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RESUMO

Neste trabalho foram avaliados a composi¢do quimica do 6leo essencial da Ocotea diospyrifolia
(Mez) (Lauraceae) atraves de técnicas cromatograficas e sua atividade antimicrobiana frente as
bactérias gram-positivas Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e gram-negativas
Escherichia coli e Acnetobacter baumannii. A extracdo do 6leo essencial de folhas e cascas foi
realizada em extrator de Clevenger por 6 h possibilitando um rendimento de 2,31 % para folhas
e 0,22 % para as cascas. Cromatografia gasosa com deteccdo por ionizacdo de chama e por
espectrometria de massas foi utilizado na analise e identificacdo dos constituintes do 6leo. Na
identificacdo da composi¢cdo quimica para o 6leo das folhas -elemeno (12,40%) e espatulenol
(21,79%) foram os compostos majoritéarios. Para o 6leo obtido das cascas os sesquiterpenos a-
copaeno (8,01%) e y-cadineno (8,51%) foram os de maiores concentracGes. O teste de
sensibilidade antimicrobiano mostrou uma eficacia perante as bactérias gram-positivas E.
faecalis e S. aureus diferentemente da bactéria gram-negativa E. coli que ndo mostrou nenhuma
inibicdo por parte do 0leo essencial testado. Para a Acinetobacter baumannii houve uma fraca
atividade em relacdo ao 6leo essencial da casca testada. O teste de sinergismo mostrou uma
eficiéncia por parte do 6leo essencial das cascas frente & bactéria gram- negativa Acinetobacter
baumannii, portadora do gene de resisténcia blaoxa-23. Houve uma reducéo de 4 horas no
crescimento bacteriano em combinacao entre o 6leo e o antibiotico polimixina B.

Palavras chaves: 0leo essencial, Ocotea diospyrifolia, antibidticos

ABSTRACT

In this work, the chemical composition of the essential oil of Ocotea diospyrifolia (Mez)
(Lauraceae) was evaluated using chromatographic techniques and its antimicrobial activity
against gram-positive bacteria Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus and gram-
negative Escherichia coli and Acnetobacter baumannii. The extraction of oil from leaves and
peels of the essential oil was carried out in Clevenger extractor for 6 h, allowing a yield of
2.31% for leaves and 0.22% for peels. Gas chromatography with flame ionization detection and
mass spectrometry was used in the analysis and identification of oil constituents. In the
identification of the chemical composition for S-elemene (12.40%) and spatulenol (21.79%)
leaf oil were the major compounds. For the oil obtained from the shells, the a-copaene (8.01%)
and y-cadinene (8.51%) sesquiterpenes were the ones with the highest concentrations. The
antimicrobial susceptibility test showed efficacy against gram-positive bacteria E. faecalis and
S. aureus, unlike gram-negative bacteria E. coli, which showed no inhibition by the essential
oil tested. For Acinetobacter baumannii there was a weak activity in relation to the essential oil
of the tested peel. The synergism test showed an efficiency on the part of the essential oil of the
husks against the gram-negative bacteria Acinetobacter baumannii, which carries the blaoxa-
23 resistance gene. There was a 4-hour reduction in bacterial growth in combination between
the oil and the polymyxin B antibiotic.

Key words: essential oil, Ocotea diospyrifolia, antibiotics, synergism.
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1 INTRODUCAO

A Lauraceae é uma importante familia de Angiospermas e uma das familias mais
complexas da flora brasileira para identificacdo devido ao grande nimero de espécies e uso de
caracteres enigmaticos para distinguir género e espécies (GONCALVES, et al., 2018). Na
familia da Lauraceae sdo encontradas 52 géneros e 2500 & 3500 espécies distribuidas
amplamente nas regides tropicais e subtropicais do planeta. No Brasil é representada por 23
géneros e aproximadamente 420 espécies (SANTOS & ALVES, 2012).

