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RESUMO

Ocimum minimum (L.) € uma planta conhecida no Brasil como manjericdo an&do ou
folna miuda. No uso popular é utilizado como estimulante digestivo, carminativo,
antipirético, sudorifico, diurético e anti-reumatico. O dleo essencial extraido das
folnas do Ocimum minimum Linn foi caracterizado por métodos quimicos e fisico-
quimicos e estudado em relagdo a sua atividade antiulcerogénica. A composi¢cao
quimica do 6leo determinada pela cromatografia gas-liquido apresentou: 1,8-cineol
(4.9%), linalol (30.57%), céanfora (0.8%), 2-terpineol (2.06%), estragol (50.42%),
acido acético (0.77%), (-) B-elemene (0.68%), a-bergamolene (1.24%), a-humulene
(0.99%), B-cubebene (0.74%), y-cadinene e T-cadinol (2.74%). A toxicidade aguda
do 6leo em (0.25, 0.50, 1.50 e 5.00 mL/Kg), em camundongos Swiss apresentou
uma DLio%) em 1.5mL/Kg. Os resultados sobre a atividade antiulcerogénica
mostraram efeitos dose independente para ulceras induzidas por indometacina e
dose dependente para as induzidas por etanol. Assim como, o Oleo apresentou
atividade antioxidante quando diluido 10 vezes (4.69 umol/1h e 5.92 umol/2h), cujo
controle foi similar (6.29 umol/1h e 6.16 umol/2h). A atividade antimicrobiana do 6leo
essencial foi avaliada pela inibicdo de crescimentos dos microrganismos
comparando a ciprofloxacina como controle. A maior inibicdo dos halos detectada
(17 mm) foi menor (50%) do que a apresentada pelo antibiético (35 mm). A partir dos
resultados podemos concluir que o 6leo essencial do Ocimum minimum tem uma
significante atividade antiulcerogénica frente a lesdes gastricas induzida por

indometacina e etanol, assim como, significante atividade antioxidante.



ABSTRACT

Ocimum minimum (L.) is a plant knowm in Brazil as dwarf basil or small leaf basil. In
the popular medicine it is used as digestive stimulant, carminative, antifever, diuretic
and anti-rheumatic. Essential oil extracted from the leaves of Ocimum minimum Linn
was characterized by chemical and physicochemical methods and its antiulcerogenic
activity was determined. The chemical composition of the oil determined by using
gas liquid chromatography presented: 1,8-cineole (4.90%), linalool (30.57%),
camphor (0.80%), 2-terpineol (2.06%), estragole (50.42%), acetic acid (0.77%), (-) B-
elemene (0.68%), o-bergamotene (1.24%), o-humulene (0.99%), PB-cubebene
(0.74%), y-cadinene and T-cadinol (2.74%). The acute toxicity of the essential olil
(0.25, 0.50, 1.50 and 5.00 mL/Kg) presented in Swiss white mouse a DLo%) in
1.5mL/Kg. The antiulcerogenic activity presented by the essential oil in gastric ulcer
induced by indometacin was of independent dose, however, in the gastric ulcer
induced by ethanol was observed an effect dependent dose. Also, the oil presented
an antioxidant activity when the sample was diluted 10 times (4.69 umol/1h and 5.92
umol/2h) which was similar to the control (6.29 umol/1h and 6.16 umol/2h). The
antimicrobial activity of the essential oil was evaluated by the microorganism
inhibition growth compared to ciprofloxacin as standard. The highest inhibition halos
detected using the oil was smaller (17 mm) than the highest one exhibited using the
antibiotic (35 mm). From the results it is possible to conclude that the essential oil
from Ocimum minimum has the significant antiulcerogenic activity concerning to the
gastric lesion induced by indometacin and ethanol, as well as, significant antioxidant

activity.



1.0 . INTRODUCAO

1.1. Biodiversidade e industria farmacéutica

O interesse pelos produtos naturais tem origem em fatores comportamentais,
biolégicos, farmacologicos, biotecnologicos e quimicos, que produziram uma
mudanga na estratégia das empresas farmacéuticas, que passaram visar o mercado
dos produtos originarios de plantas. Esta guinada em dire¢ao aos produtos naturais
se inspira nas florestas tropicais do Brasil, as quais sdo consideradas verdadeiras
mananciais de moléculas bioativas, pois o Brasil abriga 55 mil espécies conhecidas.
Destas, 10 mil podem ser medicinais, aromaticas e uteis para o comércio (Marques,
2001).

A utilizagdo da Fitoterapia como uma alternativa para o combate das mais
variadas patologias vem ganhando um grande impulso nas ultimas duas décadas, a
despeito do crescimento da industria quimica farmacéutica, devido a fatores
diversos, destacando-se o crescente custo dos medicamentos sintéticos, efeitos
colaterais destes remédios, divulgacdo ampla dos ideais naturalistas, necessidade
de se desenvolver novas moléculas medicamentosas a partir da existéncia de
similares naturais, dentre outros (Leal, 1998).

As plantas medicinais e os seus produtos, de modo geral, sdo grande trunfo
para descobertas cientificas. Dentro desse raciocinio podem-se destacar algumas
drogas economicamente importantes, obtidas a partir de vegetais apresentando as
mais variadas propriedades terapéuticas, a saber: hormonios esterdides (Dioscorea
spp.), glicosidios digitalicos (Digitalis purpurea), reserpina (Rauvolfia serpentina),
alcaléides do opio (Papaver somniferum), quinidina, quinina (Cinchona spp.),
cocaina (Erythroxylon coca), d-tubocurarina (Strychnos spp., Chondodendron

tormentosum), vincristina, vinblastina (Catharantus roseus) (Maia, 1987).

1.2. Utilizacao de plantas medicinais no Brasil

Em 1978, a Assembléia Geral da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) deu
inicio a um programa em que se dava énfase ao uso de plantas medicinais. O
objetivo maior da OMS era alcancar a meta “Saude para todos no ano 2000*
(Oliveira et al., 1991).



