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RESUMO

Os Oleos essenciais (OEs) compreendem uma combinacdo de compostos, muito
deles volateis com caracteristicas aromaticas, provenientes do metabolismo
secundario de plantas. Possuem ampla diversidade de propriedades, entre elas
antibacteriana, antifingica, antiviral. Nas Ultimas décadas tem-se intensificado os
estudos para avaliar o potencial da atividade antimicrobiana de uma extensa gama de
OEs, identificando compostos especificos, investigando e indicando possiveis usos
terapéuticos. Este trabalho teve como objetivo avaliar in vitro a atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais frente a alguns microrganismos de importancia
clinica. Foram selecionados dez OEs baseado em evidéncias de acordo com a pratica
clinica: Cymbopogon flexuosus (Capim-limédo), Copaifera officinalis (Copaiba),
Ocimum basilicum (Manjericdo), Origanum majorana (Manjerona), Origanum vulgare
(Orégano), Schinus terebinthifolius (Pimenta rosa), Cyperus articulatus (Priprioca),
Salvia sclarea (Salvia esclaréia), Amyris balsamifera (Sandalo amyris) e Thymus
vulgaris (Tomilho). Os OEs foram avaliados frente as bactérias Staphylococcus aureus
(linhagens meticilina-resistente (MRSA) USA 400 e meticilina sensivel (MSSA) ATCC
29213), Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Escherichia coli ATCC 25922 e ATCC
35218, e ao fungo dipléide Candida albicans ATCC 14053 através do método disco-
difusdo. O método de microdiluicdo em caldo foi realizado para os OEs que
apresentaram melhor desempenho no método de disco-difusdo para todas as
bactérias. Diante disso, foi possivel verificar que o OE de Cymbopogon flexuosus
apresentou valor de CIM de 16 pL/mL para todas as cepas bacterianas exceto K.
pneumoniae ATCC 700603, que apresentou valor de CIM maior que 16 pL/mL. O OE
de Ocimum basilicum apresentou valor de CIM maior que 16 pL/mL para S. aureus
ATCC 29213 e E. coli ATCC 25922 e ATCC 35922, obtendo valor de CIM de 16 pL/mL
para as demais. O OE de Origanum majorana apresentou valor de CIM maior de 16
puL/mL para todas as cepas bacterianas exceto para K. pneumoniae ATCC 700603.
Os valores de CIM para Origanum vulgare e Thymus vulgaris foram de 8 pL/mL para
todas as cepas bacterianas testadas. Isso demonstra que, os OEs tém potencial para
serem estudados como compostos antimicrobianos alternativos e podem ser
utilizados também, em formulagBes naturais, para tratar infec¢des leves na sua forma
isolada ou combinada a outros antibidticos.

Palavras-chave: Oleo Essencial. Antimicrobiano. Plantas Medicinais. Disco-difusao.

Concentracgao inibitéria minima.



ABSTRACT

Essential oils (EOs) comprise a combination of compounds, many of them
volatile with aromatic characteristics, derived from secondary plant metabolism. EOs
have a wide range of properties, including antibacterial, antifungal, antiviral. Recently,
studies have been investigating the potential of antimicrobial activity in a wide range of
EOs, identifying specific compounds and indicating possible therapeutic uses. This
study aimed at evaluating the in vitro antimicrobial activity of EOs against pathogenic
microorganisms. Ten evidence-based EOs were selected according to clinical practice:
Cymbopogon flexuosus (Lemongrass), Copaifera officinalis (Copaiba), Ocimum
basilicum (Basil), Origanum majorana (Marjoram), Origanum vulgare (Oregano),
Schinus terebinthifolius (Pink pepper), Cyperus articulatus (Priprioca), Salvia sclarea
(Sage), Amyris balsamifera (Sandalwood amyris) and Thymus vulgaris (Thyme). The
EOs were evaluated against Staphylococcus aureus (methicillin-resistant strains
(MRSA) USA 400 and sensitive methicillin (MSSA) ATCC 29213), Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603, Escherichia coli ATCC 25922 and ATCC 35218, and the
diploid fungus Candida albicans ATCC 14053 through the disk-diffusion method. The
broth microdilution method was performed for EOs that had the best performance in
the disk-diffusion method for all microorganism. Therefore, it was possible to verify that
the EO of Cymbopogon flexuosus had a MIC value of 16 pL/mL for all bacterial strains
except K. pneumoniae ATCC 700603 where it showed a MIC value greater than 16
pL/mL. The EO of Ocimum basilicum had a MIC value greater than 16 pL/mL for S.
aureus ATCC 29213 and E. coli ATCC 25922 and ATCC 35922, obtaining a MIC value
of 16 pL/mL for the others bacteria. The EO of Origanum majorana showed MIC value
greater than 16 uL/mL for all bacterial strains except for K. pneumoniae ATCC 700603.
The MIC values for Origanum vulgare and Thymus vulgaris were both of 8 uL/mL for
all tested bacterial strains. This demonstrates that EOs have the potential to be studied
as alternative antimicrobial compounds and can also be used, in natural formulations,
to treat mild infections in their isolated form or in combination with other antibiotics.

Keywords: Essential Oil. Antimicrobial. Medicinal plant. Disk diffusion. Minimum
inhibitory concentration.
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1. INTRODUCAO

As plantas sado conhecidas por produzirem uma grande variedade de
moléculas com propriedades antibioticas. Os 6leos essenciais (OEs) sdo produtos
derivados do metabolismo secundario de plantas com funcdo de protecdo. Na
constituicdo dos OEs podem ser encontradas cetonas, hidrocarbonetos, alcoois,
aldeidos, éteres, ésteres e fenois, havendo uma maior concentracdo de derivados de
terpendides ou de fenilpropanodides (SIMOES et al., 1999).

A Organizacédo Mundial da Saude publicou em 2017 uma lista contendo os
patdgenos prioritarios para a orientacdo e promocao da pesquisa e desenvolvimento
de novos antimicrobianos. Acinetobacter baumannii resistente a carbapenem,
Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenem, Enterobacterales resistente a
carbapenem e produtores de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) foram
listados como prioridade critica (OMS, 2017). A resisténcia aos microrganismos
infecciosos é uma ameaca crescente a saude publica, especialmente pela rapida
disseminagcdo mundial de bactérias multirresistentes que causam infec¢cdes comuns e
resistem ao tratamento com antibioticos utilizados na clinica (OMS, 2017).

A pesquisa de compostos antimicrobianos de origem natural é de grande
importancia devido ao constante surgimento dos microrganismos resistentes aos
farmacos antimicrobianos ja utilizados. Nesse contexto da sociedade moderna,
investigar o potencial antimicrobiano de substancias naturais pode contribuir com o
aparecimento de novas opcdes terapéuticas para o tratamento de infeccbes
bacterianas e fungicas (OLIVEIRA et al., 2007).

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 OLEOS ESSENCIAIS

2.1.1 HISTORICO

O termo Oleo essencial (OE) foi definido no século XVI por Paracelso, médico
alquimista suico, que usava vapor para isolar substancias que continham o aroma da
planta. Paracelso dizia que o componente efetivo de uma droga era a “sua alma” ou
também chamada “quinta esséncia” (PROBST, 2012). Segundo MILLER (1991), é
dificil datar com precisdo a primeira extracdo por destilacdo de 6leos essenciais. O



autor cita que o objetivo das primeiras destilacdes realizadas teria sido a obtencao do
alcool de vinho, o chamado “espirito”, ainda na época poés dilivio, ha 7,6 mil anos. Os
Oleos essenciais eram muito utilizados pelos egipcios em massagens de
embelezamento, para proteger a pele do clima seco e para evitar a decomposi¢céo dos
cadaveres no processo de mumificacdo (DE LA CRUZ, 1997). H& historico de que
foram encontrados vasos de alabastro em antigas tumbas de farads que possuiam
em seu interior 6leos essenciais que datavam mais de 6.000 anos (PRICE, 1994).

A aromaterapia contemporanea veio se desenvolvendo a partir de 1920,
através do perfumista e engenheiro quimico francés René-Maurice Gattefossé (1881-
1950), que por observacéao percebeu o grande potencial de cura dos 6leos essenciais.
Ao queimar a mao em um acidente, mergulhou o braco em um tanque de 6leo
essencial de lavanda. Percebendo a eficacia antisséptica do éleo essencial na ferida,
comecou a pesquisar a fundo essas substancias. Criou, a partir da lavanda, o
antisséptico “Le salvol’, que foi usado de forma ampla nos ambientes hospitalares.
Gattefossé € considerado o pai da aromaterapia e o responsavel pela criacdo do termo
Aromathérapie, usado pela primeira vez em um artigo cientifico de 1928 (GNATTA,
2016). O referido artigo foi estudado pelo médico francés Jean Valnet (1990-1995)
guem descobriu as propriedades antivirais, antibacterianas, antifungicas,
antissépticas e regeneradoras dos 0leos essenciais ao usa-los em soldados feridos
na segunda guerra mundial. (TISSERRAND, 2017; LAVABRE, 2018). Apoés isso, na
Inglaterra, a enfermeira austriaca Margerite Maury (1895-1968) foi a pioneira na area
de aromaterapia holistica (NAIFF, 2018). Maury estudou as influéncias dos OEs,
desenvolveu a ideia da prescricdo individual, ministrou palestras sobre a farmacologia
dos OEs pela Europa e abriu a primeira clinica de aromaterapia em Londres
(GNATTA, 2016; BUCKLE, 2019).

Apoés a década de 1980, a aromaterapia diferenciou-se em quatro vertentes:
(i) a aromaterapia médica na qual os OEs séo prescritos e utilizados como tratamento;
(i) a holistica, que emprega 0leos essenciais em terapias ha massagem corporal; (iii)
a popular, que leva em conta o auto tratamento e a estética, e (iv) o estudo cientifico
da fragrancia e seus efeitos psiquicos, conhecida como aromacologia. (GNATTA et
al., 2016; SCHNAUBELT, 2019; TISSERAND, 2017).

Em 21 de margo de 2018, com a portaria n° 702, o Ministério da Saude incluiu

a aromaterapia na Politica Nacional de Praticas Integrativas Complementares (PICs),



uma vez que € considerada eficaz para a promocao geral do bem-estar e para o
tratamento de diversos problemas de saude incluindo transtornos de humor e declinio
cognitivo (HOROWITZ, 2011).

2.1.2 CARACTERISTICAS QUIMICAS

Oleos essenciais sdo produtos aromaticos e volateis derivados do
metabolismo secundario de plantas, produzidos por células e/ou grupos de células
especiais (CONNER, 1993). Apresentam diversas fungBes necessarias para a
sobrevivéncia da planta, como por exemplo a defesa contra microrganismos nocivos
(LIMA et al., 2006).

