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RESUMO

Ocimum gratissimum (Lamiaceae) € encontrada em regides semi-aridas do
Nordeste brasileiro, sendo conhecida popularmente como alfavaca. As partes medicinais da
planta de onde é extraido o 6leo essencial, correspondente as folhas e inflorescéncias,
apresenta reconhecida atividade antimicrobiana devido ao alto teor de terpenos. Essa pesquisa
mostra o estudo da composicao quimica e a investigacao da atividade antimicrobiana do 6leo
essencial das folhas coletadas as 8:00 horas e 12:00 horas , e inflorescéncias coletadas as 8:00
horas e 12:00 horas de O. gratissimum, avaliando a sua interferéncia sobre a atividade de
alguns antimicrobianos de comprovada eficacia clinica. Os dleos essenciais foram extraidos
por hidrodestilacdo e a identificacdo dos seus componentes feita por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas. O fenilpropandide eugenol foi o constituinte majoritario
em todos os 6leos essenciais analisados, seguido do monoterpeno oxigenado 1,8-cineol. A
atividade antimicrobiana foi testada frente a bactérias Gram-positivas, Gram-negativas,
utilizando linhagens padrdo e isolados clinicos. A avaliacdo da atividade antimicrobiana e
moduladora da acdo dos antibioticos foi realizada pelos métodos de microdiluicdo e da
modulacdo por contato a vapor. O screening antimicrobiano permitiu a observacdo da
sensibilidade de bactérias aos Oleos testados. Pelo metodo da microdiluicdo em caldo, foi
observada a eficacia dos 6leos testados frente as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas,
tanto as de linhagem padrdo quanto os isolados clinicos. Os resultados mostraram que o 6leo
essencial obtido a partir das inflorescéncias coletadas as 8:00 horas apresentou o menor valor
de CIM (128 ug/mL), essa concentracdo sobre bactéria Gram-negativa E. coli Ec 27
multiresistente representa um resultado significativo. Pelo método do contato gasoso, foi
observada uma interessante relacdo, do ponto de vista clinico para todos os 6leos, com 0s
aminoglicosideos, traduzindo em efeitos sinérgicos, e para as tetraciclinas em efeito
antagdnico. Todos os 6leos das folhas e inflorescéncias de O. gratissimum L. apresentaram
atividade antioxidante com melhores resultados para os 6leos essenciais das inflorescéncias.
Conclui-se que O. gratissimum L. representa uma fonte de estudo relevante para a prospeccao

de produtos naturais.

Palavras-chave: O. gratissimum L., Oleos essenciais, atividades antimicrobiana e

antioxidante.



ABSTRACT

The Ocimum gratissimum, Lamiaceae, is found in semi-arid regions of Brazil,
known popularly as basil. The medicinal part of the plant where oil is extracted essentially
corresponds to the leaves and inflorescences, being recognized its antimicrobial activity due
to the high content of terpenes. This research study shows the chemical composition and
investigation of the antimicrobial activity of essential oil from leaves and inflorescences of O.
gratissimum collected in two different periods assessing their influence on the activity of
some antimicrobial drugs of proven clinical efficacy. Essential oils were extracted by
hydrodistillation and the identity of the components made by gas chromatography / mass
spectrometry. The constituents were identified in the essential oil of fresh leaves (EOOGF)
and fresh flowers (EOOGI) used in microbiological testing, the phenylpropanoid eugenol was
the major constituent in all essential oils analyzed by varying the percentage, the oxygenated
monoterpene 1,8-cineole was ranked as the second most abundant component in leaves and
inflorescences. Antimicrobial activity was examined using Gram-positive bacteria, Gram-
negative, the standard strains and clinical isolates. The antimicrobial activity and modulating
the action of antibiotics was performed by microdilution methods and modulation by contact
steam. The antimicrobial screening allowed the observation of the sensitivity of bacteria to the
tested oils. For the broth microdilution method, we observed the effectiveness of the oils
tested against gram-negative and Gram-positive, both for the standard strain and clinical
isolates. being the essential oil obtained from inflorescences collected at 8:00 hours, which
showed the lowest MIC value (128 mg/mL), and this concentration of Gram-negative
bacterium E. coli Ec 27 multiresistant a significant result. By gaseous contact method, we
observed an interesting relationship, the clinical point of view for all oils, with the
aminoglycosides, resulting in synergistic effects and antagonistic effect of tetracyclines. All
oils from leaves and inflorescences of O. gratissimum showed antioxidant activity. When
compared, the inflorescences oils showed antioxidant activity than oils from leaves. We
conclude that O. gratissimum represents an alternative to the pharmaceutical industry in its

search for natural products.

Key words: Ocimum gratissimum L., essential oils, antimicrobial activity and antioxidant.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas pelo homem desde a antiguidade aos
tempos modernos. A busca por alivio e a cura de doencas pela ingestdo de ervas e folhas foi
uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais. O profundo conhecimento do
arsenal quimico da natureza pelos povos primitivos e indigenas pode ser considerado fator
fundamental para o descobrimento de substéncias téxicas e medicamentosas ao longo do
tempo (VIEGAS, BOLZANI & BARREIRO, 2006).

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias organicas
conhecidas. Dentre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal € o que tem contribuido de
forma mais significativa para o fornecimento de metabolitos secundarios, muitos destes de
grande valor agregado, devido as suas aplicacdes como medicamentos, cosméticos, alimentos
e agroquimicos (PINTO et al., 2002; PINTO et al.,, 2005; MONTANARI & BOLZANI,
2001).

O Brasil ndo é somente o pais com maior biodiversidade, mas também possui uma
enorme diversidade cultural e uma flora diversificada com potencial econémico. Contudo,
estudos detalhados s@o necessarios para que se conhegamos o potencial da sua biodiversidade
bem como o impacto do uso intensivo desses bens (ALBURQUERQUE et al., 2008).

A rigueza da biodiversidade da flora brasileira, associada aos levantamentos
etnobotéanicos, etnofarmacoldgicos, farmacognosticos e fitoquimicos, permite aos
pesquisadores isolar compostos biologicamente ativos a partir de diferentes espécies vegetais,
0s quais podem se constituir em modelos tanto para a sintese de farmacos quanto de outros
produtos para aplicacdo agricola ou florestal (BARREIRO & BOLZANI, 2009).

A utilizacdo de plantas medicinais tornou-se um recurso terapéutico alternativo de
grande aceitacdo pela populacdo e vem crescendo junto a comunidade médica, desde que
sejam utilizadas plantas cujas atividades bioldgicas tenham sido investigadas cientificamente,
comprovando sua eficacia e seguranca (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998; KINGHORN,
2001). A Organizacdo Mundial de Saude estima que 65-80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento dependem das plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados
béasicos de saude (WHO, 1998).

Uma das maneiras de se conhecer a composi¢do quimica das plantas € através da
obtencédo dos seus 0leos essenciais. Os Gleos essenciais sdo misturas de constituintes quimicos

de peso molecular e densidade baixa, sendo encontrados na maioria das plantas. Sdo o0s
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maiores responsaveis pelo odor exalado pelas plantas e muitas vezes apresentam atividades
bioldgicas relevantes como, por exemplo, atividades larvicida e antimicrobiana (BURT,
2004).

A espécie O. gratissimum L. é comumente conhecida como alfavaca, utilizada na
medicina popular devido as suas propriedades antissépticas. Os 6leos essenciais de folhas e
inflorescéncias possuem propriedades antimicrobianas (NAKAMURA et al., 1999; SILVA ,
etal., 2010; MATASYOH et al., 2007).

A resisténcia bacteriana aos antibidticos € um problema de saude publica. O
aumento dos casos de resisténcia € amplamente reconhecido como um grave ameaca a saude.
Um exemplo de relevancia clinica sdo as infec¢des causadas por Staphylococcus aureus, tanto
hospitalares quanto domiciliares, apresentando morbidade e mortalidade elevadas (RATTI &
SOUSA, 2009).

Em razdo ao grande aumento da resisténcia de microrganismos patogénicos a
maltiplas drogas, surge a preocupacdo para a procura de novas alternativas terapéuticas.
Nesse contexto as atividades sinérgicas antimicrobianas de 6leos essenciais necessitam serem

estudadas.

O presente estudo justifica-se pela necessidade de buscar novos produtos naturais
para a inddstria farmacéutica, colaborando para a melhoria do arsenal terapéutico de drogas
antimicrobianas. Na industria de alimentos e cosméticos as propriedades antimicrobiana e
antioxidante de 6leos essenciais sdo importantes atributos bioldgicos (BURT, 2004), que
assumem um aspecto relevante para a busca de novos agentes antioxidantes e protetores de

alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a composicdo quimica e as propriedades antimicrobiana e antioxidante

dos 6leos essenciais das folhas frescas e inflorescéncias frescas de Ocimum gratissimum L.

2.2 Objetivos especificos

-Avaliar a composicdo quimica do 6leo essencial extraido das folhas frescas e das
inflorescéncias de O. gratissimum coletadas em dois periodos diferentes do dia;

-Avaliar o espectro de acdo e 0 grau de inibicdo dos 6leos essenciais de O.
gratissimum frente a linhagens de bactérias e verificar a concentracdo inibitéria minima
(CIM) dos 6leos essenciais frente a bactérias padrao e multi-resistentes;

-Avaliar o efeito modulador dos &leos essenciais frente a antibioticos por
microdiluicdo e por contato a vapor, usando bactérias padréo.

-Avaliar a atividade antioxidante dos 6leos essenciais, comparando com o padrdo
Hidroxi Tolueno Butilado (BHT).
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1. Consideracdes botanicas

A familia Lamiaceae é composta por mais de 252 géneros e 7000 espécies, sendo
conhecida pela riqueza de espécies com propriedades medicinais, que tém sido usadas desde
tempos antigos e de grande ocorréncia na regido mediterranica (ALI, SALEEM & AHMAD,
2000). Se apresentam como arvores, arbustos e alguns como cip6s. Os 6leos aromaticos
essenciais estdo geralmente contidos nas folhas que emergem com cada par posicionado
perpendicularmente ao anterior. A secdo transversal das hastes é de formato quadrado. Tais
plantas sdo majoritariamente bissexuais (CANTINO, HARLEY & WAGSTAFF, 1992,
HEYWOOD et al, 2007). Muitas espécies de Lamiaceae tém longa historia de uso de
especiarias culinarias e na medicina popular. As plantas aromaticas salvia, tomilho, alecrim,
orégano, horteld e manjericdo, por exemplo, sdo temperos tipicos e consumidos em grandes
guantidades em todo o0 mundo (WINK, 2003; CELIKTAS et al, 2006; HUSSAIN et al, 2008;
BASER, 2002;. ESEN et al, 2007). Embora tenham sido descritos componentes toxicos para
algumas plantas da familia Lamiaceae, alguns géneros tem sido explorados pelas indUstrias de
6leo e culinaria por mais de 75 anos (CHARLES & SIMON, 1990; CHARLES & SIMON,
1992; MARTINS et al, 1999; MANOSROIA, DHUMTANOMA & MANOSROIA, 2006).

O género Ocimum L. é composto de mais de 150 espécies e cresce amplamente
em todas as regides temperadas do mundo (MARTINS et al, 1999;. JIROVETZ &
BUCHBAUER, 2001; MONDAL et al, 2007). Ocimum sanctum, O. gratissimum e O.
basilicum, sdo frequentemente cultivada em varios paises do Leste da Asia, Europa, América
e da Australia para a producdo de 6leos essenciais (SILVA et al, 2004; ZHELJAZKQV et al,
2008).