No Brasil os medicamentos fitoterapicos passam por processo de validagao
cientifica e, em seguida, sado registrados e liberados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVS), 6rgéo federal que institui e normatiza o registro de
produtos fitoterapicos, definindo este como sendo todo medicamento tecnicamente
obtido e elaborado exclusivamente mediante emprego de matérias-primas ativas
vegetais com finalidade profilatica, curativa, ou para fins de diagndstico, com
beneficio para o usuario. Este processo é caracterizado pelo conhecimento da
eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de
sua qualidade. Essa medida de maior importancia garantira a comercializagdo, em
todo o territério nacional, de produtos isentos de toxicidade, com garantia de
eficacia, e com o indispensavel controle de qualidade (Maldaner, 2001).

Baseando-se nessa mudanca da politica de saude do pais, cabe a
farmacologia, botanica e bioquimica garantir o emprego correto das plantas
medicinais, mediante uma investigacao cientifica completa, incluindo desde o cultivo
até identificacdo dos principios ativos, estudos da toxicidade e da atividade biolégica
(Neri, 1991).

1.3. Sobre o uso do género Ocimum

Diante das contribuigdes dadas pelas plantas medicinais, destaca-se o
conhecimento cientifico do género Ocimum relacionado a agao antiulcerogénica,
onde ja foi observado no extrato etandlico de Ocimum sanctum a redugao da
incidéncia de Uulceras gastricas induzidas por aspirina e estresse (Archana &
Namasivayam, 2000). Por outro lado, a primeira droga, com efeito, sobre a ulcera
gastrica foi carbenoxolona, descoberta através de pesquisas com a Glycyrrhiza
glabra, uma leguminosa comumente usada entre os indigenas (Brown et al., 1959).
Varias outras espécies vegetais sao citadas na literatura com atividade
antiulcerogénica frente a diferentes modelos experimentais: Melia azederach
(banana) que atua na inibicado da ulcera (Best et al., 1984) causada por estresse
(Hanifa-Moursi & Al-Khatib, 1984), Fagus sylvatica (faia) e Jugians regia (nozes)
(Wilke, 2002).

Segundo Craveiro et al. (1981), quase vinte espécies do género Ocimum sao
cultivadas, principalmente nos paises da Europa e do oriente, para obtengao do dleo

essencial de diferentes aromas e uso. No Brasil, duas espécies sido bastante



utilizadas na fitoterapia, Ocimum gratissimum (alfavaca-cravo), como, antisséptico
bucal e, Ocimum basilicum (manjericao) como estomaquico.

Em levantamento bibliografico realizado, a literatura sobre o O. minimum L.,
revelou auséncia de estudos mais especificos que justificassem seu uso na medicina
popular. Diante desta revelagdo, vé-se um grande campo de pesquisa, no qual a
contribuicdo esta longe de ser terapeuticamente definida e € nessa procura que se
verifica a possibilidade da espécie O. minimum ter ag&o antiulcerogénica e,
consequentemente, tornar-se terapia complementar no tratamento desta patologia,
aproveitando a grande disponibilidade desta na regido. Assim como, investigada sua
atividade antimicrobiana, visto que muitas plantas medicinais tém contribuido
bastante na terapia complementar como antimicrobianos, por exemplo: Caryophylus
aromaticus (cravo-da-india) (Nascimento et al., 2000); Aloe Vera (babosa), Capraria
biflora L.(cha-do-rio), Eucalyptus citriodora (eucalipto-limao), Zingiber officinale
(gengibre) e Psidium guayava (goiabeira-vermelha) (Matos, 1999).

Ainda reforcando o que foi exposto acima no que se refere a utilizacio
terapéutica das plantas, Czinner et al. (2001), cita a atividade antioxidante como
contribuicdo importante de vegetais que possuem na sua composigcdo quimica
flavondides, cumarinas, acidos fendlicos, xantenas, taninos e micronutrientes (Cu,
Mn, Zn, Ge). Por exemplo: castanha-da-india (Aesculus hippocastannus L.) e
hortela-pimenta (Mentha piperita L.), possuem vitamina C que atua como receptor de
radicais livres; castanha-do-para (Bertholletia excelsa Humb. et Bonpi) e agridao
(Nasturtium off), possuem vitamina E atuando na inibicdo da peroxidagao lipidica;
alcachofra (Cynara scolymus L.) e alho (Allium sativum L.), possuem vitamina A que
atua absorvendo a energia da espécie ativa do oxigénio chamada singlet (Ulene &
Ulene, 1995).

A espécie O. minimum é nativa da india onde é cultivada quase que como
planta sagrada. Tem porte herbaceo, € aromatica, ereta, muito ramificada de folhas
simples, opostas, eliptico-lanceoladas, inflorescéncia em cimeira especiforme e
flores violaceas, labiadas (Figura 1). O caule é geralmente quadrangular, e
apresenta pélos na epiderme das folhas e dos ramos, onde se localiza a esséncia
(Craveiro et al., 1981).



NOME CIENTIFICO: Ocimum minimum Linn.
NOME POPULAR: Manjericdo Ando

Figura 1. Ocimum minimum Linn.

No uso popular é utilizado como estimulante digestivo, carminativo,
antipirético, sudorifico, diurético e anti-reumatico. A parte da planta utilizada é a folha
(Matos, 1999).

1.4. Generalidades sobre 6leo essencial

O termo “6leo essencial” € empregado para designar liquidos oleosos
volateis, dotados de aroma forte quase sempre agradavel extraidos de plantas por
alguns processos especificos, sendo o mais freqliente a destilacdo por arraste com
vapor d'agua (Craveiro et al., 1981). Estes s&o provenientes do metabolismo
secundario, existentes em quase 2 mil espécies de plantas dispersas em 60 familias
(Leal, 1998). Na familia das Labiataes (Ocimum) sédo produzidos por estruturas

secretoras especializadas, tais como glandulas capilares (Brady et al., 1981).



