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RESUMO: O oleo essencial das folhas de Rollinia leptopetala foi obtido por hidrodestilagdo
em aparelho de Clevenger ¢ a sua composi¢do quimica foi analisada através de CG-EM. Com
essa técnica, foi possivel identificar 22 constituintes em uma mistura complexa de monoterpenos
(54,5%) e sesquiterpenos (45,5%). O principal componente encontrado nas folhas foi o
biciclogermacreno (22,47%). O 6leo essencial foi avaliado numa linhagem de Staphylococcus
aureus portadora de bomba de efluxo responsavel pela resisténcia norfloxacino. Embora o
6leo essencial ndo tenha apresentado atividade antibacteriana relevante in vitro, ele apresentou
atividade moduladora da resisténcia, ou seja, em combinagdo com o norfloxacino observou-
se uma redugdo de 4x na concentragdo inibitoria minima do antibidtico, indicando inibicdo de
bomba de efluxo.

Unitermos: Rollinia leptopetala, dleo essencial, CG-EM, Staphylococcus aureus, modulagio da
resisténcia a drogas, Inibi¢cdo de bomba de efluxo.

ABSTRACT: “Chemical composition and modulation of bacterial drug resistance of the
essential oil from the leaves of Rollinia leptopetala R. E. Fries”. The essential oil from the leaves
of Rollinia leptopetala was obtained by hydrodistillation in Clevenger’s apparatus and its chemical
composition was analyzed by GC-MS. With this technique could be identified 22 constituents in
a complex mixture of monoterpenes (54.5%) and sesquiterpenes (45.5%). The main component
found in the leaves was the bicyclogermacrene (22.47%). The essential oil was assayed against a
strain of Staphylococcus aureus possessing efflux mechanism of resistance to norfloxacin. Although
the essential oil did not display relevant antibacterial activity in vitro, it modulated the activity of
the norfloxacin, i.e. in combination with the antibiotic it was observed a fourfold reduction in the
minimum inhibitory concentration for norfloxacin, indicating inhibition of efflux pump.

Keyword: Rollinia leptopetala, essential oil, GC-MS, Staphylococcus aureus, modulation of
drug resistance, efflux pump inhibitor.

INTRODUCAO

A familia Annonaceae ¢ constituida por cerca
de 120 géneros e aproximadamente 2300 espécies.
No Brasil s@o registrados 29 géneros, compreendendo
cerca de 260 espécies (Barroso, 1978). Para a Paraiba
um levantamento das Annonaceae no Herbario JPB,
registrou 7 géneros e 12 espécies (Pontes et al.,
2004). Essa familia ¢ caracterizada pela presenca de
terpenoides (principalmente diterpenos), alcaloides (um
grande numero de derivados do nucleo isoquinolinico),
além de oleos essenciais cuja composi¢do quimica ¢é
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predominantemente de monoterpenos ¢ sesquiterpenos
(Leboeufetal., 1982). O género Rollinia é constituido por
65 espécies, que ocorrem principalmente na América do
Sul e com poucas espécies no México, Caribe e América
Central (Leboeuf et al., 1982). Existem relativamente
poucos relatos de investigagdes fitoquimicas sobre este
género comparado com outros, por exemplo, Annona
(Kuo et al.,, 2001; Paulo et al., 1992) e Duguetia
(Fechine et al., 2002; Sousa et al., 2004). Apesar de
varios trabalhos relatando o isolamento de acetogeninas
no género Rollinia, existem apenas dois reportando a
caracterizagdo de constituintes volateis (Pino, 2000;
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Jurgens et al., 2000), o que torna esse estudo de alta
relevancia. Rollinia leptopetala R.E. Fries é uma arvore
ou arbusto, endémica do Brasil com nome popular
de “pinha brava” e utilizada pela medicina popular
como digestivo (Agra et al., 2007). Trabalhos prévios,
realizados por nossa equipe, relataram a presenca de
alcaldides tetrahidroprotoberberinicos nessa espécie
(Sette et al., 2000a,b). Nosso grupo vem trabalhando
com constituintes volateis de espécies de Annonaceae,
dentre elas, Xylopia langsdorffiana (Tavares etal., 2007),
Fusaea longifolia (Tavares et al., 2005) ¢ Guatteria
(Lima et al., 2003; Lima et al., 2004;).

