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RESUMO

Ocimum campechinum Mill pertence & familia Lamiaceae é comumente utilizada na
culinéria e na medicina popular no Nordeste do Brasil. Esta espécie, é conhecida popularmente
como “alfavaca do campo” e “alfavaca de galinha”, sua composi¢do quimica ¢ rica em 0leos
essenciais, que sdo metabolizados principalmente em suas folhas, inflorescéncias e sementes.
Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial toxicolégico e
farmacoldgico do extrato hidroalcéolico de Ocimum campechianum. Para realizacéo do estudo
toxicoldgico foram utilizadas larvas de Artemia salina Leach, os ensaios foram realizados em
triplicata e as larvas foram obtidas a partir da incubacdo de 20 mg de cistos, sob luz artificial
por 48 horas. Grupos de 10 a 13 metanauplios foram expostos a diferentes concentracdes (50 a
1000 pg/mL) do extrato hidroalcéolico e os percentuais de mortalidade das larvas foram
determinados apds 24 horas de exposicdo. O estudo toxicoldgico agudo foi realizado utilizando
fémeas de camundongos Mus musculus. As fémeas apresentaram peso corporal entre 35 e 45
e com idades entre 90 e 120 dias. Para avaliar a toxicidade aguda do extrato de Ocimum
campechinum e determinar a Dose Letal (DL50) da amostra botanica utilizou-se a metodologia
do guia OECD 423/2001, a qual determina utilizar doses fixas de 2.000, 300, 50 e 5 mg kg -1
comegando com um dose de 2.000 mg kg-1. Os camundongos foram mantidos em gaiolas, em
condicdes controladas de iluminagdo (12 horas de fotofase) e temperatura de 22 £ 2 °C. A
alimentacdo foi suspensa 12 horas antes dos ensaios e a agua ad libitum. O extrato foi
solubilizado com agua destilada, antes da administracdo e a solugédo estoque do grupo controle
foi apenas agua destilada. Para administracdo por via oral a solucdo foi introduzida no trato
digestorio dos animais, através de uma canula metélica. Apés aplicar a dose de 2.000 mg kg-1
, foi determinada a DL50 e estimada a categoria toxicologica do extrato, seguindo as
especificacdes dos guias GHS e OECD. Os sinais clinicos manifestados pelos animais foram
observados e registrados individualmente, apds as administragdes por um periodo de 60
minutos e, posteriormente, a cada 24 horas, no total de 14 dias. O ensaio toxicoldgico sobre
Artemia salina apresentou uma CL50 del131 pg /ml, indicando moderada toxicidade do extrato
hidroalcoolico de Ocimum campechianum. Em relagcdo ao ensaio toxicoldgico agudo sobre
camundongos Mus musculus, o extrato hidroalcéolico revelou uma DL50 estimada de 2.500
mg kg-1, sendo portanto classificada na categoria 5 (auséncia de toxicidade). Quanto aos sinais
clinicos, foram observados efeitos relacionados ao sistema nervoso central e caracterizados
como efeitos estimulantes como movimento circular, espasmos, movimento de vibrissas,

movimento estereotipado e saltos. Sendo estes sinais 0s mais intensos. Além desses sinais,



outros efeitos intensos foram observados e relacionados ao sistema nervoso autbnomo como
postura estatica, reacdo de fuga, distensdo abdominal e piloerecdo. A partir dos resultados
toxicoldgicos obtidos, o extrato hidroalcdolico de Ocimum campechianum apresenta-se atoxico
e podera ser indicado para uso em formulacGes farmacéuticas e utilizacdo popular.

Palavras-chave: bioensaio; extratos vegetais; toxicologia.



ABSTRACT

Ocimum campechinum Mill belongs to the family Lamiaceae is commonly used in
cooking and folk medicine in northeastern Brazil. This species, is popularly known as "field
alphacow" and "chicken alfavaca™ its chemical composition is rich in essential oils which are
metabolized mainly in their leaves, inflorescences and seeds in view of the above, this study
aimed to evaluate the toxicological and pharmacological potential of hydroalcoholic extract de
Ocimum campechianum Artemia larvae leache were used to carry out the toxicological study
the trials were performed in triplicate and the larvae were obtained from the incubation of 20
mg of cysts, under artificial light for 48 hours. Groups of 10 to 13 metanaupliums were exposed
to different concentrations (50 to 1000 pug/mL) hydroalcoholic extract and larvae mortality
percentages were determined after 24 hours of exposure. The acute toxicological study was
conducted using females of Mus musculus mice. Females had body weight between 35 and 45
g and aged between 90 and 120 days To evaluate the acute toxicity of Ocimum campechinum
extract and determine lethal dose (LD50) botanical sample used the methodology of guide
OECD 423/2001, which determines to use fixed doses of 2,000, 300, 50 and 5 mg kg -1 The
mice were kept in cages under controlled lighting conditions (12 hours of photophase) and
temperature of 22 + 2 °C Feeding was suspended 12 hours before the tests and the water ad
libitum. The extract was solubilized with distilled water, before administration and the stock
solution of the control group was only distilled water . For oral administration, the solution was
introduced into the digestive tract of the animals, through a metal cannula. After applying the
dose of 2,000 mg kg-1, the LD50 was determined and the toxicological category of the extract
was estimated, following the specifications of the GHS and OECD guides The clinical signs
manifested by the animals were observed and recorded individually, after administrations for a
period of 60 minutes and, later, every 24 hours, for a total of 14 days. The toxicological assay
on Artemia salina presented a LC50 of 131 ug /ml, indicating a average toxicity of the
hydroalcoholic extract of Ocimum campechianum .In relation to the acute toxicological assay
on Mus musculus mice, hydroalcoholic extract revealed an estimated LD50 of 2,500 mg kg-1,
and therefore category 5 (no toxicity). As for clinical signs, effects related to the central nervous
system were observed and characterized as stimulating effects such as circular movement
spasms, movement of vibrissas, stereotypical movement and jumps. These are the most intense
signs In addition to these signs, other intense effects were observed and related to the autonomic

nervous system such as static posture, breakout reaction, bloating and piloeretion Based on the



toxicological results obtained, the hydroalcoholic extract of Ocimum campechianum is
nontoxic and may be indicated for use in pharmaceutical formulations and popular use.