Os constituintes quimicos dos 6leos volateis podem ser divididos em 2

classes baseados na origem de sua biossintese (Figura 2):
(1) derivados terpenos formados pela via acetato-acido mevalénico e;
(2) compostos aromaticos formados pela via do acido fenilpropandico (Brady et

al., 1981).

O O. minimum tem sua constituicdo quimica composta de derivados terpenos.
Todos tém algo em comum, quando € considerado que se formam pelo acoplamento
de um numero inteiro de unidades pentacarbonadas ramificadas, derivadas do 2-
metil butadieno (Bruneton, 1991). Essas unidades sdo chamadas isopentenil ou
isopreno, sendo classificada de acordo com o numero destas: monoterpenos, Cio;
sesquiterpenos, Cis; diterpenos, Cy; sesterpenos, Cys; triterpenos, Cso; €

tetraterpernos, Cyo (Leal, 1998).

Acetil CoA X 37. AMV — IPP — , DMAPP
CO,

_‘, :
\1/ Hemiterpenos

meonolerpenos  +—— GPP

sesquiterpenos FPP triterpenos

XL
diterpenos GGPP carotenos

politerpenos

Figura 2. Esquema da formagao dos politerpenos (Bruneton, 1991).

A volatilidade e o odor forte dos 6leos essenciais constituem os elementos da
comunicagao quimica: seu papel na polinizagéo e na dispersao das diasporas nao

se discute, assim como um meio de defesa frente a predadores (microrganismos,



fungos, insetos, herbivoros). As vezes parece ter uma acdo teletdxica sobre as
germinacgoes; estas agdes sao facilitadas pela localizagao periférica dos elementos
secretores (Bruneton, 1991).

Segundo Amparo & Elizabeth (1999), a atividade biolégica desses 6leos
volateis tem grande importancia, pois séo atribuidas fun¢gdes como atraentes de
insetos, alelopaticos e ferorménios.

Praticamente todos os 6leos essenciais consistem de misturas quimicas que
formam complexos; eles tém grande variabilidade na sua composi¢ao. Este
complexo pode ser formado por: hidrocarbonetos, alcoois, cetonas, aldeidos, éteres,

oxidos, ésteres e outros (Brady et al., 1981).

1.5. Acoes farmacolégicas do 6leo essencial

Segundo Bruneton (1991), algumas propriedades farmacolégicas séo

atribuidas aos 6leos essenciais, como:

1. Propriedade antisséptica
A atividade antisséptica se manifesta frente a bactérias patdégenas variadas e inclui
certas cepas resistentes aos antibidticos. Alguns oOleos essenciais também sao
ativos frente a fungos inferiores responsaveis por micoses, por exemplo, escabiose,
Lippia sidoides, e inclusive, frente a leveduras (Candida). As doses ativas, em geral
sao baixas e as que se determinam por experimentos in vitro sao diretamente
indicadas para uso externo. Os 6leos essenciais com forte atividade antisséptica
possuem citral, geraniol, linalol e o timol.

2. Propriedades expectorante e diurética
Utilizados por via externa, produtos como a esséncia de trementina provocam
vasodilatagao da microcirculacao, importante rubefaciéncia, sensag¢ao de calor e, em
certos casos, discreta agdo anestésica local; isto € o que se pretendia, antigamente,
com as preparagoes artesanais utilizadas como expectorante e diurético. Atualmente
sd0 numerosas as pomadas, cremes e géis a base de dleos essenciais, destinados
a aliviar dor muscular, distensdes e outras algias articulares ou musculares.

Os oOleos volateis administrados sistemicamente desencadeiam efeitos
fisiologicos variados. O dOleo volatil de eucalipto (Eucalyptus teraticornis) estimula as

células do muco e aumentam os movimentos do epitélio ciliado ao nivel de arvore



bronquial, causando um efeito expectorante. Da mesma maneira, agem o cumaru
(Amburana cearensis), guaco (Mikania glomerata) e o chamba (Justicia pectoralis).
De maneira analoga, alguns O6leos essenciais podem, a nivel renal, produzir
vasodilatacdo, causando um efeito diurético.

3. Propriedades espasmolitica e sedativa

Os 6leos essenciais como o anetol de muitas Umbeliferas, como por exemplo
aqueles extraidos das mentas e da verbena, se mostram eficazes para diminuir ou
suprimir os espasmos gastrointestinais; frequentemente intensificam a secregéo
gastrica, pelo que se tem qualificado como “digestivos” e “estomaquicos”, com todas
as consequéncias que podem derivar desta “eupepsia”: melhora de determinadas
insdnias, de transtornos psicossomaticos diversos, o que pode explicar o freqlente

exemplo destes tanto pela medicina popular como pela medicina paralela.

Alguns Oleos volateis como, por exemplo, aqueles extraidos da melissa e
lavanda apresentam tropismo neurovegetativo, e exercem acao neurosedativa
(Craveiro et al., 1981).

1.6. Sobre toxicidade das plantas medicinais

Como qualquer outra substancia quimica os oleos volateis também
apresentam toxicidade. Por serem produtos de origem natural e extremamente
complexos, o que pode ultrapassar os parametros comuns de conhecimentos. A
toxicidade dos dleos essenciais ndo se resume a conhecer sua atividade biologica e
nem tampouco, seus constituintes quimicos. E necessario levar em consideracéo as
reagcdes em diferentes condicbes como: relacionado a planta (origem, cultivo, coleta,
secagem, triagem, armazenagem, extragdo e manipulagdo) e, relacionado ao
paciente (idade, sexo, raga, patologia, e estado psicossomatico).

