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EPIGRAFE

“Podemos acreditar que tudo que a vida nos oferecerd no futuro é repetir o que fizemos
ontem e hoje. Mas, se prestarmos aten¢do, vamos nos dar conta de que nenhum dia é igual a
outro. Cada manhad traz uma beng¢do escondida; uma beng¢do que so serve para esse dia e que
ndo se pode guardar nem desaproveitar.

Se ndo usamos este milagre hoje, ele vai se perder.

Este milagre estd nos detalhes do cotidiano; é preciso viver cada minuto porque ali
encontramos a saida de nossas confusoes, a alegria de nossos bons momentos, a pista correta
para a decisdo que tomaremos.

Nunca podemos deixar que cada dia parega igual ao anterior porque todos os dias sdo

diferentes, porque estamos em constante processo de mudanga.”

(Paulo Coelho)
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RESUMO

Neste trabalho avaliou-se a composi¢do quimica do 6leo essencial da Ocotea diospyrifolia
(Mez) (Lauraceae) através de técnicas cromatograficas e sua atividade antimicrobiana frente a
quatro bactérias sendo duas gram-positivas Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e
duas gram-negativas Escherichia coli e Acnetobacter baumannii. As amostras de folhas e
cascas do material biologico foram coletadas na regido do municipio de Japorda - MS. A
extracdo do oleo essencial foi realizada em extrator de Clevenger por 6 h possibilitando um
rendimento de 2,31% para folhas e 0,22% para as cascas. Andlises cromatograficas foram
realizadas por cromatografia gasosa com deteccdo por ionizagdo em chama e por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas para a identificagdo dos
constituintes quimicos por meio da biblioteca Nist Search e pela determinag¢do do indice de
retencdo. Nas folhas os compostos majoritarios foram identificados como S elemeno
(12,40%) e o espatulenol (21,79%) que sdo comuns ao género. Para as cascas foram
identificados como majoritarios os sesquiterpenos a - copaeno (8,01%) e y - cadineno
(8,51%). O teste de sensibilidade antimicrobiano mostrou uma eficacia perante as bactérias
gram-positivas Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus diferentemente da bactéria
gram-negativa Escherichia coli que nao mostrou nenhuma inibig¢ao por parte do dleo essencial
testado. Para a Acinetobacter baumannii houve uma fraca atividade em relacdo ao odleo
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 bla,y,.2;. Houve uma redug¢do de 4 horas no crescimento bacteriano em
combinag¢do entre o 6leo e o antibidtico polimixina B.

Palavras chaves: 6leo essencial, Ocotea diospyrifolia, antibidticos, indice de retencao.
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ABSTRACT

This study evaluated the chemical composition of the essential oil of Ocotea diospyrifolia
(Mez) (Lauraceae) via chromatographic techniques and their antimicrobial activity against
two gram-positive bacteria (Enterococcus faecalis and Staphylococcus aureus) and two gram-
negative bacteria (Escherichia coli and Acinetobacter baumannii). Samples of leaves and bark
of the biological material were collected in the region of Japora - MS. The oil extraction was
performed in Clevenger extractor for 6 h allowing a yield of 2.31% to 0.22% for leaves and
bark. Chromatographic analyzes were conducted by gas chromatography with flame
ionization detection and gas chromatography-mass spectrometry for the identification of
chemical constituents through the NIST library search and determining the retention index.
For leaves the major compounds were identified as f - elemene (12.40%) and spathulenol
(21.79%) that are common to the genre. For the majority shells were identified as the a-
copaene sesquiterpenes (8.01%) and y - cadinene (8.51%). The antimicrobial susceptibility
test was effective against gram-positive bacteria Enterococcus faecalis and Staphylococcus
aureus in contrast to Gram-negative bacterium Escherichia coli showed no inhibition of
essential oil tested. For the Acinetobacter baumannii showed a low activity compared to the
essential oil test. Synergism testing showed an efficiency of the essential oil from the peels
against Gram-negative bacteria Acinetobacter baumannii, carrier-resistance of gene bla,y,-23.
There was a reduction of 4 hours in bacterial growth in combination of the oil and the
antibiotic polymyxin B.

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

As plantas apresentam compostos quimicos que exibem atividades bioldgicas
diferentes, resultantes do metabolismo secundario, sendo alguns principais compostos
bioativos desses metabolitos os terpenos, fenodis e alcaldides (BOBACH et al., 2014).
Apresentam uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos
quais constituem modelos para sintese de um grande numero de firmacos. O fato que gera
interesse nos produtos encontrados na natureza ¢ que esses apresentam enorme diversidade
em termos de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas que podem ser
aplicados na industria farmacéutica e cosméticos (NISBET & MOORE, 1997).

O metabolismo das plantas divide-se em dois: primario e secunddrio. O primario
corresponde ao processo de manutengdo celular, essencial a todas as plantas, algumas
substancias como: carboidratos, lipideos, proteinas e clorofila participam desse processo. Ja o
metabolismo secundério € relativo aos compostos que sdo vantajosos a alguns processos.
Inclui nestes a defesa contra patdgenos e herbivoros, atrativos de polinizadores, permitindo
tolerancias como: temperaturas extremas, adaptacdo e estresse hidrico ou deficiéncia de
nutrientes ¢ minerais do solo (PROBST, 2012).

Os Oleos essenciais (O.E) sdo oriundos do metabolismo secunddrio das plantas.
Constituem os elementos volateis contidos em muitos o6rgaos vegetais como: flores, caules,
folhas, cascas, ramos ¢ raizes, ¢ estdo relacionados com diversas funcdes necessarias a
sobrevivéncia vegetal, exercendo papel fundamental na defesa contra microrganismos, 6leos
essenciais possuem propriedades quimicas que podem ser utilizadas como inseticidas, além
do uso na industria de cosméticos e perfumaria (GONZALEZ, et al., 2014). Apresentam
respostas a estimulos ambientais diversificados que podem ser de natureza fisica, quimica ou
biologica. Alguns fatores como fertilidade, tipo de solo, radiacdo solar, temperatura e
poluicao atmosférica, dentre outros podem influenciar e alterar a composi¢do quimica dos

vegetais. (ANGNES, 2005).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Oleos Essenciais (O.E)

Os oleos essenciais sao liquidos volateis aromaticos, obtidos a partir de material vegetal
por meio de destilagdo a vapor, sdo também denominados 6leos volateis, 6leos éterios e
esséncia, apresentando solubilidade em solventes organicos (TRIPATHI et al., 2006). Os O.E
sdo compostos constituidos quimicamente por substancias terpénicas ou fenilpropandides.
Apresentam como caracteristicas principais:

» aparéncia oleosa a temperatura ambiente;

» aroma intenso podendo ser de caracteristica agradavel ou nao;

» solubilidade em solventes organicos apolares. Em agua apresentam solubilidade
limitada, mas suficiente para aromatizar as solucdes aquosas, que sdo denominadas
hidrolatos;

» sabor: geralmente acre (acido) e picante;

» cor: quando recentemente extraidos sdo geralmente incolores ou ligeiramente
amarelados;

» estabilidade: em geral ndo sdo muito estaveis, principalmente na presenga de ar, calor,
luz, umidade e metais;

seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e terpénicos,
aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres, oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos,

lactonas, cumarinas, e até compostos com enxofre (SIMOES et al., 2003).

2.2 Classificacao

Em relacdao a suas estruturas podem apresentar moléculas de fenilpropanoides e
isopreno (Figura 1) sendo esta ultima a base para os terpenodides que fazem parte de cerca de

90% da composi¢do quimica dos dleos essenciais (SIMOES et al., 2010).
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Figura 1.Mostra a origem dos fenilpropandies e terpendides.

/\/::} Ny

Isopreno Terpendide
o OH
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HO ‘ OH
OH
dcido chiquimico Fenilpropanéides

FONTE: LUPPE, 2007

Em relacao a origem de todos os metabolitos secundarios, pode ser resumida por meio
de dois intermediarios, que sao derivados da glicose: o acido chiquimico e o acetil-CoA. O
acido chiquimico origina os aminoacidos aromaticos, fenilalanina e tirosina, que ao passar por
varias reagdes, irdo resultar na formagdo dos fenilpropandides e o acetil-CoA, que sao
precursores de varios tipos de substancias, como terpenoides, esterdis, acidos graxos entre
outras (SIMOES et al., 2003). A Tabela 1 mostra as nomenclaturas derivadas das unidades de
isopreno.

A formacgdo da unidade isoprénica ocorre pela desidratagdo do acido mevaldnico e
assim ¢ produzido o isopentil difosfato (IPP), onde ocorre por meio de isomerizagao
ocorrendo a transformacao em dimetilalil difosfato (DMAPP). Pelo intermediario 1-deoxi-D-
xilulose-5-fosfato (DXPS), origina-se o 2-c-metil-D-eritritrol-4-fosfato, por meio das
consecutivas reacdes que sofre forma o isopentenildifosfato (IPP) e o dimetilalil difosfato
(DMAPP). As reagdes de condensagdo de unidades pentacarbonadas formadas (IPP e
DMAPP), forma a sintese de outros constituintes terpénicos. A partir do acido chiquimico

formam-se os fenilpropanodides, que resultam os aminodcidos fenilalanina e tirosina que por
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acdo da enzima fenilalanina amonialiase (FAL) ocorre a perda de uma molécula de amonia,

que por sua vez formam os acidos cindmico e p-cumarico (GOMES, 2014).