Esses produtos secundarios séo caracterizados quimicamente como misturas
complexas de compostos de baixo peso molecular, geralmente altamente volateis, e
pouco estaveis na presenca de oxigénio, luz, calor, umidade e metais. Os OEs séo
capazes de gerar aromas e/ou sabores. Fisicamente, se apresentam no estado liquido
a temperatura ambiente, ndo se misturam a 4gua, e podem ser extraidos de diferentes
modos, dependendo da localizagdo do 6leo na planta, como hidro-destilacéo,
destilacédo a vapor, CO2 supercritico, ou com a utilizagéo de solventes organicos. Os
OEs podem ser extraidos das folhas, frutas, flores, sementes, cascas, raizes e resinas
das plantas (TAVARES, 2007). Devido ao fato de serem de origem natural, sdo
biodegradaveis e tem a capacidade de atuar em varias moléculas-alvo
simultaneamente (FIGUEIREDO et al., 2008).

Na constituicdo dos OEs podem ser encontrados cetonas, hidrocarbonetos,
alcoois, aldeidos, éteres, ésteres e fendis, porém ha predominancia de uma mistura
de derivados de terpenodides ou de fenilpropanodides (SIMOES et al., 1999).

Quimicamente, os terpenos podem ser definidos como “alcenos naturais”, isto
significa que possuem uma dupla ligacdo carbono-carbono, sendo caracterizados
como hidrocarbonetos insaturados (MC MURRY, 2011). Se um terpeno possui um
atomo de oxigénio, este & denominado de terpenodide, podendo apresentar diferentes
fungBes quimicas, entre as quais: &cidos, alcoois, aldeidos, cetonas, éteres, fendis ou
epoxidos terpénicos.

O timol e seu isbmero carvacrol sdo monoterpenos encontrados em diversas
plantas aromaticas, sendo biossintetizados a partir do y-terpineno e do p-cimeno

(NOSTRO & PAPALIA, 2012). Ja foi evidenciado que o timol e o carvacrol, assim como



outros terpenos sdo capazes de causar a desintegracdo da membrana externa de
bactérias gram-negativas, fazendo com que haja liberacéo de lipopolissacarideos, o
que gera um aumento da permeabilidade e a despolarizacdo da membrana
citoplasmatica (BURT, 2004).

As atividades antimicrobianas dos monoterpenos também estéo atreladas aos
seus grupos funcionais. Ultee et al. (2002) realizou um estudo com Bacillus cereus e
percebeu que o potencial antibacteriano tanto do timol quanto do carvacrol se da
principalmente devido ao grupo hidroxila, que age como um transportador
transmembrana de cations monovalentes conferindo alto poder reativo (ULTEE et al.,
2002).

O carvacrol € um monoterpendide liquido, apresenta caracteristica lipofilica e
possui propriedades antibacterianas, antifiungicas (CHAVAN & TUPE, 2014)
antioxidantes (MILOS, MAKOTA, 2012) e antitumorais (OZKAN, ERDOGAN, 2011).
Devido as propriedades antimicrobianas, o carvacrol passou a ser usado como um
conservante natural para alimentos, (MISHRA, SALEHI et al., 2018). Segundo Bnyan
et al. (2014) estudos in vitro mostraram que o carvacrol desempenhou grande
potencial antimicrobiano frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas, exceto

Pseudomonas aeruginosa (BNYAN et al., 2014).

2.1.3 FORMAS DE UTILIZACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Segundo HOARE (2010) a aromaterapia tem efeitos importantes na fisiologia
e na quimica do corpo. Sua acdo esta consolidada em diferentes niveis do corpo
humano: na parte fisiol6gica, age em processos organicos; na parte psicoldgica,
trabalha as emocdes e sensacdes; na parte energética, eleva a frequéncia vibratoria
ao comunicar-se com nosso campo energético (NAIFF, 2018; LAVABRE, 2018).

A pratica acompanhada por profissional capacitado é sempre recomendada,
especialmente para o uso dos Oleos essenciais em criangas, idosos, gravidas e
pessoas com doencas crbnicas. O uso dos Oleos essenciais deve sempre ser
acompanhado por um aromaterapeuta habilitado, pois, alguns 6leos essenciais
podem promover reacfes de hipersensibilidade, agravar doencas pré-existentes,
interagir com medicamentos e/ou causar efeitos adversos se né&o utilizados
adequadamente (BAUDOUX, 2018).



A via principal de utilizacdo dos OEs € a via olfativa. O bulbo olfativo fica
situado no alto das narinas e contém cerca de dez milhdes de células olfativas
(LAVABRE, 2018). Buck e Axel em 2004 identificaram que 0 ser humano possui cerca
de 350 receptores diferentes e necessita de 10 receptores para discriminar uma
molécula odorifera. Os impulsos nervosos captados pelos nervos olfativos sao
enviados para o sistema limbico (amigdala, talamo, hipotalamo, a glandula pituitaria,
a pineal, e o hipocampo), onde ha o processamento de emoc¢des como prazer, dor,
raiva, medo, tristeza, sentimentos sexuais e memoria (LAVABRE, 2018). Quando as
moléculas odoriferas sdo inaladas, produzem resultados antes mesmo de serem
absorvidas, por meio dos neurdnios olfativos que enviam sinais eletroquimicos para o
sistema limbico, gerando respostas emocionais no coértex cerebral (LYRA, 2009).

Dessa forma os aromas influenciam o organismo através de duas formas:
fisiol6gica e psicolégica, por dois mecanismos, farmacologico e olfativo. O olfativo tem
acesso direto ao sistema nervoso central e, portanto, ao eixo psico-neuro-enddcrino-
imunolégico, no qual a aromaterapia atua de forma direta ou indireta nos sistemas
nervoso, endocrino, imune e psicoldgico (LYRA, 2009). Devido ao fato da via inalatoria
ndo depender diretamente da concentracdo do OE, essa forma € a mais rapida,
segura e eficaz de utilizacdo. Além disso, essa via produz efeitos psicologicos,
emocionais e fisicos satisfatérios com menores quantidades do OE, promovendo

menor risco de intoxicagdo se comparado com outras vias (LAVABRE, 2018).

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano, chegado a alcancar cerca de 16%
do peso corporal total, com uma superficie média que varia entre 1,5m? e 2m?
(CUNHA et al., 2004). A pele é constituida por duas camadas principais, a epiderme
e a derme. A epiderme é a camada mais externa e & formada por tecido epitelial
especializado. A derme é a camada mais profunda nela ha um grande numero de
apéndices cutaneos, sendo eles: nervos especializados, receptores, glandulas
sudoriparas, glandulas sebaceas, foliculos pilosos e vasos sanguineos e capilares. E
nessa camada onde acontece grande parte da absorcéo sistémica de substancias e
farmacos (ALEXANDER, 2012). Por isso, a via dermatolégica € a segunda via de
utilizagdo mais importante na aromaterapia, no entanto, os 6leos essenciais precisam
ser diluidos em cremes neutros, 0leos vegetais ou manteigas vegetais para facilitar a

absorcdo e proteger a pele de irritacbes. Os Oleos vegetais sdo substancias



gordurosas ndo volateis obtidas pela prensagem das sementes, de nozes e
améndoas, como o Oleo de gergelim, soja, améndoas, jojoba, entre outros (HOARE,
2010).

O percentual de diluicdo depende de alguns fatores como: OE utilizado, idade
da pessoa, parte do corpo e finalidade terapéutica. No Quadro 1, estdo as

recomendacdes de diluicdo dos OEs, separados por area do corpo e finalidade.

QUADRO 1 - Recomendacéo de diluicdo dos 6leos essenciais separados por area

do corpo e/ou finalidade

Area/Finalidade Porcentagem de OE Exemplo de formulacéo
Hidratante, sérum, sabonete
Rosto 0,5% )
facial
Xampu anticaspa, xampu para
Couro cabeludo 0,5% . .
crescimento capilar
Feridas na pele 0,5% Pomada de queimadura
1,0% Oleo de massagem, hidratante
Corpo
corporal, sabonete corporal
Oleo de massagem para
Dor aguda 1,5% distensao, 6leo de massagem
para artrite
. _ Oleo de massagem para queima
Estética localizada 1,5%
de gordura

Fonte: Adaptado do website Harmonie Aromaterapia LTDA (Disponivel em:

https://blog.harmoniearomaterapia.com.br/diluicao-de-oleos-essenciais/)

O uso interno dos 6leos essenciais através da via oral, vaginal ou retal é
indicado apenas em casos especificos e deve ser prescrito por um profissional
habilitado. Se ndo ha indicacdo do profissional e acompanhamento terapéutico, é
preferivel ndo efetuar o uso dessa via de utilizacdo. Os OEs sdo substancias
extremamente concentradas e seu uso requer cuidados, por isso, € recomendado que
se realize um acompanhamento com um aromaterapeuta qualificado (BAUDOUX,
2018).
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2.1.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os OEs englobam diversas atividades biologicas, dentre elas estéo:
citotoxicidade, fototoxicidade, carcinogenicidade, mutagenicidade nuclear e
citoplasmatica e propriedades antimutagénicas (BAKKALI et al., 2008). De acordo
com BURT (2004), a atividade dos OEs engloba acdo fitoterapica, antiviral,
antiséptica, nutricional, antifingica, antioxidante, antitumoral, entre outras (BURT,
2004).

A atividade antimicrobiana de plantas tem sido atribuida aos terpendides e
compostos fendlicos como timol, carvacrol, carvona, mentol e muuroleno (DIDRY,
1993 e CONNER, 1993), eugenol, alicina, linalol, sabineno, mirceno e canfeno, devido
as suas caracteristica hidrofébicas (REIS, 2020). Esses compostos podem interagir
em diferentes alvos e fun¢des das células dos MOs como por exemplo, rompendo a
parede celular microbiana, inibindo a sintese de acidos nucleicos, causando disturbios
nas propriedades da membrana citoplasmatica e interferindo no metabolismo
energético (BARBOSA et al., 2015).

Por serem compostos com alta lipofilicidade, os OEs tém a capacidade de
atravessar a parede e a membrana celular das bactérias, promovendo o aumento da
permeabilidade e o extravasamento do contetdo intracelular (SOLORZANO-
SANTOS, MIRANDA-NOVALES, 2012). Como consequéncia, as bactérias perdem
ions, o que resulta numa reducédo do potencial da membrana, colapso da bomba de
protons e perda de trifosfato de adenosina (ATP) (RAUT, KARUPPAYIL, 2014).

Nas células eucaritticas (fungos), os compostos ativos dos OEs podem
causar despolarizacdo da membrana da mitocondria atuando nos canais de calcio e
outros canais ibnicos, o que leva a uma reducgéo do pH (acidificagcdo do meio). Essa
acidificacdo causa um colapso da bomba de protons e perda de ATP, tal como nas
bactérias (RAUT, KARUPPAYIL, 2014).

Segundo Simdes (2009), muitas substancias isoladas de produtos do
metabolismo secundario das plantas exercem acéo antibacteriana, porém, a maioria
destas moléculas apresenta atividade fraca e espectro de acédo limitado quando
utilizadas de maneira isolada. Portanto, os OEs podem ser utilizados de forma
combinada e sinérgica aos antimicrobianos convencionais, modificando o perfil de
sensibilidade e diminuindo a dose necessaria para atingir a eficacia terapéutica

(SIMOES, 2009). Na combinac&o de OEs com um farmaco antimicrobiano sintético, a
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alteracdo de membrana favorece a entrada do farmaco no interior da célula do MO,
aumentando assim, a acao bactericida e podendo levar a morte do microrganismo
(PAULA, 2010).