Muitas espécies de Lauraceae ja estudadas tem sido mostrado sua composi¢do quimica
e aplicacdo dos 6leos frente a diversos patdgenos. SILVA et al., (2009), mostrou a eficiéncia
da acdo antibacteriana do Oleo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume -
Lauraceae), frente a linhagens de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. ABDELWAHAB
et al., (2017), avaliou a composicdo quimica e propriedades aintioxidantes do 0leo essencial
Cinnamomum altissimum Kosterm (Lauraceae). GONTIJO et al., (2017), estudando a Ocotea
odorifera (Lauraceae) avaliou a composi¢cdo quimica do extrato aquoso das folhas e a
correlacdo de sua composicdo quimica e atividade biologica.

Dentre estas espécies da Lauraceae estd a Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez, conhecida
popularmente por batalha, canela, canela-amarela, canela-louro, caneldo, caneldao-de-moveis,
caneleiro, louro-amarelo. Na América do Sul ocorre na Bolivia, Argentina, Paraguai e no Brasil
nas regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul (MORAES, 2005). Sua altura media atinge 20 metros
e seu diametro é de 60 cm. O periodo de floracéo é de novembro a dezembro e frutificacdo de
abril a maio, possui flores masculinas e femininas, seu fruto € uma baga globosa, em relacéo a
apicola sdo amarelas e perfumadas atraindo assim muitos insetos, possui grande interesse por
parte da construcdo civil (LORENZI, 1998). Ndo existem relatos na literatura de trabalhos
relacionado a 0Oleos essenciais para O. diospyrifolia. Dos SANTOS et al., (2013) trabalhando
com diversas plantas do pantanal do estado de Mato Grosso do Sul, por meio de extratos do
fruto das plantas demostrou a atividade acaricida para o material vegetal.

O objetivo deste nosso estudo foi analisar e avaliar a composi¢cdo quimica do 6leo
essencial obtido das folhas da O. diospyrifolia, uma vez que nao tem sido relatada na literatura.
Também sdo mostrado suas acdes em cepas bacterianas gram-positivas e gram-negativas, assim
como sua associacdo com antibioticos para verificar o efeito sinérgico sobre a bactéria

Acinetobacter baumannii produtora da OXA-23.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 COLETAE IDENTIFICAC}AO DO MATERIAL VEGETAL

As amostras de cascas e folhas das espécie Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez foram
coletadas na zona rural da regido do municipio de Japord — Mato Grosso do Sul e transportada
ao laboratorio de quimica organica da UEMS, unidade de Navirai. O material vegetal foi
identificado no herbario DDMS da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) e o
reconhecimento da espécie coletada foi realizada pelo prof. Dr. Etenaldo Felipe da
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS).

2.2 EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

As amostras de folhas e cascas coletados foram pesados, reduzidas em moinho de facas
e submetidas a hidrodestilacdo por um periodo de 4 h, utilizando-se um aparelho extrator de
Clevenger. O 0leo essencial obtido na extracdo foi coletado com éter etilico, sendo
posteriormente evaporado lentamente a temperatura ambiente. A remocéo da agua residual foi
efetuada utilizando sulfato de sodio anidro. Os 0leos livres de umidade foram acondicionados
e pesados em frascos envoltos de papel aluminio e guardados sob refrigeracdo para uso

posterior.

2.3 ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os 0leos essenciais foram submetidos a analise por cromatografia em fase gasosa com
deteccdo por espectrometria de massas (CG-EM) e por ionizacdo de chama (CG-DIC). As
andlises por CG-EM foram realizadas por um Thermo-Finigan (Focus DSQ II) e amostrador
automatico modelo Triplus. A separacdo do 6leo essencial foi realizada em coluna capilar DB5
(30mx 0,25 mm D.I. x 0,25 um de filme) com 5 % de fenil-metilpolisiloxano. Helium 5.0 grau
analitico foi usado com géas de arraste com fluxo de 1,2 mL.min. A temperatura programada
do forno foi de 60°C (1 min), e elevagio de 3°C.min até 240°C. A temperatura do injetor, fonte
de ionizacdo e linha de transferéncia foi de 230, 250 e 280°C, respectivamente. No modo de
operacdo de cromatograma de ions totais (TIC) a faixa de aquisicdo de massas foi de 50 a 550
uma. A aquisicdo foi realizada por Software Xcalibur 1.4 SR1. A andlise foi realizada por
biblioteca NIST/MS Search 2.0. O célculo do indice de retencdo de Kovatz (1K) foi determinado
utilizando-se uma mistura padrdo de série homologa de hidrocarbonetos C7-C30 (Sigma-
Aldrich) para identificacdo dos compostos. Os IK calculados foram comparados aos da