Os dados sobre toxicidade crbénica sao incipientes. Nao se tem estudado seus
possiveis efeitos secundarios, por conseguinte ndo se tem demonstrado a auséncia
de efeitos cancerigenos ou teratogénicos. No tocante a toxicidade aguda existem
mais relatos, por exemplo, a Tanacetum vulgare L., Salvia officinalis L. Labiadas ou
com ( - ) — pinocanfona (Hyssopus officinalis L. Labiadas) s&o psicoanalipticas que,
ingeridas em doses demasiadamente elevadas, desencadeiam crises epileptiformes

e tetaniformes, transtornos psiquicos e sensoriais. O mentol, quando ingerido em



2g/kg pode ser mortal para um adulto/70kg; em uma crianga, gotas nasais, podem
induzir espasmo da glote com o consequente risco de asfixia reflexa (Bruneton,
1991).

1.7. Ulcera gastrica

As principais patologias do estdbmago séo as ulceras gastricas e gastrites. As
causas estao relacionadas, de alguma forma, com o acido cloridrico. Com isso, se
produz uma enfermidade ulcerosa sempre que existe desequilibrio entre a secrecao
acida e a defesa da mucosa gastrica (Ramington, 1995), quando ha rompimento do
equilibrio entre os fatores agressivos e defensivos da mucosa gastrica (Mencis,
1998). Esses fatores séo:

1. Agressivos: HCI e Pepsina
2. Defensivos:
2.1. Pré-epiteliais
e Barreira mucobiobicarbonato
e Fosfolipidios
e Bicarbonato
e Camada surfactante
2.2. Epiteliais
e Restricdo celular
e Resisténcia celular
e Transportadores acido-basicos
e Fator de crescimento epidérmico
2.3. Subepiteliais

¢ Fluxo sanguineo

A mucosa gastrica € normalmente resistente aos sucos digestivos fortes e
acidos resistentes. Quando surge doenga, provoca aumento da secregao gastrica,
ou quando ha destruicdo da mucosa protetora, por exemplo, alcool e outras
substancias quimicas causam danos a mucosa gastrica. Se a mucosa protetora néo

€ recuperada, ou o nivel de acidez nao é reduzido, sdo produzidas ulceragdes, que



conduzem a dor e sangramento. Isto resulta em ulcera duodenal, gastrica, ou podem
ser produzidas ulceras pépticas (Edmunds, 1991).

A Ulcera gastrica ndo esta associada a hipercloridria. Pacientes com ulcera
gastrica s&o geralmente normo ou hipossecretores. Os mecanismos que levam ao
aparecimento da lesdo ulcerada parecem depender mais da deficiéncia dos fatores
defensivos da mucosa, do que da acado dos agentes agressivos. Existem atualmente
duas hipdteses para a etiologia gastrica, que, em conjunto, abrangem as principais
alterag¢des observadas (Castro & Dani, 1993). Sdo elas as seguintes:

1. Estase antral e hipergastrinemia: alteracdo da motilidade do piloro ou
atonia gastrica ha um retardo do esvaziamento gastrico, com consequente distensao
do antro, promovendo a liberagdo de gastrina, que estimula a secregado gastrica de
acido, e este, por sua vez, condiciona a formacao de ulcera. Existem, portanto, trés
componentes principais envolvidos nessa teoria: anormalidade do funcionamento do

piloro, retardo do esvaziamento gastrico e aumento da producgao de acido (Figura 2).
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Figura 3. Sequéncia de eventos propostos pela teoria que enfatiza a importancia da
obstrugdo pilorica na etiopatogenia da ulcera gastrica (Castro & Dani,

1993).



2. Refluxo duodeno gastrico ou refluxo biliar: ha um disturbio da
motilidade antroduodenal, o conteudo duodenal reflui para o estbmago. Os acidos
biliares e a lisolectina, refluidos com o conteudo duodenal, rompem a barreira
mucosa do estdbmago e lesam a mucosa gastrica, produzindo gastrite antral; esta
mucosa lesada se torna susceptivel de ulceragao péptica, especialmente na zona

que limita a mucosa antral alcalina da mucosa acida do corpo gastrico (Figura 3).
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Figura 4. Sequéncia de eventos propostos pela teoria que enfatiza a participagcédo do

refluxo biliar na etiopatogenia da ulcera gastrica (Castro & Dani, 1993).

Certas substancias como salicilatos, sais biliares e alcool, sdo capazes de
lesar a barreira da mucosa gastrica, permitindo a difusdo retrograda de ions
hidrogénio, que, penetrando na mucosa, acarretam alteragcdes em parte decorrentes
da liberacdo de histamina e, em parte, de acidificacdo da célula. Isto resulta na
desnutricdo das células, as quais descamam, permitindo o extravasamento do
liquido intersticial para dentro da luz do estbmago, com consequente aumento de
sodio e da proteina, e diminuigdo do hidrogénio no conteudo gastrico, permitindo,
ocasionalmente, o aparecimento de erosdes na mucosa (Philips et al., 1995).

As causas do surgimento da ulcera gastrica mais frequientes sao:



o Hilicobacter pylori: a Ulcera gastrica tem dois fatores ambientais que
predominam como elementos etiologicos: o H. pylori, em 70% dos casos, e 0s
AINES, em 30% (Castro & Dani, 1993).

o Medicamentos antiinflamatérios nao-esterdides (AINES): de todos
os medicamentos capazes de lesar a mucosa gastrica, aguda ou cronicamente, os
AINES sado os unicos que aumentam, sem contestagdo, o risco para a ulcera
gastrica. O risco de aparecimento de ulcera péptica em individuos em uso de AINES
esta nitidamente aumentado, sendo seis vezes maior do que o de ulcera duodenal
(Philips et al., 1995). A despeito da baixa incidéncia de graves efeitos adversos na
populacdo em geral, os AINES, pela elevada frequéncia com que sao usados no
mundo ocidental, constituem fator de risco de importancia n&do desprezivel,
especialmente para os idosos, as mulheres e pacientes com ulcera péptica,
particularmente gastrica, mesmo nao relacionada com os AINES. Dois sdo os
mecanismos através dos quais os AINES lesam a mucosa gastroduodenal,
notadamente o antro gastrico: por acao direta e indireta, esta através da inibicao de
sintese de prostaglandinas (Castro & Dani, 1993).

o Corticéides: participam na génese da Uulcera, os pacientes que
recebem dose diaria por mais de 1 més, aqueles que recebem uma dose total
equivalente de 1 g de prednisona, e aquele ja ulceroso antes do inicio do tratamento
hormonal (Castro & Dani, 1993).