Bombas de efluxo sdo proteinas integrantes
da membrana plasmatica bacteriana e que tem sido
responsabilizadas por diversos casos de resisténcia
a drogas, as quais sfo expelidas para fora da célula
(Piddock, 2006). Modificadores da atividade antibiotica
¢ um termo usado para substincias que modulam
ou mesmo revertem a resisténcia bacteriana a certos
antibidticos, como € o caso de varios produtos naturais
de origem vegetal (extratos e fitoconstituintes) que

Tabela 1. Composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas de
Rollinia leptopetala.

Composto Area % IR*

a-tujeno 3,80 924
a-pineno 1,80 931

sabineno 0,53 968

mirceno 3,51 985

4-3-careno 0,57 1007
limoneno 3,74 1023
(Z)-B-ocimeno 0,70 1031
(E)-B-ocimeno 2,60 1041
isoterpinoleno 0,69 1082
cis-4-tujanol 17,37 1093
a-terpineol 8,42 1181
geraniol 1,79 1246
B-elemeno 0,52 1384
trans-cariofileno 6,63 1410
aromadendreno 0,68 1430
o-humuleno 0,78 1444
germacreno D 7,72 1471
biciclogermacreno 22,47 1487
6-cadineno 0,83 1513
germacreno B 1,30 1545
espatulenol 0,77 1564
guaiol 4,61 1585

s(fndice de Retengdo = Indice de Kovats); Componentes
identificados baseados no IR ¢ CG-EM e listados de acordo
com a ordem de elui¢do na coluna DB-5 (30 m).
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alteram a susceptibilidade microbiana a antibidticos
por inibi¢do de bombas de efluxo (Gibbons, 2004). No
presente trabalho reportamos a composi¢ao quimica do
oleo essencial de R. leptopetala (OERL) e avaliamos
efeito modulador da resisténcia a drogas usando uma
linhagem de Staphylococcus aureus portadora de bomba
de efluxo.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

O material vegetal (folhas) foi coletado em Serra
Branca, regido Semi-arida da Paraiba, Brasil, em margo
de 2005. Uma exsicata estd depositada no Herbario
Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) na Universidade Federal
da Paraiba sob identificagdo Agra 3567.

Extracio do 6leo essencial

As folhas frescas de R. leptopetala (1600 g)
foram submetidas a hidrodestilagdo durante 4 h, em
aparelho do tipo Clevenger a temperature de 40 °C,
obtendo-se 640 mg de o6leo essencial. Para analise, o
o6leo essencial foi diluido da seguinte forma: 2 pL de
amostra em 1 mL de acetato de etila.

Analise do oleo essencial

A andlise em CG foi realizada em um
cromatografo Shimadzu GC17-A, usando coluna capilar
de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 uM
de espessura do filme). Foi utilizado Hélio como gas
carreador, a um fluxo de 1,0 mL/min. A temperatura
do forno foi programada de 60° a 240° a 3 °C/min. As
temperaturas do injetor e do detector foram de 220 °C e
230 °C, respectivamente.

A andlise por Cromatografia a Gas -
Espectrometria de Massas (CG-EM) foi realizada
em um sistema Shimadzu QP-5000-Quadrupole MS,
operando com energia de ionizagdo de 70 eV. Foi
utilizada coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m
x 0,25 mm d.i., 0,25 uM de espessura do filme); Hélio
como gas carreador, fluxo de 1 mL/min com split. As
temperaturas do injetor e do detector foram de 220 °C
e 230 °C, respectivamente. A temperatura da coluna foi
programada de 60 °C a 240 °C a 3 °C/min. A identificacdo
das substancias foi efetuada através da comparagio
dos seus espectros de massas com o banco de dados
do sistema CG-EM (Nist. 62 1ib.) e indice de retengdo
de Kovats (Adams, R. P. Identification of essential oil
components by cromatography / mass spectrocopy.
Allured Publ. Corp., Carol Stream, 1995). Os indices
de retencdo das substancias foram obtidos pela co-
injecdo do dleo essencial com uma mistura padrdo de
hidrocarbonetos (C,-C,,), aplicando-se a equagdo de
Van den Dool & Kratz, 1963.
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Ensaios bacteriologicos

