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Oleo essencial de Laurus nobilis L. potencializa
a atividade de antibioticos contra bactérias
multirresistentes

Laurus nobilis L. essential oil potentializes the
activity of antibiotics against multirresistant
bacteria

Anna Caroline Santana de Sousa, Darcio Luiz de Sousa Junior, Jodo Eudes
Lemos de Barros, Cicero Roberto Nascimento Saraiva, Rakel Olinda Macedo da
Silva, Livia Maria Garcia Leandro, Maria Karollyna do Nascimento Silva Leandro

Resumo:

Objetivo: O trabalho teve o objetivo de avaliar atividade antibacteriana e
combinada a antibiéticos do 6leo essencial de Laurus nobilis. Métodos: O
6leo essencial foi obtido por hidrodestilagao, foram feitos testes em triplicata
pelo método de contato gasoso para avaliar a atividade antibacteriana contra
linhagens multirresistentes de Escherichia coli 27 e Staphylococcus aureus 358.
Em placas de petri continham Brain Heart Infusion (BHI), a bactéria semeada
e um disco de papel estéril no centro, na tampa foram colocados 100% do éleo
essencial de L. nobilis, estas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas,
onde foi observado o halo de inibigdo. No ensaio de modulagdo, no centro
das placas foram colocados discos de antibiético (amicacina, gentamicina,
ciprofloxacina e norfloxacina), apds esse procedimento a placa foi invertida
e colocado nas tampas 10 pL do 6leo permitindo a volatilizagdo e interacao
com os discos de antibidticos. Resultados: Na atividade direta foi visto que
o crescimento bacteriano nao foi inibido, ou seja, o 6leo na concentragao de
10uL ndo exibiu atividade antibacteriana. Quando o 6leo foi associado aos
antibidticos houve um efeito modificador da ag¢do dos antibidticos para as
duas cepas. Contra S. aureus 358 foi notavel o aumento do halo em todos os
antimicrobianos utilizados, destacando a ciprofloxacina por ter apresentado
uma interacdao maior com o 6leo. Para E. coli 27 houve um aumento de 20% no
halo de cada antimicrobiano usado. Conclusao: O dleo essencial de L. nobilis
ndo obteve um efeito direto sobre as cepas testadas, entretanto conseguiu
modular a atividade de todos os antibidticos utilizados para as duas cepas,
demonstrando um efeito combinado significativo.

Palavras-chave: Antibacterianos; Escherichia colii Oleo essencial; Laurus;
Staphylococcus aureus

Abstract:

Objective: The aim of this study was to evaluate the antibacterial and combined
antibiotic activity of Laurus nobilis essential oil. Methods: The essential oil was
obtained by hydrodistillation with a yield of 1%. Triplicate tests were carried out
using the gas contact method to evaluate the antibacterial activity against
multi-resistant strains of Escherichia coli 27 and Staphylococcus aureus 358.
Petri dishes were filled with Brain Heart Infusion (BHI), the seeded bacteria
and a sterile paper disk in the center. 100% L. nobilis essential oil was placed on
the lid and incubated in an oven at 37°C for 24 hours, where the inhibition halo
was observed. In the modulation test, antibiotic discs (amikacin, gentamicin,
ciprofloxacin and norfloxacin) were placed in the center of the plates. After
this procedure, the plate was inverted and 10 pL of oil was placed on the lids,
allowing volatilization and interaction with the antibiotic discs. Results: In the
direct activity it was seen that bacterial growth was not inhibited, i.e. the oil at
a concentration of 10uL did not exhibit antibacterial activity. When the oil was
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associated with antibiotics, there was a modifying effect on the action of the antibiotics for both strains. Against
S. aureus 358 there was a noticeable increase in the halo for all the antimicrobials used, with ciprofloxacin
standing out as having a greater interaction with the oil. For E. coli 27 there was a 20% increase in the halo for
each antimicrobial used. Conclusion: The essential oil of L. nobilis did not have a direct effect on the strains
tested, but it was able to modulate the activity of all the antibiotics used for the two strains, demonstrating
a significant combined effect.

Keywords: Antibacterials; Escherichia coli; Essential oil; Laurus; Staphylococcus aureus

INTRODUGCAO

O uso de derivados da natureza com propriedades terapéuticas remonta do inicio das
primeiras civilizacdes, sendo as plantas medicinais as mais conhecidas e utilizadas, por
serem, principalmente, de facil acesso e com uma ampla distribuicao biogeografica, con-
quistando espaco, essencialmente, no campo da bioprospeccao e terapéutica.

Essas plantas, devido seu escopo metabdlito altamente efetivo utilizados para sua de-
fesa e crescimento, quando aplicados a disturbios fisiologicos em humanos, apresentam
a aptidao de minimizar ou estabilizar patologias. A partir disto elas foram empregadas aos
poucos pelas comunidades como a principal via para tratar e curar doencgas.??

Mesmo com a imensa diversidade de espécies vegetais com propriedades medici-
nais, ainda ha, um leque de patologias preocupantes aos 6rgaos de saude, os quais ainda
nao possuem um tratamento eficaz. Um exemplo, sao as graves infeccdes causadas por
bactérias altamente resistentes aos farmacos comerciais, ao qual, torna-se um obice a
saude publica“. Logo, a busca por novas moléculas terapéuticas proveniente da biodiver-
sidade com possibilidades antibacteriana se intensificou®.