As wulcerss podem ser causadas por:
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Figura 5. Agentes causadores da ulcera gastrica (Marchesine, J.B. & Marchesine,
J.C., 2002).



No tratamento de ulcera gastrica, os farmacos podem ser agrupados em: anti-
histaminicos H,, prostaglandinas, inibidores da bomba proténica (Korolkovas, 1995).
A partir do entendimento fisioldgico da secregao gastrica € permitida a intervengao
farmacoldgica efetiva, bloqueando reversivelmente os receptores H; e reduzindo a
secrecado acida, como, cimetidina e ranitidina (Figura 6). Outros exemplos sao o
omeprazol e lanzoprazol que agem inibindo a bomba de préton, consequentemente,

diminuindo a secregéao acida (Philips et al., 1995).
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Figura 6. Estimulos que atuam na bomba de préton para regulagdo da secregao
acida (Philips et al., 1995).



2.0. JUSTIFICATIVA

A importancia do estudo das Plantas Medicinais s6 vem a enriquecer a
variabilidade dos conhecimentos quanto a descoberta de novos medicamentos
fitoterapicos, dos quais uma boa parte da populagdo do mundo esta necessitando
destes para o tratamento de patologias comuns; como antiulcerogénico,
antimicrobiano e antioxidante. E levando-se em consideragcdo a grande
disponibilidade da Ocimum minimum Linn., na nossa regido, fica mais do que
necessario a investigagdo das agdes supracitadas. Além do baixo custo e a grande
biodiversidade da nossa flora, tornando-se mais acessiveis a populacdo, e as

industrias farmacéuticas que estao cada vez mais investindo nesses produtos.

3.0. OBJETIVOS
3.1 Geral

Extrair e caracterizar os componentes quimicos do oleo essencial e, investigar
as atividades antiulcerogénica e antimicrobiana de Ocimum minimum Linn.

(manjericdo anao).

3.2 Especificos

e Identificar a composicdo quimica do 6leo essencial de Ocimum minimum
Linn.;

e Determinar a toxicidade aguda (DL50%) do oleo essencial de O . minimum;

e Verificar o efeito do 6leo essencial de O. minimum em lesbes gastricas
induzidas por indometacina e etanol;

e Investigar a atividade antimicrobiana do oleo frente a bactérias, fungos
filamentosos e leveduriformes;

e Investigar a atividade antioxidante do 6leo essencial de O. minimum.
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Abstract

Ocimum minimum (L.) is a plant knowm in Brazil as dwarf basil or small leaf basil. In
the popular medicine it is used as digestive stimulant, carminative, antifever, diuretic
and anti-rheumatic. Essential oil extracted from the leaves of Ocimum minimum Linn
was characterized by chemical and physicochemical methods and its antiulcerogenic
activity was determined. The chemical composition of the oil determined by using
gas liquid chromatography presented: 1,8-cineole (4.90%), linalool (30.57%),
camphor (0.80%), 2-terpineol (2.06%), estragole (50.42%), acetic acid (0.77%), (-) B-
elemene (0.68%), o-bergamotene (1.24%), o-humulene (0.99%), B-cubebene
(0.74%), y-cadinene and T-cadinol (2.74%). The acute toxicity of the essential olil
(0.25, 0.50, 1.50 and 5.00 mL/Kg) presented in Swiss white mouse a DLo%) in
1.5mL/Kg. The antiulcerogenic activity presented by the essential oil in gastric ulcer
induced by indometacin was of independent dose, however, in the gastric ulcer
induced by ethanol was observed an effect dependent dose. Also, the oil presented
an antioxidant activity when the sample was diluted 10 times (4.69 umol/1h and 5.92
umol/2h) which was similar to the control (6.29 pmol/1h and 6.16 umol/2h). The
antimicrobial activity of the essential oil was evaluated by the microorganism
inhibition growth compared to ciprofloxacin as standard. The highest inhibition halos
detected using the oil was smaller (17 mm) than the highest one exhibited using the
antibiotic (35 mm). From the results it is possible to conclude that the essential oil

from Ocimum minimum has the significant antiulcerogenic activity concerning to the



gastric lesion induced by indometacin and ethanol, as well as, significant antioxidant

activity.

Keywords: Ocimum minimum; Essential oil; Antiulcer; Antimicrobial; Antioxidant.

1.0. INTRODUCTION

Ocimum minimum L. is a specie native from Indian where it is cultivated
almost like holy plant. It is a herbaceae plant, aromatic, erect, very branched, simple
leaves, oposites, eliptic-oval, aerial parts in summit spiciforms and violet flowers,
labiatae (Matos, 1999). The stem is genarally square and present hair in the epiderm
of the leaves and of the branches where is found the essence (Craveiro et. al., 1981).
In the popular medicine it is used as digestive stimulant, carminative, antifever,
diuretic and anti-rheumatic. The leaves are the part of the plant used (Matos, 1999).
In Brazil two species are very used in the fitotherapy, Ocimum gratissimum, as mouth
anti-septic and Ocimum basilicum for stomach problems.

