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RESUMO

O uso frequente de antimicrobianos, especialmente antibidticos no controle de Staphylococcus
aureus tem levado ao aparecimento de cepas multirresistentes. Por estar na pele, essa é uma das
bactérias mais presentes em processos infecciosos em feridas, dificultando o processo de
cicatrizacdo. Com isso, a busca por substancias alternativas aos antibidticos tem se
intensificado, destacando-se nesse contexto os antimicrobianos naturais, especialmente os 6leos
essenciais de plantas medicinais. O 06leo essencial possui diversos componentes que levam
alteracdes da célula bacteriana, promovendo sua morte ou inibicdo. Dessa forma, os 0leos
essenciais sao alternativa terapéutica, eficaz para o tratamento de feridas. Com isso, este
trabalho teve como objetivo verificar a atividade antimicrobiana de géis elaborados com 6leos
essenciais visando ao controle de S. aureus. Foi avaliada a atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais de tomilho (Thymus vulgaris), manjerona (Origanum majorana), cravo botédo
(Syzygium aromaticum), eucalipto (Eucalyptus globulus), verbena (Lippia alba) e extrato de
meldo Sdo Caetano (Momordica charantia) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923. Apos
determinacdo das concentragbes minimas bactericidas dos 6leos essenciais e de suas
combinac6es, foram elaborados géis adicionados com as combinag6es de 6leos essenciais que
apresentaram maior atividade bactericida. A atividade bactericida in vitro dos geis foi
comparada com o alcool em gel e determinada por espalhamento em superficie de cupom de
aco inoxidavel contendo biofilme formado por S. aureus. As concentracdes minimas de
bactericidas determinadas foram de 2,5% para 0 6leo de manjerona, 0,62% para o 6leo de cravo
e 1,25% para os Oleos de tomilho e verbena. O extrato de meldo S&o Caetano ndo mostrou
atividade bactericida nas concentracGes testadas. Foram gerados 27 ensaios utilizando-se o
Delineamento Central C Rotacional contendo diferentes concentra¢des dos 6leos de tomilho,
cravo, eucalipto e verbena. Todas as combinages testadas inibiram o crescimento de S. aureus.
Dessa forma, foram escolhidos os ensaios 7 (tomilho, 0,39%; cravo, 0,31%; eucalipto, 1,95%;
e verbena, 0,39%), 18 (tomilho, 0,62%; cravo, 0,31%; eucalipto, 1,40%; e verbena, 0,46%) e
22 (tomilho, 0,46%; cravo, 0,31%; eucalipto, 2,5%; e verbena, 0,46%) para incorporar ao gel
de carbopol confeccionado, denominados de gel 1, 2 e 3, respectivamente. Embora 0s géis e 0
alcool tenham mostrado atividade antimicrobiana contra S. aureus, foi observada diferenca
significativa entre o gel 3 e os géis 1, 2 e &lcool. Os géis 1 e 2 foram os mais eficientes para o
controle de S. aureus in vitro, reduzindo entre 90 e 92% as células aderidas. Apos 30 dias de
armazenamento dos geéis, 0os nimeros de células de S. aureus aumentaram. Esses géis podem
ser considerados possivel alternativa como antisséptico e no tratamento de feridas.

Palavras-chave: antimicrobiano; feridas persistentes; biofilme; antisséptico.



ABSTRACT

The frequent use of antimicrobials, especially antibiotics to control Staphylococcus aureus, has
led to the emergence of multiresistant strains. Because it is on the skin, this is one of the bacteria
most present in infectious processes in wounds, making the healing process difficult. As a
result, the search for alternative substances to antibiotics has intensified, with natural
antimicrobials standing out in this context, especially essential oils from medicinal plants. The
essential oil has several components that cause changes in the bacterial cell, promoting its death
or inhibition. Therefore, essential oils are an effective therapeutic alternative for treating
wounds. Therefore, this work aimed to verify the antimicrobial activity of gels made with
essential oils aiming to control S. aureus. The antimicrobial activity of essential oils of thyme
(Thymus vulgaris), marjoram (Origanum majorana), clove bud (Syzygium aromaticum),
eucalyptus (Eucalyptus globulus), verbena (Lippia alba) and S8o Caetano melon extract
(Momordica charantia) was evaluated on Staphylococcus aureus ATCC 25923. After
determining the minimum bactericidal concentrations of essential oils and their combinations,
gels were prepared with the combinations of essential oils that showed the greatest bactericidal
activity. The in vitro bactericidal activity of the gels was compared with alcohol gel and
determined by spreading on the surface of a stainless steel coupon containing biofilm formed
by S. aureus. The minimum concentrations of bactericides determined were 2.5% for marjoram
oil, 0.62% for clove oil and 1.25% for thyme and verbena oils. Sdo Caetano melon extract did
not show bactericidal activity at the concentrations tested. 27 trials were generated using the
Rotational Central C Design containing different concentrations of thyme, clove, eucalyptus
and verbena oils. All combinations tested inhibited the growth of S. aureus. In this way, trials
7 (thyme, 0.39%; clove, 0.31%; eucalyptus, 1.95%; and verbena, 0.39%) were chosen, 18
(thyme, 0.62%; clove, 0.31%; eucalyptus, 1.40%; and verbena, 0.46%) and 22 (thyme, 0.46%;
clove, 0.31%; eucalyptus, 2.5%; and vervain, 0.46 %) to incorporate into the prepared carbopol
gel, called gel 1, 2 and 3, respectively. Although gels and alcohol showed antimicrobial activity
against S. aureus, a significant difference was observed between gel 3 and gels 1, 2 and alcohol.
Gels 1 and 2 were the most efficient for controlling S. aureus in vitro, reducing adhered cells
by between 90 and 92%. After 30 days of storing the gels, the numbers of S. aureus cells
increased. These gels can be considered a possible alternative as an antiseptic and in the
treatment of wounds.

Keywords: antimicrobial; persistente wounds; biofilm; antiseptic.



INDICADORES DE IMPACTO

Este trabalho torna-se extremamente relevante, uma vez que esta em consonancia com 0S
conflitos da atualidade e se propGe a promover uma saude publica e coletiva de melhor
qualidade, por meio de métodos naturais e econémicos. A pesquisa sobre a atividade
antimicrobiana de géis contendo dleos essenciais no controle de Staphylococcus aureus possui
impactos diretos na sociedade e na salde, oferecendo uma alternativa natural como antisséptico
e no controle de infeccdes da pele, que ndo promova o desenvolvimento de resisténcia por parte
dos microrganismos. Isso contribui para a diminui¢do do uso de antibioticos e para a reducao
do custo de medicamentos, beneficiando todas as camadas sociais da populacdo e
proporcionando uma melhor qualidade de vida para todos. A utilizagdo de compostos naturais
nesta pesquisa também tem impactos positivos no meio ambiente, pois trata-se do
desenvolvimento de um produto ecossustentavel, cuja formulagdo possui ingredientes que
podem gerar o minimo possivel de impactos ambientais, estando assim alinhados com os

Obijetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU).



IMPACT INDICATORS

This work becomes extremely relevant, as it is in line with current conflicts and aims to promote
better quality public and collective health, through natural and economical methods. Research
into the antimicrobial activity of gels containing essential oils in the control of Staphylococcus
aureus has direct impacts on society and health, offering a natural alternative as an antiseptic
and in the control of skin infections, which does not promote the development of resistance on
the part of microorganisms. This contributes to reducing the use of antibiotics and reducing the
cost of medicines, benefiting all social layers of the population and providing a better quality
of life for everyone. The use of natural compounds in this research also has positive impacts on
the environment, as it involves the development of an eco-sustainable product, whose
formulation contains ingredients that can generate as little environmental impact as possible,
thus being aligned with the Sustainable Development Goals (SDGs) of the United Nations
(UN).



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Mecanismos de acdo dos 6leos essenciais em células bacterianas. ..................... 22
Figura 2 - Géis elaborados com Gle0S €SSENCIAIS. ........ccveveerieerieiieeieeie e e e sre e eee e 35
Figura 3 - Gel espalhado na superficie dos cupons de ago iNOXidavel. ...........cccccovevrerenne. 36
Figura 4 - Crescimento de S. aureus em geis a base de 6leos essenciais. ..........ccccecevereene. 45

Figura 5 - Influéncia do tempo de armazenamento dos géis contendo misturas de Oleos
essenciais na atividade bactericida sobre Staphylococcus aureus....................... 47

Figura 6 - Semeadura das amostras dos géis em meio de cultura TSA.......cccoovvviviieniveriennn, 47



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Propor¢des em porcentagem utilizadas nos ensaios das combinacgdes dos 6leos

essenciais de tomilho, cravo, eucalipto e verbena (Continua)............cc.cceevveneen. 33
Tabela 2 - Composicéo quimica dos constituintes principais dos 6leos essenciais............... 38
Tabela 3 - Halos de inibicdo de 6leos essenciais sobre S. aureus. .........cccocovevvvvviivceeienienn, 39

Tabela 4 - Concentrac6es minimas bactericidas (CMBs) de diferentes 6leos essenciais
SODIE S. AUFBUS. ...ttt sttt bbbttt sb e bbb 41

Tabela 5 - Atividade antimicrobiana de diferentes combinagdes entre dleos essenciais
sobre S. aureus (CONLINUA). .......ooiiieieiiieriesie s 42

Tabela 6 - Crescimento de S. aureus permanentes no cupom de aco inoxidavel apés

exposicao as formulagies doS GEIS. ......ccvveviiieieeieiee e 44



2.1
2.1.1
2.1.2
2.2
2.2.1
2.2.2
2.2.3
2.3
2.3.1
23.11
2.3.1.2
2.3.1.3
2314
2.3.15
2.3.2
2.4

3.1
3.2
3.2.1
3.2.2
3.3
3.4
34.1
3.4.2
3.4.3

34.4

3.5

SUMARIO

LN ERI0] 5161070 I 13
REFERENCIAL TEORICO .......oiieiceeeeeeeee e sesis s 15
Feridas e feridas persistentes (cronicas) em seres humanos............ccoceeereenenns 15
Manifestacéo da atividade microbiana em feridas..........ccccocvvvvviiiiiniieneennn, 16
StAPNYIOCOCCUS AUIBUS .....eovveeiieieeie ettt te e et ae e sreenrennes 16
Atividade antimiCroDIaNa ..........coviiiiiieie e 17
ASPECTOS JBIAIS. ...ttt bbbttt bbbt 17
(@011 4 o] [N oF= [o1 1=] o -V o J OSSR 18
Plantas medicinais no controle bacteriano.............ccoovverereneiene i, 19
EXTFALOS ...ttt n e r e 20
OlBOS BSSENCIANS ......e.vovecvereeriscee et eree s s tes st en st ssese st es st enes s nessen et asenenenans 20
TRYMUS VUIGAITS ..o 23
OriganuUm MAJOTANEA........cecueeveireeireeiesreeseareseesteeaesreesteseesseesseessesreesesseesseeneesses 24
SYZYGIUM @rOMALICUM ......eeiiiieieieie ettt e e be e e sreeneeenes 25
Eucalyptus gloBUIUS ..o 25
LIPPIA @IDA ... 26
Extrato Momordica Charantia............ccceveivereiieiieie e 27
- SRR URTSRRR 28
MATERIAL E METODOS ........cooiiieiireeeeeesestereses et isses s senessesessen s 30
OlBOS BSSENCIAIS ........voveveeeeceereetereeeeeree st es st es st ss st es st ens st asne st ens et enenenans 30
EXTFATO ... e 30
Material VEgELal ..........ccooiiiieie e 30
PreparaGao d0 EXEFAL0..........ccccuiiieiiecieeec ettt sre s 30
Composic¢do quimica dos constituintes principais dos 6leos essenciais............ 30
Avaliagéo da atividade antimicrobiana............c.coovveiiiieienen e 31
Microrganismo, manutencéo da cultura e padronizacéo do inoculo ............... 31
A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e extrato ............ccocceeveveeenenn. 32

