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“A ciéncia nunca resolve um problema sem
criar pelo menos outros dez.”
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RESUMO

A espécie Ocimum gratissimum (Linn.), popularmente conhecida como alfavaca-cravo, é
muito utilizada na medicina popular. A planta apresenta inimeros compostos, sendo o eugenol
0 constituinte majoritario do seu 6leo essencial e o provavel responsavel pela sua atividade
antimicrobiana. O objetivo deste estudo foi determinar o potencial antimicrobiano e o
mecanismo de acdo do 6leo essencial extraido das folhas de O. gratissimum L. (OEOg) sobre
cepas-padrdo de Candida. A caracterizagdo quimica dos constituintes do OEQOg foi realizada
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). Para avaliagdo da
atividade antimicrobiana foi determinada a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do OEOQOg,
o0 efeito do tempo de exposicdo ao OEOg, o efeito modulador do OEOg na atividade de
antifangicos (ATF) de uso clinico e a acdo do OEOg nas fases de crescimento exponencial e
estacionario de leveduras do género Candida. O mecanismo de a¢do do OEQOg foi verificado
por captacdo do cristal violeta e avaliagdo da morfologia microbiana pela técnica de
microcultivo de leveduras. Também foi avaliada a toxicidade do OEOg sobre hemacias
humanas. Para isso foram utilizadas oito cepas-padrdo de Candida: C. albicans ATCC 10231,
C. albicans ATCC 44858; C. albicans ATCC 64124; C. albicans ATCC 90028; C. albicans
ATCC 90029; Candida parapsilosis ATCC 90018; Candida tropicalis ATCC 750; Candida
tropicalis ATCC 13803. O OEOg foi capaz de inibir o crescimento das cepas de C. albicans
ATCC 10231 (CIM = 1,25 mg/mL), C. albicans ATCC 64124 (CIM = 0,625 mg/mL), C.
parapsilosis ATCC 90018 (CIM = 1,25 mg/mL), C. tropicalis ATCC 13803 (CIM = 1,25
mg/mL), sendo capaz de reduzir a taxa de crescimento das cepas de Candida a partir de 4
horas de exposicdo. Para as associagdes OEOgQ-ATF, houve predominancia de efeitos
indiferentes e antagonicos para as cepas de Candida testadas, sendo o OE capaz de modular
positivamente a acdo do cetoconazol sobre a cepa C. tropicalis ATCC 13803. O OEOQg foi
capaz de reduzir o numero de células viaveis em todas as fases de crescimento microbiano. O
OEOQg foi capaz de promover o aumento discreto da captacdo do cristal violeta e provocou
alteracdes na micromorfologia das células de Candida spp., sugerindo que seu alvo de agéo
seja 0 envoltdrio celular. Observou-se baixa toxicidade do OEOg sobre hemacias humanas.
Os resultados encontrados mostraram que o OEOg possui uma boa atividade sobre leveduras
do género Candida, com mecanismos de acdo mediado possivelmente pela ocorréncia de
danos no envoltério celular, além de ter sido observada baixa toxicidade, indicando do OEOg
é promissor o desenvolvimento e elaboragdo de um novo farmaco com potencial atividade
para o tratamento de doencas fangicas, necessitando, para isso, de estudos adicionais.

Palavras-chave: Ocimum. Oleos Volateis. Produtos com Ac¢do Antimicrobiana.



ABSTRACT

Ocimum gratissimum (Linn.) is a medicinal plant popularly known as “wild basil” widely
used in folk medicine. The plant has numerous compounds, and eugenol is the major
constituent of its essential oil and likely the responsible for its antimicrobial activity. The aim
of this study was to determine the antimicrobial activity and the mechanism of action of the
essential oil extracted from the leaves of O. gratissimum L. (OEQOQ) against standard strains
of Candida. The chemical characterization of OEOg constituents was performed by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). To evaluate the antimicrobial
activity of OEOg the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determined. The effect of
time of exposure to OEOg and commercial antifungals, the modulating effect of OEQg in
antifungal (ATF) activity for clinical use and the effects of the OEOg on different growth
phases of Candida spp were another performed assays. The mechanism of action of OEQOg
was analyzed by the uptake of crystal violet test and the evaluation of microbial morphology
by microculture of yeast technique. The effect of OEOg on red blood human cells was also
evaluated. Eight standard strains of Candida were used to perform the assays: Candida
albicans ATCC 10231; Candida albicans ATCC 44858; C. albicans ATCC 64124; C.
albicans ATCC 90028; C. albicans ATCC 90029; Candida parapsilosis ATCC 90018;
Candida tropicalis ATCC 750; Candida tropicalis ATCC 13803. OEOg was able to inhibit
the growth of the strains C. albicans ATCC 10231 (MIC = 1,25 mg/mL), C. albicans ATCC
64124 (MIC = 0,625 mg/mL), C. parapsilosis ATCC 90018 (MIC = 1,25 mg/mL), C.
tropicalis ATCC 13803 (MIC = 1,25 mg/mL), being able to reduce the growth rate of strains
of Candida after 24 hours of exposure. For the OEOg-ATF associations, it was found a
predominance of indifferent and antagonistic effects to Candida strains tested. The OE was
able to positively modulate the action of ketoconazole against C. tropicalis ATCC 13803.
OEOg was able to reduce the number of viable cells at all stages of microbial growth. The
OEOg was able to promote a slight increase in uptake of crystal violet and caused changes in
the ultrastructure of yeast, suggesting that its action target is the cell envelope. OEOg was
slightly toxic to red blood human cells. The results showed that the OEOg has good activity
against Candida yeasts, and its mechanism of action is possibly related to damage in the cell
envelope. It has been observed low toxicity on human erythrocytes indicating that the “wild
basil” is a promising plant for the development and elaboration of a new drug with potential
activity for the treatment of fungal diseases, needing additional studies.

Keywords: Ocimum. Volatile Oils. Products with Antimicrobial Action.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades € tdo antigo quanto a
espéecie humana (MACIEL; PINTO; VEIGA JUNIOR, 2002). Nas ultimas decadas, € notavel
a intensificacdo das pesquisas pela busca de compostos farmacologicamente ativos, visando
uma forma terapéutica mais segura e acessivel a populacéo, j& que alguns desses compostos
simbolizam o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades (ALVES, 2011; CECHINEL,;
YUNES, 1998; NOLDIN, 2005).

Estudos de Matos (1998) demonstram que o principal uso de plantas medicinais é
no tratamento das doencas respiratdrias, seguido das inflamacdes em geral e das diversas
formas de doencas intestinais. Esse autor documentou informacGes farmacol6gicas que
justificam o uso popular de muitas espécies de plantas medicinais do nordeste brasileiro, entre
elas encontra-se o Ocimum gratissimum Linn.

A espécie Ocimum gratissimum L. ¢ originaria da Asia e subespontinea em todo o
Brasil. Suas folhas e ramos sdo aromaticos e usados empiricamente nas praticas de medicina
caseira como estimulante, carminativa e diurética, tendo também indicacdo no uso contra
tosse e, na forma de banhos, contra gripe em criancas, moléstias nervosas e paralisias. E
também excelente condimento em culinaria (MATOS, 2007).

Recentemente as pesquisas sobre a atividade antimicrobiana de extratos de
plantas, éleos essenciais e seus componentes tém-se centralizado no campo da medicina e
terapéutica. Esse interesse € justificado pelo aumento da resisténcia aos antimicrobianos
sintéticos comerciais por patégenos associados a doencas infecciosas (REICHLING et al.,
2009, TAVARES et al., 2005).

Nas ultimas décadas, houve um aumento no nimero de infeccBes flngicas,
especialmente em pacientes imuno-comprometidos ou em tratamento prolongado com
antibioticos. Candida albicans é o agente causador da maioria das candidiases, mas outras
especies emergentes de Candida, incluindo C. glabrata e C. krusei, estdo sendo responsaveis
pela ocorréncia de muitas infecgdes nosocomiais (AHMAD et al., 2011).

A ocorréncia de casos de resisténcia dessa levedura a antifingicos vem fazendo
com que o género Candida seja objeto cada vez mais frequente de estudos relacionados a
atividade antimicrobiana (AHMAD et al.,2010, DUARTE et al., 2005). Assim, a pesquisa de
novas substancias capazes de combater infecgdes por Candida, ou mesmo melhorar a acdo
dos antifungicos comumente usados na clinica, pode ser um caminho interessante a ser

trilhado na luta contra a resisténcia e na reducdo das limitacdes do tratamento convencional,
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como efeitos adversos e a alta toxicidade (ZUZARTE, et al., 2012).

Portanto, sabendo que as plantas sdo capazes de produzir uma variedade de
compostos com propriedades antimicrobianas, espera-se que programas de rastreio, como o
que seré realizado, possam levar a descoberta de compostos que auxiliem no desenvolvimento
de novas drogas antimicrobianas, além de promoverem o enriquecimento de conhecimentos
sobre a inesgotavel fonte medicinal natural: a flora mundial (DUARTE, et al. 2005; MACIEL,;
PINTO; VEIGA JUNIOR, 2002).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Oleos essenciais

A demanda mundial de 6leos essenciais tem aumentado durante os Gltimos anos
(PANDEY; SINGH; TRIPATHI, 2014). Os Oleos essenciais sdo relatados em plantas
aromaticas, amplamente distribuidas em paises mediterraneos e tropicais em todo 0 mundo
sendo utilizados como um componente fundamental dos sistemas de medicina nativos. Quase
todos os 6rgédos de plantas arométicas contém dleos essenciais.

Atualmente se observa uma tendéncia a busca pela obtencdo de fitoconstituintes a
partir de extratos, fracfes, 6leos fixos ou essenciais, obtidos de espécies vegetais visando uma
possivel aplicacdo na préatica terapéutica no tratamento de processos infecciosos causados por
fungos, bactérias, parasitas e virus. Dentro desse escopo, 0s 6leos essenciais assumem uma
posicao de destaque (MARTINS, 2009).

Os oOleos essenciais, vegetais ou Oleos volateis, sdo misturas de compostos
organicos que apresentam como principais propriedades a volatilidade, aroma intenso,
imiscibilidade em agua e solubilidade em solventes orgénicos (SOUZA, 2010). Constituem-se
dos elementos contidos em muitos sitios vegetais e desempenham importante papel, sendo
necessarios a sobrevivéncia da espécie, principalmente na defesa contra micro-organismos
(ROCHA, 2012).

Oleos essenciais sdo compostos liquidos, complexos, organicos, lipofilicos,
volateis, aromaticos, também conhecidos como 6leos volateis, Oleos etéreos ou essenciais.
Sao extraidos de diversas partes das plantas — como folhas, flores, sementes, brotos, galhos,
cascas de caule, frutos e raizes — por alguns processos especificos, sendo um dos mais
frequentemente utilizados, a destilacdo por arraste a vapor d’agua (CRAVEIRO et al., 1981,
MARTINS, 2009).

Originam-se do metabolismo secundario das plantas e possuem composicéo
guimica de enorme complexidade, sendo constituidos por uma mistura de cerca de 20 a 60
componentes em diferentes concentragbes. Possuem normalmente dois ou trés constituintes
majoritarios encontrados em maiores concentragao (20-70%) quando comparados aos outros
componentes presentes em quantidades traco (PANDEY; SINGH; TRIPATHI, 2014). Dentre
seus constituintes, destacam-se principalmente a presenca de terpenos e fenilpropanoides
(GONCALVES et al., 2003; SILVA et al., 2003).
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Sua composicdo bastante variavel pode ser explicada pelo fato de o metabolismo
primario e secundario das plantas ser afetado por diversos fatores externos (BIASI et al.,
2009). Estudos realizados comprovam que o meio ambiente no qual a espécie vegetal se
desenvolve e o tipo de cultivo a qual foi submetida influenciam diretamente a composi¢édo
quimica dos 6leos essenciais (CHAVES, 2001). Outros fatores como temperatura, umidade
relativa, a exposicdo ao sol e o regime de ventos também exercem influéncia na composicao,
principalmente em espécies que possuem estruturas de estocagem superficiais (DE MORAIS
et al., 2006; SALES, 2014).

Vérias sdo as propriedades farmacoldgicas atribuidas aos 6leos essenciais (OES).
Estudos ja realizados constatam diversos efeitos bioldgicos apresentados por eles, tais como
atividade antioxidante (CAMPELO et al., 2011), antiparasitaria (PESSOA et al., 2002),
analgesica (SILVA et al., 2012), anti-inflamatéria (MENDES et al., 2010), antimicrobiana
(TEXEIRA, 2009), antifungica (FARIA et al., 2006) e anticancer (SYLVESTRE et al., 2006).

O uso de 6leos essenciais, como agentes antimicrobianos, oferece um baixo risco
de desenvolvimento de resisténcia microbiana, pois sendo misturas de diferentes compostos,
sua atividade pode estar relacionada a diferentes mecanismos de acdo o que dificulta a
adaptacdo dos micro-organismos (DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOU, 2003).

Tendo em vista a descoberta de compostos de origem natural com mecanismo de
acdo seletivo, o potencial terapéutico apresentado pelos Gleos essenciais e seus
fitoconstituintes e ainda o fato de varios antibioticos sintéticos apresentarem efeitos colaterais
e espectro de acdo limitada, fica facil perceber os OEs como uma alternativa promissora na
terapia antifingica como na combinacdo de produtos naturais com a terapia antimicrobiana
sintética. (MARTINS, 2009; SOUZA, 2010).

Por esse motivo, 0s 6leos essenciais assumem importante papel como alternativa
para o problema de resisténcia microbiana, que vem sendo motivo de preocupacdo constante

no tratamento das doencas infecciosas.

