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RESUMO: O o6leo essencial das inflorescéncias de Ocimum gratissimum L., Lamiaceae foi obtido
por hidrodestilagdo ¢ analisado por CG/EM. Os constituintes majoritarios identificados foram
eugenol (81,94%) e y-muuroleno (12,58%). O 6leo essencial das inflorescéncias demonstrou
atividade antibacteriana frente a todas as cepas bacterianas testadas pelo método de microdiluicao
em caldo. Merece destaque a atividade verificada frente as cepas resistentes de Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os valores obtidos de concentra¢do inibitdoria
minima (CIM) e a concentracgdo bactericida minima (CBM) variaram, respectivamente, entre 0,5-2
mg/mL e 1-4 mg/mL. Valores de CL50 de 233,8 (200,7-272,0) pg/mL para o 6leo essencial e 186,1
(144,1-228,5) pg/mL para o eugenol, utilizado como controle positivo, foram observados frente a
Artemia salina L.

Unitermos: Ocimum gratissimum, inflorescéncias, 6leo essencial, atividade antibacteriana.

ABSTRACT: “Chemical composition, antibacterial activity irn vitro and brine-shrimp toxicity
of the essential oil from inflorescences of Ocimum gratissimum L., Lamiaceae.” The essential
oil obtained by hydrodistillation of the inflorescences of Ocimum gratissimum L. was analyzed by
GC/MS. The main constituents were eugenol (81.94%) and y-muurolene (12.58%). Antibacterial
activity was shown against all assayed strains by the broth microdilution method. It’s worth noting
the activity against resistant strains of Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus and Escherichia
coli. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC)
values ranged between 0.5-2 mg/mL and 1-4 mg/mL, respectively. Preliminary toxicity assayed by
the brine-shrimp (Artemia salina L.) test showed LC50 values of 233.8 (200.7 - 272.0) pg/mL and
186.1 (144.1 - 228.5) ug/mL, respectively for the essential oil and eugenol (positive control).

Keywords: Ocimum gratissimum, inflorescences, essential oil, antibacterial activity.

INTRODUCAO

Varios estudos tém sido realizados com produtos
do metabolismo vegetal secundario, visando encontrar
substancias com atividade antimicrobiana que possam
servir como alternativas terapéuticas efetivas contra as
infec¢cdes por microrganismos resistentes a antibidticos
(Acosta et al., 2003). Uma das maiores fontes de pesquisa
nessa area ¢ a confirmacao da atividade de plantas utilizadas
popularmente com esse fim. Ocimum gratissimum L.,
Lamiaceae, conhecida popularmente como alfavaca, ¢é
utilizada no Brasil como anti-séptico local contra fungos
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e bactérias (Matos, 1994; Morais et al., 2005; Silva et
al., 2006). Devido a esta atividade, ¢ uma das espécies
consideradas para inclusdo no programa de fitoterapia do
Sistema Unico de Satude (SUS). Suas inflorescéncias em
particular sdo utilizadas para o tratamento de problemas
digestivos, flatuléncia, gripe, tosse, prurido, estresse, dor de
cabeca, fadiga e como sedativo e expectorante (Alcantara
Junior et al., 2005; Albuquerque et al., 2007).

As partes aéreas de O. gratissimum fornecem 6leo
essencial, que pode ser classificado em trés quimiotipos
(eugenol, timol e geraniol) de acordo com seus constituintes
principais (Vieira et al., 2001). A literatura relata para esta
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espécie as atividades antinociceptiva (Rabelo et al., 2003),
antioxidante (Trevisan et al., 2006) e antimicrobiana
(Jedlickova et al., 1992; Nguefack et al., 2004). Contudo,
ndo existem trabalhos relacionando estudos de atividade
biologica a composigdo quimica do dleo essencial obtido
exclusivamente das inflorescéncias de O. gratissimum.

A avaliagdo de toxicidade ¢ indispensavel para
considerar um tratamento seguro (Caceres, 1996). O teste
de letalidade com Artemia salina L. ¢ um método simples
na pesquisa de produtos naturais (Meyer et al., 1982), que
possui uma boa correlagdo com testes de toxicidade aguda
oral in vivo (Parra et al., 2001). O procedimento determina
valores de concentragdo letal média (CL50), em pg/mL,
de compostos e extratos, sendo que inimeras substancias
ativas conhecidas apresentam toxicidade por este teste
(Meyer et al., 1982).

