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Resumo

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos existentes tem se tornado um
problema recorrente. Um dos principais patdégenos resistentes € a bactéria
Staphylococcus aureus e, por conta disso, ha necessidade por novos
compostos antimicrobianos que sejam eficazes no combate a esse
microrganismo. Piper regnelli € uma planta arbustiva que tem apresentado
atividades bioldgicas contra diversos patégenos. O objetivo do estudo foi
avaliar o potencial anti-estafilococico do 6éleo essencial das folhas de Piper
regnellii sozinha e em combinagdo com os farmacos antibacterianos. Para a
determinacdo da concentragdo inibitéria minima (MIC) do oleo essencial
sozinho e dos farmacos foi utilizada a técnica de microdiluicio em caldo
apresentando MIC = 1024 ug/mL. Para a verificagdo do efeito combinado com
os farmacos, o 6leo foi ensaiado em concentragao subinibitoria (CIM/8), sendo
verificado efeito antagbnico, reduzindo a eficiéncia dos antibioticos. O 6leo
demonstrou efeito clinicamente irrelevante e sua associagdo com os farmacos
gentamicina e norfloxacina ndo é vantajosa.
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1. Introducao

Nos ultimos anos a utilizacdo de plantas medicinais tem se tornado crescente
por pesquisadores de diversas partes do mundo. Estudos apontam que as
plantas medicinais possuem atividades biolégicas que podem ser utilizadas
com eficiéncia no tratamento de diversas doencgas inclusive no combate a
resisténcia microbiana (GUPTA; BIRDI, 2017).

A familia Piperaceae esta amplamente distribuida nas regides tropicais e
subtropicais dos hemisférios norte e sul (BERNUCI et al., 2016). As espécies
do género Piper sao conhecidas na medicina popular mundial por possuirem
atividades antibacteriana, antifungica, antioxidante e antiinflamatéria (SALEHI
et al., 2019). Piper regnellii é espécie arbustiva, nativa e ndo endémica do
Brasil localizada principalmente nos dominios fitogeograficos da Amazdnia,
Cerrado e Mata atlantica (FLORA DO BRASIL, 2020), suas folhas possuem
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potencial antibacteriano, antifungico além de apresentar atividade
antiparasitaria contra Trypanossoma cruzi e Leishmania spp. (BRAMBILLA et
al., 2017).

Com o aumento da resisténcia microbiana a comunidade farmacéutica busca
por novas alternativas no combate aos patdégenos e uma alternativa que tem
demonstrados bons resultados s@o os Oleos essenciais (OEs), metabdlitos
secundarios volateis derivados de plantas aromaticas (DHIFI et al., 2016), que
tem apresentado atividades anti-sépticas, antibacterianas, antifungicas,
antivirais, antiparasitarias, sendo considerados ferramentas promissoras como
antimicrobianos (CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017).

A resisténcia bacteriana traz forte ameaca a saude publica, o uso frequente e
exacerbado de antibidticos pela populagdo tem sido uma das causas mais
significativas do surgimento e disseminacdo de bactérias multirresistentes
(SILVA; AQUINO, 2018). Staphylococcus aureus, bactéria geralmente
encontrada na pele e nas fossas nasais, pode causar infeccbes de leves a
graves. Esse patdgeno encontra-se em ampla variedade de nichos hospedeiros
e tem se tornado cada vez mais resistente a antibiéticos (BALASUBRAMANIAN
et al, 2017), sendo necessarias novas estratégias de combate a sua
resisténcia.

2. Objetivo

e Investigar o potencial anti-estafilococico do 6leo essencial das folhas da
espécie Piper regnelli sozinha e em combinagdo com farmacos
antibacterianos norfloxacina e gentamicina.

3. Material e métodos

O dleo essencial das folhas de Piper regnellii foi cedido pelo Prof. Dr. Luiz
Everson da Silva da Universidade Federal do Parana. A pesquisa foi realizada
no laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade
Regional do Cariri, Crato, CE. Para a avaliagcdo microbiologica foi utilizada
bactéria de linhagem resistente: Staphyloccocus aureus 10.

A linhagem foi reavivada em meio de cultura Heart Infusion Agar (HIA) por 24 h
(37 °C) e, antes dos testes, foi suspensa em tubos de ensaio contendo 0,3 mL
de solugao salina a 0,9% estéril, tendo sua turbidez comparada segundo escala
de Mc Farland (NCCLS, 2002). Como drogas de referéncia foram utilizados os
farmacos Norfloxacina e Gentamicina diluidos em agua destilada e estéril
(1.024pg/mL).

