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RESUMO

Ocimum gratissimum L. (Labiatae), conhecida popularmente como alfavaca, € uma herbacea
com partes aéreas fornecedoras de dleos essenciais. Este trabalho trata da investigagdo da
toxicidade, do estudo da variacdo da composi¢do quimica e atividade antibacteriana do 6leo
essencial de O. gratissimum. A extracdo do 6leo (para duas amostras) foi realizada por
hidrodestilacdo e a caracterizacdo quimica por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM). Os ensaios de toxicidade ocorreram frente a larvas de
Artemia salina. A atividade antibacteriana foi determinada pela Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) usando as linhagens bacterianas gram-positivas e gram-negativas. Os
resultados dos testes de CIM n&o apresentaram atividade clinica, mostrando concentracéo >
1024pg/mL para inibigdo do crescimento. Interpretagdo dos dados obtidos por CG/EM
mostraram que eugenol e cineol sdo componentes majoritarios nas duas amostras analisadas.
A toxicidade foi significativa nas duas amostras, com valores de CLsg de 1,4 pg/mL e de 5,6
pug/mL. Dessa forma podemos concluir que o dleo apresentou alta toxicidade frente a A.
salina porém sem efeito antibacteriano, fazendo-se necessarios mais estudos para a
consolidacéao dos resultados.
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INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas observa-se grande interesse pelo potencial terapéutico das plantas
medicinais (YUNES et al., 2001). Diversos sdo os estudos cientificos que investigam
moléculas antimicrobianas naturais presentes em plantas e seus 6leos essenciais, com
resultados muito promissores na busca de novas substancias bioativas, uma vez que a
utilizacdo de substancias antimicrobianas representa um dos maiores avangos da
farmacoterapia (MORAIS-BRAGA et al., 2013).

Apesar do uso de plantas para fins terapéuticos ser muito difundido, as pessoas
desconhecem o fato de que elas podem apresentar toxicidade tanto para 0 homem quanto para
0s animais, assim é importante avaliar seu grau toxicologico, pois mesmo possuindo
atividades medicinais, sendo tdxico, seu uso se tornara inviavel.

Ocimum gratissimum L., conhecida popularmente como alfavaca, é uma planta
herbacea pertecente a familia Labiatae, utilizado naturalmente no tratamento de diversas
doencas, pois possui em sua composi¢do quimica substancias ativas, que podem ser utilizadas
direta ou indiretamente como medicamentos, provocando no organismo humano, reacdes
como a cura ou abrandamento de doengas (FRANCO et al., 2007).

O presente trabalho relata a atividade antibacteriana do oOleo essencial de O.
gratissimum frente a cepas bacterianas catalogadas e isolados clinicos, visando a contribuicao
do 6leo como agente microbiano, a avaliacdo da sua toxicidade frente a larvas de A. salina, e
o perfil do 6leo obtido das folhas, em diferentes horarios de coleta.

METODOLOGIA
Material Vegetal

Foram coletadas 3609 das folhas frescas de O. gratissimum, em junho de 2013 as 7h
(amostra 1) e 13h (amostra 2) no horto de plantas medicinais e arométicas do campus Pimenta
da Universidade Regional do Cariri (URCA). Uma amostra representativa da espécie
encontra-se depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima (HCDAL) do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas (URCA), sob registro n® 3978.

Obtencdo do 6leo essencial e caracterizacdo quimica

As extracbes foram realizadas pelo método de hidrodestilacdo por 2 h, utilizando
aparelho tipo Clevenger. As misturas agua/éleo obtida foram separadas, tratadas com sulfato
de sodio, filtradas, armazenada em frascos de vidro ambar e refrigeradas até o0 momento das
analises.

Através dos dados obtidos por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG/EM) foram feitas as caracterizacdes quimicas. Os componentes foram
identificados com base na interpretacdo dos cromatogramas, banco de dados da biblioteca e
dados da literatura.

Toxicidade para larvas de Artemia salina
Os ensaios in vitro para a verificacao da toxicidade dos dois 6leos foram feitos frente a

A. salina, de acordo com o método proposto por Meyer et al. (1982). Os testes foram
realizados em triplicata, com variagdes de concentragdes entre 1000 ug/mL a 10 pg/mL. Apods



24 horas foi realizada a contagem do namero de larvas mortas e o resultado foi usado para o
calculo da CLso pelo método de regressdo linear.

Avaliacéo da atividade antibacteriana

Os testes antimicrobianos, para a determinacdo da concentracdo inibitdria minima
foram realizados com a amostra 1, pelo método da microdiluicdo em caldo, conforme descrito
por Murari et al. (2008). Para se chegar a concentragdo de 1024 pg/mL a ser utilizada nos
testes, obteve-se inicialmente uma concentracdo de 10 mg/mL do 6leo em 1 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO), que em seguida foi diluida em agua destilada.