Determinacdo das concentragdes minimas bactericidas (CMBs) dos 0leos
ESSENCIANS € BXEFALO.....cuviivieiieie ettt e e nae e nreeneenres 32
Otimizacéo da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais: sinergismo por
IHSTUTAS ..ttt ettt b et b et b e bt et et e et e et e s bt et e et e enes 33

E1aboragao dOS QAIS ........ooviiiiiiiiiiee s 34



3.6
3.7
3.8

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5
4.6

Atividade antimicrobiana in vitro dos géis contendo 06leos essenciais .............. 35

Determinacdo da vida atil e qualidade microbiol6gica dos géis ............c.c........ 36
Delineamento experimental e analises estatisticas ..........ccccoccevvveveiiieieeieciennn, 36
RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....covcviveieeeieeee e sesisss s 38
Composicdo quimica dos Ol€0S ESSENCIAIS. .......ccverviveeeieierierese e e 38
A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e extrato ............ccocceevevevenenn. 39

Determinacdo das concentragdes minimas bactericidas (CMBs) dos 0leos
ESSENCIAIS € EXEFALO. .. .c.viiviiiitiitiitieie e bbbt 40

Otimizacédo da atividade antimicrobiana dos dleos essenciais: sinergismo por

TS LU= OSSP 42
Atividade antimicrobiana in vitro dos géis contendo 6leos essenciais .............. 44
Determinacdo da vida util e qualidade microbiologica dos géis ...........cc.ce..... 46
CONCLUSAD ....ooovviiieie sttt 49

REFERENCIAS ..ot et e e r et e e es et e e er e ee e ana, 50



13

1 INTRODUCAO

Sabe-se que a utilizacdo indiscriminada de antimicrobianos, especialmente antibioticos,
tem levado ao aparecimento de varios microrganismos resistentes ou multirresistentes a eles.
Dessa forma, o controle de processos infecciosos tem ficado cada vez mais complicado,
ocorrendo mortes de seres humanos devido & falta de novas sustancias que possam acabar com
0S processos infecciosos graves.

Dentre as bactérias que se destacam devido a sua grande capacidade em desenvolver
resisténcia e/ou multirresisténcia aos antibidticos rapidamente, encontra-se a espécie
Staphylococcus aureus. Esta bactéria é comensal do corpo humano, sendo encontrada na pele
e nas mucosas dos seres humanos e animais. Entretanto, quando em condic¢6es adequadas, S.
aureus causa processos infecciosos em seres humanos e animais. Por estar presente na pele, S.
aureus normalmente é isolada de feridas, dificultando o processo de cicatrizacdo da pele.

Durante o processo infeccioso, tais bactérias podem formar biofilmes, o que dificulta
sua eliminacdo das feridas. Além disso, S. aureus também pode apresentar multirresisténcia,
agravando ainda mais o quadro de pacientes, impossibilitando a cicatrizacdo e transformando
o ferimento em ferida persistente. Esse dificil controle tem levado a busca por antimicrobianos
alternativos e que raramente promovam o aparecimento de microrganismos resistentes,
destacando-se dentre eles 0s 6leos essenciais e extratos vegetais.

As plantas medicinais produzem metabdlitos secundarios responsaveis por diversas
atividades bioldgicas nas plantas, e uma delas é a acdo antimicrobiana que pode estar presente
em seus extratos e 6leos essenciais. Estes contém diversos componentes que atuam sobre a
célula bacteriana de varias formas, ndo possuindo um Unico alvo de agcdo como os antibidticos,
por exemplo, podendo ser excelente alternativa a eles.

Os géis sdo formados por substancias poliméricas, € 0 mais utilizado é o carbémero.
Tem sido a forma farmacéutica preferida para o uso topico, pois possui boa permeacao cutanea
e facil formulacdo. A inclusdo de substancias ativas naturais tem sido muito empregada,
principalmente a adicdo de antimicrobianos para uso na desinfeccdo de feridas e como
antissépticos.

Embora existam pesquisas sobre a utilizacdo de 0Oleos essenciais para o controle de
bactérias em feridas persistentes, poucos tém utilizado geéis e oOleos essenciais (KHEZRI,
FARAHPOUR; MOUNESI RAD, 2019; SHUKR; METWALLY, 2013), destacando-se a

importancia da realizacdo de mais estudos.
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A atividade antimicrobiana dos o6leos essenciais de tomilho (Thymus vulgaris),
manjerona (Origanum majorana), cravo botdo (Syzygium aromaticum), eucalipto (Eucalyptus
globulus), verbena (Lippia alba) e extrato de meldo Sdo Caetano (Momordica charantia) ja é
bem estabelecida, entretanto ndo foram encontrados relatos da incorporacdo desses 6leos e 0
extrato de meldo Sdo Caetano na forma de géis para o controle de Staphylococcus aureus.

A utilizacdo desses compostos naturais para o desenvolvimento de produtos
ecosustentaveis, como novo tratamento para feridas, podera contribuir para a diminui¢do do
uso de antibioticos e a reducdo de custos de medicamentos, atingindo uma populacdo mais
ampla e melhorando a qualidade de vida. Com isto, o objetivo do presente trabalho foi verificar
a atividade antimicrobiana de géis elaborados com 6éleos essenciais visando ao controle de

Staphylococcus aureus.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Feridas e feridas persistentes (cronicas) em seres humanos

Ferida é definida como a ruptura na continuidade da pele (MONIKA et al., 2022), sendo
essa a principal porta de entrada para a maioria dos microrganismos, atuando como barreira
contra aqueles patogénicos (BOULANGER; LENORMAND, 2018). A superficie da pele
exposta, que € composta por tecido subcutaneo, contribui para a colonizacdo de diversos
microrganismos, aerdbicos e anaerdbicos (MONIKA et al., 2022). As feridas complexas
possuem um meio alcalino que favorece o crescimento de bactérias, o que desencadeia uma
resposta inflamatéria (WIEGAND et al., 2017).

As fases fisioldgicas para cicatrizacao de feridas consistem em inflamacéo, proliferacédo
e remodelacdo, e quando ocorre impedimento de alguma dessas fases sequenciais de
cicatrizacdo, ndo mostrando fechamento total em até 4 semanas, as feridas séo classificadas
como crénicas. Alguns fatores contribuem para a ndo cicatrizacdo completa das feridas, como
a idade, a superproducdo de metaloproteinases de matriz, baixa vascularizacdo, diminuicédo do
suprimento de oxigénio e nutrientes, as comorbidades, principalmente em casos de diabetes,
doenca arterial periférica e imunodeficiéncia e processos infecciosos bacterianos. Dentre esses
fatores, a infeccdo bacteriana tem sido um grave problema (LAURANO et al., 2022).

As feridas cronicas frequentemente estao associadas a presenca de bactérias que formam
biofilmes, uma estrutura formada por varias substancias e canais, cujo principal objetivo é
manter a viabilidade celular protegendo as células de ambientes estressantes. As células
microbianas ficam embebidas em exopolissacarideos que dificultam a penetracdo dos farmacos
no local (LAURANO et al., 2022).

O tratamento de feridas consiste no controle glicémico, revascularizacdo e otimizagao
do fluxo sanguineo, remocédo de exsudato, biofilmes e tecido necrético (LAURANO et al.,
2022). E devido a falha de antibi6ticos em atingir os microrganismos em biofilmes, sdo usados
diferentes agentes antimicrobianos topicos na tentativa de impedir o crescimento populacional
de bactérias (PATRULEA et al., 2020).

Mais de 40 milhdes de pacientes foram afetados pelas feridas crénicas, com custos que
atingiram em até 2022 mais de US$ 15 bilhGes para o sistema de satde. Visando a reducdo da
morbidade, diferentes tipos de curativos foram desenvolvidos para atender a demanda no
tratamento de feridas (LAURANO et al., 2022). Agentes antimicrobianos, promotores de

cicatrizagdo e aplicagdo simultaneamente de fitoterapicos, tém sido utilizados como opgdes
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para a cicatrizagdo de feridas. Dessa forma, a medicina complementar e alternativa e seu uso

no tratamento de feridas esta crescendo no setor de saude (MONIKA et al., 2022).

2.1.1 Manifestacéo da atividade microbiana em feridas

A quantidade e a diversidade de microrganismos estdo relacionadas com a disposicéo
de recursos, como o alimento, e das condi¢bes, como a temperatura, pH, presenca e auséncia
de oxigénio (MADIGAN et al., 2016).

Os microrganismos estéo presentes em agua, solo, plantas e animais. Eles também estéo
presentes em alimentos, como carne e vegetais, podendo ocasionar doengas em seres humanos
guando ingeridos. Os hospedeiros mamiferos possuem condicdes ideais de crescimento para as
bactérias, pois sdo ricos em nutrientes organicos e fatores exigidos, no caso de pH, pressao
osmatica e temperatura controlada. Historicamente, verifica-se que as principais causas de
morte humana no inicio do século XX foram doencas infecciosas causadas pelas bactérias e
virus (MADIGAN et al., 2016).

Os microrganismos também sdo encontrados em superficies do corpo, como a pele, que
fornece diversos microhabitats com sua microbiota respectiva (MADIGAN et al., 2016). Em
estudos para analisar bactérias presentes em feridas cronicas, o género Staphylococcus foi 0
mais encontrado, sendo as espécies S. aureus e S. epidermidis as mais abundantes (WOLCOTT
etal., 2016).

2.1.2 Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus sdo anaerobios facultativos e catalase positivas.
Geralmente sdo pigmentadas, resistentes a baixa atividade de agua e a altas concentracdes de
cloreto de sodio (NaCl). Varias espécies do género Staphylococcus podem ser encontradas nos
seres humanos, sendo consideradas parte da microbiota dos seres humanos e animais.
Entretanto, quando em condicGes favoraveis, elas sdo capazes de promover processos
infecciosos.

Staphylococcus aureus se multiplicam muito bem em condi¢bes aerdbicas.
Consideradas mésofilos, estes crescem em ampla faixa de temperatura variando entre 7 e 47,8
°C, com temperatura 6tima de 35 °C. A faixa de pH varia de 4,5 a 9,3, sendo 6tima entre 7,0 e
7,5. E considerada tolerante ao sal, por apresentar crescimento em meios com 10% de NaCl,

mas com 15% observa-se pouco crescimento. Em relacéo a atividade de agua, € uma espécie
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incomum dentre as patogénicas, pois crescem em baixa atividade de 4gua, apenas 0,83, porém
seu 6timo € de 0,99 (SILVA et al., 2017).

Staphylococcus aureus é considerada um patdgeno, o mais virulento do género,
podendo causar diversas doencas em seres humanos e animais, desde infeccdes da pele
até mais graves, com risco de morte (CERVANTES; GARCIA; SALAZAR, 2014). Dados
recentes mostram que dentre amostras coletadas de animais e seres humanos foram isolados
71,3% de Staphylococccus, sendo S. aureus a mais frequente, representando um total de 43%
de todos os isolados (ABED et al., 2021).