Para determinagcdo da concentrag&o inibitéria minima (CIM), utilizou-se a
técnica de microdiluicdo em caldo. Foi preparada em eppendorfs 1.500 uL de
solugao, sendo 1.350 pyL do meio de cultura e 150 u/L do in6culo. Logo apés foi
retirado 100 uL da solucao e distribuidos em uma placa de 96 pocgos, sendo
realizada a microdiluicdo do produto natural em triplicata em concentragdes
variando de 0,5 a 512 pg/mL. Apds a incubacéao (24 h - 37 °C), acrescentou-se
20 pL de rezasurina em cada poco para leitura com observacéo visual apos
uma hora (JAVADPOUR et al., 1996).
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Na Verificacdo do efeito combinado oleo/farmaco, o 6leo foi usado em
concentragado subinibitoria (CIM/8). A solugdo contida nos tubos eppendorfs
(produto natural + meio cultura + inéculo) foi adicionada em cada pogo da
placa, sendo procedida a microdiluigdo com 100 pL do farmaco (0,5 a 512
pg/mL). Apds a incubagao (24 h - 37 °C), foi feita leitura com rezasurina
(COUTINHO et al., 2008). A potencializagdo do farmaco indica sinergismo e o
prejuizo no efeito deste, antagonismo. Na andlise estatistica os valores do CIM
foram obtidos por regressao néo linear para a finalidade de interpolagao de
valores a partir de curvas padrao (usando o software GraphPad Prism, V. 7.0).

4. Resultados

A atividade intrinseca do 6leo essencial das folhas de P. regnellii foi = 1024
Mg/m e, de acordo com Houghton (2007), ndo apresenta relevancia clinica.
Para efeito comparativo também foram verificados efeito dos farmacos
pertencentes aos grupos dos aminoglicosideos (Gentamicina), e quinolonas
(Norfloxacina) sozinhos e em combinagdo com o 6leo essencial. A CIM destes
antibiéticos foi 16 pg/mL e 51 ug/mL, respectivamente e quando combinado ao
O0leo, o efeito dos antibidticos foi reduzido, sendo necessarias maiores
concentragdes (25 e 256 pg/mL, respectivamente) para inibir o crescimento
bacteriano.

O Clinical and Laboratory Standards Institute (2015), utiliza as trés seguintes
classificagdes para a sensibilidade das cepas de Staphylococcus aureus aos
farmacos gentamicina e norfloxacina ambos apresentam as mesmas
concentragbes: sensivel (CIM < 4ug/mL), intermediario (CIM 8ug/mL) e
resistente (CIM = 16ug/mL). Portanto, a combinagédo do 6leo com os farmacos
ndo conseguiu reverter a resisténcia de Staphylococcus aureus 10
apresentando efeito antagbnico. Na figura 1 é possivel verificar esses
resultados.

Staphylococcus aureus 10
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Figura 1: Efeito do dleo essencial das folhas de Piper regnellii sozinho e combinado com os
antibidticos frente a Staphylococcus aureus.

A espécie Piper regnellii tem sido estudada por pesquisadores que avaliam seu
potencial biolégico. Holetz et al. (2002) e Felipe et al. (2008), relataram
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atividade antibacteriana de folhas de Piper regnellii contra as bactérias gram-
positivas S. aureus e B. subtilis. O efeito antimicrobiano do 6leo essencial das
folhas de P. regnellii puro foi investigado por Constantin et al. (2001), utilizando
o método de difusdo em agar, sendo observada a uma zona de inibi¢do de 15.1
mm. Entretanto, € importante observar que no primeiro estudo os
pesquisadores avaliaram atividade de diferentes extratos da planta e ndo do
Oleo essencial, sendo possivel obter resultados diferentes, e no segundo, foi
utilizada uma técnica diferente, considerada menos eficiente que microdiluicao
em caldo (BENKOVA et al., 2020). Em relacédo ao efeito dos produtos naturais
oriundos da espécie e sua combinagdo com os farmacos, ndo ha registro na
literatura, sendo este um trabalho pioneiro.

5. Conclusao

O Oleo essencial da espécie Piper regnelli, de forma intrinseca, né&o
apresentou atividade antibacteriana relevante contra Staphylococcus aureus
10. O estudo contribui demonstrando que o 6leo prejudica o efeito de
norfloxacina e gentamicina quando associado a estes antibitticos, ndo sendo
indicada a combinacdo durante o tratamento de doencgas relacionadas a
Staphylococcus aureus.
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