Tabela 1. Relagdo de quantidades de atomos de carbono e suas unidades de isopreno e
respectivamente suas nomenclaturas.

Atomos de carbono Unidades de isopreno Nomenclatura
10 2 Monoterpenos
15 3 Sesquiterpenos
20 4 Diterpenos
25 5 Sesterterpenos
30 6 Triterpenos
40 8 Tetraterpenos

FONTE: adaptado de BAKKALI et al., 2008

2.3 Tipos de Extracao

Enfloragio: método utilizado geralmente por algumas indéstrias de perfumaria. E
principalmente aplicado em algumas plantas com baixo teor de 6leo, porém com alto valor
comercial, como as pétalas de flores, o processo consiste em deposita-las a uma temperatura
ambiente sobre uma camada de gordura, durante certo periodo. Apds este periodo, as pétalas
esgotadas sdo substituidas por novas até a total saturacdo, a gordura ¢ tratada com alcool. Para
obter o 6leo essencial, o dlcool ¢ destilado a baixa temperatura e o produto ¢ assim obtido;

Prensagem: empregado normalmente para a extracao dos 6leos essenciais de frutos
citricos. Os pericarpos desses frutos sao prensados € a camada que contém Oleo essencial, €
entdo separado da emulsdo formada com a agua por decantacdo, centrifugacao ou destilagao
fracionada;

Extracio com solventes organicos: neste tipo de extragdo os 6leos essenciais sao
obtidos geralmente com solventes apolares que, entretanto, extraem outros compostos
lipofilicos, além dos Oleos essenciais. Por este motivo, os produtos obtidos raramente
possuem um alto valor comercial agregado;

Extracio por CO, super critico: este método permite uma maior eficiéncia na

recuperagao os aromas naturais de varios tipos e nao somente 6leo essencial. E o método ideal
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para extracdo em escala industrial de 6leos essenciais. Nao permanecem tragos de solvente no
produto obtido, tornando-o mais puro do que aqueles obtidos por outros métodos e assim
agregando um bom valor comercial. O processo ocorre, quando o CO; ¢ liquefeito através de
compressao e, em seguida, aquecido a uma temperatura superior a 31 °C. Nessa temperatura,
o CO, atinge um quarto estado, no qual sua viscosidade ¢ compativel a de um gas, mas sua
capacidade de dissolucdo ¢ elevada como a de um liquido. Quando efetuada a sua extracao,
faz-se o CO; retornar ao estado gasoso, e assim eliminando-o;

Arraste por vapor d’agua: os compostos do material vegetal apresentam pressao de
vapor maior que a da agua, sendo por isso, arrastados pelo vapor d’agua. A sua utilizacdo ¢é
geralmente empregada em pequena escala, utilizando um aparelho de Clevenger. O dleo
essencial obtido, apds separar-se da agua, deve ser seco com sulfato de sodio anidro
(NaySOs). Esse processo apesar de ser comum, pode levar a formacao de artefatos em fungao

da alta temperatura empregada. Esse método ¢ utilizado para extrair 6leos de plantas frescas

(LUPPE, 2007).

2.4 Histoérico de Oleos Essenciais no Brasil

O Brasil iniciou as suas atividades na industria de 6leos essenciais em 1925, quando
ocasionou o comecou da extragdo do Oleo essencial do pau-rosa (4Aniba rosaeodora) em
substituicdo a producdo franco-guaianense que devido a intensa exploragcdo da arvore houve
uma queda na sua producdao. Mas o impulsionamento da industria brasileira ocorreu no final
da década 30 com a segunda guerra mundial uma vez que a guerra desorganizou o mercado
europeu, fortalecendo assim a nossa industria ja que possuia uma mao de obra barata e uma
riqueza natural esplendida e passou a disponibilizar no mercado uma variedade consideravel
de 6leos essenciais como: sassafras, menta, laranja e eucalipto (AZAMBUIJA, 2015).

Quando nos referimos a histéria dos 6leos essenciais no Brasil ndo podemos deixar de
citar a quase extin¢do da canela sassafrds (Ocotea pretiosa Mez), do qual se extrai o safrol
que ¢ utilizado nas industrias de perfumes como um fixador de fragrancias. O alto de sua
exploracgdo foi na regido de Santa Catarina. Nas décadas de 40 a 60 o Brasil se tornou o maior
produtor do safrol, porém em 1991 foi proibido o corte da planta. Dessa forma o Brasil deixou
de ser exportador para se tornar importador do produto (MARR & ROSENBROCK, 2012). O

pau rosa (Aniba roseadora) ¢ o outro exemplo de exploragdo indiscriminada que quase
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resultou na sua extingdo, devido a mesma possuir o composto linalol que ¢ muito utilizada na

industria de perfumaria (SANTOS & ALVES, 2012).

2.5 Mercado e Aplicacées dos Oleos Essenciais

Flores, folhas, cascas, rizomas e frutos sdo matérias-primas para a producao de 6leos
essenciais, a exemplo dos Oleos de rosas, eucalipto, canela, gengibre e laranja,
respectivamente. Possui grande aplicagdo nas industrias de perfumaria, cosmético, alimentos
e farmacéutica como mostra a Tabela 2. Sdo empregados principalmente como aromas,
fragrancias, fixadores de fragrancias, em composi¢des farmacéuticas e comercializados na sua
forma bruta ou beneficiados, fornecendo substancias purificadas (BIZZO et al., 2009).

Atualmente, ¢ crescente o mercado de dleos essenciais. Pesquisas mostram o grande
numero de aplicacdes possiveis de substancias produzidas pelo metabolismo de plantas
nativas de regides tropicais. O mercado de 6leos essenciais ¢ prospero para paises que
dispdem de uma vasta biodiversidade, como o Brasil, e que possuem condi¢des de acrescer
valor as suas matérias-primas, ou seja, transformando-as em produtos beneficiados

(SILVEIRA et al., 2012).

Tabela 2. Os 18 principais 6leos essenciais no mercado mundial.

Oleo essencial Espécie
Laranja Citrus sinensis (L.) Osbeck
Menta japonesa Mentha arvensis L. f. piperascens
Malinv. ex Holmes
Eucalipto (tipo cineol) Eucalyptus globulus Labill., E. polybractea R.T.
Baker e Fucalyptus spp.
Citronela Cymbopogon winterianus Jowitt e C. nardus (L.)
Rendle
Hortela-pimenta Mentha x piperita L
Limao Citrus limon (L.) N.L. Burm
Eucalipto (tipo citronela) Eucalyptus citriodora Hook.
Cravo da india Syzygium aromaticum (L.) Merr. e L. M. Perry
Cedro (EUA) Juniperus virginiana L. e J. ashei Buchholz
Lima destilada Citrus aurantifolia (Christm. & Panz.) Swingle
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Spearmint Mentha spicata L.
Cedro (China) Chamaecyparis funebris (Endl.) Franco
Lavandim Lavandula intermedia Emeric ex Loisel
Sassafras Cinnamomum micranthum (Hayata) Hayata
Canfora Cinnamomum camphora (L.) J. Presl.
Coentro Coriandrum sativum L.
Grapefruit Citrus paradisi Macfady
Patchouli Pogostemon cablin (Blanco) Benth.

FONTE: BIZZO, 2009.

A busca por produtos que agridem menos o meio ambiente e consequentemente a nos
seres humanos vem despertando cada vez mais interesse em produtos de origem natural,
inseticidas a base de plantas podem ser menos toxico para os seres humanos, facilmente
biodegradaveis (PEREIRA et al., 2014). Os o6leos essenciais derivados de plantas aromaticas
¢ uma classe promissora de produtos ecologicos para o controle de pragas e insetos. Eles sdao
constituidos principalmente por misturas de monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides;
metabolitos que conferem as misturas com caracteristicas organolépticas e atividades
biologicas (STEFANELLO et al., 2011).

As pesquisas sobre os beneficios dos o6leos essenciais em manejo de animais
comprovou que os mesmos interferem na microbiota intestinal (efeito antimicrobiano),
melhoram a digestibilidade e a absor¢do dos nutrientes, além de estimular a resposta imune e
induzir modificagdes morfo-histologicas do trato gastrintestinal (COSTA et al., 2007 ; ROSSI
& SOARES, 2013;) . Alguns olés essenciais possuem propriedades anestésicas como € o caso
da Nectandra megapotamica pertencente & familia Lauraceae que pode ser utilizado na
psicultura evitando a utilizagao de anestésicos sintéticos (TONDOLO et al., 2013).