A resisténcia que essa bactéria apresenta a varios antibioticos, principalmente pela
meticilina, tem impactado o setor da salde (CERVANTES; GARCIA; SALAZAR, 2014).
Isolados de S. aureus resistente a meticilina sdo os mais comuns encontrados em queimaduras,
promovendo alto indice de morbidade e mortalidade no mundo (CHHIBBER et al., 2020).

Dessa forma, essa espécie é conhecida pela sua capacidade de formar biolfilmes em
superficies bidticas e abitticas, estando frequentemente presente em feridas cronicas na forma
de biofilme (CAROLUS et al., 2019), o que a torna responsavel pelas doencas (CUI et al.,
2016).

2.2 Atividade antimicrobiana

2.2.1 Aspectos gerais

Agente antimicrobiano é um produto, seja sintético ou natural, capaz de matar ou inibir
a multiplicacdo de microrganismos. Aos agentes que possuem a capacidade de matar o
organismo ¢ usado o termo “cidas”, portanto, ttm-se 0s agentes bactericidas, fungicidas e
virucidas. Ja aqueles que inibem o crescimento, o termo usado é “staticos”, como 0S
bacteriostaticos, fungistaticos e virustaticos (MADIGAN et al., 2016).

A classificacdo dos agentes antimicrobianos é determinada pelo efeito notado na cultura
do microrganismo. Os agentes bacteriostaticos inibem algum processo bioquimico, por
exemplo a sintese de proteinas, logo, se 0 agente € retirado as células conseguem retomar o
crescimento. Os agentes bactericidas se ligam as células alvos e a matam. E 0s agentes
bacterioliticos provocam a lise celular e a liberagdo do conteudo citoplasmatico, causando a
morte das células (MADIGAN et al., 2016).

A avaliacdo da atividade antimicrobiana mais utilizada para extratos € 0 método de

microdiluicdo, que pode ser medida pela Concentracdo Inibidora Minima (CIM), que consiste
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no menor valor do agente utilizado para inibir o crescimento do microrganismo, e/ou pela
Concentracdo Bactericida Minima (CBM), que € a concentracdo minima de um agente que
causa a morte da bactéria (MADIGAN et al., 2016; OSTROSKY et al., 2008).

Outro método de avaliacdo é a Difusdo em disco, na qual discos de papel filtro, com
concentragfes conhecidas do agente microbiano, sdo colocados sobre uma superficie de um
meio sélido. Entdo, o agente se difunde para o agar, e quanto maior o distanciamento do
composto quimico do papel, menor é a concentracao do agente. Fora desse ponto o crescimento
do microrganismo ocorre, mesmo que préximo ndo seja observado o crescimento. Uma zona
de inibicdo é formada e o didametro equivale a quantidade adicionada de agente antimicrobiano
(MADIGAN et al., 2016).

2.2.2 Controle bacteriano

Uma das formas mais tradicionais para o controle bacteriano em seres humanos € o uso
de antibidtico. O seu uso indevido promove estratégias de sobrevivéncia de bactérias e fungos,
levando a resisténcia microbiana. Essa resisténcia também pode estar associada com a formacéo
de biofilmes, que confere resisténcia a bactéria, sendo crucial na infeccdo crénica
(BIANCHERA et al., 2020).

Staphylococcus aureus é resistente a maior parte dos agentes antimicrobianos (AL-
NIMER et al., 2012). E devido ao numero elevado dessa resisténcia de S. aureus aos
antimicrobianos convencionais e também de feridas persistentes, torna-se indispensavel o
desenvolvimento de tratamentos alternativos (CORDEIRO et al., 2020).

Estudos apontam diversos outros métodos para o controle bacteriano. Tem se estudado
0 potencial de nanoparticulas metalicas como método alternativo para reducdo de
microrganismos resistentes aos antibioticos (AL-SHAABANI et al., 2020). Tem se utilizado a
nanoestruturas associadas ao antibidticos como ferramenta inovadora e ndo convencional para
o controle bacteriano (SAUDE et al., 2013).

Novas técnicas tém se desenvolvido com base no principio da fotomedicina, utilizando
a absorcdo de fotons por cromoforos especificos. Uma delas € RPL 068, um derivado
tetracationico de Zn (1) ftalocianina ativado por exposicao a luz vermelha, usado no tratamento
de infeccOes bacterianas, com potencial de produzir oxigénio singleto e espécies reativas de
oxigénio, afetando células alvos, membranas, parede celular, citoplasma e componentes

celulares, resultando efeito fungicida e bactericida. Esse foi capaz de reduzir a carga microbiana
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total em Ulcera do pé de pacientes diabéticos, facilitando assim a cicatriza¢cdo (BROCCO et al.,
2022).

Muitos estudos tém usado agentes naturais. Um exemplo é a inativacdo fotodinamica
usando curcumina em nanoparticulas em diferentes pH e luz LED azul, que apresentou
inativacdo do S. aureus em pH 5,0 (DIAS et al., 2021).

Outra nova maneira de combater infecces bacterianas sdo os polimeros naturais. Um
representante € a quitosana, sendo utilizada como curativo de feridas, pois além de ser agente
antimicrobiano é biodegradavel, ndo toxica, e promove a cicatrizacdo de feridas (MATICA et
al., 2019).

A permanéncia dos microrganismos por conta da resisténcia tem aberto as portas para o
desenvolvimento de medicamentos a base de plantas medicinais, pois estes apresentam poucos
efeitos colaterais, ndo ocorrendo pressdo fisioldgica sobre 0 microrganismo, resultando ao nédo
desenvolvimento de resisténcia ao medicamento (GUPTA; PANDEY, 2019). Uma alternativa
natural para esse controle bacteriano sdo os 6leos essenciais de plantas medicinais (CHAVEZ-
GONZALEZ et al., 2016).

2.2.3 Plantas medicinais no controle bacteriano

As plantas medicinais contém propriedades farmacoldgicas em razdo de
compostos bioativos, como alcaloides, 6leos essenciais, flavonoides, saponinas, taninos
e terpenoides presentes em sua composicdo (AZIZI et al., 2018). A medicina complementar
e alternativa, como produtos naturais (extratos de plantas) e substancias derivadas naturalmente
estdo destacando na pesquisa e sendo usadas na cicatrizacdo de feridas devido a suas
propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes, angiogénicas, moduladores da sintese celular
(MONIKA et al., 2022) e principalmente pela atividade antimicrobiana, o que ocasiona o
sucesso na cicatrizagdo de feridas (AZIZI et al., 2018).

Os flavonoides promovem a cicatrizacdo por sua alta atividade antioxidante e pela
eliminacdo de radicais livres, que causam uma reducdo na necrose celular e, assim, melhoram
a vascularizacdo. Os taninos atuam como sequestradores de radicais livres, e ja os triterpenos e
saponinas auxiliam na cicatrizacéo devido a atividade antioxidante e antimicrobiana, contraindo
a ferida e, dessa forma, aumentando a epitelizacdo (OGUNTIBEJU, 2019).

Os compostos fenolicos isolados de plantas medicinais apresentam atividade
antimicrobiana que podem inibir o crescimento de S. aureus e P. aeruginosa (BAGHERI et al.,
2021; DIKPINAR; SUZGEG-SELCUK, 2020).
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Diversos estudos comprovam o uso de plantas medicinais para o controle bacteriano. A
romé& (Punica granatum L.), por exemplo, pode ser usada no controle de infec¢cbes microbianas
(DOOSTKAM et al., 2020). O extrato da polpa do fruto de Acacia nilotica demonstrou inibicao
no crescimento de bactérias Gram positivas e negativas (AL-JUHAIMI et al., 2020).

Os polifenois extraidos do cha verde Coreano (Camellia sinensis L.) mostraram
atividade antimicrobiana sobre Lactobacillus acidophilus e Lactiplantibacillus
plantarum, Streptococcus spp. (Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus
sobrinus, Streptococcus mitis e Streptococcus salivarius), Staphylococcus aureus, Neisseria
meningitidis, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis e Candida
albicans. Também inibiram a formacdo de biofilmes de S. mutans e S. sanguis em dentes
humanos (CHO; OH, 2010).

O sinergismo das plantas medicinais tem sido grande aliado na atividade
antimicrobiana. A combinacédo dos extratos de Tecoma stans, Manilkara zapota e Cassia fistula
mostrou maior eficiéncia na atividade antimicrobiana do que os extratos isolados (ARCHANA;
GEETHA BOSE, 2022).

Em um estudo comparando a atividade antibacteriana de extratos de plantas medicinais
e antibidticos, contra bactérias causadoras de infeccBes hospitalares (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, S. aureus e Acinetobacter spp.), foi mostrado que os fitomedicamentos
apresentaram maior atividade antibacteriana do que os antibi6ticos (AKHVLEDIANI et al.,
2016).

2.3 Extratos

2.3.1 Oleos essenciais

De acordo com a Organizacéo Internacional de Normalizacéo (1ISO 9235, 2013), o 6leo
essencial é o produto obtido a partir de matéria prima vegetal, através da destilacdo a vapor,
hidrodestilagcdo ou expressdo mecanica de frutos citricos.

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas, volateis, aromaticas, de natureza
hidrofobica e produzidas a partir dos metabolitos secundarios de plantas. Sua composicéao
quimica contém hidrocarbonetos, como 0s terpenos e sesquiterpenos, e compostos oxigenados,
como alcoois, ésteres, éteres, aldeidos, cetonas, lactonas, fendis e éteres fendlicos, que sdo
sensiveis ao oxigénio, luz, calor e umidade, podendo ocorrer instabilidade em contato com

diferentes materiais. Mas sua composi¢do predominante séo terpenoides e fenilpropanoides.
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Geralmente, os constituintes majoritarios sdo 0s responsaveis pela atividade bioldgica dos
6leos. Eles possuem propriedades como antifungicos, inseticidas, antibacterianas, antivirais,
antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatorias e anticancerigenas, entre outros (AALI
etal., 2017; BALDIM; SOUZA; OLIVEIRA, 2021; CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2016).

A atividade antimicrobiana dos 6leos depende da sua concentragdo e composicao
quimica, que séo produzidas por meio da interagdo de moléculas sob estresse bidtico e abidtico.
O mecanismo de acdo é diferente para cada composto (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016).

A atividade antimicrobiana dos 6leos ¢é devida a seus compostos volateis, e sua atividade
depende dos grupos funcionais. O grupo dos terpenos é caracterizado pelo baixo peso molecular
e se divide em monoterpenos, sesquiterpenos e derivados oxigenados. Os terpenos séo de
natureza hidrofobica, e desse modo possuem maior afinidade com lipidios, e isso esta
relacionado com o seu mecanismo de acdo antimicrobiana. Sua atividade antibacteriana esta
correlacionada com a sua composicao lipofilica e pelas partes externas da bactéria, que agem
penetrando nas estruturas da membrana, aumentando sua fluidez e permeabilidade,
modificando a proteina e ocorrendo o distirbio na cadeia repiratoria. Ja os compostos fendlicos
agem rompendo a membrana celular, e assim € interrompido o funcionamento da célula,
podendo ocorrer também o vazamento do contetido celular (CHAVEZ-GONZALEZ et al.,
2016).

Os 0leos essenciais possuem diversos mecanismos de acdo, que provocam reagdes
bioquimicas na célula bacteriana (FIGURA 1). Os d&leos essenciais desestabilizam
principalmente a arquitetura celular, levando a quebra da integridade da membrana e ao
aumento da permeabilidade, o que interrompe muitas atividades celulares, incluindo producao
de energia (acoplada a membrana), transporte pela membrana e outras fun¢es metabdlicas
regulatérias. Pode afetar tanto o envelope externo da célula quanto o citoplasma.

