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RESUMO

Ocimum basilicum L., vulgarmente conhecida como manjericdo € uma espécie pertencente a familia
Lamiaceae apresentando importantes atividades bioldgicas.A espécie Staphylococcus aureus é uma importante
causa de infecgbes adquiridas em hospitais e na comunidade em todo o mundo.O presente estudo teve como
objetivo avaliar a atividade moduladora da resisténcia aos aminoglicosideos do 6leo essencial de O. basilicum
contra uma linhagemde Staphylococcus aureus resistente & meticilina de origem clinica. Ensaios de microdiluigdo
foram realizados com os antibidticos neomicina e amicacina na presenca e na auséncia do 6leo essencial de O.
basilicum em concentragBes subinibitérias. O 0dleo essencial de O. basilicum ndo apresentou atividade
antibacteriana direta nas concentra¢fes clinicamente relevantes testadas (= 1024 pg/mL) contra as linhagens
SA10 e ATCC25923. Por outro lado, quando o dleo essencial de O. basilicum foi adicionado ao meio de cultura
em uma concentracdo subinibitéria, verificou-se uma redugédo da CIM da neomicina (de 625 para 156 ug/mL) e da
amicacina (de 311 para 124ug/mL) contra a cepa SA10. Um efeito semelhante ocorreu quanto o 6leo essencial de
0. basilicum foi substituido por clorpromazina, uma droga capaz deinibir bombas de efluxo bacteriana, sugerindo a
ocorréncia de um mecanismo de resisténcia mediado por bomba de efluxona linhagem SA10. Estes resultados
mostram que metabdlitos secundarios presentes no 6leo essencial de O. basilicum podem atuar como
moduladores da resisténcia aos aminoglicosideos, indicando um possivel uso destes metabdlitos associados com
neomicina ou amicacina no tratamento de infec¢8es causadas por Staphylococcus aureus resistente a meticilina.
PALAVRAS-CHAVE: Ocimum basilicum L.; Staphylococcus aureus; atividade antimicrobiana; plantas
medicinais; resisténcia bacteriana.

ABSTRACT

Ocimum basilicum L., commonly known as basil is a species belonging to the family Lamiaceae presenting
important biological activities. Staphylococcus aureus is a common cause of hospital and community-acquired
infections worldwide. The present study aimed to evaluate modulatory activity of the resistance to aminoglycosides
of essential oil fromO. basilicum in clinical isolate of methicillin resistant S. aureus. Microdilution assays were
performed with neomycin and amicacin in the presence the absence of essential oil fromO. basilicum in sub-
inhibitory concentrations. The essential oil from O. basilicum presented no direct antibacterial activity in clinically
relevant concentrations tested (= 1024 pg/mL) against strains SA10 and ATCC25923. On the other hand, when the
essential oil fromO. basilicum was added to the culture medium at sub-inhibitory concentration, MIC reductions
were verified for neomycin (from 625 to 156ug/mL) and amikacin (311 to 124ug/mL) against SA10 strain. A similar
effect occurred as essential oil fromO. basilicum was replaced for chlorpromazine, a drug able to inhibitbacterial
efflux pumps, suggesting the occurrence of a mechanism of bacterial resistance mediated efflux in SA10 strain.
These results show thatmetabolites secondary ofessential oil fromO. basilicum can act as modulators of resistance
to aminoglycosides, indicating a possible use of these metabolites associated with neomycin or amikacin for the
treatment of methicillin resistant S. aureus infections.
KEYWORDS: Ocimum basilicum L.; Staphylococcus aureus; antimicrobial activity; medicinal plants;
bacterial resistance.
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INTRODUCAO

As bactérias patogénicas sdo um
problema de salde publica que tem se
agravado devido ao surgimento de
microrganismos multirresistentes, provocando
um aumento na prevaléncia de doencas
infecciosas em todo o mundo. De acordo com a
Organizagdo Mundial de Saude, as cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA, methicillinresistant S. aureus) estdo
frequentemente  associadas a infeccOes
adquiridas na comunidade e no ambiente
hospitalar (WHO, 2014).

Em virtude desta ameaca crescente a
salde publica,muitos grupos de pesquisa tém
se empenhado na busca por novos farmacos
com potencial acdo antimicrobiana capazes de
eliminar bactérias resistentes aos antibiéticos
(IDSA, 2010).Nesta perspectiva, as plantas
medicinais nativas da flora brasileira tém se
apresentado como uma fonte promissora de
principios ativos com atividade antimicrobiana
(CHOWDHURY et al., 2014; PINTO et al., 2013;
DIAZ et al., 2010).