O presente trabalho relata a atividade
antibacteriana do 6leo essencial obtido das inflorescéncias
de O. gratissimum frente a cepas bacterianas catalogadas
e isolados clinicos, visando determinar a real contribui¢do
do 6leo das inflorescéncias para a atividade antimicrobiana,
anteriormente relatada para as folhas desta espécie.
Adicionalmente, sdo também descritas sua toxicidade
para Artemia salina L, bem como uma possivel correlacdo
destas atividades com sua composi¢do quimica.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

As inflorescéncias de Ocimum gratissimum L.,
Lamiaceae, foram coletadas em dezembro de 2006 no
Campus da Universidade Federal de Santa Maria, Santa
Maria, RS. Material testemunha, identificado por Adelino
Alvares Filho, encontra-se depositado no herbario do
Departamento de Biologia da UFSM sob o registro n°
SMDB 11167.

Obtencao do oleo essencial e
constituintes

identificacdo dos

A extragdo do 6leo essencial das inflorescéncias
(224,3 g) de O. gratissimum foi realizada pelo método de
hidrodestilag¢do por 3 h, utilizando o aparelho de Clevenger
modificado (Farmacopéia Brasileira, 1988). O o6leo
essencial foi armazenado em frasco de vidro ambar vedado
e conservado a -20 °C até o momento das analises.

As analises por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM), visando a identificagao
e quantifica¢do dos componentes do 6leo essencial, foram
realizadas em um sistema hifenado AGILENT 6890,
equipado com um detector seletivo de massas série 5973.
Parametros de analise: split inlet 1:100; gas carreador:
He (1 mL/min); coluna capilar de silica fundida HPSMS
(Hewlett Packard, 5 % fenilmetilsiloxano, 30 m x 0,25
mm, espessura do filme: 0,25 pum); programa de analise:

40 °C (Ti) por 4 min, 40-260 °C, 4 °C/min; temperatura do
injetor: 220 °C; temperatura da interface: 250 °C; energia
de ionizagdo: 70 eV; banco de dados: NIST, 1998.

Os componentes foram identificados com base no
indice de retengdo (IR), determinados através da utilizagdo
de uma curva de calibracdo de uma séric homdloga
de n-alcanos (C,-C,)) injetados nas mesmas condigdes
cromatograficas da amostra e nos modelos de fragmentagdo
dos espectros de massas, sendo ambos comparados com
dados da literatura (Adams, 2001).

A concentracdo dos constituintes foi calculada
através da area integral de seus respectivos picos,
relacionada com a area total de todos os constituintes da
amostra, obtida pela analise em sistema de cromatografia
em fase gasosa.

Avaliacdo da atividade antibacteriana do Oleo
essencial

A atividade antibacteriana do dleo essencial foi
avaliada utilizando a metodologia de microdiluigdo em
caldo, com base no documento M7-A6 (NCCLS, 2003),
conforme descrito por Murari et al. (2008).

As cepas bacterianas foram armazenadas a
—20 °C no banco de microrganismos do Laboratdrio
de Bacteriologia (LAB) do DACT, UFSM, RS, Brasil.
Foram utilizadas nos testes cepas bacterianas catalogadas
¢ isoladas em culturas de diferentes espécimes clinicos
como sangue, fezes, entre outros, obtidas no Hospital
Universitario de Santa Maria (Tabela 2).

O 6leo essencial foi dissolvido em etanol 95%, de
forma a obter uma solugéo estoque com concentragdo de
160 mg/mL. Dilui¢des em série foram realizadas de forma
a obter concentragdes entre 8-0,0156 mg/mL. Ampicilina
foi utilizada como antibiético padrio, em concentragdes
entre 10-0,00976 mg/mL, 2-0,00195 mg/mL e 0,1-
0,0000976 mg/mL, determinadas de acordo com o perfil
de resisténcia microbiana. Controles negativo, positivo ¢
do produto foram realizados para cada bactéria testada.
Todos os testes foram efetuados em triplicata.

