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RESUMO

Na presente pesquisa, foi avaliada a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais
contra a cepa padréo de Enterococcus faecalis. Foram determinadas a concentragao
inibitéria minima e a concentracdo bactericida minima dos 6leos de alecrim, capim
cidreira, orégano e rosa mosqueta. Além disso, foi analisada a porcentagem de
reducado das unidades formadoras de colonias em relagéo a diferentes concentragbes
dos 6leos e tempos de exposicdo. Com o0s Oleos de alecrim e de orégano que
apresentaram atividade antibacteriana em concentracbées menores, para inibir o
crescimento bacteriano (12,5% e 3,2%, respectivamente). Verificou-se que esses
Oleos, juntamente com os de capim cidreira e rosa mosqueta, apresentaram atividade
antibacteriana contra Enterococcus faecalis ambos com a concentracdo de 25%.
Observou-se que a nulidade na contagem de unidades formadoras de colonias foi
alcancada em 120 minutos para o 0leo de alecrim a 12,5% e em 60 minutos para o
6leo de orégano,180 minutos para 6leo de capim cidreira e 210 minutos para o 6leo
de rosa mosqueta. Esses resultados indicam a possibilidade de utilizacdo dos 6leos

essenciais na terapia antibacteriana contra infec¢des causadas por E. faecali

Palavras-chave: Plantas medicinais; alecrim; orégano; atividade antibacteriana.



ABSTRACT

In the present research, the antimicrobial activity of essential oils against the standard
strain of Enterococcus faecalis was evaluated. The minimum inhibitory concentration
and the minimum bactericidal concentration of rosemary, lemongrass, oregano, and
rosehip oils were determined. Additionally, the percentage reduction of colony-forming
units in relation to different oil concentrations and exposure times was analyzed. With
rosemary and oregano oils showing antibacterial activity at lower concentrations to
inhibit bacterial growth (12.5% and 3.2%, respectively). It was found that these oils,
along with lemongrass and rosehip oils, exhibited antibacterial activity against
Enterococcus faecalis, both at a concentration of 25%. It was observed that the
nullification of colony-forming unit counts was achieved in 120 minutes for rosemary
oil at 12.5% and in 60 minutes for oregano oil, 180 minutes for lemongrass oil, and 210
minutes for rosehip oil. These results indicate the possibility of using essential oils in

antibacterial therapy against infections caused by E. faecalis.

Keywords: Medicinal plants; rosemary; oregano; antibacterial activity



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

Este estudo analisou os potenciais antibacterianos de quatro 6leos essenciais:
alecrim, capim cidreira, orégano e rosa mosqueta, em relacdo a bactéria
Enterococcus faecalis, conhecida por causar infec¢des. Descobriu-se que o 6leo de
orégano foi 0 mais eficaz, precisando de menor quantidade para parar o crescimento
bacteriano. O alecrim também mostrou bons resultados, diminuindo a quantidade de
bactérias ao longo do tempo. O capim cidreira e 0 rosa mosqueta foram menos
eficazes, mas ainda assim mostraram algum potencial em concentracées mais altas.
Esses resultados sdo empolgantes porque sugerem gue 0s 0leos essenciais podem
ser usados para criar novos tratamentos contra infeccées bacterianas, oferecendo
uma alternativa natural aos antibiéticos tradicionais. Isso € importante porque muitas
bactérias estéo se tornando resistentes aos antibidticos, entdo encontrar novas

maneiras de combaté-las é essencial para a saude publica.
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1. INTRODUCAO

Os microrganismos, como bactérias, virus e fungos desempenham papéis
importantes na manutencdo do equilibrio da saude humana; alguns deles sdo
benéficos, como nos processos digestivos, sintetizando vitaminas e fortalecendo o
sistema imunoldgico. Porém, alguns microrganismos patogénicos podem causar
doencas, sendo de suma importancia o controle e prevencédo de infeccdes. O
enterococcus faecalis pode causar Infeccdes intestinais, infeccbes do trato
urindério, resisténcia a antibiéticos e transmissdo de doengcas com contaminagao
direta ou indireta. O Enterococcus faecalis € uma bactéria Gram-positiva, que faz
parte do sistema gastrointestinal humano, e coloniza também em animais, servindo
de reservatério de bactérias e genes com capacidade de causar infeccfes
resistentes a antimicrobianos (GIRIDHARA UPADHYAYA et al., 2020).

As vias de transmissdo dos micro-organismos podem impactar em maior
capacidade da patogenicidade dos mesmos. Destaca-se as principais vias de
transmissao: via aérea, via oral, vias invasivas, via cutanea/mucosas (TEIXEIRA, D.
A, et,.at 2020). A busca por alternativas, através de 6leos vegetais, € impulsionada
pela crescente resisténcia microbiana, uma preocupacéao global devido a resisténcia
dos microrganismos a multiplos medicamentos e as mutacfes frequentes. Fatores
como o uso inadequado de antibi6ticos contribuem para essa resisténcia, tornando
esses 6leos uma opcdo promissora para combater infeccées.

As plantas medicinais sdo fontes de diferentes metabdlitos secundarios
bioativos, utilizados no desenvolvimento de agentes terapéuticos inovadores que
apresentam beneficios a satde (MOHAMED, ALOTAIBI, 2023).

As plantas aromaticas produtoras de grandes quantidades de 6leos essenciais
sao importantes ingredientes terapéuticos utilizados no desenvolvimento de novos
medicamentos para o tratamento de diversas doencgas devido a sua conhecida
eficacia, pelas suas propriedades antivirais, antidiabéticas, anticancerigenas,
antibacterianas, antioxidantes e de aromaterapia (BORZINI et al., 2016; DHIFI et al,
2016).

Os 6leos essenciais sao ingredientes bioativos com uma variedade de
estruturas, como mono-terpenos, di-terpenos e sesqui-terpenos, elementos fendlicos,

ingredientes contendo enxofre e componentes fenilpropandides. Esses componentes,
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utilizados de forma individual ou associados, podem ser empregados para novas e
valiosas aplicacfes na saude humana, na agricultura e no meio ambiente. Os 0leos
essenciais poderiam ser explorados como alternativa ou complementos aos
compostos sintéticos da industria quimica (HAZEM, IPPOLITO,2017; RAMSEY et al.,
2020; OSAILI et al., 2023).

Estudos recentes sugerem que os 6leos essenciais podem contribuir para a
regulacdo e modulagdo de varios biomarcadores e vias celulares responsaveis pela
saude metabdlica, bem como para o desenvolvimento de muitas doencas, incluindo
carcinoma (FENG et al.,2021; PERUMALSAMY et al., 2022, SHARMA et al.,2022),
diabetes (AWADALLAH et al., 2017), doencas cardiovasculares (ALMANAITYTE et
al., 2020) e infeccdes bacterianas (OSAILI et al., 2021, BOWBE et al., 2023.

