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ACAO ANTIBACTERIANA E MODULADORA DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Ruta
graveolens L. E Plectranthus amboinicus L.

Luciely Leite Pinto*; Rakel Olinda Macedo da Silva?

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e moduladora dos 6leos
essenciais de Ruta graveolens e Plectranthus amboinicus, individualmente e associados, 0s
quais foram obtidos de folhas frescas e extraidos por meio de hidrodestilacdo. A avalia¢do da
atividade antibacteriana, foi realizada através da metodologia de contato gasoso, na qual
foram utilizadas linhagens padrdes de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, assim como
as linhagens multirresistentes das mesmas. O método de contato gasoso, também foi utilizado
para avaliar a acdo moduladora dos dleos essenciais, 0s quais foram testados separados e em
conjunto, na proporcao de 1:1, para este teste foram usados os antibidticos amicacina e
gentamicina, ambos aminoglicosideos. Os resultados obtidos demonstram a auséncia de acéo
antibacteriana dos 6leos testados frente as linhagens de Staphylococcus aureus e Escherichia
coli. Bem como ndo apresentaram acdo moduladora quando associados aos antibioticos
amicacina e gentamicina, por meio do método de contato gasoso. No entanto, isto ndo exclui a
possibilidade dos mesmos, apresentarem acdo antibacteriana e moduladora frente a outras
bactérias e utilizando metodologias diferentes, demonstrando assim a importancia de novos
ensaios que abordem as demais possibilidades destes 6leos.

Palavras-chave: Ruta graveolens. Plectranthus amboinicus. Modulacdo. Resisténcia
bacteriana.

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the antibacterial and modulatory activity of the
essential oils of Ruta graveolens and Plectranthus amboinicus, individually and together,
which they were obtained from fresh leaves and extracted through hydrodistillation. The
evaluation of the antibacterial activity was realized using the gaseous contact method, in
which were used standard strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli, as well as
the multiresistant strains of them. The gaseous contact method was also used to evaluate the
modulating action of the essential oils, which were tested separately and together, in a ratio of
1: 1, the antibiotics amicacin and gentamicin, both aminoglycosides, were used for this test.
The results obtained demonstrate the absence of antibacterial action of the oils tested against
the strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli. As well as did not present
modulating action when associated with the antibiotics amicacin and gentamicin, through the
gaseous contact method. However, this does not exclude the possibility of them present
antibacterial and modulating action against other bacteria and using other methodologies,
demonstrating this way the importance of new trials that address the other possibilities of
these oils.

Keywords: Ruta graveolens. Plectranthus amboinicus. Modulation. Bacterial resistance.

1 INTRODUCAO

As infeccbes bacterianas representaram um alto risco, principalmente para pacientes
hospitalizados, no entanto, atualmente estes riscos estdo exponencialmente maiores, devido a
velocidade com a qual estes microrganismos estdo adquirindo resisténcia aos medicamentos
utilizados no tratamento (FRANCO et al., 2015).



Com o consideravel aumento de cepas bacterianas multirresistentes aos antibioticos
existentes no mercado, a busca por novas substancias capazes de inibir e ou destruir estes
microrganismos potencialmente fatais, torna-se indispensavel na tentativa de minimizar a
mortalidade, bem como as possiveis complicacdes decorrentes destas infecgdes (PINHEIRO;
MENEGUELLI, 2016).

Inimeras substancias estdo sendo pesquisadas, com a finalidade de amenizar a
resisténcia a antibioticos, abordando principalmente o possivel sinergismo existente na
associacdo com o0s mesmos. Neste contexto, os 6leos essenciais de produtos naturais
apresentam-se bastante promissores, devido ao seu alto potencial antibacteriano e modulador
da resisténcia bacteriana (CIRINO, 2014).

Familias como Rutaceae e Lameaceae apresentam uma grande quantidade de espécies
de cunho medicinal, logo possuem grande relevancia cientifica, como exemplo, Ruta
graveolens (Arruda) e Plectranthus amboinicus (Malva do reino) respectivamente. Estas duas
plantas sdo amplamente utilizadas pela populacgdo brasileira, com as mais diversas finalidades
(MESSIAS et al., 2015).

