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EFICACIA DE PLANTAS MEDICINAIS NO CONTROLE in vitroDE

Acinetobacter baumannii

RESUMO

A bactéria Acinetobacter baumannii embora prevalente na natureza é considerado
como comensal da pele humana e do trato respiratorio. Acinetobacter baumannii
emergiu como um patégeno clinicamente importante devido ao nimero crescente de
infeccdes produzidas por este organismo e a disseminacao global de estirpes com
resisténcia a varias classes de antibidticos. A mesma tem a capacidade de
sobreviver por longos periodos em ambientes hospitalares, com capacidade de
aderéncia a diferentes superficies pela formacédo de biofilmes potencializando a sua
capacidade de disseminacdo nosocomial. Encontra-se associada a doencas
infecciosas graves, tais como pneumonia, infeccdo do trato urinario, endocardite,
infeccdo em feridas, meningite e septicemia.Como estaespécie bacteriana €
resistente a maioria dos antimicrobianos implicando um amplo risco para saude e,
por tanto,se constituem em um desafio para o tratamento de individuos acometidos.
A relevancia do Acinetobacter baumannii, como um micro-organismo probleméatico
em instalacdes hospitalares, particularmente em unidades de cuidados intensivos,
tem aumentado ao longo do tempo. O tratamento das infeccbes causadas por
Acinetobacter baumannii € realizado com antimicrobianos e face ao seu uso
indiscriminado, leva, consequentemente as falhas terapéuticas e remissdo da
infeccdo. Objetivou-se no presente trabalho avaliar os efeitos antimicrobianos
intrinsecos de 6leos essenciais sobre linhagem de Acinetobacter baumannii ATCC
17978. Foram empregados os O6leos essenciais de alecrim, artemisia, canela,
canfora, citronela, cravo da India, eucalipto globulus, eucalipto staigeriana, eucalipto
citriodora, melaleuca, menta, orégano e salvia em concentracfes que variaram de 0
a 100%. A atividade antibacteriana foi determinada pelo método da microdiluicdo em
placas e pela cinética bactericida dos 6leos essenciais. Veriificou-se que todos os
Oleos apresentaram atividade antibacteriana contra Acinetobacter baumannii. Os
Oleos de citronela, de eucalipto staigeriana e de menta apresentaram menor
concentracdo inibitéria minima e concentracdo bactericida minima, sendo neste

estudo, os mais eficazes.Os 6leos de orégano, de melaleuca e de cravo da India



apresentaram maior taxa de morte bacteriana, e anularam a carga microbiana

deAcinetobacter baumannii em até 60 minutos.

Palavras-chave: antimicrobianos, bactéria multirresistente, doencas infecciosas,

plantas medicinais



MEDICINAL PLANT EFFICIENCY in vitroCONTROL THE

Acinetobacter baumannii

ABSTRACT

Although the bacteriumAcinetobacter baumannii is common in nature, it is
considered human skin and respiratory tract commensal.Acinetobacter
baumanniiemerged as a clinically important pathogen due to the increasing number
of infections produced by this organism and the global spread of strains resistant to
various classes of antibiotics. The bacterium has the capacity to survive for long
periods in hospital environments, with ability to adhere to different surfaces by the
formation of biofilms, which enhances its capacity for nosocomial dissemination. Itis
associated with serious infectious diseases such as pneumonia, urinary tract
infection, endocarditis, wound infection, meningitis and septicemia. This bacterial
species is resistant to most of the antimicrobials, implying an ample risk to health
and, therefore, it constitutes a challenge for the treatment of affected individuals. The
relevance of Acinetobacter baumanni as a problematic microorganism in hospital
settings, particularly in intensive care units, has increased over time. The infections
caused by Acinetobacter baumanniiare treated with antimicrobials and, because of
their indiscriminate use; it can lead to therapeutic failures and remission of the
infection. The present study aimed to evaluate the intrinsic antimicrobial activity of
essential oils on the Acinetobacter baumannii ATCC 17978 line. We used essential
oil of rosemary, artemisia, cinnamon, camphor, citronella, Indian clove, eucalyptus
globulus, eucalyptusstaguian, eucalyptus citriodora, tea tree, mint, oregano and
sage, in concentrations that ranged from 0 to 100%. The antibacterial activity was
determined through the broth microdilution method and through bactericidal kinetics
of essential oils. All the oils performed antibacterial activity against Acinetobacter
baumanni. Citronella, staguiana eucalyptus and mint oils presented lower minimum
inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration, being the most
efficient in this study. Oregano, tea tree and Indian clove oils presented higher
bacterial death rate, and they canceled the microbial load of A. baumannii in up to 60

minutes.



Key words:antimicrobials, infectious diseases,medicinal plants,multi-resistant

bacteria.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Rosmarinus officinalis L. (Al&CIM). ... 22
Figura 2: Eugenia caryophyllata Thumberg. — Myrtaceae (Cravo). ..........cccceeeiiiinnnns 23
Figura 3: Melaleuca alternifolia Cheel. — Myrtaceae (Malaleuca). ..............cccceeeennnnn 24
Figura 4: Origanum vulgare L. (Orégan0).........ccuuuueerieeeeriiiiiiiiieieeee e eeiiinieeaeee e 26
Figura 5: Artemisia absinthium L. (Arte€miSia)..........cceeeeriiiiiiiiiiiiieee e 27
Figura 6: Cinnamomum Camphora (Canfora). ...........cccoeooo s 28
Figura 7: Eucalyptus Globulus Leaf Oil (Eucalipto globulus). ..........cccooeeiiiiiiiiiiiiinnnns 29
Figura 8: Cinnamomum Zeylanicum Breyn (Canela)...........cccoooeiiiiiiiiiiiiiiiiins 30
Figura 9: Salvia Oficinallis (SAIVIA). .......cueeeiiiiiiiiiiiiiiee e 31
Figura 10: Cymbopogon winterianus (Citronela). ...........cccoooooiiiiiiiiiiiii 32
Figura 11: Mentha piperita (Hortela-Pimenta). ..........cccoooiiiiiiiiii e 33

Figura 12: Comportamento da contagem microbiana de acordo com as
concentracfes avaliadas dos 6leos essenciais mais eficazes. ............cccceeeeeee. 42
Figura 13: Comportamento da contagem microbiana de acordo com as
concentracbes avaliadas dos Oleos essenciais mais eficazes, excluindo a
concentracao iNICIal dE 0,0 Y. ...cccceeeiieeieee e e e 43
Figura 14: Comportamento da contagem microbiana de acordo com as
concentracfes avaliadas dos 6leos essenciais menos eficazes. ...............ccoooo. 43
Figura 15: Comportamento da contagem microbiana de acordo com as
concentracbes avaliadas dos Oleos essenciais menos eficazes, excluindo a
(ofo ] aTet=T g = Tox= To I L= O N 0 I 44
Figura 16: Contagem microbiana dos 6leos essenciais com efeito antimicrobiano
intermediario (MaiS €fiCAZES)......ccuii i 44
Figura 17: Contagem microbiana dos 6leos essenciais com efeito antimicrobiano
intermediario (mais eficazes), excluindo a concentracao de 0,0%. .............cccvvveeeenn. 45
Figura 18: Contagem microbiana dos 6leos essenciais com efeito antimicrobiano
intermediario (MeNO0S EfiCAZES). ......oviiiiiieiii e 45
Figura 19: Contagem microbiana dos 6leos essenciais com efeito antimicrobiano
intermediario (menos eficazes), excluindo a concentragéo de 0,0%.............ccc.coee.... 46
Figura 20: Variacdo percentual da contagem microbiana dos Oleos essenciais
(<253 (1T =T oSS 48



Figura 21: Variacdo percentual da contagem microbiana dos Oleos essenciais

(<251 (1T =T oSS 49
Figura 22: Variacdo da contagem microbiana para os Oleos essenciais mais

(<] 1L0%= V.= 1S PRSPPI 50
Figura 23: Perfil da variagdo da contagem microbiana em relacdo aos tempos

AV A AT DS, e —————— 53



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Nomes vulgar e cientifico das plantas medicinais e caracteristicas dos
OlE0S BSSENCIAIS ....cce e e e 37
Tabela 2: Médias da contagem microbiana para cada uma das concentracdes
oY= | = To £ T S 41
Tabela 3: Estatisticas descritivas da variagdo percentual (%) da contagem
microbiana em relag&o aos extratos vegetais avaliados ...........ccoooeiiiiiiiiiiiieieieeene 47
Tabela 4: Médias da contagem de Acinetobacter baumannii para 0s tempos
avaliados utilizando a CBM de cada 6leo essencial............ccccceeevvvieiii. 51
Tabela 5: Estatisticas descritivas da variacdo percentual (%) da contagem de A.

baumannii em relac@o aos tempos de analiSe ...........c.eeeeveieriiiiiiiiiiiiiie e 52



ANVISA
CCIH
IACS

IH

ILPI

ITU
MINSAL

MS
OE
OMS
OPAS
PAV
SIDA
SIRS
UTI

LISTA DE ABREVIATURAS

Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Comissoes de Infeccédo Hospitalar

InfecgBes Causadas nos Servicos de Saude
Infeccéo Hospitalar

Instituicdes de Longa Permanéncia

Infeccao do Trato Urinario

Sistema de Vigilancia Epidemiologica Nacional do Ministério da
Saude

Ministério da Saude

Oleos Essenciais

Organizacdo Mundial de Saude

Organizagdo Pan-Americana de Saude
Pneumonia associada a ventilacdo mecanica
Sindrome da Imudeficiéncia Adquirida
Sindrome da resposta inflamatéria

Unidade de Terapia Intensiva



SUMARIO

1. INTRODUGAOQ ..ottt ettt ettt st seste et e s s teeeeneeaeeaens 17
1.1. ReleVANCIA O TEIMA ... 17
1.2.1. Acinetobacter BAUMANNi ........cooooooeii e 20
1.2.2. Plantas mediCinais € arOMALICAS.........ceuuiiiuriiiiiieeeeee e e eee e e e e e e 22