keywords: bioassays; plant extract; toxicology.
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1 INTRODUCAO

Segundo Correa (2004), as antigas civilizagGes orientais j& demonstravam bastante
interesse pelo uso e conhecimento de plantas medicinais. Como da cultura chinesa que tem
utilizado do conhecimento popular de ervas medicinal durante os ultimos cincos séculos, 0s
romanos usavam largamente as plantas para a higiene e como relaxante muscular durante o
banho, enquanto que os antigos egipcios (mais sofisticados) e respeitados no campo da
medicina primitiva possuiam uma rica farmacopeia baseada no uso das plantas. Na Grécia
Antiga, Hipdcrates ja recomendava a utilizacdo de remédios de origem vegetal para diversos
tipos de doencas (CAMPELO, 1990) Hipocrates, considerado o pai da medicina, nascido ha
460 anos a.C., mencionou em seus registros cerca de 300 a 400 plantas medicinais (YUNES,
PEDROSA e CE- CHINEL, 2001; BANDONI e CZEPACK, 2008; CANTER et al, 2005).

Cotidianamente, 0 uso de plantas medicinais ou ervas esta crescendo na maioria dos
paises do mundo ocidental e oriental. Este uso é baseado principalmente na ideia de que as
plantas sdo um meio de tratamento natural para doencas cronicas. Ao longo dos séculos, as
tradicbes humanas trouxeram um vasto conhecimento de uso de plantas medicinais. Embora
certas praticas parecam estranhas e madgicas, outras, pelo contrario, parecem mais
fundamentadas e mais eficientes. No entanto, todas elas visam superar o sofrimento e melhorar
salde humana (BANDONI e CZEPACK, 2008; LEHMANN, 2013).

O Brasil tem reconhecidamente, uma das maiores biodiversidades de plantas medicinais
do mundo, onde um bom percentual pode possuir qualidades terapéuticas. Porém um percentual
infimo ja foi estudado (RIZZO, 1990, MARTINS et al., 1994; CALIXTO, 2003; ALVES,
2013).

Muitas espécies aromaticas tém grande valor econdmico no seu uso como condimentos
alimentares e também como medicamentos. Até 1959 era ignorada a importancia destes 0leos
essenciais e sO depois de 1978 essa importancia foi sensivelmente elevada, o que pode ser
observado no volume de 13.300 toneladas de exportacdo de plantas aromaticas para todo o
mundo (CRAVEIRO, 1981; ALBUQUERQUE, 1997; EFFENBERGER, BREYER e
SCHOBERT, 2010; ADORJAN e BUCHBAUER, 2010).
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2 REFERENCIAL TEORICO

O uso das plantas medicinais terapéuticas é uma das mais antigas praticas da civilizacao.
Esta utilizacdo ndo se restringe apenas as zonas rurais ou a regides onde a assisténcia médica e
farmacéutica é precaria; € também adotada no ambiente urbano, como uma forma
complementar ao uso dos medicamentos alopaticos quimicos (VEIGA-JUNIOR, 2005) Varios
estudos tém demonstrado a potencialidade e a eficicia das plantas medicinais no combate a
diversas doencas cronicas Estima-se que 85% das substancias quimicas extraidas de vegetais e
indicadas para fins terapéuticos derivam de espécies de plantas utilizadas na medicina
tradicional. Este conhecimento atrelado a modernos equipamentos tem acelerado o processo de
desenvolvimento de novos farmacos derivados de plantas (RANGEL; BRAGANCA, 2009;
SAKLANI ; KUTTY, 2008).0 Brasil detém um terco da flora mundial e a maior reserva do
planeta de produtos naturais com agdo fitoterapica, e com isso a oportunidade de estabelecer
um modelo de desenvolvimento préprio na area da salde e uso de plantas medicinais e
fitoterapicas.Contudo das 60.000 espécies vegetais superiores catalogadas no pais, apenas 6 %
8% foram estudadas para pesquisas decompostos bioativos e 1.100 espécies foram avaliadas
em suas propriedades medicinais (SANTOS et al., 2011)

Estudos etnobotanicos permitem conhecer a interacdo entre 0 homem e a natureza,
e as possiveis aplicagdes das plantas medicinais na medicina popular (DAVID & PASA,
2017). Ja a etnofarmacologia contribui para a descoberta de novos compostos fitoquimicos
com ac¢des farmacoldgicas, fornecendo dados importantes a respeito da seguranca na utilizacao
de medicamentos extraidos da flora nativa e invasora (Pio, et al., 2018).

Para Carneiro et al. (2014), disse que o efeito de uma erva medicinal é determinado pela
forma farmacéutica, a qual espécie é usada, desde sua posologia e preparo. Assim, para se ter
uma garantia no uso desses bioativos e remédios derivados deles € necessario ndo apenas
medidas de controle, mas a realizacdo de campanhas que visem informar a consumidores
de seus riscos e beneficios, Estudos com plantas medicinais alternativas tem merecido
cada vez mais atencdo, devido as informacdes que fornecem a ciéncia(Lemnis.,2016)

A fitoterapia € uma forma de tratamento simples e natural, onde busca-se tratar
ou prevenir doencas a partir da preparacao de vegetais ou aos principios ativos que deles possam
ser extraidos (BRANDAO, 2015).