2.2 PROBLEMATICA DA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Os antimicrobianos - antibiéticos, antivirais, antifGngicos e antiparasitarios -
sdo medicamentos usados para prevenir e/ou tratar infeccdes em humanos, animais
e plantas. A resisténcia aos antimicrobianos ocorre quando 0S microrganismos
desenvolvem mecanismos de resisténcia por mutacdo ou aquisicdo de elementos
genéticos e param de responder aos medicamentos, tornando as infeccbes mais
dificeis de tratar e aumentando o risco de propagacéo de doencgas infecciosas (OMS,
2015).

Apesar de o desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana ser um processo
natural dos microrganismos, esse desenvolvimento esta ocorrendo de maneira rapida
e ampla devido aos fatores a seguir: (i) mau uso de antimicrobianos tanto em humanos
guanto na producao animal; (ii) programas inadequados ou inexistentes de prevencao
e controle de infeccbes; (iii) antimicrobianos de ma qualidade; (iv) capacidade
laboratorial ineficaz; (v) vigilancia e monitoramento inadequados; (vi) insuficiente
regulamentacdo e fiscalizacdo do uso dos medicamentos antimicrobianos (PLANO
DE AQAO NACIONAL DE PREVENCAO E CONTROLE DA RESISTENCIA AOS
ANTIMICROBIANOS NO AMBITO DA SAUDE UNICA, 2019).

A OMS declarou que a resisténcia antimicrobiana € uma das 10 principais
ameacas a saude publica global que a humanidade enfrenta. Para lidar com esse
problema a OMS, em maio de 2014, desenvolveu um plano de acdo global sobre a
resisténcia antimicrobiana para garantir, pelo maior tempo possivel, a continuidade
dos tratamentos bem-sucedidos e da prevencdo de doengas infecciosas com
medicamentos eficazes e seguros (OMS, 2020). As metas contidas no plano estdo
agrupadas em cinco eixos estratégicos que estdo sendo buscadas desde 2015, e
estardo em vigor até 2022, e estdo descritas a seguir:

e Melhorar a consciéncia e compreensao da resisténcia antimicrobiana;
e Fortalecer o conhecimento por meio de vigilancia e pesquisa,
e Reduzir a incidéncia de infeccao;

e Otimizar o uso de agentes antimicrobianos;
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e Desenvolver justificativas econdmicas para o investimento sustentavel
que leve em consideracao as necessidades de todos os paises;
e Aumentar o investimento em novos medicamentos, ferramentas de

diagnéstico, vacinas e outras intervengoes.

A fim de diminuir o impacto da resisténcia antimicrobiana diante de farmacos
sintéticos, as plantas medicinais vem ganhando cada vez mais espaco para contribuir

no tratamento de tais infec¢cdes (COSTA et al., 2009).

2.3 MICRORGANISMOS DE IMPORTANCIA CLINICA

As infeccBes podem ser categorizadas em comunitarias ou hospitalares. As
infeccdes comunitarias sdo aquelas determinadas nas primeiras 48 horas de
internacdo, sem que tenha ocorrido internacdo anterior. J4 as infec¢des hospitalares
sdo determinadas em mais de 48 horas apdés admissdo ou alta do paciente
(HENDERSON et al., 2013).

O grupo de patdgenos mais presente nas infec¢cdes sao as bactérias que
constituem a microbiota humana, e que normalmente ndo trazem risco a individuos
saudaveis devido a sua baixa viruléncia, mas podem vir a causar infeccdo em
individuos com estado clinico comprometido, sendo assim, chamadas de bactérias
oportunistas (MANUAL DE MICROBIOLOGIA CLINICA PARA O CONTROLE DE
INFECCAO EM SERVICOS DE SAUDE, 2004).

Geralmente os sitios de infec¢cdo mais frequentemente atingidos sé@o o trato
urinario, feridas cirargicas e trato respiratorio. Os principais motivos que influenciam
na aquisicao de uma infeccao sdo: imunossupressao, uso prolongado de antibioticos,
idade (recém-nascidos e idosos s&o mais vulneraveis), procedimentos medicos
(invasivos), falhas nos procedimentos de controle de infeccdo (MANUAL DE
MICROBIOLOGIA CLINICA PARA O CONTROLE DE INFECCAO EM SERVICOS DE
SAUDE, 2004).

Os patdégenos mais comuns causadores de diversas infec¢des estao citados

no Quadro 2:
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QUADRO 2 - Patdgenos mais comuns em infec¢cdes comunitarias e hospitalares

Patégeno Sitios comuns de isolamento

Bactérias Gram negativas

Escherichia coli Trato urinério, feridas cirargicas, sangue
Pseudomonas spp Trato urindrio, trato respiratorio, queimaduras
_ Trato urindrio, trato respiratorio, feridas
Klebsiella spp L
cirargicas
Proteus spp Trato urinério, feridas cirargicas

Trato urinério, trato respiratério, feridas
Enterobacter spp o
cirdrgicas

_ Trato urindrio, trato respiratorio, feridas
Serratia spp cirtrgicas

Bactérias Gram positivas

Trato urindrio, trato respiratorio, feridas
Streptococcus spp

cirdrgicas
Staphylococcus aureus Pele, feridas cirrgicas, sangue
Staphylococcus epidermitis Pele, feridas cirdrgicas, sangue
Fungos
Candida albicans Trato urinério, sangue

Fonte: Adaptado do Manual de Microbiologia Clinica para o Controle de Infeccdo em Servigos de
Saude, 2004.

Staphylococcus aureus, uma bactéria gram positiva, além de ser responsavel
pela maioria das infeccdes de pele, pode também causar pneumonia. A infeccéo
cutdnea possui uma prevaléncia de 40% nas infec¢cdes comunitarias e a resisténcia
dos agentes infecciosos esta relacionada ao uso indiscriminado de antimicrobianos e
a profilaxia prolongada (ANVISA, 2008).

De acordo com Pereira da Cruz (2015) as infec¢des do trato urinario (ITUS)
sdo uma das infec¢Bes adquiridas na comunidade que mais levam ao consultorio
médico. Escherichia coli € um dos principais uropatégenos, sendo responsavel por até
90% das infecc¢des agudas (BILLIPS et al., 2009).

E sabido que tais doencas causadas por esses microrganismos sd0 um

problema de salde publica, portanto, o trabalho buscara avaliar as potencialidades
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dos OEs como agentes antimicrobianos ou como precursores de novos farmacos

antimicrobianos.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais frente a espécies de

bactérias e levedura de importancia clinica em humanos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Pesquisar e investigar as indicacdes terapéuticas associadas as propriedades
antimicrobianas dos 6leos essenciais disponibilizados pela empresa Harmonie
Aromaterapia LTDA por revisao de literatura.

b) Analisar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais selecionados frente as
cepas bacterianas de Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli
ATCC 25922 e ATCC 35218, S. aureus resistente a meticilina, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 e a cepa de levedura Candida albicans ATCC 14053
pelo método de disco-difuséo.

c) Avaliar a concentragao inibitéria minima (CIM) dos 6leos essenciais com melhor

atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicdo em caldo.

4. MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo experimental exploratério quantitativo.

4.1 REVISAO DA LITERATURA PARA SELECAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

A revisao da literatura foi realizada com o intuito de selecionar os OEs que
apresentassem indicagfes relacionadas a atividade antimicrobiana. Inicialmente, foi
realizada uma busca no website da empresa Harmonie Aromaterapia LTDA
( ) localizada em Floriandpolis, Santa Catarina,
pesquisando as indicacdes de todo o portfolio de OEs disponiveis. Além dessa
pesquisa preliminar, foi realizada uma busca dos artigos originais publicados entre

2000 a 2021 em Inglés e Portugués recuperados a partir de quatro bases de dados:


https://harmoniearomaterapia.com.br/
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PubMed, Scielo, ScienceDirect e Google Scholar. A estratégia de busca incluiu as

LL 11

seguintes palavras chaves ou descritores: “Essential Oil”, “Antimicrobial”,

LT

“‘Antimicrobial Activity”, “Atividade antimicrobiana” e “Oleos essenciais”.

4.2 SELECAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os OEs foram selecionados do portfélio da empresa Harmonie Aromaterapia
LTDA. Todos os OEs comercializados por essa empresa sao 100% puros e naturais,
e possuem laudo cromatogréfico disponivel para download na loja virtual
(https://harmoniearomaterapia.com.br/).

Os seguintes critérios foram utilizados na sele¢do dos OEs: (i) preco menor
que 70 reais; (ii) ser indicado para lesbes de pele como acne, dermatites, ou outras
infeccbes bacterianas, como bronquite, pneumonia e cistite; (iii) ser indicado para
infeccdes fungicas, como pé de atleta e candidiase.

Dos 68 OEs disponiveis no portfdlio, 35 sdo indicados como tratamento para
infecgbes bacterianas, fungicas ou virais. Dentre esses 35 OEs, 10 foram
selecionados, sendo eles: Cymbopogon flexuosus (Capim-liméo), Copaifera officinalis
(copaiba), Ocimum basilicum (Manjericdo), Origanum majorana (Manjerona),
Origanum vulgare (Orégano), Schinus terebinthifolius (pimenta rosa), Cyperus
articulatus (priprioca), Salvia sclarea (sélvia esclaréia), Amyris balsamifera (sandalo
amyris) e Thymus vulgaris (Tomilho).

No Quadro 3 foram listados os OEs selecionados em ordem alfabética, seus
respectivos nomes cientificos, indicacdo baseado na pratica clinica, pais de origem

da planta, preco em reais, e contraindicacoes.


https://harmoniearomaterapia.com.br/

QUADRO 3 - Oleos essenciais selecionados e suas caracteristicas

. Indicagéo i
Oleo Nome Pais de | Preco o
i o baseado na ) Contraindicag6es
essencial cientifico . . origem (R$)
pratica clinica

Interage com

Combate pé de medicamentos. Irritante
. _ |Cymbopogon atleta e acne, o R$ para pele e mucosas se
Capim-liméo India N ~
flexuosus usado como 29,00 [utilizado em concentracao
desodorante superior a 0,7% em

formulacdes topicas.

Acne, eczema,

bronquite,
Copaiba Copaifera fungicida, trata ) R$ )
_ S i Brasil Considerado seguro.
resina officinalis | herpes, furdnculos 16,50

e fungos na pele e

unha
Irritante para pele e
L Ocimum Tosse, bronquite, L R$ mucosas se utilizado
Manjericéao N o Vietna )
basilicum sinusite 29,00 mais que 3% em

formulagdes topicas.

) Antifiingico e o
) Origanum o ) R$ Contraindicado para
Manjerona ) bactericida de Egito
majorana 44,00 gestantes.
amplo espectro

Atua contra o
Contraindicado para

i Origanum | Candida albicans. R$ )
Orégano . . Espanha gestantes e criancas
vulgare Gripes, resfriados e 66,00 )

abaixo de 2 anos.
tosse
Schinus )
) o Espinhas, acne, ) R$ )
Pimenta rosa [terebinthifoliu| ) Brasil Considerado seguro.
cistite e candidiase 44,00
s
o Cyperus Antisséptico em ] R$ Contraindicado para
Priprioca Brasil

articulatus | feridas e infeccbes 67,00 gestantes.
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. Indicagéo i
Oleo Nome Pais de | Preco o
i o baseado na ) Contraindicag6es
essencial cientifico . . origem (R9$)
pratica clinica

Salvia Salvia Acne, furdnculo, RUsSi R$ Contraindicado para
Ussia
esclareia sclarea dermatites 43,00 gestantes.