Tradicionalmente, espécies de Ocimum tém sido amplamente utilizados nas
industrias alimenticias, de perfumaria e cosméticos (TELCI, BAYRAM & YILMAZ, 2006).
As partes aéreas das plantas sdo consideradas como antiespasmodico, estomaquico e
carminativo na medicina nativa. Recentemente, o potencial antimicrobiano e antioxidante dos
Oleos essenciais de O. sanctum, O. gratissimum e O. basilicum , em especial como
antioxidante e agentes antimicrobianos tem sido exploradas (BOZIN et al, 2006;
MATASYOH et al 2007; POLITEO, JUKIC & MILOS, 2007; HUSSAIN et al, 2008).
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Na figura 1 é possivel verificar algumas espécies da familia Lamiaceae: Ocimum
basilicum, Ocimum sanctum, Mentha arvensis, Mentha spicata, Rosmarinus officinalis, Salvia
officinalis.

Ocimum baS|I|cum L.

T T

Rosmarinus officinalis L. Salvia officinalis L.

Figura 1: Plantas da familia Lamiaceae. Fonte: HUSSAIN, 20009.
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A espécie O. gratissimum L. é uma planta herbacea, que pertence a familia
Labiatae. A planta é originaria de &reas tropicais, especialmente na India e na Africa
Ocidental. Na Nigéria ¢ encontrada no Cerrado e em areas costeiras. E cultivada no Ceil3o,
Ilhas do Mar do Sul e também no Nepal, sendo conhecido por varios nomes em diferentes
partes do mundo. Encontra-se um arbusto de até 1,9 m de altura, com hastes que sao
ramificadas. As folhas medem até 10 x 5 cm, e sdo ovadas a ovado-lanceoladas, sub-
acuminado a acuminado em cuneate &pice, e decorrente de base com margem serreada,
pubescente e pontilhada de ambos os lados. Os estbmatos sdo raros ou ausentes na superficie
superior, enquanto eles estdo presentes na superficie inferior. Tricomas ordinarias sdo poucos.
Possui Peciolo até 6 cm de comprimento e racemos até a 18 cm de comprimento. Os
pedinculos sdo densamente pubescentes. As células epidérmicas da folha possuem contornos
irregulares (PRABHU et al., 2009). Na figura 2 observa-se o desenho técnico das folhas

completas e na figura 3 as inflorescéncias de O. gratissimum L.

Figura 2: a) Desenho técnico de folhas completas de O. gratissimum L. . Fonte: PRABHU et
al., 2009. b) Fotografia de Inflorescéncias. Fonte: Francisco Rodrigo de Lemos Caldas c)

Fotografia de folhas. Fonte: Francisco Rodrigo de Lemos Caldas.
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Figura 3: Inflorescéncias de O. gratissimum. Fonte: PRABHU et al., 2009.

3.2 Considerac6es Etnofarmacolégicas

A medicina popular tem, por muito tempo, considerado extratos e 6leos de
plantas da familia Lamiaceae como fonte ricas de substancias medicinais, usados devidos as
suas propriedades antimicrobiana, antivirotica, carminativa e espasmolitica. De acordo com
PATON (1992), a alfavaca foi trazida no Brasil pelos escravos africanos e se naturalizou
rapidamente no Pais. Acredita-se que 0s escravos tiveram um importante papel na
disseminacdo da planta, pois foram os responsaveis por introduzir diferentes espécies em
muitas regibes do Brasil, com o objetivo de preservar a tradicional medicina africana
(PEREIRA & MAIA, 2007).

As flores e as folhas dessa planta séo ricas em 06leos essenciais, por isso é usado
no preparo de chas e infusGes. Nas areas costeiras da Nigéria, a planta é usada no tratamento
da epilepsia, febre alta e diarréia. Em areas do Cerrado, decoc¢do das folhas sdo usadas para
tratar doenca mental. A espécie O. gratissimum é usado por povos do Sudeste da Nigéria para
manter feridas superficiais estéreis. Também é usado no tratamento de infeccBes flngicas,
febre, resfriado e defluxo. Habitantes da floresta tropical brasileira usam uma decoccdo das
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raizes de O. gratissimum como um sedativo para crian¢as. Comunidades quenianas usam as
folhas friccionados entre palmas das méos e cheiram como um tratamento para as narinas
bloqueadas. Séo relatados usos para dores abdominais, dor nos olhos, infec¢es de ouvido,
tosse, esterilidade, febre, convulsdes, gargarejo, regulacdo da menstruacdo e como uma cura
para o prolapso de reto (EFFRAIM, JACKS & SODIPO, 2003; RABELO et al., 2003)

Em Portugal, toda a planta tem sido utilizada para o tratamento da insolacdo, dor
de cabeca, gripe, como sudorese, antipirético e para a sua atividade anti-inflamatoria. As
tribos da Nigéria usam o extrato de folhas no tratamento de diarréia, enquanto a infuséo das
folhas a frio é utilizada para o alivio do estdmago e hemorroidas. A planta é comumente
utilizada na medicina popular para tratar doencas diferentes, tais como infeccdes respiratorias,
diarréia, dor de cabeca, doencas dos olhos, doengas de pele, pneumonia, tosse, febre e
conjuntivite (FREIRE, MARQUES & COSTA, 2006; MATASYOH et al., 2007; PEREIRA
& MAIA, 2007).

A infusdo de folhas da espécie é usada como antisseptico, antiespasmodico e
antitussigeno. Entre as varias espécies de Ocimum, O. gratissimum encontra ampla utilizacédo
clinica em todo o mundo, formulacdes contendo o éleo essencial das folhas foram
incorporados em uma variedade de bases como antissépticos topicos e para 0 USO ho
tratamento de pequenas feridas, furinculos e espinhas (NGASSOUMA et al., 2003;
ORAFIDIYA et al., 2001).

3.3 Metabdlitos secundarios e 6leos essenciais

As plantas sdo responsaveis pela producdo de compostos quimicos importantes
para 0 seu metabolismo a partir dos nutrientes, da agua e da luz que recebem. Esses
compostos sdo classificados em metabolitos primarios e secundéarios. Os metabdlitos
primarios sdo lipidios, protidios e glicidios, essenciais as todos 0s seres vivos e com fungdes
bem definidas, enquanto que os metabdlitos secundarios apresentam estruturas complexas e
estdo presentes em menores concentracbes. Os metabdlitos secundarios encontram-se
presentes em concentragdes bem menores nas plantas a maioria deles tais como os alcaloides,
terpendides, antocianinas, esterdides, flavondides, quinonas e ligninas tém encontrado
aplicagbes comerciais como farmacos, corantes, aromas, inseticidas, etc. Esses compostos

apresentam uma ampla diversidade em estruturas e tamanhos sendo encontrados e distribuidos
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por todo o reino vegetal (BURT, 2004; COLLIN, 2001; VERPOORTE & MEMELINK,
2002).

Conhecidos pela suas atividades antisséptica, bactericida, fungicida e virucida ,
propriedades medicamentosas e flavorizantes, eles sdo usados em embalsamentos,
conservacdo dos alimentos, como antibidticos, analgésicos, sedativos, antiinflamatorio,
antiespasmadico e anestésico local. Até os dias atuais, essas caracteristicas ndo se alteraram
muito, exceto que agora sdo mais conhecidos alguns de seus mecanismos de acédo

particularmente para o efeito antimicrobiano (BAKKALI et al., 2008).

Os Oleos essenciais sdo exemplos de misturas desses metabdlitos secundérios,
compostos complexos naturais, volateis, caracterizados por um forte odor. Na natureza, o0s
oleos essenciais desempenham um papel importante na protecdo das plantas como agentes
antibacterianos, antivirais, antifungicos, inseticidas e também contra herbivoros. Também
servem para atrair alguns insetos que favorecem a dispersdo de pdlen e sementes, ou mesmo
para repelir outros insetos indesejaveis. Os 6leos sdo liquidos, volateis, limpido e raramente
coloridos, lipossoltveis e soliveis em solventes organicos, com uma densidade geralmente
mais baixa do que a da agua. Eles podem ser sintetizados por toda a planta, como por
exemplo em brotos, flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutos, raizes, madeira ou cascas,
e sdo armazenados em células secretoras, cavidades, canais, as células da epiderme ou
tricomas glandulares (BURT, 2004; BAKKALI et al., 2008).

Os fenilpropandides se formam a partir do acido chiquimico, que conduz as
unidades basicas: acido cindmico e acido p-cumarico (Figura 4). Estes ultimos, por meio de
reducdes enzimaticas produzem propenilbenzenos e/ou alilbenzenos e, por meio de oxidacoes
degradativas das cadeias laterais, podem gerar aldeidos aromaticos; as ciclizacfes enzimaticas
intramoleculares produzem as cumarinas. Os terpendides sdo construidos pela natureza a
partir do &cido mevaldnico, do qual se obtém a unidade isoprénica, ou seja, o pirofosfato de
isopentenila. O encadeamento cabeca cauda da unidade isoprénica produz diversas classes de
terpenos, entre 0s quais 0s monoterpenos, compostos com dez atomos de carbono (C2), e os
sesquiterpenos, com 15 atomos de carbono (C3). Os terpenos sdo um enorme grupo de
produtos naturais, formados a partir do hidrocarboneto isopreno. S&o classificados de acordo
com o nimero de carbonos, em mudltiplos de cinco (C5= isopreno), monoterpenos (C10)
(GRAYSON, 2000), sesquiterpenos (C15) (FRAGA, 2005), diterpenos (C20) (HANSON,
2005), sesterpenos (C25) (HANSON, 1996) e triterpenos (C30) (CONNOLLY & HILL,
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2007). Desse modo, ja foram identificadas mais de 23000 combinacdes conhecidas de

terpenos (WANG, TANG & BIDIGARE, 2005).
L ﬁo
0 o 0
o HO.,
'ol}_ oH N © ’
o + P
-® o-® i OH ! OH
H
Fosfoenolpiruvato Eritroze-4-fosfato o
P E-dehidroguinato
COOH COOH 9
2N ;’ ™~ ~ Fosfoenolpirdvico )J\HKOH
..: :‘\ \L
—_— O
HO' ‘OH  ATP ADP PO~ ) "OH '
ox -

Acido Chiguimico

CO:H
9 /\n’
| PN /
F %
ij\gf’ll“cgl}[ [x ::'J
OH \
Acido Corigmico Fenllalamna

e
@

Acido Cindmico

f

. _/.l,l'

N

~

OH

Acido Fenilpinivico

_J'

J
— O
ﬁ”'"“" OCH3
OH

Eugenol

Acido g-cumarico

Figura 4 : Biossintese dos fenilpropandides. FONTE: LORENZO et al. 2002 e PERES, 2004.

A producdo de terpenos nas plantas esta relacionado a fungbes ecoldgicas. Eles

sdo encontrados abundantemente em frutas, legumes, e plantas aromaticas e medicinais onde

a funcdo importante deles é protecdo contra infecgdes, parasitas e outra condicdo de stress

(BAKALLLI et al., 2008), além de serem responsaveis por atrair polinizadores e por poder agir

na prevengdo contra o ataque de herbivoros em algumas espécies de plantas (MATEO &

JIMENEZ, 2000).

Terpenos sdo utilizados em inUmeras areas da medicina, varios relatam indicam

que os terpenos sdo bons agentes de penetragdo para a pele. Por isso, muitos terpenos tem
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sido analisados como agentes suplementares para acéo topica em formulagbes cosméticas e de
higiene pessoal. Terpenos apresentam baixa toxicidade e sdo portanto considerados agentes
seguros, especialmente quando usados em imunocomprometidos. Na terapia anticancer
terpenos podem ser utilizados clinicamente como aceleradores para a aplicacdo de drogas com
caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas. A via transdérmica, pode ser apropriada como uma
rota alternativa de medicamentos como por exemplo para farmacos antitumorais, isso é
especialmente importante pelo fato desse tratamento ser de longo prazo e minimizar efeitos
colaterais do tratamento (GAO & SING, 1998).

