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RESUMO

A associacdo de o6leos essenciais (OE) com substancias antibacterianas
tem demonstrado relevante eficdcia sobre a inibicdo do crescimento de micro-
organismos. Neste estudo, foi avaliada a acgao inibitéria do OE obtido das folhas
frescas de Ocimum gratissimum (O. gratissimum) em associagdo com discos de
teste de sensibilidade a antimicrobianos, frente a Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, empregando o método de difusdo em agar descrito por
Oliveira et al (2006). Os antibidticos avaliados foram: ampicilina, amoxicilina-
acido-clavulanico; penicilina-G; oxacilina; cefalotina; cefoxitina; ceftazidima;
cefuroxime; cefepime; eritromicina; ciprofloxacino; vancomicina; tetraciclina;
cloranfenicol; clindamicina; amicacina; gentamicina; rifampicina; sulfazotrim;
meropenem. Os resultados obtidos demonstraram atividade sinérgica de inibicao
do crescimento microbiano do OE associado a rifampicina, ciprofloxacino e
tetraciclina sobre S. aureus; e, de cefepime e ciprofloxacino frente a P. aeruginosa
nas concentracdes presentes nos discos. Através da técnica do Checkerboard foi
quantificada a reducé@o da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) do ciprofloxacino
e tetraciclina associado ao O. gratissimum. O ciprofloxacino associado a CIM do
OE de O. gratissimum apresentou reducédo da CIM de 0,6 pg/mL para 0,076
pg/mL frente a S. aureus e de 0,03 pg/mL para 0,00119 pg/mL frente a P.
aeruginosa. Enquanto, a tetraciclina em associacao apresentou reducédo da CIM
de 0,028 pug/mL para 0,0018 pg/mL para S.aureus e de 4 ug/mL para 0,93 pg/mL
frente a P. aeruginosa. Dessa forma, o OE de O. gratissimum demonstrou
aumento da atividade antibacteriana dos antibitticos avaliados. No entanto, vale
ressaltar que o estudo foi realizado por métodos de ensaios in vitro, necessitando
a confirmagéo dos resultados por meio de modelos experimentais in vivo, que

possibilitem a ratificacdo dos resultados com maior confiabilidade.

Palavras-chave: Ocimum gratissimum, Alfavaca, 6leo essencial, sinergismo,

antibiéticos, método Checkerboard
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ABSTRACT

The combination of essential oils (EO) with antibacterial substances has
shown significant efficacy for inhibiting the growth of microorganisms. In this
research, we evaluated the inhibitory action of EO obtained from fresh leaves of
Ocimum gratissimum (O. gratissimum) in association with
antimicrobial susceptibility testing disks against Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa, using the agar diffusion method described by Oliveira
et al (2006). We evaluated the following antibiotics: ampicillin, amoxicillin
clavulanic acid; penicilin G; oxacillin; cephalothin; cefoxitin; ceftazidime;
cefuroxime; cefepime; erythromycin; ciprofloxacin; vancomycin; tetracycline;
chloramphenicol; clindamycin; amikacin; gentamicin; rifampin; sulfazotrim;
meropenem. The obtained results showed synergistic activity of microbial growth
inhibition of the EO associated with rifampin, ciprofloxacin and tetracycline against
S. aureus; and, cefepime and ciprofloxacin against P. aeruginosa in these
concentrations in discs. Through Checkerboard technique it was quantified the
reduction of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of ciprofloxacin and
tetracycline associated with the O. gratissimum. Ciprofloxacin associated with the
MIC of EO of O. gratissimum decreased the MIC from 0.6 pg/mL to 0.076 pg/mL
against S. aureus and 0.03 pg/mL to 0.00119 pg/mL against P. aeruginosa. While
tetracycline in combination decreased the MIC from 0.028 pg/mL to 0.0018 pg/mL
for S. aureus and from 4 pug/mL to 0.93 pug/mL against P. aeruginosa . Thus, the
EO of O. gratissimum demonstrated increased antibacterial activity of the
evaluated antibiotics. However, it is noteworthy that the study was conducted by in
vitro test methods, requiring confirmation of results from experimental models in

vivo, enabling the ratification of the results with greater reliability.

Keywords: Ocimum gratissimum, Basil, essential oil, synergism, antibiotic, method
Checkerboard
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais possuem propriedades terapéuticas sendo
extensamente utilizadas nas comunidades com o objetivo de melhorar a saude
(OLIVEIRA et al, 2006). HA um crescente numero de pesquisas no intuito de
comprovar o uso popular de plantas medicinais, contribuindo para 0 seu uso seguro
(COSTA, 2002; AZEVEDO et al 2014).

A investigacdo farmacologica de plantas medicinais para o tratamento de
doencas tem sido considerada prioridade pela OMS (OLIVEIRA et al, 2013). Nos
altimos anos, ocorreu um aumento nas pesquisas de novos farmacos provenientes
de plantas medicinais, os estudos tém se concentrado em tratamentos terapéuticos
e preventivos para diversas doencas (CARNEIRO et al, 2014).

Um dos fatores que mais contribuiu para a pesquisa do potencial bioativo de
plantas é a problematica da resisténcia dos antibiéticos convencionais adquiridas por
diversos micro-organismos (FREITAS et al, 2014). A resisténcia antimicrobiana,
ocasionada pelo uso indiscriminado de antibidticos, tornou-se o principal problema
de saude publica no mundo (SANTOS, 2004). A existéncia de patdégenos
multirresistentes necessita que novos agentes antimicrobianos sejam investigados,
tais como os 6leos essenciais (DUARTE et al, 2012, RIBEIRO et al, 2013).

Neste contexto tém se destacado o estudo da atividade antimicrobiana
apresentada pelos OE como agentes de inibicdo do crescimento microbiano, sendo
esta atividade muitas vezes atribuida aos terpendides oxigenados (DUARTE et al,
2007; BASSOLE e JULIANI, 2012). Os 6leos essenciais (OE) sao produtos naturais
de plantas possuindo uma mistura complexa de componentes e, assim, apresentam
diversas aplicacfes terapéuticas.

A associacdo de antibidticos com OE contra bactérias resistentes pode
ampliar o espectro antimicrobiano (YAP et al, 2013). A avaliacdo do sinergismo
entre antibiéticos e extratos vegetais tém sido investigada pelos métodos de
Checkerboard, Time-Kill Curves (TKC) e disco difusdo (NETTO, 2013; ROZATTO,
2012; MEDEIROS, 2012, DUARTE et al, 2012; MALIK et al, 2011).

O OE da espécie de Ocimum gratissimum (O. gratissimum), popularmente

conhecido como alfavaca cravo, tem sido investigado devido as suas propriedades
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farmacolégicas destacando-se a atividade antimicrobiana, frente a bactérias e
fungos patogénicos (ADJOU et al, 2013; DAMBOLENA et al, 2010; DUBEY et al,
2000; FRANCO et al, 2007).

Matias et al (2011) investigaram a associacdo de extratos obtidos das folhas
de O. gratissimum com antibidticos aminoglicosideos (amicacina, canamicina,
gentamicina e neomicina), frente as linhagens multirresistente de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (S. aureus). Foi verificado que ocorreu a modificagdo da
resisténcia bacteriana, reduzindo consideravelmente a concentracdo inibitoria
minima desses antibidticos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro a influencia na acao
antimicrobiana do 6leo essencial das folhas frescas de O. gratissimum associado
com antibidticos sobre as cepas de S. aureus ATCC 6538 e Pseudomonas

aeruginosa ATCC 25619, empregando os métodos difusdo em agar e Checkerboard.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A importancia do uso de plantas medicinais

A utilizagdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e
prevencdo de doencas € uma das mais antigas formas de pratica terapéutica da
humanidade (JUNIOR et al, 2005). O uso de fitoterapicos com finalidade profilatica e
curativa passou a ser reconhecido oficialmente em 1978 pela Organizagdo Mundial
de Saude (OMS) (BRASIL, 2006).

No século XIX o empirismo da alquimia foi suplantado pela quimica
experimental, que permitiu a sintese laboratorial de novas substancias organicas. A
medida que derivados mais puros se tornaram disponiveis, os médicos passaram a
priorizar as drogas sintéticas desconsiderando o papel importante da fitoterapia
(FRANGCA et al, 2008).