2.2 Mecanismo de acao de 0leos essenciais

Muitos 0leos essenciais sdo conhecidos por exercer atividade antimicrobiana, mas
seus mecanismos de acdo ndo sdo totalmente compreendidos.

Segundo Burt (2004), considerando o grande numero de diferentes grupos de
compostos quimicos presentes em Gleos essenciais, 0 mais provavel é que a sua atividade

antimicrobiana néo seja atribuivel a um mecanismo especifico, mas que existam varios alvos
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celulares.

Uma caracteristica importante dos OEs e de seus constituintes € a sua
hidrofobicidade, o que lhes permite particdo nos lipidios da membrana celular microbiana e
mitocondrias desarranjando as estruturas, tornando-as mais permeaveis. Os OEs também
parecem agir nas proteinas de membrana e nas enzimas como as ATPases — que séo cercadas
por moléculas lipidicas. Alem disso, sugere-se que os hidrocarbonetos ciclicos, lipofilicos,
poderiam acumular-se na bicamada lipidica, distorcendo a interacdo lipideo-proteina, ou que
ocorra a interacdo direta dos compostos lipofilicos com as partes hidrofobicas das proteinas
(BURT, 2004). A presencga de Gleos essenciais interfere também no mecanismo de reparo
necessario para a divisao celular dos micro-organismos. Assim, pode-se dizer que os 6leos
essenciais atuam sobre as membranas dos micro-organismos, promovendo sua ruptura
(MARTINS, 2009).

Nakamura et al. (2004) citam que, apesar de apresentar atividade antifungica bem
definida, o0 mecanismo de acéo do 6leo essencial de O. gratissimum ndo é bem compreendido.
Estudos realizados pelos autores sugerem que o efeito deletério do déleo essencial na parede
celular dos fungos € o principal mecanismo de acdo do 6leo essencial de Ocimum gratissimum
(OEOQOg) devido a observacéo de alteragdes na morfologia geral de leveduras quando expostas
a acdo do oleo.

Devi et al. (2010), descreveram como principal mecanismo de acdo do eugenol,
componente majoritario descrito no OEOg, o aumento da penetrabilidade na membrana
citoplasmatica, promovendo seu rompimento e aumentando sua permeabilidade né&o
especifica, o que levaria a um extravasamento do conteudo celular e posterior morte do micro-
organismo.

Muitos estudos comprovam cientificamente a atividade antimicrobiana de
diversos 6leos essenciais e seus constituintes, mas pouco se sabe sobre seu mecanismo de
acao (FARIA et al., 2006; TEIXEIRA, 2009; WALSH et al.,, 2003). No entanto, o
conhecimento desse mecanismo assume extrema importancia para a seguranca do uso desses

produtos, assim como para 0 uso combinado de OEs e agentes sintéticos.
2.3 Resisténcia microbiana
A resisténcia microbiana é um tema amplamente pesquisado por diversos autores

em decorréncia do impacto desse evento na salde coletiva, ja que resulta em crescente

morbidade e mortalidade, como também eleva os custos com saude. A medida que os
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antimicrobianos vao sendo utilizados indiscriminadamente, aumenta-se 0 nimero de cepas
microbianas resistentes as drogas mais utilizadas na terapia humana (FRANCO et al., 2010).

Resisténcia microbiana pode ser definida como a capacidade de uma cepa
microbiana crescer, in vitro, na presenca das concentracdes que a droga atinge no sangue e
pode ser de dois tipos: natural ou intrinseca e adquirida. A resisténcia natural ou intrinseca faz
parte das caracteristicas biolégicas primitivas dos micro-organismos e € observada
regularmente em uma determinada espécie microbiana. A resisténcia adquirida é aquela que
surge em um micro-organismo, primitivamente sensivel ao mesmo antimicrobiano, devido a
mutacdes ou por meio de transferéncias do material genético (KONEMAN et al., 2001,
TAVARES, 2001; TORTORA; FUNKE; CASE, 2000).

Através de varios mecanismos de resisténcia o0 micro-organismo pode resistir total
ou parcialmente a acdo de um ou mais antimicrobianos pertencentes a mesma ou a diferentes
classes terapéuticas (OTAIZA, 2002). Alguns deles sdo: alteragdo da estrutura molecular de
antimicrobianos ou produgdo de enzimas que inativam a droga (por ex.: P-lactamases),
alteracdo das proteinas ligantes da penicilina ou outros pontos-alvo nas paredes das células,
alvos modificados da DNA-girase, mutac6es de permeabilidade e modifica¢bes ribossémicas
(SOUZA, 2010).

Muitos fatores contribuem para 0 aumento da resisténcia microbiana dentro e fora
dos hospitais, dentre eles 0 uso excessivo de antimicrobianos, o uso de doses inferiores as
sugeridas em manuais terapéuticos, condi¢des de higiene precarias, 0 aumento do nimero de
pacientes imunocomprometidos e a lentiddo para o diagnostico das infecgbes (FERREIRA;
PAES; LINCHTENSTEIN, 2008).

Com frequéncia, as infeccGes fungicas sdo de dificil tratamento devido a
aquisicdo, por parte de seus agentes etioldgicos, de resisténcia frente a acdo de antifungicos
(ARAUJO, 2004). Além disso, observa-se que um maior nimero de cepas esta se tornando
resistente aos antifungicos atualmente utilizados e o aparecimento de novas cepas de fungos
comensais que se tornaram patogénicos (SOUZA, 2010).

De forma convencional, o tratamento de infeccGes por Candida é feito através do
uso de agentes antifungicos sintéticos, topicos e/ou sistémicos — sendo os derivados azolicos e
o0s poliénicos os mais comuns — associado a medidas que visam melhorar a imunidade celular.
Dentre os compostos poliénicos, destacam-se a nistatina e a anfotericina-B, e, dentre 0s
compostos azdlicos, 0s mais utilzados sdo 0 miconazol, cetoconazol e, mais recentemente, 0s
tiazolicos fluconazol e itraconazol (MARTINS, 2009).

No entanto, as drogas antifungicas disponiveis contra 0S micro-organismos
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causadores de micoses severas possuem eficacia limitada, principalmente em pacientes
imunodeprimidos, o que leva ao rapido desenvolvimento de micro-organismos resistentes,
diminuindo ainda mais a capacidade terapéutica dessas substancias (SVETAZ et al., 2007).
Outro problema é o fato de o tratamento convencional para as doencas fangicas ser muito
restrito devido ao espectro limitado dos antifungicos atuais — particularmente quando
comparado & quantidade de antibacterianos disponiveis — e por conta do alto custo do
tratamento, ainda mais quando se necessita de uso prolongado (MARTINS, 2009).

Tendo em vista as limitagdes dos antiflngicos sintéticos existentes atualmente,
quer seja com relacgdo a efeitos colaterais ou a disponibilidade dos mesmos e o atual quadro de
resisténcia dos micro-organismos aos antibidticos corriqueiramente utilizados na prética
clinica, ressalta-se a importancia da pesquisa por novos e melhores agentes antifingicos para

combaté-los.

2.4 AssociacOes de produtos naturais a agentes antimicrobianos sintéticos

O uso de combinacbes de drogas antimicrobianas é extensivamente utilizado na
terapia de doencas infecciosas, como por exemplo, no tratamento da tuberculose e hanseniase,
especialmente para evitar a selecdo de cepas resistentes. Além do efeito sinérgico alcancado
pela utilizacdo de combinacbes de dois ou mais compostos no tratamento de doencas
infecciosas, essa pratica geralmente é superior a utilizacdo de um Unico composto, por evitar
ou impedir o surgimento de cepas resistentes, por diminuir a toxicidade relacionada a dose
utilizada — ja que possibilita o uso de dosagens reduzidas — e por alcancar o amplo espectro de
acdo (ELIOPOULQOS; MOELLERING, 1991).

Estudos relacionados a acdo antimicrobiana de produtos vegetais e a possibilidade
de seu sinergismo com agentes antimicrobianos convencionais tem sido frequente e o0s
resultados apresentados sdo bastante satisfatorios (BETONI et al., 2006; ROCHA, 2012).

O efeito da combinagédo de agentes antimicrobianos foi estudado por Rakholiya e
Chanda (2012). Utilizando o extrato metandlico de duas plantas medicinais (Terminalia
catappa e Carica papaya) em associa¢do com antimicrobianos de uso comum contra bactérias
Gram positivo e negativo, os autores encontraram efeito sinérgico em quase todos 0s
antibidticos usados contra as bactérias testadas, o que permitiu a conclusdo de que a
combinacdo entre o extrato de plantas medicinais e 0s antibidticos pode ser atil no combate a

micro-organismos com resisténcia emergente a drogas.
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Amber et al. (2010), ao avaliarem a atividade antiflngica e os efeitos sinérgicos
do 6leo essencial de Ocimum sanctum (OSEO) com fluconazol e cetoconazol, observaram que
0 OSEO sozinho e em combinagdo com os antifingicos apresentou uma intensa inibicdo do
crescimento das cepas de Candida. Os autores obtiveram grande numero de interacdes
sinérgicas entre o dleo essencial e os antifungicos de uso clinico.

Considerando que melhorias na eficécia da terapia de drogas antifungicas pode ser
conseguido usando terapia de combinacdo (AMBER et al., 2010), a utilizacdo de agentes
antimicrobianos naturais como 6leos essenciais de plantas, vem a ser uma alternativa eficaz
no controle de micro-organismos resistentes, seja na inibicdo do micro-organismo, seja na
interacdo sinérgica com os antimicrobianos (RIBERO; VELOZO; GUIMARAES, 2013).

2.5 O género Candida

Os fungos sdo micro-organismos eucarioticos mais complexos, quando
comparados as bactérias e aos virus. Possuem espessa parede constituida por quitina (N-
acetilglicosamina) e polissacarideos, além de uma membrana celular, cujo principal
componente é o ergosterol (SOUSA et al., 2004).

Apesar da grande diversidade de fungos conhecidos, poucos invadem os tecidos
humanos. Estes fungos sdo comumente saprofitos do solo e da vegetacdo sendo a transmissao
de pessoa para pessoa bastante rara (MARTINS, 2010).

No organismo do hospedeiro, em condi¢fes normais, estes micro-organismos
comportam-se de forma ndo patogénica. No entanto, em situacdes de imunossupressao ou
alteracdes sistémicas, alguns assumem o comportamento de patdgenos causando
manifestacdes infecciosas que vado desde infec¢bes superficiais até disseminacfes sistémicas
graves com envolvimento em multiplos érgdos. Dentre essas infecgdes oportunistas, a
candidiase tem sido a mais documentada nos diferentes grupos de pacientes
imunocomprometidos (SILVA, 2012).

Segundo Alves et al. (2006), a Candida é um micro-organismo saprofito e
comensal, que, dependendo de fatores predisponentes capazes de alterar a integridade
organica, sofre modificacGes na sua conformacédo leveduriforme para uma forma fusiforme,
tornando-se patogénico. Considerando que a maioria dos pacientes infectados com agentes
fangicos oportunistas tém Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida (AIDS) ou
doenca neoplésica e/ou degenerativa, € evidente que a eficacia da terapia antifungica é critica
(GOLDMAN et al., 2004).
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O género Candida conta com espécies que podem se apresentar sob a forma de
leveduras (indcuas) ou hifas (patogénicas). Dependendo das condi¢bes ambientais, como pH,
temperatura e reservas nutricionais, alteram seu fenétipo, formando pseudo-hifas, passando de
blastoconidios para crescimento micelial. Também podem se desenvolver como hifas
verdadeiras e clamidoconidios. A C. albicans pode se apresentar sob varias formas, chamadas
de variagOes adaptativas, sendo a forma de hifa a mais virulenta e a mais aderente, quando
comparada a célula leveduriforme. Dessa forma, a capacidade dessa espécie de formar tubos
germinativos parece contribuir para sua viruléncia. (MARTINS, 2010). O género compreende
cerca de 150 espécies e, dentre elas, sete representantes sdo reconhecidas como patdgenos
importantes: C. albicans, C. tropicallis, C. parapsilosis, C. krusei, C. kefyr e C. guillermondi.

Nas Gltimas décadas, houve um aumento significativo no numero de infecgcdes
fangicas invasivas as quais sdo caracterizadas por alta morbidade e mortalidade e aumentam o
tempo de internacdo dos pacientes, constituindo um importante problema de satde publica
(SILVA, 2012).

Os processos emergentes de resisténcia a drogas em Candida spp. tém sido
principalmente atribuidos ao uso excessivo e prolongado de antifungicos, causando sérios
problemas quanto a eficacia no tratamento (SINGH, MAHTO, PRASAD, 2013), o qual é
limitado pelo reduzido nimero de drogas antifingicas disponiveis no mercado quando
comparadas as antibacterianas.

Diante desses fatos, faz-se necessario o desenvolvimento de novas alternativas
terapéuticas, como por exemplo, o uso de combinacdes de farmacos com atividade
antifingica (SILVA, 2012), o que mostra a importancia da realizacdo de pesquisas nas
indUstrias farmacéuticas, centros de pesquisas e Universidades em busca de novos farmacos

com propriedades antifungicas.

2.6 Plantas medicinais

A utilizacdo de plantas na arte de curar possui raizes muito antigas, relacionadas
ao inicio da pratica médica, nas diferentes sociedades. Inicialmente seu emprego era, em
grande medida, relacionado ao mitico, sobressaindo seu aspecto maégico (CORREA;
SIQUEIRA-BATISTA; QUINTAS, 2008).

Ainda hoje, as plantas medicinais tém sido utilizadas em paises em
desenvolvimento como tratamentos alternativos para problemas de salude. Observa-se uma

intensificacdo do uso de plantas para fins medicinais, até mesmo pelas populacdes de paises
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mais industrializados, principalmente devido o alto custo das pesquisas voltadas a descoberta
e fabricacdo de novos medicamentos sintéticos, aumento do nimero de doengas resultantes do
uso excessivo de quimioterapicos e questdes de ordem socioecondmicas (CHAVES, 2001).