As investigacOes cientificas com plantas medicinais envolvem inimeros elementos,

sendo um deles o proprio carater inter e multidisciplinar que, se por um lado, representa
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problemas, obstaculos e cuidados, por outro, permite aos pesquisadores obterem conhecimentos
mais amplos e ricos que aqueles obtidos em linhas especificas de pesquisa.

No territério brasileiro € comum que as ervas nativas sejam utilizadas sem o devido
conhecimento de suas reais propriedades farmacoldgica e homeopaticas . diversas vezes,
inclusive, a planta usada apresenta fins terapéuticos diferentes do objetivo de uso, sdo utilizadas
de maneiras incorretas e acabam ndo realizando os efeitos esperados . Por isso se torna
necessario pesquisas e estudos sobre a finalidade de cada planta no organismo. A OMS diz ser
fundamental pesquisas sobre as plantas medicinais e sobre seus principios quimicos naturais,
garantindo, portanto, sua eficacia. Em 2006, o Ministério da Salde do Brasil aprovou pela
portaria n° 648 a Politica Nacional de Atencdo Basica, que inclui plantas medicinais no SUS
(BATTISTI et al. 2013; JUNIOR et al., 2005)

O estudo das plantas tdxicas vem ganhando importancia, pois, além de esclarecer
diferentes aspectos dos casos de intoxica¢cdes pode ainda fornecer compostos lideres para o
desenvolvimento de farmacos. As plantas podem causar reacOes diversas,desde alergias na pele
e mucosas, até distarbios cardiovasculares, respiratdrios, metabolicos, gastrintestinais,
neuroldgicos e em alguns casos o obito (VVasconcelos et al .,2009)

Por isso a investigacdo toxicoldgica se torna tdo importante, para amenizar 0S riscos
cometidos ao se usar um extrato ou fitoterapico indevidamente além da sua fracdo indevida
aquém do permitido ou efeitos cumulativos no organismo ao longo do tempo resultando muitas
vezes em Obito .para isso um estudo através da CLsg E DL 5o se torna eficaz na pesquisa clinica
com bioativos e extratos de ervas medicinais orientando no uso racional da fracdo utilizada

Atenuado o efeitos deletérios utilizando a medida correta em sua utilizagao .
2.1 Estudo Botéanico

A familia Lamiaceae pertence a ordem Tubiflora sendo composta de uma diversidade

de 200 géneros e cerca de 3.200 espécies, dentre estas a hossa espécie de estudo.
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Figura 1 — Folhas e Inflorescéncia de Ocimum campechianum Mill

Fonte: Propria do autor.

Segundo Almeida e Albuquerque (2002) a planta Ocimum campechianum

Mill. ou Ocimum micranthum Willd.: “Descreve-se como uma erva de 10 - 60 cm de altura,

ciclo anual ou perene, formada de base lenhosa, ramos eretos de secgdo quadrangular, glabros,
subglabros ou pilosos, com indumento formado por pelos retrorsos, ou com pelos eretos e
adpresos dispostos em faces opostas, as vezes com pelos maiores sobre os nés. Folhas 1,5 - 11
x 0,8 - 6,5 cm, ovaladas ou amplamente oval-lanceoladas, serreadas, agudas ou cuspidadas, de
base atenuada, punteado-glandulosas, pubescentes ou subglabras; peciolos 0,4-6,0 cm pilosos,
as vezes somente na face adaxial. Inflorescéncia de 3-20 cm de tamanho, delicada, robusta,
ramificada, ramos laterais menores ou iguais ao principal. Verticilos separados entre 0,4 a 2,0
cm; eixo da inflorescéncia sem cicatrizes negras; bracteas 4 - 7 x 2,5 - 5,5 mm. Persistentes,
eretas, ovaladas, inteiras, agudas ou cuspidadas, algo cuneadas, pilosas nos bordos; pedicelos 1
- 2,5 mm eretos, levemente achatados, horizontais, ligeiramente curvados, pilosos. Calice 3 - 4,5
mm na antese, horizontal, algo reflexo, pubescente ou puberulento na face abaxial, labio superior
grande, decorrente até a base, arredondado no apice; lobos médios do labio inferior estreitamente
lanceolados, cuspidados ou brevemente aristados, lobos laterais deltoides, cuspidados; célice
frutifero 6- 9 mm. Ligeiramente reflexo, de boca aberta, labio superior acrescente. Corola 4 - 5
mm, branca, internamente purpurea, incluida no célice, mesmo que algumas vezes o ultrapasse
um pouco. Tubo reto, glabro até a base, ligeiramente infundibuliforme, lobos do labio superior
arredondados, labio inferior oblongo, inteiro ou levemente sinuoso, de puberulento a pubescente
dorsalmente. Estames exertos entre 1,5 e 3 mm, 0s posteriores grandes, glabros e sem apéndices.
Ovério glabro. Nuculas de até 1,5-2 mm, oblongas, uniformemente marrons; pericarpo
granuloso, provido de uma copiosa quantidade de mucilagem de aspecto leitoso (ALMEIDA e
ALBUQUERQUE, 2002).
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O O. campechianum Mill usada na culinaria e na medicina popular no Nordeste do
Brasil, conhecida popularmente como alfavaca do campo, e alfavaca-de-galinha, é rica fonte
de dleos essenciais presentes nas folhas, inflorescéncias e sementes da planta adulta. Foram
identificadas as substancias: eugenol, metil-eugenol, elimicina e linalol, com propriedades
medicinais, aromaticas e condimentares, sendo por estas causas reconhecidas e empregadas na
Medicina Popular e na culinaria regional (CHARLE et al, 1990; ECKELMANN, 2002;
AMARAL & SILVA, 2003; SILVA et al., 2004; ZOGHBI et al., 2007; EDRIS, 2007).