Além da atividade antimicrobiana direta,
produtos naturais podem apresentar atividade
moduladora da resisténcia bacteriana aos
antibiéticos, aumentando a eficacia destes
farmacos contra bactérias multirresistentes
SAMOILOVA, et al, 2014; SCHINDLER;
JACINTO; KAATZ, 2013). A capacidade de
modular a atividade de antibidticos pode ser
uma estratégia interessante no tratamento de
infeccdes causadas por bactérias
multirresistentes. Tal atividade tem sido
evidenciada em extratos ou Oleos essenciais
obtidos de vérias espécies botanicas
(BARRETO et al.,, 2014;TINTINO et al., 2013;
COUTINHO et al., 2010).

A espécie Ocimum basilicum L.
(Lamiaceae) vulgarmente conhecida como
manjericéo, alfavaca ou basilicdo, apresenta um
grande potencial tecnolégico na producdo de
Oleos essenciais 0s quais séo utlizados na
industria farmacéutica, bem como nas indUstrias
de alimentos e de cosméticos (CARVALHO et
al.,, 2006; LABRA et al.,, 2004;). Na medicina
popular, esta planta €é usada como
antiespasmadico, carminativo, digestivo e ténico
(BUNRATHEP et al, 2007). Infusbes
preparadas a partir de suas folhas tém sido
utilizadas também no tratamento de cefaleia,
hemorroida e tosse (BATTISTI et al., 2013).0
6leo essencial do Ocimum basilicum L. (OEOB)
apresenta atividade antifingica contra as
espécies Fulvia fulva, Glomerella cingulata,
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Alternaria  alternate e  Fusario  solani
(ZHANG;LI;WU, 2009), atividade antibacteriana
contra as espécies Salmonella spp. Escherichia
coli 0157, Campylobacter jejuni e Clostridium
perfringens (WANNISSORN et al., 2005), bem
como atividade antioxidante (HUSSAIN et al.,
2008; BOZIN et al.,, 2006; POLITEO et al,
2006). A atividade antimicrobiana do Oleo
essencial de O. basilicum também ja foi
evidenciada contra os fungos Aspergillus niger,
Mucor mucedo, Fusarium solani,
Botryodiplodiatheo bromae e Rhizopus solani,
bem como contra as bactérias Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Pasteurella multocidae
Escherichia coli (HUSSAIN et al., 2008).

O presente estudo teve como objetivos
avaliar a atividade antibacteriana intrinseca,
bem como avaliar a atividade moduladora da
resisténcia aos antibiéticos aminoglicosideos do
Oleo essencial de Ocimum basilicum L. (OEOB)
em linhagem de Staphylococcus aureus
multirresistente.

MATERIAIS E METODOS

Linhagens bacterianas, farmacos e reagentes

Os ensaios para avaliacdo da atividade
antimicrobiana na presenca e na auséncia do
6leo essencial de O. basilicum (OEOB) foram
realizados com uma linhagem padréo de S.
aureus ATCC 25923 (CLSI, 2004) e uma
linhagem MRSA de origem clinica (SA10). A
linhagem derivada de cepa padrdo ATCC
(American Typing Culture Collection) foi
adquirida da Empresa Laborclin (Pinhais,
Parana, Brasil). A linhagem SA10 faz parte da
colecdo de microrganismos do Laboratério de
Microbiologia Clinica da Universidade Federal
da Paraiba e foi gentiimente cedida pela Dra.
Bernadete Helena Cavalcanti dos Santos. Estas
linhagens foram mantidas em &gar nutriente
(AN, Himedia, India) inclinado a 4°C. Os
antibioticos neomicina e amicacina, bem como a
clorpromazina foram obtidos da Sigma Chemical
Corporation (St. Louis, MO, EUA). Os
antibiéticos e a clorpromazina foram dissolvidos
em agua destilada esterilizada. O OEOB foi
dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO, MERCK)
e as solugdes-estoque foram diluidas com agua
destilada esterilizada.

Material botanico

O Oleo essencial de O. basilicum
(OEOB) foi adquirido da Empresa Viessence
(Florianépolis, Santa Catarina, Brasil). As
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seguintes propriedades fisico-quimicas foram
descritas pelo fornecedor através de laudo
técnico: densidade de 0,898 g/mL a 20°C e
presenca dos fitoquimicos linalol e 1,8-cineol.