Nos ultimos anos, vem se percebendo um aumento na quantidade de estudos com
produtos terapéuticos de plantas medicinais. Segundo a Organizacdo Mundial de Salde
(OMS), as plantas medicinais sdo as fontes para se obter uma variedade de drogas, e cerca de
80% da populacdo mundial usa a medicina tradicional na busca de alivio de alguma
sintomatologia dolorosa ou desagradavel. A selecdo de plantas a partir de informacGes da
medicina tradicional ou popular pode conduzir a descoberta de moléculas promissoras
(SANTOS et al, 2007).

Por apresentar a maior biodiversidade do mundo, o Brasil possui grande potencial
para o desenvolvimento de fitomedicamentos. Outros fatores que influenciam o estudo de
plantas medicinais sdo: a ampla sociodiversidade, o uso de plantas medicinais vinculado ao
conhecimento tradicional e a disponibilidade de tecnologia para validar cientificamente esse
aprendizado (MARTINS, 2010).

Em 2006, o governo federal instituiu o Grupo de Trabalho Interministerial para
elaboracdo do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), o qual
visa garantir a populagdo brasileira 0 acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e
fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia
produtiva e da industria nacional e que tem como objetivos: inserir plantas medicinais,
fitoterapicos e servicos relacionados a fitoterapia no SUS, desenvolver instrumentos de
fomento a pesquisa, desenvolvimento de tecnologias e inovagdes em plantas medicinais e
fitoterapicos, nas diversas fases da cadeia produtiva, promover e reconhecer as praticas
populares e tradicionais de uso de plantas medicinais, fitoterapicos e remédios caseiros, bem
como estabelecer uma politica intersetorial para o desenvolvimento socioecondmico na area
de plantas medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2009).

Muitos extratos de plantas e 6leos essenciais tém apresentado atividade bioldgica
in vitro e in vivo, o que justifica pesquisas na medicina tradicional focada na caracterizacdo da
atividade antimicrobiana dessas plantas (DUARTE et al., 2005).

Segundo Maciel, Pinto e Veiga Junior (2002), a escolha da planta para utilizacéo
em estudos que avaliam suas propriedades farmacologicas é feita considerando o seu uso
terapéutico, 0 estudo etnoboténico, a presenca de determinadas substancias e a sua
disponibilidade. E nesse contexto que se enquadram os estudos relacionados & etnobotéanica

e/ou etnofarmacologia, ciéncias que se ocupam, respectivamente, da inter-relacédo direta entre
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pessoas e plantas e do estudo de preparagdes tradicionais utilizadas em sistemas de saude e
doenga que incluem isoladamente ou em conjunto plantas, animais, fungos ou minerais,
importantes ferramentas na busca por substancias naturais de acdo terapéutica, auxiliando na
aquisicdo de dados sobre as plantas medicinais, preservacdo do ecossistema, e na procura por
substancias naturais com acdo terapéutica (OLIVEIRA, 2013).

Diante de um interesse crescente em torno de fitomedicamentos, justificado pelas
inimeras vantagens, quando comparados aos farmacos sintéticos, como a menor incidéncia de
efeitos colaterais e adversos, toxicidade relativa diminuida, baixo custo, tudo isso aliado a
enorme biodiversidade brasileira, o uso de plantas pode ser uma alternativa para a substituicéo
de antissépticos e desinfetantes sintéticos convencionais, visando evitar o desenvolvimento de
resisténcia microbiana a esses compostos, ja que metabdlitos vegetais podem atuar por
variados tipos de mecanismos (ROCHA, 2012).

2.7 O género Ocimum e a espécie Ocimum gratissimum L.

O género Ocimum, pertence a familia Lamiaceae e compreende mais de 150
espécies encontradas em regides tropicais e subtropicais. (DAVID et al., 2006). O maior
nimero de espécies esta nas florestas tropicais da Africa, sendo a Africa, América do Sul
(Brasil) e Asia os principais centros de diversidade do género (CHAVES, 2001).

A familia Lamiaceae é uma das mais ricas familias em Oleos essenciais. E
conhecida pela riqueza de espécies com propriedades medicinais, que tém sido utilizados
desde tempos remotos. Muitas espécies de Lamiaceae tem longa histéria de utilizagcbes como
especiarias culinarias e em medicina popular. Alguns exemplos séo orégano, alecrim, sélvia e
tomilho. Os 6leos essenciais extraidos das espécies Lamiaceae tém sido utilizados contra
diferentes doencas como doengas intestinais e bronquite (PANDEY; SINGH; TRIPATHI,
2014).

O cultivo de espécies de Ocimum vem aumentando globalmente devido seu
importante significado terapéutico e alta adaptabilidade a diferentes solos e condigdes
climaticas. As folhas e inflorescéncias de Ocimum s&o ricas fontes de 0leos essenciais com
uma enorme variedade de terpenos em sua composic¢ao (PATEL et al., 2015).

O elevado grau de polimorfismo do género Ocimum determina um grande ndmero
de subespécies, com diferentes variedades de formas e que produzem 6bleos essenciais com
composicdes quimicas diversas, oferecendo um vasto potencial medicinal (PANDEY;
SINGH; TRIPATHI, 2014). Os critérios para classificacdo sdo muito complexos.
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Caracteristicas fenotipicas, como forma de folha, cor da folha, flor cor etc., tem sido
tradcionalmente utilizadas para classificacdo taxondmica. Devido as extensas préticas de
cultivo e hibridacdo inter e intra-especifica, espécie Ocimum exibe enorme variabilidade
morfogenética entre suas espécies, incluindo fenologia (cor, forma e tamanho das flores,
folhas, caules) caracteristicas de crescimento, comportamento reprodutivo e composi¢do
quimica (PATEL et al., 2015).

No Brasil, 0 Ocimum gratissimum ¢é conhecido como “alfavacdo”, “alfavaca” e
“alfavaca-cravo” € um subarbusto aromatico, com até um metro de altura, originario do
Oriente e subespontaneo em todo o Brasil (Figura 1). Possui folhas ovalado-lanceoladas, de
bordos duplamente dentados, membranaceas, com 4 a 8 cm de comprimento. As flores séo
pequenas, roxo-palidas, dispostas em racimos paniculados eretos, curtos e geralmente em
grupos de trés. O fruto € uma pequena capsula seca possuindo quatro sementes (BIASI et al.,
2009; MATOS, 2007). Pode ser facilmente reconhecido pelo aroma forte e agradavel que
lembra o cravo-da-india (Eugenia caryophyllus Spreng) (MATOS, 1998; MATTOS et al.,
2007). A planta é muito cultivada em hortas, quintais e jardins a partir das sementes,

adaptando-se bem a qualquer tipo de solo (MATOS, 1998).

Figura 1 — Ocimum gratissimum Linn.

Fonte: http://www.protadu.org/protav8.asp?p=0cimum-+gratissimum
O 6leo essencial (OE) de Ocimum gratissimum L., rico em eugenol e eucaliptol, é

obtido das folhas e flores e possui evidenciado potencial farmacoldgico, apresentando:
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atividade antibacteriana (NAKAMURA et al., 1999; MATASYOH et al., 2007); atividade
antifungica (FARIA, et al., 2006; OLIVEIRA, 2013); atividade anti-helmintica (PESSOA et
al., 2002); atividade inseticida (OGENDO et al., 2008); atividade anestésica (SILVA et al.,
2012), entre outras.

O eugenol ¢ descrito como o principal constituinte ativo da alfavaca. E analgésico
e germicida local de uso tdpico e foi muito usado na odontologia (SOUSA et al., 2004;
WALSH et al., 2003).

Eugenol é um componente fendlico que corresponde a aproximadamente 85% do
6leo no cravo-da-india (Eugenia caryophillis). Concentracdes sub-letais de eugenol sdo
capazes de inibir a producdo de amilase e proteases por B. cereus. Ele também causa a
deterioracdo da parede celular e um elevado grau de lise celular. O grupo hidroxila do eugenol
parece se ligar a proteinas, prevenindo a acdo enzimatica em E. aerogenes (BURT, 2004).

Embora possuam notével potencial antimicrobiano, os produtos derivados de
plantas, como O&leos essenciais e extratos vegetais, geralmente apresentam de fraca a
moderada atividade, quando comparados aos agentes quimicos, o que contribui para 0 uso
preferencial desses. Uma forma de potencializar a atividade antimicrobiana de produtos
naturais é a sua associacdo a drogas sintéticas, de uso pratico. Além do possivel efeito
sinérgico alcancado pela utilizacdo de associacBes, essa pratica pode evitar ou impedir o
surgimento de cepas resistentes, diminuir a toxicidade relacionada a dose utilizada e ampliar o
espectro de acdo (ROCHA, 2012).

Com base no exposto, o 6leo essencial de Ocimum gratissimum foi escolhido para

avaliacdo do potencial antimicrobiano sobre cepas de leveduras do género Candida.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar o efeito do 6leo essencial de folhas frescas de O. gratissimum L. (OEQOQ)

na atividade de antifungicos sobre cepas-padrdo de Candida.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) in vitro, do OEOg sobre cepas-
padrdo de Candida;

e Avaliar o efeito do tempo de exposi¢cdo ao OEOg na viabilidade das cepas-padréo de
Candida;

e Auvaliar o efeito modulador do OEQOg na atividade de antifungicos de uso clinico;

e Avaliar a acdo do OEOg no envoltorio celular de cepas-padréo de Candida;

e Avaliar a toxicidade, in vitro, do OEOg sobre hemacias humanas.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara, com numero do parecer: 751.168 (Anexo A).

4.2 Material botanico

As amostras de folhas frescas da espécie Ocimum gratissimum L. foram coletadas
no Horto de Plantas Medicinais Prof. Francisco José de Abreu Matos da Universidade Federal
do Ceara (Figura 2). A identificacdo botanica da espécie foi realizada no Departamento de
Biologia Universidade Federal do Cear, e a exsicata da espécie foi depositada no Herbario
Prisco Bezerra, Departamento de Biologia-UFC, sob 0 nimero 52735.

Figura 2 — Espécie de Ocimum gratissimum L. cultivada no Horto de Plantas Medicinais
Professor Francisco José de Abreu Matos (UFC)
[ o E 3 S

\.'.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Extracdo, andlise fitoquimica e preparo das dilui¢cbes do 6leo essencial de folhas

frescas de Ocimum gratissimum L. (OEQOg)

4.3.1 Extragédo do OEOg

O OEOg foi extraido no Laboratério de Produtos Naturais do Horto de Plantas
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Medicinais Prof. Francisco José de Abreu Matos da Universidade Federal do Ceard, por
arraste a vapor d’agua em aparelho tipo Clevenger (CRAVEIRO et al., 1981), no periodo da
floracdo e do crescimento vegetativo da planta. As folhas foram coletadas em Novembro de
2013 as 12 horas. O rendimento da extracdo foi de 0,36% (p/v).

4.3.2 Anélise fitoquimica do OEOg

A anélise dos constituintes quimicos do OEOg foi realizada no Parque de
Desenvolvimento Tecnoldgico do Ceard (PADETEC - UFC), em cromatdgrafo gasoso
acoplado a espectrometria de massa (CG-EM) (MATOS et al., 1998). A identificacdo dos
constituintes do OEQOg foi efetuada através da determinacdo dos indices de Kovats simulados
(ADAMS, 2001).

4.3.3 Preparacéo das diluicGes seriadas do OEOg

Para a determinacdo do potencial antimicrobiano, foram preparadas diluicGes de
OEOg, utilizando como solvente o Tween 80 a 1% em agua. As concentracfes de trabalho do
OEOg foram de 50 mg/mL a 0,024 mg/mL (Figura 3).

Figura 3 — Fluxograma de preparo das dilui¢bes seriadas do OEQOg.
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*Valores em mg/mL 0,024 0,048 0,097 0,195

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 Cepas microbianas utilizadas

Foram utilizadas oito cepas-padrdo de Candida: Candida albicans ATCC 10231,
C. albicans ATCC 44858, C. albicans ATCC 64124, C. albicans ATCC 90028, C. albicans
ATCC 90029, C. parapsilosis ATCC 90018; C. tropicalis ATCC 750, C. tropicalis ATCC
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13803.

Todas as cepas utilizadas sdo provenientes da American Type Culture Collection
(ATCC) e fazem parte da colecdo de culturas do Laboratério de Pesquisa em Microbiologia
Aplicada (LabMicro) e foram mantidas em &gar estoque sob refrigeracdo, de forma a
conservarem inalteradas todas as suas caracteristicas bioquimicas e perfil de sensibilidade a
antimicrobianos. Periodicamente foram realizados repiques para meios de cultura estéreis e a

pureza de cada cultura foi confirmada por microscopia, provas bioquimicas e antibiogramas.

4.5 Antimicrobianos, meios de cultura e reagentes

Os antimicrobianos cetoconazol, miconazol e nistatina foram obtidos da Sigma
Chemical Co. (St Louis, MO, USA). Os meios de cultura e reagentes foram obtidos da Merck

e da Laborclin LTDA, respectivamente.

4.6 Ensaios microbiolégicos

4.6.1 Determinagéo da Atividade Antimicrobiana do OEOg

A determinacdo da atividade antimicrobiana foi feita pela Determinagdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do OEOg. Foram utilizadas as cepas de referéncia
descritas no item 4.4.

A determinacdo da CIM foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo de
cultura de acordo com a Norma M27-A2 (CLSI, 2008) modificada. Para realizacdo dos
ensaios foram utilizadas microplacas estéreis com 96 pocos.