2.2 Estudo Fitoquimico

Corroborando os estudos de Eckelmann (2002), Amaral e Silva (2003), Silva e
colaboradores (2004), Sousa (2004) e Zoghbi e colaboradores (2007), Bichara Junior e
colaboradores (2014) reafirmaram ter encontrado pelo método de Clevenger modificado e
original os mesmos componentes eugenol, metil-eugenol, elimicina e linalol. O fenilpropandide
metileugenol foi o constituinte mais abundante encontrado em todos os 6leos obtidos, em
segundo lugar foram os hidrocarbonetos sesquiterpénicos f-cariofileno (5,34% - 7,53%), B-
elemeno (2,17% - 3,67%), B-selineno (3,85% - 4,66%) e a- selineno (2,43% - 3,41%).

A Tabela N °01 apresenta a composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas/ramos de
Ocimum campechianum Mill, em ordem crescente de seus respectivos indices de retencéo Luis
Baia Figueiredo et ., (2016) O espécime foi cultivado no municipio de Abaetetuba, Para. As
folhas/ramos do material botanico ainda fresco foram secas em estufa com ventilagdo constante

a 35°C. O oleo essencial foi obtido em duplicata por hidrodestilacdo, utilizando-se a

metodologia descrita por Maia e Andrade (2009).

Quadro 1 - Substancias encontradas em diversas espécies de Ocimum campechinum Mill

IR COMPOSTO FOLHAS /RAMOS
978 Octen-3-ol 0,060

1029 Limoneno Tr

1026 1,8-cineol 0.09+0

1035 z-B — ocimeno 0.19+0.03

1044 E-B — ocimeno 0.03x0

1128 Alfo-ocimeno 0.03+0




1199 Metilchavicol 0,430
1334 a- elemeno 0,360
1350 Eugenol 0,19+0
1388 B- elemeno 3,99+0,03
1407 Metileugenol 85,220
1418 B-cariofileno 0,16+0
1428 Y - elemeno 0,02+0
1453 a-humuleno 1,24+0
1486 B-silineno 3,530
1493 a-Silineno 2,830
1628 Selin-11-en-4a-ol 0,13+0
1649 B- eudesmol 0,080
1608 Epoxido de humuleno Il 0,01£0
1590 Globulol 0,03+0,02
1582 Oxido de cariofileno 0,09+0
1545 Espatulenol 0,05+0
1548 Elemol 0,03+0
1520 7- epi-a- selineno 0,02+0
1509 a-Busneseno 0,230
1476 - chamicreno 0,07+0
1464 9- epi-p — cariofileno 0,16+0
Monoterpenos Hidrocarbonetos 0,25+0,03
Monoterpenos oxigenados 0,09+0
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 12,5740,12
Sesquiterpenos oxigenados 0,42+0,02
Metileugenol 85,840
Total 99,23

IR (C) :Indice de Retengdo calculado ; tr : tragos
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O quadro 2 mostra alguns componentes quimicos ja isolados e identificados em espécies

pertencentes ao género Ocimum.



Quadro 2 - Componentes quimicos ja isolados e identificados em espécies pertencentes ao

género Ocimum Campechinum Mill

Espécie Principais Constituintes Quimicos Referéncia
O.americanun Metil cinamato Gongalves et
al.,2015

O.basilicum

Linalol,metil chavicol,metilkl cinamato,linalol.1,8

cineol,inalol, metil chavicol, metil cinamato, metikl chaviol

Pitaro et al.,2012
Araujo et al.,2017

O.capmpechianum

1,8cineol,B-cariofileno, elemenos,eugenol,B-cariofileno,

elimicina,1,8 cineol,metileugenol, sesquiterpenos,alcaloides

Simon ,2000

O.canum

Canfora ,Jlimoneno, metil

cinamato,inalol,confora, 1,8cineol,metilcinamato,B-pireno

Simon et al.,2004

O.citriodorium

Citral,geraniol.citral

Darrah,1980
Simon et al., 1990

O.gratissimum

Eugenol, Timol,eugenol,ocimeno,eugenol, Timol

Evangelista L.Vet

al 2020
O.kilmandscharium Canfora ,limoneno,1,8-cineol HM Ali et al,
1,8-cineol 2021
O.sanctum Eugenol,p-cariofileno Pattanayak P et
metil eugenol,f-cariofileno al., 2010
eugenol,B-cariofileno,B-elemeno
O,trichodon Eugenol Janssen et al.,2004
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*Especies coletadas no Brasil,introduzidas e cultivadas na Universidade de Purdue nos Estados

Unidos.
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3 ESTUDO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

3.1 Acao inseticida

Atividade larvicida do 6leo essencial de Ocimum campechianum Mill contra as larvas
do mosquito Aedes aegypti, principal vetor de arbovirus causador da febre amarela, dengue,
Chikungunya e Zika sdo amplamente distribuidos todo 0 mundo, nos tropicos e subtropicos.
Estudo de atividade larvicida frente a fase larvéria de Aedes aegypti foi desenvolvida por
Scalvenzi e colaboradores com étimos resultados. Os estudo promissores foram realizados in
vitro , onde A sensibilidade aos 6leos essenciais foi medida de acordo com o protocolo da OMS.
Apbs 24 horas, a porcentagem média de mortalidade variou de 2,2 a 100% para O.
Campechianum com uma DLsp de 69,3uL-mL(-1)mostrando uma atividade larvicida rapida e
eficaz (TCHOUMBOUGNANG, 2009; AKONO NTONGA, 2014; SCALVENZI, 2019).