Segundo o relatério de aromas, sabores e fragrancias, (BAIN, 2014) a industria de
cosméticos e de higiene pessoal vem aumentando nos ultimos anos, em 2012 movimentou
41,8 bilhdes de dolares, deve manter altas taxas de crescimentos, cerca de 8,9% ao ano até
2017, com o aumento progressivo desse segmento de mercado cada vez mais se faz
necessario a descoberta por novas esséncias para atender o publico que vem em uma

crescente.
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Os produtos alimentares sdo frequentemente contaminados por bolores e as toxinas
associadas geradas por alguns deles durante o armazenamento, transporte e processamento
pos-colheita provocam perdas significativas na qualidade, quantidade, composi¢do de
nutrientes, e, assim, reduz o valor de mercado. A situa¢ao ¢ mais cronica ¢ critica nas areas
tropicais e subtropicais devido as suas condigdes ambientais favoraveis para o crescimento de
fungos, Apesar do uso de todos os meios de protecdo e praticas modernas de armazenamento,
bem como a deterioragdo oxidativa ¢ ainda um grande problema em diferentes partes do
mundo.

Os métodos fisicos de controle de pragas como baixa temperatura, refrigeragao,
ventilacdo, embalagem a vécuo, rdpida secagem, embalagem em atmosfera modificada
(MAP) nao sao aplicadas de forma significativa em larga escala para o armazenamento de
grandes quantidades de produtos alimentares e eles t€ém suas proprias limitacdes (PRAKASH
et al., 2015). A atividade antioxidante presente nessas substancias etéreas, desperta interesse
na industria alimenticia, que busca alternativas de conservagdo em alimentos, diante da
suspeita que alguns conservantes sintéticos sao carcinogénicos. Pesquisas em relagdo a essas
propriedades de conservagdo que os O.E apresentam vém notoriamente enriquecendo a
importancia dos mesmos (KFOURY et al., 2015).

Na medicina os 6leos essenciais tem posicdo de destaque ja que alguns compostos
apresentam atividades anti-inflamatoérias (ZHOU et al., 2015) e carcinogénicas. Um exemplo
¢ o oleo de canela, que ¢ rico em eugenol, obtido a partir de Cinnamomum verum, ¢ um
exemplo importante da familia Lauraceae. Ele exibe potencial antimicrobiano e anti-
cancerigeno um dos desafios mais dificeis da quimioterapia ¢ o tratamento de crescimento de
células malignas levando ao cancer. Compostos presentes nas plantas, como por exemplo, o
taxol apresenta ser eficaz contra a proliferacdo de células cancerosas. Varios tipos de doencas
malignas, como: glioma, cancer de colon, cancer gastrico, tumor no figado humano, tumores
pulmonares, cancer de mama, leucemia tiveram uma diminui¢do significativa apds o
tratamento com 6leo essencial (RAUT & KARUPPAYII, 2014).

Um estudo realizado por Fauth e colaboradores, (2002) mostrou a eficiéncia dos 6leos
essenciais de Psidium guyanensis (Aragd azedo), Psidium pohlianum (Aragéd doce), Psidium
guajava (Aragd goiaba), Rosmarinus officinalis (Alecrim) e Lippia alba (Cidreira) em
associagdo com a cetamina que ¢ uma droga que possui propriedades especiais que fazem dela

0 Unico agente que serve como anestésico, sedativo, amnésico e analgésico. Essa associagdo
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permite uma indugdo maior na sedacdo, corroborando assim com a diminui¢cdo da droga e
minimizando os efeitos colaterais. A aromaterapia ¢ uma técnica que vem sendo utilizada no
tratamento na diminui¢ao do stress através da inalacdo dessas esséncias, como a lavanda que

mostrou uma eficacia no tratamento de pessoas com doengas com risco de infarto

(BIKMORADI et al., 2015).

2.6 Atividade Antimicrobiana dos Oleos Essenciais

Estudos que abordam propriedades antimicrobianas das plantas para producdo de
novos farmacos vém sendo cada vez mais impulsionados. Pois o surgimento de novas
bactérias e a resisténcia que algumas apresentam aos antibioticos, se fazem cadé vez mais
presente, principalmente em paises subdesenvolvidos (ESTANISLAU et al., 2001).

Nos anos 80 houve uma queda significativa na producao de antimicrobianos, porém, o
aumento de resisténcia dos microrganismos aos medicamentos tem crescido de forma
imensuravel, o fato que explicaria seria que estes organismos estdo cada vez mais aumentando
e desenvolvendo novas series mecanismos de resisténcia (ANTUNES et al., 2006).

Componentes lipidicos da membrana celular das bactérias sdo realmente importantes
para o seu funcionamento; na verdade, eles fornecem para membrana a func¢do de barreira e
desempenham um papel numa variedade de processos na cé¢lula (TROMBETTA et al., 2007 ).

A resisténcia microbiana e a busca por novas substancias que combatam esses micro-
organismos a partir de produtos naturais tem aumentado o interesse das industrias
farmacéuticas, principalmente por espécies de plantas utilizadas na medicina popular no
combate a doengas. As propriedades antimicrobianas de substancias presentes em extratos e
Oleos essenciais produzidos pelas plantas, como consequéncia do seu metabolismo
secundario, também sdo reconhecidas empiricamente ha séculos. Mas seus beneficios foram
comprovados cientificamente nos ultimos anos (AHMAD & BEG, 2001; BUR &
REINDERS, 2003; PEREIRA et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2010;).

As prospeccdes de estudos em relagdo & agdo antimicrobiana para derivados vegetais e
a possibilidade de sinergismos com drogas antimicrobianas convencionais tem sido
frequentemente avaliadas (BETONI et al., 2006). Sendo que a interagdo sinérgica para

associagdes de antibidticos com extratos de plantas medicinais sobre linhagens microbianas
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resistentes pode ser uma nova possibilidade para o tratamento de infec¢des, viabilizando o uso
de drogas antimicrobianas quando esta de forma isolada ndo apresentar-se eficaz sobre
determinadas linhagens bacterianas (KUMAR et al., 2009).

O uso associado dos antibidticos com as plantas medicinais ou seus subprodutos
podem atuar inibindo ou intensificando o efeito terapéutico dos medicamentos convencionais,
bem como nao interferir na resposta esperada (NASCIMENTO et al., 2000; OLIVEIRA et
al., 2006). Avangos nos estudos relacionados a combinacdo de produtos naturais aos de
plantas e drogas sintéticas sao limitados, contudo, os resultados apresentados sao muitas vezes
positivos (SILVA, 2010). Logo, a utilizacdo de agentes antimicrobianos naturais como 6leos
essenciais de plantas, vem a ser uma alternativa eficaz no controle de bactérias resistentes a
antibidticos, seja na inibicdo do microrganismo, seja na interagao sinérgica com oS
antibioticos (RIBEIRO et al., 2013).

As bactérias utilizadas como a gram-positiva Staphylococcus aureus é geralmente
encontrada na pele e mucosa de pessoas e animais, quando localizada na corrente sanguinea e
no trato respiratério pode causar infecgdes. Também ¢ responsavel por doengas como:
endocardite, meningite e abscessos musculares (NAIR et al., 2016). A Enterococcus faecalis
¢ uma bactéria gram-positiva que pode causar doengas principalmente no trato urinario
geralmente seu contagio se da por contato por individuo infectado (KAU et al.,2005). Ja a
bactéria gram-negativa Escherichia coli ¢ encontrada na flora intestinal de ser humanos e
animais quando em contato por outras vias como boca, por exemplo, pode causar diarréia e
infeccdes na urina (MINH et al., 2016). Acinetobacter baumanni é um agente gram- negativo
responsavel pela maior parte dos problemas de infec¢des hospitalares atualmente, pois o
mesmo apresenta genes de resisténcia diferentes dificultando assim o tratamento por

antibioticos (SADEGHI et al.,2016).

2.7 Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez (Lauraceae)

A familia Lauraceae ¢ constituida por 52 géneros e 2500 &4 3500 espécies distribuidas
amplamente nas regides tropicais e subtropicais do planeta. No Brasil ¢ representada por 23
géneros e aproximadamente 420 espécies. A Floresta Atlantica ¢ considerada como um dos

centros de diversidade para a familia. Do ponto de vista econdmico, as Lauraceas formam um
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importante grupo, pois muitas de suas espécies fornecem 6leos aromaticos e alcaldides usados
na perfumaria e na industria farmacéutica (SANTOS & ALVES, 2012).

A atividade antimicrobiana ¢ relatada na familia como ¢ o caso da Aniba riparina
(SOUSA et al., 2007). O potencial anti-inflamatério também ocorre em alguns compostos dos
Oleos essenciais da familia, exemplos dessa classe € Pleurothyrium cinereum e Ocotea
macrophylla (COY-BARRERA & CUCA-SUAREZ, 2011). A espécie Ocotea Duckei
apresentou eficacia no controle de doengas cardiovasculares (CHAVERRI et al., 2011).