Devido a sua natureza lipofilica, os 6leos essenciais permeiam facilmente as membranas
celulares bacterianas e 0 aumento da permeabilidade da membrana celular bacteriana, levando
ao extravasamento de componentes celulares e a perda de ions. O efeito antibacteriano dos
6leos essenciais também esté relacionado a redugdo dos potenciais de membrana, & interrupgéo
das bombas de protons e consequente sintese de ATP. Essa alteracdo na organizagéo celular
pode causar um efeito cascata, afetando outras organelas celulares (SWAMY; AKHTAR,;
SINNIAH, 2016).
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Figura 1 - Mecanismos de acdo dos 06leos essenciais em células bacterianas.
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A capacidade do 6leo essencial inibir a bactéria depende da estrutura, devido a
composicdo da membrana celular ser diferente. As bactérias Gram-positivas sdo mais
suscetiveis ao 6leo do que as bactérias Gram-negativas (NAZZARO et al., 2013; SWAMY;
AKHTAR; SINNIAH, 2016; WINSKA et al., 2019). Isso porque a parede celular das bactérias
Gram-positivas é constituida principalmente de peptideoglicano, o que permite a passagem de
moléculas hidrofobicas nas células, atuando na parede celular e citoplasma. E a parede celular
das bactérias Gram-negativas possui uma fina camada de peptideoglicano e membrana externa
composta por fosfolipideos, formando canais transmembranas hidrofilicos, sendo impermeavel
a passagem de moléculas hidrofébicas (NAZZARO et al., 2013).

Inimeros trabalhos com os 06leos essenciais de plantas medicinais comprovam a
atividade antimicrobiana. Como exemplo, o dleo essencial de Teucrium polium L. tem forte
atividade antimicrobiana e antifingica devido a rica presenca de terpenos que possuem
capacidade contra agentes microbianos (CHAUIYAKH et al., 2022).

Ademais, o 6leo essencial de Thymus algeriensis possui alta atividade antimicrobiana

contra bactérias Gram positivas e negativas, devido ao linalol que esta presente em sua
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composicdo, conhecido pela sua eficacia na inibicdo de agentes microbianos, como S. aureus,
Escherichia coli e Bacillus cereus (BENZIANE OUARITINI et al., 2020).

Observa-se também que o 6leo essencial das partes aéreas de Pistacia lentiscus L.
apresenta atividade bactericida para bactérias Gram positivas Enterococcus faecium (CECT
4932), Bacillus subtilis (CECT 4071) e S. aureus (CECT 976), e para Gram negativas E. coli
(CECT 431), Yersinia enterocolitica (CECT 4315) e Pseudomonas aeruginosa (CECT 4080)
(AINANE et al., 2021). Por conseguinte, verifica-se que o 6leo das folhas de Scorodocarpus
borneensis demonstra atividade antimicrobiana contra Streptococcus sobrinus, S. mutans, S.
aureus e Candida albicans (KUSPRADINI et al., 2018).

2.3.1.1 Thymus vulgaris

Thymus vulgaris L. pertence a familia Lamiaceae (ALI, 2021), é uma planta com flores,
aromatica e tem sido acrescentada em alimentos e usada na medicina convencional. Possui
finalidades terapéuticas, o que a torna conhecida pela cura de diversas doencas (ALMANEA et
al., 2019). Contém o teor de 0,8 a 2,6% de 6leo essencial, sendo os fendis, monoterpenos e
alcoois como os principais constituintes. O timol e carvacrol sdo os compostos fenolicos
predominantes, 0s quais apresentam atividades antiespasmaodicas, antiflngicas, antibacterianas,
antissépticas, antidermatoticas e antioxidantes (BELALI et al., 2024).

Em um estudo in vitro para avaliar a atividade antioxidante de algumas plantas
medicinais, o tomilho (T. vulgaris) se destacou com sua melhor atividade antioxidante. 1sso se
deve pela presenca dos compostos timol e carvacrol (AAZZA et al., 2011).

O 6leo de T. vulgaris comprovou sua atividade antibacteriana (ALIBI et al., 2020), pois
demonstrou atividade antibacteriana contra V. parahaemolyticus e V. alginolyticus
(TOMAZELLI JUNIOR et al., 2018) e forte inibicdo contra cepas de Bacillus cereus (ATCC
10876) e Candida albicans (ATCC 1023) (ABDELLI et al., 2019). Ademais, foi um dos mais
eficientes contra S. aureus, Pseudomonas aeruginosa e E. coli (ABU-DARWISH et al., 2012).

Em outros trabalhos, o sinergismo do 6leo de casca liméo, cravo e tomilho demonstrou
potente atividade antibactericida e anti-inflamat6ria em cepas Gram positivas e negativas,
demonstrando o potencial uso do 6leo essencial isolado ou em combinagdes (YEDDES et al.,
2022).

O Timol é considerado um agente de antiviruléncia por apresentar a capacidade de
desarranjar células de S. aureus (AKSOY et al., 2020). O 6leo de T. vulgaris mostrou forte

efeito inibitorio e bactericida contra cepas de S. aureus multirresistentes (Kot et al.,
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2019). Também mostrou ter melhor atividade antibiofilme contra S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA) e sensiveis a meticilina (MSSA) dentre os 0&leos Melaleuca
alternifolia Cheel., Ocimum basilicum L., Rosmarinus officinalis L., Eucalyptus
globulus Labill., Lavandula angustifolia Mill. flowering herb e Mentha arvensis L.
(BROZYNA et al., 2021).

2.3.1.2 Origanum majorana

Origanum majorana L. pertence a familia Lamiaceae (BHARDWAJ; DUBEY,
2020), é uma planta medicinal e aromatica que é distribuida em diferentes partes dos
paises mediterranicos. Encontraram os compostos bioativos terpenoides, flavonoides e
acidos fenolicos (BOUYAHYA et al., 2021). O componente principal do éleo é o
terpineno-4-ol (RAGAB et al., 2019). Em investigacdo farmacoldgica, o 6leo de O.
majorana demonstrou atividades antimicrobianas, antioxidantes, anticancerigenas, anti-
inflamatorias, antimutagénicas, nefroprotetoras e hepatoprotetoras. O seu uso foi
confirmado ser seguro em anélise toxicologica (BOUYAHYA et al., 2021).

O oleo de O. majorana revelou atividade antimicrobiana, dependendo da
concentracdo, em bactérias Gram positivas e negativas (AMOR et al., 2019). Apresentou
atividade antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella
enterica, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus (MOUMNI et al., 2020).

A combinacdo dos 6leos O. majorana e Thymus serpyllum L. mostrou uma
significativa atividade antibacteriana contra S. aureus (OUEDRHIRI et al., 2017).

Estudos ressaltam a atividade antimicrobiana do 6leo de O. majorana frente a
outras plantas. Quando comparado ao 6leo de Lavandula stoechas, o 6leo de O. majorana
mostra ser mais eficiente na atividade antibacteriana contra os patdgenos Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae e Escherichia coli (NOORI et al., 2019). Novamente
se destacou com maior atividade antimicrobiana, entre as plantas Thymus vulgaris e
Ocimum basilicum, contra as bactérias E. coli e S. aureus (SOUZA et al., 2020).

Filmes compostos de isolado de proteina de feijdo mungo enriquecido com éleo
de manjerona apresentaram atividade antibacteriana contra bactérias patogénicas
Staphylococcus aureus e Escherichia coli (HAGHIGHATPANAH et al., 2022).
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2.3.1.3 Syzygium aromaticum

Syzygium aromaticum (L.) Merr. & LMPerry, conhecida popularmente como cravo,
€ uma arvore de porte médio da familia Myrtaceae. Seu 6leo essencial é extraido dos
botbes de flores secas, caracterizado pelo seu cheiro vigoroso. E tradicionalmente usado
em clinicas odontoldgicas como antisséptico e analgésico (GIRISGIN, 2017), e ha muitos
anos na medicina tradicional para o tratamento de inflamacdo, dor e como
antimicrobianos (MAHALWAL et al.,, 2017). O principal componente, o eugenol,
presente no Gleo essencial, vem sendo relacionado com as propriedades antimicrobianas,
anti-inflamatorias, inseticidas e imunomoduladoras (PINTO et al., 2019).

O 6leo de cravo comprovou a atividade antimicrobiana (MAHALWAL et al., 2017).
Mostrou tanto in vitro quanto in vivo alta atividade antifingica contra a Alternaria alternata
(CASTRO et al., 2017). Reduziu a contagem de E. coli (AZIZKHANI et al., 2013), inibiu 0
crescimento de Pseudomonas putida e P. aeruginosa (EL AMRANI et al., 2019). Revelou ser
uma excelente alternativa aos antibioticos (cloranfenicol, penicilina, tetraciclina, trimetoprim-
sulfametoxazol, e canamicina) contra a bactéria resistente Haemophilus ducreyi (LINDEMAN
etal., 2014).

O oleo de cravo apresentou atividade antibacteriana mais alta contra as cepas Yersinia
ruckeri, Aeromonas hydrophila e Vagococcus salmoninarum, em relagdo aos 6leos de lavanda
(Lavandula angustifélia), horteld-pimenta (Mentha piperitae), manjericdo (Ocimum sanctum)
e cominho preto (Nigella sativa) (BABA, 2020).

A atividade antimicrobiana também foi testada em S. aureus no estudo de Antunes et
al. (2021). Filmes de quitosana e poli (alcool vinilico) contendo 6leo de canela e cravo
(Cinnamomum zeylanicum e Eugenia caryophyllus) apresentaram atividade antimicrobiana

superior ao filme sem os 6leos essenciais.

2.3.1.4 Eucalyptus globulus

Eucalyptus globulus (Labill.) pertence a familia Myrtaceae. Nativo da Australia,
€ uma arvore perene que pode atingir até 30-55 m de altura e cresce especialmente em
regides quentes (BOUKHATEM et al., 2017). Possui finalidade medicinal, nutricional
ou ornamental. A extracdo de suas folhas revelou o principal composto 1,8-cineol e a
identificacdo de monoterpenos biciclicos, terpenoides aromaticos, éter ciclico e terpenos

(ABBASI et al., 2020). A principal fonte de 6leo essencial sdo as folhas, as quais possuem
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finalidades medicinais, com propriedades como antipirética, todnica, adstringente,
antisséptica, hemostatica e especialmente antimicrobiana e expectorante (BOUKHATEM
et al.,, 2017). O 1,8-cineol (eucaliptol) demonstrou atividade antimicrobiana e anti-
inflamatoria (VECCHIO et al., 2016).

O gel composto de dleo essencial de E. globulus 4,46% exibiu atividade antibacteriana
sobre Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (TITO; HANCO, 2021). Em estudo de Nadjib
et al. (2014), o oleo essencial de E. globulus apresentou atividade antimicrobiana mais alta
contra bactérias Gram-positivas do que bactérias Gram-negativas.

O O6leo essencial de E. globulus exibiu alta atividade antimicrobiana,
especialmente contra Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Candida albicans,
Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae. Sendo que
para S. aureus, E. coli e S. pyogenes apresentou a maior atividade (DAMJANOVIC-
VRATNICA et al., 2011).

Em estudo comparando a atividade antimicrobiana do 6leo do fruto e das folhas
E. globulus, observou-se que o fruto possui maior atividade em relacao as folhas, e foi
a atividade mais efetiva contra S. aureus resistente & meticilina, dentre outros 0leos
(MULYANINGSIH et al., 2011). E o 6leo dos frutos de E. globulus também mostrou
grande atividade anti-inflamatéria e cicatrizacdo de feridas em ratos (TUMEN et al.,
2017).