Os bioativos vegetais presentes nos 6leos essenciais, apresentam poderosas
capacidades antimicrobianas contra uma variedade de fungos, bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, inclusive cepas multirresistentes aos antibioticos, e
biofilmes microbianos (LANG, BUCHBAUER, 2012; JANANI et al., 2021; SHAHINA et
al., 2022; NEAGU et al., 2023).

Na odontologia, estudos mostra que extratos aquosos e 6leos essenciais como
os de orégano, tomilho, capim-liméo, alecrim e melaleuca tém sido considerados
como alternativas promissoras contra Enterococcus faecalis (NAGY-BOTA et al.,
2021; NAGY-BOTA et al., 2021).

Enterococcus faecalis € uma espécie de bactéria Gram-positiva anaerébia
facultativa (ZANCAN et al.; 2018). Possui capacidade de colonizar ou aderir as
superficies proteicas e formar biofilmes, um dos mais importantes fatores de
viruléncia. Apresentam alta resisténcia a elevados pH e concentracbes salinas
(GHASEMI et al., 2020).
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2. OBJETIVO GERAL

Objetivou-se nesta pesquisa avaliar in vitro a atividade microbiana dos 6leos
essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis L.), orégano (Origanum vulgare L.),
capim-cidreira (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), e rosa mosqueta (Rosa rubiginosa

spp. affinis/Rosa canina L.) frente ao Enterococcus faecalis .

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragédo
Bactericida Minima (CBM) dos Oleos essenciais de Rosmarinus
officinalis L., Origanum vulgare L., Cymbopogon citratus (DC) Stapf e
Rosa canina L.

e Avaliar o tempo de sobrevivéncia das bactérias por meio da curva de

crescimento.
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3. REFRENCIAL TEORICO

3.1 ENTEROCOCCUS FAECALIS

Bactérias do género Enterococcus sdo um componente da microbiota natural
do trato gastrointestinal tanto em humanos quanto em animais (HOLLENBECK, RICE,
2012). Os enterococos sdo cocos Gram-positivos, podendo ser visualizados como
células individuais, arranjados aos pares ou em cadeias, ndo formam esporos,
classificam-se como anaerobios facultativos, o que significa que podem sobreviver
tanto na presenca quanto na auséncia de oxigénio, sendo negativos para a enzima
catalase (FISHER, PHILLIPS, 2009).

Os enterococos sdo microrganismos oportunistas em hospedeiros heterdlogos,
adaptados a ambientes ricos em nutrientes, com baixo teor de oxigénio, como o trato
gastrointestinal e o trato genital feminino, sendo abundantemente encontrados nas
fezes humanas. Tornam-se resistentes e persistentes em ambientes hospitalares
(NOWAKIEWICZ, A. et al 2017). S&o capazes de se adaptar a diferentes condicdes
ambientais, crescem em temperaturas de 10°C a 45°C, sendo a ideal 35°C, podendo
resistir a 60° C, valores de pH entre 6 e 9 e altas concentracdes de sal 6,5% NacCl
(LINDENSTRAUSS et al., 2013).

O género Enterococcus, por meio de biofilmes, possibilita a colonizacdo de
diversas superficies, conferindo protecdo contra agentes antimicrobianos e fagécitos,
além de contribuir para a adesao e invaséo de células hospedeiras (GARSIN et al.,
2014; WERNER, 2017). A substancia de agregacéo (SA) e o acido lipoteicoico sédo
fatores de viruléncia relevantes, facilitando a adeséo e resisténcia a fagocitose. Outros
fatores, como a producdo de gelatinase e hialuronidase, estdo associados a
destruicdo tecidual. Ao aderir e invadir tecidos, o microrganismo se multiplica e resiste
aos mecanismos de defesa do hospedeiro. A resposta inflamatéria exacerbada
induzida por E. faecalis e seus fatores adversos contribui para danos teciduais em
infeccdes persistentes (ZANDONA, 2017).

Enterococcus faecalis apresenta viruléncia decorrente de varios fatores, tais
como colonizacdo eficaz, competicdo bacteriana, resisténcia as defesas do
hospedeiro, producéo de toxinas e inducéo de inflamacao. Esses fatores variam desde
potencializadores até causadores diretos de infec¢bes, desempenhando um papel

fundamental na patogenicidade bacteriana (TORTORA et al., 2017).
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A complexa epidemiologia da bactéria, com multiplas linhagens, destaca a
habilidade de se ajustar a diversidade de nichos ecoldgicos. Esse fendmeno ressalta
o desafio significativo que Enterococcus faecalis representa em contextos clinicos e
ambientais (RUIZ-GARBAJOSA et al., 2021).

3.2 MULTIRRESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

A Resisténcia Microbiana (RAM) compromete a eficacia da prevencédo e
tratamento de diversas infec¢des, abrangendo bactérias, fungos e parasitas. Esse
fenbmeno ocorre quando microrganismos sofrem alteragcdes apds exposicdo a
antimicrobianos, como antibiéticos e antifungicos, resultando em organismos
ultrarresistentes. Isso torna os medicamentos ineficazes, permitindo a persisténcia
das infec¢cdes e aumentando o risco de propagacdo. A RAM representa uma ameaca
crescente a saude publica global, demandando acdo coordenada de todos os setores
governamentais e sociais (SWEILEH, 2021).

O aumento da resisténcia bacteriana aos antibioticos, incluindo riscos
significativos de morte, invalidez, necessidade de cuidados intensivos, internacdes
prolongadas e a utilizacdo de antibiéticos alternativos mais dispendiosos e prejudiciais
a economia (ANVISA, 2020).

A resisténcia bacteriana aos antibiéticos continua a ser uma grave ameaca a
saude humana. Os Oleos essenciais (OE) sdo conhecidos hd muito tempo como
agentes antibacterianos com amplos arsenais. Muitos sdo capazes de penetrar na
membrana bacteriana e também podem ser eficazes contra as defesas bacterianas,
como biofilmes, bombas de efluxo e deteccdo de quérum sesing. Foi documentado
que os OE combatem bactérias resistentes a medicamentos sozinhos e/ou com
antibiéticos (BOREN, CROWN, CARLSON, 2020; BARROS, 2022).

A resisténcia a antimicrobianos € um problema de salde que requer o
desenvolvimento de novas ferramentas de materiais antimicrobianos eficazes para
limitar o uso dos antibidticos atuais e aliviar o fardo da infec¢do. Os 6leos essenciais
(OE) surgiram como produtos antimicrobianos alternativos devido a sua atividade e
amplo espectro contra microrganismos, além de seu status ecologicamente correto e
de seguranca humana (BHATTACHARYA et al., 2021; RAHAYU et al., 2022).

O uso de Oleos essenciais (OEs) se destaca como uma importante alternativa

antimicrobiana e conservante natural para os alimentos. Isso se deve ao fato de que
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0 uso indiscriminado de antimicrobianos sintéticos. Essa problematica ja esta sendo
observada em diversas bactérias, incluindo Salmonella, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus e Clostridium perfringens, em relacdo a diferentes antibiéticos
(QUEIROZ et al., 2023).