Culturas microbianas puras mantidas em agar estoque sob refrigeracdo foram
repicadas em caldo Sabouraud Dextrose 2 % (CSD) e incubadas a 35 °C até atingirem fase
exponencial de crescimento. Apos esse periodo, as culturas tiveram sua densidade celular
ajustada em salina estéril, de modo a se obter uma turbidez equivalente a do tubo 0,5 da escala
de McFarland, o que resulta em uma suspensdo microbiana contendo aproximadamente 108
UFC/mL. Para a realizacdo correta dessa etapa, foi utilizado um cartdo de fundo branco com
linhas pretas. Essa suspensdo foi diluida 100 vezes em CSD estéril, para obtengdo de uma
suspensdo com aproximadamente 10* UFC/mL.

Em cada poco da microplaca foram adicionados 100 puL de CSD, 20 pL das

diferentes concentracbes de Oleo essencial (OE) ou dos antifungicos de uso clinico
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(miconazol, nistatina e cetoconazol) e 80 pL da suspensdo de micro-organismo.

Solucéo aquosa de Tween 80 a 1 % estéril (diluente do OEOQ) e agua destilada
estéril foram utilizadas como controles dos experimentos.

As microplacas foram incubadas a 35 °C por 24h em estufa bacterioldgica. Apos
esse periodo foi realizada inspec¢do visual do crescimento microbiano e a leitura da Densidade
Optica a 620 nm (DOs20nm) em leitora de Elisa Bio-Tek.

A CIM foi considerada a menor concentracdo de OEOg ou de antimicrobiano
capaz de inibir completamente o crescimento microbiano, mediante inspecdo a olho nu
(auséncia de turvacao visivel) (Figura 4). Os experimentos foram realizados em triplicata e os

resultados expressos em mg/mL.

Figura 4 — Fluxograma do método da microdiluicdo em caldo de cultura para determinacéo da
CIM (CLSI, 2008).
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Fonte: Adaptado de TEIXEIRA, 2009.

As quatro cepas mais sensiveis ao efeito do OEOg foram selecionadas, por meio

da determinacéo da CIM, para realizacdo dos demais experimentos.

4.6.2 Efeito do tempo de exposi¢cdo do OEOg na viabilidade de cepas padrao de Candida na

fase de crescimento exponencial

Curvas de crescimento das cepas-padrdo de Candida foram determinadas
previamente para que pudessem ser obtidas culturas microbianas nas fases de crescimento

exponencial e estacionario. Para isso, culturas microbianas puras mantidas em agar estoque
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sob refrigeracdo, foram repicadas para CSD e incubadas a 35 °C durante 16-18h. Apés esse
periodo, as culturas tiveram sua densidade celular ajustada em solugdo salina 0,85 % estéril,
em aproximadamente 10* UFC/mL , com descrito no item 4.6.1 As suspensdes microbianas
obtidas foram incubadas em estufa bacteriologica a 35 °C. O crescimento microbiano foi
acompanhado pela contagem de coldnias em meio solido e a leitura DOs20nm, NO inicio da
incubacédo (T=0) e apo6s 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 28, 32 e 48 h (Figura 5). Os experimentos foram

realizados em triplicata e os resultados expressos em UFC/mL (SALES, 2014).

Figura 5 — Fluxograma da determinagdo das curvas de crescimento microbiano de cepas

padréo de Candida.
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Fonte: Adaptado de SALES, 2014.

Para determinar o efeito do tempo de exposi¢cdo ao OEQOg sobre a viabilidade celular
de cepas de Candida foi seguida a metodologia descrita por Matasyoh (2007), com algumas
modificacdes. Aliquotas de 20 puL de OEOg, em CIM, foram adicionadas a pocos de
microplacas de 96 pocos contendo 100 pL de caldo Saboraund e 80 pL de uma suspenséao
microbiana com aproximadamente 10* UFC/mL. As microplacas foram incubadas a 35 °C e
aliquotas de 10 pL foram retiradas e diluidas em solugdo salina 0,85% estéril que foram,
entdo, semeadas em &gar Plate-Count pela técnica da microgota (ROMEIRO, 2007), em
intervalos de tempo predeterminados (0, 4, 8, 12 e 24 horas). A contagem das colbnias
crescidas nas placas foi realizada apds 24 horas de incubacdo a 35 °C. Foi utilizado como
controle o Tween 80 1 % (diluente do OEOQ) (Figura 6). Os experimentos foram realizados

em triplicata e os resultados expressos em UFC/mL.
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Figura 6 — Fluxograma da determinagdo do efeito do tempo de exposicdo ao OEOg na

viabilidade de cepas padrdo de Candida.
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Fonte: Adaptado de SALES, 2014.

4.6.3 Efeito do OEOg sobre cepas padrédo de Candida nas fases de crescimento exponencial

e estacionario

Para avaliar o efeito do OEOg sobre Candida spp., foram utilizadas suspensoes
microbianas contendo aproximadamente 10* UFC/mL. Aliquotas de 100 pL dessas culturas
foram adicionadas a microplacas com 96 pogos contendo 125 pL de CSD em cada pogo.

No inicio do periodo de incubacdo (T= 0), nas primeiras horas da fase exponencial
de crescimento (4 e 8 horas) e ap6s 24 horas (fase estacionaria) de incubacdo a 35 °C foram
adicionados 20 pL de OEOg, para obtencdo de concentragdes finais iguais a 1 e 2 x CIM,
previamente determinada. A contagem das células viaveis foi determinada apo6s 4 e 24 horas
da adigédo de OE. Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos em
UFC/mL (MUROI; KUBO, 1996) (Figura 7).
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Figura 7 — Fluxograma da determinacdo do efeito do OEOg sobre cepas padrdo de Candida

nas fases de crescimento exponencial e estacionario.
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Fonte: Adaptado de SALES, 2014.

4.6.4 Estudo do efeito modulador do OEOg na atividade de antifungicos de uso clinico pelo

método do Checkerboard

O efeito modulador do OEOg na atividade de antifangicos (ATF) de uso clinico
foi avaliada pelo Método de Checkerboard, descrito por Cleeland e Squires (1991). Nesse
experimento foram utilizadas microplacas com 96 pocos, de fundo redondo, estéreis e com
tampas.

Aos pogos das microplacas foram adicionadas aliquotas de 80 pL de culturas
microbianas contendo aproximadamente 10* UFC/mL, 80 pL de CSD, 20 pL do OEOg e 20
pL dos ATF selecionados para estudo (nistatina, cetoconazol, miconazol).

Os valores de CIM de OEOg e dos ATF, previamente determinados, foram
utilizados para obtengéo das diferentes combinagdes OEOg+ATF testadas. Foram utilizadas
concentragdes finais iguais a 1/2, 1/4, 1/8, e 1/16 x CIM de OEQOg e de ATF (Figura 8). Os

ensaios foram realizados em duplicata.



38

Figura 8 — Fluxograma da determinagéo do efeito modulador do OEOg na atividade de ATF

de uso clinico sobre cepas padrdo de Candida pelo método Checkerboard.

Incubagio
35°Crovernight )
Ajuste da D Z’)’(;da
. "
turbide; 1]
= L | | g || L
E ) - — i A
Cepa : ) * ) S '
microbiana . Caldo Sohigio salina Tubo 0,5 2708 A ;;SZ )
padrio Sobouraud MacFarland CFU/mL (8 opL) (301
= ¥
Incubagiio \ | N2 |
Inspeciio 35°C24 horas &‘& "
visnal do 12, 14, %3 ‘\ 2K N /.;. ¢
crescimento el16da & :h? &ﬁ" L}"
microbiano CIMdo 0N ‘
OEOg (20
nL)

: f
I 12, 14, 1/8e 1/16 da
| CIMaoATF(20pL)

Fonte: Adaptado de SALES, 2014.

As microplacas foram incubadas durante 24 horas em estufa bacterioldgica a 35°C
e apos esse periodo foi realizada a inspe¢do visual do crescimento microbiano. Os resultados
obtidos foram avaliados quanto a modulagdo do OEOg na atividade antimicrobiana dos
antifingicos testados. Para isso foram calculadas as concentragdes inibitdrias fracionadas
(CIF) do OEOg e dos ATF e o indice da concentracdo inibitoria fracionada (ICIF) como
descrito por Spader et al. (2013).

As seguintes formulas foram utilizadas para os célculos de CIF e IFIC:

CIF do OEOg = CIM do OEOg na combinacdo/CIM do OEOg isolado;
CIF do ATF = CIM do ATF na combina¢do/CIM do ATF isolado;
ICIF = CIF do OEOg + CIF do ATF

Os valores obtidos para ICIF foram interpretados como: efeito sinérgico para ICIF
<0,5, efeito aditivo ou indiferente para ICIF > 0,5 e < 1,0, e efeito antagonista para ICIF >1,0
(EUCAST, 2003).
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4.6.5 Estudo do mecanismo de acdo do OEOg

4.6.5.1 Deteccdo de alteracdo na permeabilidade da membrana celular de cepas padrao de

Candida pelo ensaio de captacdo de cristal violeta

A alteracdo na permeabilidade da membrana celular foi detectada pelo ensaio do
cristal violeta (VAARA; VAARA, 1981), com alteracfes. Suspensdes microbianas (5 mL) de
Candida spp foram incubadas overnight em CSD. As células foram centrifugadas a 4500 x g
durante 5 minutos a 4 °C e o pellet de células foi lavado duas vezes e ressuspenso em PBS
(pH 7,4). A densidade celular foi ajustada de forma a se obter aproximadamente 108 UFC/mL.
Aliquotas de 20 pL da CIM do OEOg e de nistatina foram adicionadas aos po¢os de uma
microplaca contendo 180 pL das suspensdes celulares. Apés incubacdo a 37 °C durante 30
min, as células foram coletadas por centrifugacdo a 9300 x g durante 5 min, ressuspensas em
180 pL de cristal violeta (10 pg/mL em PBS) e incubadas durante 10 min a 37 °C. Culturas de
Candida spp em CSD, preparadas de forma semelhante, mas sem tratamento com OEQOg ou
antifangico, foram usadas como controle do experimento.

A suspensdo foi centrifugada a 13400 x g durante 15 minutos, sendo as células
descartadas. O sobrenadante foi coletado e a leitura da sua densidade Optica (DO) a 570 nm
foi realizada em leitor de Elisa (Bio-Tek). O valor de DOs7o nm da solucéo de cristal violeta
(10 pg/mL em PBS), utilizada no ensaio, foi considerado como 100% de absor¢éao (Figura 9).
O valor da captacdo do cristal pelas células tratadas e controle foi calculado usando a seguinte
férmula, os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos em % de

captacdo de CV:

DO da amostra/DO da solucdo de cristal violeta x 100.
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Figura 9 — Fluxograma do ensaio de captacdo do cristal violeta para observacéo de alteragdes
permeabilidade da membrana celular pelo OEOg em cepas padréo de Candida pela técnica do
cristal violeta.
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Fonte: Adaptado de SALES, 2014.

4.6.5.2 Deteccdo de alteracdo no fator de viruléncia de cepas padrdo de Candida pela

técnica do microcultivo

Para observacdo de alteracbes no fator de viruléncia da levedura do género
Candida foi empregada a técnica do microcultivo para leveduras utilizando o meio sélido
agar-fuba em camara umida (ALVES, 2011).

Aliquotas de 3mL de agar fuba, contendo 1x e 2x CIM de OEOg foram
depositadas em laminas estéreis apoiadas sobre um suporte contido em uma placa de Petri.
Apos solidificacdo do meio, inoculos das culturas de Candida spp foram semeados, com
auxilio de uma agulha estéril, em duas estrias paralelas. Em seguida, as laminas foram
cobertas com laminulas de vidro estéreis.

Para evitar o ressecamento do meio, as laminas foram mantidas em cdmara umida.
Para isso foram adicionados 2 mL de &gua destilada sobre pedago de papel de filtro estéril,
com 3 x 3 cm, contidos no interior das placas de Petri, que foram fechadas e incubadas a
35°C. Apds 24h, 48h e 72h de incubacdo, as preparacdes foram examinadas em microscopio
optico. Foi observada a ocorréncia de alteragdes de estruturas caracteristicas das leveduras

como bastoconidios, pseudo-hifas, hifas e clamidoconidios (Figura 10).
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Figura 10 — Fluxograma do ensaio do microcultivo para observagdo de alteragdes

morfoldgicas pelo OEOg em cepas padrdo de Candida pela técnica do microcultivo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.7 Estudo da citotoxicidade do OEOg sobre hemacias humanas

O ensaio hemolitico foi conduzido como descrito por Harris e Phoenix (1997). A
bolsa de sangue periférico, obtida por puncdo de voluntérios adultos e saudaveis, foi doada
pelo Hemocentro do Ceard (HEMOCE).

Aproximadamente 1 mL de sangue foi lavado trés vezes em Tampédo PBS e
centrifugado a 2000 x g por 5 minutos a 4 °C. Em seguida, o plasma e a camada de leucocitos
foram retirados. A fim de obter uma concentracdo inicial de eritrocitos equivalente a um
hematdcrito de 1 %, os eritrdcitos foram ressuspensos no mesmo tampao. Aliquotas de 180 pL
da suspensdo de eritrocitos foram incubadas com 20 uL do OEOg nas concentracdes de 5
mg/mL a 0,04 mg/mL. Ap6s os 60 minutos de incubacdo a 35 °C , as amostras foram
centrifugadas 2000 x g por 5 minutos a 4 °C e o sobrenadante coletado para leitura da
DOssonm da hemoglobina livre em leitor ELISA (Bio-Tek) (Figura 11).
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Figura 11 — Fluxograma do ensaio de determinagdo da citotoxicidade do OEOg sobre

hemaécias humanas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Hemécias integras tratadas com Triton X-100 0,1 % (v/v) (100% de hemdlise) e
hemaécias integras tratadas com tampéo (PBS) (ndo hemolise) foram usadas como controles de
experimento. Os experimentos foram realizados em triplicata e os niveis de hemélise foram
determinados em porcentagem em relacdo ao controle de hemdlise (Triton X-100 0,1 %),

considerado como 100 % de hemolise.