Em outro trabalho, E. globulus exibiu atividade antimicrobiana mais forte que
Thymus mastichina L., Mentha pulegium L., Rosmarinus officinalis L., Calamintha
nepeta (L.), Cistus ladanifer L., Foeniculum vulgare L. e Dittrichia viscosa (L.) (VIEIRA
et al., 2017).

2.3.1.5 Lippia alba

Lippia alba (Mill.) NEBr. ex Britton & P. Wilson € uma espécie aromatica pertencente
a familia Verbenaceae (ORTEGA-CUADROS et al., 2020), nativa da América Latina, e
conhecida pelas propriedades terapéuticas (Garcia et al., 2017) e pela diversa producéo de 6leos
essenciais, os quais sdo classificados em quimiotipos (ALBUQUERQUE et al., 2021). Os
compostos quimicos principais do 0leo essencial de L. alba séo terpenoides e fenilpropanoides,
0S quais variam com a diversidade de quimiotipos (LINDE et al., 2016). As propriedades
farmacoldgicas estdo relacionadas com compostos presentes, como mirceno, linalol, f-

ocimeno, a-guaieno, germacreno, carvona, limoneno, eucaliptol, canfora, cariofileno, neral,
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geranial e piperitona (MALIK et al., 2021). E utilizada no tratamento de doencas digestivas e
respiratorias, além de sedativo e anti-hipertensivo (HENNEBELLE et al., 2008). Ademais,
possui atividades antioxidantes e antimicrobianas comprovadas (SOUZA et al., 2022).

O oleo de L. alba mostrou ser efetivo na inibicdo de crescimentos de bactérias Gram
positivas e negativas (POSSAMAI et al., 2019), comprovou sua propriedade antimicrobiana
contra Salmonella Typhi e Shigella dysenteriae, além de interferir na formacdo de biofilme
(BATISTA et al., 2018). Exibiu 95,8% de atividade de erradicacdo contra biofilmes de S.
mutans (TOFINO-RIVERA et al., 2016).

Resultados de um estudo revelam que o 6leo de L. alba pode ser um potente agente
antibacteriano e antibiofilme contra S. aureus. O estudo in vitro avaliou a atividade
antimicrobiana e antibiofilme do éleo de L. alba e seus componentes citral e carvona contra S.
aureus, confirmando a atividade antimicrobiana do 6leo e seus principais componentes, além
de 100% de inibicdo da formagéo de biofilme de S. aureus (PORFIRIO et al., 2017).

Um trabalho avaliou a atividade antibacteriana de cinco 6leos de L. alba sobre o
crescimento S. aureus ATCC 25923, e verificou que o 6leo de quimiotipo geranial/neral
estabeleceu inibicdo méaxima de crescimento de S. aureus (OLIVERO-VERBEL et al., 2014)

O oleo essencial de L. alba mostrou influenciar a atividade da eritromicina, através do
seu efeito sinérgico com o antibidtico, pelo método de contato gasoso. O dleo a 12%
potencializou (221,4%) a atividade antibi6tica de eritromicina contra S. aureus ATCC 25923,
e a 3% elevou (41,6%) o resultado contra S. aureus ATCC 25923 e contra S. aureus ATCC
6538 (58,3%) (VERAS et al., 2011).

2.3.2 Extrato Momordica charantia

Momordica charantia L. (meldo Sdo Caetano) € uma planta medicinal que pertence a
familia Cucurbitaceae, distribuida em éreas tropicais e subtropicais, principalmente na Asia,
india, China e Brasil (VILLARREAL-LA TORRE et al., 2020). Seu uso popular é relatado ha
muitos anos. Os compostos quimicos encontrados sdo proteinas, polissacarideos, flavonoides,
triterpenos, saponinas, acido ascérbico e esteroides. Possui diversas atividades bioldgicas como
atividades anti-hiperglicémica, antibacteriana, antiviral, antitumoral, imunomoduladora,
antioxidante, antidiabética, anti-helmintica, antimutagénica, antidlcera, antilipolitica,
antifertilidade, hepatoprotetora, anticancerigena e anti-inflamatéria (JIA et al., 2017).

M. charantia mostrou elevada atividade antibacteriana (EOGHAN; EKTA, 2021). O

composto Charantin esté relacionado com a sua atividade antimicrobiana (PATEL et al., 2010).
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O extrato mostrou atividade antimicrobiana contra Gram positivos, negativos e fungos, e foi
capaz de contrair a ferida em ratos a partir do 11° dia de tratamento (AGYARE et al., 2014).

Os extratos n-hexano, etanol e metanol da folha de M. charantia inibiram Enterococcus
faecium (ANDLEEB et al., 2013). O extrato metandlico de folhas de M. charantia foi eficiente
contra 0s patogenos isolados clinicos Escherichia coli, Pseudomonas aureginosa,
Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae e Candida albicans, mas ja
no extrato aquoso mostrou ser resistente (BAMIGBOYE et al., 2021).

A infusdo de frutos e folhas de Momordica charantia mostrou ter atividade
antimicrobiana (BRANDAO et al., 2016). Em um trabalho para determinar o potencial
antimicrobiano de extratos de folhas, frutos e sementes de M. charantia, observaram-se forte
efeito antibacteriano em extratos das folhas contra quatro cepas de S. aureus e fraca atividade
antifangica contra Candida albicans (GUARNIZ et al., 2019).

Prastiyanto et al. (2021) mostraram que M. charantia possui grande potencial
como agente antibacteriano, principalmente contra cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA), Escherichia coli produtora de beta lactamases de
espectro estendido (EspL) e Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenemase
(CRPA), que causam infecgOes de feridas. O estudo in vitro avaliou a atividade
antibacteriana de extratos de plantas em bactérias multirresistentes isoladas de
infeccBes de feridas e verificou que o extrato etanolico de M. charantia revelou as
maiores zonas de inibicao.

Nanoparticulas de prata usando extrato aquoso e etandlico de M. charantia
exibiram ser agentes antioxidantes e antibacterianos sinérgicos na inibicdo de
crescimento de patégenos (MOORTHY et al., 2021).

As formulac@es em gel e em creme, incorporadas de extrato acetdnico de M.
charantia 1%, mostraram atividade cicatrizante em feridas induzidas em ratos, e a
formulagdo em creme foi o tratamento mais eficiente (SAGASTEGUI-GUARNIZ et
al., 2021).

2.4 Gel

O gel, segundo a 6° Edicdo da Farmacopeia Brasileira (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA — ANVISA, 2019a), é uma forma farmacéutica do tipo
semissolida, capaz de incorporar mais de um principio ativo e que contém agente gelificante

proporcionando firmeza e viscosidade a uma solucio, podendo conter particulas suspensas. E
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uma das formas farmacéuticas mais utilizadas para o uso tépico, devido a suas caracteristicas
como sensacdo refrescante, boa permeacdo cutanea, protecdo e hidratagdo, dependendo da
incorporacdo do ativo (PERES; DIAS, 2011).

O principal agente gelificante usado é o poli (&cido acrilico) PAA, conhecido como
carbdmero, uma macromolécula sintética derivada de celulose e gomas naturais (ALLEN;
ANSEL, 2013). O Carbopol®, principal polimero de uso farmacéutico, é derivado desse acido
acrilico, usado como gelificante e incrementador da viscosidade de liquidos (VILLA NOVA,;
OREFICE; CUNHA, 2010).

Nas formulacBes dos géis, também podemos incluir uma substancia medicamentosa,
solventes, como propilenoglicol ou &lcool, conservantes antimicrobianos e estabilizadores. Os
géis medicamentosos podem ser administrados por diversas vias, como a pele, olho, nariz,
vagina e reto (ALLEN; ANSEL, 2013).

Um gel de carbopol incorporado com extrato etandlico de brotos Sebastiania hispida
(0,2% ou 2%) foi aplicado em feridas infectadas com Staphylococcus aureus em ratos, e
apresentou atividade cicatrizante, comprovando seu uso como terapia complementar para o
tratamento de feridas infectadas (MULLER et al., 2018). Em um estudo clinico randomizado
duplo cego de Najafian et al. (2019), o gel de Aloe Vera e Plantago major induziu a uma
melhora significativa na cicatrizacdo de feridas de Ulcera do pé diabético.

Um gel natural para as méos, formulado & base de extratos de plantas, inibiu bactérias
patogénicas em voluntarios (mostrou-se eficaz e seguro), sem causar efeitos adversos no tecido
humano (ACHARYA et al., 2018). Os antissépticos utilizados para higienizar as maos a base
de plantas medicinais sdo mais eficazes do que o alcool, além de serem de facil formulacao
(ALGHAMDI, 2021).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais de tomilho (Thymus vulgaris) e eucalipto (Eucalyptus globulus)
foram adquiridos da Ferquima Ind. e Com. LTDA (Vargem Grande, SP). E os 6leos essenciais
de manjerona (Origanum majorana), cravo botdo (Syzygium aromaticum) e verbena (Lippia

alba) foram adquiridos da empresa Terra Flor (Alto Paraiso, GO).

3.2 Extrato

3.2.1 Material vegetal

As folhas de meldo S&o Caetano (Momordica charantia) foram adquiridas no Sitio
Coelhos, localizado no municipio de Cana Verde-MG, na coordenada geografica de 21°
03°03.0°’S 45°14°17.0”W. A espécie foi identificada e depositada no Herbario da Empresa de
Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (PAMG/EPAMIG), Belo Horizonte-MG, sob registro
PAMG 58941.

Apos a coleta, as folhas foram lavadas em &gua corrente, secas em estufa a 40 °C com
circulacdo de ar, até o peso ficar constante. Em seguida foram pulverizadas em moinho e

armazenadas.

3.2.2 Preparacéo do extrato

O extrato de meldo Sdo Caetano (Momordica charantia) a 10% (p/v) foi preparado por
sonicacdo com etanol (92°), a partir dos materiais vegetais secos e moidos. A droga vegetal
com o solvente foram colocados no aparelho de sonicagdo, por 20 minutos, seguida de
maceragdo por um periodo de 15 dias. Apos esse processo, 0 extrato foi filtrado em filtro a

vacuo, rotoevaporado e liofilizado.

3.3 Composicao quimica dos constituintes principais dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais foram analisados por cromatografia gasosa, acoplados a um detector

de ionizagdo em chamas (CG-FID) em um sistema Agilent® 7890A equipado com coluna
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capilar de silica fundida 5% Phenyl Methyl Silox (30 m de comprimento x 250 mm de didmetro
interno x 0,25 um de espessura do filme) (California, EUA). Hélio foi empregado como gas de
arraste com fluxo de 1,16 mL/min; as temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em
250 °C e 300 °C, respectivamente. A temperatura inicial do forno foi de 60 °C com uma rampa
de temperatura de 3 °C/min até 300 °C. Os 6leos essenciais foram diluidos em acetato de etila
(1%, v/v) e injetados automaticamente no cromatografo, empregando volume de injecdo de 1,0
KL, no modo split a uma razéo de injecéo de 50:1.

Os constituintes foram identificados por comparacdo dos seus indices de retencdo
relativos a série n-alcanos (CsCoo), € por comparacdo dos espectros de massas do banco de
dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NIST, 2008) e de literatura (ADAMS, 2007). Os indices
de retencdo foram calculados usando a equacéo proposta por Van den Dool e Kratz (1963), e
para as atribuicdes foram calculados indices de retencdo de literaturas (ADAMS, 2007). A
concentracdo dos constituintes foi calculada através da area relativa de seus respectivos picos,
relacionada com a area total de todos os constituintes da amostra.