Acne, candidiase,

Sandalo Amyris o _ . R$ _
. ) cistite, feridas de Haiti Considerado seguro
amyris balsamifera 48,00
pele
) Contraindicado para
] Thymus Micoses, R$ . i
Tomilho . o Espanha gestantes e criancas até
vulgaris candidiase, tosse 34,00

2 anos.

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

4.3 SELECAO DAS CEPAS DOS MICRORGANISMOS

As cepas bacterianas e fangica selecionadas representam o0s agentes
etiologicos frequentes das infeccdes relacionadas as indicacdes baseadas na pratica
clinica dos OEs.

As cepas foram gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Microbiologia da
Unidade do Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital Professor Polydoro Ernani
de S&o Thiago (HU/UFSC/EBSERH) e pelo Prof. Dr. Sérgio Eduardo Longo
Fracalanzza, do Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Goes, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro.

Foram utilizadas cinco cepas de bactérias , sendo elas: S. aureus produtor de
B-lactamase de espectro estreito ATCC 29213, isolado clinico de S. aureus resistente
a meticilina clone epidémico USA 400, E. coli ATCC 25922, E. coli produtor de -
lactamase do tipo TEM-1 ATCC 35218 e Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
produtor de B-lactamase do tipo SHV-2. Aléem de uma levedura Candida albicans
ATCC 14053.

4.4 METODO DE DISCO-DIFUSAO

A triagem da atividade antimicrobiana dos OEs frente aos microrganismos foi

realizada por meio do método de disco-difuséo.
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O método de disco-difusdo é considerado satisfatério para determinar a
sensibilidade de varios microrganismos a diferentes produtos farmacéuticos e fornece
evidéncia de mecanismos de resisténcia devido a degradacdo do agente
antimicrobiano pelo microrganismo (KATZUNG, 2003).

4.4.1 PREPARO DO INOCULO BACTERIANO

Para a preparacéo do inoculo, foram transferidas 3 a 4 colénias do respectivo
microrganismo em um tubo contendo 3 mL de solucdo salina 0.9%, até atingir a
turbidez compativel com a escala 0.5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL) para as
bactérias e escala 1.0 de McFarland (3,0 x 10® UFC/mL) para a levedura
(RABINOVITCH et al., 2015). Em seguida, essa suspensao foi semeada em placas
de petri contendo Miieller-Hinton Agar (MHA), utilizando swab de algod&o alginatado
(SILVEIRA 2012).

Discos de papel estéreis (6 mm de diametro) foram impregnados com 15 pL
de cada Oleo essencial puro, secos a temperatura ambiente e depositados sobre a
superficie do MHA inoculado. As placas foram incubadas a 35°C por 18 horas
(SILVEIRA, 2012).

Para o controle de qualidade do método, os seguintes discos de

antimicrobianos foram utilizados para as cepas bacterianas a seguir:

Escherichia coli ATCC 25922: Amicacina (AMI 30 pg), Cefazolina (CFZ 30 ug),
Ceftriaxona (CRO 30 ug), Cefepime (CPM 30 pg), Ciprofloxacino (CIP 5 ug),
Gentamicina (GEN 10 pg), Meropenem (MER 10 pg), Sulfametoxazol + trimetropim
(SUT 1.25/ 23.75 uQ).

Escherichia coli ATCC 35218: Amoxacilina/clavulanato (AMC 20/10 pg), Ampicilina
(AMP10 pg), Piperacilina/Tazobactam (PTZ 100/10 ug).

Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Staphylococcus aureus MRSA USA 400:
Cefoxitina (CFO 30 ug), Eritromicina (ERI 15 ug), Clindamicina (CLI 2 ug), Oxacilina
(OXA 1 ug), Rifampicina (RIF 5 ug), Penicilina (PEN).

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603: Amoxacilina/clavulanato (AMC 20/10 ug),
Ceftazidima (CZD), Ceftriaxona (CRO 30 pg), Cefepime (CPM 30 pg).
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4.4.2 LEITURA DOS HALOS DE INIBICAO

A leitura das bordas dos halos de inibicdo para os discos contendo OEs e
antimicrobianos do controle de qualidade foi lida no ponto de completa inibicdo do
crescimento, visto a olho nu, com a placa posicionada a cerca de 30 cm dos olhos. Os
didmetros dos halos de inibicdo foram medidos em milimetros com uma régua
(BRCAST, 2018).

A interpretagéo do halos de inibicdo do controle de qualidade foi realizada
conforme intervalos recomendados pela versao brasileira do European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST/versao BrCAST) (BRCAST, 2020).

Como parametro de interpretacéo da atividade antimicrobiana dos OEs, foram

empregados os padrbes de sensibilidade utilizados por MOREIRA et al. (2005),
didmetro do halo de inibicdo: ndo sensivel: < 8 mm; sensivel: de 9-14 mm; muito
sensivel: 15-19 mm; extremamente sensivel: =2 20 mm (MOREIRA, 2005).

A Figura 1 ilustra o procedimento do método de disco-difuséo.


http://www.in.gov.br/materia/-/asset_publisher/Kujrw0TZC2Mb/content/id/55217765/do1-2018-12-14-portaria-n-64-de-11-de-dezembro-de-2018-55217696
http://www.in.gov.br/materia/-/asset_publisher/Kujrw0TZC2Mb/content/id/55217765/do1-2018-12-14-portaria-n-64-de-11-de-dezembro-de-2018-55217696
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FIGURA 1 - llustracdo esquematica do procedimento do método de disco-difusdo
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Fonte: Elaborado pela autora utilizando a plataforma BioRender, 2021.

4.5 METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO

Os OEs que apresentaram tamanho de halo de inibicdo a partir de 9 mm no
método de disco-difusdo, foram testados para determinagéo da concentracao inibitoria
minima através do método da microdiluicdo em caldo. A concentracdo inibitéria
minima (CIM) é a menor concentracdo do agente antimicrobiano capaz de inibir o
crescimento do microrganismo (SANTURIO et al., 2011).

Primeiramente, foram preparadas as solu¢des-estoque para o controle de

qualidade utilizando ceftriaxona e para os 0leos essenciais

4.5.1 PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE DE CEFTRIAXONA

Para estabelecer a concentracdo da solugédo-estoque foi considerado o
intervalo padronizado pelo BRCAST (2021) para a CIM de Escherichia coli ATCC
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25922 para ceftriaxona, sendo 0,03 — 0,125 pg/mL. O calculo a seguir foi utilizado para

encontrar o valor da concentracdo da solucao-estoque:
C (ug/mL) = C1 (pg/mL) x FC1 x FC2
C=0,5pg/mL x 2 x 100 =100 pg/mL
C =100 pg/mL

C1=0,5 pug/mL; € o valor de duas concentracdes acima de 0,125 pug/mL que
representa o limite superior da CIM de ceftriaxona para Escherichia coli ATCC 25922
no teste do controle de qualidade (BRCAST, 2021)

FC1 = 2 = fator de correcéo de diluicédo (1:2) ao adicionar o in6culo bacteriano
FC2 = 100 = fator de correcéo da diluicdo 1:100 para garantir precisdo na pesagem
C =100 pg/mL; é a concentracédo da solugdo estoque de ceftriaxona

Para definir a quantidade de sal de ceftriaxona a ser pesado para fazer a solucao

estoque, foi feito o seguinte calculo:

Concentracéo da solucdo estoque (ug/mL) x volume da solugdo (mL)

P =
(mg) Poténcia do sal (ug/mg)

_ 100 (ug/mL) x 10 (mL)
- 1000 (pg/mg)

Peso (mg) =1 mg ou 0,0010 g de sal de ceftriaxona

P (mg) = é o valor a ser pesado do sal de ceftriaxona

10 mL = volume de agua destilada estéril para preparo da solugéo estoque
Poténcia = 1000 pg/mg = poténcia do sal de ceftriaxona

Para o preparo da maior concentracado de ceftriaxona a ser adicionada na
placa, a solugdo estoque de ceftriaxona (100 pg/mL) devera ser diluida 1:100 em

MHB. O calculo foi feito a partir da formula:
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ClxV1i=C2xV2
100 pg/mL x V1 =1 pg/mL x 2 mL

2pug
100 pg/mL

0,02 mL ou 20 pL diluido em 1,98 mL de MHB

A partir da concentracao de 1 pg/mL foram realizadas diluicfes seriadas 1:2
até atingir a concentracdo mais baixa (0,015 pg/mL) a ser adicionada na placa. Ao
finalizar as diluicbes, foram obtidas as concentracdes finais de 1; 0,5; 0,25; 0,125;
0,06; 0,03 e 0,015 pg/mL.

4.5.2 PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE DE OE

De acordo com o estudo de Santurio et al., (2011), foi estabelecido a concentracao

maxima de 16 pL/mL.
C (uL/mL) = C1 (uL/mL) x FC1
C =16 pL/mL x 2 = 32 pL/mL

Para o preparo da maior concentracdo do OE a ser adicionada na placa, a solucao
estoque de 32 uL/mL devera ser preparada em MHB com 3% de DMSO.

Preparo de MHB com 3% de DMSO: 240 uL de DMSO + 7.760 uL de MHB
64 uL de OE + 1.936 uL de MHB com 3% de DMSO

A partir da concentracdo de 32 pL/mL foi realizado diluicbes seriadas até atingir a

concentragcéo mais baixa (0,06 pL /mL) a ser adicionada na placa.

Ao finalizar as diluicGes, serdo obtidas as concentracgdes finais de 32; 16; 8; 4, 2; 1,
0,5, 0,25, 0,125, e 0,06 pL/mL.
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4.5.3 PREPARO DO INOCULO

As colbnias que cresceram em agar sangue, foram suspensas em solucao
salina 0,9% para obter-se uma turvagcdo equivalente ao tubo 0,5 da Escala Mac
Farland (1,5 x 108 UFC/mL). Para a preparagdo do inéculo, diluiu-se 16 pL dessa
solucdo em 4,964 mL de MHB (1:32 — 5 x 10°) e ap06s isso transferiu-se 100 yL dessa
nova solugao bacteriana para a placa de microdiluigdo contendo 100 pyL da solugao
de OE ou ceftriaxona (diluicao 1:2).

A concentracgdo final do inéculo na placa foi de aproximadamente 2,5x10%e as

concentracfes do antimicrobiano diluidas pela metade.

A Figura 2 ilustra o procedimento das diluicdes e do preparo do indculo bacteriano.

FIGURA 2 — llustracdo esquematica do procedimento do método de microdiluicdo

em caldo e preparo do indculo bacteriano
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Fonte: Elaborado pela autora utilizando a plataforma BioRender, 2021.
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4.5.4 PREPARO DAS PLACAS DE MICRODILUICAO EM CALDO

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada em
placas de 96 pocos com fundo em U dispostos em 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a
H).