4.8 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do programa GraphPad Prism 5.0.
Os resultados foram expressos como Média + Erro Padrdo da Média (EPM) de trés
experimentos. Para a verificacdo das diferengas estatisticas entre os grupos foi realizada
andlise de variancia (Anova) e pos-teste de Dunnet e Bonferroni. As diferencas foram

consideradas significantes quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

O dleo essencial extraido das folhas frescas de Ocimum gratissimum L. (OEOgQ)
exibiu boa atividade antimicrobiana contra cepas padrdo de Candida, apresentando melhores
resultados de inibicdo para as cepas C. albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 64124, C.
parapsilosis 90018 e C. tropicalis ATCC 13803. Dessa forma, essas quatro cepas foram
utilizadas para os demais ensaios: avaliacdo da influéncia do tempo de exposicdo ao OEOg na
viabilidade microbiana; avaliacdo do efeito do OEOg nas fases de crescimento exponencial e
estacionario; acdo moduladora do OEOg na atividade de antifingicos de uso clinico;
mecanismo de a¢do do OEQOg e efeito do OEOg sobre hemacias humanas.

5.1 Composicao quimica do OEOg
A andlise cromatografica realizada para a caracterizacdo quimica do OEOg
revelou a presenca de oito componentes, dos quais o Eugenol (51,84%) e o 1,8-Cineol

(23,81%), apresentaram-se como 0s constituintes majoritarios (Figura 11 e Tabela 1).

Figura 12— Cromatograma do OEOg obtido por cromatografia gasosa com detec¢do por
espectrometria de massas (CG-EM).
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Tabela 1 — Constituintes quimicos do OEOg.

Constituinte Quimico LK I.Ke % Total
B-Pineno 965 964 1,60
1,8-Cineol 1004 1013 23,81
-Ocimeno 1021 1016 3,18
Eugenol 1364 1358 51,84
-Cariofileno 1418 1418 5,79
Germacreno D 1480 1481 2,19
B-Selenine 1482 1489 8,88
a-Selenine 1498 1496 2,71
Total Identificado 100%

I.LK: Indice de Kovats da literatura. 1.Kg: Indice de Kovats experimental.

5.2 Ensaios microbioldgicos

5.2.1 Atividade antimicrobiana do OEOg

Na Tabela 2 estéo os resultados de CIM do OEQOg para as cepas selecionadas. As
medidas de DOg20 em leitor de Elisa Bio-Tek, permitiram confirmar os valores obtidos para
CIM por inspecdo visual de crescimento, evitando erros de interpretacdo determinados pela

turvacéo observada nos pogos onde o OEOg foi adicionado nas maiores concentracoes.

Tabela 2 — CIM do OEQg e de antiflngicos sobre cepas padréo de Candida

Cepa OEQOg Cetoconazol Miconazol Nistatina
CIM* CIM* CiMm* CiM*
(mg/mL) (Hg/mL) (ng/mL) (ng/mL)
C. albicans
ATCC 10231 1.25 8 4 8
C. albicans
ATCC 64124 0,625 8 8 8
C. parapsilosis
ATCC 90018 1,25 0,0625 1 16
C. tropicalis
ATCC 13803 1,25 4 4 16

* Menor concentracdo de OEQOg e do antifingico capaz de inibir completamente o crescimento microbiano
visivel.

Controles de experimento: Cetoconazol, Miconazol, Nistatina e Tween 80 a 1% (sem atividade).

Volume de OE aplicado em cada poco: 20 pL.

Experimentos realizados em triplicata.

As leitura de DOs20nm das placas de microdiluicdo mostraram significancia nos
valores obtidos quando comparados com o correspondente controle da ndo inibi¢do (M+I)
(Gréficos de 1 a 4).
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Gréfico 1 — Atividade antimicrobiana do OEOg sobre a cepa C. albicans ATCC 10231.
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Valores estéo expressos pela média = EPM de trés ensaios. A andlise foi realizada por ANOVA, com pos-teste de
Dunnet e valor de *p<0,05 quando comparado ao controle da ndo inibi¢do (M+1).

CET: Cetoconazol 8 pug/mL; MIC: Miconazol 4 pg/mL; NIS: 8 ug/mL; (M+1) — Meio + Inéculo; (M+A) — Meio
+ Agua.

Leituras de DO realizadas em leitora de ELISA (Bio-Tek), a 620 nm.

Grafico 2 — Atividade antimicrobiana do OEQOg sobre a cepa C. albicans ATCC 64124.
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Valores estdo expressos pela média + EPM de trés ensaios. A andlise foi realizada por ANOVA, com pés-teste de
Dunnet e valor de *p<0,05 quando comparado ao controle da ndo inibicdo (M+1).

CET: Cetoconazol 8 pug/mL; MIC: Miconazol 8 pg/mL; NIS: 8 ug/mL; (M+1) — Meio + Inéculo; (M+A) — Meio
+ Agua.

Leituras de DO realizadas em leitora de ELISA (Bio-Tek), a 620 nm.

Gréfico 3 — Atividade antimicrobiana do OEOg sobre a cepa C. parapsilosis ATCC 90018.
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Valores estéo expressos pela média £ EPM de trés ensaios. A andlise foi realizada por ANOVA, com pds-teste de
Dunnet e valor de *p<0,05 quando comparado ao controle da ndo inibicdo (M+1).

CET: Cetoconazol 0,0625 pg/mL; MIC: Miconazol 1 pg/mL; NIS: 16 pg/mL; (M+1) — Meio + Indculo; (M+A)
— Meio + Agua.

Leituras de DO realizadas em leitora de ELISA (Bio-Tek), a 620 nm.
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Gréfico 4 — Atividade antimicrobiana do OEOg sobre a cepa C. tropicalis ATCC 13803.
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Valores estéo expressos pela média £ EPM de trés ensaios. A andlise foi realizada por ANOVA, com pos-teste de
Dunnet e valor de *p<0,05 quando comparado ao controle da ndo inibi¢do (M+1).

CET: Cetoconazol 4 pg/mL; MIC: Miconazol 4 pg/mL; NIS: 16 pg/mL; (M+1) — Meio + In6culo; (M+A) —
Meio + Agua.

Leituras de DO realizadas em leitora de ELISA (Bio-Tek), a 620 nm

5.2.2 Efeito do tempo de exposicdo do OEOg na viabilidade microbiana de cepas padréo de

Candida na fase de crescimento exponencial

Segundo Sales (2014), o conhecimento da cinética de crescimento microbiano
assume grande importancia na medida em que fornece informacdes Uteis para a realizacdo de
experimentos microbioldgicos e de determinagdo do mecanismo de acdo ao permitirem a
avaliacdo da taxa de crescimento bacteriano e o estabelecimento dos tempos de incubagdo
necessarios para cada ensaio.

Para determinar o efeito do tempo de exposigdo de Candida spp. ao OEOg foram
inicialmente obtidas curvas de crescimento (Graficos 5 a 8). Apos cerca de 4 e 24 horas de
incubacdo a 37 °C, as cepas testadas atingiram as fases de crescimento exponencial e

estacionario, respectivamente.

Grafico 5 — Curva de crescimento de C. albicans ATCC 10231.



15-

£ 101

O

LL

-}

e
0

SRR

Os valores representam a média + EPM de trés experimentos.
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Gréfico 6 — Curva de crescimento de C. albicans ATCC 64124.
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Os valores representam a média + EPM de trés experimentos.

Gréfico 7 — Curva de crescimento de C. parapsilosis ATCC 90018.
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Gréfico 8 — Curva de crescimento de C. tropicalis ATCC 13803.
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Os valores representam a média + EPM de trés experimentos.
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Os graficos 9, 10, 11 e 12 apresentam a influéncia do tempo de exposicéo ao
OEOg na viabilidade das cepas padréo de Candida.

Gréafico 9 — Efeito do tempo de exposicdo do OEOg na viabilidade de C. albicans ATCC
10231.
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m CIM: 1,25 mg/mL; e Controle: sem tratamento. Os valores estdo expressos pela média + EPM de trés

experimentos. A analise foi realizada por ANOVA, com p6s-teste de Bonferroni e valor de *p<0,05 quando
comparado ao controle.
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Gréfico 10 — Efeito do tempo de exposi¢cdo do OEOg na viabilidade de C. albicans ATCC
64124.
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experimentos. A analise foi realizada por ANOVA, com pos-teste de Bonferroni e valor de *p<0,05 quando
comparado ao controle.

Gréafico 11 — Efeito do tempo de exposicdo do OEOg na viabilidade de C. parapsilosis ATCC
90018.
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m CIM: 1,25 mg/mL; e Controle: sem tratamento. Os valores estao expressos pela média = EPM de trés

experimentos. A analise foi realizada por ANOVA, com pos-teste de Bonferroni e valor de *p<0,05 quando
comparado ao controle.
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Gréfico 12 — Efeito do tempo de exposi¢cdo do OEOg na viabilidade de C. tropicalis ATCC
13803.

-o- Controle
-= CIM

log UFC/mL

Q ™ R ,Q/
Tempo de incubacéo (h)
m CIM: 1,25 mg/mL; e Controle: sem tratamento. Os valores estdo expressos pela média + EPM de trés

experimentos. A analise foi realizada por ANOVA, com pos-teste de Bonferroni e valor de *p<0,05 quando
comparado ao controle.

A exposi¢cdo a CIM do OEOQg, apds 12h, reduziu o crescimento microbiano em
59%, 44,9%, 49,3% e 75,5%, para as cepas de C. albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC
64124, C. parapsilosis ATCC 90018 e C. tropicalis ATCC 13803, respectivamente, quando
comparado ao crescimento das culturas sem tratamento. Apos 24h, essa reducdo foi ainda
maior, com valores de 75,5%, 70,1%, 72% e 80,8%, para C. albicans ATCC 10231, C.
albicans ATCC 64124, C. parapsilosis ATCC 90018 e C. tropicalis ATCC 13803,
respectivamente.

5.2.3 Efeito do OEOg sobre cepas padréo de Candida nas fases de crescimento exponencial
e estacionaria

Os gréaficos 13, 14, 15 e 16 apresentam o efeito do OEOg (1x e 2x CIM) sobre as
cepas padréo de Candida utilizadas nesse estudo.
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Grafico 13 — Efeito do OEOg sobre C. albicans ATCC 10231 nas fases de crescimento
exponencial e estacionario.
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O OEOQg foi adicionado nos tempos Oh (m), 4h (A), 8h (V) e 24h (#) apds o inicio da incubagdo. A contagem de
células viaveis foi determinada apds 4 e 24 horas da adicdo do OEOg. Controle (@) sem tratamento. (A): CIM;
(B): 2 X CIM. A analise estatistica foi realizada por ANOVA, com pés-teste de Bonferroni, com p < 0,05.

a e B = comparagao entre T=0 e o grupo controle, ap6s 4 e 24 horas da adigdo, respectivamente, no tempo Oh; x e
d = comparacdo entre T=4 e o grupo controle, apos 4 e 24 horas da adigao, respectivamente, no tempo 4h. e e ¢ =
comparagdo entre T=8 e o grupo controle, apos 4 e 24 horas da adig@o, respectivamente, no tempo 8h; y e n =
comparacdo entre T=24 e o grupo controle, apds 4 e 24 horas da adicéo, respectivamente, no tempo 24h.
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Grafico 14 — Efeito do OEOg sobre C. albicans ATCC 64124 nas fases de crescimento
exponencial e estacionario.
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O OEOg foi adicionado nos tempos Oh (m), 4h (A), 8h (V) e 24h (#) apds o inicio da incubagdo. A contagem de
células viaveis foi determinada ap06s 4 e 24 horas da adigdo do OEOg. Controle (®) sem tratamento. (A): CIM;
(B): 2 X CIM. A anélise estatistica foi realizada por ANOVA, com pds-teste de Bonferroni, com p < 0,05.

o e p = comparagdo entre T=0 e o grupo controle, apds 4 e 24 horas da adicdo, respectivamente, no tempo Oh; y e
4 = comparagdo entre T=4 e o grupo controle, ap6s 4 e 24 horas da adi¢do, respectivamente, no tempo 4h. e e ¢ =
comparacdo entre T=8 e o grupo controle, apés 4 e 24 horas da adi¢do, respectivamente, no tempo 8h; y e n =
comparacado entre T=24 e o grupo controle, apds 4 e 24 horas da adi¢do, respectivamente, no tempo 24h.
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Gréfico 15 — Efeito do OEOg sobre C. parapsilosis ATCC 90018 nas fases de crescimento

exponencial e estacionario.
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O OEOg foi adicionado nos tempos Oh (m), 4h (A), 8h (V) e 24h (#) apds o inicio da incubagdo. A contagem de
células viaveis foi determinada apds 4 e 24 horas da adicdo do OEOg. Controle (@) sem tratamento. (A): CIM,;
(B): 2 X CIM. A analise estatistica foi realizada por ANOVA, com p6s-teste de Bonferroni, com p < 0,05.

o e = comparagao entre T=0 e o grupo controle, ap6s 4 e 24 horas da adigdo, respectivamente, no tempo Oh; y e
4 = comparagdo entre T=4 e o grupo controle, apos 4 e 24 horas da adigao, respectivamente, no tempo 4h. e e ¢ =
comparag¢do entre T=8 e o grupo controle, apds 4 e 24 horas da adi¢ao, respectivamente, no tempo 8h; y e n =
comparacdo entre T=24 e o grupo controle, apds 4 e 24 horas da adicdo, respectivamente, no tempo 24h.
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Gréfico 16 — Efeito do OEOg sobre C. tropicalis ATCC 13803 nas fases de crescimento
exponencial e estacionario.
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O OEOg foi adicionado nos tempos Oh (m), 4h (A), 8h (V) e 24h (#) ap6s o inicio da incubagdo. A contagem de
células vidveis foi determinada apds 4 e 24 horas da adicdo do OEOg. Controle (®) sem tratamento. (A): CIM;
(B): 2 X CIM. A anélise estatistica foi realizada por ANOVA, com pds-teste de Bonferroni, com p < 0,05.

o e p = comparagdo entre T=0 e o grupo controle, apos 4 e 24 horas da adicdo, respectivamente, no tempo Oh; y e
4 = comparagdo entre T=4 e o grupo controle, ap6s 4 e 24 horas da adi¢do, respectivamente, no tempo 4h. e e ¢ =
comparagdo entre T=8 e o grupo controle, apos 4 e 24 horas da adig@o, respectivamente, no tempo 8h; y e n =
comparacédo entre T=24 e o grupo controle, apds 4 e 24 horas da adicéo, respectivamente, no tempo 24h.