A concentragdo inibitoria minima (CIM) ¢
definida como a menor concentragdo capaz de inibir
completamente o crescimento microbiano, nas cavidades
de microdilui¢do, conforme detectado a olho nu, enquanto
que a concentrag@o bactericida minima (CBM) é a menor
concentragdo em que o composto ¢ capaz de agir como
bactericida.

Teste de toxicidade para Artemia salina L.

O teste de toxicidade com nauplios de Artemia
salina (Leach) foi realizado de acordo com metodologia
adaptada de Vanhaecke et al. (1981). Os ovos de A. salina
(30 mg) foram eclodidos entre 22-29 °C em salina artificial
(23 g/L de sal marinho e 0,7 g/L de bicarbonato de sodio
em agua destilada). Apos 24 h, dez nauplios de Artemia
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salina foram transferidos para placas de Petri contendo 9
mL de salina artificial e I mL da amostra a ser testada. Os
testes foram realizados em triplicata, em duas repeti¢des.
A contagem dos nauplios mortos e vivos foi realizada apds
24 h.

O oleo essencial (103 mg) foi dissolvido em
etanol (I mL) e diluido em salina artificial de forma a
obter concentragdes finais de 515, 257,5, 103 ¢ 10,3 pg/
mL. Eugenol foi utilizado como controle positivo, em
concentragoes finais de 514, 257, 135,1 e 13,5 ug/mL.
Controle negativo foi realizado com etanol diluido 1:100
em salina artificial. Os valores de CL50 e seus intervalos de
confianga de 95% foram calculados por analise de Probitos
(Tabela 2).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As inflorescéncias de O. gratissimum forneceram
0,6% (m/m) de 6leo essencial contendo cinco constituintes

(Tabela 1) identificados através da analise por CG/EM.
O composto majoritario, identificado como eugenol
(81,94%), determina o quimiotipo do material vegetal
estudado.

Rendimentos ¢ composi¢do quimica similares
aos obtidos neste estudo foram verificados por Vieira et
al. (2001) para o dleo essencial obtido das partes aéreas
de O. gratissimum. Contudo em relagdo ao 6leo obtido
apenas das inflorescéncias desta espécie, Kothari et al.
(2005) relataram para plantas cultivadas em clima tropical
semi-arido valores de rendimento (0,4%), teor de eugenol
(55,8%) e de B-cariofileno (1,4%) inferiores aos observados
neste trabalho. Estas discrepancias possivelmente estejam
relacionados a variagdes de diferentes fatores ambientais
aos quais a espécie vegetal foi submetida, como luz,
temperatura ¢ umidade. A alteragdo destes fatores tem
demonstrado influenciar significativamente a emissdo de
compostos volateis e o rendimento e composigao de 6leos
essenciais (Dudareva et al., 2004).

Tabela 1. Composicao quimica do dleo essencial das inflorescéncias de Ocimum gratissimum L., Lamiaceae.

Componente Estrutura molecular % Tr (min) IRcal IRref

Eugenol OH 81,94 26,895 1359 1359
OCH,

a-Copaeno 1,57 27,491 1377 1377

[-Cariofileno 3,14 28,902 1421 1419

y-Muuroleno 12,58 30,831 1483 1480

0-Cadineno 0,77 32,098 1525 1523

H

% = Porcentagem relativa; Tr = Tempo de retengdo; IRcal = Indice de retengdo calculado; IRref = indice de retengdo de referéncia
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Dentre os sesquiterpenos identificados constata-
se a relativa predominancia de compostos com esqueleto
cadinano (y-muuroleno, a-copaeno ¢ J-cadineno). A
origem biossintética comum destes compostos a partir do
cation germacradienilico ou (£, Z)-germacrilico pode ser
uma possivel explicagdo para este fato (Steele et al., 1998;
Biilow & Konig, 2000).