Apos feitas as diluicbes seriadas tanto do controle do método, quanto dos
Oleos essenciais, adicionou-se com uma micropipeta monocanal 100 uL de cada
diluicdo seriadas em cada poco da placa. A linha A corresponde a cepa Escherichia
coli ATCC 25922, a linha B corresponde a cepa Escherichia coli ATCC 35218, a linha
C corresponde a cepa Staphylococcus aureus ATCC 29213, a linha D corresponde a
cepa Staphylococcus aureus MRSA USA 400 e a linha E corresponde a cepa
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 e a linha H corresponde ao controle do método,
diferentes concentracdes de ceftriaxona frente a Escherichia coli ATCC 25922.

A coluna 10 até a linha E possui o poc¢o do branco bacteriano, que contém
100 pL MHB ja diluido em 3% de DMSO, acrescido de 100 pL de indculo. Este controle
serve para verificar a viabilidade do DMSO frente as bactérias. A coluna 10, linha H
possui 0 controle negativo, que inclui apenas 200,0 L de MHB. A coluna 10, linha F
possui o Cd, que é o controle do diluente (DMSOQ), incluindo apenas 200 uL de MHB
diluido em 3% de DMSO. A funcao desse controle é verificar a esterilidade do DMSO.
A coluna 11 possui o controle positivo para cada bactéria, e inclui 100 uL de MHB
acrescido de 100 puL de in6culo bacteriano. Na coluna 12, adicionou-se cada OE
acrescido em MHB (95 pL de MHB + 5 pL de OE) para verificar se os OEs estavam

previamente contaminados.

Dessa forma, a disposicao final da placa foi a seguinte, como disposto na Figura 3.
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FIGURA 3 — llustracao esquematica do mapa da placa de 96 pocos na sua

disposicéo final
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Legenda: Mapa da placa de microdiluicdo na sua disposicao final. Coluna 10 até a linha E: Bb
(branco bacteriano) que contém 100 pL MHB diluido em 3% de DMSO, acrescido de 100 pL de
indculo; Coluna 10, linha H: C- (controle negativo) que inclui apenas 200,0 pL de MHB; Coluna 10,
linha F: Cd, (controle do diluente DMSO) que possui 200 pL de MHB diluido em 3% de DMSO;
Coluna 11: C+ (controle positivo para cada bactéria) que inclui 100 pL de MHB acrescido de 100 uL
de in6culo bacteriano; Coluna 12: OE, possui cada OE acrescido em MHB (95 pL de MHB + 5 L de
OE); Coluna H contém o controle de ceftriaxona para a cepa bacteriana E.coli ATCC 25922, contendo
sete concentragdes do antimicrobiano e seu respectivo controle positivo.

Fonte: Elaborado pela autora utilizando a plataforma BioRender, 2021.

As microplacas foram incubadas protegidas no plastico da propria
embalagem, durante 24h a 35°C, em condicbes de aerobiose (SANTURIO et al.,
2011).

Created in BioRender.co
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Em uma fileira de uma placa, foi testado o controle para validar o método. O
controle utilizado foi o sal de ceftriaxona heptahidratado Sigma-Aldrich (Merck), o

antimicrobiano padronizado para Escherichia coli ATCC 25922.

4.5.5 LEITURA DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

A CIM correspondeu a ultima diluicdo dos 6leos essenciais na qual nao foi
verificada a presenca de turvacao no meio e precipitado bacteriano no fundo do pogo
(botéo) apds o periodo de incubacédo (FREIRE, 2014). A leitura foi feita a olho nu,
considerando a turvacdo e a presenca de precipitado caracteristicos de crescimento

bacteriano como observado nos controles positivos.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TRIAGEM DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA PELO METODO DE DISCO-
DIFUSAO

Cada OE foi testado uma vez para cada microrganismo selecionado. Foi
utilizada inicialmente, quantidades de 10, 15, 20, 25, e 30 yL de 6leo essencial puro
em cada disco estéril. Foi percebido que ndo houve diferencas significativas de
tamanho de halo de inibicdo com diferentes volumes, portanto, padronizou-se 0s
volumes utilizados em 15 uyL. Todos os microrganismos utilizados nessa etapa
demonstraram-se sensiveis aos antimicrobianos de referéncia utilizados, no teste de
controle de qualidade, possuindo halos de inibicdo superiores ao minimo indicado
para sensibilidade ao composto, como visto na Figura 4. Com isso, tanto as cepas dos
MOs quanto o meétodo utilizados se evidenciaram adequados para utilizacdo nos

testes realizados.
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FIGURA 4 — Imagens das placas com discos de antibiéticos para controle de

gualidade do método de disco-difusédo

Legenda: E. coli ATCC 25922 com discos controles de Amicacina (AMI), Ceftriaxona (CRO),
Meropenem (MPM), Sulfametoxazol/Trimetoprim (SUT); E.coli ATCC 35218 com discos controles de
Amoxicilina-acido clavulanico (AMC 30), Ampicilina-sulbactam (APS 20), Piperacilina-tazobactam
(PIT); S. aureus ATCC 29213 com discos controles de Cefoxitina (CFO 30), Clindamicina (CLI),
Eritromicina (ERI), Oxacilina (OXA), Penicilina (PEN), Rifampicina (RIF); K. pneumoniae ATCC
700603 com discos controles de Amoxicilina/Acido Clavulanico (AMC), Cefepime (FEP), Ceftadizima
(CZD), Ceftriaxona (CRO).

Fonte: Acervo pessoal da autora, 2021.

5.1.2 PERFIS DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA AOS OLEOS ESSENCIAIS
NO TESTE DE DISCO-DIFUSAO

Dos dez 6leos essenciais que foram testados, cinco obtiveram resultados
com destaque. Sendo eles, Cymbopogon flexuosus (Capim-limé&o), Ocimum basilicum
(Manjericdo), Origanum majorana (Manjerona), Origanum vulgare (Orégano) e

Thymus vulgaris (Tomilho), como visto na Figura 5.
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FIGURA 5 — Grafico de resultados do teste de disco-difusao
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Legenda: Os marcadores quadrados representam as cepas bacterianas resistentes e os marcadores
redondos representam as cepas bacterianas néo resistentes. Os OEs marcados de verde sdo os
selecionados para serem testados no teste de microdiluicio em caldo.

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A partir do grafico da Figura 5, pode-se observar que o OE de Cymbopogon
flexuosus (Capim-limao) apresentou atividade classificada como extremamente
sensivel (tamanho de halo = 20 mm) frente a dois MOs nao resistentes (S. aureus
ATCC 29213 e C. albicans ATCC 14053) e um resistente (S. aureus MRSA). O OE de
Ocimum basilicum (Manjericdo) apresentou atividade classificada como muito
sensivel (tamanho de halo entre 15 e 19 mm) para dois MOs nao resistentes, S.
aureus ATCC 29213 e C. albicans ATCC 14053, apresentando atividade classificada
como sensivel (tamanho de halo entre 9-14 mm) pros demais MOs. O OE de
Origanum majorana (Manjerona) apresentou atividade classificada como
extremamente sensivel frente a cepa nao resistente E. coli ATCC 25922, e atividade
classificada como muito sensivel para a cepa resistente E.coli ATCC 35218 e os dois
MOs néo resistentes (S. aureus ATCC 29213 e C. albicans ATCC 14053). O OE de
Origanum vulgare (Orégano) apresentou atividade classificada como extremamente

sensivel: frente a duas cepas resistentes (E. coli ATCC 35218 e S. aureus MRSA) e a
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duas cepas nao resistentes (E .coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 29213). O OE de
Thymus vulgaris (Tomilho) apresentou atividade classificada como extremamente
sensivel para todos os MOs (dois resistentes e dois ndo resistentes) exceto K.
pneumoniae, que apresentou atividade classificada como sensivel. Em suma,
considerando a classificacdo de sensibilidade, os OEs que apresentaram maior
atividade frente aos MOs resistentes foram em ordem crescente: Thymus vulgaris,
Origanum vulgare, Origanum majorana, Ocimum basilicum e por tltimo, Cymbopogon
flexuosus.

Tal atividade esta provavelmente relacionada a composicao destes OEs, visto que, 0s
OEs de Origanum vulgare (Orégano) e Thymus vulgaris (Tomilho) e possuem grande
teor de timol e carvacrol, compostos frequentemente estudados por suas propriedades
antibacterianas e antifangicas (ALEXOPOULOS, 2011).

Os dados dos resultados do teste de disco-difusdo classificados pela
sensibilidade podem ser encontrados a seguir na Tabela 1.
Destaca-se que 50% dos resultados foram na regido considerada ndo sensivel (<8
mm), correspondentes aos cinco OEs que ndo seguiram para a etapa do teste de

microdiluicdo em caldo.

TABELA 1 - Resultados do teste de disco-difusdo classificados pela

sensibilidade
. . C.
E. coli E.coli S. aureus S. aureus K. albicans
Classificacao ATCC ATCC ATCC .MRSA pneumoniae ATCC Total
25922 35218 29213 ATCC 700603
14053
Nao sensivel 5 6 4 3 6 5 29
Sensivel 1 1 1 4 4 0 11
Muito Sensivel 1 1 2 0 0 2 6
Ext. Sensivel 3 2 3 3 0 1 12
o M=
/o Nao 8,6% 10,3% 6,9% 5,2% 10,3% 8,6%
Sensivel 50%
% Sensivel 1,7% 1,7% 1,7% 6,9% 6,9% 0,0% 19%
% MUitO 0, 0, 0, 0, 0, 0,
Sensivel 1,7% 1,7% 3,4% 0,0% 0,0% 3,4% 10%
% Ext. Sensivel 5,2% 3,4% 5,2% 5,2% 0,0% 1,7% 219%

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.
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5.1.2.1 PERFIL DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OE DE Cymbopogon

flexuosus

Pode-se observar que o OE de Capim-lim&o teve um bom resultado, para
as bactérias S. aureus ATCC 29213 e MRSA se mostrando extremamente sensivel
para tal. Assim como pra C. albicans ATCC 14053, alcancando um halo de inibicao
de 70 mm. O OE mostrou-se nao sensivel apenas para E. coli ATCC 35922. As fotos

das placas estéao dispostas no Apéndice B.

5.1.2.2 PERFIL DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OE DE Ocimum basilicum

Observou-se que o OE de Manjericao teve um bom resultado, possuindo
atividade antimicrobiana para todos os microrganismos, principalmente para C.
albicans ATCC 14053, que alcancou um halo de inibicdo de 18 mm. As fotos das

placas estao dispostas no Apéndice C.

5.1.2.3 PERFIL DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OE Origanum majorana

Foi visto que o OE de Manjerona teve um dos melhores resultados nesse
teste. Para E.coli ATCC 35218 obteve tamanho de halo de inibicdo 20 mm, sendo para
tal, extremamente sensivel. Para S. aureus ATCC 29213 obteve tamanho de halo de
inibicdo 18 mm, para MRSA obteve tamanho de halo de inibicdo de 12 mm. As fotos
das placas estéao dispostas no Apéndice D.