1.2.2.1. Rosmarinus officinalis L. (AleCrim) ... 22
1.2.2.2. Eugenia caryophyllata Thumberg — Myrtaceae (Cravo)................o........ 22
1.2.2.3. Melaleuca alternifolia Cheel. — Myrtaceae (Melaleuca).......................... 24
1.2.2.4. Origanum vulgare L. (Or€gan0) .........cceeuuiiururrreeieeeeeaeeiiiiiiieeeeeeeeeenneeees 25
1.2.2.5. Artemisia absinthium L. (Artemisia) ..........cccuvriiieeeeeiiiiiiiieeeeee e 26
1.2.2.6. Cinnamomum camphora (Canfora)..........cccccceeeiiiii 27
1.2.2.7. BEUCAIYPIUS ... 28
1.2.2.8. Cinnamomum Zeylanicum Breyn (Canela) ...........cccccoeeeiiin. 29
1.2.2.9. Sélvia officinallis (SAIVIA) ........c..uveiiiiieeeiie e 30
1.2.2.10. Cymbopogon winterianus (Citronela) ..o, 31
1.2.2.11. Mentha piperita (Hortela-pimenta) ... 32
1.2.3. OlE0S ESSENCIAIS.......eveveeeeeeeeeeeeeeeeieetesteeteeteeteeteeteeteeseesesaeeteeseetesseaaesseenes 33
1.4, ODJBUIVOS ... 34

2. MATERIAL E METODOS .....ooiviieeceeeeeee ettt ettt ettt ste s 35
2.1. Linhagem bacteriana € meios de CUltiVO ............cevveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 35
2.2. OlEOS ESSENCIAIS ......veveeeeeeeeeeeteeteeteeteeteeteeeeteeteeteeteetestesteetesteesesaeeaesaesaessessears 35
2.3. Teste de esterilidade do 0le0 €SSeNCial ............ccccuveiiiiiiieiiiiiiiee e 36

2.4. Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracao

bactericida minima (CBM)..........ccccceeeiiiiiiiiiiiiieeeeeennn Erro! Indicador ndo definido.
2.5. Cinética bactericida d0os 01€0S €SSENCIAIS.........cccvvviiiiiieeee e 38
A I AN g = 1T Y =TS = U1 1] (o= PP 38
G T S 1 1 R 1 I L 1 40
4. DISCUSSAOD ....oouiuiiiiieietet ettt ettt ettt s ettt s e 54
5. CONCLUSAO......coouiiiiieietit sttt st s s s 59

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....oooeeeeeee ettt ettt 60



17

1. INTRODUCAO

1.1. Relevancia do tema

O género Acinetobacter € um bacilo gram-negativo, ubiquitario, aerdbio estrito, ndo
fermentador, pouco exigente, imdvel, catalase positiva, oxidase negativa, possuli
habilidade de crescer em diversas condicdes de pH e temperatura e utiliza tipos
diferentes de substratos para seu desenvolvimento [1,2].0s fatores de viruléncia que
permitem a sobrevivéncia e adaptacdo do referido agente ao ambiente hospitalar
incluem: a habilidade em captar o ferro do meio ambiente sobrevivendo assim em
condicdes de déficit de ferro, resisténcia a desidratacao, producdo de uma céapsula
polissacaridica em algumas estirpes, capacidade de aderéncia a diferentes
superficies pela formacdo de biofilmes [3,4] e aderéncia as células do epitélio
respiratorio por meio de pili[5].

A capacidade do Acinetobacterbaumanniideaderir e de formar biofilmes em
objetos inanimados e superficiespode explicar a sua permanéncia no ambiente
hospitalar. A estrutura do biofilme formado por essa bactéria patogénica também
aumenta a sua capacidade de resistir a tratamentos antimicrobianos, bem como
outros estresses ambientaise a disponibilidade limitada de nutrientes[6-9].

Acinetobacter baumannii emergiu como um patdgeno clinicamente
importante devido ao niumero crescente de infec¢des produzidas por esse organismo
e a disseminacdo global de estirpes com resisténcia a varias classes de antibioticos
[10]. O Acinetobacter baumannii@ um micro-organismo comensal da microbiota
cutédnea que apresenta maior taxa de colonizacédo da pele e do epitélio respiratorio
nos individuos hospitalizados. Os doentes portadores desse agente apresentam um
papel preponderante na contaminacdo das maos dos profissionais de saude e dos
equipamentos hospitalares, contribuindo, assim, para a perpetuacéo de surtos por
essa espécie bacteriana. Além da transmissdo cutanea, também tem sido
descritasas contaminacBes por via aérea e digestiva por meio de aerossoéis,
expectoragéo e fezes [11-13].

A aquisicdo de mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos e aos
desinfetantes, assim como sua capacidade de sobrevida no meio hospitalar, permite
a persisténcia de Acinetobacter baumannii. A exposicdo continua e, por
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vezes,exagerada os antibiéticos de amplo espectro faz com que haja uma presséo
seletiva sobre o Acinetobacter baumanniipromovendo a sobrevida de estirpes mais
resistentes e a disseminacdo de mecanismos de resisténcia entre bactérias
diferentes. Portanto, deve ser fundamental a utilizacdo criteriosa de antibiéticos
utilizando esquemas terapéuticos combinados de modo a prevenir 0 aparecimento
de resisténcias [1,10].

As bactérias infecciosas resistentes aos antibiéticos, atualmente, implicam
um alto risco e, portanto, constituem um forte desafio ao tratar pacientes em
ambientes hospitalares. A caracterizacdo dessas espécies e de estirpes particulares
€ uma prioridade para o estabelecimento de testes diagndsticos e procedimentos
preventivos. A relevancia de Acinetobacter baumannii como micro-organismo
problematico em instalacBes hospitalares, particularmente unidades de terapia
intensiva, aumentou ao longo do tempo [14].

O desenvolvimento da resisténcia de bactérias patogénicas aos antibiéticos
exigiu a busca de novas substancias antimicrobianas de outras fontes, incluindo
plantas. Os extratos e os 06leos essenciais obtidos a partir de muitas plantas
aromaticas e medicinais apresentamatividades biolégicas importantes no controle de
patdgenos [15,16,9].0Osefeitos antimicrobianos de Oleos essenciais sdo amplos,
podendo agir como antibacteriano, antifingico, antiparasitario, antioxidante, antiviral,
anticancerigeno entre outros. Contudo, a informacgéo sobre bioatividade e toxicidade
dos O6leos essenciais ndo sdo extensivamente estudadas. Apesar disso, 0 uso
comercial e as aplicacdes dedleos essenciais continuam a crescer, e sdo usados em
produtos de limpeza domésticos, cosméticos, perfumaria, inseticidas, desinfetantes,
na gestdo de infec¢cdes em animais e humanas [17,18].

Os mecanismos de acdo dos compostos naturais sobre as bactérias estao
relacionados a desintegracdo da membrana citoplasmatica, desestabilizacdo da
forca motora do préton (PMF), fluxo de elétrons, transporte ativo e coagulacao do
conteudo celular. Nem todos 0os mecanismos de acédo incidem em alvos especificos,
e alguns sitios podem ser afetados devido a outros mecanismos ainda n&o
determinados. Os 6leos essenciais sdo conhecidos por terem um forte potencial
antibacteriano e essa atividade biolégica e, principalmente devido, a sua
composicao, incluindo compostos aromaticos e terpénicos [19,20]. SegundoSaviucet
al. [21],alguns compostos naturais, entre eles o 1,8-cineol (eucaliptol), agem
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induzindo a atividade de inibicdo da permeabilizacdo das paredes celulares e das
bombas de efluxo, sugerindo seu uso potencial para a restauracao da eficiéncia de
antibidticos em cepas resistentes portadoras de um mecanismo de efluxo.

Embora as propriedades bioldégicas dos Oleos essenciais se encontrem
estreitamente relacionadas com seus principais componentes, a amplitude dos seus
efeitos pode ser atribuida a sua elevada concentracédo no 6leo original, mascarando
os efeitos de componentes menores ou quando a concentracdo € elevada. Assim, as
funcbes interativas dos véarios componentes contidos num 6éleo essencial, em
comparacao com a acdo de um ou dois componentes principais do 6leo, parecem
ndo ter sido resolvidas. Portanto, os 0leos essenciais inteiros exercem maior
atividade antibacteriana em comparagdo com 0s principais componentes utilizados
individualmente[22].

Devido a importancia de Acinetobacter baumannii como agente etiol6gico de
infeccbes nosocomiais significativase a multirresisténcia a diferentes antibidticos,
foram realizadas pesquisas para avaliar a eficacia de 6leos essenciais no controle
dessa bactéria[9,15,18,23,24,25,26,27,28]. A esse respeito, objetivou-se, no
presente trabalho, avaliar os efeitos antimicrobianos intrinsecos de 6leos essenciais

sobrelinhagem de AcinetobacterbaumanniiATCC 17978.
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1.2. Fundamentacéao

1.2.1. Acinetobacter Baumannii

A Acinetobacter Baumanni é um cocobacilo nosocomial gram-negativo,
multirresistente a inimeras drogas, aérébio restrito, destacando-se como patégeno
hospitalar grave, oportunista [29].0 patégenopode estar presente em ambientes
naturais e hospitalares do mundo. E identificada como bactéria de grande
importancia clinica, causadora de surtos com imensa capacidade de infeccao no
ambito hospitalar e resisténcia para sobreviver em quaisquer superficies ambientais.
Diante do perfil de alta patogenicidade, um tratamento hospitalar onde a
Acinetobacterbaumanniiesteja envolvida, os custos podem ser onerados em até trés
vezes se comparados ao valor de uma internagéo sem infecgao [30].

Essa bactéria oportunista possui baixa viruléncia em individuos sadios,
causando danos em pacientes em estado critico ou imunocomprometidos
comumente internados nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI). Sdo capazes de
sobreviver em quaisquer superficies ambientais, perdurando naturalmente na
microbiota da pele e pelos, maos e roupas dos trabalhadores de ambientes
contaminados, conseguindo alcancar um percenual signinificativo de 31%.Diante
desse contexto alarmante de bactérias multiresistentes, € viavel estar atento a
citacdo de Lemos et al. [31,32] quanto a necessidade de criacdo de normas oficiais
que consigam atingir a formacéo minima dostrabalhadores da area de saude.

Acinetobacter Baumannii aparece como fator importante no surgimento de
bactérias resistentes. O patdgeno ja ndo responde aos antimicrobianos disponiveis,
consequentemente, elevando a permanéncia, custos, infec¢des cruzadas eleva as
taxas de letalidade colocando em risco criangas, jovens e adultos [33,34,35].

Para Diomedi [31], “na Europa, entre 1997 e 1999, Acinetobacterbaumannii
foi considerada o nono patégeno mais comum nas infeccbes da corrente
sanguinea”, também “outros resultados foram encontrados no Chile, onde a espécie
Acinetobacterbaumanniiapresentou-se como responsavel por 9,4% de todos os
surtos nosocomiais relatados entre 1985 e 2002”". Outro local citado é Kosova,no
periodo de 2001 a 2004, onde a bactéria alcancou recorde, predominando em
81,2% dos casos analizados.
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Pradatrujillo[36,37] descreveu que a bactéria Acinetobacterbaumanniija
estava em expansdo de maneira assustadora em Bogotd. No ano de 1998, a
bactéria ja apresentava resisténcia a todos os antimicrobianos disponiveis, incluindo
os carbamapenemos.