Among the contributions given by the medicinal plants from the Ocimum
genera regarding to antiulcer action, the reduction of the incidence of gastric ulcer
induced by aspirin was already observed with the ethanolic extract of Ocimum
sanctum (Archana & Namasivayam, 2000). The antiulcer action was also observed
with banana fruit which act inhibiting peptic ulcer (Best et. al., 1984) and Melia
azedarach in ulcer induced by stress in mouses (Hanifa-Moursi & Al-Khatib, 1984) .
Antimicrobial activity was the other one observed by many medicinal plants which
have to much contributed in complementary therapy as antimicrobials, such as:
Cariophylus aromaticus (Nascimento et. al., 2000); Aloe vera, Capraria biflora L.;
Eucalyptus citriodora; Zingiber officinale and Psidium guayava (Matos, 1999). The
aim of this work was investigate antiulcer, antioxidant and antimicrobial activities,

and acute toxicity of the essential oil from Ocimum minimum Linn..

2.0. MATERIALS AND METHODS



2.1 Materials

The leaves of the plant Ocimum minimum used were obtained from the
vegetable garden of the “Universidade Estadual Vale do Acarau”, Sobral, Ceara,
Brazil and identified for the Herbarium Prisco Bezerra with number vancher 30852 at
the “Universidade Federal do Ceara”, Fortaleza, Ceara, Brazil.

White mouses (Mus musculus) Swiss of both sex were supplied from the
animal room at the “Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA)/Universidade
Federal de Pernambuco”, Brazil and all of them were mantained in the same
environmental conditions (temperature of 25°C, clear/dark) with ad libitum water and
food.

White rats (Ratus novegicus) belonging to Wistar variety, adult and male, were
supplied from the “Departamento de Fisiologia e Farmacologia/Universidade Federal
de Pernambuco”, Brazil and mantained in the same conditions as before.

Microorganisms used were: Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella enteritidis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus and Candida
albicans. They were supplied from the microorganisms collection of the

“‘Departamento de Antibidticos/Universidade Federal de Pernambuco”, Brazil.

2.2 Methods

2.2.1 Extraction of the essential oil from the Ocimum minimum

The oil was extracted by using vapour dragging and hydrodistillation. The
material was placed in a container and a water vapour corrent pass throuth it under
pressure. The volatile products present in the leaves were dragged by the water
vapour and the mixture was taken to a condenser where the vapours returned to
liquid state and were collected in a separator. The essential oil is a mixture of
insoluble organic substances in water, which was isolated by using hexan resulting in
a system of two phases (Craveiro et. al., 1981). Then the material hydrolysed was

dried by rotaevaporator under vacuum at 40°C.

2.2.2 Gas-liquid chromatography linked to mass spectrometry



The chemical constituents of essential oil were identified by comparing to the
mass spectra obtained with standards. The conditions were: DB-5-
dimethylpolysiloxone column (30mm x 0.25mm); N, gas; temperature 35-280°C,
injection volume 1uL. The programme used was developed by A. A. Craveiro and
J.W. Alencar (Craveiro et. al., 1981)

2.2.3 Acute toxicity

Groups of six mouses, three male (32.00g) and three female (26.00g), to the
which crescent doses of 0.25; 0.50; 1.5 and 5.0 mL/Kg were administred by oral via
were used to determine DL50%. The percentage of death was observed during 72
hour and the DL50% was calculated using probito method according to Miller &
Tainter (1944) model.

2.2.4 Pharmacological evaluation of the antiulcer activity

2.2.4.1 Gastric lesions induced by indometacin (Hayden et. al., 1978)

Four groups of six rats (150g) were maitained in fasted for 24 hour with ad
libitum water. Sixty minutes before of the indometacin injection (20mg/Kg; s.c.), 18
animals were treated by gavage with oil in the following doses 0.125; 0.250 and
0.500 mL/Kg. Oil doses were repeated three hour after the antiinflamatory to be
administrated. After six hour of the first dose, the animals were sacrificed under
anesthesia with ether. The stomachs were removed and opened, washed with water
and placed in Petri dishes for the gastric lesions inspection. The ulcer degree for the

each stomach was established according to the follow classificatory scale:

. Loss of the mucosa pleat ..o 1 point
. Loss of the mucosa COIOUN............cuuuiiiiiiiiee e 1 point
EdemMa .. 1 point
CHEMOITNAGE ... 1 point
. NUMDbEr SPOtS (UP 10) coeeeeeeieieiee e e e e e e e e e e e eees ceeees 2 points
. Number of spots (more than 10) ... 3 points

. Ulceration intensity



Ulcer or erosion of Up to 1 MM.......eueiiiiiiii e n x 2 points
Ulcer or erosion more than 1 mm............oooiiiiiiiiiiin e e n x 3 points

UICEI PEITURALE ... .n x 4 points

n = number of ulcer found.

2.2.4.2 Gastric lesions induced by ethanol

Five groups of six rats (310g) male in fasted for 24 hour were treated with
0.9% salt (5 mL/Kg), plant oil (0.025; 0.040; and 0.060 mL/Kg;p.0.) and
dexchlorfeniramine (3mg/Kg;v.o.). After 45 min 50% ethanol (5 mg/Kg;p.0.) was
administered to induce the gastric ulcer. One hour after the animals were sacrificed
by anesthesia with ether. The stomachs were removed and inspected the gastric

lesions as procedure described for the previous model.

2.2.5 Antioxidant activity of the essential oil

2.2.5.1 Macrophages culture

In cell culture plates were placed: :

1. Macrophages (2 million) and 2 mL RPMI 1640 medium completed with
3% bovine fetal serum (SBF) or 0.9% salt (control);

2. Essential oil prepared in methanol (100 pl);

3. The mixture was incubated in stove at 37°C with [CO;] approximately
5%;

4. After 1 hour the medium was discarded

5. Cells were washed with 1 mL of RPMI medium

6. 2 mL of RPMI medium without 3% bovine fetal serum was added in
each role.