biblioteca de Adams (1995). As analises por CG-DIC foram realizadas em cromatdgrafo a gas
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modelo 6890N (Hewelett Packard—Agilent Tecnologies) equipado com software N2000

utilizando-se mesma tipo de coluna cromatogréfica e condigdes de separacéo.

2.4 TESTE DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANO (TSA)

As cepas bacterianas analisadas foram Escherichia coli (ATCC SP 11229),
Enterococcus faecalis (ATCC SP 19433) e Staphylococcus aureus (ATCC SP 25923). O teste
seguiu 0s parametros da Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests (2003). Foram
preparados uma suspensdo das cepas bacterianas a ser estudadas em solucéo salina (NaCl 0,9%)
para obter aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL (escala de Mc Farland). Em seguida
pressionou-se o swab contra a parede do tubo para retirar o excesso e distribuir o indculo sobre
a superficie do meio de cultura. Foi utilizado como controle um disco de cloranfenicol como
padrao (30pg). Em cada placa de petri foi colocado um disco de papel (6 mm) absorvente e
impregnado duas concentragdes diferentes, sendo uma de 1 pL e outra de SuL de 6leo essencial
a ser estudado. As analises foram realizadas em duplicatas, e posteriormente efetuadas a média
dos halos apresentados. Foram preparadas placas de petri contendo 20 mL de agar Miiller-
Hinton como meio de cultura base. As placas foram incubadas em estufa a 35 °C por 24 horas.
Apos este periodo, realizou-se a analise dos resultados através da observacdo e medida dos
halos de inibicdo, através de paquimetro digital considerou-se com atividade antibacteriana o
0leo que apresentou halo de inibicéo igual ou superior a 10 mm (TRAJANO et al., 2009).

Para os testes realizado com bactéria gram-negativa a Acinetobacter baumannii
produtora de carbapenemase, portadora do gene de resisténcia blaoxa-23 isolada de processo
clinico humano foi obtida e caracterizada previamente no Laboratério de Microbiologia da
UFGD. Os 0leos das cascas e folhas foram testados pelo método de disco difusdo em &gar
segundo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013), com adaptacGes de
HABBAL e colaboradores, (2011).

2.5 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A realizacdo do teste Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi realizado com bactéria
Acinetobacter baumannii, seguindo a metodologia de FANKAM e colaboradores, (2011) pelo
método de microdiluicdo em placas. Para efetivar-se o teste a suspensdo bacteriana foi realizada
em solucéo salina com turvacéo correspondente a 1 x 108 UFC/mL. Primeiramente os 6leos
foram diluidos em agua destilada estéril no qual foi possivel obter a concentracdo de 16%.

