concentragdo. As anadlises microscopicas foram feitas no tempo zero, ou seja,
imediatamente apds a exposicao do sémen ao 6leo essencial e incubadas por 10
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minutos a 37°C, apd6s 24 e 48 horas de exposicdao, sendo as amostras
armazenadas sob refrigeragcao a 5°C durante esse periodo.

Para as analises, utilizou-se o sistema computadorizado (CASA) para
avaliagcao da cinética espermatica. Para tanto, foram colocados 3 pL de sémen
em lamina propria para a leitura, na qual foram selecionados 6 campos para as
analises. A mensuracao da cinética espermatica foi feita através da avaliagao da
motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP), em porcentagem, amplitude
lateral da cabeca (ALH) e da média da distancia percorrida (DAP), em
micrémetros, e frequéncia de batimentos (BCF), em Hertz. A analise estatistica
dos dados foi realizada com o programa Statistix 9.0, pela metodologia da analise
de variancia (ANOVA), comparando as médias de cinética espermatica pelo teste
de Tukey em relacdo as concentragbes utilizadas. Valores de P<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas tabelas 1, 2 e 3 percebe-se que independente do momento obteve-se
alteragdo significativa nas variaveis Motilidade Total (MT) e Motilidade
Progressiva (MP). A partir da concentragcdo de 0,4% de 6leo de Origanum
majorana comecgou ter gradativa toxicidade sobre o espermatozoide de ovinos. A
concentracdo de 0,2% apresentou-se melhor que o Controle Negativo na
motilidade total, indicando possivel agao antioxidante frente ao espermatozoide
ou uma acao de bloqueio das espécies reativas de oxigénio.

Ao que se refere a Amplitude de deslocamento lateral da cabega (ALH),
observou-se uma variagdo estatistica significativa, principalmente nas
concentragbes mais elevadas do 6leo, tendo sua discrepancia estendida
conforme o periodo de exposicdo ao Origanum majorana. A mensuragao desse
parametro esta relacionada com a capacidade de penetracdo do sémen na zona
pelucida do o6vulo, assim, a ALH é um dos parametros que tem efeito sobre a
fertilizacao.

Assim como o ALH, a frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF)
obteve variagao estatistica principalmente na concentragao de 0,8% em todos os
momentos, sendo gradativo conforme a concentragdo e tempo de exposi¢céo ao
6leo. Essa andlise avalia o nimero de vezes que a cabeca do espermatozoide
cruza a direcdo do movimento.

Analogamente, houve uma redugéo do DAP, conforme demonstrado nas
tabelas, de acordo com o aumento das concentragcdes de 6leo na solucio.
Sabendo-se que o DAP é um parametro de avaliacdo da distancia média
percorrida pelo espermatozoide, observou-se, portanto, uma distdncia menor na
presenca de 6leo, logo, uma possibilidade de fertilizagdo menor e sua regressao
em tempo mais curto.

Ademais, existem poucos estudos com 6leos, extratos e agentes naturais,
que muitas vezes sao utilizados como fitoterapicos, principalmente, por
conhecimento popular. Isso pode representar um perigoso habito, por serem
ingeridos constantemente e sem saber concentracdes, doses e niveis de
toxicidade. Entretanto esses agentes naturais sdo potenciais recursos que podem
ser utilizados, tanto para fins medicinais como para auxiliar em outros métodos,
assim como a criopreservacao de sémen, porém para isso € necessario abranger
maiores estudos sobre os efeitos que os mesmos promovem nas células.



32 SEMANA

UFREL 2013

XXVI CONGRESSO DE
INICIACAQ CIENTIFICA

COClI

Tabela 1 — Média (x erro padrdo) dos parametros de cinética espermatica,
motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP), amplitude lateral da cabeca
(ALH), média da distancia percorrida (DAP) e frequéncia de batimentos (BCF),
das amostras expostas imediatamente ao 6leo de Origanum majorana (n=4).

Oleo MT (%) MP (%) ALH (um) BCF (Hz) DAP (um)
essencial

CN* 61,5+2,38C 56,0+258% 26+01~ 339+054 27,3+0,6°
0,2% 71,8+24~ 644+290 30+01~ 30,2+0,3*B 26,2+0,7~
0,4% 56,4 +34C 48,7+36¢ 29+01A 282+0,38C 248+0,94
0,8% 24,1+ 3,70 17,1+3,0> 19+0,18 23,3+1,0° 145+0,88

*CN= Controle negativo; Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga
estatistica pelo teste de Tukey(P<0,05)

Tabela 2 — Média (x erro padrdo) dos parametros de cinética espermatica,
motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP), amplitude lateral da cabega
(ALH), média da distancia percorrida (DAP) e frequéncia de batimentos (BCF),
das amostras expostas apos 24horas ao 6leo de Origanum majorana (n=4).

Oleo MT (%) MP (%) ALH (um) BCF (Hz) DAP (um)

essencial

CN* 36,0+22AB 275+21AB 32+01~A 295+0,3* 24,7+0,94
0,2% 423+44~A 333+42A 28+0,1AB 278+047B 20,6+ 0,98
0,4% 33,3+24AB 16,4+2,0¢ 2,7+0,1°8 257 +0,98 16,2 +0,8°
0,8% 4,9 +0,6° 2,1+0,3P 26+032 220+258 10,1+1,0°

*CN= Controle negativo; Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga
estatistica pelo teste de Tukey(P<0,05)

Tabela 3 — Média (x erro padrdo) dos parametros de cinética espermatica,
motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP), amplitude lateral da cabega
(ALH), média da distancia percorrida (DAP) e frequéncia de batimentos (BCF),

das amostras expostas apos 48 horas ao 6leo de Origanum majorana (n=4).

Oleo MT (%) MP (%) ALH (pm) BCF (Hz) DAP (um)
essencial

CN* 348+248 278+228 32+0,1A 28,1+ 04~ 26,1+12A
0,2% 46,4 +29~ 36,7+28r 27+0,148 279+0,3*A 22,3+ 1,0AB
0,4% 22,3+24¢ 10,7+22°¢ 20+0,18¢ 23,8+ 1,3°A 14,7 +0,9¢
0,8% 22+03> 08+02° 15+0,3°0 128+288 6,2+1,20

*CN= Controle negativo; Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga
estatistica pelo teste de Tukey(P<0,05)

4. CONCLUSOES

Pode — se concluir que o o6leo Origanum majorana, analisado nesse
trabalho demonstra toxicidade as células espermaticas ovinas nas concentracoes
de 0,4% e 0,8%, tanto em sémen fresco, quanto em sémen resfriado a 5C°
durante 24 e 48 horas. Porém em concentracédo de 0,2% n&o apresentou
toxicidade, e ainda indicou possivel acdo antioxidante, comparado ao grupo
controle.
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