Monoterpenos nao foram detectados no oleo
essencial das inflorescéncias de O. gratissimum. A auséncia
destes constituintes pode estar relacionada ao metabolismo
vegetal e/ou dano mecanico a planta (Figueiredo et al.,
2007). Para plantas dos géneros Ocimum sp. ¢ Perilla sp.,
a sintese de fenilpropandides, especialmente eugenol e
compostos relacionados, ¢ baseada em efeitos dominantes,
enquanto que a produgdo de monoterpenos corresponde a
um fator recessivo (Sangwan et al., 2001).

O oleo essencial das inflorescéncias de O.
gratissimum apresentou valores de CIM entre 0,5-2 mg/
mL para as bactérias Gram-positivas testadas e 1-2 mg/mL
para as Gram-negativas (Tabela 2). A maior resisténcia
das bactérias Gram-negativas a a¢do de 6leos essenciais
ja € descrita na literatura como decorrente da grande
complexidade da dupla membrana apresentada por estes
microrganismos, a qual limita a difusdo de compostos
hidrofébicos, através de sua cobertura lipopolissacaridica
(Burt, 2004; Holley& Patel, 2005).

O mecanismo da acdo antibacteriana dos
compostos fendlicos ndo estd totalmente elucidado.
Alguns estudos indicam que estes exerceriam seus efeitos
na membrana através de numerosos mecanismos, cOmo
ruptura, complexagdo de substrato, inativagdo enzimatica
¢ quelacdo de metais. Em relagdo aos demais componentes
do 6leo essencial em estudo, a atividade antibacteriana
pode ser conferida pela lipofilia dos hidrocarbonetos de

estrutura terpénica, que permite sua partigdo nos lipidios
da membrana celular, aumentando sua permeabilidade e
desestabilizando a estrutura da célula bacteriana (Sikkema
et al., 1995; Cowan, 1999).

A alteragaodoperfildeacidos graxos erompimento
da membrana bacteriana, com liberacdo de constituintes
intracelulares, foram verificados frente a microrganismos
Gram-positivos ¢ Gram-negativos para o eugenol (Walsh
et al., 2003; Gill & Holley, 2006a; Di Pasqua et al., 2007).
Adicionalmente, a inibigdo da atividade da ATPase ligada
a membrana de E. coli ¢ L. monocytogenes também foi
demonstrada experimentalmente ¢ relacionada a acdo
bactericida deste composto (Gill & Holley, 2006a, b).

Em relacdo aos constituintes de natureza
terpénica, apenas f-cariofileno e J-cadineno tém atividade
antimicrobiana descrita frente a fungos e bactérias pelo
método de microdiluigdo em caldo (Skaltsaa et al., 2003).
Estes dados, no entanto, mostram-se controversos, uma vez
que ndo foi detectada atividade para f-cariofileno frente a
E. coli enteropatogénica (EPEC) e E. coli enterotoxigénica
pela mesma metodologia (Duarte et al., 2007). Possiveis
explicagdes seriam as diferencas existentes entre as
cepas testadas e a baixa solubilidade dos hidrocarbonetos
sesquiterpénicos em agua a qual, segundo Griffin et
al. (1999), estaria relacionada a sua baixa atividade
antimicrobiana.

Para o Oleo essencial das folhas de O.
gratissimum sdo considerados possiveis mecanismos de
atividade antimicrobiana a permeabilizagdo da membrana
citoplasmatica verificada em Listeria innocua (Nguefack
et al., 2004) e efeitos anti-viruléncia em Shigella sp. por
diminuigdo na atividade da protease extracelular, contetdo
de ramnose do o-lipopolissacarideo e incidéncia de
invasividade (Iwalokun et al., 2003). Estes mecanismos,

Tabela 2. Atividade antibacteriana do dleo essencial (OE) das inflorescéncias de Ocimum gratissimum L., Lamiaceae.