Ruta graveolens é utilizada contra dores de dente e ouvido, inflamacdes na pele, para
regular o ciclo menstrual, além do uso em rituais religiosos para protecdo espiritual. Esta
planta é frequentemente usada na forma de infuso ou macerada, contra amenorreia, nevralgias
e conjuntivite, além do uso como anti-inflamatdrio tdpico, vermifugo, antiespasmodico e
como carminativo (MESSIAS et al., 2015; ORLANDA, 2011).

Plectranthus amboinicus possui ampla utilizacdo na forma de cha, lambedor e banho,
cujos principais finalidades sdo contra dores de cabeca, inflamacdes e febre, também como
antigripal e no auxilio ao tratamento de diabetes, colesterolemias e até anemia. Outra forma
bastante corriqueira de seu uso é na forma de infusdo de suas folhas para o tratamento de
doencas de cunho respiratério, como bronquite e asma (FREITAS et al., 2012; VASQUEZ;
MENDONGA; NODA, 2014).

Segundo a literatura pesquisada e as utilizacOes relatadas, estas duas plantas possuem
um enorme potencial antimicrobiano, sendo esta acdo atribuida a grande quantidade de
metabdlitos secundarios presentes na composicdo de ambas as plantas em questdo. Desta
forma objetiva-se avaliar a atividade antibacteriana e moduladora dos 0leos essenciais de Ruta

graveolens e Plectranthus amboinicus isolados e em associa¢do (MESSIAS et al., 2015).



2 METODOLOGIA

2.1 TIPO DE ESTUDO E COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Este trabalho trata-se de um estudo experimental de carater quantitativo, no qual, as
folhas de Ruta graveolens e Plectranthus amboinicus foram coletadas no municipio de
Porteiras, Ceard, Brasil, municipio com clima Tropical Quente Semi-arido Brando, com
latitude de 7° 32’ 05"’ e longitude de 39° 07 06°°, respectivamente as 18 h ¢ 15 min da noite
e 05 h e 30 min da manha, e uma exsicata de cada espécie foi depositada no Herbario Dardano
Andrade de Lima, na Universidade Regional do Cariri, Crato-Ceara (IPECE, 2015).

2.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Ruta graveolens E

Plectranthus amboinicus.

A extracdo do 6leo essencial das folhas frescas de Ruta graveolens e Plectranthus
amboinicus foi realizada pelo método de hidrodestilacdo utilizando o aparelho tipo Clevenger,
onde as folhas foram trituradas e colocadas em um bal&o de vidro de 5,0 L juntamente com
2,5 L de 4gua destilada, permanecendo em ebuli¢cdo por 2 horas. Foi adicionado sulfato de
sodio anidro (Na,SO,) ao 6leo essencial obtido e este foi armazenado sob refrigeracdo (-4 °C)

para conservacao da amostra até a realizacdo das analises.

2.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA POR CONTATO GASOSO

Para realizacdo deste teste foram utilizadas as linhagens bacterianas padrdo de
Escherichia coli ATCC 10536 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 cedidas pelo Instituto
Oswaldo Cruz e as linhagens multirresistentes de isolados clinicos Escherichia coli 27 e
Staphylococcus aureus 358. Todas as linhagens foram mantidas em Agar infusdo de coracao
(HIA). Para os testes disco-difusdo em agar, as linhagens foram suspendidas em tubo de
ensaio com solucéo salina para obter uma suspensdo com turvagao equivalente a 0,5 da escala
de McFarlland (1 x 108 UFC/mL). Os meios de cultura para realizagdo dos testes foram
adquiridos de HIMEDIA, India. Em placas de Petri contendo o meio Mueller Hinton agar, foi
realizada a semeadura em tapete dos microrganismos. O 6leo essencial de Ruta graveolens e
Plectranthus amboinicus foi utilizado na concentracdo de 100%, e para avaliar interacdo dos

mesmos foi feita uma solucdo na proporgdo de 1:1. Um disco de papel absorvente semelhante



aos discos para os testes de antibiograma foi colocado por cima do semeio e na tampa de cada
placa foi acrescentado 10pL do 6leo. As placas foram incubadas em estufa por 24h a 37°C.
Para determinacédo dos halos de inibicao foi utilizada uma régua milimetrada. Todos os testes
foram realizados em triplicata (SILVA; CARVALHO; MATIAS, 2016).