Pesquisas direcionadas a espécies do género Ocotea tém comprovado que o mesmo
apresenta uma rica diversidade na mata atlantica. S0 comumente encontradas nessa unidade
fitogeografica, apresenta cerca de 350 espécies ¢ um dos maiores género da familia Lauraceae
no Neotropico. A lista de espécies da flora do Brasil consta que no estado do Parand
encontra-se 66 espécies de Lauraceae, distribuidas em 12 géneros (QUINET et al ., 2012). A
Ocotea ocorre no bioma Mata Atlantica e no bioma Cerrado (BROTTO & BAITTELO,
2012). O género pode ser encontrado no Pantanal do Mato Grosso do Sul como ¢ o caso da
Ocotea lancifolia que ¢ recorrente em matas ciliares. Plantas pertencentes ao género Ocotea
geralmente apresentam metabolitos secundarios das seguintes classes: alcaloides aporfinicos,
lignanas e neolignanas, benzopiranos, monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides,
algumas espécies pertencentes a este género sdo comumente empregadas na medicina
popular, atribuindo-se propriedades anti-reumaticas, depurativas, tonicas, estomaquicas e
contra abcessos (CAMARGO et al., 2013). Alguns alcaldides aporfindides comumente
encontrados no género Ocotea apresentam pronunciada bioatividade, como a nantenina
(bloqueador de contragdo muscular e translocacio de Ca®"), os derivados da nantenina,
(antagonista al-adrenoreceptor), a coclaurina (anti-HIV); a glaucina (citotoxica) (ZANIN et
al.,2011).

Conhecida popularmente por canela-amarela e canela-preta a Ocotea diospyrifolia
(Meisn.) Mez (Figura 2) ocorre nos estados de Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Minas
Gerais e Santa Catarina, sua altura média atinge 20 metros e seu didmetro ¢ de 60 cm. O
periodo de floragdo ¢ de novembro a dezembro e frutificacdo de abril a maio, possui flores
masculinas e femininas seu fruto ¢ uma baga globosa, em relacdo a apicola sdo amarelas e
perfumadas atraindo assim muitos insetos, possui grande interesse por parte da construgdo

civil (LORENZI, 1998). Nao ha relatos na literatura de trabalhos relacionada com o6leos
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essenciais. Um trabalho de 2013 realizado no pantanal sul mato grossense a mesma apontou

atividade acaricida dos extratos das folhas e galhos (DOS SANTOS et al., 2013).
Figura 2. Ocotea diospyrifolia (Lauraceae).

L Ladr s e g
FONTE: SANTOS, 2015.
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3. OBJETIVOS GERAIS

v' A presente pesquisa teve como ambito realizar a extragdo do 6leo essencial das folhas
e casas da Ocotea diospyrifolia e analisar sua composi¢ao quimica.

v" Uma vez que ndo ha relatos abordando o estudo do 6leo essencial em literatura.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Neste contexto, vista a importdncia das propriedades dos compostos presentes no
género Ocotea e a auséncia de relatos na literatura abordando estudos da composi¢do
quimica do 6leo essencial da espécie Ocotea diospyrifolia.

v' Teve-se como objetivo a avaliagdo da composi¢do quimica para o Oleo essencial
através de técnicas cromatograficas e determinagdo dos constituintes quimicos por
meio da determinag¢do do indice de retencao.

v' Também foram avaliadas as ag¢des dos Oleos essenciais em cepas bacterianas gram-
positivas e gram-negativas e avaliar a interacdo dos 6leos com os antibidticos a fim de

verificar um possivel efeito sinérgico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais e Reagentes

Os solventes e reagentes utilizados foram: acetato de etila (P.A.), agua destilada, éter
etilico (P.A.), hexano (P.A.), sulfato de so6dio anidro (P.A.), silica gel 60 para TLC
preparativa com UV 250 nm, vanilina (P.A), etanol (P.A) e 4cido sulfurico (P.A).

4.2 Coleta e Preparo do Material botanico

As amostras da espécie Ocotea diospyrifolia (Meisn.) Mez foram coletadas na zona
rural da regido do municipio de Japora — Mato Grosso do Sul no més de agosto de 2014 em
periodo vespertino, o material vegetal coletado foi encaminhado para identificagdo no
herbario DDMS da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), o nimero de
identificacdo da espécie € 3762, o reconhecimento da espécie coletada foi realizada pelo
botanico prof. Dr. Etenaldo Felipe da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS).

Tanto as folhas como as cascas (Figura 3) foram utilizadas frescas para extragao
realizadas no laboratério de quimica organica da Unidade universitaria de Navirai. O material

vegetal foi pesado para posterior calculo do rendimento.

Figura 3.(a) ?ascas e (b) folhas da Ocotea diospyrifolia utilizadas na hidrodestilagao.
5 + il o e -

(a) (b)

FONTE: SANTOS, 2015

4.2.1 Extracao do dleo essencial

Dos materiais vegetais coletados, as folhas e cascas foram pesadas e processadas para
extracdo dos 6leos essenciais por hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger acoplado a um

baldo de fundo redondo com capacidade de 5L por 6 horas como mostrado na Figura 4.
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O dleo essencial obtido na extracdo foi coletado com éter etilico, sendo posteriormente
evaporado & temperatura ambiente, a remoc¢do da dgua residual foi realizada utilizando sulfato
de sodio anidro. Os o6leos livres de umidade foram acondicionados e pesados em frascos
envoltos de papel aluminio e guardados sob a refrigeragdo de 4° C com a finalidade de
protegé-los de possiveis alteracdes que podem ocorrer caso O.E seja exposto 4 luz ou a

umidade durante um longo periodo.

Figura 4. Aparelho tipo Clevenger acoplado a um baldo de fundo redondo.

FONTE: SANTOS, 2015.

4.2.2 Cromatografia Gasosa (CG-DIC)

As andlises foram realizadas utilizando duas colunas capilares, uma coluna capilar
Zebron (30 m x 0,25 pm, 0,25 mm) 5% fenil com 95% de polidimetilsiloxano e outra de
100% de polietilenoglicol. O equipamento utilizado foi um cromatografo (HP-5890) a gés
com deteccao por ionizagao de chama (CG-DIC). As condigdes cromatograficas das analises
foram: injetor 250 °C, detector 250 °C, temperatura inicial de 60 °C com elevagao de 3 °C por
minuto e final de 248 °C. O tratamento dos dados foi realizado por meio do software da
N2000 da ChromatoStation. O gas de arraste utilizado foi N, (1.2 mL min™) com grau de

pureza 5.0, H, (30 mL min™) e ar sintético (300 mL min™) para formacdo da chama. Para
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inje¢do das amostras no equipamento a mesma foi preparada utilizando-se uma aliquota 2 pL

do 6leo essencial diluindo-se em 150 pL de acetato de etila e injetados 3 pL no equipamento.
4.2.3 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

Na realizagdo da CCD usaram-se placas de alumina-silica (Macherey-Nagel 250 UV)
tanto para as cascas e folhas. O 6leo essencial foi diluida em 50 uL de Acetato de etila e
aplicado nas placas com o auxilio de um capilar. Posteriormente, as placas foram levadas a
cubas cromatograficas, contendo como fase movel uma mistura de hexano e acetato de etila
em diferentes propor¢des: 90:10 ; 85:15 e 80:20. Decorrida a eluicao das placas a visualizacao
dos compostos foi verificada pela irradiagdo da luz ultravioleta no comprimento de onda 254
nanometro (nm), seguida da pulverizacdo com uma solucdo de vanilina na propor¢ao de 90%
etanol e 10% &cido sulfurico para um grama de vanilina e levado para secagem em chapa

aquecedora.
4.2.4 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa

Para as andlises cromatograficas em camada delgada preparativa (CCDP) foram
empregadas placas de vidro de 20 X 20 cm, e como fase estaciondria, silica gel para TLC
preparativa Macherey-Nagel com refletancia para luz ultravioleta 254 nanometros. Para cada
placa foi utilizado 15 gramas de silica dissolvida em 30 mL de dgua destilada, posteriormente
foram levadas para a secagem em estufa por 24 horas 4 uma temperatura constante 80 °C as
placas foram preparadas no laboratério de organica seguindo a metodologia de preparo de
placas de Collins e colaboradores, (2011) Com o auxilio de um capilar em cada placa foi
aplicado 100 pL de 6leo essencial. A revelagdo das cromatoplacas foi realizada em camera
com radiagdo ultravioleta de 254 (nm) e posteriormente com solu¢do de vanilina como
referido no subitem 4.2.3. As regides de silica contendo as subfragdes foram retiradas das
placas e as amostras solubilizadas em acetato de etila. Foi possivel obter 5 fragdes da folha e 8
da casca. Cada mistura foi filtrada e o solvente evaporado em rota-evaporador. As analises

para verificar se houve o isolamento de algum composto foi realizado em CG-DIC.
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4.2.5 Cromatografia Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

A amostra de dleo foi submetida a analise qualitativa por cromatografia gasosa
acoplada 4 espectrometria de massas (CG-EM) para identificagdo dos compostos. O
cromatografo utilizado foi um Thermo Finigan, equipado com coluna capilar HP-5ms (30 m;
0,25 mm; 0,25 mm). As condi¢des cromatograficas foram: injetor 250 °C, detector, 280 °C,
linha de transferéncia 250 °C, vazdo do gas de arraste 1 mL min™ (He) com grau de pureza
5.0, split 1:10. A rampa cromatografica foi de 60 °C — 3 °C/min 240 °C. A identificagdo
dos picos foi realizada através do uso da biblioteca Nist do equipamento e através do indice
de retengdo determinado pelo uso de uma solucdo homologa de hidrocarbonetos C7-Cj. As

amostras foram diluidas em cloroférmio/acetato de etila (CHCI3/AcEt) e 3 uL injetados.
4.2.6 Calculo do Indice de Retengiio

No calculo utilizou-se a determinacao do indice de retencao, conforme a Equagdo 1 e
comparados ao indice de retencdo tabelado. O padrido de referéncia empregado foi uma série

homologa de hidrocarbonetos C; e Csy. Usando a seguinte equagao:

(trl — £r2)

IR =100.n+ 100 ———— ~
tr3d — tri Equacao 1

Onde:

n: numero de carbonos do alcanos eluidos antes do pico de analise.
tr;: tempo de retengdo do pico de analise.

tr;: tempo de retencdo do alcanos eluidos antes do pico de andlise.

tr3: tempo de retencdo do alcanos eluidos depois do pico de andlise.