Microrganismo testado CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)

OE Ampicilina OE Ampicilina
Gram-positivo
Bacillus cereus ATCC 14579 0,5 0,78 . 103 1 31,25 .10°
Bacillus cereus 1 15,6 . 1073 4 0,5
Enterococcus faecalis ATCC 51299 2 3,12.103 2 >0,05
Staphylococcus aureus ATCC 25923 1 0,39 .10° 4 >0,05
MRSA? 2 31,25.10° 4 >1
Gram-negativo
Escherichia coli ESBL® 2 >5 2 >5
Escherichia coli EPEC® 2 3,9.10° 2 0,25
Shigella sp. 1 3,9.10° 2 0,5
Shigella flexneri 2 3,9.10° 2 >1
Salmonella sp. 1 39.10° 2 >1
Salmonella choleraesuis ATCC 10708 1 25.10°3 2 0,05

*Staphylococcus aureus resistente a meticilina; ® Escherichia coli produtora de B-lactamase de espectro estendido; ¢ Escherichia coli

enteropatogénica.
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contudo, ndo podem ser extrapolados para o 6leo essencial
das inflorescéncias de O. gratissimum analisado neste
trabalho, uma vez que os dados de composigdo quimica dos
oleos essenciais, utilizados para a realizagdo dos estudos
acima citados, ndo estdo disponiveis para comparagao.

Dentre as bactérias Gram-positivas testadas,
foram verificados maiores valores de CIM para os isolados
clinicos de B. cereus, causador de endocardite bacteriana,
e S. aureus resistente a meticilina, em relacdo a suas
respectivas cepas catalogadas. Estes resultados confirmam
sua maior resisténcia ¢ ndo surpreendem, uma vez que
isolados clinicos freqlientemente mostram-se resistentes
inclusive aos antimicrobianos de utilizagdo terapéutica
(Neely & Holder, 1999). Adicionalmente, foi detectada
atividade bactericida com valores idénticos de CIM e
CBM (2 mg/mL) para a cepa padrdo de Enterococcus
faecalis resistente a vancomicina e para o isolado clinico
de Escherichia coli produtora de beta-lactamase de
espectro estendido, o que torna o dleo essencial testado
uma possivel fonte de novos antimicrobianos frente a
estes microrganismos, cujas opgdes terapéuticas sdo
extremamente limitadas (Bruin & Riley, 2007).

O o6leo essencial das inflorescéncias também
demonstrou agdo bactericida e, em alguns casos,
bacteriostaticafrenteabactérias Gram-negativas causadoras
de diarréia, como EPEC, Shigella sp. e Salmonella sp.
Estes resultados fornecem uma possivel explicagdo para o
uso popular da planta inteira como antidiarréico em paises
africanos (Kaou et al., 2008). Contudo, os valores de CIM
verificados foram superiores aos anteriormente descritos
frente a isolados clinicos de EPEC para o 6leo essencial
obtido a partir das folhas (Duarte et al., 2007).

Na avalia¢do da toxicidade de compostos ativos
¢ extratos vegetais para Artemia salina, um valor de CL50
inferior a 1000 pg/mL permite considerar o composto como
toxico (Meyer et al., 1982). No presente trabalho, tanto o
oleo essencial das inflorescéncias [CL50=233,8 (200,7-
272,0) pg/mL] quanto o eugenol [CL50=186,1 (144,1-
228,5) pg/mL] apresentaram toxicidade sem diferencas
estatisticas entre si. Estes dados toxicoldgicos, segundo
Parra et al. (2001), podem ser correlacionados com testes
de toxicidade aguda oral em animais.

Embora a atividade antibacteriana detectada seja
de amplo espectro, merecendo destaque a agdo frente a
microrganismos resistentes e isolados clinicos locais, os
altos valores de CIM ¢ CBM obtidos quando comparados
ao antibidtico padrdo e atoxicidade observada para Artemia
salina desaconselham o uso interno de monopreparados a
base das inflorescéncias de O. gratissimum. Alternativa
para sua utilizacdo com esta finalidade seria em associa¢des
com antibioticos, fato este ja descrito na literatura para o
oleo essencial das folhas (Jedlickova et al., 1992; Iwalokun
et al., 2003), ou em preparagdes de uso topico no caso de
lesoes infectadas, uma vez que foi verificada neste trabalho
atividade frente a S. aureus, cepa causadora de infecgoes
cutaneas. Entretanto, outros estudos sdo necessarios para
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comprovar a viabilidade ¢ seguranga destas proposigdes,
bem como a inocuidade toxicoldgica das mesmas.
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