7. After 1 hour, the macrophages were available to be used in the next

experiment..



2.2.5.2 Production and release of superoxide radical (O%): In the culture plates
were added:
1. 29 ul of the superoxide dismutase enzyme which was used as positive
control;
29 ul of distilled water as a negative control,
The mixture was incubated at 37°C for 10 min;

143 ul of citochrome c and 145 ul of PMA (phorbol miristate acetate;

o &> 0N

Aliquots of 600 ul were immediately collected (samples and blank) at
1h and 2h;
The material collected was centrifuged at 10.000 x g for 5 min;

o

7. Absorbances of the supernatant were measured at 550 nm.
2.2.6 Antimicrobial activity of the essential oil

The antimicrobial activity of the essential oil from Ocimum minimum L.
was evaluated according to method described by Bauer et al.(1966). This method is
based in the microorganism growth inhibition which is detected by the disc difusion

technique.

2.2.6.1 Paper discs preparation
Filter paper discs of 30mg + 4mg/cm? and 6 mm of diameter were
soaked with 20uL of essential oil from O. minimum. Ciprofloxacina (20uL) was used

as standard.
2.2.6.2 Culture media preparation

Mueller-Hinton medium was used for bacteria culture maintenance and
Sabourand medium for yeast. These cultures were diluted 0.45% of salt following the
Mac Farland scale (103UFC/mL).

2.2.6.3 Culture plates preparation
Mueller-Hinton solid medium (18 mL) was placed in Petri plates (90 mm

of diameter) until complete solidification.



3.1

2.2.6.4 Inoculum preparation
Microorganisms suspensions were spread at medium surface. Paper

discs impregnated with essential oil were placed at the medium surface.

2.2.6.5 Measurement of inhibition halos
Inhibition halos were measured after 18 hour of incubation using a ruler

and the halos diameter of the oil were compared with the ones of the ciprofloxacin.

2.2.7 Statistic analysis

The results obtained in all analysis were expressed in media + SD (standard
error) . The levels of statistic significance (p<0.01 and p<0.05) were calculated
based in Student T Test.

3.0. RESULTS AND DISCUSSION

Extraction and chemical composition of the essential oil from Ocimum

minimum.

The essential oil extracted from the leaves of the Ocimum minimum plant by
hydrodistillation and vapor dragging and solubilized in hexan yielded 2.38% The oil
presented yellow color, aromatic smell and density of 0.9256 g/mL.

Figure 1 shows the mass spectra of the essential oil chemical constituents. It
can be seen that the oil presented in its chemical composition derivates of terpen
formed by mevalonic acid acetate via, such as: 1.8-cineole, linalool, camphor, 2-
terpineol, estragole, acetic acid, (-)B-elemene, o-bergamotene, o-humulene, B-
cubebene, y-cadinene, T-cadinol (Brady et. al., 1981). These constituents present in
its struture follow chemical groups: hidrocarbonetos, alcohols, ketones, ethers and
oxids. This spectrum was similar to the oil from Ocimum gratissimum concernig to the

chemical groups which data was found by Craveiro et. al., 1981. Also, Amparo &



Elizabeth (1999) found similar results for the Ocimum basilicum, however it
presented different chemical profile in surface flavonoids. The chemical constituents

content greater are in the Figures 2,3 and 4.

3.2 Acute toxicity of the essential oil of Ocimum minimum

The DL50% of the essential oil of Ocimum minimum Linn., given to mouses
by oral via and calculated according to Miller & Tainetr (1944) method was 1.5
mL/Kg.

An important characteristic of that oil is its low toxicity. During the
determination of the acute toxicity were observed the animals presented loose of the
reflexes, leading to the death by breathing deficiency (Bruneton, 1991). It can be
supposed the possibility of the depressed effects of the central nervous system,
because regarding to the highest concentrations of estragole (50.42%), linalool
(30.57%) and 1,8-cineol (4.9%), which belong to chemical group ether and alcohol,
respectivement (Oga, 1996).

3.3 Pharmacological evaluation of antiulcerogenic activity of Ocimum minimum

3.3.1 Gastric lesions induced by indometacin

The effect of essential oil of Ocimum minimum on gastric lesions induced by
indometacin can be observed in Table 1. The reduction of the gastric lesions was in
media 83.80% of inhibition (p<0.01) were observed by using the oil in the doses of
0.125, 0.250 and 0.500 mL/Kg.

Indometacin is a good prostaglandin syntase inhibitor and this action can be
associated with its harmful effect in the gastric mucosa. The reaction must be
attributed to the the inhibition of the prostaglandin biosynthesis PGE; and PGl;
(ciclooxigenase inhibition via aracquidonic acid metabolism), consequent increase in
the production of leucotriens and other products by the lypooxigenase via (Philips et.
al, 1995).

The gastric lesion observed in the group of rats treated with essential oil of
Ocimum minimum were of low intensity compared with control groups even being

independent dose, because in the doses of 0.125 and 0.500 mL/Kg were observed



in media 83.00% of inhibition. However this result showed some statistically
significance (Table 1) and the suggest that the essential oil of Ocimum minimum
showed like a protector agent against this type of lesion. However, it is not possible
to identify which mechanism involved in the patogenesis of the gastric lesions

induced by indometacin would be influenced in the presence of the oil.
3.3.2 Gastric lesions induced by ethanol

The effect of the essential oil of Ocimum minimum (0.125mL/KQ) in the gastric
lesion induced buy ethanol presented very significative values as can be seen in
Table 2.