Os microrganismos tém capacidade de mutacdo genética, o que leva ao
surgimento de novas espécies. Essa mutacdo é exacerbada por fatores ambientais
adversos, muitas vezes decorrentes do uso excessivo e indiscriminado de antibidticos.
A pressao seletiva causada por esses medicamentos pode promover o surgimento de
bactérias resistentes. As Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS)
representam um sério problema de salude publica. Enfatizando a importancia dos
profissionais de saude no controle de infeccbes em ambientes hospitalares e na
conscientizacdo da populacdo sobre o uso responsavel de antimicrobianos (LIMA,
V.C.C.et al., 2022). Ressaltar a importancia da pratica regular de higienizacéo,
sobretudo das maos e dos alimentos, além do uso apropriado de antibidticos.

Os enterococos, membros do estreptococo do grupo D, estudos de homologia
de DNA indicam que formam um género distinto. Apesar de antes serem vistos como
comensais, tornaram-se importantes patdégenos hospitalares, responsaveis por
diversas infeccBes graves, sendo sua prevaléncia influenciada pela capacidade de
resistir a antibiéticos. A colonizacdo gastrointestinal por enterococos, notadamente
Enterococcus faecium resistente a ampicilina, estd associada a exposicdo a
antibiéticos parenterais (HOLLENBECK, RICE, 2012).

O crescimento da multirresisténcia bacteriana destaca a necessidade premente
de novos estudos sobre propriedades antimicrobianas e substancias inovadoras. O
Brasil, conhecido por sua abundante diversidade de plantas e vegetais com principios
ativos, desempenha um papel fundamental nesse contexto, oferecendo recursos que
tém sido utilizados desde a antiguidade para alivio de sintomas e tratamento de
infec¢cbes na saude humana. Na medicina popular, ha uma tendéncia crescente de
utilizar plantas medicinais simultaneamente com medicamentos sintéticos. Isso resulta
em uma alta procura por plantas medicinais e aromaticas em diversos paises,
conforme observado por SANTOS et al. (2011). A extracdo de Oleos derivados de
plantas, além de ser um método econémico, surge como uma alternativa acessivel no
tratamento de infeccbes, oferecendo uma abordagem complementar na busca por

solucdes de saude.
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Para evitar a colonizacdo por cepas virulentas bactérias, € necessario utilizar
0s protocolos de assepsia e antissepsia corretamente (desinfeccdo e esterilizacéo)
em ambientes e materiais, principalmente no ambiente hospitalar, laboratorial e
odontoldgico. Uma das medidas de prevencéo e controle € a pratica de higienizacdo
adequada e o uso de antimicrobianos direcionados para o seu combate (ANDERSON
et al., 2019).

3.3 OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais (OE) sdo misturas aromaticas de componentes ativos com
aroma forte obtidas de plantas arométicas. Os OE naturais sdo compostos por
monoterpenos, sesquiterpenos, monoterpenos  oxigenados, sesquiterpenos
oxigenados e fendlicos. Devido a sua volatilidade, os 6leos essenciais sao facilmente
extraidos de uma variedade de fontes naturais utilizando o método de destilacéo a
vapor. Os 0leos essenciais sdo um ingrediente terapéutico importante utilizado no
desenvolvimento de novos veiculos terapéuticos, devido as suas capacidades
antivirais, antidiabéticas, anticancerigenas, antibacterianas, antioxidantes e de
aromaterapia (MOHAMED, ALOTAIBI, 2022).

Estudos evidenciam a atividade antibacteriana dos 0leos essenciais e sua
capacidade de serem usados em conjunto com farmacos, ampliando seu potencial
terapéutico. Sao altamente eficazes contra microrganismos, mostrando-se eficazes
em comparacdo aos antibiéticos e antifungicos. Sua combinacdo com drogas
sintéticas melhora a eficacia, agindo de forma sinérgica. Podem ser uma alternativa
aos antimicrobianos sintéticos para combater microrganismos resistentes, agindo em
diversos alvos, como a membrana citoplasmética e sintese de proteinas. A
combinacao de 6leo essencial com antibiéticos tradicionais ndo s6 aumenta a eficacia
do tratamento, mas também permite reduzir as doses, diminuindo potencialmente os
efeitos colaterais (MITTAL et al., 2019; EL BAABOUA et al., 2022).

Os oOleos essenciais, extraidos de plantas aromaticas e medicinais, sao
produtos naturais relevantes e representam uma parte importante da farmacopeia
tradicional. O wuso de alguns Oleos e seus constituintes individuais é
predominantemente direcionado para inibir varios fitopatégenos, patdgenos humanos

e insetos, tornando-os essenciais como agentes antimicrobianos e farmacos
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alternativos (ELSHAFIE, CAMELE, 2017). Essa aplicacdo é claramente evidenciada
em sua eficacia nas industrias alimenticia e farmacéutica.

Os mecanismos de acdo dos Oleos essenciais sobre 0sS microrganismos
incluem a degradacdo da parede celular, danificando as proteinas da membrana,
aumento da permeabilidade, causando vazamento de ions e outros componentes
celulares, reducdo da forca motriz do préton, reducdo do pool intracelular de
adenosina trifosfato (ATP) e aumento da hidrélise (WIJESUNDARA, N. et al 2021).
Esses mecanismos atuam sinergicamente para exercer efeitos antimicrobianos sobre
0S microrganismos, contribuindo para a eficacia dos 6leos essenciais como agentes
antimicrobianos naturais.

A medicina complementar busca tratar infeccdes bacterianas resistentes
usando terapias naturais, principalmente de origem vegetal. As plantas medicinais,
cujos principios ativos sao farmacologicamente comprovados e incluidos na
farmacopeia, tem seu uso crescente tanto em paises desenvolvidos quanto em
desenvolvimento, sendo amplamente empregadas na preparacdo de uma variedade
de produtos, desde extratos até compostos quimicamente puros. Essas plantas
desempenham um papel cada vez mais importante como coadjuvantes e alternativas
no tratamento de diversas doencas, particularmente em paises em desenvolvimento,
onde a medicina popular desempenha um papel significativo como alternativa para
questdes de saude (OLIVEIRA et al., 2007; ASSIS, 2018).

O Ministério da Saude define as plantas medicinais como todas aquelas que
tem uma ou mais de suas propriedades que podem ser de uso terapéutico ou que
sejam precursoras de semissintese quimico-farmacéutica. As raizes, folhas,
sementes, cascas ou outros constituintes possuem atividades terapéuticas, tonicas,
purgativas, curativas ou caracteristicas farmacolédgicas ao ser aplicadas em humanos
ou outros animais. Também como espécie vegetal, cultivada ou nao, derivado do
vegetal como o produto da extracao de planta medicinal in natura ou da droga vegetal
na forma de extrato, tintura, alcoolatra, oleo fixo e volatil, cera, exsudato e outros
derivados (BRASIL, 2016).