Na terapéutica como carreadores para aplicacdo de drogas na dermatologia e
cosmetologia em sistemas multifasicos e veiculos, solucdes de hidrogel e emulsdes de dleo
em &gua sdo possiveis aplicacfes. A justificativa de sua boa atividade como transdérmicos se
explica pela perturbacgdo reversivel do arranjo de lipideos intercelulares na regido do estrato
corneo (CALL etal., 2006).

Moléculas pequenas sdo melhores agentes permeabilizantes do que as maiores. Os
grupos apolares sdo mais efetivos que os polares, contudo para carrear moléculas hidrofébicas
os terpenos polares como cineol e mentol sdo mais efetivos. Essa atividade sinérgica dos
terpenos foi estabelecida para os seguintes terpenos: mentol, cineol, terpineol (NARISHETTY
& PANCHAGNULA , 2004).

A espécie O. gratissimum L. tem sido descrita como uma fonte de metabdlitos

secundarios de importancia biologica reconhecida.

Na tabela 1 consta uma série de compostos isolados de vérias partes coletadas.



Tabela 1 : Lista de compostos isolados de O. gratissimum L.
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Parte usada Compostos Referéncias
Folhas Timol, eugenol NADKARNI, 1999
Folhas Gratissimol SATYAVATI et al., 1997
Folhas Eugenol, metileugenol, cis- MATASYOH et al., 2007

ocimeno, trans-ocimeno,

pineno, canfora, germacreno D,

trans-cariofileno,farneseno,

bisaboleno
Folhas Eugenol, bisaboleno e timol JANINE et al., 2005
Sementes Timol e eugenol IWALOKUN et al., 2003
Folhas Timol, p-cimeno, transabineno  KEITA et al., 2000
Folhas Eugenol, 1,8-cineol, metil LAWRENCE, 1997

chavicol, linalol, metil eugenol

Partes aéreas

Eugenol, linalol, limoneno,
metil eugenol, transcariofileno,
farneseno, terpineol, metil
isoeugenol, geraniol, copaeno,
bisabolol, B-pineno, p-cimeno,
cubeneno, T-cadinol, eudesmol,

sabineno, mirceno, o-humelene

PANDEY & CHOWDHURY,
2000

, a-elemeno
Partes aéreas Eugenol TEREZINHA et al., 2006
Folhas Citral, etil cinamato, eugenol, DUBEY et al., 1997
linalol e timol
Folhas Timol, terpineno, p-cimeno, JIROVETZ et al., 2005

limoneno, terpineol e 1,8-cineol

Extrato aquoso

Taninos, esterdides e

terpendides

OFFIAH et al., 1999

Folhas

3.4 Atividades farmacolégicas

Acido oleandlico

NJOKU et al., 1997

A Tabela 2 exibe propriedades farmacoldgicas atribuidas a espécie O. gratissimum. Esses

estudos demonstram vérias atividades dos 6leos essenciais extraidos de varias partes da espécie. As
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atividades antimicrobiana, antifingica e antioxidante sdo importantes para a prospeccdo de novas

drogas antimicrobianas e na utilizagdo como conservantes em formulagbes cosmecéuticas
(AKINMOLADUN et al., 2007; DUBEY et al., 2000; MATIAS et al., 2010, NAKAMURA et al.,

1999).

Tabela 2: Atividades farmacologicas de O. gratissimum.

Atividade
Analgésica
Antidiabética
Antidiarréica

Tipo de extrato ou Gleo

Extrato aquoso das folhas

Referéncias

AZIBA et al.,1999
MOHAMMED et al., 2007
OFFIAH & CHIKWENDU,
1999

Antihipertensiva

Antiinflamatéria

Oleos essenciais das folhas

INTERAMINENSE et al., 2005
SAHOUO et al., 2003

Antimicrobiana

Extratos aquosos das folhas
Oleos essenciais das folhas

Extratos alcoodlicos das folhas

NAKAMURA et al.,1999
MATASYOH etal., 2007
NGASSOUMA et al., 2003

Antimutagénica

Extratos aquosos das folhas

OBASEIKI-EBOR et al., 1993

Antioxidante

Extratos aquosos das folhas
Oleos essenciais das folhas

TREVISAN et al., 2006
AKINMOLADUN et al., 2007

Cardiovascular

Cicatrizadora

Oleos essenciais das folhas

LAHLOU et al., 2004
ORAFIDIYA et al., 2005

Citotoxica

Extrato alcodlico das folhas

DUBEY etal., 1997

Crescimento capilar

Oleos essenciais das folhas

ORAFIDIYA et al., 2004

Hepatoprotetora

Extrato aquoso das folhas

EFFRAIM et al., 2003

Imunoestimulatéria

Extrato alcodlico das folhas

OLADUNMOYE et al., 2006

Leishmanicida

Oleos essenciais folhas

Extratos aquosos folhas

LUIZE et al., 2005

Nematicida
Ovicida

Oleos essenciais das folhas

CHATTERJE et al., 1982
PESSOA et al., 2002

Relaxamento gastrico

Extratos aquosos das folhas

OWULADE et al., 2004

Sistema Nervoso Central

Oleos essenciais das folhas

Extratos aquoso das folhas

LOSCHER & SCHMIDT et
al., 1988
FREIRE et al., 2006
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3.5 Mecanismo de acéo antimicrobiana dos componentes dos 6leos essenciais

Muitos produtos naturais quando avaliados como agentes antimicrobianos e como
agentes modificadores de resisténcia mostram um efeito significativo contra muitas espécies
de bactérias, seja revertendo a resisténcia natural de uma bactéria especifica para determinado
antibiotico, promovendo a eliminacdo de plasmideos, inibindo transporte e funcGes
importantes da membrana plasmatica (JANA & DEB, 2006).

A estratégia de associacdo de produtos naturais com antibidticos tem sido
chamada de “herbal shotgun”, onde se tem combinacGes de extratos e 0leos vegetais visando
ndo somente um alvo especifico, mas varios alvos nos microorganismos, o que pode ocasionar
em sinergismo com drogas utilizadas na terapéutica tradicional (HEMAISWARYA et al.
2008; WAGNER & ULRICH-MERZENICH 2009).
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Figura 5: Mecanismos de acdo dos componentes dos 0leos essenciais.
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Os oOleos essenciais afetam a membrana plasmatica interferindo com a cadeia
respiratoria e producdo de energia. A fraca atividade antibacteriana dos 0leos essenciais
contra bactérias gram-negativas pode ser atribuida a presenca de polissacarideos hidrofilicos
servindo como barreiras para componentes hidrofébicos dos componentes ativos dos 06leos
essenciais (MANN et al. 1998, TASSOU & NYCHAS, 1995). O mecanismo de inibicédo
envolve diferentes modos de acdo, e € parte pode ser devido a sua hidrofobicidade.,
permitindo a maior entrada de antibioticos e a saida de componentes vitais do contetdo
celular (BURT, 2004).

Na figura 5 temos exibidos locais especificos da célula bacteriana que sao
considerados sitios de acdo para os componentes dos produtos naturais. Sdo descritos na
literatura a capacidade de desintegracdo da membrana citoplasmatica, desestabilizacdo da
forca préton motriz, fluxo de elétrons, transporte ativo e coagulacdo do contetdo da célula.
Podendo muitas vezes ocorrer em uma mesma célula bacteriana mais de um mecanismo
(BURT, 2004). Uma caracteristica importante, responsavel pela acdo antimicrobiana que os
6leos essenciais apresentam, sdo os componentes hidrofébicos que permitem a particdo de
lipideos da membrana celular bacteriana, desintegrando as estruturas e tornando-as mais
permeavel (SIKKEMA, 1994).

Componentes de 6leos essenciais agem também em proteinas da membrana
citoplasmatica (KNOBLOCH et al., 1989). Hidrocarbonetos ciclicos poderiam agir sobre
enzimas ATPases que sdo conhecidas por estarem localizados na membrana citoplasmaética e
rodeadas por moléculas lipidicas, hidrocarbonetos lipidicos poderiam distorcer a interacao
lipidioproteina, interagdo direta dos compostos lipofilicos com partes hidrofobicas da proteina
sdo possiveis (SIKKEMA, 1995), provocando fuga de ions e de material celular.

Alguns 6leos essenciais estimularam o crescimento de pseudomicélios, uma
indicacdo de que pode atuar sobre enzimas envolvidas na sintese de componentes estruturais
das bactérias (CONNER & BEUCHAT, 1984).

Os metabdlitos encontrados no género Ocimum apresentam dados na literatura
que justificam sua atividade antimicrobiana e sdo sugeridos alguns mecanismo de agdo. O
eugenol inibe a producdo de amilase e protease por B. cereus, degradacdo da parede celular e
lise celular também foram encontradas (THOROSKI et al., 1989). O timol e carvacrol sdo
agentes permeabilizantes da entrada de antibidticos. O Blogueio enzimatico pode ser tambem
um potencial mecanismo de acdo (WENDAKOON & SAKAGUCHI, 1995). Os terpenos
cineol e linalol tem atividade contra bactérias da cavidade oral, pele e trato respiratério
(KUBO et al., ).
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Os oleos essenciais quando usados como agentes antimicrobianos apresentam
baixo risco de resisténcia antimicrobiana devido a sua composi¢cdo complexa, mistura de
varios metabolitos, o que dificultaria a adaptabilidade dos microorganismos (DAFERERA et
al., 2003).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do material vegetal

As folhas e as inflorescéncias da espécie Ocimum gratissimum L. foram coletadas
no més de Outubro de 2010 no Horto de Plantas Medicinais e Aromaticas do Laboratorio de
Pesquisas de Produtos Naturais — LPPN da Universidade Regional do Cariri — URCA,
municipio de Crato — CE.

As exsicatas dos espécimes foram encaminhadas ao Herbario Caririense Dardaro
de Andrade Lima — HCDAL do Departamento de Ciéncias Bioldgicas (URCA), as quais se

encontram depositadas sobre os registros n® 3978.

Figura 6: Espécimes de Ocimum gratissimum L. no Horto de Plantas Medicinais e
Aromaticas LPPN — URCA. Fonte: Francisco Rodrigo de Lemos Caldas.
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4.2 Extracao de 6leos essenciais das folhas e inflorescéncias frescas de Ocimum

gratissimum L.

Os oleos essenciais foram obtidos utilizando-se o sistema de hidrodestilagdo em
aparelho tipo Clevenger. As folhas (500 g) e as inflorescéncias (200 g) frescas foram
trituradas e colocadas separadamente em um baldo de vidro de 5,0 L juntamente com de 2,5 L
de 4gua destilada e aquecido até ebulicdo por 2 horas. Os dleos essenciais obtidos foram
coletados e posteriormente secos com sulfato de sodio anidro (Na:SOa4) e armazenado sob
refrigeracdo (-4 °C) até a realizacdo das analises quimicas, ensaios antibacterianos e

antioxidantes.