2.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE MODULADORA POR CONTATO GASOSO

O ensaio para avaliacdo da atividade moduladora ocorreu de acordo com o0 método do
contato gasoso modificado por Inouye, Takizawa e Yamaguchi (2001). Em placas de Petri
contendo Mueller Hinton &gar foi realizada a semeadura em tapete dos microrganismos. Na
base das placas inoculadas com bactérias foram adicionados os discos de antibidticos
amicacina 30ug e gentamicina 10ug, os quais, foram obtidos de LaborClin, Brasil . Na tampa
de cada placa foi acrescentado 10uL do 6leo essencial, de forma que através da volatilizag&o,
possa ocorrer interacdo com os discos de antibiéticos. Outras placas contendo os discos de
farmacos, mas sem o 6leo, foram também preparadas e ap0s essa etapa, todas as placas foram
incubadas por 24h a 37°C. Com uma régua milimetrada foram medidos os halos de inibi¢do
dos antibidticos na presenca e na auséncia dos Oleos testados, para determinacdo de

sinergismo ou antagonismo. Todos os testes foram realizados em triplicata.

2.5 ANALISE ESTATISTICA DOS TESTES MICROBIOLOGICOS

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo, avaliados estatisticamente
através da analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, utilizando o programa Microcal
Origin 6,0 para Windows, onde as diferencas foram consideradas significativas quando p<
0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos realizacdo dos testes foi observado que os dleos essenciais de Ruta graveolens e
Plectranthus amboinicus, ndo apresentaram atividade antibacteriana por meio do método de
contato gasoso, ocasionando a auséncia de resultados significativos na analise estatistica.
Estes oleos ndo apresentaram qualquer inibicdo do crescimento bacteriano, de forma a nédo

possibilitar a formacéo de halos de inibicdo.



A auséncia de atividade antimicrobiana pode ser atribuida a diversos fatores, como o
periodo o qual as folhas foram coletadas, onde as concentracfes de principios ativos sofrem
variacdes ao decorrer do dia e das estacdes do ano, podendo ser atribuidas a caracteristicas
fisioldgicas e genéticas das espécies (RANDUS, 2004).

Estas variacOes na composicdo dos 6leos essenciais, tanto de carater qualitativo como
quantitativo, podem explicar a auséncia de acdo antibacteriana, neste estudo. Outro fator
importante ¢ a idade das folhas coletadas, haja vista, que foi constatada uma maior quantidade
de cumarinas, substancia que apresenta acdo antibacteriana, em folhas novas em detrimento
de folhas mais antigas, em estudo realizado com Mikania glomerata. A metodologia, o tempo
de extracdo e a temperatura da mesma, também apresentam-se como fatores determinantes
para identificacdo dos COV’s (compostos organicos volateis), devido sua grande sensibilidade
(LIMA, 2013; PEREIRA et al., 2000).

Segundo Oliveira et al. (2011), em estudo que avaliou os constituintes volateis de
Mentha pulegium L. e Plectranthus amboinicus L. os compostos quimicos do dleo essencial
de Plectranthus amboinicus sofreram uma consideravel variacdo por decorréncia da estacdo
do ano. Os experimentos foram realizados no inverno e na primavera, sendo o timol o
composto majoritario em ambas as estagdes, no entanto, este apresentou uma variagdo de
aproximadamente 6,8%, devido a reducdo de 75,39% na primavera para 70,28% no inverno.

Enguanto que no estudo de Bandeira et al. (2011), o componente majoritario do 6leo
essencial de Plectranthus amboinicus, foi o trans-cariofileno, representando aproximadamente
25,5% de sua composicao.

Em estudo realizado por Orlanda (2011), os principais componentes do 6leo essencial
de Ruta graveolens foram da classe dos monoterpenos, 2-nanona, 2-decanona, 2-undecanona
e 2-dodecanona, além dos ésteres como 0 acetato de octila e acetato de pentadecanila.

No estudo de Aguiar et al. (2014), que avaliou a atividade antibacteriana e moduladora
a aminoglicosideos do 6leo essencial de Plectranthus amboinicus, frente a linhagens padréo e
multirresistentes de bactérias Gram positiva e Gram negativas, observou-se que o 0leo néao
apresentou acgao antibacteriana nas cepas testadas, exceto contra ATCC 10536 de Escherichia
coli.