A fitoterapia constitui uma forma de medicina que vem crescendo visivelmente
ao longo dos ultimos anos um fator que pode estar contribuindo para este progresso
consiste na evolucao dos estudos cientificos, particularmente os estudos quimicos e
farmacoldgicos, que comprovam a eficicia das plantas medicinais (BRASIL, 2006)

H& uma crescente busca por produtos oriundos de plantas medicinais, com o
intuito de obter novas substancias ativas com propriedades farmacolégicas
relevantes. A atividade biolégica de uma planta medicinal pode ser atribuida a
constituintes majoritarios. Porém, substancias presentes em menor concentracao
podem influenciar qualitativamente e quantitativamente a resposta terapéutica
(COSTA, 2002).

Estima-se que no Brasil, cerca de 82% da populacdo brasileira utiliza
produtos a base de plantas medicinais. A partir da década de 80, diversas acodes e
programas de fitoterapia foram implantados na rede publica de saude, destacando a
Resolucéo Ciplan, 1988, que regulamentou a prética da fitoterapia no servi¢o publico
(BRASIL, 2015). A Politica Nacional traz como objetivo “garantir a populagao
brasileira 0 acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos,
promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia
produtiva e da industria nacional” (BRASIL, 2011).
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As plantas medicinais séo utilizadas em varias areas da saude como forma
alternativa de tratamento (DUARTE et al, 2004). Muitas espécies sdo usadas
empiricamente, sem respaldo cientifico. No entanto, as observacdes populares
sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais contribuem de forma relevante para a
divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais, despertando o interesse de
pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares, que enriquecem 0s
conhecimentos sobre a inesgotavel fonte medicinal natural (MACIEL et al, 2002).

No Brasil, diretrizes do Ministério da Saude determinaram prioridades na
investigacdo das plantas medicinais e implantagcéo da fitoterapia como pratica oficial
da medicina, incentivando a pesquisa, desenvolvimento do uso sustentavel da
biodiversidade, desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional
(BRASIL, 2006; SANTOS et al, 2011). Os principais instrumentos norteadores para o
desenvolvimento das acdes/programas com plantas medicinais e fitoterapia séo: a
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no SUS, com diretrizes
e linhas de acédo para “Plantas Medicinais e Fitoterapia no SUS”; e a “Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos”, com abrangéncia da cadeia
produtiva de plantas medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2012).

Para drogas vegetais foi elaborada a Resolugéo de Diretoria Colegiada (RDC)
14/2010 que estabelece sobre o registro de medicamentos fitoterapicos, estabelece
trés formas pelas quais devem ser comprovadas a eficacia e a seguranca dos
medicamentos fitoterapicos: estudos pré-clinicos e clinicos, sustentacéo na literatura
enumerada na Instrugdo Normativa 05/2010 da ANVISA e tradicionalidade de uso
(FIGUEREDO et al, 2014).

2.1.2 Biocompostos do metabolismo secundario de plantas

O metabolismo secundario de espécies vegetais, geralmente, esta associado
a mecanismos de defesa. As substancias produzidas normalmente nédo se
encontram em estado puro, mas sob a forma de fitocomplexos cujos componentes
podem interagir, formando preparados vegetais que podem possuir efeitos
medicinais (KANZLER, 2013).

N&o se sabe ao certo 0 que controla a formag¢do dos metabdlitos secundarios,

porém, foi relatado que as condi¢cdes de estresse, concentracdo de enzimas e
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substrato podem influenciar a producdo (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).
Normalmente, o inicio do metabolismo secundario é frequentemente ligado ao
estagio de desenvolvimento da planta, ocasionando mudancas morfologicas e
citolégicas (PIETERS e VLIETINCK, 2005). Os biocompostos produzidos sé&o
divididos de acordo com a sua estrutura quimica nos seguintes grupos: alcaldides,
fenois e terpenos.

Os alcaldides sdo compostos alcalinos que possuem trés caracteristicas
importantes: sdo sollveis em agua, possuem um ou mais atomos de nitrogénio e
exibem uma forte atividade bioldgica. Os alcalbides sdo sintetizados normalmente a
partir de aminoacidos comuns, como lisina, tirosina e triptofano (CANHOTO, 2010).

Os compostos fendlicos sdo produtos naturais que possuem um grupo
hidroxila (-OH) ligado diretamente a um anel aromatico e, com frequéncia, sdo
componentes dos 6leos essenciais, sendo responsavel pelo aroma e sabor. Varios
pigmentos comuns nas plantas sdo derivados fendlicos, facilitando a atragdo de
polinizadores e dispersdo de sementes (ATKINS e JONES, 2010; CAREY, 2008).
Duas rotas bioquimicas estdo implicadas em seu metabolismo, a rota do &cido
chiquimico e a rota do acido mevalénico (DEWICK, 2002).

Os terpenos e seus derivados formam o grupo mais abundante de metabdlitos
secundarios, sdo usados como flavorizantes e comumente estdo presentes na
composicao dos Oleos essenciais (CAREY, 2008; CANHOTO, 2010). Os terpendides
sdo sintetizados nas plantas pela juncdo de, pelo menos, duas unidades
moleculares, cada uma com cinco atomos de carbono. Estas unidades sé&o
conhecidas como isoprenos. A classificacdo dos terpenos é baseada no niumero de
unidade de isopreno, assim, 0s monoterpenos possuem duas unidades de isopreno
(10 atomos de carbono), enquanto os sesquiterpenos possuem trés unidades de
isopreno (15 atomos de carbono) (CANHOTO, 2010).

2.2 Oleos essenciais de plantas medicinais

Os 6leos essenciais sédo designados como esséncias devido sua propriedade

flavorizante, sendo empregados nas industrias de perfumaria, medicamentos e

cosmeéticos (COSTA, 2002). Esses metabdlitos secundarios sao importantes na
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protegcdo das plantas, pois podem atuar como antibacterianos, antivirais,
antifngicos, inseticidas e também contra herbivoros (SIMOES et al, 2000).

As esséncias sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
liquidas, geralmente de aroma agradavel e apresentam composicdo quimica,
caracteristica fisico-quimica e odores bem distintos (SIMOES et al, 2000).
Encontram-se em estruturas especializadas das plantas, nas flores e folhas, sendo
menos frequente em raizes e rizomas (CUNHA et al, 2004).

A composicdo quimica das esséncias apresenta grande variacdo dentro de
uma mesma espécie (KANZLER, 2013). Fatores como clima, época de colheita,
secagem e meétodos extrativos também podem contribuir para a alteragdo na
constituicdo dos componentes quimicos do Oleo essencial da mesma espécie
(COSTA, 2002).

Os constituintes dos OEs séo divididos em duas classes quimicas distintas,
terpendides e fenilpropandides. Embora os terpenos sejam encontrados com maior
frequéncia e abundancia na maioria dos 6leos, sédo os fenilpropandides responsaveis
pela propriedade flavorizante.

A andlise do OE pode ser realizada através de meétodos classicos e técnicas
analiticas modernas. O método classico € baseado nas caracteristicas fisicas e
quimicas das esséncias, como densidade relativa, indice de refracdo, solubilidade,
cor e odor (BRASIL, 2010). O método classico ndo tem sido empregado como
método independente e deve ser combinado com técnicas de analiticas modernas,
especialmente cromatografia gasosa (CG), para a avaliacdo da autenticidade
(COSTA, 2002). A cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-
MS) tem sido amplamente utilizada como técnica analitica para avaliacdo dos
constituintes dos 6leos volateis.

A aplicacdo terapéutica dos OEs é muito variada e abrange quase todos o0s
sistemas do organismo, 0 que permite sua aplicacdo na aromaterapia, pratica muito
difundida na Europa, especialmente na Franca e na Inglaterra (KANZLER, 2013). A
aromaterapia € usada para aliviar a dor crdnica, ansiedade, insbnia, depressao,
estresse e para tratar alguns disturbios cognitivos (CECHINEL-FILHO, 2012). Os
OEs também apresentam significativa atividade antimicrobiana consistindo em um
beneficio adicional em sua utilizagdo como tempero em alimentos e utilizacdo
antisséptica (HUI, 2007).
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2.2.1 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

Os farmacos aromaticos séo frequentemente utilizados para a destruicdo de
agentes causadores de infeccdes, como bactérias, fungos, virus, insetos e parasitas.
O uso topico tem sido empregado para a desinfeccdo de feridas. Durante a Primeira
Guerra Mundial, a esséncia de niauli serviu como antisséptico de ferimentos
produzidos em combate (COSTA, 2002).