Decreto n® 5.813, de 22 de junho, criou a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL, 2006 apud pedroso 2021), com
diretrizes e principios desenvolvidos e implementados de forma eficaz, com o objetivo

do uso seguro e racional pela populacgéo.
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Os medicamentos derivados de plantas sdo considerados alternativas seguras
em comparacdo com os medicamentos sintéticos, devido a sua facil disponibilidade,
baixo custo (MITTAL et al., 2019). Podem ser utilizados de diversas formas, como
extratos, cha, infusdes e Oleos essenciais (SANTOS, 2017). O Brasil por ser
contempla com um dos bioma mais antigo e rico em biodiversidade de plantas e
vegetais medicinais que o cerrado oferece, conta também com a rede de herbario que
ajuda nas pesquisas e conservacgao das diversificadas espécies de plantas.

Os Oleos essenciais sdo amplamente empregados na aromatizacdo de
alimentos, bebidas e produtos de confeitaria, gracas a versatilidade da sua
composicdo e a notavel capacidade antimicrobiana. A baixa toxicidade os torna
valiosos como agentes naturais de conservacéao de alimentos (OUSSALAH, CAILLET,
LAROIX, 2006). Reconhecidos como poderosos agentes antimicrobianos presentes
em plantas, sdo fundamentais para a mitigacdo de doencas e prejuizos econémicos
causados por microrganismos patogénicos. Além de suas propriedades
antimicrobianas, esses Oleos também exibem atividade antioxidante e anti-
inflamatdria (BORZINI et al., 2016; DHIFI et al, 2016). No entanto, os 6leos essenciais
sdo sensiveis a luz, ar, calor, umidade e metais, geralmente apresentando-se
incolores ou amarelados (SANTOS, 2017). Essa vulnerabilidade destaca a
necessidade de manipulacdo e armazenamento adequados para preservar sua

eficacia.
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3.4 OLEO DE OREGANO (ORIGANUM VULGARE L.)

FIGURA 1 - Orégano (Origanum vulgare L)

Fonte: Autoria propria

Orégano, conhecido cientificamente como Origanum vulgare L., pertence
a familia Lamiaceae, conhecida por seu uso culinéario e medicinal ao longo dos
séculos. Caracteriza-se por suas pequenas folhas ovais verdes e flores roxas,
sendo nativo da Europa, embora seja cultivado em véarias regidées do mundo
(LUKAS, SCHMIDERER, NOVAK, 2015). Conforme ilustrado na figura 1, o
orégano, com suas folhas frescas e as também as desidratadas, € usado como
tempero nos alimentos.

O orégano é conhecido como tomilho espanhol e manjerona selvagem,
uma planta perene, com flores, amplamente utilizada em temperos para
enriquecer o sabor dos alimentos. Além disso, apresenta propriedades
medicinais: anti-inflamatérias, antifingicas, antissépticas, antioxidantes,
emenagogas, carminativas, tdnicas, expectorantes e digestivas, fortalecendo o
sistema imunolégico devido as vitaminas e minerais como ferro, calcio,
manganés, magnésio e cobre (OLIVEIRA, 2010).

O 6leo essencial de Origanun vulgare L., composto pelo monoterpeno
fendlico carvacrol, um fitoconstituinte predominante devido a sua acao
antibacteriana (LEUTHIER et al.,, 2021). A composicdo também varia de
conforme fatores geograficos que influenciam na qualidade e quantidade do 6leo
essencial de orégano, que pode conter carvacrol, de timol, de y-terpineno, p-
cimeno e de linalol (KARIMINIK et al.,, 2019; REIS et al., 2020). Apresenta

atividade significativa contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
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(COSTA; FERREIRA, 2021), caracteristica promissora contra bactérias
multirresistentes, como Enterococcus faecalis, frequentemente associada a
infeccbes hospitalares (LAMBERTE et al., 2020).

O 6leo essencial de orégano (OEO) demonstrou sensibilidade em todas
as cepas de Staphylococcus aureus testadas. Evidenciou uma redugcédo no
processo de formacédo do biofilme sob a influéncia do OEO, indicando sua
capacidade de degradar o biofime em diferentes concentracdes. As
propriedades antioxidantes elevadas do OEO também foram observadas,
sugerindo seu potencial uso como agente antiestatico e contribuinte para a
desintegracéo do biofilme (KRYVTSOVA et al., 2020).

O efeito antibacteriano do 6leo essencial de orégano (OEO) também foi
investigado por VASCONCELOS et al. (2019) contra cepas de Klebsiella
pneumoniae, Serratia marcescens e Acinetobacter baumannii resistentes a
carbapenémicos. O OEO demonstrou efeitos inibitérios significativos contra as
cepas bacterianas testadas, com concentracdes inibitérias minimas (CIMs) de
0,059% para K. pneumoniae e S. marcescens, e de 0,015% para A. baumannii.
Além disso, observou-se que o OEO inibiu as cepas testadas tdo rapidamente
guanto os efeitos da polimixina em A. baumannii e mais rapidamente do que os
efeitos da polimixina e gentamicina em K. pneumoniae e S. marcescens,
respectivamente.

ZHAN et al., (2022) avaliaram a ag&do e 0 mecanismo antimicrobiano do
Oleo essencial de orégano contra E. faecalis. A concentracdo inibitéria minima
(CIM) do o6leo contra cepas de E. faecalis (ATCC 29212 e nove isolados)
caracterizou-se pela reducéo dos niveis intracelulares de trifosfato de adenosina
(ATP), hiperpolarizagdo da membrana celular, aumento das espécies reativas de
oxigénio intracelulares (ROS), elevacdo das concentracfes de malondialdeido
extracelular (MDA), diminui¢cdo da integridade da membrana celular e causando
alteracdes morfolégicas nas células. Em biofilmes, apresentou atividade eficaz
de inativagdo contra E. Faecalis, reduzindo o numero de células viaveis, a
viabilidade celular e os exopolissacarideos do biofilme, além de destruir sua

estrutura.
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3.5 CAPIM CIDREIRA (CYMBOPOGON CITRATUS)

Figura 2 - Capim cidreira (Cymbopogon citratus)

Fonte: préprio autor

Capim cidreira, de nhome Cientifico Cymbopogon citratus, pertencente a
familia Poaceae, € uma erva perene aromatica com propriedades medicinais e
culinarias, também conhecido como capim-limao (SMITH et al.,2010). Segundo
SILVA et al. (2014), o éleo essencial de capim-limao possui potencial aplicacao
no controle de microrganismos, tornando-o uma opc¢ao interessante em diversos
contextos, desde a industria farmacéutica até a industria de alimentos, onde
pode ser utilizado como conservante natural.

A planta de Cymbopogon citratus, conforme mostra a figura 1, € uma
graminea de folhas longas e estreitas, de cor verde vibrante, caracterizada por
um aroma citrico distintivo originario de seus Oleos essenciais (BROWN,
GREEN, 2015 ). Suas atividades biologicas incluem alcaloides, terpenoides,
derivados de fenilpropanoides, flavonoides, carotenoides, taninos,
glicosinolatos, pigmentos, ceras, Oleos, esterbis e clorofila (TAIZ ZEIGER,
2009). Esses compostos sdo responsaveis pelo aroma citrico e a presenca de
flavonoides atua como atividade antibacteriana, antifngica e antioxidante (LINS,
2015).