De acordo com De Bona e colaboradores (2013), em estudo que avaliou a atividade
antimicrobiana de extratos vegetais frente a sorovares de Salmonella spp. de origem avicola, o
extrato de Plectranthus barbatus, espécie do mesmo género de Plectranthus amboinicus, ndo
apresentou acdo bactericida nem bacteriostatica, enquanto o extrato de Ruta graveolens,

apresentou apenas acdo bacteriostatica frente a um Unico sorovar, Salmonella lexigton.



Em ensaio que avaliou a atividade antimicrobiana de Plectranthus ornatus, foi
verificada a auséncia de acdo antibacteriana frente a cepas de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, no entanto quando testado frente a bactérias como Enterococcus faecalis,
Streptococcus pyogenes e Bacillus cereus o extrato apresentou acdo bactericida (SANTOS et
al., 2014).

Segundo Mendes (2007), em estudo que avaliou a agdo antimicrobiana da tintura e
pomada de Ruta graveolens por contato direto, estas apresentaram atividade antibacteriana,
qguando usadas na concentracdo de 1:1, ja quando utilizadas em concentracfes menores ndo
inibiram a multiplicagdo das bactérias, dentre as quais Staphylococcus sp e Escherichia coli.

No presente estudo, apos realizacdo dos testes que avaliaram o potencial modulador da
resisténcia bacteriana, foi observado que nenhum dos éleos testados, tanto separados quanto
associados, apresentou qualquer efeito sobre os antibioticos amicacina e gentamicina, nao
alterando os halos de inibig&o, indicando a auséncia de efeito sinérgico e ou antagdnico.

Segundo Aguiar e colaboradores (2014) em estudo anteriormente mencionado, o 6éleo
essencial de Plectranthus amboinicus, quando associado aos mesmos antibiéticos utilizados
no presente estudo, apresentou efeito sinérgico, frente as linhagens testadas, diminuindo
consideravelmente a CIM (concentragéo inibitoria minima).

Em estudo que avaliou a atividade antimicrobiana do cravacol por contato gasoso, este
se mostrou eficiente na modulacdo da resisténcia bacteriana frente a S. aureus e Pseudomonas
aeruginosa. No entanto este composto foi testado isoladamente, ndo sofrendo possiveis
interferéncias de outros constituintes de um 6leo essencial, por exemplo, (FREITAS et al.,
2013).

Segundo Cirino (2014), em estudo que avaliou a modulacdo da resisténcia bacteriana
por Oleos essenciais e seus componentes majoritarios, frente a linhagens de Staphylococcus
aureus, o potencial modulador dos 6leos essenciais pode sofrer variacdo devido sua
composi¢do quimica, pois ao realizar testes com oOleo essencial e com seu composto
majoritario, observou-se variacOes de até 50% no potencial modulador.

As interagdes existentes entre os compostos dos 6leos essenciais sdo de grande
relevancia, pois estas podem ser responsdveis pelo aumento ou diminuicdo da acédo
moduladora destes compostos vegetais (CIRINO, 2014).

Alteragdes nos COV’s podem explicar a auséncia de efeito sinérgico e ou antagdnico
na avaliacdo do potencial modulador dos mesmos, pois assim como na avaliacdo da agédo
antibacteriana, na modulagdo é necessario que haja uma interacdo por volatilizacdo dos 6leos

com os discos de antibioticos.



4 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalhno mostram que os Oleos essenciais de Plectranthus
amboinicus e Ruta graveolens, tanto separados quanto associados, ndo apresentaram atividade
antibacteriana frente as cepas bacterianas testadas. Bem como ndo apresentaram acao
moduladora a resisténcia bacteriana quando associados aos antibioticos aminoglicosideos
amicacina e gentamicina, por meio do método de contato gasoso. No entanto, isto ndo exclui a
possibilidade dos mesmos, apresentem acdo antibacteriana e moduladora frente a outras
bactérias e utilizando metodologias diferentes, demonstrando assim a importancia de novos

ensaios que abordem as demais possibilidades destes 6leos.
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