O OE tem demonstrado grande potencial antibacteriano, sendo atribuido a
pequenos terpendides e compostos fendlicos (DUARTE et al, 2007). Os
monoterpenos podem agir ao comprometer a integridade da funcdo da membrana
celular microbiana, permitindo o extravasamento dos componentes intracelulares e
inibindo a respiracdo celular (GREAY e HAMMER, 2011). Os fenilpropandides
possuem um amplo espectro de agdo, a atividade antimicrobiana é conferida pelos
grupos hidroxilas livres sendo variavel pelo nimero e tipos de substituintes
presentes (NAZARRO et al, 2013).

Em um estudo realizado por Devi et al (2013), verificou-se que o eugenol, um
fenilpropandide, apresentou atividade bactericida contra Proteus mirabilis, formando
poros na membrana celular e assim, alterando a sua permeabilidade, permitindo o
extravasamento dos constituintes intracelulares resultando na morte celular.

A atividade antimicrobiana pode ser avaliada através de métodos in vitro para
investigar a bioatividade dos 6leos essenciais, dentre estes destacam os métodos
microbiolégicos tradicionais, como os métodos de difusdo em &gar e diluicdo em
caldo (GREAY e HAMMER, 2011).

As diferencas com respeito as técnicas empregadas para investigacdo da
acao da atividade dos compostos de plantas e a variacdo encontrada na composi¢ao
quimica de algumas preparacdes vegetais, podem resultar em dados de dificil
comparacao entre as pesquisas. Além disso, ndo existe também um consenso sobre
0s niveis de inibicdo aceitaveis para compostos de plantas, quando comparados
com antibiéticos padrdes (DUARTE et al, 2007).
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2.3 Componentes quimicos e atividade biolégica do Ocimum gratissimum L.

O Ocimum gratissimum L. é popularmente conhecido como alfavaca ou
manjericao pertence ao género Ocimum e a familia Lamiaceae, compreende ervas e
arbustos nativos das regifes tropicais e sub-tropicais da Asia, Africa e América do
Sul (HILTUNEN e HOLM, 2005; PADALIA et al, 2013). Ha& duas variedades de
Ocimum gratissimum L., descritas como O. gratissimum L. var. gratissimum e O.
gratissimum var. macrophyllum Brig., porém por apresentarem um complexo
polimérfico a diferenciagdo morfolégica é dificultada. Contudo, estudo das variagfes
genéticas dos Oleos essenciais obtidos de O. gratissimum tém demonstrado a
presenca de trés diferentes quimiotipos: eugenol, timol e citral (BASER e
BUCHBAUER, 2010).

O quimiotipo eugenol é facilmente distinguivel pelo aroma que lembra o
cravo-da-india, possui as flores e fruticulos dispostos em numerosas inflorescéncias
eretas tipicas do género (FRANCO et al, 2007) (Figura 1). Estudos tém apontado
gque a concentracdo de eugenol do Oleo essencial € variavel com o horéario de
colheita. Silva et al (1999) verificaram que a concentracao de eugenol variou de 90,6
a 98,0 % no dleo essencial quando a coleta das folhas foi realizada entre 11 as 13
horas. Foi demonstrado que o teor de eugenol reduz durante a secagem, entretanto,
os teores de trans-bergamoteno, linalol e 1,8-cineol aumentam significativamente
(LUZ et al, 2009).
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Figura 1- Fotografia da planta Ocimum gratissimum (alfavaca-cravo) cultivado no Horto da
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Juiz de Fora

Popularmente a alfava cravo tem sido utilizada sob a forma de infuséo para
tratamento de resfriado, como diurético, desinfetante e inseticida. Na Asia é utilizado
para dores abdominais (DUARTE et al 2007, DAMBOLENA et al, 2010). Estudos
demonstraram uma potencial atividade anestésica, antinociceptiva, antioxidante e
antimicrobiana contra bactérias e fungos (ADJOU et al, 2013; DAMBOLENA et al,
2010; FRANCO et al 2007; SILVA et al, 2012; NGUEMTCHOUIN et al, 2012) (Tabela
1).

Os extratos obtidos de O. gratissimum também tem apresentado atividade
biolégica significativa. Verificou-se que extrato aquoso das folhas apresentou
atividade antiviral in vitro, inibindo a replicacdo dos virus HIV-l e HIV-2 (AYISI e
NYADEDZOR et al, 2003). O estudo do extrato etandlico e fracbes demonstrou
atividade antioxidante, apresentando maior atividade a fracdo de acetato de etila
(OUYNG et al, 2013). O extrato metandlico apresentou atividade hipoglicemiante em

ratos wistar machos com diabetes induzidas por aloxano, reduzindo os niveis de
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glicose no sangue em 56% em ratos sadios e 69% em diabéticos na dose de 400
mg/ kg intraperitoneal (AGUIYI et al, 2000)

Tabela 1 - Atividade bioldgica dos quimiotipos de Ocimum gratissimum

Quimiotipo Farmacdégeno Concentracéo do Atividade biolégica | Referéncia
constituinte
majoritario
Eugenol Folhas 70,1 % Antifingico contra DAMBOLENA et al,
Flores 33,2% Fusarium 2010
Verticillioides
Antioxidante
Eugenol Folhas 73,6% Anestésico SILVA et al, 2012
Eugenol Folhas 57,0% Antibacteriano contra | FRANCO et al, 2007
S. aureus ATCC
6538,
E. coli O: 158,
S. choleraeseus
ATCC 10708
Eugenol Folhas 67,17% Antinociceptivo PAULA-FREIRE et al,
2013
Timol Folhas 26,9% Antifangico contra ADJOU et al, 2013
A. flavus,
A. parasiticus,
A. ochraceus,
F. oxysporium
Timol Folhas 53,9% Bioinseticida NGUEMTCHOUIN et
al, 2012
Citral Folhas - Antifangico contra ADJOU et al, 2013
C. albicans

2.3.1 Composicao quimica do 6leo essencial de O. gratissimum

O OE de O. gratissimum utilizado neste estudo foi avaliado em um estudo
anterior por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de massas (CG-MS)
e através de Cromatografia em fase gasosa com detec¢do por ionizacdo em chama
(GC-FID), tendo sido identificados os constituintes quimicos e sua composi¢ao
percentual, respectivamente (MORAES et al, 2014).

Através da andlise do Oleo de O. gratissimum foram identificados 10
componentes, sendo constituintes majoritarios o eugenol (72,56%) e o cis-B-ocimeno
(18,98%), correspondendo a 91,54% da composicao total do 6leo (Figura 2). Os

dados referentes as analises encontram-se no Apéndice A.
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HO

eugenol cis-f-ocimeno

Figura 2- Estrutura quimica dos constituintes majoritarios do O6leo essencial de O.
gratissimum

O estudo da composicdo quimica do OE faz-se necessario para a
identificacao correta da espécie estudada e possivel correlacdo dos constituintes
com a atividade biol6gica. Segundo Matasyoh et al (2006) as espécies do género
Ocimum sofrem abundante polinizagdo cruzada, contribuindo para uma maior
diversidade de sub-espécies, que diferem quanto a alteracdes na composicao do OE
e caracteristicas morfolégicas.

Verificou-se que no presente estudo a analise do OE de O. gratissimum
guimiotipo eugenol a maior concentracdo dos componentes encontrava-se composta
por fenilpropandide, seguida dos monoterpenos. Os dados referentes as analises
encontram-se no Apéndice A. Segundo Dewick (2002) muitos 6leos podem conter
compostos aromaticos e terpénicos, porém geralmente apenas ha o predominio de
um grupo.

Os fenilpropandides apresentam promissora atividade antibacteriana, como a
vanilina, safrol, cinamaldeido, eugenol e isoeugenol. Ao passo que, a maioria dos
terpenos ndo possuem atividade antimicrobiana significante. No entanto, o
mecanismo de acdo dos OE contra bactérias depende da sua composicdo quimica,
nao podendo a atividade antimicrobiana ser atribuivel ha um Unico mecanismo e
composto presente, mas a uma cascata de reacfes que envolve toda a célula
bacteriana (NAZZARO et al, 2013).
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2.4 Descrigao da microbiota normal e infeccéo oportunista

A microbiota normal refere-se as bactérias ou leveduras que habitam os
individuos normais e sadios, sem causar doenca, fornecendo uma protecao contra
patégenos microbianos (JAWETZ et al, 2012). No entanto, sob certas condi¢des do
hospedeiro como sistema imunoldgico debilitado ou ao micro-organismo acessar
outras regides do corpo fora de sua localizacdo anatdbmica, podem contribuir para
gue a microbiota possa provocar infec¢cdes oportunistas (TORTORA et al, 2010). Os
micro-organismos da microbiota normal estdo presentes nas superficies corpéreas
expostas ao meio ambiente (Tabela 2) (LEVINSON, 2010).