A atividade antibacteriana do 6leo essencial de Cymbopogon citratus tem
sido relatada contra diversos patégenos, incluindo bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas e fungos (CIMANGA, et al., 2002). O d6leo apresenta uma

abundéancia de monoterpenos oxigenados, sendo que, dentre eles, os citrais A
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(45,7%), B (31,6%) e geraniol (5,9%) se destacam (LAWAL et al., 2017;
MARINKOVIC et al., 2021).

3.6 ALECRIM (ROSMARINUS OFFICINALIS L.)

Figura 3 - Alecrim (Rosmarinus officinalis L.)

Fonte: Autoria propria

O alecrim, visualizado na figura 3 e de nome cientifico € Rosmarinus
officinalis L, € uma planta perene e aromatica da regido do Mediterraneo,
pertencente a familia Lamiaceae, uso em cosmético e culinario (OLIVEIRA;
VEIGA, 2019).

As atividades antioxidantes do alecrim estdo associadas aos compostos
acido carnésico, rosmanol, &cido rosmarinico, acido oleandlico, acido ursdlico,
carnosol, acido betulinico e acido oleandlico (BENINCA et al., 2017; ANDRADE
et al., 2018). O acido carnésico é um composto bioativo conhecido por sua acao
analgésica (MAIONE et al, 2017).

Devido as suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas, o alecrim &
benéfico no tratamento de diversas doencgas cutaneas, como alopecia, feridas,
envelhecimento da pele e dermatite atopica (LI POMI,2023).

O acido rosmarinico, reconhecido por suas propriedades anti-infecciosas,
antioxidantes, anti-inflamatorias e imunomoduladoras, tem sido explorado por
sua atividade anticancerigena em diferentes alvos moleculares. A nanomedicina
tem se dedicado ao desenvolvimento de sistemas de liberagéo terapéutica para
melhorar sua biodisponibilidade (CHAITANYA, 2022).
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O &cido carnésico e o carnosol destacam-se também pela sua capacidade
regulatéria no metabolismo lipidico e glicidico, sendo considerados para o
tratamento do diabetes mellitus e suas complicagdes (BAO, 2020).

Os compostos fenodlicos de Rosmarinus officinalis, apresentam potencial
terapéutico em distlrbios neurolégicos, incluindo doencas neurodegenerativas,
pridbnicas, isquemia cerebral, dor neuropatica e encefalomielite
(GHASEMZADEH, 2017; LI X, 2018).

O Alecrim, com propriedades estimulantes, € recomendado para controlar
tosse, gripe, crises de asma e ma digestdo. Ademais, exibe acéo diurética,
auxiliando no controle da hipertensdo arterial. Contribui para a melhoria da
vascularizacdo sanguinea e impede o acumulo de placas de colesterol nas
artérias, dificultando a oxidacdo do LDL, o que é benéfico para a saude
cardiovascular (AFONSO, et al,.2010). E eficaz no alivio de dores reumaticas,
entorses e contusdes, sendo rico em minerais como potassio, calcio, sodio,
magneésio e fosforo (GUERRA, BRUNA, 2023).

3.7 ROSA MOSQUETA (ROSA RUBIGINOSA SPP. AFFINIS/ROSA CANINAL.)

Figura 4 - Rosa mosqueta (Rosa rubiginosa spp. Affinis/ Rosa canina L.

2
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Fonte: https://pixabay.com/pt/images/search/rosa%20mosqueta/

&
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A rosa mosqueta, apresentada na figura 4 e de nome cientifico Rosa
affinis rubiginosa spp. affinis, € conhecida pelo 6leo extraido de suas sementes
contidas no fruto que a planta produz. Esse Oleo € amplamente aplicado nas
indUstrias cosmeética, farmacéutica e alimenticia, oferecendo beneficios como
fungdo bactericida e fungicida (SANTANA, 2015).

O dbleo essencial de rosa mosqueta € rico em acidos linoleico, linolénico e

oleico, possuindo alta concentracéo de vitamina C, além de vitaminas A, B1, B2,
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K e P, sais minerais, acidos fendlicos (acidos cumarico, metil éster, vanilina e
acido vanilico), tocoferdis e carotenos, flavonoides e taninos (ILYASOGLU,
2014). Apresenta acao anti-inflamatoria e antiestresse oxidativo, sendo utilizado
em casos de psoriase e dermatite atopica para promover a regeneracao celular
(BUTNARU et al., 2019). E também usado em baixas concentracées em blends
capilares (DE PAULA, 2023).

O alto valor nutritivo dos frutos da rosa mosqueta, que possuem elevadas
concentragbes de vitamina C e carotenoides (licopeno, beta-caroteno e
rubixantina), é aproveitado na fabricagdo de marmeladas, geleias e sucos
(SANTOS, 2009).

Os frutos apresentam uma grande concentracdo de acidos graxos
essenciais, necessarios para diversos processos fisiolégicos, tais como a
manutencao da integridade da pele, a estrutura das membranas celulares e a
sintese de compostos biologicamente ativos. Entre essas a¢cfes, destacam-se a
anticarcinogénese, antiaterosclerose, inibicdo de radicais livres, alteracdo na
composi¢cdo e no metabolismo do tecido adiposo, imunomodulacgéo, atividade
antibacteriana e antidiabética. Além dos frutos, os 6leos, as folhas e as sementes
também sé&o ricos em minerais (SANTOS 2009, SELAHVARZIAN et al., 2018).

Um estudo realizado por YILMAZ e ERCISLI (2018) na Turquia para
examinar as atividades antibacterianas de algumas espécies de rosas (Rosa
pisiformis, Rosa canina, Rosa villosa) revelou que as atividades antibacterianas
variaram nos extratos etanolicos obtidos a partir de diferentes espécies de
roseira. Enquanto isso, a concentracdo inibitéria minima (CIM) para Yersinia
enterocolitica, Enterococcus faecalis e Bacillus cereus variou de 9 a 11%,
indicando que R. canina. teve a maior atividade antibacteriana em comparacao

com outras espécies examinadas.
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4. MATERIAL E METODOS

Os estudos de investigacdo da atividade antimicrobiana dos oOleos
essenciais foram desenvolvidos no Laboratério de Microbiologia da Universidade
Brasil, no polo localizado na cidade de Fernandopolis, SP.

4.1 LINHAGEM BACTERIANA E MEIOS DE CULTIVO

Utilizou-se a linhagem de Enterococcus faecalis ATCC 17978 (American
Type Culture Collection). Para cultivo, empregou-se agar sangue agar (Oxoid®),
com incubacdo a 35°C por 48 horas. As suspensdes bacterianas foram
preparadas a partir de trés a quatro colénias da linhagem de E. faecalis
cultivadas em 4gar sangue, inoculadas em meio Brain Heart Infusion Broth (BHI,
Oxoid®) e incubadas em condicbes de aerobiose por 24 horas a 37° C.
Procedeu-se a centrifugacdo (4000 rpm) por cinco minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado, e o material precipitado ressuspendido em solugéo
estéril de NaCl (0,85%), sendo novamente submetido a centrifugacdo. Este
procedimento foi repetido cinco vezes com o objetivo de remover os
componentes do meio de cultura.