A espécie Laurus nobilis L., conhecida popularmente loureiro ou louro pertence a fami-
lia Lauraceae. Arvore originada do mediterrdneo, com folhas simples de coloracéo verde-
-escuras muito utilizadas na culinaria brasileira®. Além disso, a espécie também ¢é utilizada
na medicina popular para tratar algumas infec¢des bacterianas’, bem como ainda exibindo
acao de inibicdo em mecanismos moleculares envolvidos em neoplasias mamarias®.

Nesse contexto, os Oleos essenciais das folhas e frutos de L. nobilis L., possuem cons-
tituintes que exibem efeitos antibacterianos significativos. Em ambos os oleos foram
encontrados 1,8-cineol, sabineno, acetato de a-terpinil, a-pineno, a-felandreno, trans-B-
osimeno, eugenol, metileugenol além de acidos graxos, acidos organicos e tanino?°.

A versatilidade dos d6leos essenciais na aplicabilidade terapéutica-farmacoldgica se
da, principalmente, pela sua conformidade estrutural, ostentando a capacidade de apre-

sentar atividade bioldgica contra uma ampla classe de células e microrganismos. A versa-
2 Saude (Santa Maria). 2024, v. 50, n. 1: e83845



tilidade é tanta, que, uma uUnica espécie expressa beneficios proporcionados pelos 6leos
essenciais frente o sistema nervoso central, ao passo que também apresentou bons re-
sultados frente atividade antibacteriana’.

Algumas bactérias patogénicas exteriorizamn mecanismos de multirresisténcia e as
quais sao primordiais nos impactos a saude publica? sao bactérias que comumente en-
contram-se na agua e superficie de objetos sao responsaveis por grande parte das in-
feccdes cutaneas, como a Staphylococcus aureus, bactéria Gram positiva, Acinetobacter
baumannii, coco-bacilo Gram-negativo, Pseudomonas aeruginosa, bacilo Gram-negativo
aerobico, que devido a seu facil acesso e grande distribuicao acaba facilitando o surgi-
mento de uma possivel infecgcao™. Diante disso, o objetivo do presente estudo € avaliar
o potencial antibacteriano e modulador do 6leo essencial de Laurus nobilis L., através da

técnica de contato gasoso.

MATERIAL E METODOS
SELECAO E COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As folhas secas (300 g) de Laurus nobilis L., foram obtidas de comerciantes da feira
livre da cidade de Juazeiro do Norte — CE. Ap0s a coleta as folhas foram levadas o labora-
torio de microbiologia do Centro Universitario Dr. Leao Sampaio, para entao serem reali-

zadas as demais etapas da pesquisa.

EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

Segundo a metodologia de Cassel e Vargas®, a extracao do 6leo essencial das folhas
de Laurus nobilis L., foi realizada pelo método de hidrodestilacao utilizando o aparelho tipo
Clevenger, no laboratorio de microbiologia do Centro Universitario Dr. Ledao Sampaio onde
300 g de folhas foram trituradas e colocadas em um baldo de vidro de 5,0 L juntamente
com 2,5 L de agua destilada, permanecendo em ebulicao por 2 horas. Foi adicionado 5
g de sulfato de sédio anidro (Na,SO,) ao 6leo essencial obtido e este foi armazenado sob

refrigeracao (-4 °C) para conservacao até a realizacao das analises.

MATERIAIS
Foram utilizados quatro discos de antibidticos: amicacina, gentamicina, ciprofloxacina

e norfloxacina, pertencentes a classes de farmacos comumente resistentes a algumas

ISSN 2236-5834 3
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cepas. Os meios de cultura Heart Infusion Agar (HIA) e Brain Heart Infusion (BHI) agar

foram adquiridos de HIMEDIA.

MICRORGANISMOS

Foram utilizadas as linhagens multirresistentes de Escherichia coli 27 (cepa Gram-
-negativa) e Staphylococcus aureus 358 (cepa Gram-positiva), obtidas do laboratdrio de
microbiologia do Centro Universitario Dr. Ledao Sampaio. As linhagens foram mantidas
em Agar infusdo de cora¢cdo (HIA). Para realizacao dos testes, as linhagens foram suspen-
didas em tubo de ensaio com agua destilada para obter uma suspensao com turvacao

equivalente a 0,5 da escala de McFarlland (1 x 108 UFC/mL).

TESTE DE AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULADORA POR CONTATO GASOSO

Para realizagao da semeadura dos microrganismos, foram utilizadas placas de petri
contendo Brain Heart Infusion (BHI) agar. Discos de papéis filtro semelhantes aos de an-
tibiograma foram colocados no centro de cada placa sobre o semeio e 10 yL do dleo foi
acrescentado na tampa das placas. Para determinacao dos halos de inibicao, as placas
foram incubadas na estufa a 37°C por 24 horas. Os testes seguiram realizados em triplica-
ta, e para determinacao dos halos foi utilizada uma régua milimétrica.