Tabela 2 - Microbiota normal e localizacdo anatbmica

Localizac&o | Micro-organismos prevalentes Micro-organismos menos
frequentes

Pele Staphylococcus epidermidis S. aureus, Corynebacterium, P.
aeruginosa, anaerébios
(Propionibacterium), Candida albicans

Nariz Staphylococcus aureus’ S. epidermidis,  Corynebacterium,
Varios estreptococos

Boca Estreptococos do grupo viridians Vérios estreptococos, Eikenella
corrodens

Placa dental | Streptococcus mutans Prevotella intermedia, Porphyromonas
gingivalis

Garganta Estreptococos do grupo viridians Varios estreptococos, espécies de
Neisseria, Haemophilus influenza

Célon Bacteroides fragilis, Escherichia coli | Eubacterium, Fusobacterium,
Lactobacillus, Enterococcus faecalis

Vagina Lactobacillus, E.coli’ Bacilos Gram-negativos, B. fragilis,
Corynebacterium, C. albicans

Uretra S. epidermidis, Corynebacterium,
bacilos Gram-negativos

*ndo pertence a microbiota desta localiza¢do, porém sdo importantes colonizadores
(adaptado LEVINSON, 2010)

As bactérias que constituem a microbiota humana formam o principal grupo
de patdégenos que causam infeccbes hospitalares e, geralmente, os sitios de
infeccdo hospitalar mais frequentemente atingidos sdo o trato urinario, feridas
cirirgicas e trato respiratério. Os patdgenos que apresentam maior prevaléncia nas

infeccbes hospitalares encontram-se descritos na Tabela 3 (BRASIL, 2004).
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Tabela 3- Micro-organismos prevalentes em infec¢bes nosocomiais

Patégeno Sitios comuns de isolamento do patégeno
Bactérias Gram-negativas

Escherichia coli Trato urindrio, feridas cirdrgicas, sangue
Pseudomonas sp Trato urindrio, trato respiratorio, queimadura
Klebsiella sp Trato urindrio, trato respiratorio, feridas cirargicas
Proteus sp Trato urindrio, feridas cirdrgicas

Enterobacter sp Trato urindrio, trato respiratério, feridas cirargicas
Serratia sp Trato urindrio, trato respiratério, feridas cirargicas
Bactérias Gram-positivas

Streptococcus sp Trato urindrio, trato respiratorio, feridas cirargicas
Staphylococcus aureus Pele, feridas cirlrgicas, sangue

Staphylococcus epidermidis | Pele, feridas cirurgicas, sangue

Fungi

Candida albicans Trato urindrio, sangue

(adaptado BRASIL, 2004)

A E. coli geralmente é inofensiva enquanto permanece no intestino delgado
do hospedeiro, porém ao acessar outras regides do corpo como o trato urinario,
pulmdes, medula espinhal ou feridas, pode causar infecgbes urinarias, infecgdes
pulmonares, meningites ou abscessos (TORTORA et al, 2010).

O Staphylococcus epidermidis € um importante causador de infecgdes em
valvulas cardiacas artificiais e proteses articulares. S. aureus também esta presente
na pele, embora seu principal sitio seja 0 nariz e quando presente em lesdes pode
causar abscessos na pele e em varios outros 6rgaos (LEVINSON, 2010).

A P. aeruginosa causa diversas infec¢oes nosocomiais graves, com elevada
letalidade (FIGUEIREDO et al, 2007).

2.4.1 Mecanismos de resisténcia bacteriana

A resisténcia aos farmacos antimicrobianos consiste na capacidade adquirida
por um organismo de tornar-se insensivel aos efeitos de um agente quimioterapico,
ao qual ele é normalmente susceptivel. A infeccdo causada em fungédo da
resisténcia microbiana tornou-se o principal problema de saude publica no mundo,
resultante do uso indiscriminado de antibioticos em humanos e animais, podendo
desenvolver-se como uma consequéncia natural dos micro-organismos se
adaptarem (SANTOS, 2004).
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Os mecanismos de resisténcia adquiridos pelos micro-organismos podem ser
divididos em diferentes categorias como: 0 organismo ser desprovido da estrutura
inibida pelo quimioterapico; o antibidtico apresentar baixa permeabilidade ao
organismo; o antibiético pode ser modificado a uma forma inativa; ocorréncia de
mutacgdo alterando o alvo bioldgico ou desenvolver uma via bioquimica resistente; e,
capacidade de bombear para fora um antibiético que esta entrando na célula, um
processo denominado efluxo. Na Tabela 4 estdo citados os mecanismos de
resisténcia apresentados por bactérias com o0 uso de antibidticos utilizados
clinicamente (MADIGAN et al, 2010).

Tabela 4- Mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibiéticos

Mecanismo de resisténcia Exemplo de Base genética Mecanismo
antibiético daresisténcia presente em
Reducéo da permeabilidade Penicilinas Cromossomal P. aeruginosa
Bactérias entéricas
Inativagdo do antibiotico Penicilinas Plasmidial e | S. aureus
cromossomal Bactérias entéricas
Neisseria
gonorrhoeae
Cloranfenicol S. aureus
Bactérias entéricas
Aminoglicosideo | Plasmidial S. aureus
Alteracdo do alvo Eritromicina Cromossomal S. aureus
Rifamicina Bactérias entéricas
Estreptomicina
Norfloxacina S. aureus
Bactérias entéricas
Desenvolvimento de uma via | Sulfonamidas Cromossomal S. aureus
bioquimica resistente Bactérias entéricas
Efluxo Tetraciclinas Plasmidial Bactérias entéricas
Cloranfenicol Cromossomal S. aureus
Bacillus subtilis
Eritromicina Cromossomal Staphylococcus spp.

Em um estudo realizado por Garcia et al (2013) foi tragado o perfil
epidemiologico das infecgbes hospitalares por bactérias resistentes a antibioticos,
em um hospital no norte de Minas Gerais, encontrando com maior frequéncia as
bactérias Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Acinetobacter baumanii, S. aureus

e P. aeruginosa.
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Oleos essenciais e extratos de plantas tém sido investigados quanto ao seu
potencial como novos antimicrobianos para o tratamento de doengas infecciosas por
possuirem propriedades antibacterianas, antifingicas e antivirais. Os OEs em
combinacdo com outros agentes antimicrobianos podem potencializar a eficacia
terapéutica (SANTOS e NOVALES, 2012).

2.5 Sinergismo da associacdo de 6leos essenciais com antibiéticos

Os Oleos essenciais apresentam acdo sinérgica de medicamentos, como
antibioticos (COSTA, 2002). Esta acdo tem sido investigada contra patdégenos a fim
de melhorar o efeito dos antibiéticos atualmente disponiveis (DUARTE et al, 2012).

Oliveira et al. (2006) avaliaram a associacdo dos Oleos essenciais de
Conyza bonariensis L., Lippia sidoides Cham, Plectrantus amboinicus e Eucalypthus
citriodora com antibioticos utilizados na clinica. Foi observado a presenca de
sinergismo principalmente nas interacbes com ampicilina, cefalotina e tetraciclina,
contra as cepas de S. aureus, S. epidermidis e E. coli. A combinacdo com
gentamicina mostrou efeito antag6nico na maioria das associacoes.

Rodrigues et al (2009) verificaram que o 6leo essencial das folhas de Croton
zenhtneri associado com gentamicina contribuiu para o aumento da atividade em
42,8% contra P. aeruginosa ATCC 15442.

Zago et al (2009) avaliaram as possiveis interacdes entre os 6leos essenciais
de Cinnamomum zeylanicum, Cymbopogon citratus, Mentha piperita, Zingiber
officinale, Caryophillus aromaticus e Rosmarinus officinalis associados com drogas
antibacterianas contra cepas de S. aureus e E. coli. Verificou-se que o S. aureus foi
0 mais susceptivel as interacbes quando comparado com a E. coli e que o 6leo
essencial de Cymbopogon citratus apresentou sinergismo com o0 maior numero de
drogas testadas. As drogas que mostraram maior indice de sinergismo com 0S
varios Oleos testados foram gentamicina, tetraciclina e ciprofloxacina, nos ensaios
com S. aureus e cefepime nos ensaios com E. coli.