ApGs este procedimento, a suspenséo bacteriana foi diluida em solugéo
salina estéril (NaCl, 0,85%) até atingir a turbidez correspondente ao tubo 0,5 da
escala de MacFarland, equivalente a concentracdo de 1,5x10°® UFC/mL. Essa
suspensao bacteriana foi utilizada como in6culo para a avaliacdo antibacteriana
dos 6leos pela técnica de microdiluicdo em placas (CLSI, 2015), visando a
obtencéo da concentracao inibitoria minima (CIM), da concentracao bactericida

minima (CBM) e a cinética bactericida dos 6leos essenciais.

4.2 OLEOS ESSENCIAIS

Foram utilizados quatro Oleos essenciais adquiridos na FERQUIMA
Industria e Comércio Limitada, localizada em Varginia Grande Paulista, SP,
Brasil. Os 6leos essenciais empregados foram de alecrim (Rosmarinus officinalis
L.), capim-cidreira (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), orégano (Origanum

vulgaris L.) e rosa mosqueta (Rosa canina L.). Os experimentos foram
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conduzidos empregando-se concentracdes que variaram de 0,00% a 100%,

incluindo controles negativo e positivo.

4.3 TESTE DE ESTERILIDADE DO OLEO ESSENCIAL

Para assegurar a esterilidade dos 6leos essenciais, foram preparadas
diluicbes destes 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 incubadas a 37°C durante 24 horas. A
presenca de crescimento bacteriano contaminante foi indicada pela presenca de
um ‘pellet’ branco no fundo do poco. O 6leo foi considerado estéril quando néo
havia crescimento bacteriano ou auséncia de "pellet" (ALLAHGHADRI et al.,
2010).

4.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM)

Todas as avaliacdes foram realizadas em caldo BHI suplementado com
detergente Tween 20, na concentracdo, concentracdo final de 0,5% (v / v). A
linhagem de E. Faecalis foi suspensa em caldo BHI para dar uma densidade final
de 108 CFU mL™, e estas foram confirmadas por contagens de células viaveis. A
concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida minima
(CBM) foram avaliadas de acordo o procedimento recomendado pela Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2015. A CIM foi determinada por um
meétodo de microdiluicdo em placas de noventa e seis pocos (Figura 5). Apos
incubacéo a 37°C por 24h a CIM foi avaliada, sendo que presenca de células
bacterianas viaveis nas concentracfes nao inibitérias foi determinada pela
adicdo, em cada amostra, do corante 2,3,5 -Triphenyltetrazolium Chloride , no
volume de 50 pL. 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 6leo essencial capaz de
inibir o desenvolvimento bacteriano (SYLVESTER, 2011).
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Figura 5 - Método de microdiluicdo em placas para determinagéo da

concentracao inibitéria minima (CIM)

Adicionado de cada dleo essencial de Alecrim,
capim cidreira, rosa mosqueta e orégano na diluicao

determinada pela CFM 50pL do inéculo.

MO ANKRLARINE,,

8 9 10 11 12

M-MICRORGANISMO
0-OLEO

F-FUNGO

TOTAL= 96 POCOS
T°=37°C, por 24h

NA COLUNA 4, 100%
OLEO, TRANSFERIDO
PARA AS RESPECTIVAS

COLUNAS, E NA ULTIMA
DESPREZADO O QUE
SOBROU 0,05ML

Fonte: préprio autor

A concentracdo bactericida minima (CBM) foi determinada apés a
obtencéo dos resultados da CIM. As placas de microdiluicdo contendo poc¢os
com crescimentos visiveis ou ndo, foram agitados vigorosamente com o auxilio
do micropipetador, e em seguida 100uL da solucdo de cada poc¢o foram
transferidos para placas de Petri contendo meio agar sangue e incubados a 37°C
por 24 h. Designou-se como CBM a concentracdo minima em que ndo ocorreu

crescimento bacteriano.

4.5 CINETICA BACTERICIDA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Foram escolhidos Oleos essenciais com atividade antibacteriana em
concentracfes minimas. A curva de morte celular de Enterococcus faecalis foi
realizada de acordo com a metodologia de RAMLI et al. (2017). No ensaio foram
empregados os valores de CIM obtidos anteriormente no bioensaio de
microplaca, assim como uma inferior e outra superior a CIM. Os Oleos
ozonizados e in natura foram diluidos com o meio de caldo Muller Hinton (MHB)

contendo indculo de aproximadamente 106 UFC mL1. Em diferentes intervalos
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de tempo de exposicao (0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 minutos), 0,1 mL
da suspenséo foi diluido em série em solugéo salina tamponada com fosfato
(PBS) a 1% e plagueado em agar Muller Hinton (MHA). As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas, quando as col6nias foram contadas.

Para a avaliagdo da eficacia do efeito antimicrobiano de cada um dos
Oleos essenciais, a variagdo da carga microbiana foi analisada o 6leo essencial
gue apresentou a maior variagdo negativa (queda) na contagem microbiana.
Nesse contexto, a variagao percentual da contagem microbiana foi determinada

através da seguinte equacao:

(Contagemygmin — Contagemomin) 9

Contagem microbianage, essenciai (%) = 100

Contagemomin

Para entender melhor o resultado da equagédo acima, variacoes
negativas mostram diminuicdo na contagem microbiana e variacfes positivas

mostram aumento da contagem microbiana nos tempos avaliados.
4.6 ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas as seguintes analises:

e Analise descritiva das concentragfes minima inibitérias e bactericida de
cada um dos Oleos essenciais.

e Teste de Kruskal-Wallis para comparar a contagem microbiana e a
variagdo da contagem microbiana de acordo com o tipo de Oleo
essencial.

e Gréficos de linha para andlise da contagem microbiana de acordo com o
tipo de Oleo essencial.

e Graficos de intervalos de confianga da variagcdo da contagem microbiana
de acordo com o tipo de 6leo essencial.

e Todos os testes estatisticos foram aplicados com nivel de significAncia
de 5% (P<0,05).

e Software utilizado: Minitab 17 (Minitab Inc.).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quatro Oleos essenciais foram estudados de acordo com a sua
capacidade antimicrobiana, ou seja, foi avaliada a capacidade destes 6leos em
agir de forma eficaz contra a proliferagédo de Enterococcus faecalis. A Tabela 1
mostra as concentragdes inibitérias minimas e as concentracdes bactericidas

minimas para cada um dos 6leos avaliados.