4.2.7 Teste de Sensibilidade Antimicrobiano

O teste seguiu os parametros da Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests,
2003. Foi preparado uma suspensao das cepas bacterianas a ser estudadas em solugdo salina

(NaCl 0,9%) para obter aproximadamente 1,5 x 10* UFC mL (escala de Mc Farland). Em
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seguida pressionou-se o swab (haste de algoddo) contra a parede do tubo para retirar o
excesso e distribuir o in6culo sobre a superficie do meio de cultura. Foi utilizado como
controle padrdao um disco de antibidtico cloranfenicol (30pg). Em cada placa de petri foi
colocado um disco de papel (6 mm) absorvente e impregnado duas concentragdes diferentes,
sendo uma de 1 puL e outra de 5ul. de 6leo essencial a ser estudado. As andlises foram
realizadas em duplicatas, e posteriormente efetuadas a média dos halos apresentados. Foram
preparadas placas de petri contendo 20 mL de adgar Miiller-Hinton como meio de cultura base.
As placas foram incubadas em estufa a 35 °C por 24 horas. Apds este periodo, realizou-se a
analise dos resultados através da observagdo e medida dos halos de inibicdo, através de
paquimetro digital considerou-se com atividade antibacteriana o 6leo que apresentou halo de
inibicao igual ou superior a 10 mm (TRAJANO et al., 2009).

As cepas bacterianas analisadas foram: Escherichia coli (ATCC SP 11229)
Enterococcus faecalis (ATCC SP 19433) e Staphylococcus aureus (ATCC SP 25923). O teste
com essas estirpes bacterianas foram realizadas na UEMS campus Navirai

O teste realizado com bactéria gram-negativa a Acinetobacter baumannii produtora de
carbapenemase, portadora do gene de resisténcia bla,,,.»; isolada de processo clinico humano
foi caracterizada previamente no Laboratdrio de Microbiologia da UFGD. Os 6leos das cascas
e folhas foram testados pelo método de disco difusdo em agar segundo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013), com adaptacdes de Habbal e colaboradores,
(2011).

4.2.8 Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

O teste de Concentracdo Inibitéria 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 solucdo salina com turvagao correspondente a 1 x 10° UFC/mL. Primeiramente
os 0leos foram diluidos em dgua destilada estéril no qual foi possivel obter a concentracao de
16%. Considerando para essas dilui¢des a densidade das substancias igual a 0,9 g/mL. Apos

este procedimento os mesmos foram adicionados em tubos de vidro estéril: 0,8 mL do 6leo,
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0,05 mL de Tween 80% e 4,2 mL de 4dgua destilada estéril e agitados por 5 minutos obtendo-
se a concentragdo de 16% que corresponde a 144 mg. mL.

Individualmente nos pocos das placas de microdiluicdo adicionaram-se 100 pL de
caldo Miiller-Hinton seguidamente inseriu-se 100 pL das emulsdes dos 6leos para adquirir a
concentragdo inicial que foi de 8% (72 mg. mL) para a primeira linha da placa de
microdilui¢do. Para obtencdo das concentragdes seguintes dos 6leos foram realizadas a partir
da dilui¢do seriada na propria placa, partindo-se da concentragdo inicial de 8% até 0,0625%,
pela transferéncia de 100 pL ao poco sucessor, para ultima linha retirou-se 100 pL do
contetido de forma a coincidir com os volumes de todos os pocos. Todos os testes foram
realizados em duplicata.

O controle de toxicidade foi realizado com Tween 80%, a concentragdo utilizada a
emulsdo, a fim de averiguar se 0 mesmo nado apresentaria atividade inibitdria para a bactéria, a
esterilidade do 6leo foi verificada juntamente com o mesmo 6leo mais o meio de cultura, de
maneira que o mesmo fosse o controle positivo, a suspensdo bacteriana em solugdo salina
com turvagao 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¢do indicadora de resazurina sédica 0,01%. Apds a
incubacdo foram adicionados 30 pL 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
determina¢do da CIM foi considerada como positiva para os orificios que apresentaram
coloragdo azul indicando auséncia de crescimento visivel e negativa os de coloracdo vermelha

significando a presenca de células viaveis (PESSOA et al., 2005).

4.2.9 Teste de Sinergismo Utilizando o Método Time-kill

Técnica de difusdo em meio sélido: primeiramente foi realizado o teste de interagao
dos oleos com antibiodticos disponiveis comercialmente para verificar possiveis sinergismos
através da técnica de difusdo em meio solido 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
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microdilui¢do seguindo-se as diretrizes estabelecidas pelo Laboratory Standards Institute
(CLSI).

A confirmacao da microdilui¢ao foi realizada através da contagem bacteriana durante
o periodo de incubagdo que foi monitorada paralelamente em quatro tubos de ensaio contendo
inicialmente apenas a bactéria (1 x 10* UFC mL™); No segundo tubo de ensaio continha a
bactéria em uma concentragdo sub-inibitoria de antibidticos que evidenciou um efeito
sinérgico em combinagdo com 6xido de etileno; No terceiro tubo possuia a bactéria em uma
concentracdo sub-inibitdria do oOleo essencial que evidenciou um efeito sinérgico em
combinagdo com o antibidtico (AB); E no quarto tubo continha a bactéria em uma
concentragdo sub-inibitoria de antibidtico 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 ap6s 0, 4, 8, 12 e 24 h de incubagdo, espalhando
dilui¢des apropriadas em 4gar de Muller Hinton (limite de detecgdo foi de 10> UFC.mL™"). As
placas foram incubadas a 37 °C e logo apds as colonias bacterianas foram contadas. Os
resultados das experiéncias foram realizados em triplicata.

A interacao ¢ considerada como sendo eficaz e sinérgica, se a contagem de bactérias
de partida (UFC.mL™") diminuiu apos 24 h de incubagio por >2 log para o 6leo essencial e
antibiotico em combinagdo (KNEZEVIC et al., 2013). Os antibidticos utilizados em
associacdo aos Oleos essenciais perante a bactéria A. baumannii foram: imipenem,

piperacilina/tazobactam, ciprofloxacina, amicacina, polimixina B.
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5.  RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracao do Oleo Essencial

O material proveniente da matriz foliar totalizou um peso bruto de 518,85 gramas,
possibilitando a extragdo total de 12,03 gramas de 6leo essencial, resultando dessa maneira
em um rendimento de 2,31%. Das cascas o total de material bruto extraido foi de 438,52
gramas, totalizando uma quantia de 0,97 gramas de 6leo com um rendimento de 0,22%.
Comparando estes resultados de rendimento com um trabalho realizado por PRIETO, (2010)
com as folhas de duas plantas do mesmo género a Ocotea longifolia apresentou um
rendimento superior a 0,2% e a Ocotea macrophylla uma porcentagem de rendimento inferior
a 0,1%. Podemos evidenciar assim que o rendimento da O. diospyrifolia foi superior aos
parametros de rendimento de plantas deste gémero. As Figuras 5 (a) folhas e (b) cascas
mostram 0s Oleos essenciais oriundos da extragdo. O rendimento pode ser afetado por
diversos fatores como: poluicao atmosférica, tipo de solo, época de coleta e forma de extracao

(SILVA FILHO & RODRIGUES, 2012).

Figura 5. Oleos essenciais (a) folhas e (b) cascas. _

(a) (b)

FONTE: SANTOS, 2015.

5.2 Cromatografia Gasosa (CG-DIC)

Com o intuito de verificar uma melhor separacdo dos compostos presentes tanto no

6leo das cascas como no das folhas foi realizada a cromatografia gasosa de ionizagdo em
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chama em diferentes colunas capilares a fim de estabelecer qual apresenta melhor afinidade
com o 6leo essencial analisado. Foi testada uma de 100% polietilenoglicol (30 m x 0,25 um,
0,25 mm, zebron) e outra com 5% fenil e 95% polidimetilsiloxano (30 m x 0,25 um, 0,25
mm, zebron), sendo que esta ultima coluna apresentou resultados satisfatorios, uma vez que
comparando os cromatogramas obtidos das duas colunas, pode-se observar uma melhor
separagdo dos constituintes, em virtude das caracteristicas estruturais dos hidrocarbonetos das
amostras apresentarem polaridades que permitem uma melhor interagdo com esta coluna.
Uma vez observada essa interacao pode-se estabelecer a melhor coluna para as analises em
CG-EM. Os cromatogramas CG-DIC nas Figuras 6 e 7 mostram essa separagdo dos
compostos para o 6leo das cascas e folhas.