Considerando para essas diluicGes a densidade das substancias igual a 0,9 g/mL. Apds este
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procedimento os mesmos foram adicionados em tubos de vidro estéril: 0,8 mL do 6leo, 0,05
mL de Tween 80% e 4,2 mL de &gua destilada estéril e agitados por 5 minutos obtendo-se a
concentracdo de 16% que corresponde a 144 mg/ mL. Individualmente nos pocos das placas de
microdilui¢do adicionaram-se 100 uL de caldo Miiller-Hinton seguidamente inseriu-se 100 puL
das emulsBes dos dleos para adquirir a concentracéo inicial que foi de 8% (72 mg/mL) para a
primeira linha da placa de microdiluicdo. Para obtencdo das concentracdes seguintes dos éleos
foram realizadas a partir da diluicdo seriada na propria placa, partindo-se da concentracdo
inicial de 8% até 0,0625%, pela transferéncia de 100 uLL ao pogo sucessor, para ultima linha
retirou-se 100 uL do contetdo de forma a coincidir com os volumes de todos os pogos. Todos
os testes foram realizados em duplicata. O controle de toxicidade foi realizado com Tween 80%,
para a concentracdo utilizada para emulséo, a fim de averiguar se 0 mesmo ndo apresentaria
atividade inibitoria para a bactéria, a esterilidade do oleo foi verificada juntamente com o
mesmo Oleo mais 0 meio de cultura, de maneira que o mesmo fosse o controle positivo, a
suspensdo bacteriana em solucdo salina com turvacdo correspondente a 0,5 da Escala
McFarland adicionada de polimixina B (antibidtico comercial) o controle negativo utilizado foi
a suspensdo bacteriana mais meio de cultura.

As placas foram incubadas a uma temperatura de 37 °C por 24 horas. Para revelagao dos
resultados, foi utilizada uma solu¢éo indicadora de resazurina sodica 0,01%. Apds a incubacéo
foram adicionados 30 uL da solugdo indicadora em cada cavidade e as placas incubadas pelo
periodo de duas horas em estufa a 37 °C. A leitura dos resultados para determinacéo da CIM
foi considerada como positiva para os orificios que apresentaram coloracdo azul indicando
auséncia de crescimento visivel e negativa os de coloracdo vermelha significando a presenca
de células viaveis (PESSOA et al., 2005).

3 TESTE DE SINERGISMO UTILIZANDO O METODO TIME-KILL
3.1 TECNICA DE DIFUSAO EM MEIO SOLIDO

Foi realizado o teste de interacao dos 6leos com antibidticos disponiveis comercialmente
para verificar possiveis sinergismos através da técnica de difusdo em meio sélido utilizando
discos de papel filtro conforme Pessoa e colaboradores, (2005). O ensaio realizado para
confirmar o efeito sinérgico foi o Time-kill ou curva de sobrevivéncia bacteriana na qual foi
utilizada a técnica de microdiluicdo seguindo-se as diretrizes estabelecidas pelo Laboratory
Standards Institute (CLSI). A confirmacdo da microdiluicdo foi realizada através da contagem

bacteriana durante o periodo de incubacdo que foi monitorada paralelamente em quatro tubos
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de ensaio contendo inicialmente apenas a bactéria (1 x 108 UFC mL™); no segundo tubo de
ensaio contendo apenas a bactéria em uma concentracdo sub-inibitoria de antibioticos que
evidenciou um efeito sinérgico em combinag&o com dxido de etileno; no terceiro tubo contendo
a bactéria em uma concentracdo sub-inibitoria do 6leo essencial que evidenciou um efeito
sinérgico em combinacdo com o antibiético (AB); e no quarto tubo a bactéria em uma
concentracdo sub-inibitoria de antibi6tico juntamente com o 6leo essenciail.

O volume final de cada tubo foi de 10 mL e foram incubadas a 37 °C durante 24 h. As
contagens bacterianas foram determinadas apds 0, 4, 8, 12 e 24 h de incubac&o, espalhando
diluicGes apropriadas em agar de Muller Hinton (limite de deteccéo foi de 102 UFC.mL™). As
placas foram incubadas a 37 °C e logo ap6s as coldnias bacterianas foram contadas. Os
resultados das experiéncias foram realizados em triplicata. A interacdo é considerada como
sendo eficaz e sinérgica, se a contagem de bactérias de partida (UFC.mL™) diminuir apds 24 h

de incubagdo por >2 log para o 6leo essencial e antibidtico em combinag¢ao (KNEZEVIC et al.,

2016). Os antibioticos utilizados em associacdo aos 6leos essenciais perante a bactéria A.

