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RESUMO:

Em estudo recente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que o dleo
essencial de Ocotea odorifera (EOOQO) potencializaram a acédo das
fluoroquinolonas, modulando a resisténcia bacteriana possivelmente devido a
inibicdo direta das bombas de efluxo. Assim, no presente estudo, investigamos
se esses tratamentos poderiam aumentar a atividade da gentamicina e
eritromicina contra bactérias multirresistentes (MDR). O EOOQO foi extraido por
hidrodestilacdo, e a analise fitoquimica foi realizada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). O efeito de aumento de
antibioticos do EOOOQO e safrol contra cepas MDR de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa foi analisado pelo método de
microdiluicdo em caldo. A analise quimica confirmou a presenca de safrol como
um componente principal entre os 16 compostos identificados no EOOO. Tanto
0 Oleo essencial quanto o composto isolado mostraram atividades
antibacterianas clinicamente relevantes contra S. aureus. Em relacdo a
modulacdo da resisténcia aos antibioticos, o EOOO mostrou aumentar a
atividade da eritromicina contra as cepas de P. aeruginosa e S. aureus, além
de melhorar a agdo da gentamicina contra S. aureus. Por outro lado, o safrol
potencializou a atividade da gentamicina contra a cepa de S. aureus
isoladamente. Conclui-se, portanto, que o EOOO e o safrol podem potencializar
a atividade de macrolideos e aminoglicosideos, e como tais sao uteis no
desenvolvimento de ferramentas terapéuticas para combater a resisténcia
bacteriana a essas classes de antibioticos.
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1. Introducao:

O Brasil é conhecido por sua grande biodiversidade, respondendo por
cerca de 20% de todas as espécies de plantas do planeta, muitas das quais
sao utilizadas na medicina popular [1,2]. Os 6leos essenciais sao substancias
volateis sintetizadas pelo metabolismo secundario da planta, compostas
principalmente por monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides [3]. E
importante ressaltar que diversos estudos tém demonstrado que esta classe de
compostos  apresenta propriedades  antiinflamatorias, antitumorais,
antioxidantes e 5 antimicrobianas [4-6].

Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer (Lauraceae) é uma espécie nativa do
Brasil, onde é tradicionalmente utilizada no tratamento de feridas infectadas2.
Esta espécie é fitoquimicamente caracterizada pela presenca de flavondides
como o caempferol e a quercetina, além de produzir um o6leo essencial
contendo safrol como componente majoritario [7,8]. Pesquisas anteriores
demonstraram que tanto o 6leo essencial de O. odorifera (EOOQO) quanto o
safrol tém atividades antibacteriana, antileishmania e inseticida, justificando seu
uso em pesquisas de desenvolvimento de medicamentos [8,10-12].

A resisténcia bacteriana é um problema de saude global com impacto
significativo nas taxas de mortalidade e custos de saude [13]. As evidéncias
indicam que as cepas bacterianas multirresistentes (MDR) podem se tornar
cada vez mais virulentas, dificultando o tratamento de varias infecgbes [14,15].
Nesse sentido, o surgimento de cepas multirresistentes nessas espécies tem
dificultado o tratamento com a maioria dos antibiéticos convencionais e,
portanto, o desenvolvimento de novos farmacos capazes de combater a
resisténcia bacteriana tem se tornado uma prioridade na busca de novos
antimicrobianos.

Nosso grupo demonstrou recentemente que o EOOO apresentam
atividade clinicamente relevante contra S. aureus e que o safrol modula a
resisténcia aos antibiéticos as quinolonas nas cepas de S. aureus SA1119B e
K2068, possivelmente através da inibicao direta das bombas de efluxo NorA e
MepA, respectivamente [ 25]. No entanto, até o0 momento ndo se sabe se esses
produtos sdo capazes de modular a resisténcia antibacteriana a outras classes
de antibidticos.

2. Objetivo:

Avaliar a acdo do  Oleo essencial de Ocotea odorifera (EOOO) na
potencializagdo da gentamicina e eritromicina contra bactérias multirresistentes
(MDR).
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3. Metodologia:

Coleta, extragao e analise do material botanico:

O dleo essencial foi extraido de ramos terminais e inflorescéncias de
plantas coletadas em um segmento de Mata Atlantica no Estado do Parana,
Sul do Brasil, preparada e registrada no Herbario das "Faculdades Integradas
Espirita" (HFIE) (registro numero 9.000).

A extragao foi realizada por hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger
utilizando 500 g de folhas secas em 1L de agua destilada a temperatura de
ebulicdo por 2 h. Apds a extracdo do 6leo essencial, este foi combinado com
sulfato de sodio anidro (Na2S04) e armazenado sob refrigeracéo (-4 ° C).

A composicdo quimica do oOleo essencial foi determinada por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM).

Culturas bacterianas:

As cepas bacterianas utilizadas no presente estudo foram: S. aureus 10,
E. coli 06, P. aeruginosa 24.