Avaliacdo da atividade antibacteriana intrinseca
do OEOB

Uma solucao estoque do 6leo essencial
foi preparada por dissolugao de 10.000 ug do
6leo em 1mL de dimetilsulféxido (DMSO),
portanto, iniciando com uma concentragao
inicial de 10.000 pg/mL (10 mg/mL). A solugao
resultante foi entdo diluida em &gua destilada
esterilizada em uma quantidade suficiente para
atingir uma concentragdo de 1024 pg/mL.
Foram realizados experimentos controles com o
DMSO para observagéo de interferéncia ou néo
deste solvente no crescimento dos
microrganismos testados e o0s resultados
mostraram que 0 mesmo n&do apresentou
atividade antibacteriana nas concentracdes
testadas.

As concentracfes inibitrias minimas
(CIMs) do OEOB e da clorpromazina foram
determinadas pelo ensaio de microdiluicdo em
caldo BHI 10% (JAVADPOUR et al., 1996). Para
preparacdo da suspensdo bacteriana, um
inéculo do crescimento bacteriano em agar
inclinado foi semeado por estrias multiplas em
placas de petri contendo agar nutriente (AN),
seguido de incubacdo a 37°C por 24 horas.
Apoés este periodo, um inéculo do crescimento
bacteriano foi transferido para um tubo falcon
contendo 3,0 mL de Brain Heart Infusion (BHI,
Himedia, India), o qual foi incubado a 37°C por
24 horas. A partir desta cultura em BHI,
preparou-se uma suspensdo bacteriana
padronizada para uma densidade equivalente a
0,5 na escala Mac Farland (aproximadamente
1,5 x 108 UFC/mL). Esta suspenséo foi diluida
de modo que a concentracao final do in6culo em
cada poco atingisse cerca de 10°UFC/mL
(NCCLS, 2012).

Aliquotas de 100 uL desta suspenséao
foram distribuidas nos poc¢os de uma placa de
microtitulacdo no sentido alfabético (de A a H).
Em seguida, foi realizada a microdiluicdo de 100
ML do produto-teste a 1024 ug/mL, nos pogos
de A a G (concentracbes 512 a 8 pg/mL),
tomando-se o cuidado de homogeneizar a
solucéo por 3 vezes antes da transferéncia para
0 poco seguinte. No ultimo po¢o (H) nado foi
adicionado o produto-teste, servindo este como
controle positivo de crescimento bacteriano.
Uma fileira de pocos distribuida apenas com
caldo BHI (sem in6culo e sem o produto-teste)

33

foi usada como controle negativo de
crescimento (controle da contaminacdo do meio
e/ou das microplacas). Em seguida as placas de
microtitulacdo foram incubadas a 37 °C por 24
horas.

Para determinacdo da CIM, adicionou-se
em todos os pogos 20 pL de uma solucédo
aguosa de resazurina sodica a 0,01% (m/v). As
placas foram incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente e apds este periodo
procedeu-se a leitura, levando-se em
consideracdo que a mudanca de coloragcdo de
azul para rosa indicava a ocorréncia de
crescimento bacteriano devido a reducdo da
resazurina (MANN; MARKHAN, 1998). A CIM foi
definida como a menor concentracdo da droga
em que ndo foi observado crescimento
bacteriano. Para avaliagdo da atividade
antibacteriana do OEOB foram adotados os
critérios estabelecidos por HOLETZ et al
(2002): boa atividade inibitéria (CIMs <100
pg/mL), atividade inibitéria moderada (CIMs
variando de 100 a 500 pg/mL), atividade
inibitéria fraca (CIMs de 500-1000 pg/mL) e sem
atividade inibitéria (CIMs>1000 pg/mL).

Avaliacdo do efeito modulador do OEOB sobre a
atividade antibacteriana dos aminoglicosideos

Para a avaliacAo da atividade
moduladora da acdo antibacteriana dos
aminoglicosideos, as CIMs dos antibi6ticos
foram determinadas na presenca e na auséncia
de concentragdes sub-inibitérias (1/8 da CIM) do
OEOB (128 ug/mL) e da clorpromazina
(8ug/mL). Experimentos-controle mostraram
gue, nestas concentracdes, o0 Oleo e a
clorpromazina ndo apresentaram atividade
antibacteriana. As concentracdes dos
antibiéticos variaram de 2500 a 2,4 ug/mL. As
placas de microtitulagdo foram incubadas a 37
°C por 24 h e ap0s este periodo procedeu-se a
leitura com a adicdo de resazurina sodica a
0,01% conforme descrito no item 2.3.