Malik et al (2011) verificaram um efeito sinérgico entre ciprofloxacina e o oleo
essencial de Pelargonium graveolens contra o0s uropatdégenos, Klebsiella
pneumoniae KT2, Proteus mirabilis PRT3 e S. aureus ST2 implicados em infec¢cbes

do trato urinario.
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Duarte et al (2012) verificaram que o 6leo essencial de Coriandrum sativum L.
apresentou melhora da eficacia antimicrobiana de ciprofloxacina, gentamicina,
tetraciclina e cloranfenicol contra Acinetobacter baumannii.

A interacdo dos 6leos essenciais com antibioticos usados na clinica possui a
capacidade de exercer uma maior ou menor agao interferente sobre a atividade
antibacteriana, seja através de um efeito sinérgico ou antagénico (OLIVEIRA et al,
2006). No entanto, ao exercerem uma atividade sinérgica podem constituir uma nova
fonte terapéutica contra bactérias patogénicas resistentes.

Matias et al (2011) avaliaram a associacdo dos extratos metandlico e
hexanico de O. gratissimum com aminoglicosideos (amicacina, canamicina,
gentamicina e neomicina), frente as linhagens multirresistente de E. coli e S. aureus.
Em todos os casos ocorreu a modificacdo da resisténcia bacteriana com
consequente reducdo da concentracdo desses antibiéticos, destacando melhor

sinergismo com o extrato hexanico.

2.6 Métodos in vitro para avaliar acdo antimicrobiana da associacdo entre

antibioticos

A terapia de combinacdo com antibiéticos (ATBs) pode apresentar um efeito
sinérgico além de melhorar a eficacia, proporcionam uma terapia de amplo espectro
e previne o aparecimento de micro-organismos resistentes (DRAGO et al., 2007).
Além disto, podem possibilitar a reducéo significativa da dose utilizada, contribuindo
para a reducao da toxicidade de alguns ATBs.

Para a avaliacdo in vitro da associacdo de agentes antimicrobianos, ha trés
metodologias empregadas: Método de E-test (episilométrico), Time-Kill Curves
(TKC) e Método de Checkerboard. Os métodos TKC e o Checkerboard sdo os mais
utilizados para avaliar o sinergismo, tém sido aplicados para quantificar o efeito de
combinac¢des de agentes antimicrobianos no crescimento bacteriano, embora sejam
mais trabalhosos e demorados (NETTO, 2013).

O método Time-Kill comprova o tempo em que a substancia - teste leva para
matar as células microbianas. E um ensaio que avalia o sinergismo de dois ou mais
antimicrobianos que inibe o crescimento bacteriano dependente da concentracéo ou

do tempo, avaliando desta forma a atividade bactericida. Os resultados sé&o



30

expressos em log de UFC/mL. O sinergismo € definido como a diminuicdo da
contagem de colbnias em 24 horas comparado a combinacdo do agente isolado
mais ativo (NETTO, 2013; ROZATTO, 2012; MEDEIROS, 2012).

O método de Checkerboard também conhecido como indice da Concentracio
Inibitéria Fracionada (FICI), possibilita a avaliar o efeito da substancia teste em
combinacdo com um antimicrobiano, através da técnica de microdiluicdo. Para isto,
€ necessario obter a CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) dos antibacterianos
sozinhos e combinados, a partir destes dados séo realizados célculos para avaliar
se houve sinergismo, antagonismo ou indiferenca (DUARTE et al, 2007; DUARTE et
al, 2012; MALIK et al, 2011; PALANIAPPAN e HOLLEY, 2010).

O método episilométrico tem sido empregado para avaliar a combinacao
sinérgica de ATB’s, sendo semelhante a técnica de disco difusdo. Este ensaio
consiste em sobrepor, de forma entrecruzada fitas plasticas (E-test) impregnadas
com concentracdes crescentes dos antibibticos, na superficie de uma placa de agar
previamente inoculada com o micro-organismo teste. O efeito sinérgico € observado
pela diminuicdo da CIM de ambos os antibiéticos na zona da intersecdo de ambas
as fitas (MEDEIROS, 2012).

O método de disco difusdo modificado tem sido uma alternativa ao método
episilométrico, constituindo também um método de facil execugdo, contudo tem
possibilitado a avaliacdo da interacdo de antibi6ticos e extratos ou Oleos volateis de
plantas medicinais, permitindo estabelecer o efeito resultante em sinérgico,
indiferente ou antagbénico. Neste método sdo utilizados discos de papel de filtro
contendo uma concentracdo fixa do antibiético embebido com a CIM do extrato
vegetal. Os discos sao colocados em uma placa de Petri contendo o0 micro-
organismo teste. Apds o periodo de incubacéo das placas, o resultado € mensurado
comparando os halos de inibicdo do crescimento microbiano do antibiético isolado e
do antibiotico associado a CIM do extrato ou 6leo essencial (OLIVEIRA et al, 2006;
ZAGO et al, 2009; RODRIGUES et al, 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

— Avaliar a influéncia da associacdo do Oleo essencial das folhas frescas de
Ocimum gratissimum com antibi6ticos sobre a acgéo inibitéria do crescimento de

S. aureus e P. aeruginosa.

3.2 Objetivos especificos

— Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial de O.
gratissimum frente S. aureus e P. aeruginosa

— Verificar a interferéncia da associacdo do Oleo essencial com antibioticos pelo
meétodo de difusdo em &gar;

— Avaliar a interferéncia da associacdo do Oleo essencial com antibioticos pelo

meétodo indice da concentracao inibitéria fracionada (FICI).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencéo do 6leo essencial

O dleo foi extraido das folhas frescas de O. gratissimum, em aparelho tipo
Clevenger modificado, a coleta foi realizada as 11h, no horto da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora no dia 23 de janeiro de 2014. A
composicdo quimica do 6leo obtido foi analisada por CG-MS e Cromatografia em
fase gasosa com deteccdo por ionizacdo em chama (CG-FID), no Laboratério de
Andlise de Aromas da Universidade Federal do Rio de Janeiro, o resultado da

analise encontra-se no Anexo A.
4.2 Micro-organismos

Para os testes de atividade antibacteriana foram utilizadas as cepas de S.
aureus ATCC 6538 e P. aeruginosa ATCC 25619, cedidas pelo Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS) — Fundacéo Oswaldo Cruz.
4.3 Avaliacao da atividade antibacteriana

Os ensaios da atividade antibacteriana foram realizados no Laborat6rio de
Controle de Qualidade da Universidade Federal de Juiz de Fora.
4.3.1 Preparo da suspensao bacteriana padronizada

A suspenséo do inoculo foi padronizada apos a realizacdo de um repique do
micro-organismo em tubo de ensaio contendo agar Triptona de soja (TSA), inclinado.

O tubo foi incubado por cerca de 20 horas em estufa a 35+ 2 °C. Apds o periodo de

incubacgao, as células foram suspensas em solucéo fisiolégica estéril, adicionando
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uma quantidade suficiente para obter uma transmitancia de 25% a 580 nm medida
em espectrofotometro.

A partir da suspenséo bacteriana foram realizadas diluicbes decimais seriadas
utilizando solucdo fisiolégica estéril como diluente, até a diluicdo 107. Das trés
tltimas diluicdes, ou seja, 10, 10°, 107, foi transferido 1 mL para placa de Petri e
em seguida adicionado 20 mL do meio de cultura TSA. O procedimento foi realizado
em triplicata. As placas foram incubadas por cerca de 24 horas a 35 + 2°C e apoés
este periodo, foi realizada a contagem do numero de colénias em cada placa, sendo
determinado o numero de unidades formadoras de colénia (UFC) por mL da
suspensdo microbiana. Desta maneira determinou-se a diluicdo que continha a
concentracdo de 108 UFC/mL, empregada para a realizacdo dos testes de atividade

antibacteriana.

4.3.2 Preparo da solucao estoque do 6leo essencial

Em um baldo volumétrico de 10 mL foi realizado uma prévia diluicdo do 6leo
em caldo de Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI) contendo 0,02 % de polissorbato
80, obtendo uma solucéo estoque com concentracao inicial de 30 mg/mL.