5.1.2.4 PERFIL DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OE DE Origanum vulgare

Constatou-se que o OE de Orégano teve também, um dos melhores
resultados nesse teste. Tendo destaque para S. aureus ATCC 29213 e S. aureus
MRSA, alcancando tamanhos de halo de inibicio de 40 mm e 38 mm,
respectivamente. O OE de Orégano obteve resultado classificado como nao sensivel
apenas para a bactéria K. pneumoniae ATCC 700603. Para C. albicans ATCC 14053
nao foi possivel delimitar a inibicdo quantitativamente pois néo teve tamanho de halo

mensuravel. As fotos das placas estdo dispostas no Apéndice E.
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5.1.2.5 PERFIL DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OE Thymus vulgaris

Notou-se que o OE de Tomilho obteve também, um dos resultados mais
satisfatorios nesse teste. Tendo destaque para S. aureus ATCC 29213 e S. aureus
MRSA, alcangando tamanhos de halo de inibicio de 40 mm e 46 mm,
respectivamente. Para C. albicans ATCC 14053 néo foi possivel delimitar a inibicao
guantitativamente pois ndo teve tamanho de halo mensuravel. As fotos das placas

estédo dispostas no Apéndice F.

5.2 PERFIS DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA AOS OLEOS ESSENCIAIS
NO TESTE DE MICRODILUICAO EM CALDO

Os valores de concentracgdo inibitéria minima (CIM) para as cepas bacterianas
estdo apresentados nos gréaficos contidos nas Figuras 6, 7, 8, 9, 10. Verificou-se que
os OEs obtiveram resultados de CIM proximos entre si. Nos graficos estdo contidos
os resultados para cada OE, e também uma comparacéao entre os resultados dos dois
testes realizados (DD e CIM). Neste teste, optou-se por ndo estudar a cepa fangica
Candida albicans, devido ao fato do resultado do teste de disco-difuséo ter sido
inconclusivo para dois OEs, Origanum vulgare (Orégano) e Thymus vulgaris
(Tomilho).
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5.2.1 PERFIL DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OE DE Cymbopogon

flexuosus

Observou-se o OE de Capim-lim&o obteve valores de CIM de 16 pL/mL
para todas as cepas bacterianas exceto K. pneumoniae ATCC 700603, que obteve
um valor maior que a diluicdo mais concentrada da placa (>16 pL/mL). O grafico

ilustrando o perfil de atividade antimicrobiana esta localizado na Figura 6.

FIGURA 6 — Gréfico do resultado de concentracédo inibitéria minima do OE de

Cymbopogon flexuosus (Capim-liméo)
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Legenda: Os marcadores quadrados representam as cepas bacterianas resistentes e os marcadores
redondos representam as cepas bacterianas nao resistentes.

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

As fotos das placas estédo dispostas no Apéndice G.

5.2.2 PERFIL DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OE DE Ocimum basilicum

Constatou-se que o OE de Manjericdo obteve valores de CIM de 16 puL/mL
apenas para K. pneumoniae ATCC 700603 e S. aureus MRSA, e obteve valores de

CIM >16 puL/mL para as demais cepas bacterianas. Como esta ilustrado na Figura 7.
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FIGURA 7 — Grafico do resultado de concentracao inibitéria minima do OE de

Ocimum basilicum (Manjericao)
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Legenda: Os marcadores quadrados representam as cepas bacterianas resistentes e os marcadores
redondos representam as cepas bacterianas nao resistentes.

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

5.2.3 PERFIL DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OE DE Origanum majorana

Constatou-se que o OE de Manjerona obteve valores de CIM de 16 pL/mL
apenas para K. pneumoniae ATCC 700603 e obteve valores de CIM >16 pL/mL para

as demais cepas bacterianas. Como esta ilustrado no grafico da Figura 8.
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FIGURA 8 — Grafico do resultado de concentracao inibitéria minima do OE de

Origanum majorana (Manjerona)

Origanum majorana

35
30 [ ] [ ]
25
20
15
10

CIM [ul/ml]

0 1 2 3 4 5 6

Microorganismo

Escherichia coli ATCC 25922 Escherichia coli ATCC 35218
@ Staphylococcus aureus ATCC 29213 M Staphylococcus aureus MRSA

HKlebsiella pneumoniae ATCC 700603

Legenda: Os marcadores quadrados representam as cepas bacterianas resistentes e os marcadores
redondos representam as cepas bacterianas nao resistentes.
Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

As fotos das placas estédo dispostas no Apéndice |I.
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5.2.4 PERFIL DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OE DE Origanum vulgare

Observou-se que o OE de Orégano obteve valores de CIM de 8 uL/mL para

todas as cepas bacterianas. Como esté ilustrado no grafico na Figura 9.

FIGURA 9 — Grafico do resultado de concentracao inibitdria minima do OE de

Origanum vulgare (Orégano)
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Legenda: Os marcadores quadrados representam as cepas bacterianas resistentes e os marcadores
redondos representam as cepas bacterianas néo resistentes.
Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

As fotos das placas estédo dispostas no Apéndice J.
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5.2.5 PERFIL DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OE DE Thymus vulgaris

Observou-se que o OE de Tomilho obteve valores de CIM de 8 pL/mL para

todas as cepas bacterianas. Como esté ilustrado no grafico na Figura 10.

FIGURA 10 — Grafico do resultado de concentracao inibitdria minima do OE de

Thymus vulgaris (Tomilho)
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Legenda: Os marcadores quadrados representam as cepas bacterianas resistentes e os marcadores
redondos representam as cepas bacterianas nao resistentes.

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

As fotos das placas estéo dispostas no Apéndice K.

5.3 COMPARACAO ENTRE OS RESULTADOS DOS TESTES DE DISCO-DIFUSAO
E MICRODILUICAO EM CALDO

5.3.1 PERFIL DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OE DE Cymbopogon
flexuosus NOS TESTES

Para o 6leo essencial de Capim-liméo pode-se observar que os resultados do
teste de difusdo de disco encontram-se principalmente na regido “muito sensivel”’ e
“‘extremamente sensivel”’, baseando-se nisso, era esperado que os resultados no teste
de concentracdo inibitéria minima fossem menores, ou seja, com maior potencial de

inibicdo. Assim, observa-se que os resultados foram coerentes, uma vez que o Capim-
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lim&o inibiu o crescimento de quatro dos cinco microrganismo testados. A Figura 11

demonstra o cruzamento dos resultados dos dois testes realizados.

FIGURA 11 - Gréfico do resultados de disco-difusdo comparados com resultados de

CIM para OE de Capim-limao
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Legenda: Os marcadores quadrados representam as cepas bacterianas resistentes e os marcadores
redondos representam as cepas bacterianas nao resistentes. O valor “32 yL/mL” no eixo horizontal
esta representando valores de CIM acima de 16 pL/mL.

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.

5.3.2 PERFIL DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OE Ocimum basilicum NOS
TESTES

O 6leo essencial de Manjericao apresentou resultados de tamanho de halo
de inibicdo no teste de difusédo de disco na regido a baixo de 20 mm, ou seja, apenas
“sensivel” e “muito sensivel. Logo, era esperado que esse OE ndo apresentasse um
potencial inibitorio tdo importante.

O OE de Manjericao apresentou inibicdo nas concentragdes avaliadas
somente em duas cepas bacterianas, como visto na Figura 12. Isto € coerente com o

observado no teste de disco-difusao.
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FIGURA 12 — Grafico do resultados de disco-difusdo comparados com resultados de

CIM para OE de Manjericao
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Legenda: Os marcadores quadrados representam as cepas bacterianas resistentes e os marcadores
redondos representam as cepas bacterianas nao resistentes. O valor “32 yL/mL” no eixo horizontal
esta representando valores de CIM acima de 16 pL/mL.

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.

5.3.3 PERFIL DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OE DE Origanum majorana
NOS TESTES

Assim como o Manjericdo, o OE de Manjerona apresentou resultados de
tamanho de halo no teste de disco-difusdo apenas menor ou igual a 20 mm, na faixa
de “sensivel a "muito sensivel”, sendo o OE de Manjerona e o OE de Manjericéo, 0s
dois 6leos essenciais (dentre os OEs selecionados para o teste de microdiluicdo em
caldo) com menores valores de halo no teste de DD. Desta forma, a expectativa era
de que, dentre os OEs selecionados, esses dois 0leos essenciais apresentassem 0s
menores potenciais de inibigdo. Esta hipotese apresentou-se coerente. Os resultados

estdo dispostos na Figura 13.
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FIGURA 13 — Grafico do resultados de disco-difusdo comparados com resultados de

CIM para OE de Manjerona
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Legenda: Os marcadores quadrados representam as cepas bacterianas resistentes e os marcadores
redondos representam as cepas bacterianas nao resistentes. O valor “32 uL/mL” no eixo horizontal
esta representando valores de CIM acima de 16 pL/mL.

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

5.3.4 PERFIL DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OE Origanum vulgare NOS
TESTES

O Oleo essencial de Orégano apresentou alguns dos maiores valores de
halo de inibicdo no teste de DD. Sendo assim, a hip6tese levantada foi de que esse
OE apresentaria um dos menores valores concentracéo inibitdria minima no teste de
microdiluicdo em caldo. Essa hip6tese foi observada no resultado de 8 pL/mL
encontrado apenas para este OE e para o OE de Tomilho. Sendo esse valor, 0 menor
valor encontrado de CIM dentre todos os OEs estudados. Os resultados estao

dispostos na Figura 14.
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FIGURA 14 — Grafico do resultados de disco-difusdo comparados com resultados de

CIM para OE de Orégano
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Legenda: Os marcadores quadrados representam as cepas bacterianas resistentes e os marcadores
redondos representam as cepas bacterianas nao resistentes. O valor “32 yL/mL” no eixo horizontal
estéa representando valores de CIM acima de 16 pL/mL.

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

5.3.5 PERFIL DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OE DE Thymus vulgaris NOS
TESTES

As mesmas observacdes realizadas para o 6leo essencial de Orégano
podem ser estendidas para o OE de Tomilho, uma vez que, os resultados de DD
para o Tomilho foram similares com os resultados de DD para o Orégano. O mesmo
pode ser observado para os resultados de CIM para estes 6leos essenciais. Os

resultados estéo dispostos na Figura 15.
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FIGURA 15 — Grafico do resultados de disco-difusdo comparados com resultados de

CIM para OE de Tomilho
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Legenda: Os marcadores quadrados representam as cepas bacterianas resistentes e os marcadores

redondos representam as cepas bacterianas nao resistentes. O valor “32 yL/mL” no eixo horizontal

estéa representando valores de CIM acima de 16 pL/mL.

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Como observado nesta secdo, a maior parte dos resultados de CIM igual a 8

puL/mL estdo relacionados com valores de tamanho de halo de inibicdo de DD na

regido maior ou igual a 25 mm (extremamente sensivel). Os resultados de CIM igual

a 16 pL/mL estao relacionados principalmente com os resultados de tamanho de halo

de inibicdo menores do que 25 mm. Esperou-se que os valores dos dois testes

realizados se relacionassem de forma inversamente proporcional.