Figura 6. Cromatograma obtido por CG-DIC para o 6leo das cascas da Ocotea diospyrifolia
em coluna 5% fenil e 95% de polidimetilsiloxano.
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Figura 7.Cromatografia obtido por CG-DIC para o 6leo das folhas da O. diospyrifolia em
coluna 5% fenil e 95% de polidimetilsiloxano.
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No cromatograma para o 6leo da casca da Ocotea diospyrifolia foi verificado um

maior numero de compostos em sua composicdo quimica quando comparado ao o6leo
essencial das folhas. E possivel avaliar na (Figura 6) que tanto os compostos mais volateis aos
menos volateis obtiveram uma melhor separagdao. No cromatograma (Figura 7) pode ser
observada uma eluigdo maior por parte de compostos sesquiterpenos, ou seja, constituintes

menos volateis que apresentam em sua estrutura uma conformacao de até quinze carbonos.

5.3 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

Na analise via CCD para o 6leo das cascas e folhas (Figuras 8 e 9) foi avaliado que o
melhor perfil de separagdo dos compostos das diferentes propor¢des da mistura de solventes
da fase movel, foi em 85:15 (hexano/acetato de etila) para as folhas, conforme pode ser
visualizada na Figura 8(c). As cascas tiveram uma melhor eluicdo na propor¢ao 90:10
(hexano/acetato de etila) como ¢ observado na Figura 9(c) .

Figura 8. Perfil cromatografico das folhas via CCD com diferentes propor¢des de fase movel
(hexano/acetato de etila): (a) 90:10 ; (b) 80:20 e (c) 85:15.

(b)
FONTE: SANTOS, 2015
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Figura 9. Perfil de separagdo das cascas via CDD com proporg¢des diferentes (hexano /acetato
de etila): (a) 85:15; (b) 80:20 e (c) 90:10.

(b)
FONTE: SANTOS, 2015.

A investigacdo preliminar da constitui¢do quimica da amostra permitiu, a partir do
bom resultado da referida condi¢do experimental, a realizacdo da andlise cromatografica em
placa preparativa, a fim de isolar principios ativos. O método de cromatografia em camada
delgada preparativa foi empregado para a separagdo dos compostos para realizagdo do
fracionamento e isolamento de constituintes puros, porém nenhum composto foi passivel de

isolamento.

5.4 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e

determinacio do indice de retencio (IR)

O GC-EM ¢ uma ferramenta de estudos muito importante para a elucidagdo estrutural
de compostos organicos tendo em vista identifica-16s (ANGNES, 2005). A Figura 10 mostra o
perfil cromatografico adquirido para o 6leo essencial das folhas obtido por CG-EM, um total

de 25 compostos foram possiveis de identificagdo e comparados ao indice de retengdo

(MUHLEN, 2009).
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Figura 10. Cromatograma de ions totais obtidos por CG-EM para o 6leo das folhas da
O.diospyrifolia
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Na Tabela 3 estido relacionados os constituintes identificados com seus indices de

retencao calculados e comparados com a literatura (ADAMS, 2007).

Tabela 3. Relagao dos compostos identificados para o O.E da folha com indice de retencao e
suas respectivas concentracdes no CG-EM e CG-DIC comparados com a literatura
ADAMS,2007.

Indicacio Constituintes Tr | CG-EM (%) | CG-DIC (%) | IR [ IR ™

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
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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 I-metiletilideno 29,35 1,27 1,17 1422 N
11 S — chamigreno 30,27 1,27 0,48 1470 1476
12 o. — cariofileno 30,39 1,53 0,19 1450 1464
13 Germacreno D 31,47 5,72 5,38 1476 1484
14 S — 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

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 35,92 1,08 0,14 1588 1592

22 a — copaen-11-ol 37,65 0,65 0,29 1534 1539

23 Alloaromadendreno | 38,36 1,82 0,45 1634 1639
epoxido

24 Ledeno oxido- (II) | 42,39 1,52 0,36 1764 N

25 3- deoxi 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 ©®: [ndice de retencdo calculado. IR ™ Indice de retencdo da literatura ADAMS, 2007. N: Néo encontrado

na literatura. Tr: Tempo de retengéo.

Alguns dos compostos majoritarios encontrados na folha quando isolados possuem um
grande interesse de pesquisa como ¢ o caso do espatulenol (21,79%), este pode de influir no

aroma de muitos 6leos de interesse comercial para a induastria de perfumes possui propriedade
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antibacteriana (ALCANTARA et al., 2010). Um estudo realizado por (LI et al., 2014)
mostrou a eficacia do f-elemeno (12,40%) na diminuicdo de células tumorais do cancer de
pulmao, mas também algumas evidéncias sugere que este novo medicamento anti-cancer trata
eficazmente varios carcinomas, tais como: glioblastoma, do figado, da laringe e carcinoma do
ovario. Houve também um menor efeito secunddrio quando comparado com outras drogas
utilizadas no tratamento de cancer. O germacreno D (5,72%) que apresenta efeitos
relativamente altos sobre o comportamento de insetos e os genes que codificam enzimas que
produzem este composto vem despertando grande interesse no estudo das interacdes planta-
inseto em uma série de abordagens biotecnologicas para controle de pragas (PROSSER et al.,
2004).

A avaliacdo da composicdo quimica do O.E das folhas por CG-EM permitiu a
constatacdo de vinte e seis compostos dentre eles a presenca de dois monoterpenos o a-
pineno e - pineno que juntos perfazem cerca de 1, 49%, que sdo comuns ao género como ja
reportado em um estudo da composi¢do quimica da Ocotea duckei por Barbosa—Filho e
colaboradores, (2008). O total de monoterpenos oxigenados foi de (0,28%).

Contudo a presenca de hidrocarbonetos sesquiterpénicos foi predominante (47,86%), a
ocorréncia de compostos desta classe em Oleos essenciais extraidos principalmente das folhas
estd de acordo com dados da literatura para plantas deste género (COUTINHO et al., 2007;
BALABENI et al., 2007). Os sesquiterpenos oxigenados totalizaram 29,01%, com
predominancia do constituinte espatulenol (21,79%) o mesmo apresentou uma concentracao
maior em outra planta do mesmo género Ocotea nectandrafolia (ARAUJO et al., 2001;
RAGGI et al., 2008).

O cromatograma de ions totais para o 6leo das cascas (Figura 11) mostra os principais
compostos encontrados com seus respectivos indices de retencdo calculados com os

tabelados.
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Figura 11.Cromatograma de ions totais obtidos por CG-EM para o 6leo essencial das cascas
da O. diospyrifolia.
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A Tabela 4 mostra os indices de retencdo calculados para as cascas comparados com

os da literatura ADAMS , 2007 respectivamente com a concentragao de seus compostos.

Tabela 4.Relacdo dos compostos identificados para o O.E da casca com o indice de reten¢ao
e suas respectivas concentragdes no CG-EM e CG-DIC.

Indicacdo Constituintes Tr | CG-EM (%) | CG-DIC (%) | IR [ IR T

numérica

Hidrocarbonetos sesquiterpénicos
1 0 — elemeno 25,28 1,27 1,10 1330 1335
2 o — cubebeno 25,78 3,78 1,81 1341 1345
3 o — bulneseno 26,58 1,56 0,77 1360 1509
4 o — copaeno 27,00 8,01 2,79 1369 1374
5 S — elemeno 27,62 4,18 2,15 1384 1389
6 [ — cariofileno 28,82 1,01 0,74 1412 1408
7 S - sesquifelandreno 29,28 2,26 1,70 1423 N
8 allo — romadendreno | 29,61 2,60 0,80 1431 1458
9 o — humuleno 30,33 2,62 5,77 1448 1452
10 7 — muuruleno 31,17 3,40 4,40 1469 N
11 S — cubebeno 31,39 2,68 0,93 1482 1387
12 o — selineno 31,71 2,28 3,76 1482 1498
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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)-dieno | 33,82 4,64 1,27 1535 N
16 Elixeno 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 7- Cadinol 37,73 2,80 0,87 1636 1638
24 a — Cadinol 38,23 3,76 0,73 1650 1652
25 S — guaiaeno 38,59 1,23 0,53 1659 1502
26 Juniper canfora 39,29 0,74 0,72 1678 N
27 Ledeno oxido 41,89 0,63 0,24 1750 N
28 Oxido allo 42,19 0,56 1,46 1758 N
aromadendreno
Total 87,83 53,5

IR“D: Indices de retencio calculado. IR ™ Indice de retengdo da literatura ADAMS, 2007. N: Nio encontrado

na literatura. Tr: Tempo de retengdo.

A avaliacao do O.E das cascas permitiu constatacdo de 28 compostos, nao ocorreu a
presenga de hidrocarbonetos monoterpenos. A presenca de compostos hidrocarbonetos
sesquiterpenos foi superior, em uma concentracdo total de 59,08% dentre eles os constituintes
majoritarios a - copaeno (8,01%) e y - cadineno (8,51%) pesquisas recentes sobre estes dois
compostos apresentam como funcao principal a defesa contra insetos invasores sendo que em
periodos de infestagdo estes constituintes sdo liberados em maior concentragdo (SAAD et
al.,2015).