4.3.3 Avaliacdo da interferéncia do 6leo essencial de Ocimum gratissimum sobre o

efeito de antibiéticos

Para realizar o estudo da interferéncia do OE de O. gratissimum inicialmente
foi determinado a CIM do OE frente as bactérias testadas. Em seguida verificou-se a
interferéncia do Oleo através dos métodos — difusdo em meio solido e calculo do

indice concentracdo inibitéria fracionada (FICI).

4.3.4 Determinagao da concentracao inibitoria minima

A CIM do dleo essencial de O. gratissimum foi determinada pelo método de

microdiluicdo descrito pela Norma M7-A6 do Clinical and Laboratory Standards
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Institute (CLSI), de 2006. Em uma placa de ELISA de 96 pocos, com fundo em U: as
colunas 1 e 2 foram destinadas ao controle de esterilidade do caldo BHI; as colunas
4 e 5 foram destinadas ao controle de crescimento do micro-organismo; 7 e 8
verificou-se a possivel interferéncia do crescimento bacteriano na presenca de
polissorbato 80 a 0,02%; e, para a obtencdo da CIM a andlise foi realizada em
triplicata sendo destinadas para o teste as colunas 10, 11 e 12 (Figura 3).
Inicialmente, para determinacdo da CIM, foram distribuidos nos pocos das
fileiras teste 100 pL de BHI e, em seguida, foram realizadas diluicdes sucessivas a
partir da solucdo estoque de O. gratissimum, na orientacdo vertical, obtendo
concentracbes do Oleo de 15.000 pg/mL a 117,2 pg/mL. Para a realizacdo das
diluicdes, foram transferidos 100 pL da solucdo estoque de O. gratissimum para oS
pocos da fileira A (A10-Al12). Depois de homogeneizar a solucdo estoque com o
caldo BHI, retirou-se 100 pL e transferiu-se para o poco da fileira B, e assim
sucessivamente, até o poco da fileira H, onde foram descartados os 100 L

restantes, Figura 4.

BHI + polissorbato 80 +  solugao
BHI + micro-organismo O.gratissimum
Micro-organismo l
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Figura 3 — Esquema da distribuicdo dos pocos para determinacdo da CIM através do
método de microdiluigdo em placa de Elisa
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Apoés realizar as diluicdes, foram acrescentados em todos os pog¢os 100 uL da
suspensdo de inéculo contendo cerca de 2 x 10° UFC com excecéo das colunas 1 e
2, desta maneira a concentracao final do 6leo variou entre 7500 a 58,6 pg/mL. As
placas foram incubadas por 24 horas a 35 + 2°C. Apés o periodo de incubacéo a
inibicdo do crescimento bacteriano foi evidenciada pela adicdo de 20 pL de cloreto
de trifeniltetrazélio (TTC) (2% v/v em &gua destilada) e em seguida, as placas foram
novamente incubadas por 30 minutos. Os pocos com alteracdo da coloracdo para
vermelho foram indicativos de crescimento bacteriano. Os po¢os em que ndo houve

alteracdo da cor corresponderam a auséncia de crescimento microbiano.

100 pL
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100 puL

indculo

Coleo= 15000 pg/mL

100 uL Cilen= 7500 Ma/mL
B a oleo
C 100 uL : Cf)leo= 3750 pg/mL
BHI
: Adigdo da

Cinal =7500 pg/mL

100 UL
BHI + dleo
100 uL
inoculo

Cfinai =3750pugimL
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Ctinat=1875ug/mL
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Csieo= 1875 pgimL ‘
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BHI + oleo
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A\VAVERVEAV/

Celnn= imL 100 uL
H 100 pL dleo™ 117,210 BHI +oleo § Cprpay= 58,6Ha/mL
BHI 100 pL
inéculo
100 pL
descarte

Figura 4- Esquema das diluicGes sucessivas nos pocos das colunas n° 10,11 e 12 no teste
de microdiluicdo em placas na orientacéo vertical
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4.3.4 Estudo da interferéncia do 6leo essencial sobre a atividade inibitéria do

crescimento microbiano de antibiéticos por técnica de difusdo em agar

O estudo da associacdo dos OE sobre a efetividade dos antibioticos foi
realizado de acordo com a metodologia de Oliveira et al (2006) com algumas
adaptacdes. Placas de Petri com 150 mm de diametro e 20 mm de altura, foram
preparadas com duas camadas distintas de TSA, a camada inferior possuindo 36 mL
de agar estéril e a superior contendo 12 mL de agar inoculado com 1% do in6culo
contendo 10® UFC/mL. Sobre a superficie do meio inoculado foi inserido discos
contendo os antibiéticos nas suas respectivas concentracdes, embebidos com 10uL
da CIM do OE. O mesmo procedimento foi realizado com os discos contendo
apenas o antibiotico.

As placas foram incubadas a 35 + 2°C por 24 horas e os halos de inibicdo do
crescimento bacteriano foram mensurados com o auxilio de um paquimetro, sendo
observada a interferéncia da CIM do OE associado aos antibiéticos sobre as cepas

bacterianas ensaiadas.

4.3.5 indice da concentracao inibitéria fracionada

A partir dos resultados obtidos no estudo da interferéncia do OE sobre a
atividade inibitoria do crescimento microbiano de antibiéticos por técnica de difusédo
em agar, foram selecionados os antibiéticos que apresentaram melhores resultados
guando associados ao Oleo de O. gratissimum. Para determinar o FICI foi necessario
determinar previamente a CIM dos antibiéticos promissores.

Para a andlise do FICI foram utilizadas duas microplacas para cada cepa
bacteriana. A primeira microplaca foi preparada com diluicdes sucessivas do OE de
O. gratissimum, nesta placa adicionou—se previamente 50 uL de BHI em todos os
pocos. A fileira A foi reservada para controle negativo e a fileira B para controle
positivo. Nas fileiras C a H foram realizadas diluicdes seriadas da solucdo estoque
do OE de O. gratissimum na orientagao horizontal. Em seguida, foram adicionados
50 yuL da CIM do ciprofloxacino aos pocos das fileiras C a E. Nas fileiras F a H
adicionou-se 50 pL da CIM da tetraciclina. A partir desta diluicdo foi possivel verificar

a CIM do OE em combinag&o com os antibiéticos.
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Na segunda placa, realizou-se diluicdes sucessivas do ciprofloxacino (fileiras
C a E) e tetraciclina (fileiras F a H) na orientagdo horizontal, nesta placa foram
adicionados 50 pL de BHI em todo os pocos. A fileira A foi reservada para controle
negativo e a fileira B para controle positivo. Apés realizar as diluicbes dos
antibioticos foram acrescentados 50 L da CIM do 6leo de O. gratissimum nos pogos
das fileiras C a H. Sendo o resultado obtido expresso como a CIM do antibiético em
combinagao com o O. gratissimum.

Apos as placas terem sido preparadas adicionou-se 100 pL da suspenséo do
indculo contendo cerca de 2 x 10° UFC, em seguida as placas foram incubadas por
24 horas e o crescimento bacteriano foi evidenciado pela adicdo de 20 puL de TTC
2%.

O efeito da combinacdo serd obtido através do calculo do FICI usando as
seguintes formulas (MALIK et al, 2011):

CIM do dleo essencial

1 em combinacéo

Sleo essencial CIM do éleo essencial

CIM do antibidtico
FIC em combinacéo

antibidtico CIM do antibiético

FIC indice (FICT) = FICy o0 essencial T T Cantibiético

Interpretou-se o resultado como: efeito sinérgico quando FICI <0,5; efeito
aditivo ou indiferente quando FICI for > 0,5 e <1; e efeito antagonista quando FICI >
1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacéo da interferéncia do 6leo essencial de Ocimum gratissimum sobre o

efeito de antibiéticos

Com a finalidade de avaliar a associagcdo do OE de O. gratissimum com
antibiéticos. Inicialmente, foi determinada a CIM do éleo frente as cepas bacterianas
a serem testadas, apés obtencdo da CIM foi avaliada a associagdo do 6leo com
antibioticos através do método de difusdo em agar, os antibioticos que apresentaram

sinergismo quando associados ao OE foram avaliados pelo método FICI.