4.3 Analise da composicdo quimica

As anélises da composicdo quimica dos Oleos essenciais de folhas e
inflorescéncias coletados em dois horarios diferentes, 8:00 e 12:00 horas respectivamente
foram realizadas por Cromatografia Gasosa acoplado a Espectrometria de Massas (CG/EM)
em aparelho Shimadzu QP, Modelo 2010 usando-se coluna capilar ndo-polar OV-5, de silica
fundida (30 m x 0,25 mm i.d., pelicula de 0,25 pum); carreado por gas hélio; velocidade de
fluxo 1,7 mL/min e modo de divisdo. A temperatura do injetor e do detector foram 250 °C e
230 °C, respectivamente. A temperatura da coluna foi programada de 25 °C para 230 °C em 4
°C/min e em seguida 180 °C para 250 °C em 10 °C/min. Os espectros de massas foram
gravados a partir de 30 - 450 m/z.

O processo de identificagdo dos componentes individuais foi realizado pela
correspondéncia de seus espectros de massa, 70 eV, com a comparacdo com 0s padrdes
relatados na literatura (ADAMS, 2001).

4. 4 Avaliacdo antibacteriana e determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima

A avaliacdo da atividade antibacteriana dos 0leos essenciais foi realizada a partir
do método de microdiluicdo em caldo, modificado a partir do documento da CLSI/NCCLS
M7-A6 para bactérias (NCCLS, 2003). Foram utilizadas cinco linhagens padrdo (ATCC)
cedidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, sendo duas Gram-positivas:
Staphylococcus aureus ATCC 12692, Staphylococcus aureus ATCC 6338 e quatro Gram-
negativas: Pseudomona aeruginosa ATCC 15442, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
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pneumoniae ATCC 10031 e uma linhagem multirresistente isoladas de material clinico:
Escherichia coli Ec 27 obtida do Hospital Universitario da Universidade Federal da Paraiba —
UFPB, obtida de escarro resistente a Aztreonam, Ampicilina, Amicacina, Amoxicilina,
Cefadroxil, Cefaclor, Cefalotina, Ceftazidima, Ciprofloxacino, Cloranfenicol, Imipinem,
Canamicina, Sulfametrim, Tetraciclina, Tobramicina. Previamente aos testes, as linhagens
bacterianas foram inoculadas em meio Brain Heart Infusion (BHI) caldo a 3,8% e incubadas
durante 24 horas a 35 + 2 °C. Apos este pré-cultivo, procedeu-se a padronizacéo do indculo,
que consistiu na preparacdo de uma suspensao bacteriana em BHI a 3,8%, com turvacao
correspondendo a 0,5 da Escala McFarland (1 x 102 UFC/mL). Em seguida essa suspensao foi
diluida até 1 x 10° UFC/mL em caldo BHI a 10%, ¢ volumes de 100 uL foram entdo
homogeneizados em placa de microdiluicio com 96 pogos, acrescido de diferentes
concentraces dos 6leos , resultando num inéculo final de 1 x 10° UFC/mL.

As solucges dos 6leos essenciais foram preparadas utilizando 10 mg das amostras
solubilizadas em 1 mL de dimetilsuféxido (DMSO) obtendo uma concentracdo inicial de 10
mg/mL. A partir desta concentracdo realizaram-se diluicdes em agua destilada para obter uma
solug@o estoque de 1024 pg/mL. As concentragdes finais das amostras no meio de cultura
foram 512, 256, 128, 64, 32, 26 ¢ 8 pg/mL. As placas foram incubadas a 35 + 2 °C durante 24
horas (JAVADPOUR et al., 1996). Como revelador, foi adicionado em cada pogo, 25 pL de
resazurina sddica preparada em &gua destilada estéril na concentracdo de 0,01% (p/v), por um
periodo de uma hora em temperatura ambiente. O controle negativo foi efetuado com 100 pL
de BHI acrescido do indculo bacteriano padronizado.

A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido) de cor azul é oxidada na
presenca de células viaveis a resofurina, substancia de coloracdo vermelha. A resazurina
facilita a verificacdo do crescimento microbiano, a coloracdo azul indica auséncia de
crescimento microbiano, enquanto a cor vermelha indica a presenca de células viaveis em
crescimento. Dessa maneira foi determinada a menor concentracdo de cada dleo capaz de
inibir o crescimento dos microrganismos indicadores diluidos (ALVES et al., 2008).
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi definida como a menor concentragdo capaz de
inibir completamente o crescimento bacteriano, nos pogos de microdiluicdo conforme

detectado macroscopicamente.



33

4.5 Avaliacdo da atividade moduladora por microdiluicéo

Para avaliacdo dos 6leos essenciais como moduladores da atividade antibidtica, 0s
CIMs dos antibioticos (benzilpenicilina, ceftriaxona, gentamicina), foram determinados na
presenca e auséncia dos 0leos essenciais pelo método de microdilui¢do, modificado a partir do
documento CLSI/NCCLS M7-A6 para bactérias (NCCLS, 2003). Foram utilizadas
concentragdes subinibitdrias (CIM 1/8) em BHI a 10%.

Para os Oleos essenciais das folhas utilizou-se trés linhagens padrdo: P.
aeruginosa ATCC 15442, S. aureus ATCC 12692, E. coli ATCC 25922 e uma linhagem
multirresistente isoladas de material clinico: E. coli (Ec 27). Para os 6leos essenciais
provenientes das inflorescéncias também foram utilizadas trés linhagens padrdo: K.
pneumoniae ATCC 10031, P. aeruginosa ATCC 15442 e uma linhagens multirresistente E.
coli (Ec 27). As linhagens padrdo foram selecionadas devido os Gleos essenciais apresentarem
as menores CIMs nos ensaios antibacterianos.

As solugdes dos antibidticos foram preparadas com a adi¢do de agua destilada de
forma a obter uma concentra¢do correspondendo a 1024 pg/mL. Um volume de 100 pL de
cada solucdo dos antibidticos foi diluida seriadamente (1:2) nos pogos contendo o caldo BHI a
10% e a suspensdo bacteriana diluida (1:10). As concentra¢des finais dos antibiéticos no meio
de cultura foram 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5 ug/mL. As placas foram incubadas
por 24 horas a 35 + 2 °C e a atividade foi evidenciada pelo uso de resazurina sédica como

especificado anteriormente.

4.6 Avaliacdo da atividade moduladora dos 6leos essenciais pelo método do contato

gasoso

Os oOleos essenciais foram também analisados para a atividade moduladora
utilizando o método de contato gasoso (modificacdo a partir de INOUYE, TAKIZAWA e
YAMAGUCHI, 2001). Nesse ensaio foram utilizadas duas linhagens padrdo cedidas pela
Fundacéo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, sendo uma Gram-positiva, S. aureus ATCC 12692, e
outra Gram-negativa, P. aeruginosa ATCC 15442.

Previamente, essas linhagens foram inoculadas em placas contento BHI &gar e
incubadas por 24 h a 35 £ 2 °C. Ap0s esse periodo, foram suspendidas em tudo de ensaio com
agua destilada de forma a obter uma suspensdo com turvacao equivalente a 0,5 da escala de

McFarlland (1 x 10® UFC/mL).Um swab estéril foi imerso na suspensdo bacteriana e, retirou-
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se 0 excesso de inoculo atraves da compressdo do swab nas paredes do tubo, em seguida, foi
semeada na base das placas com Plate Count Agar (PCA) uniformemente em estrias.

Os ensaios foram realizados em triplicata utilizando concentragdo de 50 pg dos
oOleos essenciais diluidos em DMSO. Na base das placas onde continha o BHI mais o inoculo
bacteriano foram adicionados discos dos seguintes antibidticos: tetraciclina (30 pg/disco),
amicacina (30 pg/disco) e gentamicina (10 pg/disco), em seguida as placas foram invertidas e
um volume de 50 pL de cada concentragao foi colocado no interior da tampa, de forma que os
constituintes dos o6leos essenciais pudessem interagir com os antibidticos. ApoOs esse
procedimento, as placas foram incubadas por 24 h a 35 + 2 °C e os resultados lidos com
auxilio de uma régua milimetrada, sendo os didmetros dos halos de inibigdo dos controles
comparados aos Padrdes Interpretativos dos Diametros dos Halos Inibicdo estabelecido pela
CLSI/NCCLS (2003). Para avaliar a presenca de sinergismo ou antagonismo dos 6leos
essenciais foram utilizados os discos dos antibidticos, sendo adicionados nas placas,
posteriormente determinaram-se as alteracBes no didmetro do halo de inibicdo frente as
linhagens analisadas. Placas sem o 0Oleo essencial e com DMSO foram utilizadas como

controle.
4.7 Avaliagédo da atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante dos 6leos essenciais de inflorescéncias e folhas foi
determinada pelo método fotocolorimétrico in vitro por sequliestro do radical livre estavel
DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazila) (MENSOR et al., 2001). Quando uma solucéo de DPPH
é misturada a um substrato que age como um doador de hidrogénio, uma forma ndo radicalar
estdvel do DPPH é obtida com uma simultanea mudanca de coloracdo do violeta para o
amarelo (SZABO et al., 2007).

O,N ON
¥
N—N NO, + R —= N—N NO,

O,N

2
cor: violeta-escura cor: violeta-clara

Figura 7: DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazila).
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As amostras para a realizacdo do ensaio foram preparadas adicionando-se 1 mL da
solugdo de DPPH (60 uM) em 2,5 mL de solucdes dos 6leos essenciais que foram diluidas em
metanol nas concentragdes de 5, 10, 25, 50, 125 ¢ 250 pg/mL. Apds o tempo de reacdo de 30
minutos das amostras preparadas, as absorbancias foram lidas com auxilio de
Espectrofotdmetro de Ultravioleta UV-Vis com comprimento de onda ajustado para 520 nm.

Todas as leituras foram realizadas em triplicata e, com a média dos dados obtidos
foi calculada a diferenca de absorbancia entre as amostras e o controle negativo, sendo as
atividades antioxidantes (AA) percentuais obtidas por regressdo linear, para cada fase,
chegando-se assim a concentracdo das amostras que promovesse a diminui¢do para a metade
da concentracdo inicial de DPPH (50%), definida como Concentracdo Efetiva (CE 50)
(MENSOR et al., 2001).

Um teste em branco foi realizado adicionando-se 1 mL de metanol a 2,5 mL das
concentracdes dos 6leos. Como controle negativo foi usado a mistura de 1 mL da solucéo de
DPPH com 2,5 mL de metanol e como controle positivo utilizou-se o 2,5 mL das
concentragdes de BHT (butil-hidroxitolueno) e 1 mL da solucdo de DPPH. A atividade
antioxidante (AA) das amostras por sequestro do DPPH foi expressa em porcentagem,

segundo a equacdo apresentada:

AA% = 100 - {[(Absmeo— Absbranco) X 100]/AbScontr0|e}

AA%: Atividade antioxidante em percentual
Abs 6leo: Absorbancia do 6leo essencial
Abs branco: Absorbancia do branco

Abs controle: Absorbancia do controle positivo

4.8 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos em média e + desvio padrdo da média, avaliados
estatisticamente usando-se o teste de Tukey e andlise de variancia (ANOVA), utilizando o
programa Microcal Origin 6,0 para Windows, onde as diferencas foram consideradas
significativas quando p< 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélises quimicas dos 6leos essenciais

Os resultados da composicdo quimica dos Oleos estudados de folhas e
inflorescéncias, seus indices de retencéo e composicdo percentual sdo apresentados na Tabela
3.