A concentracdo de sesquiterpenos oxigenados resultou em um total de 28,75% dentre
os compostos o cubenol apresentou ser predominante cerca de (6,46%) ¢ citado em um estudo

por Jiangseubchatveera e colaboradores, (2015), como detentor de atividade contra células
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tumorais de pulmao. f - cariofileno ¢ reportado em diversos 6leos essenciais por apresentar
um forte aroma e possuir uma diversidade de atividades bioldgicas que podem ser aplicadas
como: anti-inflamatérias (FERNANDES et al., 2007; PASSOS et al., 2007), antialérgicas
(GHELARDINI et al., 2001), anestésica local (COSTA et al., 2000), antifungica (ZHENG et
al., 1992) e anticarcinogénica (CHINOU et al., 1996).

O perfil quimico das cascas reforca a predomindncia de compostos sesquiterpenos
estes resultados quando comparados com os da literatura que relata que plantas da familia
Lauraceae apresentam essa caracteristica de compostos dessa classe (ALCANTARA et al.,
2010; CICCIO & CHAVERRI, 2008 ). Compostos como o-copaeno que mostrou ser um dos
constituintes principais ja fora relatado em outra planta do género a Ocotea brenesii estudada
por CICCIO & CHAVERRI, (2005) como constituinte majoritario. Foi observado que os
compostos encontrados nas cascas como: S - cubebeno, a - cadinol, f - selineno, globulol e f -
cariofileno conferem com o O.E extraido da matriz foliar da Ocotea gomezzi (CHAVERRI et
al.,2011) .

A técnica de identificagdo CG-EM quando utilizada em 6leos essenciais, pode ocorrer
um problema devido ao fato que a identificagdo de terpenos € complexa, pois 0s mesmos
apresentam espectros de massas semelhantes especialmente os sesquiterpenos e muitas co-
eluigdes, podem ocorrer, prejudicando desta maneira a correta identificagdo e o processo de
quantificagdo, fato este explicaria a razao de alguns indices de retencao tabelados e calculados

quando comparados nao serem semelhantes (NEGREIROS, 2014).

5.5 Analise das fracgoes

As fragdes obtidas para as folhas e cascas foram analisadas primeiramente por CG-
DIC para verificar se ocorreu o isolamento de algum composto e seu grau de pureza.
Entretando observou-se que todas estava com dois oi mais constituintes em em grande
intensidade o que dificultaria sua identificagdo por outras técnicas espectroscopicas.
Consequentemente as fracoes foram escaminhadas para as andlises em CG-EM para avaliagao
da composi¢ao quimica (Figuras 12 e 13). Foi possivel obter das cascas um total de 8 fracdes
e para as folhas um total de 5. As Tabelas 5 e 6 mostram os compostos majoritarios de cada

fracdo analisada.
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Tabela 5. Compostos majoritarios para as fracdes das folhas analisadas por CG-EM.

Fragdes da | Composto Tr IR © IR ™ | Peso (gr) | CG-EM (%)
folha

1 p -elemeno | 27.33 1377 1389 31,74

7 - elemeno 31.57 1478 N 1,67 9,96
Espatulenol | 34.86 1561 1577 13,88

2 Espatulenol | 34.74 1557 1577 1,55 38,13

3 Widdrol 33.31 1589 1599 3,62
Palustrol 34.39 1549 1567 3,96

Oxido de 1,82

cariofileno | 34.86 1561 1582 10,26

4 Elemol 33.65 1531 1548 3,03
Globulol 35.07 1567 1590 8,23

Ledol 35.40 1575 1602 11,40

Espatulenol | 34.78 1559 1577 1,53 23,25

Juniper 37.84 1639 N 11,49

canfora

5 Espatulenol | 34,48 1556 1577 5,35
Globulol 35,05 1566 1590 1,52 27,15

o - cadinol 37,71 1636 1652 14,27

TR. Tempo de retengdo. IR <l indice de retencdo calculado. IR ™: indice de retencdo da literatura ADAMS,2007.
Peso(gr): Peso de cada fragdo obtida.

Figura 13. Cromatogramas obtidos por CG-EM para as fragdes das cascas.
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Tabela 6. Compostos majoritarios para as fragdes das cascas analisadas por CG-EM.
Fragdes da Composto Tr |IR* IR™ | Peso(gr) | CG-EM (%)
casca
1 Copaeno 26,58 | 1360 1374 7,65
p - elemeno 27,22 | 1374 1389 9,58
[ - chamigreno | 29,72 | 1434 1476 0,09 2,09
muuroleno 30,75 | 1456 1478 7,47
Calameneno 32,57 | 1503 1491 1,71
2 Espatulenol 34,68 | 1556 1577 0,09 8,49
3 Tetradecanal 36,25 | 1596 | 1611 0,07 10,22
Cubenol 37,19 | 1622 | 1645 5,92
4 Cubenol 37,36 | 1621 1645 0,03 7,01
5 Widdrol 33.30 | 1521 1599 9,15
Elixeno 35,13 | 1568 N 0,09 7,48
Cubenol 36.69 | 1608 1645 29,99
6 Espatulenol 34,76 | 1559 1577 16,46
Ledol 35,39 | 1575 1602 0,04 9,90
Cubenol 36,70 | 1608 1645 17,64
o -cadinol | 37,35 | 1626 1652 14,74
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7 Elemol 33,65 | 1530 1548 34,04
Espatulenol | 34,75 | 1559 1577 0,12 9,20
a- cadinol 37,81 | 1638 1652 16,51
8 Globulol 35,02 | 1565 1590 15,77
a- cadinol 37,71 | 1636 1652 0,10 19,23

TR: Tempo de retengdo. IR “*: indice de retengdo calculado. IR ™: indice de retengdo da literatura ADAMS ,

2007. Peso(gr): Peso de cada fragdo obtida.

As Tabelas 5 e 6 mostram as composi¢des quimicas determinadas para as fracdes dos
0leos das cascas e folhas. Foi possivel verificar que ndo houve diferenca na composi¢ao
quando comparada ao Oleo bruto inicialmente analisado. Entretanto, alguns compostos
quimicos se destacam em relagdo ao seu percentual tanto para as fracdes das cascas como para
folhas. Estes sdo o f - elemeno, estatulenol, cariofileno, Globulol, Ledol, Espatulenol,
Juniper, Widdrol, Cubenol, Elemol e a - cadinol. Outros compostos que foram observados nas
fragdes da folha mas que ndo foi quantificados no dleo foram os sesquiterpenos oxigenados
ledol, palustrol (DAMPC & LUCZKIEWICZ, 2013) e globulol, sendo que este ultimo foi
possivel verifica-lo somente na casca.

Na andlise das cascas foi verificado a presenga de dois compostos que ndo haviam
sido descritos no 6leo essencial como o aldeido tetradecanol (PIRES et al., 2013) e o elemol

(VELOSO et al., 2012; BHATIA et al.,2008).

5.6 Teste de Sensibilidade Antimicrobiano

Os 6leos essenciais vém sendo amplamente estudados em relagdo a suas propriedades
antibacterianas e antifingicas, tendo em vista a essas caracteristicas, a avaliagdo por parte do
teste antimicrobiano mostra-se de grande importancia no estudo destes (GEROMINI et al.,
2012). O ensaio realizado para avaliar a inibigdo do crescimento de trés bactérias foi do
American Type Culture Collection (ATCC) sendo uma gram-negativa a Escherichia coli
(ATCC SP 11229) e outras duas gram-positivas Enterococcus faecalis (ATCC SP 19433) e a
Staphylococcus aureus (ATCC SP 2592), frente ao dleo essencial da O. diospyrifolia. Os
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testes foram realizados tanto para cascas e folhas em comparagdo ao padrao de cloranfenicol.
Os resultados s@o dispostos na Tabela 7.

Tabela 7.Valores do halo de inibi¢do (mm) nas trés bactérias analisadas frente ao 6leo da O.
diospyrifolia (5 pL) contra ao padrao de cloranfenicol. (n=3)

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

(-) Nao apresentou halo de inibigdo. + desvio padrao.

Somente a quantidade de 5 pL. do dleo foi significativa para os testes comprovando a
acdo antimicrobiana corroborando assim com o potencial de uso dessa planta como agente
antibacteriano em bactérias gram-positivas. Os resultados obtidos mostraram uma eficacia
frente as duas bactérias gram-positivas tanto para o 6leo das folhas como para as cascas.
Alguns fatores como sazonalidade e tipo de extracdo podem intervir na composi¢do quimica
(SIANTI et al., 2012), um fator preponderante no desempenho do O.E estd na diferenca da
estrutura das bactérias gram-negativas e gram-positivas e assim bem como no desempenho da
acdo inibitdria contra esses microrganismos.