baumannii foram imipenem, piperacilina/tazobactam, ciprofloxacina, amicacina, polimixina B.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O dleo essencial das folhas e cascas da O. diospyrifolia apresentou rendimento 2,31% e
0,22%, respectivamente em sua extracdo. Por meio da CG-DIC e CG-EM, foi possivel
identificar 26 compostos no 6leo essencial das folhas da O. diospyrifolia, representando 79,3%
para CG-EM e 43,3% para CG-DIC, respectivamente da composicéo total do éleo (Tabela 1).
O dleo apresentou em sua composicdo compostos exclusivamente de sesquiterpenos, com
maior teor de compostos oxigenados (29,3% CG-EM; 10,8% CG-DIC), seguidos por
hidrocarbonetos (47,9% CG-EM, 32,3% CG-DIC). Os principais compostos especificos
identificados no 6leo por CG-EM foram 3 — elemeno (12,4%), germacreno D (5,72%), elixeno
(11,8), t—elemeno (5,58%) e espatulenol (21,7%). Para o 6leo essencial das cascas foi possivel
identificar 28 compostos, representando 73,2% do total para CG-EM e 50,2% para CG-DIC
(Tabela 2). Na avaliacdo do Oleo das cascas ndo ocorreu a presenca de hidrocarbonetos
monoterpenos. Entretanto, para compostos hidrocarbonetos sesquiterpenos foi de 59,08 % para
CG-EM e de 36,08% para CG-DIC, respectivamente. Para 0s sesquiterpenicos oxigenados foi
de 14,12% para CG-EM e14,14% para CG-DIC, respectivamente. Os principais compostos

especificos identificados no 6leo por CG-EM foram a- copaeno (8,01%), a- humuleno (2,62%),
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y— cadineno (8,51%), elixene (6,45%) e cubenol (6,46%). Nas figuras 1 e 2 sdo mostrados os

perfis cromatogréaficos para o 6leo das flores e cascas respectivamente.

Figura 11. Cromatograma de ions totais obtidos por CG-EM para o 6leo das folhas da O.diospyrifolia
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Tabela 1. Relacdo dos compostos identificados para o O.E. das folhas com indice de retencéo e suas respectivas
concentracdes no CG-EM e CG-DIC.

Indicacdo | Constituintes TE™ | % CG-EM % CG-DIC | IR®At | IRHT
numérica

Hidrocarbonetos monoterpénicos

1 a- pineno 7,87 0,53 0,58 927 932
2 S — pineno 9,54 0,96 0,44 973 974
3 S —terpinilacetato | 11,64 | 0,33 0,32 1025 N
Monoterpeno oxigenado

4 Mirtenol 19,11 0,28 0,93 1192 1195
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos

5 0 —elemeno 25,34 | 1,15 1,09 1331 1335
6 a —ylangeno 26,78 | 1,26 0,53 1364 1373
7 copaeno 27,06 |0,59 0,34 1371 1374
8 S —elemeno 27,71 | 12,40 7,37 1386 1389
9 cariofileno 28,90 | 1,48 0,60 1536 N

10 1-methylethylideno | 29,35 | 1,27 1,17 1422 N

11 S — chamigreno 30,27 | 1,27 0,48 1470 1476
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12 a — cariofileno 30,39 | 1,53 0,19 1450 1464

13 germacreno D 31,47 | 5,72 5,38 1476 1484

14 p — selineno 31,77 | 0,77 0,65 1483 1489

15 elixeno 32,07 | 11,84 10,28 1491 N

16 a — bulneseno 32,50 | 1,20 1,32 1501 1509

17 0 — cadineno 32,97 |1,80 0,31 1513 1513

18 7 — elemeno 34,53 | 5,58 0,30 1553 N

32,28

Sesquiterpenos oxigenados

19 espatulenol 35,32 | 21,79 7,12 1573 1577

20 isoaromandendreno | 36,52 | 1,94 1,97 1604 N
epoxido

21 viridiflorol 3592 |1,08 0,14 1588 1592

22 o — copaen-11-ol 37,65 | 0,65 0,29 1534 1539
alloaromadendreno | 38,36 | 1,82 0,45 1634 1639