Tabela 3: Constituintes quimicos identificados por CG/EM presentes nos 0leos essenciais de O.
gratissimum

Composic¢do quimica %

Constituintes IR exp IR Lit Folhas Inflorescéncias
08:00 12:00 08:00 12:00
a-pineno 999 939 0,78 0,61 0,48 0,26
sabineno 1026 975 0,69 ND ND 0,31
B-pineno 1029 979 1,94 1,59 ND 0,94
mirceno 1041 990 0,53 0,46 ND ND
1,8-cineol 1069 1031 22,94 19,8 25,04 17,05
B-ocimeno 1079 1037 5,33 4,66 1,38 1,75
linalool 1126 1096 0,54 0,45 0,93 0,87
a-terpineol 1198 1188 0,72 0,74 0,89 1,38
Timol 1278 1290 ND ND ND 0,2
Eugenol 1325 1359 53,31 52,22 40,74 21,89
a-Ccopaeno 1347 1376 ND ND ND 0,51
B-bourboneno 1356 1388 ND ND ND 0,72
B-elemeno 1358 1390 ND ND ND 0,77
p-cariofileno 1389 1408 2,19 1,87 6,47 12,44
Aromandreno 1398 1441 ND ND ND 0,61
a-humuleno 1409 1454 ND ND ND 1,83
germacreno D 1431 1485 0,81 ND 1,49 4,26
B-selineno 1434 1489 2,68 2,68 10,98 19,97
a-selineno 1442 1498 0,93 1,87 1,99 5,51
oxido cariofileno 1512 1583 ND ND ND 431
TOTAL
IDENTIFICADO 93,39 86,95 90,39 95,58

ND: Néo detectado. IR exp: Indice de retenco relativo experimental: n-alcanos foram utilizados como ponto de
referéncia no calculos dos indices de retengéo relativo. IR Lit: indice de retengéo relativo valores da literatura
(ADAMS, 2001)
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O Eugenol foi o constituinte majoritario identificado em todos os 6leos,
apresentando maior concentragdo nas folhas (40,74% e 21,89% nas inflorescéncias coletadas
as 08:00 e as 12:00, respectivamente, e 53,29% e 52,22% nas folhas coletadas as 8:00 horas e
as 12:00, respectivamente). Esses resultados obtidos sugerem a classificacdo do quimiotipo do
material estudado no quimiotipo eugenol, presente em regides tropicais, relatado em trabalhos
anteriores (SILVA, et al., 1999; SILVA et al., 2010; MADEIRA et al., 2002; FREIRE et al.,
2006; RABELO et al., 2003 ;SANGWAN et al., 2001).

Foram encontrados como componentes majoritarios 0s compostos exibidos na

Figura 8.

Figura 8: Estruturas quimicas dos constituintes majoritarios presentes nos 6leos essenciais de

folhas frescas e inflorescéncias frescas de O. gratissimum L.

HaC
HZC\ CHs
O
OH
H H OH

Cc
CH, 37 CH,

. Eugenol
B-selineno

CH,
H3(:E ECH3

1,8- Cineol

B-cariofileno




38

Silva et al. (2010) e Madeira et al. (2002), também descreveram o eugenol e 1,8
cineol, como principais constituintes do O6leo essencial das folhas. Silva et al. (2010)
demonstrou que eugenol foi o constituinte mais abundante nas inflorescéncias. Jirovetz et al.
(2003) analisando a composicao fitoquimica dos 0leos extraidos de folhas de O. gratissimum
L. o determinou como principal constituinte (63,36%). A composi¢do do 6leo essencial obtido
das folhas de Ocimum gratissimum L. em diferentes estagdes do ano foi determinada por
Freire et al. (2006), obtendo a quantidade de eugenol e do monoterpeno 1,8-cineol como
componentes majoritarios em todas as quatro estacdes.

Analisando a Tabela 4, os 6leos obtidos das inflorescéncias foram mais ricos em
sesquiterpendides, a subclasse de hidrocarbonetos sesquiterpenos foram encontrados em
concentragdes superiores, tendo destaque B-selineno (10,98% Versus 19,97%) ¢ B-cariofileno
(6,47% Versus 12,44%), para as coletas 8:00 e 12:00 respectivamente. Considerando as
principais classes e subclasses, houve diferengas quantitativas entre as folhas e inflorescéncia
de Oleo essencial. A concentracdo dos fenilpropandides no Oleo essencial das folhas foi
superior ao do o6leo essencial das inflorescéncias (53,31%, 52,22% nas folhas e 40,74% e

21,89% nas inflorescéncias).

Tabela 4: Principais classes e subclasses de constituintes presentes nos 6leos de folhas e
inflorescéncias de O. gratissimum L. coletados em horarios diferentes

Classes e subclasses dos compostos Percentual %
OEGF OEGF OEGI OEGI

08:00 12:00 08:00 12:00

Monoterpenoides Monoterpenos hidrocarbonos 9,27 7,32 1,86 3,26

Monoterpenos oxigenados 24,20 20,99 26,86 19,50

Sesquiterpendides  Sesquiterpenos hidrocarbonos 6,61 6,42 20,93 46,62
Sesquiterpenos oxigenados ND ND ND 4,31

Fenilpropandides 53,31 52,22 40,74 21,89

Total identificado 93,39 86,95 90,39 95,58

ND: Nao detectado
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O oleo essencial extraido das inflorescéncias coletados as 12:00 apresentou o
maior teor de sesquiterpenos hidrocarbonetos (46,62%), sendo os mais representativos [3-
selineno (19,97%), a-selineno (5,51%), Germacreno D (4,26%), a-humuleno (1,83%), B-
cariofileno (12,44%). Os sesquiterpenos oxigenados tiveram uma participacdo minoritaria no
perfil dos 6leos essenciais.

A classe dos monoterpendides foi caracterizada como a segunda classe importante
de compostos volateis. Os monoterpenos oxigenados foram detectados em todos os 6leos em
concentracdes representativas. O monoterpeno oxigenado 1,8-cineol, foi classificado como o
segundo componente mais abundante em folhas. Os resultados obtidos divergem dos
trabalhos anteriores (SILVA, et al., 1999; SILVA et al.,, 2010; MADEIRA et al., 2002;
FREIRE et al., 2006; RABELO et al., 2003), quanto ao percentual dos constituintes.

Os Oleos essenciais obtidos por hidrodestilacdo apresentaram rendimentos de
0,52% para as folhas e de 0,30% para as inflorescéncias. Em trabalhos anteriores observaram-
se que os rendimentos dos 6leos essenciais das folhas e das inflorescéncias de Ocimum
gratissimum L. estdo na ordem de 0,21% a 0,70 % (DUBEY, et al., 2000; LUZ, et al., 2009;
CORTEZ, et al., 1998; NAKAMURA, et al., 1998; SILVA, et al., 2009), sendo encontrados
em alguns quimiotipos, como o quimiotipo geraniol teores de 1,66% (VIEIRA, et al., 2001).

As diferencas encontradas entre os resultados obtidos dos ensaios realizados e
dados encontrados em outros trabalhos se devem a diversos fatores. Luz et al., 2009 afirma
que a producdo dos metabdlitos secundarios, quando submetida a estimulos ambientais esta
sob o controle de dois padrdes de resposta, um de maior dimensdo e mais lento, sazonal, e
outro mais rapido e de menor alteracdo, influenciado pelas flutuagdes climaticas diarias. A
composicdo quimica do 6leo essencial pode variar devido a diversidade genética, o hébitat e
os tratos culturais. A época da colheita, fontes geograficas, o horario, 0 modo de secagem do
material vegetal, parte da planta e fatores ambientais, como umidade, agua, solo e herbivoria
também podem influenciar sobre a composicdo e o teor do 6leo e com isso aumentar ou
diminuir a resposta bioldgica.

A producédo de 0leos essenciais a partir de plantas depende de vérios fatores de
ordem bioquimica, metabdlica e genética. A regulacdo fisioldgica, além de ser exercida de
uma forma especifica de desenvolvimento, é altamente suscetivel & modulacdo através de uma
regulamentacdo ambiental, parametros meteorologicos; como temperatura atmosferica e a
quantidade de chuvas que tém sido relatados a influenciar o teor de 6leo e composi¢do em
varias plantas aromaticas (SANGWAN et al., 2001; CARVALHO et al., 2006b; GOBBO &
LOPES, 2007).



40

CH5
69

40

‘ 128 HE s

60

I i i i ii i A il 6l # 6 AL

X 30 4 0 60 70 8 9 100 10 120 130 40 10 60 170 180 19 200

Figura 9: Espectro de massas (i.e., 70 eV.) do 1,8-cineol

}

0 14
HZC\ CHg
o
1 103 149
4 OH mn 131
0,0l IL, I - [ I J |
ILARR LRI LA LN At Ll LR LAR ) LN RN LA U||U||n|| r|||r||rllll| un|un|nu|m.]nu HH T T

20 30 40 50 60 70 § 00 1o 120 130 140 150 160

Figura 10: Espectro de massas (i.e., 70 eV.) do Eugenol

}
] T3 g HoC
79
@ OH
i 147 161 ‘ HaC
CH, 3 CH,
189 ]
175 1

l‘|1

|
¥
20 30 40 50 a0 T"{} B 9% 100 ]]{} ]2 HU ]lCI 150 IHJ 70 180 190 200

Figura 11: Espectro de massas (i.c., 70 eV.) do B-selineno

E
1
a9 - 133
7O
181
b ‘ | J [ LT
i | || |. - ||| |I |I |I. mill I, Iy
AL RN | i LIS IRRAL AR WAL AR RERLLERN BN """ o b b ARARL LR BURALEARAN WRRRLERLA WRRRLAERN RERRLEEEA RARRLEEEA RARALLRA
20 30 40 50 60 70 & i 1 I[] 1] l'r[:l 400 150 160 1700 180 190 ”[I]

Figura 12: Espectro de massas (i.e., 70 eV.) do p-cariofileno



41

5.2 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

Os resultados dos ensaios com Oleos essenciais demonstraram atividade
antibacteriana tanto para folhas como para as inflorescéncias. Na analise dos resultados
observou-se que os Gleos apresentaram atividades inibitorias frente as bactérias testadas. Os
6leos apresentaram atividade frente as linhagens Gram-positivas e Gram-negativas padréo e
multirresistente, apresentando valores de CIM entre 256-512 pg/mL para as bactérias Gram-
positivas testadas (exceto para o 6leo obtido a partir de inflorescéncia coletado as 8:00 horas
testado sobre a linhagem padrédo S. aureus ATCC 6338) e de 128-512 pug/mL para as Gram-
negativas (Tabela 5).

O oleo essencial obtido a partir das inflorescéncias coletadas as 8:00 horas foi o
que apresentou o menor valor de CIM (128 ug/mL), sendo essa concentracdo sobre bactéria
Gram-negativa E. coli (Ec 27) multiresistente um resultado significativo, ja que na literatura
é relatado a maior resisténcia das bactérias Gram-negativas a acdo de Oleos essenciais,
descrita como decorréncia da complexa dupla membrana apresentada por estes
microrganismos, a qual limita a difusdo de compostos hidrofobicos, através de sua cobertura
lipopolissacaridica (BURT, 2004; HOLLEY & PATEL, 2005).

Tabela 5: Concentracao inibitéria minima - CIM dos 6leos essenciais de folhas e inflorescéncias de

Ocimum gratissimum L. coletados em horarios diferentes

Bactérias CIM pg/mL
OEOGF OEOGF OEOGI OEOGI
8:00 12:00 8:00 12:00
S. aureus ATCC 12692 256 256 256 256
S. aureus ATCC 6338 512 512 > 1024 512
P. aeruginosa ATCC 15442 256 256 512 256
E. coli ATCC 25922 512 256 512 512
E. coli Ec 27 512 256 128 256
k. pneumoniae ATCC 10031 512 512 256 256

OEOGF: Oleo essencial de folhas frescas de O. gratissimum coletado as 8:00 horas e 12:00 horas

OEOGI: Oleo essencial de inflorescéncias de O. gratissimum coletado as 8:00 horas e 12:00 horas
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A composicdo quimica com elevado teor de terpenos justifica a atividade
antimicrobiana dos terpenos. Os terpenos tem sido descritos com atividade antimicrobiana,
sobre as bactérias Gram-positivas e gram-negativas, 0s microrganismos possuem uma
sensibilidade diferenciada, dependendo do material vegetal analisado e a composic¢ao quimica
dos oleos e extratos. Em geral, bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis aos terpenos do
que os Gram-negativos (BURT, 2004).