3.4 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

3.4.1 Microrganismo, manutencao da cultura e padronizacao do inéculo

A cepa utilizada como padrdo foi Staphylococcus aureus ATCC 25923, cedida pelo
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) e mantida no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de
Ciéncia dos Alimentos da UFLA.

A cepa S. aureus foi ativada em caldo BHI (Brain Heart Infusion) seguida de incubacéo
a 37 °C por 24 horas. Apos ativacao da cepa, 1 mL da cultura ativa foi transferida para frasco
contendo 100 mL de caldo triptona de soja (TSB) e incubado a 37 °C por 24 horas. As culturas
foram estocadas pela transferéncia, de 2 mL da cultura ativa em TSB, para microtubos e
centrifugados a 8000 rpm por 5 minutos, seguido do descarte do sobrenadante. Posteriormente,
as culturas foram ressuspendidas com adigdo de 1 mL de meio de congelamento (glicerol: 15
mL; peptona bacterioldgica: 0,5 g; extrato de levedura: 0,3 g; NaCl: 0,5 g; dgua destilada: 100
mL). As culturas estoques foram mantidas a -18 °C, durante o periodo de execugdo do
experimento.

O indculo foi padronizado em cerca de 108 UFC/mL por elaboragdo de curva de

crescimento. Aliquotas da cultura foram retiradas periodicamente para determinacdo da
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absorbéncia (D.O. 600nm) em espectrofotdbmetro (BEL SP-2000) e contagem em placas
contendo &gar triptona de soja (TSA). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas.

Os in6culos foram obtidos pela transferéncia de aliquotas de 1 mL das culturas estoques
para tubos de ensaio contendo 5 mL de BHI e incubacdo a 37 °C por 24 horas. Apos esse
periodo, aliquotas de 500 uL das culturas foram transferidas para frascos contendo 200 mL de
TSB e incubados a 37 °C pelo tempo necessario para se atingir 108 UFC/mL.

3.4.2 A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e extrato

A atividade antimicrobiana dos dleos essenciais e do extrato foi realizada utilizando
método de disco-difusdo em agar, como uma etapa preliminar na determinacdo do potencial
antimicrobiano (EUROPEAN COMMITTEE ON ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY
TESTING - EUCAST, 2019).

Ap0s reativacdo e padronizacdo da cepa, aliquotas de 100 pL foram espalhadas em
superficie de TSA e adicionados discos de papel filtro contendo 5 pL de cada 6leo essencial. E
para o extrato, foi diluido 0,025 g do extrato liofilizado de M. charantia em 1 mL de DMSO
(Dimetilsulfoxido) a 2% (v/v) e aplicados 5 pL em papel filtro. Foi utilizado o etanol (92°) e
DMSO a 2% como controles. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e, ap0s esse
periodo, os halos de inibi¢do formados foram mensurados com auxilio de paquimetro digital.

O experimento foi realizado em triplicata com trés repeticoes.

3.4.3 Determinacdo das concentra¢des minimas bactericidas (CMBs) dos 6leos essenciais

e extrato

As concentracdes minimas bactericidas (CMBSs) dos 6leos e extrato que apresentaram
atividade antimicrobiana foram determinadas empregando-se a técnica de microdiluicdo
(EUCAST, 2019) com adaptacgdes, em microplacas de poliestireno com 96 cavidades.

As emulsdes dos 6leos essenciais foram elaboradas em TSB adicionado 0,5% (v/v) de
Tween 80. As concentracdes dos diferentes 6leos essenciais foram 10; 5; 2,5; 1,25; 0,62; 0,31;
0,15 e 0,07% (v/v). E as emulsdes do extrato foram realizadas utilizando TSB adicionado 1%
(v/v) de Tween 80, com as concentracdes de 5; 2,5; 1,25; 0,62; 0,31; 0,15; 0,07 e 0,03% (v/v).

Aliguotas de 10 pL da cultura padronizada foram inoculadas nas cavidades da
microplaca contendo 150 pL TSB acrescidos Tween 80 e das diferentes concentragdes dos

oOleos e extrato. As microplacas foram vedadas e incubadas a 37 °C por 24 horas. Apés esse
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periodo foi realizado o plaqueamento, com aliquotas de 10 uL em TSA, utilizando a técnica de
microgotas e incubadas a 37 °C por 24 horas. O experimento foi realizado em triplicata e trés
repeticdes. Utilizaram-se dois controles no experimento, sendo um negativo, contendo TSB
acrescido de Tween 80 e das concentracfes dos Oleos essenciais e extrato, e um controle

positivo, contendo TSB acrescido de Tween 80 e 10 puL. da cultura padronizada.

3.4.4 Otimizacao da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais: sinergismo por

misturas

Os melhores resultados nos testes de inibig&o foram utilizados nas misturas com metade
das concentracdes minimas bactericidas (CMBs) para avaliar a capacidade de sinergismos entre
os 6leos. Foram selecionados os 6leos de tomilho, cravo, eucalipto e verbena para a continuacéo
do experimento. Levando em consideragdo que o extrato de meldo Sdo Caetano ndo apresentou
atividade antimicrobiana e o 6leo de manjerona ndo manteve a atividade antimicrobiana em
mesmas concentracdes, nas trés repeticdes. Portanto, o 6leo de eucalipto foi selecionado, porque
apresenta outras atividades biologicas relevantes e de interesse para o estudo.

Para tal, uma tabela (TABELA 1) foi gerada com vinte e sete ensaios, utilizando-se
delineamento DCCR no programa Chemoface versdo 1.5, utilizando “Experimetal design”,
com varidveis +2 e -2 que foram calculadas de acordo com a metade da CMB de cada 6leo.

Tabela 1 - Propor¢cdes em porcentagem utilizadas nos ensaios das combinagdes dos 06leos

essenciais de tomilho, cravo, eucalipto e verbena (Continua).

% de 6leos essenciais

Ensaios | Tomilho | Cravo | Eucalipto | Verbena | Total
1 0,39 0,31 0,85 0,39 1,95
2 0,39 0,31 0,85 0,54 2,10
3 0,39 0,31 1,95 0,39 3,05
4 0,39 0,31 1,95 0,54 3,20
5 0,39 0,31 0,85 0,39 1,95
6 0,39 0,31 0,85 0,54 2,10
7 0,39 0,31 1,95 0,39 3,05
8 0,39 0,31 1,95 0,54 3,20
9 0,54 0,31 0,85 0,39 2,10
10 0,54 0,31 0,85 0,54 2,25
11 0,54 0,31 1,95 0,39 3,20
12 0,54 0,31 1,95 0,54 3,35
13 0,54 0,31 0,85 0,39 2,10
14 0,54 0,31 0,85 0,54 2,25
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Tabela 1 - ProporcGes em porcentagem utilizadas nos ensaios das combinagdes dos 0leos
essenciais de tomilho, cravo, eucalipto e verbena (Concluséo).

% de 6leos essenciais

Ensaios | Tomilho | Cravo | Eucalipto | Verbena | Total
15 0,54 0,31 1,95 0,39 3,20
16 0,54 0,31 1,95 0,54 3,35
17 0,31 0,31 1,40 0,46 2,50
18 0,62 0,31 1,40 0,46 2,80
19 0,46 0,31 1,40 0,46 2,65
20 0,46 0,31 1,40 0,46 2,65
21 0,46 0,31 0,31 0,46 1,55
22 0,46 0,31 2,50 0,46 3,75
23 0,46 0,31 1,40 0,31 2,50
24 0,46 0,31 1,40 0,62 2,80
25 0,46 0,31 1,40 0,46 2,65
26 0,46 0,31 1,40 0,46 2,65
27 0,46 0,31 1,40 0,46 2,65

Fonte: Da autora (2024).

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana foram utilizados tubos de ensaio, contendo
5 mL de TSB acrescidos de 0,5% Tween 80 e das combinacgdes com diferentes concentractes
dos Gleos essenciais apresentados na Tabela 1, seguido de homogeneizacdo dos tubos em
agitador tipo Vortex. Foram transferidos 150 pL da solugdo para as cavidades da microplaca e
adicionados 10 pL do in6culo padronizado, seguida de incubagéo a 37 °C por 24 horas.

Apods incubagdo, aliquotas de 10 pL dos cultivos realizados em cada teste nas
microplacas foram transferidas para placas de Petri contendo TSA, para realizacdo do
plagueamento pela técnica de microgotas. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e,
apos esse periodo, foi observado quais ensaios foram capazes de inibir o crescimento de S.
aureus. O experimento foi realizado com trés repeticbes em triplicata. Utilizaram-se dois
controles no experimento, sendo um negativo, contendo TSB acrescido de 0,5% de Tween 80
e das concentracdes dos Gleos essenciais, e um controle positivo, contendo TSB acrescido de

0,5% de Tween 80 e 10 puL da cultura padronizada.

3.5 Elaboracéo dos géis

Diferentes formulacGes de gel foram desenvolvidas, pela incorporacdo dos Oleos
essenciais. Foram selecionados trés ensaios do teste de sinergismo, o ensaio 7 (1) por conter
uma concentracao relevante do 6leo de eucalipto, 0 18 (2) por conter a maior concentracdo do

6leo de tomilho e 22 (3) por conter a maior concentracao total de 6leo essencial.
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Para a confeccéo do gel base, foram utilizados 300 mL de agua destilada aquecida em
banho-maria a aproximadamente 80 °C, foi adicionado Carbopol® a 1% e homogeneizado. Em
seguida foi adicionado o aminometilpropanol (AMP) até o gel atingir o pH 7,0 e posteriormente
o propilenoglicol a 5%, para hidratar o gel. Apds produzir a base do gel, foi adicionado 0,5%
de Tween 80 e as combinacdes dos 6leos escolhidos. Os géis foram armazenados em recipientes
de vidro sob refrigeracdo (FIGURA 2).

Foi elaborado um gel base, sem a incorporacdo dos 6leos, para ser utilizado como
controle, e um alcool gel para comparar a eficiéncia. O alcool gel seguiu a mesma forma de

confec¢do, sendo substituida somente a agua pelo alcool 70.

Figura 2 - Géis elaborados com Gleos essenciais.

1: Gel contendo 3,05% de 6leos essenciais; 2: gel contendo 2,80% de 6leos essenciais; 3: gel contendo
3,75% de bleos essenciais; controle -: gel sem 6leo essencial; alcool: gel contendo alcool 70.
Fonte: Da autora (2024).

3.6 Atividade antimicrobiana in vitro dos géis contendo 6leos essenciais

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos geéis sobre biofilme de S. aureus,
empregaram-se cupons de aco inoxidavel AISE 304#4 com dimensdes de 1 x 8 x 18 mm. Apds
reativacdo e padronizacdo do indculo, os cupons foram incubados em 40 mL de TSB e 40 uL
da cultura, pelo periodo de 24 horas a 37 °C, para a adesdo das células. Apds a incubacéo, 0s
cupons foram enxaguados em agua estéril para retirar as células que ndo aderidas e secos em
temperatura ambiente. Foram espalhados 0,5 g dos géis sobre 0s cupons que permaneceram na
superficie por 20 minutos (FIGURA 3). As células aderidas foram retiradas utilizando-se swabs
padronizados (15 x 25 mm) estéreis e transferidos para tubos de ensaio contendo 10 mL de agua
peptonada, agitados em vortex por aproximadamente 1 minuto. Aliquotas de 100 pL foram
espalhadas em superficie de TSA. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. O

experimento foi realizado em triplicata com trés repeti¢des. Utilizaram-se dois controles no
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experimento, sendo um negativo, contendo somente a base do gel, e um controle positivo, em

que foi realizado o swab das células que ficaram aderidas aos cupons, sem o gel.