3.2 Atividade antioxidante

Segundo Tacchini e colaboradores ( 2021) foram testados os extratos (metandlico e
etandlico a 70%) e o 6leo essencial (OE) de Ocimum campechianum Mill. (Equador) folhas e
ramos quimicamente, também estudados quanto a sua atividade bioldgica in vitro. A atividade
anti-oxidante (sequestrante radical), realizada por espectrofotometria 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) e 2,20-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico acidos) (ABTS),
apresentou valores ICso significativos para o EO, extratos e seus principais constituintes
(eugenol e acido rosmarinico).

Quanto a atividade antioxidante, todos os extratos apresentaram notavel capacidade
antioxidante em ambos os testes realizados (DPPH e ABTS). Em particular, OE quecontem de
44% de eugenol mostrou a maior atividade de eliminagdo de radicais em ambos 0s ensaios com
um ICsp de 7,7+- 0,1 g / mL contra DPPH e 3,18 + - 0,29 g/ mL contra ABTS, ambos proximos
ao valor obtido com o controle positivo (Trolox). Os extratos etanélico e metandlico sdo ricos
em acido rosmarinico, apresentando valores de 1Cso proximo a Trolox substtancia de referéncia.
Desta forma os resultados confirmaram propriedades antioxidantes muito promissoras para
todos os extratos. A presenca consideravel de &cido rosmarinico e eugenol (bem conhecidos na
literatura por seu potencial de saude), e os estudos ja em andamento para explorar o alto poder
antioxidante potencial das duas Gltimas moléculas sugere que esses resultados podem ser

considerados confiaveis e boas perspectivas para o uso de O. campechianum, medicamento
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bruto e extratos, no mercado de saude e bem-estar (NAVARRO et al, 2002; JIN. Et al., 2012;
AMORATI; FOTI e VALGIMIGLI, 2013; DE ARAUJO et al., 2018).

3.3 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana, dos extratos brutos, benzénico EBF( 10%, p/v) e metandlico
EMF(10%, p/v), de folhas , caules,inflorescencias ndo se mostraram ativos contra
Staphylococus aureus Os estafilococos s@o importantesagentes causadores de mastites,
destacandose entre eles o Staphylococcus aureus, comoMicrococuscocus flavus, Escherichia
coli, Enterobacter sp., Candida albicans, Candida krusei (Sousa, 2004).

CAAMAL-HERRERA e colaboradores (2018) testaram dois extratos, um etanolico e
outro aquoso das folhas de O. campechianum, frente a Candida albicans ambos o0s extratos
sensibilizaram o microorganismo porém foi ao etandlico a Candida albicans foi mais
suscetivel. Testando contra o Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Pseudomonas
aeruginosa, notaram um efeito antiproliferativo significativo (p <0,05). Esses ensaios
mostraram que baixas concentracdes de 6leo essencial e extratos de Ocimum micranthum Willd
ou Ocimum campechianum Mill. das folhas s&o suficientes para causar um efeito
antiproliferativo na linha celular hFB, mas ndo teve efeito antimicrobiano contra 0s
microrganismos testados.

O estudo de Tacchini e colaboradores (2021) mostra que o componente eugenol teve
atividade notavel contra Pseudomonas syringae e um efeito discreto contra cepas clinicas do

género Candida, com possivel sinergismo em associagao ao fluconazol.

3.4 Atividade antitumoral

Segundo estudos de Sousa (2004) a atividade antitumoral de O.campechianum Mill.
Mostraram resultados bem promissores, com em uma inibig&o significativa dos tumores
sarcoma 180 (47,34%) e carcinoma de Ehrlich (84,86%).

Fangjun e Zhijia (2018) em seus estudos evidenciaram que o eugenol, componente
majoritario em varios perfis fitoquimicos do dleo essencial de O. campechianum Mill.( Bichara
Junior, 2014) inibiu a viabilidade celular em células de cancer de pulmdo e que notadamente
prejudicou a migracdo e invasao celular. Finalmente, os niveis de expressao de fosfato-Akt e
MMP-2 em células de cancer de pulmao foram reduzidos ap6s o tratamento com eugenol. Estes
trabalhos demonstraram os papéis supressores tumorais do eugenol na proliferagdo, migracéo

e invasdo de células cancerigenas de pulmao, parcialmente através da via PI3K / Akt e da


https://pt.wikipedia.org/wiki/Mill.
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atividade de MMP in vitro. Afirmaram que tais resultados sugerem o eugenol como potencial

agente quimioterapico contra cancer de pulmao humano.

3.5 Atividade Toxicologica

De acordo com Rodrigues et al. (2001), os compostos sintetizados pelas plantas
medicinais , a partir dos nutrientes recebidos do ambiente fisico , podem apresentar
propriedades terapéuticas, ou mesmo provocarem reacGes toxicas nos seres vivos, a depender
da dosagem utilizada. Esses compostos, produzidos por plantas medicinais, sao denominados
principios ativos. Sdo multiplos os grupos de principios bioativos produzidos pelas ervas
medicinais, podendo ser separados pelas caracteristicas fisicas, propriedades quimicas e
atividades bioquimicas. Os alcaloides, compostos fendlicos e terpenos sao as classes quimicas
gue apresentam maiores potencialidades, muitos deles com propriedades farmacologicas.