O mecanismo de agdo dos terpenos € intimamente associado a seu carater
lipofilico. Monoterpenos preferencialmente influenciam estruturas de membrana o que
aumenta a fluidez e permeabilidade, alterando a topologia das proteinas da membrana e
induzindo perturbacGes na cadeia respiratéria. Uma mistura de terpinen-4-ol, a-terpineol, 1,8-
cineol e linalol (monoterpenos) tem demonstrado possuir atividade antibacteriana contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativos isolados da cavidade oral, pele e trato respiratorio.
Além disso, resultados promissores foram obtidos em testes contra as bactérias Gram-
positivas Staphylococcus aureus. A ordem de classificacdo da atividade antibacteriana de
terpenos contra o S. aureus foi: > farnesol >(+)- nerolidol > plaunotol > monoterpenos >, tais
como (-)-citronelol, geraniol, nerol e linalol. Timol e (+)-mentol (Monoterpenos) também
expressaram elevada toxicidade quando analisados contra cepas de S. aureus e,
adicionalmente, (+)-mentol foi toxico contra Escherichia coli (TROMBETTA et al., 2005;
HADA et al., 2003).

O constituinte sesquiterpeno RB-cariofileno possui atividade antimicrobiana
(OZURK et al., 2009). O (E)-cariofileno apresentou atividade antimicrobiana (JULIANI Jr. et
al., 2002), a atividade antimicrobiana do germacreno D, foi avaliada pelos métodos de difuséo
em &gar (BIAVATTI et al., 2001) e microdiluicdo em caldo (DEUSCHLE et al., 2007). Em
ambos 0s casos, 0 germacreno D apresentou-se inativo contra Bacillus subtilis, B. cereus, S.
aureus, P. aeruginosa, E. coli, Micrococcus roseus, M. luteus, Candida albicans, C.
dubliniensis, C. krusei e Saccharomyces cerevisiae nas concentragdes testadas (até 5 mg/mL).
No entanto, o germacreno D é um dos constituintes majoritarios presente em éleos essenciais
gue possuem atividade antimicrobiana, extraidos de diferentes espécies vegetais (JUTEAU et
al., 2002; GONZAGA et al., 2003; IACOBELLIS et al., 2005) e, segundo FRANCESCATO
et al., (2007) esse constituinte pode estar contribuindo para a atividade antimicrobiana de
constituinte(s) ativo(s) desses 6leos essenciais.

Kubo et al. (1993) sugeriu que a atividade de terpenos contra S. aureus pode ser
estreitamente dependente do nimero de atomos de carbono na cadeia hidrofébica das

hidrofilico grupos hidroxila. No entanto, esta sugestdo ndo foi totalmente confirmada.
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Recentemente, foi proposto que a atividade antibacteriana contra S. aureus depende dos
comprimentos das cadeias alifaticas de &lcoois terpénicos e da presenca de ligacGes duplas
(INOUE et al., 2004). Por sua vez, os sesquiterpendides nerolidol, farnesol, bisabolol e
apritone sao responsaveis pelo aumento da permeabilidade bacteriana e susceptibilidade aos
antibidticos (BREHM & JOHNSON, 2003). O terpeno mais importante que pode ser
utilizados em terapia antimicrobiana é (4R)-(+)- carvona (Monoterpenos), que foi eficaz
contra a Listeria monocytogenes e Enterococcus apresentaram atividade para Escherichia coli
(CARVALHO & FONSECA, 2006).

O fenilpropanoéide eugenol, um dos componentes majoritarios presentes nos 6leos
essenciais analisados, tem sido reportado como um metabdlito secundario com atividade
antimicrobiana contra bactérias; B. cereus, C. jejuni, E. coli 0157:H7, S. enterica, Aeromonas
hydrophila, S. typhimurium and Enterobacter aerogenes (WENDAKOON AND
SAKAGUCHI, 1995; FRIEDMAN et al., 2002).

Nakamura et al. (1999) descreveu a atividade de 6leo essencial de folhas frescas
de O. gratissimum contra S. aureus, e também contra membros da familia Enterobacteriaceae;
apresentou atividade contra Shigella, Salmonella, Escherichia, Klebsiella, Proteus.
Diferentemente dos resultados obtidos por NAKAMURA et al. (1999), no nosso screening
antibacteriano, P. aeruginosa apresentou sensibilidade ao dleo essencial de folhas de O.
gratissimum. Outros estudos demonstraram atividade dos 6leos essenciais para B. cereus e E.
faecalis (NGASSOUMA et al.,, 2003) e elevada atividade contra Shigella dysenteriae
(IWALOKUN et al., 2001), o que explica a utilizacdo das partes aéreas do O. gratissimum, na
medicina popular para o tratamento das disenterias. AKINYEMI et al. (2005) confirma
atividade de extratos de etandlicos O. gratissimum nativo do Sudoeste da Nigéria contra S.
aureus resistentes a meticilina (SARM).

Matasyoh et al. (2007) mostrou que o 6leo de O. gratissimum possui atividade
antimicrobiana contra cepas patogénicas de bactérias Gram positivas de S. aureus e Bacillus
spp. € Gram negativas (Escherichia Coli, P. aeruginosa, S. typhi, K. pneumoniae, P.
mirabilis), e contra um fungo patogénico C. albicans. Sendo que a atividade contra as
bactérias Gram positivas foi mais pronunciada ou igual ao antibiotico controle.

Cimanga et al., (2002) menciona que quando comparamos muitos Oleos, por
exemplo; os 0Oleos de A. stipulatum e O.gratissimum (timol >10%) ao 6leo M. myristica (timol
< 1%) deveria se esperar maior atividade antimicrobiana, e isso ndo é observado. Seus dados
sugerem que 0s componentes fitoquimicos presentes em maior percentual, ndo sdo

necessariamente 0s responsaveis pela atividade bioldgica dos 6leos essenciais, € que por
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muitas vezes ndo se observa correlacdo entre o percentual dos componentes e sua atividade
antimicrobiana. Assim, a participagdo dos constituintes menos abundantes deve ser
considerada importante e a existéncia de um efeito sinérgico entre eles. Na analise dos
resultados do screening antibacteriano devem ser considerados diversos fatores; partes
coletadas da planta, 0 meio de cultura, a técnica utilizada, o estado da planta utilizado, a idade
e a origem, as areas geograficas das plantas, a quantidade de 6leo utilizado e a técnica de
isolamento, todos esses fatores sdo importantes para explicar a grande variedade dos

resultados obtidos das atividades bioldgicas das plantas.

5.3 Atividade moduladora dos 6leos essenciais por microdilui¢éo

As Tabelas 6 e 7, mostram a interferéncia dos 6leos essenciais de folhas e
inflorescéncias de O. gratissimum L. sobre a atividade dos antibidticos analisados. Os
antibidticos analisados nos ensaios foram:

Benzilpenicilina, um composto B-lactamico. Exerce a¢do bactericida no estagio de
multiplicacdo de microrganismos sensiveis, atuando por inibicdo do mucopeptideo da parede
celular, ndo sendo ativo contra bactérias produtoras de penicilinases, as quais inclui muitas
vezes cepas de estafilococos, age inibindo a sintese do peptidioglicano e consequentemente a
parede celular (BULARIO ELETRONICO ANVISA)

Ceftriaxona; cefalosporina semi-sintética de "terceira geracdo", com uma meia-
vida longa, que resulta em um esquema de administracdo recomendada uma vez por dia. E
administrado por via intravenosa ou intramuscular e tem um largo espectro de atividade
contra bactérias Gram-positiva e Gram-negativos aerobicos e alguns anaerébicos. Embora a
Ceftriaxona tenha alguma atividade contra Pseudomonas aeruginosa, com base em evidéncias
ndo pode ser recomendado como terapia Unica de antibidtico em infec¢bes por pseudomonas
(RICHARDS et al.,1984).

Gentamicina € um aminoglicosideo, potente antibi6tico bactericida que atuam
através da criacdo de fissuras na membrana externa da célula bacteriana. Esse grupo tem
como caracteristica inibir a sintese protéica ao se ligar a subunidade 30s do ribossomo
microbiano causando a morte de bactérias, particularmente ativos contra aerdbios, bactérias
gram-negativas e agem sinergicamente contra algumas bactérias gram-positivas
(GONZALEZ & SPENCER, 1998; TRABULSI & ALTERTHUM, 2008).
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Analisando a Tabela 6, foram observadas alteracdes relevantes nas CIMs dos

antibidticos foram observadas quando adicionados os 6leos essenciais de folhas frescas ao

meio de crescimento em concentragdes (CIM 1/8):

Tabela 6 : Concentracdo inibitoria minima (CIM) dos antibidticos na auséncia e presenca de

folhas frescas de O. gratissimum L. coletados em horarios diferentes

Benzilpenicilina |(Gentamicina/Ceftriaxona
AMOSTRA LINHAGENS pg/mi pg/mi pug/mi
OEOGFS8 MIC >1024 1 4
P.a 15442 |OE 32 pg/mL >1024 1 64
MIC >1024 8 8
E.coli 25922 | OE 64 pg/mL >1024 4 0,5
MIC >1024 1 64
E.coli27 |OE 64 pug/mL >1024 2 16
MIC 512 16 16
S.a12692 |OE 32 ug/mL 512 1 8
OEOGF12 MIC >1024 1 4
P.a 15442 |OE 32 pug/mL >1024 1 4
MIC >1024 8 8
E.coli 25922 |OE 32 pug/mL >1024 8 8
MIC >1024 1 64
E.coli27 |OE 32 pug/mL 256 1 8
MIC 512 16 16
S.a12692 |OE 32 pg/mL 256 2 8

OEOGF: Oleo essencial de folhas frescas de O. gratissimum coletado as 8:00 horas e 12:00 horas
P. aeruginosa ATCC 15442, E. coli ATCC 25922, E.coli 27, S. aureus ATCC 12692
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Os 06leos essenciais das folhas frescas coletados as 8:00 horas foram utilizados na
concentragdo de 32 pg/mL (CIM 1/8 ) frente a P. aeruginosa , ocorrendo aumento de CIM (4
para 64 ng/mL) na presenga de ceftriaxona, caracterizando antagonismo. Frente a S. aureus
foi observada atividade moduladora sinérgica sobre a gentamicina (16-1 ug/mL) e ceftriaxona
(16-8 pug/mL). Quando testado sua atividade sobre E. coli ATCC 25922 ocorreu sinergismo
sobre a atividade de ceftriaxona ocorrendo reducdo de CIM (8-0,5 pg/mL) e sobre a
gentamicina. O mesmo sinergismo ocorreu quando o 6leo foi testado contra E. coli 27 (64-16
ug/mL) na presenca da cefalosporina.

Os oleos essenciais de folhas frescas coletados as 12: 00 horas foram utilizados
sempre na concentragdo de 32 pug/mL (CIM 1/8). Quando testado sua atividade sobre E. coli
27 ocorreu reducdo de CIM (1024-256 pg/mL), caracterizando efeito modulador sinérgico
sobre a benzilpenicilina. Sobre a atividade da ceftriaxona apresentou reducdo de CIM (64 para
8 ng/mL) com a mesma bactéria multiresistente. Frente a S. aureus ATCC 12692, apresentou
efeito sinérgico com benzilpenicilina, gentamicina e ceftriaxona.