Figura 3 - Gel espalhado na superficie dos cupons de ago inoxidavel.

Fonte: Da autora (2024).

3.7 Determinacéo da vida util e qualidade microbiologica dos géis

Foi realizado o teste de estabilidade antimicrobiana e controle microbiol6gico do gel,
para garantir a qualidade do gel por um periodo de 2 meses.

Para detectar contaminagdo microbioldgica, foi empregado o método de semeadura por
meio de swab (estria simples) sobre TSA, seguido de incubagéo a 37 °C por 24 horas.

E para o teste de estabilidade foi utilizado o0 mesmo método descrito na avaliacdo da
atividade antimicrobiana, item 3.6. As analises foram realizadas quinzenalmente, em triplicata

com trés repetigoes.
3.8 Delineamento experimental e analises estatisticas

A atividade antimicrobiana das combinacBes dos Oleos essenciais foi avaliada
empregando-se delineamento DCCR no programa Chemoface versdo 1.5, utilizando
“Experimetal design”, com variaveis +2 ¢ -2 que foram calculadas de acordo com a metade da
CMB.
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Os resultados da atividade antimicrobiana dos géis foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e posteriormente aplicagdo do teste Tukey, com nivel de significancia p <

0,05, utilizando-se o software Sisvar 5.6.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicao quimica dos 6leos essenciais

A composicdo quimica e o teor dos componentes dos 6leos essenciais analisados séo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Composi¢do quimica dos constituintes principais dos 6leos essenciais.

Nome cientifico | Nome comum | Constituintes (%)
Thymus vulgaris Tomilho Timol (51,19)
p-cimeno (31,90)
y- terpineno (4,09)
Origanum majorona Manjerona 4-terpineol (33,04)
y-terpineno (17,00)
a-terpineno (9,81)
Syzygium aromaticum Cravo botéo Eugenol (86,01)
E-cariofileno (12,79)
a-humuleno (1,20)
Eucalyptus globulus Eucalipto 1,8-cineol (82,91)
Limoneno (8,66)
a-pineno (3,58)
Lippia alba Verbena Linalol (64,78)
E-cariofileno (26,02)
1,8-cineol (7,78)

Fonte: Da autora (2024).

A anélise de cromatografia gasosa do dleo essencial de T. vulgaris indicou o timol
(51,19%) e p-cimeno (31,90%) como os principais constituintes. Ja o 6leo de O. majorana
possui diversos compostos, sendo 0s majoritarios o 4-terpineol (33,04%) e y-terpineno (17%).
O eugenol e 0 1,8 cineol foram os compostos predominantes nos 6leos de S. aromaticum e E.
globulus correspondendo a 86,01% e 82,91% do valor total, respectivamente. E a composi¢do
quimica do 6leo essencial de L. alba é constituida por linalol (64,78%) e E-cariofileno
(26,02%).

A caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais geralmente aponta 2 ou 3 compostos
majoritarios, em elevadas concentracdes que podem variar de 20 a 70%, respectivamente
(KOUL; WALIA; DHALIWAL, 2008). De acordo com a Farmacopeia Brasileira (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA — ANVISA, 2019b), o dleo essencial de
eucalipto deve conter no minimo 70% de 1,8-cineol e o 6leo essencial de tomilho o composto
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timol pode variar de 36,0 a 55,0%. O 6leo essencial de cravo pode conter de 30 a 95% do seu
composto dominante o eugenol, com o indice menor de 28% (WINSKA et al., 2019).

4.2 A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e extrato

Todos os 6leos essenciais e 0 extrato demonstraram atividade antimicrobiana (TABELA
3). O oleo essencial de tomilho promoveu a maior formacéo de halo de inibicao, sequido dos
o0leos de cravo e verbena. Os 06leos de eucalipto e manjerona apresentaram os menores halos,
juntamente com o extrato de meldo Sao Caetano, demonstrando menor eficiéncia. Os controles,

etanol (92°) e DMSO (2%) ndo promoveram a formacéo de halo.

Tabela 3 - Halos de inibicdo de 6leos essenciais sobre S. aureus.

Oleo Essencial \ Halo/Sensibilidade
Tomilho +++
Manjerona +
Cravo ++
Eucalipto +
Verbena ++
Mel&o S&o Caetano +

DMSO (2%) -

Etanol (92°) -
Legenda: (-): ndo sensivel, halo com diametros < 6 mm; (+): sensivel, halo com didmetros entre 8-
12mm; (++): muito sensivel, halo com didmetros entre 13-16 mm; (+++): extremamente sensivel, halos
com didmetro > 18 mm.

Fonte: Da autora (2024).

Benameur et al. (2019) comprovaram a atividade antibacteriana de T. vulgaris contra
bactérias multirresistentes, obtendo halo de inibicdo de 24 a 40 mm/10 pL. Ja Penteado et al.
(2021) obtiveram um halo de 52,0 mm/10 pL contra S. aureus ATCC13565, o 6leo essencial
que apresentou melhor resultado. Este resultado pode estar relacionado com o composto
principal do 6leo essencial, o timol, que possui um sistema de elétrons deslocalizados, grupo
fenil, que permite o grupo hidroxila liberar seus prétons, desestabilizando a membrana
citoplasmatica e aumentando a permeabilidade, justificando sua alta atividade antimicrobiana
(SAAD; MULLER; LOBSTEIN, 2013).

Os o6leos de Thymus vulgaris e Origanum majorana mostraram melhores resultados de
atividade antimicrobiana, do que 6leo essencial de Ocimum basilicum sobre S. aureus e

Escherichia coli em estudo de Souza et al. (2020).
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Ghazal et al. (2022) testaram a atividade antimicrobiana do 6leo de manjerona em S.
aureus ATCC 29213, que apresentou 16mm de zona de inibicdo. Os terpenos, como o 4-
terpineol, atuam na membrana citoplasmatica, do mesmo modo que os composto fendlicos,
levando a lise celular e alteracdo no potencial elétrico e inibicdo de enzimas respiratorias
(SOUZA et al., 2020).

No estudo de Penteado et al. (2021), o 6leo de eucalipto também apresentou um dos
menores halos dentre os diversos 6leos avaliados contra a bactéria Gram positiva S. aureus
ATCC 13565 (9,0 mm/10 pL) e para a bactéria Gram negativa Salmonella Paratyphi
ATCC13311 (14,0 mm/10 pL). Testes de Mulyaningsih et al. (2011) avaliaram a atividade
antimicrobiana dos componentes majoritarios dos 6leos de eucalipto, e 0 composto 1,8 cineol
mostrou pouca atividade. O 6leo essencial de eucalipto é mais eficiente contra bactérias Gram
negativas do que Gram positivas, pois o composto 1,8-cineol pode aumentar a permeabilidade
da membrana citoplasmatica, comprometendo o seu funcionamento (WINSKA et al., 2019).

O dleo essencial de cravo inibiu Pseudominas putida, com zona de inibi¢do de 14,61mm
EL AMRANI et al., 2019). A atividade antibacteriana do 6leo de cravo esta ligada com o
eugenol, que modifica o contorno dos acidos graxos, a fim de alterar a membrana
citoplasmatica. Outro mecanismo de acdo é a destruicdo das enzimas tal como carboxilase,
proteases, ATPase e amilase de bactérias (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016). O 6leo de
cravo é mais eficiente quando comparado com o 6leo essencial de eucalipto (AMARANTE et
al., 2023)

A atividade antibacteriana do extrato aquoso M. charantia na concentracdo de 0,5
mg/mL apontou didmetro de zona de inibi¢do 14,20 mm contra E. coli (ADEYEMI et al.,
2015). O quimiotipo Il (carvona-limoneno) do 6leo essencial de L. alba inibiu a cepa S.
aureus ATCC6538P na concentracdo 100 mg/mL com o halo de 7 mm (TEIXEIRA,
2009). Os terpenoides com grupo metil ou atomos de oxigénio como linalol, timol e
mentol sdo excelentes antimicrobianos (NAGARAJ; KWANG, 2021).

4.3 Determinacéo das concentragdes minimas bactericidas (CMBs) dos 06leos essenciais e

extrato

As concentragdes minimas bactericidas (CMBs) encontradas para 0s 6leos essenciais

testados in vitro sobre S. aureus ATCC 25923 podem ser observadas na Tabela 4.



41

Tabela 4 - ConcentragcGes minimas bactericidas (CMBs) de diferentes 6leos essenciais sobre S.

aureus.
Oleos Essenciais | CMB (%)
Tomilho 1,25
Manjerona 2,5
Cravo 0,62
Eucalipto 5,0
Verbena 1,25

Meldo Sdo Caetano -
Fonte: Da autora (2024).

Todos os 6leos essenciais testados foram capazes de inibir o crescimento de S. aureus
ATCC 25923 in vitro, em diferentes concentracdes. O extrato de meldo Sdo Caetano néo
apresentou efeito bactericida nas concentracGes testadas. O dleo de cravo apresentou menor
CMB (0,62%) e, portanto, a melhor atividade antibacteriana, seguido dos 6leos essenciais de
tomilho e verbena, que apresentaram uma mesma CMB (1,25%), e manjerona (2,50%). O 6leo
essencial de eucalipto foi o que apresentou a maior CMB (5,0%) e, portanto, menor agédo
antimicrobiana.

As diferengas nas concentragdes minimas bactericidas de cada 6leo essencial sdo dadas
em virtude dos diferentes constituintes dos 6leos essenciais e dos seus principais compostos
(SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016).

Em estudo de Kot et al. (2019), o éleo de tomilho mostrou ser excelente antibacteriano
contra S. aureus multirresistente isolado de materiais clinicos humanos, pois encontraram CMI
e CMB de 0,09 e 0,78 mg/mL (equivalente a 0,009 e 0,078%), respectivamente. Valor préximo,
ao trabalho anterior, foi encontrado por Freire et al. (2014), em cepade S. aureus ATCC 25923,
uma CMB de 0,0625%.

Ghazal et al. (2022) testaram como antimicrobiano o 6leo essencial de manjerona
também contra as cepas S. aureus ATCC 25923 e ATCC 43300, e as CMI detectadas foram
0,125% para ambas as cepas. No estudo de Noori et al. (2019), as concentracdes minimas
bactericidas também variaram de 1,25 a 3,75% sobre S. aureus, Streptococcus agalactiae e
Escherichia coli.

Resultado diferente ao encontrado neste trabalho foi observado com o 6leo de cravo em
teste de Pereira et al. (2014), no qual o 6leo essencial ndo inibiu S. aureus nas concentragdes
minimas inibitorias testadas (0,0 a 5,0%). Entretanto, EI Amrani et al. (2019) comprovaram a
atividade bactericida do 0leo essencial de cravo com CMB de 5 mg/mL (equivalente a 0,5%)
contra S. aureus ATCC 29213, concentragdo proxima relatada no presente trabalho.
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No trabalho de Masithoh, Kusdarwati e Handijatno (2019), a concentra¢cdo minima de
0,5% do extrato da folha de M. charantia também n&o foi eficiente para inibir Aeromonas
hydrophila. Nessa ocasido, o 6leo essencial de eucalipto com CMB de 1,6% apresentou
atividade bactericida sobre S. aureus (NOSHAD et al., 2021).