Segundo Lemos et al. [31,32], em 1988, a Organizacao Mundial de Saude
(OMS), considerou o patdgeno Acinetobacterbaumannii como problema de saude
publica. Também entre de 2000 e 2003, o Sistema de Vigilancia Epidemiolégica
Nacional de Ministério da Saude (MINSAL) reconhecia o patégeno como grave nos
servicos hospitalares. Ao longo de cinco anos,aOrganizacdo Mundial de Saude
(OMS), reconheceu o patdgeno Acinetobacterbaumanniicomo a principal bactéria
com capacidade de causar pneumonias associadas a ventilacdo mecanica.
Infeccdes causadas nos servicos de saude (IACS), além de ser considerada causa
relevante de mortalidade em nosoc6mios na América Latina.

Sua afinidade é pelos pacientes internados nas Unidades de Tratamento
Intensivo em nosocomios do mundo inteiro.Dada a firmeza de sobrevivéncia nas
superficies ambientais, permanecendo ativa por longos periodos, vem-se
destacando dentre os patdégenos pela resisténcia adquirida com o usoinadequado
dos antimicrobianos disponiveis [33,35].

Convém salientar que a Acinetobacterbaumannii possui o poder de
contribuir no aumento significativo de morbidade e mortalidade sobrevivendo a
inimeros antimicrobianos utilizados e prejudicando em muito individuos assistidos
no ambito nosocomial[34,38].

Acinetobacter baumannii tem preferéncia pelos humanos debilitados,
dependentes de aparelhos de suporte a vida, sondados, gastrostomizados,
traqueostomizados e outros. Observando neste foco de andlise, ha informacdes de
que o patdogeno também pode ser encontrado nos umidificadores, colchdes,
almofadas, camas, superficies ambientais, dentre outros. Numa gama de bactérias
resistentes, o patdgeno Acinetobacterbaumanniitem se considerando responsavel
por uma variedade de casos de bacteremias, pneumonias, meningites, pneumonias

associadas a ventilagdo mecénica, septsemias e outras [37,39].
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1.2.2. Plantas medicinais e aromaticas

1.2.2.1.Rosmarinus officinalis L.(Alecrim)

Planta originada do Mediterraneo, cultivada em climas temperados, denominada
entre outros alecrim-de-horta, erva-da-graca, alecrim-de-cheiro, rosmarinho, alecrim-
de-jardim e outros. Trata-se de um arbusto que vive na regido litoranea, tendo
preferéncia por locais pobres e secos, como nos calcérios (Figura 1)[40].

O alecrim é utilizadopara tratamento de doencas hepaticas, intestinais,
renais e do aparelho respiratério. Na composi¢do quimica do 6leo essencial estdo
presentes compostos, dentre eles carnosol, diterpenos fendlicos, também &cido
carnosico, acido rosmarinico e flavondides [41].

A constituicdo do 6leo essencial de alecrim compde-se de alfa pinemo (até
30%), canfora (15 a 25%) e o eucaliptol (de 15 a 50%), variando de acordo com o

local onde é cultivado [40].

Figura 1:Rosmarinus officinalis L. (Alecrim).
Fonte:http://www.hortasbiologicas.pt/aromaticas-alecrim.html, 2016.

1.2.2.2.Eugenia caryophyllata Thumberg — Myrtaceae(Cravo)

Trata-se de planta originada das Molucas e Filipinas Meridionais. Conhecida
popularmente como Craveiro, cravinho, craveiro-da-india, cravo, cravo-aromatico,
cravo-de-doce, cravo-da-india, cravo-das-molucas, cravo-girofle, cravo-de-
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cabecinha, cravo fétido, cravo, girofle, girofleiro (Figura 2).A planta é bastante
cultivada nos paises tropicais, Madagascar, Brasil e Indonésia. No caso do Brasil, a
herbacea tem sido cultivada na Regido Sul do estado da Bahia. Tem amplo emprego
na fabricacdo de 6leos essenciais de cravo, também flores e folhas, utilizadas em
ornamentacdes diversase culinaria [42].
Possui capacidade de tratar da saude como estimulante das funcbes digestivas,
antivirais, antioxidantes, protetora contra trombose, atividades antimicrobianas.Tem
propriedades expectorantes e antigripais. Externamente, ¢é utlizado como
antiinflamatério, antisséptico, cicatrizante e analgésico. Também possui
propriedades como antisséptico nas inflamacgbes orais, faringe,caries dentarias e
otites. O Cravo da indiaé bem utilizado na culinaria, principalmente pelo cheiro e
gosto, atribuido por um composto fendlico volatil, denominado eugenol. Esta planta
possui nas suas folhase no cravo, a maior parte de 6leo essencial extraido. O uso do
eugenol na odontologia como bactericida, antissépticos de higiene oral ja é bastante
estudado e divulgado. [43]

O oleo essencial de cravo € constituido por eugenol (85%), acetado de
eugenilo (10 a 15%), humuleno, cariofileno, pinenos, salicilato de metilo; mucilagens;
taninos (10 a 12%); fitosterdis (sitosterol, estigmasterol e campesterol); triterpenos

(acido oleandlico 1%) [42].

Figura 2:Eugenia caryophyllata Thumberg. — Myrtaceae (Cravo).
Fonte: www.greenme.com.br, 2016.
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1.2.2.3.Melaleuca alternifolia Cheel. — Myrtaceae (Melaleuca)

A melaleuca (Myrtaceae) é originada da Austrélia e renomada como arvore do cha.

No Egito, poucas espécies sdo cultivadas como plantas de jardins [44]. E
umaarvore pequena de até 7 m de altura com uma coroa espessa. As folhas tém
proeminentes glandulas ricas em dleo aromatico. As folhas séo carregadas em um
peciolo (haste foliar) de cerca de 1 mm de comprimento. As inflorescéncias, de 3-5
cm de comprimento, com flores brancas, s@o solitarias, cada uma dentro de uma
bractea, e tém pétalas de 2-3 mm de comprimento. O fruto € em forma de taca de 2-
3 mm de diametro, com um furo 1,5-2,5 mm de diametro, permitindo a liberacéo e
dispersao das sementes pelo vento [45].

As folhas esmagadas de Melaleuca alternifolia,tradicionalmente, foram
usadas por aborigines australianos para tratar infeccdes cutédneas.Estas plantas sao
ricas em Oleos volateis empregues na fabricacdo de cosmeéticos, bactericidas e anti-
sépticos. Os Oleos sdo utilizados para tratamento de véarias doencas [44].
Atualmente, a M. alternifolia € comercialmente cultivada (especialmente no nordeste
da Nova Gales do Sul) para a obtencdodo 6leo essencial usado como um
antisséptico em produtos de cuidados da pele, na industria de perfumes e em
sabdes e colutoérios. O Gleo é eficaz contra infec¢des bacterianas, fungicas e virais e
pode ser usado em produtos para tratar afeccées como pé de atleta, verrugas, acne

e infeccdes vaginais[45].

Figura 3: Melaleuca alternifolia Cheel. — Myrtaceae(Malaleuca).
Fonte: http://www.phytoterapica.com.br/loja/index.php?route=product/product&product_id=97, 2016
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1.2.2.4.0riganum vulgare L. (Orégano)

O orégano é nativo da Europa, com grande utilidade no Brasil e em outros paises.
Trata-se de planta herbacea, perene, ereta, aromatica, possuindo altura de 30 a 50
centimetros. Flores esbranquicadas, réseas e violaceas. Amplamente aproveitado
na culinaria das casas, restaurantes, nas pizzas, 6leos aromatizantes, da um toque
no sabor. De acordo com as pesquisas realizadas pelo autor, o orégano possui
outras denominagbes como manjerona-baiana, manjerona-selvagem, manjerona,
ouregdao (Figura 4) [46].

O Orégano possui indicagcbes de uso como estimulante do apetite,
dispepsias hipos-secretoras, flatuléncia e célicas gastrointestinais. Sua principal
indicacdo é nos episédios de tosse e bronquites, como expectorante [46].Seus
componentes bactericidas dependem do local, clima, tipo de solo que a planta é
cultivada bem como seu processo de extracdo. Além disso, o 6éregado também é
muito utilizado na culinéria [47].

O oleo essencial de orégano tem (0,2 a 1%) de predominio de fendis, cerca
de 50% (timol, carvacrol, - bisaboleno, cariofileno, p-cimeno, borneol, linalol,
acetado de linalilo, a-pineno, B pineno, a-terpineno; flavondides (derivados do
apigenol, luteolol, campferol, diosmetol); acidos fendlicos e seus estéreis (cafeico,
clorogénico, rosmarinico); taninos; constituintes amargos; triterpenos (derivados dos

acidos ursdlico e oleandlico [46].



26

Figura 4: Origanum vulgare L. (Orégano).
Fonte: https://pixabay.com/en/oregano-herbs-kitchen-cook-321037/, 2016.

1.2.2.5.Artemisia absinthium L. (Artemisia)

Artemisia € uma planta originaria de climas temperados da Europa central e
meridional, norte da Africa e Asia. No Brasil, é vista como absinto comum, absinto
grande, erva dos vermes, chamada vulgarmente de absinto, absinto-amargoso,
acintro, grande-absinto, losna, losna-maior, sintro (Figura 5)[48].A artemisia annua
(A.annua), sugere ter capacidade anti-inflamatoria, anti-cancro, anti-obesidade, anti-
malaria, por ter em sua capacidade quimica dos polifendis, fazendo parte do rol de
vegetais com capacidade medicinal [49].

O ¢6leo essencial possui vérias atividades, empregado como digestivo,
vermifugo, antimicrobiano, hipnético e espasmolético. Também o gosto amargo da
Artemisia estd sob a responsabilidade da acédo eupéptica e coletérica. Do mesmo
modo, a acdo diurética € de responsabilidade dos sais potassicos e as flavonas. O
6leo essencial dessa planta é rico em cineol (0,03 a 0,3%), mais que a canfora,
linalol, tuiona em grandes quantidades. Em menores quantidades estao borneol, alfa
cadimol, espatulenol e hidrocarbonetos monoterpénicos; lactonas sesquiténicas;

flavonoides; fistosterdis e carotendides [48].
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Figura 5: Artemisia absinthium L. (Artemisia).
Fonte: http://magiadailha.blogspot.com.br/2012/05/artemisia-uma-planta-magica.html, 2016.