Todas as cepas foram mantidas em agar sangue (Laboratorios Difco
Ltda., Brasil) e mantidas em meio de agar Heart Infusion (HIA, Laboratorios
Difco Ltda., Brasil) a 4 °C. As amostras foram transferidas do meio sdlido para
tubos de ensaio contendo soro fisiologico estéril, e a turbidez foi avaliada
usando um valor de 0,5 na escala de McFarland, correspondendo a 105 UFC.
Os antibidticos eritromicina e gentamicina foram obtidos na SIGMA Chemical
Co. (St. Louis, EUA). O EOOO, e ambos os antibiéticos foram dissolvidos em
DMSO (10 mg / mL) e diluidos em agua destilada para 1024 ug / mL.

Determinagao da concentragao inibitéria minima (MIC):

A concentracgéo inibitéria minima (MIC) foi determinada em microplacas
estéreis de 96 pocos por diluicdo em série. Cada in6culo bacteriano foi
preparado pela transferéncia de uma amostra da cultura bacteriana para o
caldo BHI, seguida de incubacédo a 37 °C por 24 h. Apds esse periodo, foi
preparada uma solucdo 1:10 em tubos de ensaio, adicionando-se 100 uL de
inéculo e 900 uL do meio BHI. Um total de 100 uL desta solugao foi transferido
para cada pogo da placa. Em seguida, cada pogo foi adicionado com 100 L do
tratamento correspondente diluido em série (1: 2) em concentragdes variando
de 1024 a 1 yg / mL. Controles positivos (meio + inéculo) foram adicionados no
ultimo pogo da placa. As placas foram incubadas a 35 £ 2 °C por 24 h. Todos
os testes foram realizados em triplicata para maior confianga nos resultados
[47].

Apods a incubacgao, cada poco foi adicionado com 20 yL de uma solugao
aquosa de resazurina sodica (0,01% p / v, SIGMA, EUA) e 1 h mais tarde,
crescimento bacteriano observado pela mudanca de cor de azul para rosa
devido a reducao da resazurina [ 48,49]. O MIC foi definido como a menor
concentracado capaz de inibir o crescimento bacteriano.
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Analise da modulagao da resisténcia a antibioticos:

A analise da modulacdo da resisténcia aos antibidticos foi realizada
avaliando os MICs de gentamicina e eritromicina (aminoglicosideo e
macrolideo, respectivamente) contra P. aeruginosa 24, E. coli 06 e S. aureus
10 foram determinados na presencga ou auséncia desses produtos naturais em
concentragdes equivalentes a sua MIC + 8 (concentragdo subinibitéria). Uma
reducdo na MIC do antibidtico foi interpretada como aumento da atividade
antibidtica (modulagdo da resisténcia aos antibidticos) [50]. Todos os testes
foram realizados em triplicata para maior confianga nos resultados.

Analise estatistica:

Os dados sao expressos como média aritmética £ erro padrdo da média
e foram analisados por analise de variancia (ANOVA), seguida do pos-teste de
Bonferroni. Significancia estatistica foi considerada quando p <0,05.

4. Resultados :
Atividade de aumento de antibiéticos do EOOO:

A analise da atividade antibacteriana do EOOO encontrou valores de
CIM acima de 1.024 pg / mL contra P. aeruginosa 24 e E. coli 06. Por outro
lado, o 6leo essencial apresentou CIM de 512 ug / mL contra S. aureus 10,
indicando que o EOOO s6 tem atividade antibacteriana clinicamente relevante
contra a cepa Gram-positiva. No entanto, quando uma concentragao
subinibitoria do 6leo essencial foi associada aos antibidticos convencionais
para analisar o efeito potencializador, efeitos sinérgicos foram obtidos com a
eritromicina contra S. aureus, reduzindo a CIM do controle de modulagédo (CM)
de 8 uyg / mL para 1 pg / mL quando associado. O CIM do antibiético
eritromicina contra a bactéria P. aeruginosa foi de 128 yg / mL, e quando
associado ao EOOO diminuiu para 64 pg / mL. O mesmo ocorreu com a
gentamicina, que apresentou redugao da CIM de 256 ug / mL para 64 ug / mL,
contra a cepa de S. aureus. No entanto, nenhum desses antibidticos teve
atividade antibacteriana contra E. coli modulada pelo 6leo essencial.

5. Conclusao:

Em conclusao, este estudo trouxe novas evidéncias no que diz respeito
a acdo do EOOO e seu principal composto safrol como moduladores da
resisténcia bacteriana contra cepas MDR. EOOO mostrou um efeito sinérgico
com Eritromicina contra a cepa de P. aureginosa e S. aureus. No entanto, nédo
teve efeito significativo contra E. coli. A gentamicina associada ao EOOO
mostrou atividade apenas contra S. aureus. O safrol associado a gentamicina
apresentou atividade potencializadora contra S. aureus. A acgao diferencial
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observada nos testes com o EOOO e o composto isolado sugere fortemente
que outros compostos presentes no oleo essencial podem estar contribuindo
para suas propriedades potencializadoras de antibiéticos e, portanto, pesquisas
futuras utilizando componentes isolados desta espécie podem trazer
contribuigdes importantes no desenvolvimento de novas moléculas uteis no
combate a resisténcia bacteriana.
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