Tabela 1 - Concentragdes minima inibitoria e bactericida para cada um

dos 6leos avaliados no estudo

Oleo essencial CIm? CBM!
Alecrim 12,5% 12,5%
Capim cidreira 25% 50%
Orégano 3.2% 3,2%
Rosa mosqueta 25% 25%

1 CIM: concentragéo inibitéria minima e CBM: concentragdo bactericida minima.

A Tabela 1 evidencia que as maiores concentracdes inibitérias minimas
foram observadas para os 6leos de capim cidreira e rosa mosqueta, ambos com
concentracédo igual a 25%. A menor concentracdo minima inibitéria foi observada
para o Oleo de orégano com 3,2%. Para a concentragdo bactericida minima foi
observado que o 6leo de capim cidreira foi 0 que apresentou maior concentragao,
50%, para que garantir a morte de Enterococcus faecalis. O Oleo de orégano se
destacou como o0 agente com menor concentragao para garantir o mesmo efeito,
com 3,2%.

A Tabela 2 mostra a contagem microbiana do Enterococcus faecalis

submetido ao 6leo essencial de alecrim nas suas respectivas concentracoes.
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Tabela 2 - Médiatdesvio padrdo (Mediana) da contagem microbiana do Enterococcus faecalis submetido ao 6leo essencial

de alecrim
Concentracbes
Tempo (min)
0% (controle) 6,25% 12,5% 25%
0 1,2.10°+0,0 (1,2.10% a 1,2.10°+0,0 (1,2.10% a 1,2.10°40,0 (1,2.10% a 1,2.10°+0,0 (1,2.10% a
30 1,2.10%+0,0 (1,2.10°%) a 2,0.10%+1,0.10% (2,0.10%) ¢ 9,0.10%+1,0.10%(9,0.10%) b 3,6.10%+1,5.102(4,0.10%) b
60 1,2.10%+0,0 (1,2.10°%) a 5,4.10%+1,5.102(5,5.10% b 1,1.10%+1,5.10* (1,2.10) ¢ 1,9.10'+1,0(1,9.10Y) ¢
90 1,1.10%+0,0 (1,1.10% b 4,3.10'+0,5.10! (4,0.10Y) e 1,4.10'+0,0 (1,4.10Y) d 4,6+2,5(5,0)d
120 1,0.106+5,7.10% (1,0.10%) ¢ 6,7.10'+0,5 (6,7.10%) d 0,0+0,0 (0,0) e 0,0+0,0 (0,0) e
150 1,0.106+1,0.10° (1,0.10% ¢ 6,9 £2,7 (8,0) f 0,0+0,0 (0,0) e 0,0+0,0 (0,0) e
180 8,6.10°+1,1.10° (8,0.10° d 0,0+0,0 (0,0) g 0,0+0,0 (0,0) e 0,0+0,0 (0,0) e
210 2,3.10°45,7.10%(2,0.10°) f 0,0+0,0 (0,0) g 0,0+0,0 (0,0) e 0,0+0,0 (0,0) e
240 3,8.10°+1,1.10* (3,8.10°) e 0,0+0,0 (0,0) g 0,0+0,0 (0,0) e 0,0+0,0 (0,0) e
Valor P! 0,001 0,001 0,001 0,001

1 Valor P referente ao teste de Kruskal-Wallis a P<0,05. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas pelo teste de comparagéo
multipla de Dunn a P<0,05.
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Os resultados apresentados na Tabela 2 evidenciam a presenca de
diferencas significativas na contagem microbiana ao longo do tempo de
exposicdo do microrganismo ao O6leo essencial de alecrim em todas as
concentragdes avaliadas. No tratamento controle as maiores contagens foram
observadas nos tempos iniciais, até 90 minutos, diminuindo de forma significativa
sua contagem, atingindo o menor valor de contagem microbiana no tempo de
210 minutos. Para a concentracdo de 6,25%, a contagem microbiana diminuiu
de forma significativa dos tempos 0 ao tempo de 150 minutos, sendo nula a partir
do tempo de 180 minutos de exposicao ao 6leo essencial.

As concentracfes de 12,5% e 25% apresentaram comportamento
semelhante, ou seja, a redugéo da carga microbiana foi significativa do tempo 0
ao tempo de 90 minutos, sendo nula a partir do tempo de 120 minutos de
exposicdo ao Oleo essencial. A Figura 6 mostra o comportamento da a¢ado do
Oleo essencial de alecrim nas concentracBes avaliadas no estudo para cada
tempo de exposicao.

KANT et al., (2018) avaliaram a concentracao inibitéria minima (CIM) e a
atividade antibiofiime do 6leo de alecrim contra quatro organismos Gram-
positivos (Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis) e seis Gram-negativos (Salmonella enterica sorovar
Typhi, Escherichia coli, Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
mirabilis e Klebsiella pneumoniae). Os autores concluiram que o 6leo essencial

de alecrim possui potente atividade antimicrobiana, antibiofilme e antioxidante.
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Figura 6 - Comportamento da carga microbiana em relacdo ao tempo de

exposi¢do ao oleo de alecrim nas concentragfes estudadas
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A Tabela 3 mostra a contagem microbiana do Enterococcus faecalis
submetido ao Oleo essencial de capim cidreira nas suas respectivas
concentracoes.

Os resultados da Tabela 3 mostram presencga de diferencas significativas
na contagem microbiana quando os tempos de exposi¢cao ao 6leo essencial de
capim cidreira foram comparados em todas as concentracdes avaliadas
(P=0,001). A concentracdo de 12,5% mostrou diminuicdo gradativa da carga
microbiana ao longo do tempo de exposi¢cao, promovendo concentracao nula de
microrganismo no tempo de 240 minutos. A concentragdo de 25% apresentou
diminuicdo gradativa da carga microbiana até 150 minutos com contagem
microbiana nula a partir de 180 minutos. A concentragdo de 50% foi a mais
efetiva, diminuindo a carga microbiana de forma significativa até 90 minutos com

carga microbiana nula a partir de 120 minutos.
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Tabela 3 - Médiatdesvio padrdo (Mediana) da contagem microbiana do Enterococcus faecalis submetido ao 6leo essencial

de capim cidreira

Concentracbes
Tempo (min)
0% (controle) 12,5% 25% 50%
0 1,2.10°+0,0 (1,2.10% a 1,2.10°+0,0 (1,2.10% a 1,2.10°+0,0 (1,2.10% a 1,2.10°+0,0 (1,2.10% a
30 1,2.10%+0,0 (1,2.10°%) a 8,3.10%+5,7.10° (8,0.10% b 2,5.10%+1,0.10%(2,5.10% b 2,3.10%+1,5.102(2,4.10% b
60 1,2.10%+0,0 (1,2.10°) a 2,5.10*+2,5.10%(2,5.10% c 4,4.10°+1,0.10% (4,4.10% c 1,1.10%1,0,10*(1,1.10) ¢
90 1,1.10%+0,0 (1,1.10% b 3,7.10%+2,0.10% (3,7.10%) d 3,2.10%+1,1.10* (3,2.10%) d 1,4.10'+2,0 (1,4.10Y) d
120 1,0.106+5,7.10% (1,0.10%) ¢ 7,3.10%+5,7.10* (1,8.10%) e 9,3.10'%5,7 (9,0.10%) e 0,0+0,0 (0,0) e
150 1,0.106+1,0.10° (1,0.10% ¢ 1,8.10%5,7 (1,8.10%) f 2,0.10'+0,5 (2,0.10%) f 0,0+0,0 (0,0) e
180 8,6.10°+1,1.10° (8,0.10° d 3,9.10'+0,0 (3,9.10%) ¢ 0,0+0,0 (0,0) g 0,0+0,0 (0,0) e
210 2,3.10°45,7.10%(2,0.10°) f 1,6+0,5 (2,0) h 0,0+0,0 (0,0) g 0,0+0,0 (0,0) e
240 3,8.10°+1,1.10* (3,8.10°) e 0,0+0,0 (0,0) i 0,0+0,0 (0,0) g 0,0+0,0 (0,0) e
Valor P! 0,001 0,001 0,001 0,001