1.2.2.6.Cinnamomum camphora (Canfora)

A canfora, pertence a familia das Lauraceas, uma planta originaria da China
conhecida como Ho-sho (Cinnamomum camphora) os homes vulgares no Brasil séo
erva-cavaleira e rabugem-de-cachorro (Figura 6). O 6leo essencial extraido de suas
folhas contém entre 90 e 95% de linalol. O linalol € amplamente aproveitado na
industria alimentar, cosméticos e perfumes. Faz parte do rol de substancias classe
“A” do Conselho Europeu, pela valorizacdo da matéria prima do produto[50].

Convém salientar que a Céanfora se destaca como o 6leo essencial de maior
aceitacéo no meio comercial. E denominada “esséncia de canfora da China”, muito
utilizada pela sua capacidade como antisséptico em gripes e bronquites, doencas
catarrais, reumatismo muscular, sintomas cardiacos, estimulante respiratorio e
revulsivo em mialgias e reumatismos. A canfora é totalmente aproveitada na
confeccao do 6leo essencial. O 6leo essencial decanfora possuialtos percentuais de

cineol, a- terpineol, (+) D-canfora (30 a 40%),safrol, mono e sequiterpenos [51].
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Figura 6:CinnamomumCamphora (Canfora).
Fonte: http://www.fotosearch.com.br/fotos-imagens/c%C3%A2nfora-%C3%Alrvore.html, 2016.

1.2.2.7. Eucalyptus

E conhecido como arvore-da-febre, comeiro-azul, eucalipto, gomeiro-azul, mogno-
branco, eucalipto-liméo (Figura 7).0 Eucalipto glébulo é originario da Australia, masé
também é cultivado em diversos locais no globo terrestre. Na América do Sul,
especificamente no Brasil a variedade desta planta podeser localizada huma imensa
area, com grande utilizacdo dasfolhas e caule; fornecendo a celulose e ainda 6leos,
extratos. Das varias espécies do Eucalipus, possui o reconhecimento da medicina
popular tratando infeccdes das vias aéreas superiores[52]. Exerce ainda as fungbes
de antisséptico e cicatrizante. Contribuem no tratamento das gripes, bronquites,
tosses, inflamacbes orofaringeas, diabetes, cistites, nas infec¢cdes cutaneas, na
ciatica e reumatismos [53].

O ¢leo essencial das folhas do eucalipto (1,5 a 3,5%) com cerca de 70% de
cineol ou eucaliptol, monoterpenos 25% (a-pineno, p-cimeno, limoneno, felandreno),
butiraldeido, copralnadeido, azulenos, taninos; resina; flavonas derivadas do acido
ursolico. As folhas inteiras possuem um percentual maior que aquelas cortadas e

secas[53].
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Figura 7:Eucalyptus Globulus Leaf Oil (Eucalipto globulus).
Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Eucalyptus_globulus, 2016.

1.2.2.8.Cinnamomum Zeylanicum Breyn (Canela)

A canela (Figura 8) surgiu, a principio, no Sudoeste da Asia, Sri Lanka. E cultivado
em varios paises do mundo, inclusive o Brasil. A planta possui nomes populares
como canela-verdadeira, canela-de-cheiro, canela-da-india, canela-de-tubo, canela-
de-Ceildo, canela-rainha [54].Lourenzi et al. [54] descrevemsua utilidade no
tratamento caseiro, como tratamento de diarreias em criangas, gripes, verminoses,
dores de dentes, mau halito e vomitos, problemas gastricos e perda de apetite. Tal
importancia da canela também contribui na fabricagio de medicamentos. E utilizada
também como adstringente.E reconhecida como planta de sabor agradavel, utilizada
como aromatizantes em farmacias e drogarias desde os primordios.

O oleo essencial de canea € utilizado como flavorizante aromatizante e
conservante natural de alimentos. Foram identificados diversos componentes entre
eles o eugenol, composto que apresentou maior percentual (60%) [41]. O 6leo
essencial de canela tem como mais importante sua capacidade antifingica e
antibacteriana, principalmente em patégenos que atacam o sistema respiratorio.
Estudos farmacolégicos demonstramque o principal componentede seu Oleo
essencialpossui capacidade antibacteriana e antifingica contra patdgenos que
causam morbidade no aparelho respiratério [54].



30

Figura 8:Cinnamomum Zeylanicum Breyn (Canela).
Fonte: http://produto.mercadolivre.com.br/MLB-704040706-canela-de-velho-400g-miconia-albicans-
diminua-suas-dores-_J, 2016.

1.2.2.9.Sélvia officinallis (Salvia)

As variedades de Salvia L. compreendem inumeras categorias no mundo, se
adequando as regides tropicais e subtropicais. O género Salvia L. compreende 900
espécies de arbustos ou ervas. No Brasil existem espécies nativas e também
cultivadas. No conhecimento popular, ela € uma planta medicinal e fornecedora de

Oleos essenciais [55].A salvia também é conhecida por outros nomes como cha-da-

europa, cha-da-franca, erva-sacra, erva-santa, salva-das-boticas, salva-mansa. No
Brasil, é conhecida como sélvia, salva-dos-jardins, salvo-ordinaria (Figura 9) [56].

N&o se pode deixar de observar a importancia de seu 6leo essencial, capaz
de ter uma acdo antimicrobiana e antissudorifera, antisséptica, espasmolitica,
anticolinérgica, acdo estrogénica, adstringente e antiinflamatoria, falta de apetite,
dispepsias hipossecretoras, amanorreia, dismenorreia, climatério e menopausa.
Também é usada em infecgbes orofaringeas [56].

O Oleo essencial compbe 0,8 a 2,5% da plana; as folhas secas devem
conter, no minimo 1,5% com monoterpenos (a-tuiona, B-tuiona 35 a 65%, canfora,
borneol, cineol) e sesquiterpenos; isoflavonas, flavonéides (glucécidos de luteolol,
apigenol); constituintes amargos (picrosalvina); diterpendides (acido carndsico,
carnosol; triterpendides (acido oleandlico; acidos fendlicos (cafeico, clorogénico,
romarinico); taninos (3 a 7%) [56].
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Figura 9: Salvia Oficinallis (Salvia).
Fonte: http://www.canstockphoto.com.br/azul-salvia-0669546.html, 2016.

1.2.2.10.Cymbopogon winterianus(Citronela)

A Citronela (Figura 10), pertencente ao ¢género Cymbopogon, possui
aproximadamente 56 variedades de plantas medicinais, farmacoldgicas e também
industriais. A denominada Citronela de Java, é rica em geraniol e cetronelal que
possuem atividades acaricidas, antimicoticas e repelentes. Esta planta pode ser
encontradas em paises tropicais, como no Brasil; e sdo conhecidas de acordo com a
regido de cultivo.Seu 6leo essencial € originado do arraste a vapor de suas folhas
frescas ou parcialmente dessecadas [57].

Pela existéncia de substancias volateis em suas folhas como citronelal,
eugenol, geramiol e limoneno entre outras, € utilizada como repelente de mosquitos

e como inseticidas, além da capacidade carrapaticida [58].
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Figura 10:Cymbopogon winterianus(Citronela).
Fonte:http://harmonizacaodeespacos.blogspot.com.br/2015/06/citronela-repelente-natural.html, 2016.

1.2.2.11.Mentha piperita(Hortela-pimenta)

A mentha (Mentha piperita L.), € um vegetal aromatico capaz de fonecer o 6leo
essencial rico em mentol, que possui grande utilizacdo nas industrias de alimentos,
higiene, farmacéuticos [59].

A menta foi trazida da Europa para o Brasil na época colonizacdo. Desde
entdo, essa planta vem sendo utilizada como tempero para carnes e massas na
culindria e com fins alimenticios, medicinais, cosméticos, como ocorre com outras
plantas do mesmo género [60]. Também €& conhecidacomo horteld (Figura 11),
horteld-pimenta, menta, menta-inglesa, hortela-apimentada, hortel&d-das-cozinhas,
menta-inglesa, sandalo.O 6leo essencial de menta é utilizado para dar sabor a
medicamentos, cosméticos e guloseimas [60].

Possui capacidade como antisséptica, tranquilizante suave, anti-helmintica,
espasmolitica, vomitiva, estomaquica por ingestdo via-oral. Ja no uso topico,tem
papel de antibacteriana e antifingica. Os principais constituintes do 6leo essencial
sdo mentol (35 a 45%) e seus ésteres dos acidos acéticos e isovalérico, mentona
(10 a 30%) e, em menores quantidades, isomentona mentofurano, cineol, limoneno,

carvona e pulegona [60].
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Figura 11: Mentha piperita(Hortela-Pimenta).
Fonte:http://www.floraofgatar.com/mentha_piperita.htm, 2016.

1.2.3. Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sao elementos volateis, encontrados em numero significante de
plantas. Possuem a funcdo de proteger os 0Orgdos vegetais contra 0S micro-
organismos. A retirada do 6leo das plantas é realizada, em algumas ocasides, pelo
arraste a vapor, em outras pela prensagem do pericarpo de frutos citricos. Frutos,
folhas, flores formam a matéria-prima na sua producéo [61,62].

Os dleos sao denominados metabolitos secundérios, removidos de varias
partes de plantas, formacao quimica de elevada complexidade capaz de garantir a
sobrevivéncia. O desenvolvimento desses Oleos varia dependendo do local de
cultivo, forma de manejo, além da variedade climéatica de cada regiao [63].

Os dleos essenciais sao utilizados para fins farmacéuticos, producédo de
perfumes, acrescentado no tempero de alimentos, como também em produtos
cosméticos e de higiene pessoal, por possuirem propriedades antioxidantes e
antibacterianas [64,65].

Encontra-se em crescimento o interesse dos consumidores por ingredientes
funcionais, originados de fontes naturais. Assim, incrementa-se o crescimento do
uso de oOleos essenciais nas industrias de alimentos, bebidas, materiais de uso
pessoal e cosméticos. E possivel a aplicacdo dos 6leos essenciais nas industrias



34

objetivando prevenir a deterioracao lipidica, oxidacdo e posterior contaminacado por
patdgenos[66].

A crescente busca das empresas por novos produtos nessa area constitui
mercado promissor para a exploracao da flora aromética nacional, sem perder de
vista a possibilidade da exploragcdo comercial dos recursos genéticos e a
possibilidade de fornecimento constante dos Oleos essenciais, a conservacdao da
biodiversidade, beneficios para os seres vivos que terdo de levar em conta, além do
fornecimento continuo desses 6leos, a conservacdo dos ecossistemas e a melhoria
das condi¢cdes de vida das populacdes locais. O Brasil € um possuidor de uma
imensa diversidade genética no mudo [67].