Analisando a Tabela 5, foram observadas alteracfes relevantes nas CIMs dos
antibiodticos foram observadas quando adicionados os Oleos essenciais de inflorescéncias
frescas ao meio de crescimento em concentracfes (CIM 1/8).

Os Gleos essenciais de inflorescéncias coletados as 8:00 horas quando testados em
sua menor concentragdo de 16 pg/mL sobre E. coli 27 apresentou sinergismo com
gentamicina (16 para 8 ng/mL) e com ceftriaxona (32 para 4 pg/mL).Na concentragdo de 32
pg/mL; frente a S. aureus ATCC 12692 apresentou antagonismo com benzilpenicilina,
aumento de CIM (512-1024 pg/mL), sinergismo com gentamicina (redu¢ao de CIM 16-8
pug/mL), sinergismo com ceftriaxona (4-2 pug/mL). Contra K. pneumoniae ATCC 10031
apresentou antagonismo com gentamicina(0,5 -2 pg/mL). Frente a P. aeruginosa apresentou
antagonismo com benzilpenicilina.

Os ensaios dos 6leos essenciais de inflorescéncias coletados as 12:00 horas foram
realizados na concentracdo de 32 ug/mL para esse 6leo. Obtendo-se as seguintes interagdes
relevantes: Contra P. aeruginosa ATCC 15442 efeito antagbnico com gentamicina. Contra E.
coli 27 reducéo de CIM (16-4 pg/mL) com gentamicina caracterizando sinergismo. Também
foi encontrado presenca de sinergismo com ceftriaxona contra E. coli 27 (32-8 ug/mL).
Reducdo de CIM (512-256 pg/mL) contra S. aureus ATCC 12692 na presenca de

benzilpenicilina caracterizando sinergismo.
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Tabela 7 : Concentracdo inibitéria minima (CIM) dos antibidticos na auséncia e presenca de

inflorescéncias frescas de O. gratissimum L. coletados em horérios diferentes

Benzilpenicilina |Gentamicina/Ceftriaxona
AMOSTRA LINHAGENS pg/mi pg/mi pg/mi

OEOGI8 MIC 512 32 32
P.a 15442 |OE 64 pug/mL >1024 32 32
MIC 512 0,5 8
K.pneu10031 |OE 32 pg/mL 512 2 8
MIC 512 16 32
E.coli27 |OE 16 png/mL 512 8 4
MIC 512 16 4
S.a12692 |OE 32 pg/mL >1024 8 2
OEOGI12 MIC 512 32 32
P.a 15442 |OE 32 ug/mL 512 256 32
MIC 512 0,5 8
K.pneul0031|OE 32 pug/mL 512 0,5 8
MIC 512 16 32
E.coli27 |OE 32 pug/mL 512 4 8
MIC 512 16 4
S.a 12692 |OE 32 pg/mL 256 16 4

OEOGI: Oleo essencial de inflorescencias frescas de O. gratissimum coletado as 8:00 horas e 12:00 horas
P. aeruginosa ATCC 15442, E. coli ATCC 25922, E.coli 27, S. aureus ATCC 12692

A caracteristica da interferéncia exercida sobre a atividade antibiotica variou de
acordo com o tipo do antibidtico em contato com 0s 0Oleos essenciais, e tipo de linhagem
bacteriana analisada. Embora existam estudos sobre a atividade bacteriana dessa espécie, ndo
tem sido relatado estudos comparativos de atividade modulatéria de 6leos de folhas e

inflorescéncias de O. gratissimum com antibioticos pelo método de microdiluicao.
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A resisténcia bacteriana aos antibidticos € um problema de saude publica. O
aumento dos casos de resisténcia a essa classe de antibidtico € amplamente reconhecido como
um grave ameaca a saude (COUTINHO et al., 2008; COUTINHO et al., 2009). Um exemplo
de relevancia clinica s@o as infec¢Bes causadas por Staphylococcus aureus, tanto hospitalares
quanto domiciliares, apresentando morbidade e mortalidade elevadas.

Na clinica médica em situacdes especiais, torna-se necessaria a associa¢do de dois
ou mais antimicrobianos a fim de se obter acdo sinérgica entre os mesmos, ampliacdo do
espectro de acdo ou ainda melhor protecdo de pacientes com imunodepressdo. As drogas a
serem associadas devem ter, preferencialmente, as seguintes caracteristicas: acdo bactericida,
mecanismo de acdo diferente, espectro especifico e menor custo. Contudo, 0 uso
indiscriminado dessas associacdes tem também contribuido para o aumento de linhagens
bacterianas multirresistentes.

Em razdo ao grande aumento da resisténcia de microrganismos patogénicos a
multiplas drogas, surge a preocupa¢do para a procura de novas alternativas terapéuticas. A
busca de novos agentes antibacterianos é importante devido ao aumento progressivo na
resisténcia de linhagens bacterianas a varias classes de antibidticos (COSTA et al., 2007).

Os principais mecanismos de resisténcia das bactérias aos antibioticos sdo efluxo
ativo do antibiético, modificacdo do sitio ativo de ligacdo a droga alteracdo por mutagdo ou
inativacdo enzimaética e alteracdo da permeabilidade da bactéria a droga (HEMAISWARYA
et al., 2008).

Produtos naturais de origem vegetal podem alterar o efeito de antibidticos, seja
aumentando a atividade antibidtica ou revertendo a resisténcia. Varios trabalhos relatam a
modulacdo de extratos vegetais sobre a atividade antibidtica e, uma forte tendéncia na
potencializacdo de aminoglicosideos tem sido observada (COUTINHO et al. 2008).

Chung et al., (2009), mostrou que a atividade da oxacilina sobre S. aureus
resistentes a oxacilina, foi aumentada pelo sinergismo de vulgarone B, componente
encontrado em 6leos essenciais de Artemisia iwayomogi K.O mecanismo pode estar associado
a capacidade desse componente clivar o DNA e causar morte celular. AVERINOVA et al.,
(1975) ja tem descrito sinergismo de 6leo essencial de O. gratissimum com ampicilina,
canamicina, &cido fusidico, na agdo contra cepas de S. aureus 2009.

Nweze & Eze (2009) concluiram apds investigacdo pelo método de difuséo em
agar a interacao existente entre extratos de folhas de O. gratissimum com Vvarios antibioticos,
destacando-se a interacdo com estreptomicina, quando testadas contra cepas padrdes de E.

coli , caracterizando presenca de antagonismo. MATIAS et al., (2010) realizou testes com
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extratos metanolicos de folhas de O. gratissimum onde foi observada sinergismo com

aminoglicosideos contra cepas multirresistentes de E. coli e S. aureus.

ANTIBIOTICOS NA AUSENCIA
DE OLEO ESSENCIAL
B:BENZILPENICILINA

C:CEFTRIAXONA
G:GENTAMICINA

ANTIBIOTICOS NA PRESENCA
DE OLEO ESSENCIAL
B:BENZILPENICILINA

C:CEFTRIAXONA
G:GENTAMICINA

v

Bactéria: S. aureus

Figura 13: Placa de microtitulacdo com 96 pogos fundo U, utilizada na investigacdo da
atividade moduladora de 6leos essenciais de inflorescéncias de O. gratissimum coletados as
8:00 horas.
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5.4 Atividade moduladora dos 6leos essenciais por componentes volateis dos 6leos

essenciais.

Nessa avaliacdo, os diametros dos halos de inibicdo obtidos para a gentamicina,
tetraciclina e amicacina frente a S. aureus e P. aeruginosa foram classificados como sensiveis
quando comparado ao padréo estabelecido pela CLSI/NCCLS (2003).

Na concentragdo analisada os oOleos essenciais de folhas e inflorescéncias
mostraram atividade moduladora sinérgica para 0s aminoglicosideos, gentamicina e
amicacina, frente a P. aeruginosa, destacando-se o 0leo obtido das inflorescéncias coletados
as 12:00 horas que exibiu aumento na atividade antibidtica da gentamicina, aumento de
64,29% no diametro de halo de inibicéo (Tabela 7).

Na modulacdo com as tetraciclinas frente a P. aeruginosa, os 6leos essenciais
apresentaram reducdo da atividade antibidtica, destacando-se mais uma vez o 6leo essencial
das inflorescéncias coletados as 12: 00 horas, com reducéo de 72,31% no didmetro de halo de
inibicdo (Tabela 6).

Tabela 8 : Modificacéo da atividade antibidtica por componentes volateis do 6leo essencial de O.

gratissimum por contato gasoso frente a P. aeruginosa ATCC 15442

Tratamento P. aeruginosa ATCC 15442 (mm = DP %)
Gentamicina Tetraciclina Amicacina

10pg A (%) 30 ug A (%) 30pg  A(%)
SEM TRATAMENTO 14+0,6 0,00 32+0,6 0,00 15+0,6 0,00
DMSO 14+0,6 0,00 32+1,1 0,00 1515 0,00
OEOGF 8:00 17+0,6 21,43 12+0,6* -63,08  19+0,6* 26,67
OEOGF 12:00 18+0,6* 28,57 14+0,6* -56,92  20%1,0* 33,33
OEOGI 8:00 21+1,0* 50,00 10£0,6* -69,23 17+0,6 13,33
OEOGI 12:00 23+1,1* 64,29 9+1,0* -72,31 18+1,1 20,00

OEOGF: Oleo essencial de folhas frescas de O. gratissimum coletado as 8:00 horas e 12:00 horas; OEOGI: Oleo essencial de
inflorescéncias frescas de O. gratissimum coletado as 8:00 horas e 12:00 horas; Dose inibitéria minima (1 mg/L ar). Os
valores das médias dos halos de inibicéo sdo estatisticamente significantes quando comparado com os controles (p < 0,05 —
ANOVA seguido por Student-Newman Keuls-test Multipla Comparacéo). Os resultados sdo expressos como média + DP
(n=3).
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Frente a S. aureus, os 0Oleos de folhas e inflorescéncias apresentaram atividade
moduladora sinérgica com os aminoglicosideos, gentamicina e amicacina, sendo o maior
efeito observado na atividade moduladora dos 6leos de inflorescéncias coleta 8:00 horas com
amicacina, aumento de 58,82% no diametro de halo de inibicao (Tabela 7).

Na presenca de tetraciclina foi observado novamente antagonismo por parte de
todos os 6leos testados, redugdo no didmetro do halo de inibi¢do, com destaque mais uma vez
para os 0leos obtidos das inflorescéncias coletados as 12: 00 horas , com redugdo de 73,91%.

Tabela 9 : Modificacdo da atividade antibiotica por componentes volateis do 6leo essencial de O.

gratissimum por contato gasoso frente a S. aureus ATCC 12692

Tratamento S. aureus ATCC 12692 (mm £DP %)
Gentamicina Tetraciclina Amicacina

10pg A (%) 30ug A (%) 30 ug A(%)
SEM TRATAMENTO 16+1,0 0,00 23£15 0,00 17+0,6 0,00
DMSO 16+0,6 0,00 23+0,6 0,00 1715 0,00
OEOGF 8:00 18+0,6 12,50 15+0,6 -34,78 2315 35,29
OEOGF 12:00 18+1,0 12,50 15+1,0 -34,78  24+15* 41,17
OEOGI 8:00 20+1,0 25,00 15+0,6 -34,78  27+1,1* 58,82
OEOGI 12:00 1940,6 18,75 6+1,0 -73,91  20+1,0 17,65

OEOGF: Oleo essencial de folhas frescas de O. gratissimum coletado as 8:00 horas e 12:00 horas; OEOGI: Oleo essencial de
inflorescéncias frescas de O. gratissimum coletado as 8:00 horas e 12:00 horas; Dose inibitdria minima (1 mg/L ar). Os
valores das médias dos halos de inibi¢do sdo estatisticamente significantes quando comparado com os controles (p < 0,05 —
ANOVA seguido por Student-Newman Keuls-test Multipla Comparagdo). Os resultados sdo expressos como média + DP
(n=3).