O OEOg foi adicionado as culturas no inicio do periodo de incubacéo (T=0h), na
fase de crescimento exponencial (T=4h e 8h) e na fase estacionaria (24h) e foi capaz de
reduzir o nimero de células viaveis em todas as fases, sendo mais eficaz no inicio da fase de

crescimento exponencial, quando utilizado na concentracdo de 2xCIM. A acdo antimicrobiana
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do OEOg sobre Candida spp. foi dependente de concentragéo.

5.2.4 Efeito modulador do OEOg na atividade de antifungico de uso clinico

A modulacdo do OEQOg na atividade antimicrobiana do cetoconazol, do miconazol

e da nistatina foi avaliada pelo método de Checkerboard (Tabelas 3 a 5).

Tabela 3 — Efeito modulador do OEOg na atividade antifingica do Cetoconazol sobre cepas

padrdo de Candida.

Micro-organismo ClMoEog ClFoeog CIMcer ClFcer ICIF
I A I A
1,25 0,625 0,5 8 16 0,5 1
C. albicans 1,25 0,625 0,5 8 8 0,25 0,75
ATCC 10231 1,25 0,625 0,5 8 4 0,125 0,625
1,25 0,625 0,5 8 2 0,0625 0,5625
0,625 - - 8 - - >1
C. albicans 0,625 - - 8 - - >1
ATCC 64124 0,625 - - 8 - - >1
0,625 - - 8 - - >1
1,25 - - 0,0625 - - >1
C. parapsilosis 1,25 - - 0,0625 - - >1
ATCC 90018 1,25 - - 0,0625 - - >1
1,25 - - 0,0625 - - >1
1,25 0,625 0,5 4 2 0,5 1
C. tropicalis 1,25 0,3125 0,25 4 1 0,25 0,5
ATCC 13803 1,25 0,156 0,125 4 0,5 0,125 0,250
1,25 0,078 0,0625 4 0,25 0,0625 0,125

ClMogoc: CIM do OEOg (mg/mL); CIMcer: CIM do CET (ug/mL); I: OEOg ou CET isolados; A: associacdo
OEOg-CET; ClFoeog: CIM do OEOg na associacdo/CIM do OEOg isolado; ClFcer: CIM do CET na
associagio/CIM do CET isolado. indice CIF = CIFogog + ClFcer. ICIF < 0,5: sinergismo; ICIF > 0,5 e <1,0:
aditivo ou indiferente; ICIF > 1: antagonismo (EUCAST, 2003).
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Tabela 4 — Efeito modulador do OEOg na atividade antifingica do Miconazol sobre cepas

padrdo de Candida.
Micro-organsmo CIMoEog ClFoEeog CIMwmic CIMwmic ICIF
I A I A
1,25 - - 4 - - >1
C. albicans 1,25 - - 4 - - >1
ATCC 10231 1,25 - - 4 - - >1
1,25 - - 4 - - >1
0,625 - - 8 - - >1
C. albicans 0,625 - - 8 - - >1
ATCC 64124 0,625 - - 8 - - >1
0,625 - - 8 - - >1
1,25 0,625 0,5 1 1 0,5 1
C. parapsilosis 1,25 0,3125 0,25 1 1 0,5 0,75
ATCC 90018 1,25 0,156 0,125 1 1 0,5 0,625
1,25 0,078 0,0625 1 1 0,5 0,5625
1,25 - - 4 - - >1
C. tropicalis 1,25 - - 4 - - >1
ATCC 13803 1,25 - - 4 - - >1

125 - - 4 - - >1

ClMoeog: CIM do OEOg (mg/mL); CIMmic: CIM do MIC (pg/mL); I: OEOg ou MIC isolados; A: associacdo
OEOg- MIC; ClFoeog: CIM do OEOg na associagdo/CIM do OEOg isolado; ClFmic: CIM do MIC na
associagio/CIM do MIC isolado. Indice CIF = CIFogog + ClFmic. ICIF < 0,5: sinergismo; ICIF > 0,5 e <1,0:
aditivo ou indiferente; ICIF > 1: antagonismo (EUCAST, 2003).
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Tabela 5 — Efeito modulador do OEOg na atividade antifungica da Nistatina sobre cepas
padrdo de Candida.

Micro-organsmo CIMoEog ClFoEeog CIMnis ClFnis ICIF
I A I A
1,25 0,625 0,5 8 4 0,5 1
C. albicans 1,25 0,3125 0,25 8 4 0,5 0,75
ATCC 10231 1,25 0,156 0,125 8 4 0,5 0,625
1,25 0,078 0,0625 8 4 0,5 0,5625
0,625 0,3125 0,125 8 4 0,5 0,625
C. albicans 0,625 0,3125 0,125 8 4 0,5 0,625
ATCC 64124 0,625 10,3125 0,125 8 4 0,5 0,625
0,625 0,3125 0,125 8 4 0,5 0,625
1,25 0,625 0,5 16 8 0,5 1
C. parapsilosis 1,25 0,625 0,5 16 4 0,25 0,75
ATCC 90018 1,25 0,625 0,5 16 2 0,125 0,625
1,25 0,625 0,5 16 1 0,0625 0,5625
1,25 0,625 0,5 16 8 0,5 1
C. tropicalis 1,25 0,3125 0,25 16 8 0,5 0,75
ATCC 13803 1,25 0,156 0,125 16 8 0,5 0,625
1,25 0,078 0,0625 16 8 0,5 0,5625

ClMoeoc: CIM do OEOg (mg/mL); CiMyis: CIM da NIS (ug/mL); I: OEOg ou NIS isolados; A: associacdo
OEOg-NIS; ClFoeog: CIM do OEOg na associagao/CIM do OEOg isolado; ClFus: CIM da NIS na
associacao/CIM da NIS isolada. Indice CIF = ClFoeog + ClFnis. ICIF < 0,5: sinergismo; ICIF > 0,5 e <1,0:
aditivo ou indiferente; ICIF > 1: antagonismo (EUCAST, 2003).

Somente sobre a cepa Candida tropicalis ATCC 13803 o OEOg modulou
positivamente a acdo do cetoconazol, em trés das combinacGes testadas, com valores de ICIF

variando entre 0,5 e 0,125.

5.2.5 Mecanismo de acdo do OEOg sobre cepas padrdo de Candida.

5.2.5.1 Alteracdo na permeabilidade da membrana celular

Os graficos 17 a 20 representam a captacdo de cristal violeta por cepas padréo de
Candida expostas a 1x e 2xCIM do OEOg com valores expressos em porcentagem de
captacdo de cristal violeta. A CIM de OEOg foi capaz de promover um aumento na captacao
do cristal violeta em 10,5%, 8.27%, 7.63% e 4.9% pelas cepas de C. albicans ATCC 10231 e
C. albicans ATCC 64124, C. tropicalis ATCC 13803 e C. parapsilosis 90018,
respectivamente, quando comparado ao controle ndo tratado, indicando a ocorréncia de

alteracdes na membrana celular.
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Gréfico 17 — Captacdo do cristal violeta por C. albicans ATCC 10231 exposta ao OEOg.
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Os valores representam a média £ EPM de trés ensaios. *p < 0,05 comparado com o controle (sem tratamento).
NIS (Nistatina 16 pg/mL). EDTA — &cido etilenodiaminotetracético (controle positivo). CIM (1,25 mg/mL).
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Grafico 18 — Captacdo do cristal violeta por C. albicans ATCC 64124 exposta ao OEQOg.
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Os valores representam a média £ EPM de trés ensaios. *p < 0,05 comparado com o controle (sem tratamento).
NIS (Nistatina 16 pg/mL). EDTA — &cido etilenodiaminotetracético (controle positivo). CIM (0,625 mg/mL).

Gréafico 19 — Captacdo do cristal violeta por C. parapsilosis ATCC 90018 exposta ao OEQg.
501

40-

304

% Captacéao do Cristal Violeta

2
\0\
Q
N
O

Os valores representam a média £ EPM de trés ensaios. *p < 0,05 comparado com o controle (sem tratamento).
NIS (Nistatina 16 pg/mL). EDTA — &cido etilenodiaminotetracético (controle positivo). CIM (1,25 mg/mL).
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Gréfico 20 — Captacdo do cristal violeta por C. tropicalis ATCC 13803 exposta ao OEQg.
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Os valores representam a média £ EPM de trés ensaios. *p < 0,05 comparado com o controle (sem tratamento).
NIS (Nistatina 16 pg/mL). EDTA — &cido etilenodiaminotetracético (controle positivo). CIM (1,25 mg/mL).

5.2.5.2 Alteragéo no fator de viruléncia leveduriforme

No ensaio da micromorfologia fangica das cepas padrdo de Candida foi
observada, com auxilio de microscépio Optico, a presenca de estruturas caracteristicas do
crescimento fangico: como pseudo-hifas, blastoconidios e clamidoconidios (Figuras de 12 a
15). No controle de crescimento podemos notar a presenca de blastoconidios, pseudo-hifas e
clamidoconidios. Na presenca do OEOg foram observados em sua maioria células isoladas,
raras pseudo-hifas e blastoconidios. Ja na nistatina foram visualizadas células isoladas e raros

blastoconidios.
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Figura 13 — Micromorfologia de C. albicans ATCC 10231.

Pseudo-hifas

Blastoconidio

Solitério

A — Controle sem tratamento; N — Cultura tratada com nistatina (16 pug/mL); C — Cultura tratada com CIM do
OEOg (1,25 mg/mL). 2C — Cultura tratada com 2xCIM do OEOg (2,5 mg/mL).
Leitura de 10 campos no aumento de 40X.
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Figura 14 — Micromorfologia de C. albicans ATCC 64124.

Pseudo-hifas

Blastoconidio

A — Controle sem tratamento; N — Cultura tratada com nistatina (16 pg/mL); C — Cultura tratada com CIM do
OEOg (0,625 mg/mL). 2C — Cultura tratada com 2xCIM do OEOg (1,25 mg/mL).
Leitura de 10 campos no aumento de 40X.
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Figura 15 — Micromorfologia de C. parapsilosis ATCC 90018.

Blastoconidio

Clamidoconidio

Pseudo-hifa

A — Controle sem tratamento; N — Cultura tratada com nistatina (16 pug/mL); C — Cultura tratada com CIM do
OEOg (1,25 mg/mL). 2C — Cultura tratada com 2xCIM do OEOg (2,5 mg/mL).
Leitura de 10 campos no aumento de 40X.
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Figura 16 — Micromorfologia de C. tropicalis ATCC 13803.

Clamidoconidios

A — Controle sem tratamento; N — Cultura tratada com nistatina (16 pug/mL); C — Cultura tratada com CIM do
OEOg (1,25 mg/mL). 2C — Cultura tratada com 2xCIM do OEOg (2,5 mg/mL).
Leitura de 10 campos no aumento de 40X.

5.3 Atividade hemolitica do OEOg

Para estes ensaios 0 OEOg, nas concentragdes de 5mg/mL a 0,04875 mg/mL foi
incubado com os eritrocitos (1x108 células) por 60 minutos e o percentual de hemdlise foi
mensurado atraves da liberagdo de hemoglobina das amostras em DOssonm, cOmparado 0s
valores obtidos ao controle de hemdlise (100%). Hemacias tratadas com tampao PBS foram
usadas para assegurar que a hemolise observada realmente se devia a atividade do OEQg. O
Gréafico 21 ilustra os resultados obtidos nestes experimentos, onde a taxa de hemolise para
OEOg em CIM foi de 14% e a atividade hematotéxica do OEOg foi concentragéo-
dependente.



67

Gréfico 21 — Atividade hemolitica do OEOg sobre hemacias humanas.

150+

100+

% de hembolise

Valores estéo expressos pela média £ EPM de trés ensaios. A andlise foi realizada por ANOVA, com pos-teste de
Dunnet e valor de *p< 0,05 quando comparado ao controle da hemdlise (CHemdlise).

CTween: Tween a 1%; CSal: Salina; CSan:Controle da ndo hemolise (hemacias integras); CHemolise: Triton X-
100 a 1% (referéncia para 100% de hemdlise).
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6 DISCUSSAO

Nos ultimos anos tem sido possivel notar um crescente interesse cientifico em
investigacbes quimicas e farmacoldgicas sobre as propriedades biolégicas de plantas
medicinais (MATIAS et al., 2010).

O OE extraido das folhas frescas de O. gratissimum pela técnica de arraste a
vapor d’agua apresentou baixa viscosidade, cor amarela clara e forte odor de cravo. O
rendimento da extracao foi de 0,36% (p/v).