Diante de situacdo emergencial de bactérias com resisténcia aos
antimicrobianos utilizados, ressurgem as buscas de solucbes alternativas para o
controle de patdgenos[65].

Na atualidade, uma diversidade de plantas e Oleos essenciais é de facil
alcance pela populacéo. Os 6leos essenciais tém sido experimentados quanto a sua
capacidade de eliminar micro-organismos patogénicos, com o objetivo de mitigar os
danos causados pelo uso crbénico de antimicrobianos sintéticos, como contra o
desenvolvimento de patégenos resistentes. Para que o tema se torne realidade, faz-
se necessario o embasamento cientifico para posterior aplicacdo na clinica quando
necessario. Freire etal.[68] relatam que se tem elevado o uso das plantas medicinais
no tratamento de doencas, o que podera reduzir acentuadamente as desvantagens
ocasionadas pelos antimicrobianos sintéticos.

Mesmo com os resultados de pesquisas com 6leos essenciais em diversos
locais, ndo existe no meio cientifico um consenso que possa alertar o sistema
publico de saude para tomada de decisfes globais que produzam sensibilizacdo
com o assunto [69].

1.4. Objetivos
Avaliar a eficacia de 6leos essenciais no controlein vitrode Acinetobacter baumannii.

Avaliar a concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracédo bactericida minima

(CBM) e realizar a cinética bactericida dos 6leos essenciais.
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2. MATERIALE METODOS

2.1. Linhagem bacteriana e meios de cultivo

Foi utilizada a linhagem de Acinetobacter baumannii ATCC 17978 (American Type
Culture Collection). Foi empregado para o cultivo agar sangue agar (Oxoid®) e
incubacdo a 35°C por 48 horas. As suspensdes bacterianas foram realizadas
tomando-se de trés a quatro colonias da linhagem. Acinetobacter baumannii
cultivadas em agar sangue, que foram inoculadas em meio Brain Heart Infusion
Broth (BHI, Oxoid®) e incubadas em condi¢cdes de aerobiose por 24 horas a 37°C,
guando se procedeu a centrifugacao (4000 rpm) por cinco minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi desprezado e o material precipitado ressuspendido em solucéo
estérii de NaCl (0,85%) e, novamente, submetido a centrifugacdo. Esse
procedimento foi repetido cinco vezes com a finalidade de retirar os componentes do
meio de cultura.

Apds esse procedimento, a suspensdo bacteriana foidiluida em solucéo
salina estéril (NaCl 0,85%) até atingir a turbidez correspondente ao tubo 0,5 da
escala de Mac-Farland, equivalente a concentracdo de 1,5x108 UFC/mL Essa
suspensao bacteriana constituiu o indculo para avaliacdo antibacteriana dos 6leos
pela técnica de microdiluicdo em placas [70], para obtencdo da concentracdo
inibitéria minima (CIM), da concentracdo bactericida minima (CBM) e a cinética
bactericida dos 6leos essenciais.

2.2. Oleos essenciais

Foram utilizados treze Oleos essenciais adquiridos na FERQUIMA Industria e
Comércio Limitada (Vargem Grande Paulista, SP, Brasil). Na tabela 1 estdo
descritas as caracteristicas dos 0leos essenciais fornecidos pelo fabricante. Os
experimentos foram conduzidos empregando-se concentracbes que variaram de
0,39 a 100,00%, sendo elas: 0,39%, 0,78%, 1,56%, 3,12%, 6,25%, 12,50%, 25,00%,
50,00%2100,00% e o controle negativo [71].
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2.3.Teste de esterilidade do 6leo essencial

A fim de assegurar a esterilidade dos 6leos essenciais, foram preparadas diluicfes
dos dleosessenciais em uma placa de microtitulacdo de 96 pocos, incluindo um
controle de crescimento (BHI + Tween 80) e um controle de esterilidade (6leo de
teste BHI + Tween 80+). As placas foram incubadasa 37°C durante 24h. O
crescimento bacteriano contaminante foi indicado pela presenca de um "pellet”
branco no fundo do poco; o 6leo foi considerado estérii quando nao havia
crescimento bacteriano ou auséncia de "pellet” [72].

2.4. Determinacédo da concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentragcao
bactericida minima (CBM)

Todas as avaliacbes foram realizadas em caldo BHI suplementado com
detergente Tween 20 (concentragdo final de 05% (v / v). A linhagem de
Acinetobacterbaumanniifoi suspensa em caldo BHI para dar uma densidade final de
106 CFU mL?, e estas foram confirmadas por contagens de células viaveis. A
concentracdo inibitéria minima (CIM) ea concentracdo bactericida minima (CBM)
foram avaliadas de acordo o procedimento recomendado pela CLSI (2012) [61]. A
CIM foi determinada por um método de microdiluicdo em placas de noventa e seis
pocos. Apés incubacdo a 37°C por 24h, a CIM foi avaliada, e presenca de células
bacterianas viaveis nas concentra¢fes néo inibitérias foi determinada pela adicéo,
em cada amostra, do corante 2,3,5 -Triphenyltetrazolium Chloride, no volume de 50
uL. Isto tornou possivel distinguir as amostras vivas, coloridas de vermelho,
daquelas mortas que mantiveram a sua cor. A concentracao inibitéria minima foi
considerada como a menor concentracdo de Oleo essencial capaz de inibir o
desenvolvimento bacteriano [73].

A concentracdo bactericida minima (CBM) foi determinada apés a obtencéo
dos resultados da CIM. As placas de microdiluicgdo contendo pogos com
crescimentos visiveis ou ndo foram agitados vigorosamente com o auxilio do
micropipetador e, em seguida, 100puL da solucdo de cada poco foram transferidos
para placas de Petri contendo meio agar sangue e incubados a 37°C por 24 h.



Tabela 1: Nomes vulgar e cientifico das plantas medicinais e caracteristicas dos 6leos essenciais
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Caracteristicas dos 6leos essenciais

1 *% O,
Nome Nome cientifico N° CAS* Lote Cor Den3|odade IR*™*(20°C Principais componentes
comum (20°C) )
-DIi 045)" I 0,
Alecrim Rosmarinus officinais L. 8008-45-5 158 Amarelo palha 0,915 1,467 Beta plnenoA(8 %); 1,0 cineol (40%)
Cénfora (12%)
Artemisia Artemisia vulgaris L. 84775-45-1 218 Amarelo 0,942 1,466 Alfa-tujone (47%); Beta-Tujone (10%)
: : Aldeido cindmico (81%); cumarina (3%);
Cinnamomum cassia (L.) Amarelo — P o A S o/
Canela Cassia Presl) 84961-46-6 216 marrom 1,053 1,609 Benzaldeido (3%); Alcool cinamico (3%);
Estireno (3%)

A i 1 04)" -Ci 04)" -
Céanfora Cinnamomum camphora 8008-51-3 113 Incolor 0,875 1,468 Limoneno (26 _A)), 1,8-cineol 30%); alfa:
Branca (L.) J. Presl camphortree pineno (13%)

Citronela Cymbopo%(;\r:\/i\;\;mtenanus 8000-29-1 142 Amarelo claro 0,885 1,4670 N&o determinado
Syzygium aromaticum(L.) a7 o
Cravo (Folha) Merr. & L. M. Perry 8015-87-2 218 Amarelo 1,047 1,536 Eugenol (86%)
Eucalipto Eucalyptus staigerianak.  o,545 70 116 Amarelo 0,878 1,475 Limonene (9%)
Staigeriana Muell. ex F. M. Bailey
Bucalipto g\ ovntus globulus Labill  8000-46-4 158 Incolor 0,913 1,461 1,8 Cineol (80%); Limonene (9%); Alpha
globulus pinene (9%)
Eﬁﬁiggﬁ‘; Eucalyptus citriodora Hook ~ 92502-70-0 107 Amarelo 0,864 1,454 Citronelal (76%)
Melaleuca e s Terpinen-4 ol (42%); Gamma terpinene
(Tea Tree) Melaleuca alternifolia Cheel 68647-73-4 194 Amarelo palha 0,896 1,477 (22%); Alpha terpinene (10%); Cineol (1,5%)
- I 0. I-mentol (33%); Mentona (30%); Acetato de
Menta piperita Mentha piperita L. 84082-70-2 185 Amarelo palha 0,902 1,460 metila (4%): Eucaliptol (6%)
Carvacrol (71%); Timol (3%); Gamma-
Orégano Origanum vulgaris L. 84012-24-8 224 Marrom 0,954 1,511 terpineno (4,5%); Para-cimeno (3,5%); Beta-
carfiofileno (4%)
Salvia Salvia sclarea L. 8016-63-5 215 Amarelo palha 0,892 1,461 Acetato de linalila (64%); Linalol (20%)

* N° CAS: Chemical Abstracts Service
**|R: Indice de Refracdo



Designou-se como CBM a concentracdo minima em que nao ocorreu

crescimento bacteriano [74].

2.5. Cinética bactericida dos 6leos essenciais

Foi empregada a metodologia descrita por Allahghadri et al.[73]. Foram adicionados
em tubos 40 mL de cada 6leo essencial na diluicdo determinada por CBM a cada
5mL de caldo de BHI contendo suspensdo bacteriana de 10® UFC mL* e foram, em
seguida, incubados a 37°C. Amostras (0,1 mL) foram retiradas a cadal0 minutos por
um periodo del80min. As amostras foram imediatamente lavadas com tampé&o de
fosfato estéril, pH 7,0, centrifugadas a 10000 rpm, ressuspensas no tampao e depois
foram espalhadas em cultura agar BHI durante 24h a 37°C. Todas as avaliacdes
foram realizadas em triplicata. As coldnias microbianas foram contadas ap6s o
periodo de incubacdo. Foi realizada uma avaliacdo sobre a variacdo da carga
microbiana a fim de observar qual 6leo essencial apresentou a maior variacao
negativa (queda) na contagem microbiana. Esta analise determina que quanto maior
a variacdo negativa, maior foi a eficacia do Oleo essencial. Nesse contexto, a

variagao percentual da contagem microbiana consistiu-se da seguinte relacao:

(Contagemy gy, — Contagemy go,)

Contagem microbiang;e essencial (%0) = x 100

Contagemy gy,

Essa relacao foi empregada para todos os 6leos essenciais avaliados e para
todas as concentracbes empregadas. De acordo com a expressao acima, variagoes
negativas mostram diminuicdo na contagem microbiana e variacbes positivas
mostram aumento da contagem microbiana a medida que a concentracdo do

respectivo 6leo essencial aumenta.
2.6. Analise estatistica
Para andlise dos dados, foram realizadas analises descritivas da contagem

microbiana de acordo com as variadas concentracdes de inimeros 6leos essenciais

avaliados. Foi feita a abordagem dos dados de contagem microbiana por meio de
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gréficos de linha, a fim de observar a evolugdo da contagem microbiana com o
aumento da concentracdo do 6leo essencial. Utilizou-seo Teste de Kruskal-Wallis
para a comparac¢ao da variacdo da contagem microbiana em relacéo a concentracao
e ao tempo de andlise, sendo esse Ultimo referente a concentracdo bactericida
minima (CBM).