A linhagem de S. aureus utilizada foi a SA-
1199B que superexpressa o gene norAd codificador da
proteina NorA de efluxo do norfloxacino e outras drogas
(Kaatz et al., 1993; Kaatz & Seo, 1995). A solu¢édo
estoque do norfloxacino (Sigma-Aldrich) foi preparada
em agua apoés solubilizagdo com NaOH 0,1 M (CLSI/
NCCLS document M100-S15). A solugdo estoque do
6leo essencial foi preparada em Tween-80 (Sigma-
Aldrich). A concentragdo inibitdria minima (CIM) do
norfloxacino e do OERL foi determinada pelo método
da diluicdo em meio de cultura solidificado (agar
infusdo de coragdo, Difco) com concentragdes variando
de 0,25 a 128 ug/mL ¢ 0,03125 a 2%, respectivamente.
A CIM foi definida como a menor concentracdo que
inibia completamente o crescimento bacteriano. Para
a avaliacdo do OERL como modulador da resisténcia,
a CIM do norfloxacino foi determinada na presen¢a do
6leo numa concentrac¢do subinibitoria.

RESULTADOS E DISCUSSAQO

O oleo essencial das folhas foi obtido por
hidrodestilagdo com rendimento de 0,04 % em relacdo
ao peso de material fresco utilizado. Pela analise
em CG-EM foi possivel identificar 22 componentes,
correspondendo a 91,83 % do total do 6leo em uma
mistura complexa de monoterpenos (54,5 %) e
sesquiterpenos (45,5 %). Biciclogermacreno (22,47
%), cis-4-tujanol (17,37 %), o-terpineol (8,42 %),
germacreno D (7,72 %), trans-cariofileno (6,63 %) e
guaiol (4,61%) foram os constituintes majoritarios.
Essa composicdo quimica ¢ compativel com dados
da literatura para constituintes volateis de espécies de
Rollinia (Pino, 2000; Jurgens et al., 2000) bem como,
de outras espécies de Annonaceae cuja composi¢do
dos componentes volateis ¢ caracteristicamente de
monoterpenos e sesquiterpenos (Tavares et al., 2007). A
Tabela 1 mostra os componentes do 6leo essencial, bem
como suas porcentagens e Indice de Kovats.

Na auséncia do OERL no meio de cultura, a
CIM do norfloxacino observada foi 64 pg/mL. Embora
o OERL nao tenha apresentado atividade antibacteriana
relevante (CIM = 0,5%), quando foi incorporado ao
meio de cultura na concentragdo 0,0625% (% CIM), a
CIM do norfloxacino observada foi 16 ug/mL (redugédo
de 4X), indicando inibigdo da bomba de efluxo.

E provocativa e licita a idéia de que os
componentes principais do OERL, biciclogermacreno
e cis-4-tujanol, sejam os responsaveis pela observada
atividade moduladora da resisténcia. Experimentos
estdo planejados para avaliar tal idéia.

Alguns poucos trabalhos relatam o efeito
potencializador de oOleos essenciais quando em
combinagdo com drogas antimicrobianas classicas
(Filoche et al., 2005; Shahverdi et al., 2007; Rosato et

al., 2007; Oliveira et al., 2006; Oliveira et al., 2007),
mas digno de nota mesmo ¢ o fato de termos encontrado
na literatura apenas um artigo avaliando 6leo essencial
(Ligustica porteri L, Apiaceae) como modulador de
resisténcia a drogas por inibi¢do de bomba de efluxo
(Cégiéla-Carlioz etal., 2005), sendo bom aqui mencionar
que o OERL apresentou melhor atividade moduladora.

Destarte, os resultados aqui apresentados
mostram a relevancia da avaliagcdo de 6leos essenciais
de espécies vegetais nativas como inibidores putativos
de bomba de efluxo, ou seja, potenciais adjuvantes de
antibioticos.
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