Em um experimento de Santos et al. (2001) que realizado com o dleo essencial de
manjericdo (Ocimum basilicum), sobre fémeas ingurgitadas de R. (Boophilus) microplus,
utilizando as seguintes concentracdes 1; 5; 10; 25; 50 e 100% do 6leo essencial de manjericdo
foi observado que obtiveram a eficiéncia quimica do produto de 28; 38; 36; 62; 100 e 100%
respectivamente, sendo comprovada sua atividade carrapaticida (SANTOS et al., 2012). Em
outra pesquisa realizada por Valazquez (2011), com Cuminum cyminum, Pimenta dioica e 0
6leo essencial do O. basilicum observou-se que as espécies C. Cyminm e P. Dioica foram
toxicas para as larvas do R. (B.) microplus. Foi constatado que O. basilicum tem entre seus
constituintes o linalol (30,61%), o estragol (20,04%), o a-farneseno (6,96%), o eugenol (6,61%)
e 0 1,8-cineol (6,2%), todos possuindo atividade repelente. foram analisados os constituintes
quimicos presentes nas folhas do éleo identificados como sesquiterpenos (33,9%), cujos
componentes principais foram: germacreno D (10,1%), B-bourbonene (9,5%), trans-o-
cariofileno (7,8%), a-bulnesene (7,1) e aguaiene (5,6%). Seis compostos foram identificados
como sesquiterpenos oxigenados (10,7%), onde epi-a-murolol (2,0%) e 11-selineno-4-a-ol
(1,1%) Padalia RC et al.,2011.

Para Simdes et al. (2010), a toxicidade de alguns compostos dos 6leos volateis de género
Ocimum constitui uma protecdo contra predadores e infestantes. Por exemplo, o mentol e
mentona sdo inibidores do crescimento de varios tipos de larvas. Também existem evidéncias
que alguns insetos utilizam partes desses 6leos sequestrados para exercer a¢do protetora contra
predadores. Assim, os vapores de certas substancias como citronelal e a-pineno podem causar

certa irritacdo suficiente em um predador para fazé-lo desistir de sua presa.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliacdo da atividade bioldgica toxicologica, e investigacdo da espécie Ocimum

campechianum Mill.

4.2 Especificos

» Realizar ensaios de toxicidade aguda do extrato bruto das folhas;

« Auvaliar a atividade toxicologica do extrato bruto das folhas .
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Coleta de Material Vegetal

As folhas de Ocimum campechianum mill. Foram coletadas em serra negra -
palmeirinha, localizada na cidade de bezerros, Pernambuco imagem N°1. As folhas, caule e as
sumidades florais foram triturados e massageasse manualmente colocados numa solugéo
alcodlica, permanecendo em contato com o solvente por um periodo de 20 dias temperatura
ambiente, sendo o conjunto agitado manualmente esporadicamente, e mantido ao abrigo da luz.

O liquido de extracdo foi filtrado e concentrado a vacuo em um evaporador rotativo
acoplado a uma bomba de vacuo sob temperatura constante de56¢°, obtendo-se assim o extrato

bruto pilular imagem da figura 2.

Figura 2 - Serra Negra-Bezerros-Pernambuco

.

@ ECologico

3 dl(JUE
la Serra Negra

Fonte: Google Maps-8.1022908/-35.8968765
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Figura 3 - Extrato pilular Ocimum campechinum

Fonte: Do autor.

5.2 Atividades toxicologicas

Toxicidade € a propriedade quimica de uma substancia ou bioldgica associada a sua
exposicdo. (SPRADA,2018). Tem por objetivo caracterizar quantitativamente a relacdo dose
/resposta que conduz ao calculo da DL50 (Dose letal 50%) ou CL50 (Concentracdo letal
media). (BARROS; DAVINO, 2008; OGA,2014). Quando nos referimos a toxicologia,
algumas definic¢Oes sdo levadas em consideracdo, por exemplo, toxicidade aguda e cronica. A
primeira resulta da exposi¢do a um agente toxico, em um curto periodo, capaz de promover 0s
efeitos indesejaveis, que vao desde uma simples tontura até mesmo a morte. Ja a toxicidade
cronica estd relacionada a exposigdes repetidas, de longa duracdo(exposicdo) e doses
frequentemente insuficientes para provocar uma intoxicacdo aguda, com os sintomas podendo
manifestar-se apds meses ou anos a partir do contato com o agente téxico. Vale a pena ressaltar
que uma mesma substancia pode provocar intoxicacdo aguda e apds certo tempo, desencadear
uma intoxicacdo cronica. Diante do referido cenario da utilizacdo de plantas medicinais como
uma alternativa na busca de novos agentes terapéuticos, a determinacédo da toxicidade aguda é

0 primeiro passo nas investigacdes toxicoldgicas.
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5.3 Ensaio e toxicidade in vivo - Artemia salina Leach

Neste ensaio biologico foram utilizadas larvas de Artemia salina, obtidas a partir da
incubacdo de cerca de 20mg de cistos, sob luz artificial por 48 horas. Grupos de 10 a 13
metanauplios foram expostos aos ensaios foram feitos e triplicata. Os dados foram plotados em
graficos e com isto foi interpolada a CL50 diferentes concentracdes (50 a 1000 pg/ml).

Da solucdo mae previamente preparada, foram feitas diluicbes sucessivas chegando-se as
demais concentracoes: 1,25, 2,5, 6,25 e 12,5 mg/ml. Figura N°4 . Apds essas 24 horas, foram
coletadas com uma pipeta de Pasteur, 10 larvas de metanauplios e transferidas para um tubo
graduado, contendo 400 ul de cada concentragdo do extrato e completadas para 10 ml com agua

do mar e agua destilada (50%/50%).

Figuras 4 - Diluigdes sucessivas do extrato pilular Ocimum camoechinum

Fonte: Do autor
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6 ENSAIOS TOXICOLOGICOS

6.1 Obtencdo dos Camundongos

Camundongos Mus musculus foram oriundas do Biotério do Laboratério de
Farmacologia e Cancerologia Experimental do Departamento de Antibiéticos da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), pesando entre 35 e 45 gramas e com idades entre 90 e 120
dias. Os testes de toxicidade aguda foram efetuados apds a aprovacdo do Comité de Etica no
Uso Animal (CEUA) da UFPE. O manejo e cuidado com 0s animais seguiram 0s principios

éticos da experimentacdo animal segundo critérios estabelecidos pelo CEUA.