Segundo Sousa et al. (2004), espécimes de O. gratissimum que crescem em
Fortaleza apresentam rendimento do OE das folhas frescas de 3,6%. Chaves (2001), em
estudo avaliando a variacao do rendimento do OE de folhas de alfavaca-cravo em funcédo da
adubacdo organica e época do corte, encontrou valores entre 1,08% e 3,8%. Sendo o maior
rendimento encontrado no verao, enquanto o menor rendimento foi obtido no inverno.

Em 2015, Aguiar e colaboradores, obtiveram um rendimento de 0,45% para o OE
extraido das folhas frescas de O. gratissimum proveniente do Cariri, resultado coerente com o
encontrado no presente trabalho. Matasyoh et al. (2007) e Nakamura et al. (1999)
encontraram rendimentos de 0,49% e 0,21%, respectivamente, para o OE extraido de folhas
frescas, resultados semelhantes ao encontrado por nos.

Observa-se que, quando comparado a outros estudos, o rendimento do OEQg,
pode ser considerado baixo. Segundo Chaves (2001), fatores como umidade e chuva estdo
associados a maior producdo de biomassa e maior rendimento do OE. Assim, o baixo
rendimento obtido no estudo, pode ser atribuido a época da colheita, ja que a baixa umidade e
a falta de chuva, caracteristicas do més de novembro no estado do Ceard, tém influéncia direta
sobre a producdo do 6leo essencial.

A caracterizagdo quimica do OEOg identificou oito componentes, sendo o
eugenol (51,84%) e o 1,8-cineol (23,81%) os constituintes majoritarios. O eugenol é um
derivado fenilpropandide, conhecido comumente como esséncia de cravo por estar presente
em grande quantidade no OE de cravo da india (Eugenia aromatica) (ESCOBAR, 2002).
Segundo Linard (2008) o eugenol possui varias propriedades farmacoldgicas, dentre elas,
antimicrobiana, anti-inflamatoria, antioxidante, moduladora de respostas imunes,
anticarcinogénica, cardiovascular, antinociceptiva e anestésica local.

Matos (2007), ao relacionar a caracterizagdo quimica e atividade biolégica do
OEOg de plantas cultivadas em Fortaleza, relatou que a coleta para fins medicinais fica

condicionada a horéarios definidos, uma vez que a composi¢do do OE mostrou-se variavel ao
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longo do dia, com o eugenol aparecendo com maior teor ente 11 e 13 horas do dia. Isso
explica os valores encontrados no presente estudo, uma vez que a coleta das folhas de
Ocimum gratissimum foi realizada as 12h, periodo em que se espera que a concentracao do
eugenol esteja alta.

O 1,8-cineol (eucaliptol), outro componente majoritario do OEOg, é um
monoterpendide com odor semelhante a canfora, sendo constituinte de uma variedade de OE
como os das espécies de Eucaliptus, Croton, Melaleuca (BASTOS, 2009; TOSCAN, 2010).
De acordo com Santos (2004), este composto é normalmente utilizado no tratamento de
sintomas de doengas respiratdrias exacerbadas por infeccdo e em aromaterapia.

Em 2007, Matasyoh et al., em estudo realizado com variantes selvagens de O.
gratissimum L. do leste do Quénia, encontraram como principais componentes volateis do
OE, o eugenol (68,81%) e o metil-eugenol (13,21%), além de componentes minoritarios como
0 ocimeno (7,47%), germacreno-D (4,25%), o transcariofileno (1,69%) e o B-pineno (1,10%).
Dambolena et al. (2010) referiram o eugenol como constituinte principal do OE extraido das
folhas de O. gratissimum em duas localidades do Quénia, com variagbes entre 90,5% e
70,1%.

Como observado em outras espécies do mesmo género, a composi¢ao quimica do
OEOg é bastante variavel, sugerindo a existéncia de diferentes quimiotipos, sendo o
quimiotipo eugenol bastante comum (BARRETO, 2008, BIASI et al., 2009; CHAVES, 2001).
Aguiar et al. (2015), em estudo realizado com folhas de O. gratissimum L. cultivadas no horto
de plantas medicinais da Universidade Regional do Cariri (URCA), encontraram como
principais componentes volateis do OE, o eugenol (65,26%) e o p-Cineol (15,17%),
corroborando os resultados encontrados no presente estudo.

Em Fortaleza, Sousa et al. (2004), descreveram que a esséncia das folhas da
alfavaca-cravo (O. gratissimum L) contém eugenol (77,3%), 1,8-cineol (12,1%), B-cariofileno
(2,3%), (Z)-ocimeno (2,1%). Barreto (2008), ao analisar a composicdo volatil das folhas e
inflorescéncias de O. gratissimum coletadas no setor de Horticultura do Departamento de
Fitotecnia da UFC, encontrou como componente majoritario o eugenol, com mais de 85% da
composicdo total dos 6leos, seguido pelo 1,8-cineol.

Os dados obtidos nesse trabalho quando comparados com os encontrados na
literatura, mostram que plantas da mesma espécie podem sofrer interferéncia de fatores que
coordenam ou alteram a taxa de producdo de metabolitos secundarios, como localizacéo
geogréfica, época e horéario de coleta, condi¢des climaticas, entre outros (BARRETO, 2008),

0 que pode modificar as atividades bioldgicas encontradas para os OEs.
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Segundo Pandey, Singh e Tripathi (2014), o uso indiscriminado de agentes
antimicrobianos resultou no aparecimento de um grande numero de bactérias e fungos
resistentes a medicamentos. Para superar os problemas adivindos pelo aumento da resisténcia
de micro-organismos patogénicos € necesario desenvolver agentes antimicrobianos mais
eficazes e com novos mecanismos de ac¢do. O fato de atingirem muitos alvos simultaneamente
e de ndo existirem relatos de induzirem resisténcia ou adaptacdo bacteriana, torna os OEs
importantes candidatos a agentes antimicrobianos (BAKKALI et al., 2008).

OEs extraidos de varias espécies de Ocimum tém sido referidos como sendo ativos
contra bactérias Gram positivo e Gram negativo, assim como contra leveduras, devido a seus
constituintes terpénicos (PANDEY, SINGH, TRIPATHI, 2014).

Estudos realizados com O. gratissimum L. comprovaram diversas atividades
bioldgicas de seu OE, achados que reforcam a necessidade de serem realizadas mais pesquisas
que corroborem e/ou esclarecam o potencial dessa espécie (FARIA, et al., 2006;
MATASYOH et al., 2007; NAKAMURA et al., 1999; OGENDO et al., 2008).

Atualmente, diferentes técnicas sdo utilizadas para definir se uma determinada
substancia possui atividade antimicrobiana. A técnica de microdiluicdo em caldo de cultura,
recomendada para leveduras, no protocolo M27-A3, do Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI, 2008) foi utilizada no presente estudo, por se tratar de uma técnica
quantitativa e possibilitar, assim, o conhecimento da menor concentracdo necesséria para
inibir o crescimento microbiano.

O OEOg apresentou atividade sobre todas as cepas de Candida testadas. A
atividade anticandida variou com a concentracdo do OE e a espécie. As CIM do estudo
variaram de 0,625 a 1,25 mg/mL, podendo ser classificadas como inbi¢cbes moderadas,
levando em consideracdo os valores de referéncia propostos por Duarte et al (2005). Apds
avaliarem a atividade antimicrobiana de varios OE sobre varios micro-organismos, os autores
propuseram os seguintes parametros: inibicdo alta — CIM até 0,5 mg/mL, inibicdo moderada —
CIM entre 0,6 e 1,55 mg/mL e inibicéo baixa — CIM acima de 1,65 mg/mL.

A atividade antimicrobiana do OEOg sobre leveduras do género Candida esta de
acordo com os resultados obtidos em estudo feito por Nakamura et al. (2004). Nesse estudo,
0s autores analisaram a atividade in vitro do OE de O. gratissimum sobre quatro espécies de
Candida provenientes de mucosa vaginal (C. albicans, C. krusei, C, parapsilosis e C.
tropicalis) e C. albicans ATCC 10231 por meio da técnica de microdiluicdo em caldo de
cultura. Os resultados de CIM para as amostras clinicas variaram de 0,38 mg/mL para C.

parapsilosis a 1,5 mg/mL para C. tropicalis. Para C. albicans ATCC 10231, a CIM foi 1,5
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mg/mL, resultado muito préximo ao encontrado para a mesma cepa utilizada no presente
estudo (1,25 mg/mL).

Matasyoh et al. 2007, ao avaliarem a atividade antimicrobiana do OEOg pelo
método da microdiluicdo, obtiveram CIM de 0,5 mg/mL para um isolado clinico de C.
albicans.

A maior ou menor atividade antimicrobiana dos OE tem se mostrado dependente
de sua composicdo quimica. Constituintes como citral, pineno, cineol, cariofileno, elemeno,
furanodieno, limoneno, eugenol, eucaliptol, carvacrol e outros sdo responsaveis pelas
propriedades antissépticas, antibacterianas, antifingicas e antiparasiticas dos OEs
(CRAVEIRO et al., 1981; LIMA et al., 2006; SOUSA et al., 2004).

O caréter lipofilico da sua cadeia de hidrocarbonetos e o caracter hidréfilo dos
seus grupos funcionais sdo de grande importancia na a¢ao antimicrobiana dos componentes de
OEs (VIERA, et al., 2014). O rancking de componentes de OEs com atividade antimicrobiana
é: fendis > aldeidos > &lcoois > cetonas > éteres > hidrocarbonetos. Para 0s compostos
fenolicos timol, carvacrol e eugenol, foram constatados o0s mais elevados potenciais
antimicrobianos, o que pode ser explicado pela natureza &cida do grupo hidroxila, que forma
uma ligacdo de hidrogenio com o centro ativo das enzimas dos micro-organismos, prevenindo
a acao enzimatica (BURT, 2004).

Nesse contexto, podemos inferir que a acdo antimicrobiana constatada para o
OEOQOgq, no presente estudo, seja atribuida em grande parte ao composto fendélico eugenol, seu
componente majoritario. No entanto, por se tratar de uma mistura complexa de componentes,
ndo podemos excluir a possibilidade de efeito sinérgico entre os demais componentes do OE,
mesmo quando presentes em baixas concentragdes.

Vieira et al. (2014), ao estudarem a atividade antifungica de OEs de espécies de
Ocimum por meio da determinacdo da CIM, observaram que, dentre as cinco espécies
estudadas, o OE de O. micranthum apresentou boa inibi¢do para todas as cepas de Candida
testadas, com CIM variando de 312,5 pg/mL a 1.250 pg/mL e a CLM de 625 pg/mL a 1.250
pg/mL. O OE de O. micranthum foi o que apresentou maior concentragédo de eugenol
(64,8%), 0 que sugere que esse composto seja um dos principais responsaveis pela atividade
antimicrobiana.

Com base nos valores de CIM encontrados para cada espécie de Candida, curvas
de tempo de morte foram construidas a fim de avaliar o efeito do 6leo essencial durante 24
horas em contato com as cepas microbianas estudadas. Diferente dos ensaios para

determinacdo da CIM, esse método permite a determinacdo da cinética de morte microbiana
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(AITYEGORO; AFOLAYAN; OKOH, 2009).

A CIM do OEOg foi capaz de inibir o crescimento celular das cepas de Candida,
qguando comparada ao grupo controle (sem tratamento), mantendo constante a contagem de
celulas viaveis durante as 24 horas do estudo.

No estudo do efeito do OEOg nas diferentes fases de crescimento (exponencial e
estacionario), observou-se que as leveduras do género Candida estudadas sdo suscetiveis ao
efeito do OEOg nas duas fases de crescimento e que essa suscetibilidade € dependente da
concentracdo. A influencia do metabolismo microbiano na acdo do OEOg variou entre as
cepas testadas, mas ficou evidente sua maior atividade inibitoria nas primeiras 4 horas de
contato com as leveduras, o que pode ser atribuido a possivel ocorréncia de decomposi¢cdo do
OE ap0s esse tempo.

A cepa C. parapsilosis ATCC 90018 quando exposta a CIM de OEQg, apresentou
um padréo de crescimento diferente das demais, mantendo sua populacdo viavel constante até
24 horas. C. albicans ATCC 10231 foi a Unica entre as leveduras testadas que apresentou
maior sensibilidade as concentracGes testadas do OEOg durante a fase estacionéria. J& as
cepas C. albicans ATCC 64124 e C. parapsilosis ATCC 90018, em fase de crescimento
estacionario, apresentaram elevada resisténcia ao OEOg mantendo-se viaveis mesmo quando
expostas por 24h a 2 x CIM.

A concentracdo de 2 x CIM apresentou acdo fungicida, sendo capaz de inviabilizar
0 cresimento de quase todas as cepas de Candida poucas horas apds sua adicdo. Resultados
semelhantes foram obtidos por Matasyoh et al. (2004).

Os melhores resultados de inibigdo foram obtidos quando o OEOg foi adicionado
apos 8 horas de incubacdo, inicio da fase exponencial, momento em que as células estavam
com o metabolismo muito ativo.

O sinergismo entre agentes antimicrobianos conhecidos e compostos vegetais
bioativos € um conceito novo e que pode trazer muitos beneficios a terapéutica convencional
(RAKHOLIYA e CHANDA, 2012). Por serem capazes de modular a atividade antimicrobiana
de medicamentos convencionais, 0 uso concomitante desses e de produtos vegetais merece
uma analise cuidadosa (ROCHA, 2012).

Segundo Spader et al. (2013), a combinacéo de terapias antifingicas pode ser uma
estratégia potencial para melhorar o prognostico de algumas infec¢Bes fangicas e estudos in
vitro envolvendo a associacdo de drogas tém reportado uma gama de combinagdes sinérgicas.