23 epoxido

24 ledeno oxido- (I1) 42,39 | 1,52 0,36 1764 N

25 3- deoxy estradiol | 48,96 |0,21 0,38 1959 N

Diterpeno oxigenado

26 fitol 53,53 | 0,31 0,30 2105 1948

Total 79,28 43,29

IR“AL: Indices de retencdo, IR '™ Indice de retencdo da literatura, N- N&o encontrado na

literatura. TE "™: Tempo de retencéo.

Tabela 2. Relacdo dos compostos identificados para o O.E da casca com o indice de retencdo e suas respectivas

concentracoes no CG-EM e CG-DIC.

Indicagdo | Constituintes TE®™ |%CG-EM|%  CG-|IR*At | IRUT
numeérica DIC

Hidrocarbonetos sesquiterpénicos

1 d-elemeno 25,28 | 1,27 1,10 1330 | 1335
2 a- cubebeno 25,78 | 3,78 1,81 1341 | 1345
3 a- bulneseno 26,58 | 1,56 0,77 1360 | 1509
4 a- copaeno 27,00 | 8,01 2,79 1369 | 1374

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n.12, p. 102714-102730 dec. 2020.

ISSN 2525-8761

102722



JRrazilian Journal of Development

5 [- elemeno 27,62 | 4,18 2,15 1384 | 1389
6 [~ cariofileno 28,82 | 1,01 0,74 1412 | 1408
7 /5 -sesquiphellandreno 29,28 | 2,26 1,70 1423 | N

8 allo —romadendreno 29,61 | 2,60 0,80 1431 | 1458
9 a- humuleno 30,33 | 2,62 5,77 1448 | 1452
10 7 muuruleno 31,17 | 3,40 4,40 1469 | N

11 B — cubebeno 31,39 | 2,68 0,93 1482 | 1387
12 a — selineno 31,71 | 2,28 3,76 1482 | 1498
13 patchouleno 31,99 | 3,83 1,49 1489 | 1502
14 y— cadineno 32,92 | 8,51 5,42 1512 | 1513
15 selina 3,7(11)-diene 33,82 | 4,64 1,27 1535 N

16 elixene 34,46 | 6,45 1,18 1551 N
Sesquiterpenos oxigenados

17 veltonal 34,64 | 1,05 0,49 1555 | 1555
18 espatulenol 35,22 | 3,54 2,37 1570 | 1577
19 globulol 35,54 | 3,35 4,14 1578 | 1590
20 guaiol 36,02 | 3,27 2,44 1591 | 1600
21 widdrol 36,46 | 1,36 2,51 1602 | 1599
22 cubenol 37,17 | 6,46 0,92 1621 | 1645
23 - Cadinol 37,73 | 2,80 0,87 1636 | 1638
24 a- Cadinol 38,23 | 3,76 0,73 1650 | 1652
25 S guaiaene 38,99 | 1,23 0,53 1659 | 1502
26 juniper canfora 39,29 | 0,74 0,72 1678 | N

27 ledene oxido 41,89 | 0,63 0,24 1750

28 oxido allo aromadendreno | 42,19 | 0,56 1,46 1758 N
29 (3a,10a-Dihydroxy-2,10- 43,06 | 0,40 1,23 1761 N

dimethyl-3,8-dioxo-

3,33,4,6a,7,8,9,10,10a,10b-

decahydrobenzo[e]azulen-

5-yl)methyl acetate #
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IRCAL: Indices de retengdo, IR '™ indice de retencdo da literatura, N- N&o encontrado na

literatura. TE "™ Tempo de retencéo.