6.2 Avaliacdo da atividade toxicoldgica aguda

Para avaliar a toxicidade aguda do extrato de Ocimum campechinum Mill e determinar
a Dose Letal (DLso) da amostra botanica utilizou-se a metodologia preconizada pelo Globally
Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals (GHS) (2011) e pela
Organization for Economic Co-operation and Development (OECD), adotando-se o guia
OECD 423/2001, o qual determina utilizar doses fixas de 2.000, 300, 50 e 5 mg kg*. Segundo
a OECD, deve-se iniciar o bioensaio com a dose de 2.000 mg kg, caso ndo haja mortalidade
ou sinais clinicos intensos nos animais, recomenda-se a ndo utilizacdo das demais doses. Os
experimentos foram conduzidos no Laboratério de Farmacologia e Cancerologia Experimental
do Departamento de Antibidticos da UFPE. Para realizacdo do bioensaio, as fémeas adultas de
camundongos foram separadas em dois grupos compostos por trés animais cada grupo, sendo
trés animais destinados a dose de 2.000 e administrados por via oral, e trés animais separados
para o grupo controle, também administrados por via oral.

Os camundongos foram mantidos em gaiolas de polipropileno, em condicdes
controladas de iluminacgéo (12 horas de fotofase) e temperatura de 22 + 2 °C. A alimentacao foi
suspensa 12 horas antes dos ensaios e a agua foi liberada ad libitum. O extrato foi solubilizado
com agua destilada, antes da administracdo e a solucéo estoque do grupo controle foi apenas
agua destilada. Para administracdo por via oral a solugéo foi introduzida no trato digestorio dos
animais, através de uma canula metalica (método de gavagem). O manejo e cuidado com 0s
animais seguiram 0s principios éticos da experimentacdo animal segundo critérios
estabelecidos pelo CEUA. Apds aplicar a dose de 2. 000, foi determinada a DLso e estimada a

categoria toxicoldgica do extrato, seguindo as especificacbes dos guias GHS e OECD.
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Os sinais clinicos manifestados pelos animais foram observados e registrados
individualmente, apds as administracdes por um periodo de 60 minutos e, posteriormente, a
cada 24 horas, no total de 14 dias. Os sinais clinicos observados foram as reacOes
comportamentais relacionadas com o Sistema Nervoso Central (SNC) (efeitos estimulantes e

depressores) e com o Sistema Nervoso Autdnomo (SNA).
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7 RESULTADOS E DISCUSSOES

A avaliacdo da toxicidade aguda do extrato de Ocimum campechinum Mill
,administrado em camundongos pela via oral, apresentou diversos sinais clinicos, como
demostrado na Tabela 1, efeitos comportamentais e mortalidade em camundongos
administrados oralmente com o extrato obtido de Ocimum campechinum Mill, em relacdo a

dose de 2.000 mg kg e o grupo controle.

Tabela 1 - Efeitos comportamentais e mortalidade em camundongos

Sinais Clinicos Via oral (mg kg™)
2.000 GC!

1. Sistema Nervoso Central
Auséncia de coordenacdo motora - -
Convulséo ténica cronica - -
Parada cardiorrespiratéria - -
Refluxo + -
1.1 Efeitos estimulantes
Agressividade - -
Ambulacdo aumentada - -

Aumento da respiracéo ++ -
Autolimpeza + -
Escalar + -
Movimento circular +++ -
Erecdo de cauda - -
Espasmos +++ -
Frémito vocal - -
Inversdo de macha + -
Irritabilidade - -
Movimento das vibrissas +++ -
Movimento estereotipado +++ -
Postura de atague ++ -
Postura em garra ++ -
Salto +++ -
Sacudir a cabeca + -

1.2 Efeitos depressores
Ambulacdo diminuida - -

Ataxia - -
Catatonia + -
Cauda em straub - -
Perda do reflexo auricular +++ +
Ptose palpebral + -
Prostracéo - -
Resposta ao toque diminuida + -
Sedacdo - -
2. Sistema Nervoso Autbnomo

Cianose - -
Contorcgdes - -
Diarreia - -
Palidez + -
Postura estatica +4++ -
Reacdo de fuga +++ -
Distensdo abdominal +++ -

Diurese + +
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Edema de focinho ++

Excrecdo fecal + +
Piloerecdo +++ +
Taquipneia - -
Salivacéo - -
3. Mortalidade (%) 0 0

CG! Grupo Controle; Resultado negativo (-), Resultado positivo (+), Resultado positivo moderado (++) e
Resultado positivo intenso (+++).

Fonte: Resultado da pesquisa.

Na Tabela 1, observa-se que o extrato de Ocimum campechinum Mill administrado pela
via oral, na dose de 2000 mg kg ocasionou maior nimero de sinais clinicos relacionados aos
efeitos estimulantes como movimento circular, espasmos, movimento de vibrissas, movimento
estereotipado e salto. Sendo estes sinais 0os mais intensos. Além desses sinais clinicos, outros
efeitos foram observados sob o SNA, sendo postura estatica, reacdo de fuga, distenséo
abdominal e piloerecdo os mais intensos (Tabela 1). Em relacgdo ao SNC o0s animais
apresentaram apenas refluxo como sinal clinico positivo, como demostrado na Tabela 2.

Os animais do grupo controle administrados pela via oral ndo apresentaram sinais
clinicos intensos e moderados, apresentando uma maior quantidade de resultados negativos
(Tabela N°2). Os animais administrados pela via oral, na dose de 2000 mg kg™, assim como,
do grupo controle ndo apresentaram mortalidade (Tabela 2).