O teste estatistico foi aplicado com nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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3. RESULTADOS

Com os resultados da Tabela 2, foi possivel determinar as concentracdes
bactericidas minimas para cada um dos 6leos essenciais estudados, destacando a
forte eficacia dos Oleos essenciais de citronela, menta e eucalipto ja que esses
anularam a carga microbiana em concentracdes abaixo de 3,12 %; e o fraco efeito
antimicrobiano dos 6leos essenciais de canfora, canela, cravo da india, eucalipto
globulus e orégano. Os demais 6leos essenciais apresentaram efeito antimicrobiano
intermediario.

As figuras 12el3mostram 0 comportamento das contagens microbianas
referentes a cada uma das concentracdes utilizadas para os 6leos essenciais mais
efetivos (citronela, menta e eucalipto). E possivel observar que a contagem
microbiana com a utilizacdo da concentracédo de 0,39 surtiu efeitos positivos no que
se refere ao efeito antimicrobiano do 6leo de citronela, sendo esse considerado o
6leo essencial mais eficaz. O 6leo essencial de menta também apresentou elevada
eficacia, sendo sua atividade antimicrobiana efetiva a 1,56% de
Concentracdo. As figuras 14 e 15 mostram o detalhe do comportamento da
contagem microbiana para 0s 6leos essenciais menos eficazes: canfora, canela,
cravo da india, eucalipto e orégano. A CMI e CMB para esses 0leos atingiu niveis de
25% para o 0Oleo essencial de canfora e 12,5 para os demais 6leos mencionados.



Tabela 2: Médias da contagem microbiana para cada uma das concentragdes avaliadas
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Oleo essencial 0% 0,39% 0,78% 1,56% 3,12% 6,25% 125% 25% 50% 100% CIM? CBM?

Alecrim 1,0.10° 1,6.10* 1,5.10° 1,9.10° 4,6.10' 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 6,25% 125%
Artemisia 1,0.10® 7,6.10° 1,8.10° 9,0.10> 1,4.10? 5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,12% 6,25%
Canela 1,0.10® 1,1.10° 8,8.10* 1,8.10° 6,1.107 8,6 1,0 0,0 0,0 0,0 125% 125%
Canfora 1,0.10® 3,1.10° 3,6.10* 3,2.10° 8,8.10° 1,2.10%> 4,2.10! 4,0 0,0 0,0 25% 25%

Citronela 1,0.108 2,3.10! 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,39% 0,39%
Cravo da india 1,0.10® 1,8.10* 1,6.10* 1,2.10° 8,1.10> 5,0.10% 3,3 0,0 0,0 0,0 125% 125%
Eucalipto citriodora 1,0.10® 3,2.10* 4,3.10° 5,6.10° 6,5.10! 6,6 0,0 0,0 0,0 0,0 3,12% 6,25%
Eucalipto globulus 1,0.10® 1,2.10° 1,1.10* 2,4.10° 1,3.10° 2,6.10! 2,3 0,0 0,0 0,0 125% 125%
Eucalipto staigeriana  1,0.10° 5,4.10° 3,2.10> 9,2.10* 5,0 0,0 0,0 0,0 00 00 156% 3,12%
Melaleuca 1,0.10® 1,1.10* 2,1.10° 8,3.10? 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 312% 3,12%
Menta 1,0.10® 1,7.10* 2,0.10? 8,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 156 % 1,56 %
Orégano 1,0.10° 5,6.10* 9,4.10° 1,2.10° 9,5.10%> 1,2.10? 4,3 0,0 0,0 0,0 12,5 % 12,5 %
Salvia 1,0.10° 4,3.10* 1,4.10* 1,1.10° 2,9.10° 5,5.10! 1,3 0,0 0,0 0,0 6,25% 125%

1CIM: concentragéo inibitéria minima e CBM: concentragédo bactericida minima.
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As Figuras 12 e 13 mostram o comportamento das contagens microbianas
referentes a cada uma das concentracdes utilizadas para os 6leos essenciais mais
efetivos (citronela, menta e eucalipto staigeriana). E possivel observar que a
contagem microbiana com a utilizacdo da concentracdo de 0,39 % surtiu efeitos
positivos no que se refere ao efeito antimicrobiano do 6leo de citronela, sendo esse
considerado o Oleo essencial mais eficaz. O 6leo essencial de menta também

apresentou elevada eficacia, sendo sua atividade antimicrobiana efetiva a 1,56 % de

concentragao.
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Figura 12: Comportamento da contagem microbiana de acordo com as concentra¢des avaliadas dos
Oleos essenciais mais eficazes.
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Figura 13: Comportamento da contagem microbiana de acordo com as concentra¢des avaliadas dos
Oleos essenciais mais eficazes, excluindo a concentracéo inicial de 0,0 %.

. As Figuras 14 e 15 mostram o detalhe do comportamento da contagem
microbiana para os 6leos essenciais menos eficazes: canfora, canela, cravo da
india, eucalipto globulus e orégano. A CMI e CMB para esses 6leos atingiu niveis de
25 % para o 6leo essencial de canfora e 12,5 % para os demais 6leos mencionados.
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Figura 14: Comportamento da contagem microbiana de acordo com as concentra¢des avaliadas dos
Oleos essenciais menos eficazes.
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Figura 15: Comportamento da contagem microbiana de acordo com as concentra¢des avaliadas dos
Oleos essenciais menos eficazes, excluindo a concentracéo de 0,0 %.

No que se refere aos Oleos essenciais com efeito antimicrobiano
intermediario, foi possivel observar maior eficacia dos éleos de melaleuca, eucalipto
citriodora e Artemisia (Figuras 16 e 17), e menor eficacia dos 6leos de alecrim e
sélvia (Figuras 18 e 19).
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Figura 16: Contagem microbiana dos 6leos essenciais com efeito antimicrobiano intermediario (mais
eficazes).
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Figura 17: Contagem microbiana dos 6leos essenciais com efeito antimicrobiano intermediario (mais
eficazes), excluindo a concentrag&o de 0,0%.
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Figura 18: Contagem microbiana dos 6leos essenciais com efeito antimicrobiano intermediario
(menos eficazes).
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Figura 19: Contagem microbiana dos 6leos essenciais com efeito antimicrobiano intermediario
(menos eficazes), excluindo a concentragéo de 0,0%.

A variacao percentual da contagem microbiana foi determinada por meio de
estatisticas descritivas (Tabela 3), a fim de observar quais 6leos essenciais
obtiveram maior eficacia na reducdo da contagem microbiana.

Os resultados das médias das contagens microbianas diferiram
significativamente dos resultados das medianas, sendo necessaria a aplicacdo de
um teste de comparacdo ndo paramétrico baseado na posicdo das medianas das
variagbes da contagem microbiana. Nesse contexto, os resultados mostraram a
existéncia de diferencas significativas nas variagbes percentuais da contagem
microbiana (p=0,033), pois o valor p resultou inferior ao nivel de significancia
adotado para o teste estatistico (p<0,050).
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Tabela 3: Estatisticas descritivas da variacao percentual (%) da contagem microbiana em relacao aos
extratos vegetais avaliados

Oleo essencial n MédiazDP Mediana (Md)2 Valor p!
Alecrim 18 -91,3248,53 -92,29 ¢

Artemisia 18 -84,18+18,37 -90,52 cd

Canela 21 -80,67+25,98 -88,89 cd

Canfora 24 -82,73+x12,15 -87,32d

Citronela 6 -100,0+0,001 -100,0 a

Cravo da india 21 -74,19+35,50 -93,83 cd

Eucalipto citriodora 18 -91,4345,31 -88,32 cd 0,003
Eucalipto globulus 21 -88,88+7,49 -90,00 cd

Eucalipto staigeriana 15 -91,82+11,13 -94,68 bc

Melaleuca 15 -88,04£16,22 -98,90 bc

Menta 12 -97,93+2,53 -98,30 ab

Orégano 21 -81,44+25,80 -88,54 cd

Salvia 21 -86,75+12,34 -92,14 cd

L valor p referente ao teste de Kruskal-Wallis a p<0,05. 2 Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa na variacdo pelo teste de comparacdo mdltipla de Dunn a
P<0,05.

A Figura 20mostra o comportamento das variagdes percentuais da contagem
microbiana de cada um dos 6leos essenciais avaliados.

E possivel notar que os intervalos de confianca dos 6leos de citronela e
menta se sobrepdem, evidenciando auséncia de diferengas significativas na
variagdo da contagem microbiana desses 6leos essenciais. Esse resultado mostra
gue a mediana da variacdo da contagem microbiana foi maior para os Oleos de
citronela e menta, sendo que a variacdo desses 6leos mencionados nao diferiu de
forma significativa.

Os 6leos de eucalipto staigeriana e melaleuca apresentaram destaque na
andlise da variacdo da contagem microbiana, evidenciando sua elevada eficacia na
diminuicdo da carga microbiana a medida que a concentracdo do Oleo essencial
aumentou. Os 6leos essenciais de eucalipto citriodora, orégano, canela e canfora
apresentaram as menores variacdes da carga microbiana, pressupondo sua menor
eficacia na diminuicdo dos micro-organismos avaliados, jA& que a variacdo da
contagem dos micro-organismos desses 6leos essenciais foram superiores a -90 %

(linha tracejada da Figura 20).
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A elevada dispersao dos dados de variagdo da carga microbiana determinou
a necessidade da aplicacdo de um teste ndo paramétrico, o qual aborda a
comparacao entre as medianas das distribuicdes dos dados, ja que essa estatistica
ndo é influenciada por valores discrepantes (outliers) que, por sua vez, influenciam
de forma significativa a média da distribuicdo, impossibilitando a sua aplicacdo como
estatistica de teste. Se um teste paramétrico, que utiliza a média como estatistica de
teste, fosse empregado nesse caso, o resultado seria equivocado, pois a dispersao
dos dados referentes a alguns 6leos essenciais foi significativa, influenciando a
média da distribuicéo.