Oleos essenciais vem sendo amplamente estudados em relagdo a suas propriedades
antibacterianas e antifingicas. Nos testes realizados frente as trés bactérias testadas, os O.E. das
cascas e folhas da O. diospyrifolia apresentou halos de inibicao frente as duas bactérias gram-
positivas E. faecalis e a S. aureus quando comparados ao padrao cloranfenicol. Os resultados
séo mostrados na Tabela 3. Alguns fatores como sazonalidade e tipo de extragdo podem intervir
na composigdo quimica de 6leos essenciais (SIANI et al., 2000), entretanto, o 6leo resultante
da hidrodestilagdo evidenciou a acdo antimicrobiana, corroborando assim com o potencial de
uso dessa planta como agente antibacteriano nas bactérias gram-positivas testadas.

Figura 2.Cromatograma de ions totais obtidos por CG-EM para o 6leo essencial das cascas da O. diospyrifolia..
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Para os testes realizados com a bactérias A. baumannii, portadora do gene de resisténcia
blaoxa-23 Somente 0 6leo da casca apresentou CIM de 36000 pg/mL. Segundo a literatura, 0s
6leos essenciais com CIM até 500 pg/mL possuem atividade antimicrobiana forte, com CIM
entre 600 e 1600 pg/mL apresentam atividade moderada e CIM acima de 1600 pg/mL é
considerado com atividade fraca (KUETE et al., 2010; SARTORATTO et al., 2004). Mesmo o

6leo tendo apresentado uma atividade fraca frente a A. baumannii foram realizados os testes de
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sinergismo entre os 6leos e antibioticos pela técnica de difusdo em meio sélido utilizando discos

de papel filtro. Os resultados podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 3.Valores do halo de inibicdo (mm) nas trés bactérias analisadas frente ao dleo da O. diospyrifolia (5 uL)
contra ao padrdo de cloranfenicol. (n=3)

Oleo O. diospyrifolia Escherichia coli Enterococcus Staphylococcus aureus
faecalis
Oleo da folha (R) 23,28 +6,14 14,67 +3,16
Cloranfenicol - 29,48 23,24
Oleo da casca (R) 16,77 1,30 12,65 +1,37
Cloranfenicol - 28,66 24,83

(R) Néo apresentou halo de inibicdo. £ desvio padréo.

Tabela 4. Associacdo 6leo essencial da O. diospyrifolia e antibidticos e a bactéria Acinetobacter baumannii .

O.E. da O. Antibioticos
diospyrifolia
IPM PPT CIP AMI POLB
Folha - 1 mm - 1 mm -
Casca 4 mm - - - 3 mm

IPM: imipenem, PPT: piperacilina/tazobactam, CIP: ciprofloxacina, AMI: amicacina, POL: polimixina B.

Foi considerado a ocorréncia de sinergismo entre o 0leo da casca com os antibidticos
imipenem (IPM ) apresentando um halo de inibicdo de 4 mm e com polimixina B (POL) com
3 mm. Curvas de sobrevivéncia para as amostras dos 0leos e os antibioticos IPM e POL foram
construidas, na qual mostraram uma diminuicdo na contagem de células vivas ao longo do
tempo quando foram tratadas com O.E. das folhas e cascas da O. diospyrifolia.

O oleo da casca juntamente com o IPM inibiu completamente a cepa resistente de A.
baumanni (Figura 3). O sinergismo foi confirmado pelo método time-Kkill, com uma diminuicédo
na contagem de células na faixa de 8 log10 UFC/mL em um tempo de 8 horas. Embora o IPM
por si s6 fosse eficiente em inibindo o crescimento bacteriano em 24 horas, sua combinacgédo
com o 6leo essencial levou a uma reducdo para 16 horas. O 6leo sozinho da O. diospyrifolia
também mostrou um efeito de reducdo no crescimento da cepa A. baumanni em um tempo

inferior ao IPM em 12 horas.
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Figura 32.Curvas de sobrevivéncia adquiridas para a cepa bactériana A. baumannii produtora de OXAzs. Estudo
do efeito do 6leo da casca da O. diospyrifolia e antibidtico imipenem até 24 horas. (4) x IPMMIC: Oleo essencial