A andlise da toxicidade aguda oral do extrato de Ocimum campechinum Mill revelou
uma DLso estimada de 2.500 mg kg, sendo portanto classificada na categoria 5 (auséncia de
toxicidade) de acordo com a escala do sistema Globalmente Harmonizado de Classificacéo e
Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS).

O comportamento estereotipado complexo e o aumento da ambulagéo tratados com o
extrato do Ocimum campechinum, sugere uma possivel atividade sobre 0 SNC considerando
que a atividade locomotora espontanea neno movimento repetitivo estdo relacionados com os
noveis de excitabilidade do sistema (DA COSTA JUNIOR et al ., 2011) relataram em seus
estudos que sinais como locomogdo aumentada podem ser um indicativo de esfeito estimulante.

Segundo Sousa, (2004), a avaliacdo da toxicidade aguda permitiu a observacdo de
varias reagcdes nos animais, como: tremores, piloerecdo, contor¢es abdominais e efeitos sobre
a respiracdo. A DLso resultante, neste ensaio, foi de 1017,4 mg/kg de peso do animal, sabendo-
se que, até a dose 625 mg/kg, o extrato bruto hidroalcodlico (70%) das folhas ndo provocou

morte de nenhum animal, quando administrado por via intraperitoneal.
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7.1 Toxicidade in vivo — Artemia salina

A determinacdo da CLso, que € realizada através do uso de metanauplios de Artemia
salina Leach, fornece um indicativo do nivel de toxicidade de uma determinada substancia. A
literatura refere-se que uma CLso inferior a 1000 pg/mL, Nguta et al. (2011) classificaram os
extratos vegetais, em graus de toxicidade contra larvas de A. salina, conforme intervalo, no qual
sdo considerados com valores de CL50 menores que 100 ug.mL -1 apresentam alta toxicidade,
CLso entre 100 e 500 pg.mL -1 toxicidade moderada, CL50 entre de 500 e 1000 pg.mL-1 fraca
toxicidade e CLsp acima de 1000 pg.mL-1 s8o considerados atdxicos.
Apbs 24 horas de exposicdo da Artemia salina Leach, observou-se que houve moderado
numero de Gbitos na maioria das concentracGes utilizadas da amostra (Figura 5). Desta forma,
através de todos os fatos observados foi comprovado experimentalmente que a amostra

apresentou o valor de CLsp de 131 pg/mL o que apresenta uma toxicidade moderada.

Figura 5 - Programa estatistico GraphPadPrism.
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Fonte: Do autor.

Neste sentido, a utilizacdo de Artemia salina (Figura n°6) como organismo bioindicador
em um teste de toxicidade aguda é um bioensaio que serve tanto como indicador de toxicidade
como de bioatividade de extratos de plantas.

Bioensaios simples tém sido desenvolvidos no intuito de serem usados no
monitoramento de extratos e 6leos essenciais de ervas medicinais, dentre esses, destaca-se a
toxicidade sobre A. salina, que € um bioensaio rapido e conveniente como estudo preliminar no

monitoramento de espécies vegetais bioativas.
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Ele apresenta vantagens como: rapidez, praticidade, simplicidade, baixo custo, requer
pouca quantidade de amostra (PARRA et al.2001).

Figura 6 - Larva de Artemia salina

Fonte:www.alamy.com

7.2 Toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda visa determinar se algumas substancias apresentam carater
nocivo para 0 organismo vivo. Ademas, o teste proporciona subsidios para definir a melhor
dose a ser testada nas atividades farmacoldgicas. Os animais foram tratados com uma dose
Gnica 2000 mg/kg (v.0.) do extrato de Ocimum campechianum mill e observados durante os 14

dias de experimento.

A tabela 2 evidencia os valores de consumo de agua, racdo e ganho ponderal apos 14
dias de experimento. Constatou-se que o Ocimum campechianum mill ndo causou alteracdes
significantes. A massa corporal, o consumo de &gua e racdo do grupo tratado com o Ocimum
campechianum mill ndo mostra diferenca estatisticas em relacdo ao grupo controle tratado com

solucdo Tween ™ 60.

Tabela 2 - Efeito do extrato sobre o consumo de &gua, racéo e peso corporal em
camundongos apos os 14 dias da administracdo oral da dose Unica de 2.000 mg/kg

TRATAMENTO
Parametros Controle Extrato
(Solugé@o H20/Tween™ 60 (2.000 mg/kg)
1%)
Consumo de racéo (g) 17,15+ 2,77 18,01 + 3,62
Consumo de agua (mL) 30,12 £ 5,54 30,27 £ 5,66
Massa inicial (g) 32,33 36,83
Massa final (g) 36,16 40,66
Ganho de Massa (%) 11,8% 10,39%

Fonte: o autor
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Constatou-se, de acordo com tabela de N°3, que o Ocimum campechianum Mill nao
causou alteragdes significantes. A massa corporal, 0 consumo de agua e ra¢do do grupo tratado
com o Ocimum campechianum Mill ndo mostram diferencas estatisticas em relagdo ao grupo

controle.
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8 CONCLUSAO

Conclui-se que de acordo com os dados obtidos da CLso foi comprovado experimentalmente
que a amostra apresentou o valor de CLso de 131 pg/ml, indicando uma letalidade toxicidade
moderada para esta planta. E de acordo com os dados obtidos da DLsg,

Os animais administrados pela via oral, na dose de 2000 mg kg, assim como, do grupo
controle ndo apresentaram mortalidade. Em relagdo ao SNC os animais apresentaram apenas
refluxo como sinal clinico positivo. Esses dados dos ensaios preliminares de toxidade mostram
que o estudo dessa planta Ocimum campechinum Mill se torna muito promissor contribuindo
com resultados positivos e de interesse para inimeras areas de pesquisa. Motivando desta forma

a continuacao de estudos em um futuro préximo.
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