Os resultados mais relevantes de interferéncia foram para o 6leo essencial de
inflorescéncias de O. gratissimum coletados as 12:00 horas, que apresenta na composi¢ao
quimica o mais elevado teor de sesquiterpenos hidrocarbonos (46,62%), sendo 0s mais
representativos B-selineno (19,97%), a-selineno (5,51%), Germacreno D (4,26%), a-
humuleno (1,83%), p-cariofileno (12,44%), Oleos essenciais ricos na mistura (-
cariofileno/biciclogermacreno ou R-cariofileno/germacreno D, tem demonstrado potente
atividade antimicrobiana (MAIA et al.,, 2010). O germacreno D ja foi mencionado por
apresentar atividade moduladora (SIMOES et al., 2008).
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Bactéria: S. aureus
Amicacina 30ug

\ OEOGI 12

Figura 14: Placa de petri contendo 6leos essenciais de inflorescéncias coletados 12:00 horas

na presenga de disco de Amicacina 30ug.

O aumento crescente da freqiiéncia de S. aureus resistentes a oxacilina (ORSA) e
a possibilidade do aparecimento de amostras resistentes a vancomicina tornam importante o
desenvolvimento de novas drogas com atividade antiestafilocdcicas. Amostras de ORSA séo,
geralmente, resistentes a inumeros antimicrobianos, incluindo B-lactdmicos, os macrolideos,

as lincosaminas, os aminoglicosideos, o cloranfenicol e a tetraciclina (FARIAS, et al.,1997).

Sousa et al., (2011) testou a atividade de componentes volatéis de o6leos
essenciais de Lantana montevidensis Brig. (Verbenaceae) como moduladores da atividade de
gentamicina e amicacina, observando que os 0leos essenciais apresentaram efeito sinérgico,
aumentando a atividade desses antibioticos frente a S. aureus e P. aeruginosa (chegando a
aumentar em 102% a atividade de amicacina contra Pseudomonas) o que expressa a influéncia

de Gleos essenciais para atuar como adjuvantes no tratamento de infecgGes respiratorias.
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5.5 Atividade antioxidante in vitro

Muitos processos bioquimicos geram substancias que sdo denominadas radicais
livres, como superdxidos e hidroxilas e outras substancias com oxigénio como H202 e O2. A
alta producédo de radicais livres nos organismos e a peroxidacdo de gorduras em membranas
celulares tém implicado em vérias doencas patofisioldgicas, incluindo metagénese, diabetes,
arteriosclerose coronaria, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (FRANCO et al.,
2008; BANERJEE et al., 2005).

A oxidacdo de lipidios em produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos,
juntamente com o crescimento de microrganismos indesejaveis tem resultado no
desenvolvimento de principalmente, rancidez e deterioracdo, conduzindo a produtos nao
aceitaveis para consumo humano. Muitos 6leos essenciais e compostos isolados destes tém
sido recentemente reconhecidos como poderosos antioxidantes naturais, 0s quais poderiam ser
utilizados como substitutos potenciais aos antioxidantes sintéticos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2002).

A natureza antioxidante de compostos fendlicos tem sido documentada em uma
série de plantas. Autores tem descrito que atividade antioxidante seja atribuida a presenca de
compostos fendlicos pertencentes a classes dos taninos e flavondides, que possuem atividade
antioxidante, por atuarem como sequestradores de radicais de oxigénio (GIORGI et al., 2009;
TAIAE et al., 2010; NAKASHIMA et al., 2009; QUETTIER-DELEU et al., 2000, SOARES
2002; SOUSA et al., 2007).

Hakkim et al., (2008) comparou a atividade antioxidante, pelo método do B-
caroteno, de varias espécies do género Ocimum contra BHA (controle positivo) onde a
seguinte ordem de poder antioxidante foi estabelecida: O. gratissimum > O. americanum
> O.minimum > O. citriodorum > O. kilimandscharicum >O. grandiflorum > O. lamiifolium
> 0. selloi. Ao realizar a analise fitoquimica de extratos das espécies obteve a identificacdo
de 11 compostos fenolicos compostos (acido rosmarinico, acido litospérmico, vanilico, acido
p-cumarico, &cido hidroxibenzoico, acido siringico, acido caféico, &cido ferulico, &cido
cinamico, acido fenilactico e acido sinaptico) o que atribuiu aos responsaveis pela atividade
antioxidante dessas especies.

Prakash e colaboradores (2010) analisaram 6leo essencial de folhas frescas de O.
gratissimum, que quando caracterizado por GC-MS, revelou 30 componentes, representando

95,97% da composicdo do 6leo. Na investigacdo foram considerados como majoritarios;
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cinamato de metila (48,2%), y-terpinene (24,0%), 1,8 - cineol (4,0%). Comparando sua
atividade antioxidante pelo método do DPPH com padrdes conhecidos como BHT e BHA, e
avaliando sua atividade antimicrobiana contra aflatoxinas, concluiram que o OE poderia ser
recomendado como um aditivo na protecdo de alimentos, evitando a biodegradacéo através de

peroxidacao.

Tabela 10: Atividade antioxidante de 6leos essenciais extraidos de folhas e inflorescéncias de

O. gratissimum coletados em diferentes periodos

[ Jug/mL OEOGF8 OEOGF12 OEOGIS8 OEOGI12 BHT
5 56,76+1,56 48,41+3,08 10,89+4,83 33,25+0,02 13,67+2,19
10 80,83+1,68 61,26+4,48 23,18+5,22 34,98+2,10 60,93+1,62
25 79,88+2,41 82,58+0,64 44,49+5,01 53,34+2,42 65,54+1,12
50 86,49+2,27 89,75+0,80 57,25+1,00 69,26+4,64 88,10+1,24
125 91,71+1,54 92,76+0,46 78,58+1,77 84,15+0,58 91,61+1,81
250 93,95+0,85 95,25+0,48 88,89+2,09 89,19+2,98 94,00+1,00
CE 5o 83,97+0,60 82,51+0,42 57,64+2,28 66,23+1,56 75,37+0,47

OEOGF: Oleo essencial de folhas frescas de O. gratissimum coletado as 8:00 horas e 12:00 horas
OEOGI: Oleo essencial de inflorescéncias frescas de O. gratissimum coletado as 8:00 horas e 12:00 horas.
Os resultados sdo expressos como média £ DP (n=3).

CES50: Concentragdo efetiva

Na andlise dos resultados da atividade antioxidante (AA%) considerou-se como
valor de referéncia a CE50 de 75,37+0,47 ng/mL do BHT (controle positivo) para comparar
como a atividade antioxidante dos dleos essenciais das folhas frescas e inflorescéncias de O.
gratissimum devido o BHT ser bastante utilizado como parametro para atividade antioxidante
(MENSOR et al., 2001).

Os resultados quantitativos da atividade antioxidante dos 6leos estdo apresentados
na Tabela 8, na qual mostra que todos os Oleos apresentaram atividade sequestradora do

radical livre DPPH. Os 6leos essenciais das folhas demonstraram uma menor atividade em
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comparacdo ao BHT. Por sua vez os Oleos extraidos das inflorescéncias apresentaram maior

atividade antioxidante do que as folhas e do que o prdprio controle positivo.

Estudos relatam que OE de O. gratissimum que apresentava alto teor de eugenol
mostrou efeito significativo na atividade antioxidante pelo método do DPPH. A alta atividade
do 6leo de O. gratissimum foi atribuida ao seu elevado teor de eugenol. Esse fato foi
corroborado pelos compostos puros testados, o eugenol isolado apresentou bons valores de
CE 50. Oleos essenciais de O. basilicum, que sio ricos em linalol, nfo tém a atividade anti-
radical potente quando comparado ao O. gratissimum, o que seria explicado pela auséncia de

um anel fendlico em seu composto majoritario (DAMBOLENA et al., 2010).

Hussain et al., (2008) afirma que a atividade antioxidante de 6leos essenciais de
O. basicilum L. variam de acordo com a estacdo da coleta das folhas, seguindo a seguinte
ordem decrescente de atividade: Inverno> BHT (controle positivo) > Primavera > Outono >
Verdo > Linalol. A variacdo nas condigdes sazonais modifica o perfil da composigédo
fitoquimica, mudando o percentual dos componentes minoritarios e também alterando a
atividade antioxidante, evidenciando a importancia de considerar toda a composi¢do quimica

presente.

Trevisan et al., (2006) , por sua vez, relata que apesar de haver uma correlacéo
positiva da presenca de compostos fendlicos como o eugenol, com a capacidade antioxidante
de dleos essenciais, deve-se entender que a capacidade antioxidante dos dleos ndo estaria
claramente relacionada a proporcéo e o perfil dos compostos secundarios de plantas. O que
justifica o fato de que apesar dos Oleos essenciais das folhas possuirem um maior teor de
eugenol do que os 0Oleos essenciais extraidos das inflorescéncias, eles ndo apresentaram maior

atividade antioxidante esperada.

Dessa forma, embora seja relevante a maior contribuicio do componente
majoritario, principalmente quando reconhecidamente esses ativos possuem atividade
antioxidante, outros componentes do 6leo em menor propor¢do seriam também os

responsaveis pela atividade antioxidante.
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6 CONCLUSOES

A maioria dos constituintes presentes nos 0&leos essenciais de folhas e
inflorescéncias de O. gratissimum L. identificados por CG/MS, pertencem a classe dos
terpenos. Os compostos que apresentaram maior percentual nos Oleos analisados foram
eugenol, cineol, B-selineno e B-cariofileno.Um total de 20 constituintes foi identificado nos
6leos essenciais, 0s componentes majoritarios variaram seu percentual de acordo com o
horéario coletado e as partes da planta coletadas. Para os 6leos extraidos das folhas coletadas
8:00 horas e 12:00 horas respectivamente; eugenol (53,31% Vs 52,22%), 1,8-cineol (22,14%
Vs 19,80). Para os Oleos extraidos das inflorescéncias coletadas 8:00 horas e 12:00 horas
respectivamente; [3-selineno (10,98% Vs 19,97%), B-cariofileno (6,47% Vs 12,44%), eugenol
(40,74% Vs 21,89%) ,1,8-cineol (25,04% Vs 17,05%).

Os Oleos apresentaram atividade frente as linhagens Gram-positivas e Gram-
negativas padréo e multirresistente, sendo o 6leo essencial obtido a partir das inflorescéncias
coletadas as 8:00 horas o que apresentou 0 menor valor de CIM (128 pg/mL), sendo essa
concentracdo sobre bactéria Gram-negativa E. coli Ec 27 multiresistente um resultado
significativo.

Uma interferéncia dos 6leos essenciais na atividade antibi6tica foi observada para
todos os antibidticos analisados por microdiluicdo. Pelo método do contato gasoso foi
observada uma interessante relacdo do ponto de vista clinico para todos os 6leos com 0s
aminoglicosideos, traduzindo em efeitos sinérgicos, e para as tetraciclinas em efeito
antagbnico. Todos os Oleos das folhas e inflorescéncias de O. gratissimum apresentaram
atividade antioxidante. Quando comparados, os 6leos das folhas apresentaram atividade

antioxidante inferior aos 6leos das inflorescéncias.
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