5.1.1 Concentrac¢do Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial de O. gratissimum

Considerando a natureza lipofilica do OE, foi necessario realizar uma prévia
diluicdo do 6leo em caldo BHI contendo 0,02% de polissorbato 80. A fim de verificar
a interferéncia do polissorbato no crescimento bacteriano no ensaio, foi avaliado a
associacdo do emulsificador diluido com caldo BHI, nas colunas 7 e 8, e comparado
as colunas 4 e 5 contendo apenas caldo BHI, verificando-se que n&o ocorreu
interferéncia da concentracao de polissorbato no crescimento de nenhum dos micro-
organismos testados.

O teste de microdiluicdo foi realizado em triplicata evidenciando a atividade
antibacteriana do OE frente a S. aureus e P. aeruginosa. O crescimento bacteriano
foi evidenciado pela adicdo de TTC a 2%, como revelador. O TTC é um corante de
oxi-reducdo utilizado para detectar o crescimento microbiano, apresenta-se incolor
na forma oxidada, indicando auséncia de micro-organismo, e na presenca de micro-
organismo, é reduzido formando o trifenil formazan, assumindo uma coloracéo
avermelhada.

Segundo a CLSI, deve-se ler o ponto final na concentracdo em que haja uma
reducdo de 80% ou mais do crescimento, quando comparado com o controle. Desta
maneira, o OE de O. gratissimum apresentou CIM 468,8 ug/mL frente a S. aureus e

a P. aeruginosa, Figuras 5 e 6.
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Em um estudo realizado por ALIGIANIS et al (2001) foi considerado a
atividade antimicrobiana dos OE conforme CIM obtida, sendo caracterizada como
extremamente forte (CIM= 280-1270 pg/mL) e fraca (CIM= 1810-8850 pg/m.L).
Desta maneira, verificou-se que o 6leo de O. gratissimum apresentou forte atividade

antibacteriana frente as cepas testadas.



40

y ~

~ Controle negativo : CON;":er?’ZIthO ~ polissorbato 80 RN 0. gratissimum
. ! : — S. aureus I < oureus .
N .l - . g O, =" _ —_— -, - <

Figura 5 — Determinacéo da CIM do 6leo de O. gratissimum pelo método de microdiluicdo
em microplaca contra S. aureus, evidenciado pelo TTC 2%
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Figura 6- Determinacao da CIM do dleo de O. gratissimum pelo método de microdiluicdo em
microplaca contra P. aeruginosa, evidenciado pelo TTC 2%
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5.1.2 Estudo da interferéncia do 6leo essencial sobre a atividade de antibiéticos por
técnica de difusdo em agar

A avaliacdo da associacdo do OE com drogas antimicrobianas foi realizada
por meio da técnica de difusdo em &gar, utilizando discos de sensibilidade para
bactérias gram-positivas: cefepime; ciprofloxacino; cloranfenicol; clindamicina;
eritromicina; gentamicina; oxacilina; penicilina-G; rifampicina; sulfazotrim; tetraciclina;
vancomicina. E, discos de sensibilidade para bactérias gram-negativas: ampicilina,
amicacina; amoxicilina-acido clavulanico; ceftazidima; cefalotina; cefepime;
cefoxitina, cefuroxime; ciprofloxacino; gentamicina; meropenem; sulfazotrim.

Os discos contendo antibidticos nas suas respectivas concentracfes foram
embebidos com 10 uL da CIM do OE (468,8 ug/mL), sendo, em seguida, colocados
em placas de Petri estéreis contendo TSA inoculado com 1% das suspensfes
bacterianas. Apds a incubacao das placas a 35 + 2°C por cerca de 24 horas. Os
tamanhos dos halos de inibicdo formados foram mensurados e os resultados
analisados, comparando-os com o antibiograma controle. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata.

Segundo Oliveira et al. (2006) o resultado da associacdo de antibiéticos com
OE pode ser considerado como: efeito sinérgico, quando o halo de inibicdo do
antibiético combinado com o Oleo apresentar didmetro = que 2mm, quando
comparado ao antibiotico isolado; efeito antagbnico quando o halo de inibicdo
formado for menor que o do antibidtico isolado; efeito indiferente quando o halo de
inibicéo for igual com o antibiético combinado ou isolado.

A S. aureus apresentou sensibilidade a todos os antibiéticos testados, sendo
verificado que ao serem associados com a CIM do OE apresentou: efeito sinérgico
com rifampicina, tetraciclina e ciprofloxacino; efeito antagbnico com cefepime e
penicilina G; e, efeito indiferente com os demais antibidticos testados, Figura 7 e
Figura 8.

Na Tabela 5 encontram-se as medidas dos halos de inibicdo do crescimento
obtidos dos antibidticos isolados e em combinacdo com Oleo de O. gratissimum

frente a S.aureus



Tabela 5- Resultados da associagéo entre 6leo essencial de O. gratissimum e

farmacos antimicrobianos sobre S. aureus ATCC 6538

Diametro dos halos de inibicdo (mm)

Antibidtico Antibiético + Oleo | Resultado da
essencial associacao
Cefepime 31,56+£212 30,0 £ 2,83 A
Oxacilina 235+212 245+ 0,7 |
Penicilina G 435+2,12 425+ 0,7 A
Eritromicina 21,5+0,71 21,5+0,7 |
Clindamicina 245+ 0,71 245 +0,7 |
Vancomicina 18,0+ 0,0 18,5+0,7 |
Rifampicina 33,5+0,71 355+0,7 S
Tetraciclina 28,0+ 0,0 31,0+0,0 S
Sulfazotrin 20,0+ 0,0 20,0+ 0,0 |
Ciprofloxacino 23,5+212 28,5+0,7 S
Gentamicina 13,5+0,7 145+ 0,7 |
Cloranfenicol 25,0+ 0,0 25,5+0,7 |

Os valores representam a média do didmetro dos halos de inibicdo de crescimento (mm) £
SD (desvio padréo). S: efeito sinérgico; A: efeito antagbnico; I: efeito indiferente
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Figura 7- Antibiograma com os halos de inibicdo de crescimento para os antibioticos

testados em meio de cultura TSA, inoculado com 1% da suspenséo de S. aureus ATCC
6538
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Figura 8 — Antibiograma com os halosde inibicdo de crescimento para os antibiéticos
associados a CIM do OE de O. gratissimum testados em meio de cultura TSA, inoculado
com 1% da suspensédo de S. aureus ATCC 6538
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As Pseudomonas consistem em um género de bactérias gram-negativas na
forma de bastonetes, possuem resisténcia a maioria dos antibioticos. Esta
resisténcia provavelmente, esta relacionada com as porinas presentes na parede
celular (LEVINSON, 2010; TORTORA et al, 2012). No teste de difuséo verificou-se
que a cepa de P. aeruginosa ATCC 25619 apresentou resisténcia: a penicilinas
(ampicilina e amoxicilina+ clavulanato) e as cefalosporinas de primeira e segunda
geracao, cefalotina e cefoxitima, respectivamente. A CIM do OE apresentou: efeito
sinérgico com cefepime e ciprofloxacino; e efeito indiferente com os demais
antibioticos testados, Figura 9 e Figura 10.

Na Tabela 6 encontra-se os halos obtidos dos antibi6ticos isolados e em

combinacdo com 6leo de O. gratissimum frente a P. aeruginosa

Tabela 6- Resultados da associagdo entre OE de O.gratissimum e farmacos
antimicrobianos sobre P. aeruginosa ATCC 25619

Diametro dos halos de inibicdo (mm)

Antibiotico Antibi6ético + 6leo | Resultado da
essencial associacao
Ampicilina * - I
Amicacina 17,5 18,5 |
Amox+Ac. Clav. * 0,95 I
Ceftazidima 13,5 14,5 |
Cefalotina * - |
Cefepime 21,0 23,5 S
Cefoxitina * - |
Cefuroxima 17,5 17,5 |
Ciprofloxacina 32,0 34,5 S
Gentamicina 13,5 13,5 |
Meropenem 27,0 28,0 I
Sulfazotrim 16,0 15,0 |

Os valores representam a média do didmetro dos halos de inibicdo de crescimento (mm) £
SD (desvio padréo). S: efeito sinérgico; A: efeito antagbnico; I: efeito indiferente;
* cepa resistente ao antibiotico.
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testados em meio de cultura TSA, inoculado com 1% da suspenséo de P. aeruginosa ATCC

25619
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Figura 10 - Antibiograma com os halos de inibigée crescimento para os antibiéticos
associados a CIM do OE de O. gratissimum testados em meio de cultura TSA, inoculado
com 1% da suspenséo de P. aeruginosa ATCC 25619
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5.1.3 indice da concentracgao inibitéria fracionada

A partir dos resultados obtidos no estudo para avaliar a interferéncia do OE
sobre a atividade de antibitticos atraves do método de difusédo em agar frente a S.
aureus e P. aeruginosa, foram selecionados os antibiéticos que apresentaram
melhores resultados quando associados ao 6leo de O. gratissimum. Desta maneira o
FICI foi testado com tetraciclina e ciprofloxacino.