Os resultados estéo dispostos na Figura 16.
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FIGURA 16 — Grafico do resultados de disco-difusdo comparados aos resultados de

CIM para todos os OEs
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Legenda: O valor “32 uL/mL” no eixo horizontal esta representando valores de CIM acima de 16
puL/mL.

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Também pode-se observar que em geral, os menores valores de tamanho de
halo de inibicdo estéo relacionados aos 6leos essenciais que ndo apresentaram um
valor de CIM dentro do intervalo das concentragcdes estudadas (0,06 pL/mL a 16
puL/mL)

Isto pode acontecer devido a uma baixa atividade antimicrobiana destes OESs, ou 0s
métodos ndo foram adequados para estudar tais substancias.

E notdrio que a composicao fitoquimica dos OEs influencia diretamente na
sua atividade antimicrobiana. A composicédo de cada OE descrita no Quadro 4 foi
retirada do laudo cromatogréafico dos 6leos essenciais realizados pela Universidade
Federal de Minas Gerais em 2019 e 2020, disponibilizados pela empresa dos OEs
utilizados, Harmonie Aromaterapia LTDA. Destaca-se que as concentracdes dos
fitoconstituintes podem variar dependendo do tipo de solo, do clima, das praticas
agricolas, da variedade genética da planta e do processo de extracdo (ARAUJO,
2016).
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QUADRO 4 - Oleos essenciais selecionados em ordem alfabética, seus respectivos

nomes cientificos, familias e fitoconstituintes

Planta aromatica

Familia

Composicéo (%)

Capim-limao (Cymbopogon
flexuosus)

Poaceae

Geranial: 41,7; neral: 31,6;
acetato de geranila: 3,8;
acetato de linalila: 2,6

Copaiba (Copaifera officinalis)

Fabaceae

B-cariofileno: 70,2: a-
humuleno: 9,7; B-farneseno:
2,6

Manjericdo (Ocimum

basilicum)

Lamiaceae

Estragole: 91,0; Eucalyptol:
2,83; a-Farnesene: 2,0

Manjerona (Origanum

majorana)

Lamiaceae

Terpinen-4-ol: 28,3; trans-
hidrato sabineno: 13,4; y-
terpineno — 11,2; a-
terpineno: 5,9; p-cimeno:

3,9; limonen: 3,5

Orégano (Origanum vulgare)

Lamiaceae

Carvacrol: 75,5; p-cimeno:
4,4; B-cariofileno e -
felandreno: 2,4

Pimenta rosa (Schinus
terebinthifolius)

Anacardiaceae

0-3-careno: 32,1; a-
felandreno: 12,2; limoneno:

19,1; mirceno: 3,3

Priprioca (Cyperus articulatus)

Cyperaceae

Muscacona: 9,1; a-pineno:

6,3; a-copaeno: 5,0

Salvia esclaréia (Salvia

sclarea)

Lamiaceae

Acetato de linalila: 68,5;
linalool: 19,3

Sandalo amyris (Amyris
balsamifera)

Rutaceae

Valerianol: 20,0; -
eudesmol: 16,5; elemol:

15,9; y-eudesmol: 6,3

Tomilho (Thymus vulgaris)

Lamiaceae

Timol: 54,1; p-cimeno: 22,6;

linalool: 6,1

Fonte: Adatada pela autora (Certificado de analise quimica, UFMG, 2020).

Verificou-se que os OEs com melhor perfil de atividade antimicrobiana em

ambos os testes realizados, foram os OEs de Thymus vulgaris (Tomilho) e Origanum

vulgare (Orégano), que possuem timol e carvacrol em sua composi¢cdo, dois

compostos com atividade antimicrobiana descrita. No estudo de Andreou et al.,
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(2011), foi constatado atividade antibacteriana do OE de Origanum vulgare frente as
bactérias Clostridium perfringens, Pseudomonas aeruginosa, e Staphylococcus
aureus. Essa atividade foi associada a presenca de carvacrol e timol na composi¢ao
do OE (RODRIGUEZ-GARCIA et al.,, 2016). No estudo de Silva et al., (2010)
evidencia-se a importancia das interagdes entre 0s compostos que estao em menor
concentragdo, mostrando que a presenca de p-cimeno e y-terpineno aumenta a agao
antimicrobiana de compostos majoritarios como o carvacrol e timol. O p-cimeno néo
tem efeito antibacteriano quando isolado, porém quando utilizado de forma
combinada, ele propicia o transporte do carvacrol por meio da membrana
citoplasmatica para o interior da célula bacteriana (SILVA, 2010).

Como os testes com 06leos essenciais hdo possuem uma padronizacao, foi
necessario adaptar os meétodos e técnicas utilizados. Contudo, 0os ensaios podem ser
afetados por diversos fatores, como a propria metodologia utilizada, método de
extracdo dos Oleos essenciais, meio de cultura utilizado, pH do meio, tempo de
incubacdo e temperatura, caracteristicas fisico-quimicas de cada Oleo essencial,
variacfes genéticas de uma mesma espécie vegetal que podem alterar o teor de
principio ativo presente no 6leo essencial. E também, propriedades como volatilidade
dos OEs, insolubilidade em agua, viscosidade e complexidade podem resultar em
difusdo irregular dos componentes lipofilicos dos 6leos e, consequentemente, em
concentracdes desiguais do 6leo no agar (NAIFF, 2007).

Em sintese, as plantas medicinais produzem uma variedade de substancias
com propriedades antimicrobianas e espera-se que cada vez mais pesquisas sejam
realizadas para encontrar compostos candidatos para o desenvolvimento de novos
medicamentos antibioticos (GONCALVES, 2011).

6. CONCLUSAO

Diante disso, a pesquisa teve como objetivo geral avaliar a atividade
antimicrobiana de OEs frente a espécies de microrganismos de importancia clinica,
causadores de infec¢cdes em comunidade, por meio dos métodos de disco-difusédo e
microdiluicdo em caldo. O estudo teve éxito ao verificar que cinco dos dez OEs
estudados possuiram atividade antibacteriana e/ou antifingica, como descrito nos
resultados e discussdo. Como forma de atingir esse objetivo geral, foi realizada uma

revisdo da literatura das indicacdes terapéuticas associadas as propriedades
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antimicrobianas dos OEs. Essa pesquisa foi realizada no portfélio disponivel no
website da empresa Harmonie Aromaterapia LTDA. A partir dessa pesquisa, realizou-
se a selecdo dos OEs, filtrando-os pelos critérios escolhidos.

A atividade antimicrobiana dos dez 6leos essenciais selecionados frente aos
MOs foi estudada através do método de disco-difusédo. A partir destes resultados de
triagem, selecionou-se cinco OEs que tiveram resultados classificados como
“sensivel”, “muito sensivel” e “extremamente sensivel”, foram eles: Cymbopogon
flexuosus (Capim-limao), Ocimum basilicum (Manjericdo), Origanum majorana
(Manjerona), Origanum vulgare (Orégano), e Thymus vulgaris (Tomilho). Avaliou-se
entdo, a concentracao inibitéria minima (CIM) dos OEs frente as bactérias pelo método
de microdiluicdo em caldo. Destaca-se os resultados dos menores valores de CIM de
8 pL/mL para os OEs de Origanum vulgare (Orégano), e Thymus vulgaris (Tomilho).

Levando-se em consideracdo o0s aspectos levantados, observou-se que
resultados obtidos foram coerentes entre os testes realizados. No entanto, observou-
se gque para alguns OEs, ndo encontrou-se valor de concentracéo inibitéria minima na
faixa das concentracdes estudadas. Seria importante, portanto, realizar novos testes
de determinacéo de CIM utilizando valores superiores a 16 uL/mL, afim de encontrar
valores de CIM mais exatos e precisos.

Dessa forma, conclui-se que existem muitas variaveis envolvidas nos
materiais e metodologias realizadas, contudo, o fato de ndo terem sido observados
resultados inibitérios para alguns OEs ndo invalida novos estudos de cunho
microbioldgico e farmacoldgico dessas espécies vegetais. Por fim, este estudo pode
contribuir para futuras pesquisas de avaliacdo do potencial antimicrobiano de plantas,
bem como a determinagc&o de parametros para padronizar a metodologia e os testes

utilizando plantas e 6leos essenciais.
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8.1 APENDICE A — QUADRO DE REVISAO DOS OEs COM ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DESCRITA
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, ) Nome Uso de acordo com } ) Preco o .
Oleo essencial o - . Pais de origem Contraindicagdes
cientifico pratica clinica (R$)
Bactericida, fungicida, o
. ] Contraindicado para
. Angélica atua contra resfriados . .
Angélica ] o Bélgica 85 gestantes. E
archangelica e contra candida e o
fotossensibilizante
outros.
) o _ E fotossensibilizante.
Citrus Cistite, resfriado e . o
Bergamota ) ) Itélia 59 Contraindicado para
bergamia gripe ) 3
criancas de até 2 anos.
Bronquite e tosse,
Cedrus dermatite, infecgao ]
Cedro Atlas ) . e Marrocos 32 Considerado seguro.
atlantica cutinea, genitélia e
urinéria.
Contraindicado para
Daucus carota ]
Cenoura semente ) Dermatite, eczema Franca 57 gestantes, lactantes e
sativus )
criangas.
e N&o utilizar em
Antifingico, inibe os . )
) Cymbopogon . o concentragbes maiores que
Citronela o bacilos que produzem India 24,5 L
winterianus i 18% em aplicacbes
0 mau odor nos pés. o
dérmicas.
Contraindicado para uso em
) Cupressus o trabalho de parto e
Cipreste ) Fungicida, acne Espanha 49 )
sempervirens gestantes. Evitar uso com
Paracetamol.
Acne, eczema,
i} antibidtico, bronquite, )
] ) Copaifera o Brasil - )
Copaiba resina o fungicida, trata herpes, . 16,5 Considerado seguro.
officinalis ) Amazonia
furdnculos e fungos na
pele e unha.