4.4 Otimizacdo da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais: sinergismo por

misturas

Os 0leos essenciais de tomilho, cravo, eucalipto e verbena foram selecionados para
avaliar o sinergismo por misturas, baseando nos resultados da CMB e nas atividades
terapéuticas dos 6leos. Embora o éleo de manjerona tenha mostrado CMB inferior ao 6leo de
eucalipto, ele ndo foi selecionado por ndo ter apresentado a mesma CMB em todas as repeticdes.
J& o0 6leo de eucalipto possui forte sinergismo relado na literatura, além do aroma ser mais
aceito. O eucalipto, o cravo e o tomilho sdo indicados como antissépticos (SALMA,
ZEESHAN, 2013).

Na Tabela 5 é possivel constatar que todas as combinacGes dos Oleos essenciais
selecionados em diferentes concentraces foram eficazes no controle do crescimento de S.
aureus, comprovando assim o sinergismo por mistura, utilizando menor teor possivel que seja

eficiente no controle microbiano.

Tabela 5 - Atividade antimicrobiana de diferentes combinacgdes entre 6leos essenciais sobre S.

aureus (Continua).

Oleos essenciais (%)

Ensaios  Tomilho | Cravo | Eucalipto | Verbena | Crescimento
1 0,39 0,31 0,85 0,39 -
2 0,39 0,31 0,85 0,54 -
3 0,39 0,31 1,95 0,39 -
4 0,39 0,31 1,95 0,54 -
5 0,39 0,31 0,85 0,39 -
6 0,39 0,31 0,85 0,54 -
7 0,39 0,31 1,95 0,39 -
8 0,39 0,31 1,95 0,54 -
9 0,54 0,31 0,85 0,39 -
10 0,54 0,31 0,85 0,54 -
11 0,54 0,31 1,95 0,39 -
12 0,54 0,31 1,95 0,54 -
13 0,54 0,31 0,85 0,39 -
14 0,54 0,31 0,85 0,54 -
15 0,54 0,31 1,95 0,39 -



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X21002540#bb0075
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X21002540#bb0075
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Tabela 5 - Atividade antimicrobiana de diferentes combinagdes entre 6leos essenciais sobre S.

aureus (Conclusao).

Oleos essenciais (%)
Ensaios  Tomilho | Cravo | Eucalipto | Verbena | Crescimento

16 0,54 0,31 1,95 0,54 -
17 0,31 0,31 1,40 0,46 -
18 0,62 0,31 1,40 0,46 -
19 0,46 0,31 1,40 0,46 -
20 0,46 0,31 1,40 0,46 -
21 0,46 0,31 0,31 0,46 -
22 0,46 0,31 2,50 0,46 -
23 0,46 0,31 1,40 0,31 -
24 0,46 0,31 1,40 0,62 -
25 0,46 0,31 1,40 0,46 -
26 0,46 0,31 1,40 0,46 -
27 0,46 0,31 1,40 0,46 -

Legenda: (-) auséncia de crescimento visivel em placas.
Fonte: Da autora (2024).

Os 6leos essenciais combinados potencializam a atividade antimicrobiana e permitem
uma reducdo na dose, tornando 0 uso mais seguro (SOUZA et al., 2020). Quando o efeito das
combinac6es entre diferentes 6leos essenciais e seus componentes majoritarios for maior que a
soma entre os efeitos individuais ocorre o0 que € chamado de sinergia, mas se o efeito for igual
é considerado como efeito aditivo. O antagonismo é o efeito observado quando o resultado da
combinacdo é menor do que a soma entre os efeitos individuais (BASAVEGOWDA,; BAEK,
2021).

Em comparacdo aos testes realizados, observou-se na literatura que a combinacao entre
0s Oleos de Origanum majorana e Ocimum basilicum apontou uma interacdo aditiva para S.
aureus e Escherichia coli. J4 a combinacdo entre os 6leos essenciais de O. majorana e T.
vulgaris foi a capaz de inibir as duas cepas, a Unica combinacdo do estudo (SOUZA et al.,
2020).

Além disso, a combinacdo do 6leo essencial de L. alba com T. vulgaris potencializou a
atividade antimicrobiana, diminuindo significativamente a CMB contra S. aureus ATCC 25923
e principalmente para E. coli ATCC 25922 (HAY et al. 2018).

O Oleo essencial de E. globulus misturado com os éleos essenciais de Dittrichia
viscosa (L.) Greuter ssp.viscosa, Calamintha nepeta (L.) Savi ssp. nepeta e Thymus
mastichina L. mostrou sinergismo na atividade bactericida de S. aureus, indicando grande

potencial como produto farmacéutico (VIEIRA et al., 2017). Ademais, Amarante et al. (2023)
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avaliaram o sinergismo dos 6leos essenciais de cravo e eucalipto e foi observada uma reducgéo
da concentragdo minima bactericida (CMB) sobre S. aureus (ATCC 25923).

4.5 Atividade antimicrobiana in vitro dos géis contendo 6leos essenciais

De acordo com a ANOVA, foi observado que houve diferenga significativa nos

tratamentos, conforme a Tabela 6 a seguir.

Tabela 6 - Crescimento de S. aureus permanentes no cupom de aco inoxidavel apds exposicao

as formulagdes dos géis.

Tratamentos | LOG UFC/mg
Gel 1 0,29 a
Gel 2 0,22 a
Gel 3 1,32b
Alcool gel 0,26 a
Controle - 3,05¢
Controle + 331lc

Médias seguidas das mesmas letras nas linhas ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
Fonte: Da autora (2024).

Os resultados mostram que tanto os géis quanto o alcool sdo capazes de controlar o
crescimento de S. aureus, comparando com os controles (FIGURA 4). Foi observado que néo
houve diferenca significativa nos géis 1, 2 e o alcool gel. Ainda assim o gel 3 apresentou

elevada reducdo das células aderidas quando comparada com o controle.
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Figura 4 - Crescimento de S. aureus em geis a base de 6leos essenciais.

A: gel 1; B: gel 2; C: gel 3; D: alcool gel; E: controle -; F: controle +.
Fonte: Da autora (2024).

Os géis 1 e 2 foram os mais eficazes na acdo bactericida, principalmente o gel 2 que
reduziu 92,7% das células aderidas.

Apesar do tratamento 3 ter a maior concentragdo total de 6leos essenciais (3,75%), a
maior parte desse gel contétm o Oleo de eucalipto, que mostrou a menor atividade
antimicrobiana, devido a baixa propriedade bactericida do seu composto 1,8 cineol
(MULYANINGSIH et al., 2011). Ao contrario, o tratamento 2, que possui a menor
concentracdo total de Oleos essenciais (2,80%), continha a maior concentracdo de 6leo de
tomilho, excelente antimicrobiano (PENTEADO et al., 2021), justificando a inibicdo de S.
aureus. O 0leo de cravo também é bem conhecido por sua atividade antimicrobiana. Em estudo
com feridas infectadas com S. aureus em ratos, também foi observada a diminuicdo do
crescimento microbiano, na ferida tratada com pomada contendo dleo de cravo (Syzygium
Aromatum) a 5 ou 10% (ALANAZI et al., 2022). Outro estudo evidencia a eficacia de gel de
carbopol contendo 6leos essenciais na melhora de feridas, resultando na diminuigéo da carga
microbiana e acelerando a reepitelizacdo, a angiogénese e a migracdo de células fibroblasticas
de feridas (KHEZRI; FARAHPOUR; MOUNESI RAD, 2019). Outros estudos também
apresentaram géis de carbopol incorporados dos dleos essenciais de capim limao (Cymbopogan
citratus) e tomilho (Thymus vulgaris), os quais inibiram S. aureus resistente a meticilina, e sua
administracdo tépica em humanos néo causou irritacdes (SHUKR; METWALLY, 2013).

Vinciguerra, Rohr e Heberle (2018) formularam géis antissépticos com éleo de capim

limao (Cimbopogon citratos (DC.) Stapf.) e cravo da india (Caryophillus aromaticus L.). A
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incorporacéo desses 6leos na matriz gel resultou em uma atividade antimicrobiana mais potente
do que os 6leos essenciais puros. Os antissépticos utilizados para higienizar as méos a base de
plantas medicinais sdo mais eficazes do que o alcool, além de serem de facil formulacdo
(ALGHAMDI, 2021). O National Poison Data System, EUA, relatou casos de toxicidade com
alcool em gel utilizado como antisséptico para as maos, tendo sido observado um aumento de
36,7% nos primeiros meses de 2020 em relagdo a 2019, e enfatiza o uso de desinfetantes

alternativos naturais para as maos como solucdo (CHANG et al., 2020).

4.6 Determinacédo da vida util e qualidade microbiolédgica dos géis

O tempo de armazenamento dos géis afetou a sua atividade antimicrobiana. Apesar de
reduzir o nimero de células viaveis de S. aureus durante o tempo de armazenamento, houve a
diminuicdo de sua acdo, o que € demonstrado pelo aumento de células viaveis aderidas ao
cupom a partir de 30 dias de armazenamento dos géis (FIGURA 5). Tendo em vista que o 6leo
essencial € altamente volatil e seus compostos quimicos rapidamente podem ser oxidados em
contato com o ar, € necessario realizar mais estudos para avaliar o comportamento quimico dos
6leos essenciais nos géis durante seu armazenamento. Possivelmente, o pouco tempo de contato
do gel com a bactéria, 20 minutos, contribuiu para a diminuicao de sua acdo, portanto, pode se
considerar estavel, pois ao ser aplicado em feridas este gel ira permanecer por um maior tempo.

Quanto ao teste de qualidade microbioldgica do gel, ndo foi observado crescimento de
microrganismos (FIGURA 6).
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Figura 5 - Influéncia do tempo de armazenamento dos géis contendo misturas de 6leos

essenciais na atividade bactericida sobre Staphylococcus aureus.
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Fonte: Da autora (2024).

Figura 6 - Semeadura das amostras dos géis em meio de cultura TSA.

Fonte: Da autora (2024).

Em um trabalho semelhante, Silva (2013) avaliou a atividade antisséptica de sabonete
contendo 0,05% de extrato de folhas de Buchenavia tetraphyll, durante 30 dias de
armazenamento, sendo observada a inibicdo microbiana em todo tempo. Outro estudo
envolvendo géis contendo 5% de borneol mostrou uma boa estabilidade do gel apds 8 meses de
armazenamento, pois suas caracteristicas fisicas como cor, aspecto e aroma permaneceram
inalteradas (DANTAS et al., 2016). Gel ambientador incorporado dos 6leos de pomerado,
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capim limdo, horteld pimenta e cravo apresentou longa vida atil, com um tempo de
armazenamento de 10 semanas (LUU et al., 2022).

Os bleos essenciais séo ingredientes ativos que podem ser adicionados em formulacdes,
principalmente explorando suas propriedades bactericidas, em cremes, géis e pomadas. Atuam
como conservantes, sem a necessidade de adicdo de conservantes quimicos, podendo ser
considerados e explorados como produtos ecossustentaveis. Mas possuem algumas
desvantagens, como alta volatilidade e oxidacao de constituintes quimicos quando expostos ao
meio ambiente, o que torna dificil manuseio e exige maior cuidado na embalagem,

acondicionamento e condi¢Oes de armazenamento (GUZMAN; LUCIA, 2021).
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5 CONCLUSAO

Os geis contendo os 6leos essenciais possuem atividade antimicrobiana. As formulactes
dos géis 1 e 2, contendo 3,05% e 2,80% de 6leos essenciais, respectivamente, foram as mais
eficazes no controle de S. aureus in vitro, promovendo a reducdo da populacéo do biofilme de
S. aureus de 90% e 92%, respectivamente, para o0 gel 1 e 2, confirmando serem potentes

antissépticos para o uso clinico no tratamento de feridas.
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