Analises estatisticas

Cada experimento foi realizado em
triplicata e os resultados foram normalizados
pelo calculo da média geométrica das CIMs. O
erro padrdo e o desvio padrdo da média
geométrica foram determinados. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o
programa GraphPadPrism, versdo 5.02. A
ocorréncia de diferencas entre o tratamento com
antibiéticos na auséncia e na presenca do
OEOB e clorpromazina foi examinada através
da andlise de variancia de duas etapas
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(ANOVA). As diferencas mencionadas acima
foram analisadas através do poés-teste de
Bonferroni e foram consideradas
estatisticamente significantes quando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os critérios adotados no
presente estudo (HOLETZ et al., 2002), o OEOB
ndo apresentou atividade antibacteriana direta
nas concentracdes clinicamente relevantes
testadas contra as linhagens de S. aureus SA10
e ATCC25923 (Tabela 1). Estes resultados
estdo de acordo com aqueles obtidos por
POZZO et al. (2011), os quais ndo evidenciaram

atividade antibacteriana contra cepas de
Staphylococcus aureus e Staphylococcus
coagulase negativos isolados de mastite

caprina. Resultados semelhantes foram obtidos
por TRAJANO et al. (2009).No entanto,
HUSSAINet al (2008) verificaram que a
atividade antibacteriana do OEOB ¢ influenciada
pela sazonalidade, com CIMs contra a cepa de
S. aureus ATCC 25923 variando de 900 a 1500
pg/mL de acordo com a estagao do ano.

Tabela 1 — Avaliacdo da CIM (concentracéo
inibitéria  minima) do Oleo essencial de O.
basilicum contra cepas de S. aureus.

CIM (ug/mL)
Cepas OEOB DMSO
ATCC 25923 =1024 2048
SA10 =1024 2048

Por outro lado, quando o OEOB foi
adicionado ao meio de cultura em uma
concentracdo subinibitéria, verificou-se uma
reducdo da CIM da Neomicina de (de 625 para
156 pg/mL) e da Amicacina (de 316 para
124pg/mL) contra a cepa SA10. Um efeito
semelhante ocorreu quanto o OEOB foi
substituido por clorpromazina (Figura 1), uma
droga que atua inibindo bombas de efluxo,
sugerindo a ocorréncia de um mecanismo de
resisténcia mediado por bomba de efluxo.

Figura 1- CIM dos antibidticos testados na
auséncia e na presenca do 6leo essencial de
O. basilicum (OEOB) e clorpromazina (CPZ)
para MRSA (SA10). Cada resultado
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representa a média geométrica de trés
experimentos simultaneos. (***) Valores
estatisticamente significantes (p<0,001).
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Os Oleos essenciais sd0 misturas
complexas, constituidos principalmente de
compostos hidrofébicos, tais como
monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropanoides (BIZZO; HOVELL; REZENDE,
2009). Varios destes compostos estado
presentes na composicdo de Oleos essenciais
extraidos das folhas de O. Basilicum, incluindo
eugenol, metil chavicol, linalool, 1,8-cineoal,
estragol limoneno, a-felendreno, p-cimeno,
fenchona, camphora, terpineol, geraniol,
eugenol e farneseno (HASSANPOURAGHDAM
et al, 2010; CHALCHAT;OZCAN, 2008;
POLITEO; JUKIC; MIKOS, 2007; LABRA et al.,
2004). Tais compostos podem interagir com
residuos hidrofébicos de proteinas e com
fosfolipideos da membrana citoplasmatica,
aumentando a sua permeabilidade (LUZ et al.,
2014; SOUZA et al., 2013), o que poderia estar

promovendo uma maior assimilacdo dos
aminoglicosideos pela célula bacteriana.

Por outro lado, tais componentes
poderiam também inibir o efluxo dos

aminoglicosideos testados, seja por dissipacao
da forga proton motiva (SIKKEMA, et al.,1994)
ou por ligacdo em sitios hidrofébicos de bombas
de efluxo (BOLLA et al, 2010). No entanto,
estudos adicionais sdo necessarios para
elucidar os compostosdo OEOB responsaveis
pelo aumento da atividade dos
aminoglicosideos, bem como 0 mecanismo de
acao relacionado com a atividade moduladora
da resisténcia aos antibidticos testados.
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CONCLUSAO

Estes resultados indicam o potencial
biotecnoléogico do OEOB como agente
modulador da resisténcia aos aminoglicosideos,
pois sugerem que este produto natural contém
fitoquimicos que poderiam ser utilizados em
associacdo com os aminoglicosideos neomicina
e amicacina no tratamento de infeccbes
causadas por MRSA. Estudos adicionais séao
recomendados para a indicacdo de associacéo
do OEOB com tais antibiéticos.
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