Contraindicado para
hipertensos, epiléticos,
gestantes, criangas com

] menos de 2 anos e usuarios
Eugenia ) )
Cravo folhas Micose Madagascar 21,5 de medicamentos
caryophyllus )
anticoagulantes.
Contraindicado para casos
de doenca hepatica e renal.
Irritante de pele e mucosas.
InfeccBes e
) Canarium inflamacdes urinarias o
Elemi ) . o Franca N&o utilize em excesso.
luzonicum crbnicas, sinusite, e
bronquite
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, ) Nome Uso de acordo com } ) Preco o .
Oleo essencial o - . Pais de origem Contraindicagdes
cientifico pratica clinica (R$)
Antimicrobiano, ajuda o
) (Eucalyptus ) . ) Contraindicado para
Eucalipto globulus em casos de infeccdes China 27,5 ] )
globulus) criangas até 6 anos
na garganta e herpes
Antisséptico, indicado
para o tratamento de
. Cistus feridas purulentas, )
Ladano ) . Espanha 71 Considerado seguro.
ladaniferus psoriase, eczema,
acne e inflamacdes
cutaneas em geral.
Trata acne, micose,
combate dermatite,
Lavandula ) i )
Lavanda o furdnculos, pé de Franca 57 Considerado seguro.
angustifélia
atleta, eczemas,
sinusite
Contraindicado para
. Lavandula | Sinusite, antisséptico, hipertensos, epiléticos,
Lavandim . 43
hybrida grosso acne gestantes, lactantes,
criangas com até 3 anos.
Pode interagir com
o medicamentos alfentanil
Fungicida e
o metadona propofol valproate
Cymbopogon | bactericida, combate o ) ] o
Lemongrass . ) India 29 bupropion tamoxifennicotina,;
flexuosus pé de atleta e é . o
efavirenz e nevirapine
desodorante ]
cyclophosphamida
hipoglicemiantes.
Ameniza os sintomas o
) Contraindicado para
- da gripe e problemas ) .
Louro Laurus nobilis) L 44 gestantes e criangas de até
respiratorios, como
] 7 anos
bronquite aguda.
Pode interagir com
medicamentos alfentanil,
metadona, propofol,
) Antibacteriano, ) valproate, bupropion,
May Chang Litsea cubeba o o China 35 ) o
antiviral, antifdngico tamoxifen, nicotina,
efavirenz e nevirapine,
cyclophosphamida,
hipoglicemiantes.
_ E antifingico e o
) Origanum o ) Contraindicado para
Manjerona ] bactericida de amplo Egito 44
majorana

espectro

gestantes.
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. . Nome Uso de acordo com ) ) Preco o .
Oleo essencial o - . Pais de origem Contraindicagdes
cientifico pratica clinica (R$)
Fungicida combate
] Commiphora micoses e outras . Contraindicado para
Mirra o Somalia 85
myrrham doencas fungicas da gestantes e lactantes.
pele
) Tem propriedades
] Boswellia ] ] . ]
Olibano . antibacterianas e Somaélia 80 Evite 0 uso em excesso.
carterii
antifingicas
Atua contra candida
i Origanum albicans. Anti- Nao utilize com gestantes e
Orégano ] ] ] Espanha 66 ) ]
vulgare infeccioso. Gripes, criangas abaixo de 2 anos.
resfriados e tosse.
Pode irritar a pele e a
Pogosteo Fungicida e combate o mucosa se utilizado mais de
Palmarosa . i India 42 .
cablin pé de atleta. 0,5% em formulagdes para
aplicacao facial.
o Citrus Eczema, acne, ) .
Petitgrain: ] ) ] Paraguai 45 Considerado seguro
aurantium antibacteriano
Problemas cutaneos
Como acne, caspa,
dermatites em geral, ) )
) Pogostemon . . Pode interagir com
Patchouli ] eczemas, ulceracgoes, Indonésia 51 L )
cablin ) ] medicacao anticoagulante
feridas inflamadas.
Fungicida combate pé
de atleta
Contraindicado para
) ) . gestantes, criancas com
) ] ] Bronquite e infec¢des o
Pimenta negra Piper nigrum o India 67,5 [ menos de 2 anos e pessoas
respiratorias. o R
com sensibilidade cutanea.
Pode irritar pele e mucosa.
) Bactericida, fungicida,
] Schinus o ) ]
Pimenta rosa R acne, cistite e Brasil 44 Considerado seguro.
terebinthifolius o
candidiase
Sinusite, rinite,
o Pinus catarro, pneumonia. - ]
Pinheiro silvestre ) . Bulgéaria 43 Considerado seguro.
sylvestris Antifingico e
antibacteriano
] o ) o Bronquite, pneumonia o ]
Pinho siberiano | Abies sibirica Russia 40 Considerado seguro.

e resfriados
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, ) Nome Uso de acordo com } ) Preco o .
Oleo essencial o - . Pais de origem Contraindicagdes
cientifico pratica clinica (R$)
o Cyperus Antisséptico em ) Contraindicado para
Priprioca ] ) ] . Brasil 67
articulatus feridas e infecgdes gestantes.
Bactericida,
) antifungico,
) Cinnamomum ) 3
Ravintsara expectorante para Madagascar 49 Criangas de até 2 anos.
camphora o )
rinite, gripe e
resfriados.
) ] o Acne, furdnculo, o Contraindicado para
Salvia esclareia | Salvia sclarea ) Russia 43
dermatites gestantes.
Possui alta atividade
antimicrobiana
. ) Amyris podendo ser usado . )
Séandalo amyris ] . Haiti 48 Considerado seguro.
balsamifera em varios tipos de
infeccdes
microbiolégicas
Antifingico potente, Evite 0 uso em excesso.
combate pé de atleta, Acima de 5% de
Melaleuca o i . o i}
Tea tree e onimicose, furdnculos, Australia 38 concentragéo, é possivel
alternifélia ) . L
herpes e previne gue ocorra reagdo alérgica.
candidiase. N&o utilize puro na pele.
Antibacteriano,
antimicrobiano,
fungicida, e micose, e Contraindicado para
] Thymus o . .
Tomilho ari candidiase. Espanha 34 gestantes e criangas até 2
vulgaris .
expectorante, muito anos.
utilizado em
resfriados.
Contraindicado para
) ) gestantes e criangas de até
Gripe, resfriado )
) o 7 anos. Irritante da pele.
) Gaultheria | comum, indicado para ) o
Wintergreen L China 53,8 Pessoas alérgicas aos
procumbens caspa, irritagdes,

acne. Antifungico.

salicilatos. Uso de
medicamento

anticoagulante.

Fonte: Elaborada pela autora de acordo com a pesquisa realizada no portfélio Harmonie

Aromaterapia, 2021.
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8.2 APENDICE B — IMAGENS DO TESTE DE DISCO-DIFUSAO: Cymbopogon
flexuosus

Legenda: S. aureus ATCC 29213: 3 — Capim-liméo; 4 - Salvia Esclareia; 5 - Manjericdo; S. aureus
MRSA: 3 —Capim-lim&o; 4 - Salvia Esclareia; E. coli ATCC 352183: 3 - Capim-lim&o; 4 - Salvia
Esclareia; E. coli ATCC 25922: 1 - Tomilho; 2 - Orégano; 3 — Capim-limdo; K. pneumoniae ATCC

700603: 1 - Tomilho; 2 - Orégano; 3 - Manjericdo; 4 - Salvia Esclareia; 5 — Capim-limao; C. albicans
ATCC 14053: 3 - Capim-limao; 4 - Salvia Esclareia.

Fonte: Acervo pessoal da autora, 2021.
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APENDICE C — IMAGENS DO TESTE DE DISCO-DIFUSAO: Ocimum basilicum

Legenda: S. aureus ATCC 29213: 3 — Capim-liméo; 4 - Salvia Esclareia; 5 - Manjericao;

S. aureus MRSA: 5 — Manjericdo; 6 - Manjerona; E. coli ATCC 352183: 5 — Manjericéo; 6 - Manjerona;
E. coli ATCC 25922: 4 - Salvia Esclareia; 5 — Manjericdo; K. pneumoniae ATCC 700603: 1 - Tomilho;
2 - Orégano; 3 - Manjericao; 4 - Salvia Esclareia; 5 — Capim-limao; C. albicans ATCC 14053: 5 -
Manjericdo; 6 — Manjerona.

Fonte: Acervo pessoal da autora, 2021.
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APENDICE D — IMAGENS DO TESTE DE DISCO-DIFUSAO: Origanum majorana

Legenda: S. aureus ATCC 29213: Apenas Manjerona; S. aureus MRSA: 5 - Manjericéo ;6 -
Manjerona; E. coli ATCC 352183: : 5 - Manjericdo; 6 — Manjerona; E. coli ATCC 25922: Apenas
Manjerona; K. pneumoniae ATCC 700603: Apenas Manjerona; 4 - Salvia Esclareia; 5 — Capim-liméo;
C. albicans ATCC 14053: 5 - Manjericdo; 6 — Manjerona.

Fonte: Acervo pessoal da autora, 2021.
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APENDICE E — IMAGENS DO TESTE DE DISCO-DIFUSAO: Origanum vulgare

Legenda: S. aureus ATCC 29213: 1 — Tomilho; 2 — Orégano; S. aureus MRSA: 1 — Tomilho; 2 —
Orégano; E. coli ATCC 352183: 1 — Tomilho; 2 — Orégano; E. coli ATCC 25922: 1 - Tomilho; 2 -
Orégano; 3 — Capim-liméo; K. pneumoniae ATCC 700603: 1 - Tomilho; 2 - Orégano; 3 - Manjericéo; 4

- Salvia Esclareia; 5 — Capim-limé&o; C. albicans ATCC 14053: 1 — Tomilho; 2 — Orégano

Fonte: Acervo pessoal da autora, 2021.

APENDICE F — IMAGENS DAS PLACAS DO TESTE DE DISCO-DIFUSAO: Thymus

vulgaris

Vide apéndice E.
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APENDICE G — IMAGENS DO TESTE DE MICRODILUICAO EM CALDO:
Cymbopogon flexuosus
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Legenda: Microplaca de 96 pocos contendo diluicdo seriada do OE. Linhas: A: E. coli ATCC 25922;
B: E. coli ATCC 352183; C: S. aureus ATCC 29213; D: S. aureus MRSA; F: K. pneumoniae ATCC

700603.
Fonte: Acervo pessoal da autora, 2021.
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APENDICE H — IMAGENS DO TESTE DE MICRODILUICAO EM CALDO: Ocimum

basilicum
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Legenda: Microplaca de 96 pocos contendo diluicdo seriada do OE. Linhas: A: E. coli ATCC 25922;
B: E. coli ATCC 352183; C: S. aureus ATCC 29213; D: S. aureus MRSA,; F: K. pneumoniae ATCC
700603.

Fonte: Acervo pessoal da autora, 2021.
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APENDICE | — IMAGENS DAS PLACAS DO TESTE DE MICRODILUICAO EM

CALDO: Origanum majorana
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Legenda: Microplaca de 96 pocos contendo diluicdo seriada do OE. Linhas: A: E. coli ATCC 25922;
B: E. coli ATCC 352183; C: S. aureus ATCC 29213; D: S. aureus MRSA,; F: K. pneumoniae ATCC
700603.

Fonte: Acervo pessoal da autora, 2021.
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APENDICE J — IMAGENS DO TESTE DE MICRODILUICAO EM CALDO: Origanum
vulgare E CONTROLE DO METODO
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Legenda: Microplaca de 96 pocos contendo diluicdo seriada do OE. Linhas: A: E. coli ATCC 25922;
B: E. coli ATCC 352183; C: S. aureus ATCC 29213; D: S. aureus MRSA,; F: K. pneumoniae ATCC
700603: H: Controle de ceftriaxona com E. coli ATCC 25922.

Fonte: Acervo pessoal da autora, 2021.
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APENDICE K — IMAGENS DO TESTE DE MICRODILUICAO EM CALDO: Thymus

vulgaris
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Legenda: Microplaca de 96 pocos contendo diluicdo seriada do OE. Linhas: A: E. coli ATCC 25922;
B: E. coli ATCC 352183; C: S. aureus ATCC 29213; D: S. aureus MRSA,; F: K. pneumoniae ATCC
700603:

Fonte: Acervo pessoal da autora, 2021.