Os compostos a - pineno, S - pineno, espatulenol e germacreno-D identificados no
6leo da folha e f - cariofileno e espatulenol presentes no 6leo da casca apresentam atividade
antimicrobiana significativa frente a S. aureus (COSTANTIN ef al., 2001). Um trabalho sobre
o oleo essencial da Ocotea quixos (Lauraceae) realizado por Bruni e colaboradores, (2004) a
mesma mostrou ser eficaz na inibi¢do de crescimento tanto nas bactérias gram-positivas
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis e gram-negativa Escherichia coli. Um estudo
realizado por Zhang e colaboradores, (2015) sobre o 6leo essencial da canela utilizada como
especiaria pertencente & familia Lauraceae, mostrou que E. coli exerce uma maior resisténcia
do que a S. aureus. Isso ocorre, provavelmente, devido &s diferencas estruturais na membrana
exterior das bactérias. As bactérias gram-negativas (E. coli) possuem uma camada espessa de
lipopolissacarido da membrana externa que cobre a parede celular. Esta estrutura mostra ser

mais resistente a substancia hidrofobicas no caso o O.E, em comparacdo com as gram-
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positivas S. aureus, que possuem uma unica camada de peptidoglicano. Esse fato explicaria a

atividade apenas para os agentes gram-positivos testados.

5.7 Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A Concentragdo Inibitéria Minima apresentada pelo 6leo essencial da casca foi de
36000 pg/mL frente a bactéria Acinetobacter baumannii. A literatura descreve que os 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 ¢
considerado com atividade fraca (SARTORATTO et al., 2004; KUETE et al., 2010;).

Acredita-se que essa fraca atividade seja atribuida a alguns compostos encontrados no
O.E da casca como o a-copaeno (8,01%) (ALVES et al., 2013), o mesmo pode ser encontrado
no O.E dos frutos da Pterodon emarginatus (Fabaceae) este constituinte ¢ detentor de
atividade antifingica e antibacteriana tanto em microrganismos gram-negativos € gram-
positivos (GUIL-GUERRERO et al., 2016). O a - cubenol (3,76%) ¢ reconhecido como
citotoxico e, portanto, explicaria a atividade antimicrobiana notada em um estudo sobre a
Campomanesia xanthocarpa Berg, popularmente conhecida como guavirova, pertencente a
familia Myrtaceae utilizando o teste CIM (CAPELETTO et al., 2015).

Um trabalho realizado por RAGGI, (2008) com espécies do mesmo género como a
Ocotea nectrandafolia e Ocotea puberula que possui uma composicdo quimica semelhante a
da planta estudada neste trabalho apresentaram atividade antimicrobiana contra S.aureas e
Pseudomonas aeruginosa. Dados literarios constam que plantas da familia lauraceae como a
Cinnamomum filipedicellatum apresentam atividade moderada frente 4s bactérias Gram+ e
Gram- (RAMESHKUMAR et al., 2006). Assim como a Cinnamomum chemungianum que
apresenta moderada atividade frente as bactérias S. aureus, Salmonella typhi, E. coli e

Klebsiella pneumoniae (BASKARAN & EBBIE , 2008).

5.8 Sinergismo Entre Oleo Essencial e Antibi6tico pelo Método Time-kill

O teste inicial de sinergismo entre os Oleos e antibidticos pela técnica de difusdo em
meio solido utilizando discos de papel filtro. Pode ser observado na Tabela 8. Os antibidticos

(AB) empregados no estudo foram: Imipenem, piperacilina/tazobactam, ciprofloxacina,
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amicacina, polimixina B com a bactéria gram-negativa Acinetobacter baumannii portadora do
gene de resisténcia bla,y, 23.

Tabela 8. Associacdo 6leo essencial da Ocotea diospyrifolia e antibidticos e a bactéria
Acinetobacter baumannii .

O.E.da O. Antibidticos
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, POLB: polimixina B.

Foi considerado a ocorréncia de sinergismo entre o 6leo da casca com os antibioticos
imipenem (IPM) apresentando um halo de inibi¢cdo de 4 mm e com POLB com 3 mm. A folha
apresentou resultados indiferentes, ou seja, nenhum efeito relevante. Este resultado mostra-se
promissor quando observamos dados na literatura que relatam uma maior eficiéncia de
sinergismo no controle de bactérias gram-positivas como ¢ caso da S.aureus do que em
bactérias gram-negativas E.coli (RIBEIRO et al., 2013).

Perante a estes resultados preliminares foi realizado o teste de confirmacao de
sinergismo somente com o 0leo da casca ja que mesmo mostrou-se eficiente. Utilizando-se o
ensaio Time-kill ou curva de sobrevivéncia bacteriana no qual foi utilizada técnica de
microdilui¢do seguindo-se as diretrizes estabelecidas pelo CLSI. Nas Figuras 14 e 15, sao
observados os perfis de redugdo. O resultado utilizando o antibidtico imipenem em associagao
com O.E da casca O. diospyrifolia mostrou uma reducao do crescimento em oito horas da
bactéria A. baumannii. Quando comparamos a a¢ao do antibidtico sozinho juntamente com a
bactéria temos uma reducdo de crescimento bacteriano em 24 horas dessa maneira podemos
afirmar que houve agao sinérgica do 6leo essencial mais o antibiotico imipenem.

A associagao do antibidtico polimixina B (POL) com o 6leo possibilitou uma redugao
do crescimento bacteriano em quatro horas, o efeito antibidtico sozinho no controle da
bactéria ndo se mostrou tdo eficaz, diante deste resultado podemos constatar a agao sinérgica.
Em relagdo 4 utilizagdo do antibidtico polimixina B ¢ devido o mesmo ser utilizado no
tratamento contra a bactéria, porém a sua reducao no crescimento bacteriano ¢ baixo e muitas
vezes pode ndo apresentar efeito no combate de crescimento do microrganismo 4. baumannii,

j& que a mesma apresenta genes de resisténcia diferentes e dependendo do gene o antibidtico
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ndo surti efeito, drogas anteriormente rejeitadas como a propria POL estdo novamente sendo
colocadas em uso em combinacdo com o6leo essencial (BOUCHER et al., 2009 ).

Figura 14. Curvas de sobrevivéncia adquiridas para a bactéria Acinetobacter baumannii

contra o 6leo da casca da O. diospyrifolia (4) x IPM durante o periodo de 24 horas. Com
interagcdo do 6leo essencial e o antibidtico Imipenem.

A. baumannii
0. diospyrifolia casca (4) X IPM

10

8 I

: E‘ :“-\_.7.& —o—(4) X IPM MIC
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(4) x IPM MIC: Oleo essencial +Imipinem (antibidtico) em relagdo a bactéria A.baumannii. (4) MIC: Oleo
essencial+ a bactéria. IPM MIC: Controle antibiotico + bactéria.

Figura 15. Curvas de sobrevivéncia adquiridas para a bactéria Acinetobacter baumannii

contra o 6leo da casca da O. diospyrifolia (4) x IPM durante o periodo de 24 horas. Com
interacao do dleo essencial e o antibidtico Imipenem.
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(4) x POL MIC: Oleo essencial +Polimixina B (antibiotico) em relagio a bactéria A.baumannii. (4) MIC: Oleo
essencial+ a bactéria. POL MIC: Controle antibidtico + bactéria.
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O sinergismo que ocorre entre o 6leo essencial e antibidtico pode ter uma relacdo de
interagdo do O.E com a membrana do microrganismo e por este motivo permitir que o
antibidtico tenha uma maior interagdo com o agente bacteriano e sua a¢ao 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 oleo,
resulta em um transporte melhor do antibidtico para dentro da célula bacteriana, alterando a
permeabilidade da membrana citoplasmatica.

Estudos em relagdo ao sinergismo entre antibidticos € O.E no controle da bactéria A.
baumannii sdo de grande valia, j& que o nimero de opgdes de tratamento com antibidticos
disponiveis atualmente ¢ limitado, para combater a multi-resistente  A. baumannii. Os
problemas relativos a aplicagdo de antibioticos convencionais, com exce¢ao da resisténcia
antimicrobiana, incluem efeitos colaterais (toxicos, teratogénicos e / ou mutagénicos; reagao
de hipersensibilidade etc.), problemas como estes refor¢gam a busca por novas alternativas.

Teste de sinergismo com O.E+AB ja foram descritos na literatura para inibir a A.
baumannii como ¢ o caso do O.E da Myrtus communis pertencente & familia Myrtaceae
(ALEKSIC et al., 2014). Coriandrum sativum L. (Apiaceae) conhecida popularmente como
coentro também teve sua atividade sinérgica estudada e eficacia comprovada (DUARTE et

al.2012).
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6. CONCLUSAO

O perfil cromatografico para o 6leo essencial da Ocotea diospyrofolia apresentou em
sua composi¢do 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 Enterococcus
faecalis e Staphylococcus aureus resultado este que reforga o relato de que micro-organismos
gram-negativos apresentam uma resisténcia maior perante 6leos essenciais devido as suas
estruturas celulares.

A realizacdo do CIM perante a bactéria Acinetobacter 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
redugdo de crescimento bacteriano em associagao com antibidticos Polimixina B e Imipenem,
resultados como estes corroboram para testes futuros como a realizacdo dos ensaios
“checkboard” para verificagdo das melhores combinagdes de concentragdes entre os agentes e
calculo do FIC (Fractional Inhibitory Concentration) e a toxicidade. Através do sinergismo foi
possivel a reducao de até 8 horas no crescimento bacteriano com a associagdo entre o 6leo € o

antibidtico imipinem e de 4 horas para polimixina B e 0Oleo essencial.
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