P=0,033 .
-60

Variac8o da contagem microbiana

Oleos essenciais

Figura 20: Variacado percentual da contagem microbiana dos 6leos essenciais estudados
Nota: Pontos azuis referem-se a média e pontos vermelhos a mediana.

A Figura 21 mostra um apanhado geral das variacbes da concentragcao

microbiana por 6leo essencial avaliado.
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Figura 21: Variacdo percentual da contagem microbiana dos 6leos essenciais estudados.

E possivel observar, pelos resultados da Figura 21, que nenhum dos 6leos
essenciais apresentou variagbes positivas, ou seja, em nenhum caso ocorreu
aumento da contagem microbiana.

A Figura 22 mostra os resultados da variacdo da contagem microbiana para
0s Oleos essenciais mais eficazes (citronela, menta e melaleuca); € possivel
observar que a variacdo, em todos 0s casos, foi negativa, sendo tal variagdo menor
gue -60 %, evidenciando maior diminuicdo da atividade microbiana. A contagem
microbiana tornou-se nula em concentracfes acima de 0,78 % para o 6leo essencial
de citronela (mais eficaz), concentrac6es acima de 3,12 % para o 6leo essencial de

menta e acima de 6,25 % para o 6leo essencial de melaleuca.
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Figura 22:Variacdo da contagem microbiana para os 6leos essenciais mais eficazes.

A Tabela 4 mostra as médias das distribuicdes da contagem de
Acinetobacter baumannii por tempo de exposicdo a concentracdo bactericida minima
(CBM).

Os resultados da Tabela 4 indicam que os 6leos essenciais de melaleuca,
orégano e cravo-da-india, em suas concentracbes bactericidas minimas,
apresentaram maior eficacia, pois anularam a carga microbiana em até 60 minutos.
Os Oleos esséncias de céanfora, eucalipto globulus e sélvia apresentaram menor
eficacia nas suas respectivas concentracdes bactericidas minimas, pois anularam a

carga microbiana em 180, 140 e 130 minutos, respectivamente.



Tabela 4: Médias da contagem de Acinetobacter baumannii para os tempos avaliados utilizando a CBM de cada 6leo essencial.
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Cravo

Tempos Alecrim Artemisia Canela Canfora Citronela da E_ttJ(_:acI;pto E:Jcslllpto ItEu_call_pto Melaleuca Menta Orégano Séalvia
(min)  (6,25%) (6,25%) (6,25%) (25%) (0,39%) india C'6”§5;ra 9102 ;;S Siglezr:;‘”a (3,12%) (6,25%) (12,5%) (12,5%)
1250 250 (125%)  (312%)
0 1,2.10¢ 1,0.10° 1,1.10® 1,0.10°® 1,6.10° 1,3.10° 1,0.10° 1,2.10° 1,0.10° 1,1.10° 1,0.106 1,1.10® 1,2.10°
10 2,0.104 2,0.10* 2,3.10* 1,1.10° 5,9.10* 1,3.10° 3,2.10° 2,0.10% 7,6.10% 1,6.103 8,1.10° 3,2.10% 9,3.10%
20 3,3.10° 3,3.10® 5,1.10° 8,1.10* 4,1.10® 1,4.10* 6,0.10% 5,4.10% 4,0.10% 6,0.10! 1,1.10° 6,2.10> 3,4.10°
30 5,5.10° 5,5.10® 2,1.10° 2,1.10* 3,0.10> 8,0.10> 4,3.10% 4,3.10° 5,3.102 3,3 7,5.10* 2,0.10* 8,5.10?
40 6,3.10° 5,0.10> 2,0.10° 1,0.10°® 8,3.10> 5,3.10* 6,3.10° 6,7.103 8,0.10! 0,0 2,3.10° 2,1.10' 6,3.10?
50 6,2.101 2,3.10> 6,0.10° 7,2.10° 1,3.10% 8,6 2,3.102 3,8.10% 2,5.10! 0,0 1,8.103 0,0 3,3.102
60 4510t 8,2.10° 1,6.10° 3,2.10°® 1,3.10' 0,0 7,1.10t 5,6.10° 1,0 0,0 5,5.102 0,0 1,5.102
70 8,6 1,0.102 2,5.10! 3,0.102 0,0 0,0 1,0.101  5,2.10? 0,0 0,0 2,3.10t 0,0 3,0.10t
80 0,0 7,7.10t 5,0 8,1.102 0,0 0,0 0,0 2,7.102 0,0 0,0 5,1.10% 0,0 6,3.101
90 0,0 1,0.10t 0,0 5,5.102 0,0 0,0 0,0 1,5.102 0,0 0,0 2,2.10t 0,0 4,8.101
100 0,0 2,0 0,0 2,2.102 0,0 0,0 0,0 1,0.10t 0,0 0,0 2,3 0,0 2,1.10t
110 0,0 0,0 0,0 9,6.10t 0,0 0,0 0,0 7,7.10t 0,0 0,0 0,0 0,0 8,3
120 0,0 0,0 0,0 3,0.10t 0,0 0,0 0,0 2,6.10t 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0
130 0,0 0,0 0,0 8,8.10t 0,0 0,0 0,0 3,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
140 0,0 0,0 0,0 6,3.101 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
150 0,0 0,0 0,0 3,0.10t 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
160 0,0 0,0 0,0 1,3.10t 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
170 0,0 0,0 0,0 6,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
180 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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A Tabela 5 mostra as estatisticas descritivas da variacdo percentual da
contagem microbiana em relacao ao intervalo de analise considerado para cada 6leo

essencial.

Tabela 5: Estatisticas descritivas da variacao percentual (%) da contagem de A. baumannii em
relacdo aos tempos de analise

Oleo essencial n MédiazDP Mediana (Md)2 Valor p!
Alecrim 24  -40,80+138,60 -83,10
Artemisia 33 -24,10+154,20 -85,90
Canela 27 -43,70+£127,10 -80,00
Canfora 54 2,50+171,80 -56,00
Citronela 21 -37,70+£113,40 -93,20
Cravo da india 18 -91,7145,30 -92,02
Eucalipto citriodora 24 -76,96+21,49 -83,16 <0,001
Eucalipto globulus 42 -31,10+95,30 -46,40
Eucalipto staigeriana 21 -89,01+10,10 -92,86
Melaleuca 12 -97,63%£2,51 -98,04
Menta 33 -47,30+68,60 -69,40
Orégano 15 -69,40458,70 -96,80
Salvia 39 -49,18+51,76 -62,37

L Valor p referente ao teste de Kruskal-Wallis a P<0,05.

Os resultados indicaram a presenca de diferencas significativas nas
variacdes da contagem microbiana quando os 6leos essenciais foram comparados
(P<0,001). E possivel pressupor que os Oleos de melaleuca, orégano, citronela,
eucalipto staigeriana e cravo-da-india tenham apresenado variacdes negativas que
superaram 90 % de reducdo, evidenciando queda significativa na contagem
microbiana quando utilizada a concentracdo bactericida minima. Os 6leos que
apresentaram menor eficacia foram os de eucalipto globulus e o de céanfora, pois
resultaram em uma variagdo negativa menor, pressupondo menor reducdo na
contagem microbiana. Vale ressaltar que o 6leo essencial de canfora, apesar da
elevada dispersdo dos dados, apresentou variacdo média positiva, indicando
crescimento do micro-organismo ao longo do tempo observado na analise.

Os resultados da Figura 23 mostraram que alguns 6leos como o de eucalipto

globulus, citronela, artemisia, orégano, canela, menta, alecrim, canfora e salvia
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apresentaram, em algum momento, variacdo da contagem microbiana positiva,
indicando aumento da contagem microbiana. Isso demonstra que a acédo da
concentracdo bactericida minima (CBM) é questionavel nesses 6leos, visto que, em
determinados momentos, o0 micro-organismo se prolifera, sendo esse efeito
indesejavel. Os 6leos de eucalipto citriodora e staigeriana, melaleuca e cravo-da-
india ndo apresentaram variacdes positivas em nenhum momento da analise,
demonstrando sua real eficacia no que se refere a diminuicdo da carga microbiana

guando se utiliza a CBM.

2000

o6leos essenciais
—@— eucalipto globulus
—m— eucalipto citriodora
- -@- - eucalipto staigeriana
—aA - melaleuca
—p- - citronela
—@— artemisia
—w— orégano
- -@ - cravo da india
—# - canela
—@-- menta
—A— alecrim
—p— canfora
- ¢ - sélvia

Variacdo da contagem microbiana

Figura 23: Perfil da variacdo da contagem microbiana em relacédo aos tempos avaliados.
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4. DISCUSSAO

A espécie Acinetobacter baumannii,embora prevalente na natureza e geralmente
considerada como comensal da pele humana e do trato respiratério humano,
também tem sido associada a doencas infecciosas graves, tais como pneumonia,
infeccdo do trato urinario, endocardite, infeccdo em feridas, meningite e septicemia.
Esse patdgeno € encontrado em muitos ambientes de cuidados de salude e € um
colonizador humano muito eficaz em hospitais. A sua ampla gama de resisténcia a
antibioticos torna-o um patégeno nosocomial de sucesso, ameacando a atual era do
antibidtico. A emergéncia de estirpes resistentes de patdgenos bacterianos € fonte
de alta morbidade, mortalidade e aumento de custos, tornando seu tratamento muito
mais dificile dispendioso [75,13].

Dada a disseminacao da resisténcia a multiplos farmacos, o escasso numero
de antibiéticos no desenvolvimento e a falha dos antibiéticos existentes na gestdo de
infec¢cdes causado por Acinetobacter baumanniimultirresistente, tem aumentado o
interesse em tratamentos e na descoberta de novas estratégias antibacterianas.
Uma dessas estratégias € usar extratos de 6leos essenciais que sao um reservatério
potencial de moléculas antibacterianas eficazes [23].

Os oOleos essenciais sdo compostos naturais, volateis e complexos,
caracterizados por um odor forte. S&o conhecidos pelas suas propriedades
medicinais e acao bactericida e fungicida, podendo ser utilizados na conservacgao de
alimentos e como antimicrobianos, analgésicos, sedativos e anti-inflamatérios. Sao
misturas naturais muito complexas que podem conter cerca de 20 a 60componentes
em concentrac@es muito diferentes, sendo caracterizados por possuirem dois ou trés
componentes principais em concentracdes bastante altas (20-70%) em comparacéo
com 0s outros componentes. Geralmente, sdo estes componentes principais que
determinam as propriedades bioldgicas do 6leo essencial [76].