+Imipinem (antibi6tico) em relagdo a bactéria A.baumannii. (4) MIC: Oleo essencial+ a bactéria. IPMMIC:
Controle antibi6tico + bactéria. Salina: solucéo salina.
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O 6leo essencial das cascas também apresentou bons resultados quando associado
juntamente com o antibiotico POL quando observado na curva de sobrevivéncia (Figura 4).
Diferentemente do 6leo associado ao IPM, o sinergismo do 6leo da casca quando associado ao
antibiotico POL foi confirmado pelo metodo time-kill, com uma diminui¢do na contagem de
células na faixa de 8 logl0 UFC/mL em um tempo de 4 horas. O 6leo sozinho e o antibidtico

POL também apresentaram uma reducdo na contagem das células vivas em 12 e 24 horas,
respectivamente.
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Figura 43. Curvas de sobrevivéncia adquiridas para a cepa bacteriana A. baumannii produtora de OXA2s. Estudo
do efeito do dleo da casca da O. diospyrifolia e antibidtico polimixina B até 24 horas. (4) x POLMIC: Oleo
essencial +polimixina B (antibi6tico) em relacdo a bactéria A.baumannii. (4) MIC: Oleo essencial+ bactéria.
POLMIC: Controle antibi6tico + bactéria. Salina: solugdo salina.
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O sinergismo que ocorre entre o0 O.E. e antibidtico pode ter uma relacdo de interacdo do
O.E. com a membrana do microrganismo e por este motivo permitir que o antibiotico tenha
uma maior interagdo com o agente bacteriano e sua acdo seja mais eficaz (D’ARRIGO et
al.,2010). Em um trabalho realizado por HARRIS e colaboradores, (2003) reporta que devido
a natureza lipidica dos compostos terpénicos que estdo presentes no 0Oleo, resulta em um
transporte melhor do antibiotico para dentro da célula bacteriana, alterando a permeabilidade
da membrana citoplasmatica. A combinacdo de antibidticos com extratos vegetais e 0leos
essenciais pode ser uma base significativa para o desenvolvimento de uma nova abordagem em
agentes modificadores de resisténcia, devido ao baixo risco de aumentar a resisténcia
bacteriana, uma vez que a necessidade de selecdo de antibioticos € reduzida (STEFANOVIC,
et al., 2012). E possivel melhorar a eficiéncia de medicamentos tendo em vista a associagao
com excipientes tais como 0s 0leos essenciais diminuindo até mesmo a dosagem de antibioticos
tais como IPM e POLB.

5 CONCLUSAO

O perfil cromatogréafico para o O.E da O. diospyrofolia apresentou em sua composicao
quimica desde monoterpenos a sesquiterpernos oxigenados para as folhas e a ocorréncia de
compostos sesquiterpenos para casca. Quando observamos os testes antimicrobianos frente as
bactérias gram-positivas e negativas o O.E apresentou efeito somente para as bactérias gram-

positivas E. faecalis e S. aureus, resultado este que reforga o relato de que micro-organismos
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gram-negativos apresentam uma resisténcia maior perante 6leos essenciais devido as suas
estruturas celulares. A realizacdo do CIM perante a bactéria A. baumannii apresentou uma fraca
atividade com valor de 36000 pg/mL. O teste de sinergismo para o 6leo da casca se mostrou
eficaz quanto ao potencial de reducdo de crescimento bacteriano em associagdo com
antibidticos polimixina B e imipenem, resultados como estes corroboram para testes futuros
como a realizagdo dos ensaios “checkboard” para verificagdo das melhores combinagdes de
concentracdes entre os agentes e calculo do FIC (Fractional Inhibitory Concentration) e a
toxicidade. Através do sinergismo foi possivel a reducdo de até 8 horas no crescimento
bacteriano com a associacdao entre o 6leo e o0 antibidtico imipinem e de 4 horas para polimixina

B e 6leo essencial.
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