The mechanisms involved to induce gastric lesions by ethanol are complex
and numerous, with venoconstriction, artery dilation, autacoids liberation, etc (Maia,
1987). According to Llesuy et al. (2002), the ethanol increase superoxide anion and
hidroxyl radical production and lipid peroxidation in the gastric mucosa. The scores
media comparision showed that the group treated with 0.125 mL/Kg of oil reduced

the lesions induced by ethanol in 70%.
3.4 Evaluation of antioxidant activity of the essential oil of Ocimum minimum
The essential oil shown antioxidant activity who diluted 1/10, conform Table

Several studies have shown antioxidant activity of flavonoids and another
natural compounds (Gonzalez et al., 2001). The antioxidant activity of flavonoids is
efficient in trapping superoxide anion (02" ), hidroxyl (OH ), peroxyl (ROOH * ) and
alcohoxyl (RO ° ) radicals (Llesuy et al., 2002).

3.5 Evaluation of microbial activity of Ocimum minimum essential oil

It can be observed from the inhibition halos diameter in Table 4 that the
microorganisms growth are less inhibited by the oil than by the ciprofloxacin used as
antibacterial standard. Then it is not possible to suggest the antibacterial action of the

oil concerning to the microorganisms used.



4.0 CONCLUSION

From the results it is possible to conclude that the essential oil from Ocimum
minimum has the significant antiulcerogenic activity concerning to the gastric lesion
induced by indometacin and ethanol, however further studies are need to know the

action mechanism of the oil, as well as, significant antioxidant activity.
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Figure 1. Mass spectrum of the essential oil chemical constituents (CGL/EM).

PICO T.RET. TEOR(%) IKOVAT
1 9.32 4.19 1019
2 12.16 30.57 1103
3 13.31 0.80 1137
4 14.55 2.06 1173
5 15.76 50.42 1209
6 15.81 0.77 1211
7 21.67 0.68 1384
8 23.08 0.83 1426
9 23.61 0.99 1442
10 24.48 0.74 1468
11 25.55 1.24 1499
12 29.41 2.74 1613
13 35.60 3.95 1997
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Figure 2. Mass spectrum of estragole (50.42%).
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Figure 3. Mass spectrum of linalool (30.57%).
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Figure 4. Mass spectrum of 1,8-cineole (4.9%).



Table 1. Effect of Ocimum minimum essential oil on indomethacin induced ulcers in

rats.
GROUP/DOSE

SCORE (X + SD)

Salt 0.9%

(5.0 mL/Kg;p.0.)
Essential oil O .minimum
(0.125 mL/Kg;p.0.)
Essential oil O .minimum
(0.250 mL/Kg;p.0.)
Essential oil O .minimum
(0.5 mL/Kg;p.o.)

39.5420.74
6.4+3.84 *
(83.80%)
9.2¢7.15 *
(76.70%)
6.4+4.10 *
(83.50%)

* p<0.01;

() Percentage of inhibition.

Table 2. Effect of Ocimum minimum essential oil on ethanol induced ulcers in rats

GROUP/DOSE SCORE ( X + SD)
Salt 0.9% 27.8045.80
(0.125 mL/Kg;p.0.)

Essential oil O.minimum 23.33+5.60
(0.041 mL/Kg;p.0.) (16.00%)
Essential oil O.minimum 22.83+5.41
(0.062 mL/Kg;p.0.) (18.00%)
Essential oil O.minimum 8.33+5.57 **
(0.125 mL/Kg;p.0.) (70.00%)
Dexclorfeniramine 15.00+6.00
(control) (3.000 mL/Kg;p.0.) (46.00%)

** p<0.05;

() Percentage of inhibition.



Table 3. Evaluation of antioxidant activity of the essential oil Ocimum minimum.

SYSTEM CONCENTRATION OF
ABSORBANCE .
0 c SUPEROXIDE
(nmol)
1h 2h 1h oh

0,051 0,050 6,29 6,16
Control

0,107 0,122 13,19 15,04
Pure sample

0,038 0,048 4,69 5,92
Diluted sample 1/10

e The formule below is used to calculate concentration of superoxide

radical:

K = 205,9 x Absorb. X 600,

K is express in nmol or umol of superoxide radical.

Table 4. Evalution of the antimicrobial activity of essential oil for the method of disc

difusion in solid way.

MICROORGANISMS

INHIBITION HALO

INHIBITION HALO

FOUND WITH FOUND WITH
ESSENTIAL OIL CIPROFLOXACIN
(mm) (mm)
Staphylococcus aureus I1C-403 10 17
Staphylococcus aureus 1C-159 10 31
Escherichia coli DAUFPE-24 10 35
10 30

Escherichia coli I1C-02




Salmonella enteretidis DAUFPE- 9 30

415

Pseudomonas aeruginosa IC-472 - -

Pseudomonas aeruginosa 1C-515 - -

Bacillus cereus DAUFPE-11 24 35
Candida albicans DAUFPE-1007 17 NT
Candida albicans DAUFPE-IC-07 15 NT

( - )No antimicrobial activity

6.0. CONCLUSAO

Com base nos estudos realizados, podemos concluir que:

1.

O dleo essencial de Ocimum minimum ¢é constituido de grupos
quimicos hidrocarbonetos, alcoois, cetonas, éteres e 6xidos;
Toxicidade aguda é considerada de baixa ordem, pois sua DL s5q9, , por
via oral em camundongos foi de 1.5 mL/Kg;

A atividade antiulcerogénica do Oleo essencial diante de lesbes
gastricas induzidas por indometacina e etanol foi significante;

A atividade antioxidante do 6leo essencial do O. minimum, quando
diluido, apresentou acdo antioxidante importante quando comparado
ao controle; e

Atividade antimicrobiana n&o teve valor significativo frente aos
microrganismos testes, e quando comparado ao padrao

(ciprofloxacina).



7.0. PERSPECTIVAS

Como perspectivas:
e Isolar e purificar os componentes quimicos do 6leo da Ocimum
minimum;
o Utilizar cada substancia, isoladamente, para testes farmacologicos;
e Descrever o mecanismo de acédo envolvido na protecdo da mucosa
gastrica;

e Avaliar a toxicidade crénica do 6leo.