Foram utilizadas bactérias gram positivas (Staphylococcus aureus - ATCC 12624 e a
linhagem multirresistente, S. aureus 358) e gram negativas (Pseudomonas vulgaris 13315, P.
aeruginosa ATCC - 15442, Escherichia coli ATCC - 25923 e a linhagem multirresistente E.
coli 27). O inéculo foi diluido em BHI 10% chegando-se a uma concentracio de 10°
UFC/mL. Foram distribuidos 100 uL do BHI e indculo em cada pogo de uma placa de 96
po¢os e em seguida procedeu-se a microdilui¢ao seriada com a solu¢do de 100 uL do 6leo,
variando nas concentra¢des de 512 a 8ug/mL. As placas foram incubadas por 24 horas a 35 °C
em estufa bacterioldgica e a revelagdo da CIM bacteriana foi feita utilizando-se a resazurina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os principais componentes identificados nas amostras estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1 — Componentes identificados nas amostras.

Amostra 1 Amostra 2
Componentes (coleta 7:00 h) (coleta 13:00 h)
(%) (%)
B-picolina 2,55 —
2-tujeno — 0,31
Anidrido propandico 0,16 —
a-felandreno 0,71 0,41
B-pineno 3,59 2,01
B-cimeno 10,39 6,25
1,8 - Cineol 49,87 20,86
Eugenol 28.98 62,87
(E)-cariofileno — 2,17
y-gurjuneno 2,44 —
B-selineno — 3,46

Dados obtidos mostram que nas duas amostras analisadas 0s componentes majoritarios
foram o 1,8-cineol (49,87%, na amostra 1) enquanto que na amostra 2, destaca-se o eugenol
com 62,87% do total do oleo.

Os resultados da composicdo quimica obtida estdo de acordo com os relatos de Matos
(2000) onde afirma que quando o O. gratissimum é coletado por volta do meio-dia, mais
precisamente as folhas da planta, contém alto teor de eugenol no seu oOleo essencial que
confere a planta seu poder antisséptico local. Se for coletada no inicio da manha e no fim da
tarde o eugenol ¢ substituido pelo cineol, principio balsdmico, por isso essa planta € utilizada
como banhos antigripais para criangas na medicina popular.



Tabela 2 — CIM das Linhagens Bacterianas. Os ensaios de toxicidade da
amostra 1 e 2 mostraram respectivamente

Linhagens Bacterianas CIM (pg/mL) _Clafio O('je 5,62 “ﬁ/,mL e 14 _Fég/m(;-'

- indicando que h& um considerado
P.aeruginosa ATCC 15442 | = 1024 potencial toxico para Artemia Salina em
S. aureus ATCC 12624 > 1024 ambas as amostras uma vez que O
E. Coli ATCC 25923 > 1024 método utilizado determinado por Meyer
S. aureus 358 > 1024 et al., 1982 estabelece que valores abaixo
P. vulgaris 13315 > 1024 SOeXiLgOO pg/mL indicam alto potencial
E. coli 27 > 1024 A diferenca de toxicidade

apresentada entre os 6leos pode se dar
pela diferenca nas concentracdes dos componentes majoritarios, uma vez que a concentracdo
de eugenol e 1,8-cineol mostraram-se diferentes. Estudos recentes de Lima et al., 2011
indicam que a presenca de 1,8-cinel proporciona aos 6leos essenciais um maior potencial
toxicoldgico.

O eugenol é o principio ativo responsavel pela atividade antimicrobiana do 6leo
essencial do Ocimum gratissimum (SILVA et al., 1999). Entretanto os testes de Concentragéo
Inibitéria Minima (CIM) ndo demonstraram atividade de relevancia clinica, sendo necessaria
uma concentracdo maior que a testada para inibir o crescimento bacteriano como pode ser
visto na tabela 2.

Os resultados negativos podem ser explicados pelo fato que a amostra 1, usada no
teste de CIM bacteriana, ter maior concentracdo de 1,8-cineol e menor concentracdo de
eugenol como componente majoritario, embora ndo se deve descartar a possibilidade de
sinergismo entre os demais componentes do 6leo essencial, mesmo que presentes em menores
concentracOes eles podem ter inibido a atividade do eugenol presente no 6leo (Silva et al.,
2011).

E valido ressaltar que o 6leo essencial de Ocimum gratissimum ja foi referenciado na
literatura com poder antimicrobiano elevado, ou seja, possui poder inibitério de crescimento
de microrganismos, sendo assim, mesmo que ndo tenha inibido o crescimento das bactérias
testadas, ele pode ter poder inibitério contra fungos, virus e outras bactérias ndo testadas.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, percebe-se que o Oleo essencial de Ocimum
gratissimum sofre variacdo em sua composicdo quimica e toxicidade de acordo com seu
horarios de coleta e que o 6leo essencial de O. gratissimum contendo com o 1,8-cinol como
componente majoritario necessita de uma concentracdo maior ou igual a 1024 pg/mL para
inibir o crescimento bacteriano, sendo necessario testes com 6leos de O. Gratissimum com
eugenol como componente majoritario. S8o necessarios mais estudos e testes detalhados para
que a eficacia da toxicidade e a atividade antibacteriana sejam utilizadas de forma mais
especifica.
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