Como a sensibilidade e resisténcia dos micro-organismos a agentes
antimicrobianos sao mutaveis, torna-se necessario analisar os padrbes de
susceptibilidade dos organismos contra agentes antimicrobianos convencionais e
avaliar possiveis alternativas.

Assim, a menor concentragcdo de um agente antimicrobiano que inibe o

7

crescimento do organismo é conhecida como a concentracdo inibitéria minima
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(CIM). Os ensaios para se determinar a CIM podem ser realizados em 4gar ou em
meio liquido. O método tradicional de determinacdo da CIM é feito por meio da
técnica de diluicio em meio liquido, onde diluicdes do agente a testar séo
incorporadas no meio de cultura em pocos de microplacas ou em tubos de cultura.
Cada tubo ou poco contém uma concentracdo diferente do antimicrobiano e é
inoculado com o organismo que esta sendo testado. Apds incubacdo adequada, a
menor concentracdo que ndo apresenta crescimento visivel a olho nu é considerada
como a CIM [70]. Utilizando o método da microdiluicdo em placa, na presente
pesquisa, foi possivel determinar a CIM de treze Oleos essenciais (Tabela 2).
Constatou-se que a CIM variou entre 0,78% e 25%, sendo o Oleo de
citronela(Cymbopogon winterianus)altamente eficaz no controle de Acinetobacter
baumanniicom CIM de 0,78%, enquanto o 6leo de canfora (Cinnamomum camphora)
apresentou menor efeito, CIM de 25%.

A efichcia do oleo de citronela e do citral (componente principal) foi
verificada por Adukwu et al. [17], que obtiveram CIM de 0,25 e 1% para 6leo,
enquanto para a citral oscilou entre 0,06 e 0,25%. Esses autores afirmam que a
capacidade de o O6leo essencial citral em inibir e matar Acinetobacter
baumanniimultirresistente destaca seu potencial para uso no tratamento de
infecgBes provocadas por essa bactéria. No entanto salientam que a citotoxicidade
in vitro sugere que sao necessarios mais testes antes da exposi¢cdo humana in vivo
OU ex Vivo.

As caracteristicas importantes responsaveis pela acdo antimicrobiana dos
Oleos essenciais incluem componentes hidrofébicos que permitem a participacdo de
lipidios da membrana celular bacteriana, o que altera as estruturas celulares e as
torna mais permeéveis[21]. Segundo Silva e Fernandes Junior [16], concentracdes
diferentes de eugenol podem inibir a producéo de amilase e protease, promover a a
degradacdo da parede celular e a lise celularem algumas bactérias. Na presente
pesquisa, 0 6leo de cravo-da-india, cujo componente principal é o eugenol,
apresentou atividade antimicrobiana na concentracdo de 12,5% (Tabela 2).

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de eucalipto pode estar
associada a presengca de 1,8-cineol, linalol, pinocarveol e limoneno. Outros
componentes presentes em quantidades inferiores, tais como a-terpineol e terpinen-

4-ol, também podem contribuir para a atividade antimicrobiana do 6leo [28,77]. A
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eficacia do 6leo de eucalipto staigeriana no controle de Acinetobacter baumanniifoi
verificada na concentracdo de 1,56% (CIM) e CBM 3,12 (Tabela 2). Esse resultado
pode estar associado ao limoneno, componente principal do 6leo utilizado na
pesquisa (Tabela 1).

Os oleos de eucalipto globulus e eucalipto citriodora apresentaram CIM de
12,5% e 6,25%, respectivamente, considerados menos eficientes (Tabela
2).Damjanovic¢-Vratnica et al. [11] também verificaram atividade antimicrobiana do
0leo essencial de eucalipto, especialmente contra Streptococcus pyogenes,
Escherichia coli, Candida albicans, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii
e Klebsiella pneumoniae.

Estudo realizado por Nickavar et al. [78] revela que compostos de algumas
espécies de Mentha (M. longifolia (L.) Huds.M. piperita L., M. pulegium L., M.
rotundifolia (L.) Huds. e M. spicata L.) possuem propriedades antioxidantes, que
podem estar relacionads as suas composicdes fitoquimicas. Na presente pesquisa,
verificou-se alta atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Menha piperita L.,
apresentando CIM de 3,12% (Tabela 2), cujos componentes principais foram I-
mentol (33%), Mentona (30%), Acetato de metila (4%) e Eucaliptol (6%).

Sienkiewiczet al.[24] determinaram as propriedades antibacterianas dos
Oleos essenciais de canela, lavanda e geranio contra bactérias do género
Acinetobacter baumannii,isoladas de varios materiais clinicos e do ambiente
hospitalar. Verificaram que o 6leo de canela foi 0 mais ativo contra as cepas clinicas
e ambientais de Acinetobacter baumannii com valores de CIM variando de 0,5 a 2,5
hML/mL. A atividade antimicrobiana do 6leo de canela foi considerada intermediaria,
CIM de 12,5% (Tabela 2). A eficacia do 6leo de canela pode estar associada
aoaldeido cinamico (81%, Tabela 1), o qual, segundo Mayuad et al. [79], apresenta
alta atividade antimicrobiana contra cepas clinicas Gram-positivas e Gram-negativas.

SegundoBoukhraz et al. [9], o efeito de um agente antimicrobiano também
pode ser expresso como a taxa de morte para uma determinada concentracdo de
agente sob condicdes controladas (cinética bactericida dos 6leos essenciais). Essa
taxa € determinada pela medi¢cdo do nimero de bactérias viaveis em intervalos de
tempo diferentes. A representagdo grafica resultante € conhecida como “curva de

morte”.
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Pela utilizacdo da cinética bactericida dos 6leos essenciais, verificou-se que
os Oleos essenciais de melaleuca (CBM 6,25%), orégano (CBM 12,5%) e cravo-da-
india (CBM 12,5%), em suas concentracfes bactericidas minimas, apresentaram
maior eficicia, pois anularam a carga microbiana de Acinetobacter baumanniiem até
60 minutos.

Os oOleos esséncias de canfora, eucalipto globulus e sélvia apresentaram
menor eficacia nas suas respectivas concentracdes bactericidas minimas, pois
anularam a carga microbiana em 180, 140 e 130 minutos, respectivamente (Tabelas
4eb).

A atividade antimicrobiana do O6leo de orégano provavelmente esta
relacionada com alguns dos componentes principais, como carvacrol, cuja
concentragao foi de 71% associado a timol, gama-terpineno, para-cimeno presentes
em menor quantidade (Tabela 1).

Os resultados de varios estudos indicaram que os efeitos antioxidantes e
antimicrobianos do Oleo essencial de orégano podem estar relacionados aos
componentes principais, o carvacrol, timol, linalol, gama-terpineno, para-cimeno e
terpineno-4-0l[15,80,81,82]. Esses autores afirmam que o 6leo essencial de orégano
apresenta uma potente atividade antimicrobiana contra  Acinetobacter
baumanniimultirresistente quando utilizado individualmente ou em combinagado com
antibidticos.

Sakkas et al.[83] avaliaram 6leos de camomila, orégano, melaleuca, tomilho
e manjericio sobre Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii, e
verificaram que o0s Oleos apresentaram efeito antibacteriano variavel, enquanto o
0leo de camomila ndo demonstrou atividade antibacteriana. Orégano, tomilho e
manjericdo foram ineficazes em isoladosP.aeruginosa. Os valores minimos de
concentracao inibitéria (CIM) e concentracdo bactericida minima variaram de 0,12%
a 1,50% (v / v) para o 6leo demelaleuca, 0,25-0,37% (v / v), para o 6leo de orégano
e tomilho (0,50% a 1,25%). Para 6leo de manjericdo e>4% para Oleo de camomila
qguando A. baumannii foi testada. Esses autores afirrmam que as atividades
antimicrobianas dos O6leos essenciais sdo influenciadas pela origem da cepa
(selvagem, de referéncia, sensivel as drogas ou resistente), a qual deve ser levada
em consideracdo sempre que se investiga o potencial das plantas para o

desenvolvimento de novos antimicrobianos.
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A atividade antibacteriana. presente contra bactérias multirresistentes
utilzando cravo-da-india e alecrim foi observada por Abdullahet al.[75]. O 6leo de
cravo foimais ativo contra os isolados de Acinetobacter baumanni e Enterococcus
faecalis em concentracdes de 0,312%,enquanto o 6leo de alecrim foi ativo contra E.
faecalis em concentracfes de 5% ou mais. Ja Acinetobacter baumanniifoi sensivel a
concentracdes de 0,312%.Abdullah et al.[84] concluiram que o 6leo de cravo € mais
potente que e o Oleo de alecrim, no entanto ambosexibiram elevada atividade
antibacteriana podendo ser empregados no tratamento das infec¢cbes causadas por
bactérias resistentes a multiplos farmacos

Sienkiewiczet al. [24] sugerem que alguns Oleos essenciais poderiam ser
empregados na luta contra infeccbes causadas por bactérias do género
Acinetobacter e como componentes de formulacdes para a higiene e desinfeccédo do
ambiente hospitalar. No entanto, Yap et al. [85] sugerem que, embora os 6leos
devam ser utilizados em formas diluidas, especialmente quando aplicados
diretamente a pele, as suas propriedades antimicrobianas sdo tédo eficazes quanto
aquelas dos agentes antibacterianos quimicos. Além disso, é importante que 0s
micro-organismos ndo adquiram resisténcia aos 0leos essenciais ou aos seus

componentes.
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5. CONCLUSAO

Apesquisa poderacolaborar com os estudos da eficacia dos 6leos essenciais, em
estudos ja realizados sobreAcinetobacter Baumanni,no Brasil e no mundo.Foi
possivel observar que 100%dos 6leos estudados sugerem ter eficacia no controle da
Acinetobacter baumanni nas concentracdes pesquisadas.

O dleo decitronela, eucalipto e menta,se destacaram como mais eficazes.

Os dleos essenciais de canela, cravo da india, eucalipto e orégano, obtiveram as
mesmas CIM e CBM.

Dos O6leos estudados, seis deles apresentaram o mesmo valor da CBM, séo
eles:alecrim, canela, cravo da india, eucalipto, orégano e salvia ou seja, demonstram
capacidade de eliminacao da bactéria com o mesmo tempo.

Os 6leos de orégano, de melaleuca e de cravo da India apresentaram maior taxa de
morte bacteriana, sendo anularam a carga microbiana de Acinetobacter

baumanniiem até 60 minutos.
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