O método do checherboard é um dos métodos tradicionais de medida de

sinergismo entre antibidticos. Para ser considerada sinergica, a associacdo de dois compostos
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deve levar a uma reducdo de quatro vezes na CIM de ambos os antibidticos em comparacao a
CIM de cada um quando utilizado isoladamente, ou seja, um indice de concentracdo inibidora
fracionada (indice FIC) de < 0,5 (RAND et al., 1993).

No nosso estudo, o OEOg foi capaz de modular positivamente a atividade
antifungica do cetoconazol sobre a cepa C. tropicalis ATCC 13803. A associacdo OEOg+CET
potencializou a atividade antifingica do OEOg e do CET, até quando usados nas
concentracdes de 1/16 x CIM. Nenhuma das associacdes OEOg+ATF testadas foi capazes de
modular positivamente a acdo antifungica de CET, NIS e MIC sobre as cepas C. albicans
ATCC 10231, C. albicans ATCC 64124 e C. parapsilosis ATCC 90018.

Para as cepas C. albicans ATCC 10231 e C. parapsilosis ATCC 90018 as
associacfes OEOg+ATF foram 50% antagonicas e 50% indiferentes. Em relacdo a cepa C.
albicans ATCC 64124, 66,7% e 33,3% das associacGes tiveram efeito antagdnico e
indiferente, respectivamente. Para a cepa C. tropicalis ATCC 13803 foram observadas 50% de
interagBes antagonistas, 25% indiferentes e 25% sinérgicas.

Tangarife-Castafio et al. (2011), ao analisarem a interacdo do OE de Piper
bredemeyera Jacq com os ATF itraconazol e anfotericina B, pela técnica de checkerboard,
observaram efeito sinérgico do OE com itraconazol na inibigdo de C. albicans ATCC 10231.
O principal composto de OE de P. bredemeyera Jacq, o terpeno B-pineno (32,3 %), esta
presente no OEOg em baixas concentrages.

Matias et al. (2011) ao avaliarem a modulacdo de extratos metanolico e hexanico
de O. gratissimum na atividade de antimicrobianos sobre cepas de E. coli e S. aureus obtidos
de isolados clinicos, observaram que as cepas demonstraram um aumento na sensibilidade aos
antibidticos quando esses foram combinados com os extratos. Segundo os autores, varios
componentes dos extratos podem promover alteragdes na permeabilidade da membrana
celular, aumentando assim a penetracdo de antimicrobianos na célula microbiana. Estudos
anteriores demonstram que a alteracdo na permeabilidade da membrana celular é o mais
provavel mecanismo de agdo antimicrobiana dos OE (BURT, 2004), o que pode explicar a
modulacéo positiva da associacdo OEOg+CET, constatada por nés.

A estratégia de utilizacdo de plantas e drogas em uma abordagem que utiliza uma
ou varias combinagdes de componentes, com 0 objetivo de afetar ndo apenas um unico alvo,
mas varios alvos, onde diferentes componentes terapéuticos colaboram de forma sinérgica é
conhecida como “herbal shotgun” ou ‘“synergistic multieffect targeting”. Essa abordagem
serve para combinacOes de extratos, combinagdes entre produtos naturais ou extratos e
produtos sintéticos ou antibioticos (MATIAS et al., 2011).
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O potencial sinergismo entre OEs e antibidticos é estudado com o objetivo de
aumentar a taxa de morte/inibicdo de micro-organismos, objetivando a reducdo na duracdo da
terapia para que o surgimento de resisténcia a farmacos seja evitado, além de buscar a
ampliacdo do espectro de acdo e diminuicéo da toxicidade relacionada aos farmacos utilizados
no tratamento convencional, na medida em que a associagdo entre dois compostos permite a
reducdo de doses dos agentes antimicrobianos a serem administrados (TANGARIFE-
CASTANO et al., 2011).

O OEOg apresentou boa atividade antifangica sobre cepas de Candida, sendo
capaz de reduzir o numero de células vidveis em todas as fases de crescimento, sendo mais
eficaz no inicio da fase exponencial, além de ter modulado positivamente a atividade do
cetoconazol sobre C. tropicalis ATCC 13803. A partir desses resultados, foram feitos estudos
preliminares para determinar o possivel mecanismo de acdo do OE na inibicdo da levedura.

O OEOg foi capaz de promover um aumento na captacdo do cristal violeta (CV)
em 10,5%, 8,27%, 7,63% e 4,9% pelas cepas de C. albicans ATCC 10231 e 64124, C.
tropicalis ATCC 13803 e C. parapsilosis 90018, respectivamente, indicando a ocorréncia de
alteracdes na permeabilidade da membrana celular.

Devi et al. (2010), ao avaliarem o efeito do eugenol sobre a permeabilidade da
membrana externa de Salmonella typhi pelo ensaio de absor¢do do CV, evidenciaram um
aumento significativo na absorcdo de CV apds as células serem tratadas com eugenol.
Levando em consideracdo que o CV penetra pobremente na membrana externa integra, mas
consegue fazé-lo facilmente quando a membrana esta danificada, esse resultado mostra que o
eugenol, componente majoritario do OEQg, altera a permeabilidade da membrana, tornando-a
mais permeaveis a alguns solutos, como o CV.

Os resultados observados para a NIS, ATF utilizado como controle no
experimento, comprovam essa alteracdo, ja que seu mecanismo de acdo consiste na ligacéo
aos esteroides existentes na membrana celular dos fungos susceptiveis, com resultante
alteracdo na permeabilidade da membrana celular e consequente extravasamento do contetdo
citoplasmatico.

Os OEs, devido a seu carater lipofilico/hidrofébico, apresentam a capacidade de
interagir com a membrana citoplasmatica dos micro-organismos, podendo se dissolver na
bicama lipidica, desestabilizando assim a membrana e levando ao aumento da sua fluidez, o
gue resulta em acréscimo na sua permeabilidade passiva (DEVI et al, 2010; ULTEE et al,
2000; ULTEE; BENNIK; MOEZELAAR, 2002).

Nos ensaios de micromorfologia das cepas de Candida, foi observada, em
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microscopio Optico, a presenca de estruturas caracteristicas do crescimento flngico, como
pseudo-hifas, blastoconidios e clamidoconidios.

A formacéo de hifas e pseudo-hifas, por representarem uma barreira a fagocitose e
permitirem que a levedura fique aderida ao tecido epitelial, esta relacionada com fatores de
viruléncia expressos por C. albicans. Assim, alteracbes morfologicas podem ser associadas
com a patogenicidade do micro-organismo (ROMANI; BISTONI; PUCCETTI, 2003). Os
resultados do nosso estudo mostram que o0 OEOg nas concentracdes utilizadas (1 x e 2 x CIM)
foi capaz de reduzir o desenvolvimento de hifas, pseudo-hifas e clamidoconidios.

Ao avaliarem a interferéncia de OE sobre a micromorfologia de fungos, Alves
(2011) e Castro (2010) encontraram resultados que estdo em concordancia com 0S Nossos.
Castro (2010) observou que o OE de Cinnamomum zeylanicum na concentracdo de 312,5
pug/mL foi capaz de reduzir o desenvolvimento de estruturas morfoldgicas caracteristicas de
C. albicans, como pseudo-hifas, blastoconidios e clamicoconidios, e Alves (2011) mostrou
que o tintura de Schinus terebinthifolius € capaz de inibir a formacéo de clamidoconidios e
pseudo-hifas por cepa de C. albicans.

O ensaio hemolitico in vitro ¢ uma ferramenta de triagem para estimar a
toxicidade in vivo na células hospedeiras (AMBER et al., 2010). As células vermelhas de
sangue humano fornecem uma ferramenta Util para estudos de toxicidade de substancias, por
serem de facil obtencdo, por terem suas propriedades de membrana bem conhecidas, e por sua
lise ser facilmente monitorada através da medicdo da libertacdo de hemoglobina (CHAMI, et
al., 2005).

Os resultados do nosso estudo mostram que o OEOg nas CIMs para as cepas de
Candida testadas, apresenta baixa toxicidade, 14 e 10 %, quando comparadas a anfotericina B
e fluconazol (Amber et al. 2010), sugerindo que o OEOg é seguro para uso in vivo. E
importante descartar o fato de que nas combinacbes OEOg+CET, capazes de modular
positivamente a atividade do CET sobre C. tropicalis ATCC 13803, a CIM do OEOg ¢é
reduzida em até 16 vezes (0,078 mg/mL) e que nessa concentragdo a taxa de hemolise € de
0%, tornando o OEOg um promissor candidato ao tratamento de infec¢Oes por esse levedura.

O aumento da captacdo do CV e a inibicdo do desenvolvimento de fatores de
viruléncia de Candida, como a inibicdo da formacdo de pseudo-hifas, indicam que o
mecanismo de acdo do OEQOg pode estar relacionado a alteracdes nos envoltérios celulares.
Esses resultados, aliados aos que comprovam a atividade antimicrobiana do OE e sua baixa
toxicidade, indicam boas perspectivas para uso experimental do OEOg. Estudos posteriores

deverdo investigar mais profundamente seu mecanismo de acdo e também seu comportamento
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in vivo, a fim de que o OEOg e seus derivados possam ser utilizados como uma alternativa

aos fungicidas sintéticos.
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados destacam o OEOg como um candidato promissor ao
desenvolvimento de um novo antifangico de uso clinico, uma vez que o ele foi capaz de
reduzir a taxa de crescimento celular ap6s contato com as leveduras estudadas, além de
apresentar capacidade de modular positivamente a agdo do cetoconazol e baixa toxicidade
sobre heméacias humanas.

Embora o seu mecanismo de acdo ainda ndo esteja totalmente esclarecido, os
experimentos realizados permitem sugerir que o OEOg seja capaz de causar danos no
envoltorio celular e por consequéncia interferir no desenvolvimento de estruturas
morfoldgicas ligadas a patogenicidade das leveduras. Deve-se ressaltar que, apesar de sua boa
atividade antimicrobiana sobre Candida spp., ainda sdo necessarios estudos adicionais para

que o OEQg possa vir a se tornar um novo agente antifungico.
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO =% PlabaPorma
CEARA/ PROPESQ %M

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADDS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DO SINERGISMO E MECANISMO DE AE.'.:E.D DO OLEC ESSEMCIAL DE
FOLHAS DE Qcimum gratissimum L. SOBRE ESPECIES DE Candida

Pesquisador: Luciana de Brito Siebra & Oliveira

Area Tematica:

Versio:

CAAE: 32878314.0.0000.5054

Instituigio Proponente: Departamento de Analises Clinicas & Toxicologicas

Patrecinador Principal: Financiamento Propric

DADODS DO PARECER

Mumers do Parecer: 751.168
Data da Relatoria: 14/08/2014

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um projeto de dissertagio do Mestrado em Ciéncias Farmaceuticas que visa estudar o efeito do
dleo essencial de folhas de 0. gratissimum L. {OEOg) na atividade de antifingicos comerciais sobre cepas-
padrao Candida, o OEQg foi escolhide para avaliagio do potencial antimicrobiano sobre cepas de Candida

albicans resistentes a azois, iscladamente & quando associade ao fluconazol.

Objetivo da Pesquisa:
GERAL

Estudar o efeito do oleo essencial de folhas de O. gratissimum L. (OEQOg) na atividade de antifungicos

comerciais sobre cepas-padrio Candida.
ESPECIFICOS

- Determinar a Concentragio Inibitdria Minima (CIM) e Concentragio Letal Minima (CLM), in vitro, do OECg
e de antifingicos comerciais sobre cepas-padrdo de C. albicans & ndo albicans;
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- Determinar o mecanismao de acdo do OEDg na inibigia/morte de cepas-padrio nas fases de crescimento

exponencial e estacionano;
- Avaliar 8 agio do OEOg na parede celular de cepas-padro de espécies de Candida;

- Avaliar o efeite do tempo de exposigio ao OEOy, aos antifingices & as combinagdies OECg-antifingicos

sobre inibigio/marte de cepas-padrio de Candida;

= Avaliar a citotoxicidade e a hematotoxicidade do OEOg in vitro.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:risco minimo

Beneficios:A descoberta de um produto natural que tenha efeito sinérgico com antifingicos comerciais pode
levar a mais estudos que visem a produgdo de um tratamento para infecgdes fingicas de menor custo e
com possivel diminuicdo dos efeitos tdxicos causados por esses agentes sintéticos atualmente.

utilizados nos tratamentos atuais.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O OEQg sera extraido, analisado e determinado seu potencial antimicrobiano em cepas padrao de Candida
provenientes da American Type Culture Collection (ATCC): Candida albicans ATCC 10231; Candida
albicans ATCC MYA-574; C. albicans ATCGC B6801; C. albicans ATCC 80028; C. albicans ATCC TE485;
Candida krusei ATCC 6252; C. krusei ATCC §258; Candida tropicalis ATCC 750; Candida glabrata ATCC
B0030; Candida parapsilosis ATCC 80018, Sera realizado o estudo do efeito das associagies OEQg e
antifingicos comercias sobre cepas de Candida.

Serd ainda avaliada a hematotoxicidade do OECg em sangue periférico feita por pungdo de valuntarios

adultos e saudaveis sera realizado pelo Hemocentro do Ceara (HEMOCE).

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Foram apresentados de forma adequada a Folha de Rosto, Curricule do pesquisador, autorizacdo
autorizagdo do local onde a pesquisa serd realizada, anuéncia dos pesquisadores, solicitacdo de dispensa

do TCLE, ermo da Fiel Depositario, cronograma e orgamenta.
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Ma carta de encaminhamento ae CEF.a pesguizadora ainda se refere a resolugdo 188/06

Recomendagies:

Atualizar a legislagio.

Conclusges ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Sem pendéncias

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagac da CONEP:
Mao

Consideragdes Finais a critéric do CEP:

FORTALEZA, 14 de Agosto de 2014

Assinado por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA
[{Coordenadaor)
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