Para obter o FICI foi necessario determinar a CIM de cada antibi6tico frente
as cepas analisadas. O ciprofloxacino apresentou CIM de 0,6 e 0,03 pg/mL, para S.
aureus e P. aeruginosa, respectivamente. A CIM da tetraciclina foi de 0,028 pg/mL
para S. aureus, enquanto para P. aeruginosa apresentou 4 pg/mL.

O FICI foi empregado para avaliar a redugdo da CIM do OE de O.
gratissimum combinado com a tetraciclina e o ciprofloxacino. As concentracdes
testadas foram: ciprofloxacino 1,21 a 0,00059 pg/mL; tetraciclina 3,7 a 0,0018 pg/mL;
Oleo de O. gratissimum 3750 a 1,8 pg/mL.

O 6leo de O. gratissimum apresentou reducdo da CIM frente as bactérias
testadas ao ser combinado com ciprofloxacino e tetraciclina. Desta maneira para o
calculo da Concentracdo Inibitoria Fracionada (FIC) foi utilizado o menor valor da
diluicdo testada em que né&o foi visualizado crescimento bacteriano de 3,5 pg/mL,
Figura 11 e 12.
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Figura 11 — Determinacgédo da FIC do OE frente a S. aureus ATCC 6538 evidenciado pelo
TTC 2 % - diluicdo do OE de O. gratissimum na orientacdo horizontal associado a CIM do
ciprofloxacino (C, D, E) e CIM tetraciclina (F, G e H)

Figura 12 — Determinacdo da FIC do OE frente a P. aeruginosa ATCC 25619 evidenciado
pelo TTC 2 % - diluicdo do OE de O. gratissimum na orientagé@o horizontal associado a CIM
do ciprofloxacino (C, D, E) e CIM tetraciclina (F, G e H)
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Neste estudo a CIM do ciprofloxacino frente a P. aeruginosa ATCC 25619,
apresentou valor de 0,03 pg/mL, ao ser associado ao OE de O. gratissimum né&o
ocorrendo reducado da CIM. O efeito sinérgico foi verificado frente a S. aureus ATCC
6538 apresentando uma reducao da CIM para 0,076 pug/mL. Em relacdo a avaliacao
da interferéncia do 6leo associado a tetraciclina foi verificado efeito sinérgico frente
ambas as bactérias testadas com reducédo da CIM.

Ao comparar as diluicdes dos antibidticos associados a CIM do OE de O.
gratissimum verificou-se uma melhor atividade frente a S. aureus, Figuras 13 e 14.
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Figura 13 — Determinacgéo da FIC dos antibioticos frente a S. aureus ATCC 6538
evidenciado pelo TTC 2 % - diluicdo dos antibidticos na orientacéo horizontal ciprofloxacino
(C, D, E) e CIM tetraciclina (F, G e H) associado a CIM do 6leo de O. gratissimum

Figura 14 — Determinacéo da FIC dos antibioticos frente a P. aeruginosa ATCC 25619
evidenciado pelo TTC 2 % - diluicdo dos antibidticos na orientacao horizontal ciprofloxacino
(C, D, E) e CIM tetraciclina (F, G e H) associado a CIM do 6leo de O. gratissimum
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Os resultados das CIM das associacfes entre os antibioticos e o 6leo de O.

gratissimum avaliado pelo método Checkerboard encontram-se expressos na Tabela

7.

Tabela 7- Concentracéo inibitéria minima fracionada (FIC) e Indice da Concentragéo
Inibitéria Minima (FICI) do 6leo de O. gratissimum combinado com antibi6ticos

Micro- Substancia- CIM (ug/mL) FIC FICI Resultado
organismo teste Isolado Combinado
S. aureus O. gratissimum | 468,8 3,5 0,0075 | 0,009 | Sinérgico
ATCC 6538 Ciprofloxacino | 0,6 0,00059 0,0010
O. gratissimum | 468,8 3,5 0,0075 | 0,072 | Sinérgico
Tetracilina 0,028 0,0018 0,0643
P. aeruginosa | O. gratissimum | 468,8 3,5 0,0075 | 5,008 | Antagonista
ATCC 25619 | Ciprofloxacino | 0,03 0,15 5,00
O. gratissimum | 468,8 3,5 0,0075 | 0,038 | Sinérgico
Tetracilina 4 0,12 0,03

*sinérgico FICI <0,5; indiferente > 0,5 e <1; antagonista FICI > 1.

Neste estudo verificou que a atividade antibacteriana dos antibiGticos
associado ao 6leo essencial de O. gratissimum apresentou efeito sinérgico frente a
S. aureus e P. aeruginosa. A reducdo da CIM observada demonstrou aumento da
eficacia dos antibidticos in vitro. Desta maneira, o sinergismo demonstrado pode
representar importante utilizacdo para tratamentos no cenario clinico, a fim de
diminuir os efeitos adversos dos antibiéticos.

No entanto, vale ressaltar que o estudo foi realizado por métodos de ensaios
in vitro, necessitando a confirmacdo dos resultados por meio de modelos
experimentais in vivo, que possibilitem a ratificacdo dos resultados com maior

confiabilidade.
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6 CONCLUSAO

O método de difusdo em agar apresentou resultados que evidenciaram efeito
sinérgico da associacdo de O. gratissimum com rifampicina, tetraciclina e
ciprofloxacino; efeito antagbnico com cefepime e penicilina G e efeito indiferente
com cloranfenicol, clindamicina, eritromicina, gentamicina, oxacilina, sulfazotrim,
vancomicina frente a S. aureus. Em relacdo a P. aeruginosa, apresentou efeito
sinérgico com cefepime e ciprofloxacino; e efeito indiferente para ampicilina,
amicacina, amoxicilina-acido clavulanico, ceftazidima, cefalotina, cefoxitina,
cefuroxime, gentamicina, meropenem, sulfazotrim.

No método FICI tanto o ciprofloxacino quanto a tetraciclina apresentaram
melhor atividade antimicrobiana ao serem associados ao Oleo essencial de O.
gratissimum frente a S. aureus. A reducao da CIM do ciprofloxacino e da tetraciclina
associado a CIM do OE de O. gratissimum foi de 99,02% e 93,57%, respectivamente
frente a bactéria Gram-positiva. Enquanto, frente a P. aeruginosa., a tetraciclina
apresentou efeito sinérgico e o ciprofloxacino efeito antagdnico, combinado ao 6leo
O. gratissimum.

Desta maneira, os resultados mostraram pronunciado efeito sinérgico do 6leo
essencial de O. gratissimum associado a antibiéticos frente a S. aureus.
Demonstrando que o método de Checkerboard apresentou sensibilidade superior ao
teste de disco difusdo, permitindo avaliar a interferéncia entre os farmacos e a

esséncia da alfavaca cravo.
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ANEXO A

Cromatograma de ions totais do 6leo essencial das folhas da espécie O.

gratissimum obtido por hidrodestilacéo
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Composi¢do quimica obtida do 6leo essencial das folhas de O. gratissimum obtido

por CG-FID
Pico IRL ca. | IRL jit Substancia Concentracéo Classificacéo
(%)
1 1036 | 1037 | cis-p-ocimeno 18,98 Monoterpeno
2 1048 | 1050 | trans-B-ocimeno 1.4 Monoterpeno
3 1183 | 1177 | terpinen-4-ol 0,75 Monoterpeno
oxigenado
4 1360 | 1359 | Eugenol 72,56 Fenilpropandide
5 1431 | 1419 | B-cariofileno 0,88 Sesquiterpeno
6 1492 | 1494 | trans-murola-4(14),5-dieno | 2,47 Sesquiterpeno

IRL Ca|:’I'ndice de Retencéo Linear experimental
IRL j:: Indice de Retencdo Linear literatura