Para a realizacao atividade moduladora por contato gasoso em placas de petri con-
tendo BHI, foi utilizada a metodologia modificada.™ As placas foram invertidas e 10 yL do
oleo essencial foram acrescentados nas tampas permitindo que a partir da volatilizacao
ocorra a interacao com os discos de antibidticos. Outras placas foram preparadas sem o
oleo para posterior comparacao entre placas somente com os antibidticos e placas com
antibidticos e 6leo essencial. Para determinacao dos halos de inibicao, as placas foram
incubadas na estufa a 37°C por 24 horas. Os testes foram realizados em triplicata e para

determinacao dos halos foi utilizada uma régua milimétrica.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados deram-se expressos em média aritmética * desvio padrao, avaliados es-
tatisticamente através da analise de variancia (ANOVA) seguido pelo pos-test Bonferroni
utilzando o software GraphPad Prism. onde as diferencas deram-se consideradas signi-

ficativas quando p < 0,05.

4 Saude (Santa Maria). 2024, v. 50, n. 1: e83845



RESULTADOS E DISCUSSAO

O o6leo essencial de Laurus nobilis L., extraido por hidrodestilacao das folhas secas da
planta, transmitiram um rendimento de 1%, isso relata rendimento do dleo essencial entre
1% a 1,5%, variacao que se da referente a interferéncias de fatores ambientais, tal qual; tem-
peratura, umidade e luz pelos quais a planta foi submetida no momento de secagem'®’.

Apesar de estudos expressar que a espécie Laurus nobilis L., tem grande potencial
antibacteriano, os testes mostraram que frente as bactérias testadas, pelo método de
contato gasoso, de forma direta, 6leo essencial nao apresentou atividade inibidora'®.

Os antimicrobianos amicacina e gentamicina, pertencentes ao grupo dos aminogli-
cosideos, que sao comumente utilizados no tratamento de infeccdes bacterianas graves,
por terem sua atividade comprovada e por possuirem raro desenvolvimento de resistén-
cia bacteriana, foram um dos medicamentos utilizados” No grafico 1sao apresentados os
dados referentes ao efeito combinado do 6leo e os antibidticos para a cepa Gram-nega-
tiva, a amicacina e a gentamicina mostraram uma potencializacao de sua ac¢ao frente a
bactéria E. coli 27, havendo aumento do halo de inibicao, dessa forma, demonstrando um

potencial efeito modulador do 6leo essencial>2°2,

Grafico 1 - Atividade apresentada pelos antibidticos utilizados e acao combinada com o
oleo essencial de Laurus nobilis L., frente a bactéria E. coli 27
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Legenda: OELN = Oleo essencial de Laurus nobilis

Foram utilizados também os antimicrobianos ciprofloxacina e norfloxacina, que estao
inclusos no grupo das quinolonas, estes farmacos sao amplamente utilizados por seu efei-

to antibacteriano em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas??2. Quando estes foram

ISSN 2236-5834 5
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associados ao 6leo houve, também, uma potencializacao, configurando um efeito modula-
dor, no entanto, dentre as quinolonas usadas, a norfloxacina teve efeito modificador menor,
mostrando menor interagao com o 6leo, ou seja, um menor aumento do halo de inibicao.
Houve uma interacao maior entre o oleo essencial de L. nobilis e os antibidticos da
classe dos aminoglicosideos, ao qual expressou modificacdo aumento intensivo quando
comparado com associacao de antibacterianos de outras classes**?*. No grafico 2 sao
mostrados os resultados da associacao dos antibidticos com o 6leo essencial frente S. au-
reus 358. Diferentemente aos resultados com a cepa Gram-negativa, neste caso, o efeito
combinado com os aminoglicosideos foi mais significativo, ja quando associado com as

quinolonas, o 6leo modulou a acao, mais significativamente, apenas da ciprofloxacina?>?¢.

Grafico 2 - Atividade apresentada pelos antibidticos utilizados e acao combinada com o
oleo essencial de Laurus nobilis L., frente a bactéria S. aureus 358
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A interacao do 6leo essencial com os antibidtico frente a bactérias Gram-positiva pro-
porciona efeito modificador da atividade consideravel, aliado a isso, nao € observado um
efeito antagdnico?’?8, O efeito modificador da acao antibidtica que o dleo essencial trouxe
para as duas cepas analisadas pode ser devido a facilidade desse composto ter uma com-
posicao quimica favoravel e também de proporcionar maior facilidade ao agir na camada

externa da bactéria®.

CONCLUSAO
O odleo essencial de Laurus nobilis L., nao apresentou atividade antimicrobiana direta

frente a bactérias multirresistentes testadas através do método de contato gasoso, entre-
6 Saude (Santa Maria). 2024, v. 50, n. 1: e83845



tanto, nos testes de modulacao houve notavel interacao dos antimicrobianos com o 6leo
essencial, ressaltando a importancia dos resultados, uma vez que indicam a combinacao
de produtos naturais com farmacos, aos quais podem ser uma alternativa promissora no

combate a bactérias resistentes, tornando-se substancias alternativas na antibioticoterapia.
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