1 Valor P referente ao teste de Kruskal-Wallis a P<0,05. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas pelo teste de comparagéo
multipla de Dunn a P<0,05.
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Figura 7 - Comportamento da carga microbiana em relacdo ao tempo de exposicdo ao Oleo de capim cidreira nas

concentracOes estudadas
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A Tabela 4 mostra a contagem microbiana do Enterococcus faecalis submetido ao 6leo essencial de orégano nas suas
respectivas concentragoes.

Os resultados da Tabela 4 mostram presenca de diferencas significativas na contagem microbiana quando os tempos de
exposicao ao Oleo essencial de orégano foram comparados em todas as concentracdes avaliadas (P=0,001). A concentracao de
1,6% mostrou diminuicao gradativa da carga microbiana até 90 minutos, promovendo concentracdo nula de microrganismo no tempo
de 120 minutos. A concentracdo de 3,2% apresentou diminuicdo gradativa da carga microbiana até 30 minutos com contagem
microbiana nula a partir de 60 minutos. Comportamento semelhante foi observado para a concentracédo de 6,25%, em que a carga
microbiana diminuiu de forma significativa até 30 minutos com carga microbiana nula a partir de 60 minutos.

As folhas de capim cidreira utilizadas na forma de cha, com a planta fresca, para proporcionar efeitos calmantes em casos de
ansiedade e insbnia,(BORTOLUZZI, et al 2020). Eficiente no auxilio do tratamento da hipertensao arterial, 0 6leo essencial apresenta
efeito antiespasmadico, analgésico, antifingicos, antimicrobianos, anticarcinogénicas, antihelminticas, inseticida e larvicida entre
outros beneficios terapéuticos. O citral, um componente em maior quantidade no 6leo essencial desta planta (OLIVEIRA, C. C. A.
de .; SANTOS, J. S.2021; DA SILVA et al.,2016).
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Tabela 4 - Médiatdesvio padrdo (Mediana) da contagem microbiana do Enterococcus faecalis submetido ao 6leo essencial

de orégano
Tempo Concentragoes
(min) 0% (controle) 1,6% 3,2% 6,25%
0 1,2.10%+0,0 (1,2.10°) a 1,2.10%+0,0 (1,2.10°) a 1,2.10%+0,0 (1,2.10°) a 1,2.10%+0,0 (1,2.10°) a
30 1,2.10%+0,0 (1,2.10°%) a 2,3.10%+1,5.10% (2,3.10% b 9,3.10'+1,1.10'(1,0.10% b 3,3.10'+1,5.10'(3,0.10Y) b
60 1,2.10%+0,0 (1,2.10% a 1,4.10%+1,5.10%(1,4.10%) ¢ 0,0+0,0 (0,0) c 0,0+0,0 (0,0) c
90 1,1.10%+0,0 (1,1.10% b 1,4.10'+0,5 (1,4.10%) d 0,0+0,0 (0,0) c 0,0+0,0 (0,0) c
120 1,0.10%+5,7.10% (1,0.10°) ¢ 0,0£0,0 (0,0) e 0,0+0,0 (0,0) c 0,0+0,0 (0,0) c
150 1,0.10%+1,0.10° (1,0.10%) ¢ 0,0+0,0 (0,0) e 0,0+0,0 (0,0) c 0,0+0,0 (0,0) c
180 8,6.10°+1,1.10° (8,0.10°) d 0,0+0,0 (0,0) e 0,0+0,0 (0,0) c 0,0+0,0 (0,0) c
210 2,3.10°+5,7.10%(2,0.10°) f 0,0+0,0 (0,0) e 0,0+0,0 (0,0) c 0,0+0,0 (0,0) c
240 3,8.10°+1,1.10*(3,8.10°) e 0,0+0,0 (0,0) e 0,0+0,0 (0,0) c 0,0+0,0 (0,0) c
Valor 0,001 0,001 0,001 0,001

Pl

1 Valor P referente ao teste de Kruskal-Wallis a P<0,05. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas pelo teste de comparagéo

multipla de Dunn a P<0,05.
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Figura 8 - Comportamento da carga microbiana em relacdo ao tempo de

exposicao ao Oleo de orégano nas concentracdes estudadas
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A Tabela 5 mostra a contagem microbiana do Enterococcus faecalis submetido
ao Oleo essencial de rosa mosqueta nas suas respectivas concentracoes.

Os resultados da Tabela 5 mostram presencga de diferencas significativas
na contagem microbiana quando os tempos de exposicdo 6leo essencial de rosa
mosqueta foram comparados em todas as concentracdes avaliadas (P=0,001).
A concentracgéo de 12,5% mostrou diminui¢do gradativa da carga microbiana até
240 minutos, ndo havendo carga microbiana nula no tempo avaliado. A
concentracéo de 25% apresentou diminui¢cdo gradativa da carga microbiana até
180 minutos com contagem microbiana nula a partir de 210 minutos. Para a
concentracdo de 50% foi possivel observar que a carga microbiana diminuiu de
forma significativa até 150 minutos de exposicao ao 0leo, com carga microbiana
nula a partir de 180 minutos.

Em um estudo conduzido por ALTUN et al. (2022), o carvacrol foi
identificado como o principal componente do 6leo essencial de orégano (OEO).
O orégano demonstrou uma notavel atividade antibacteriana, com a
concentracdo inibitdria minima variando entre 0,125% e 1,00%. Também

apresentou um efeito sinérgico quando combinado com outros Oleos. Esses
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resultados sugerem que o Oleo essencial de orégano, tanto quando usados
isoladamente quanto em combinacdo com outros 6leos, pode ser considerado
um agente antibacteriano promissor contra patégenos. O componente carvacrol
apresentou efeito antibacteriano contra cepas de Acinetobacter baumannii
multirresistentes , sugerindo seu potencial uso no tratamento de infec¢des por
essas cepas e uma associacao significativa da atividade do OEO com ruptura

da membrana celular, desestabilizacdo e apoptose (AMARAL et al.,2020).



44

Tabela 5 - Médiatdesvio padrdo (Mediana) da contagem microbiana do Enterococcus faecalis submetido ao 6leo essencial

de rosa mosqueta

Concentracdes
Tempo (min)
0% (controle) 12,5% 25% 50%
0 1,2.10%+0,0 (1,2.10%) a 1,2.10%+0,0 (1,2.10%) a 1,2.105+0,0 (1,2.10%) a 1,2.10%+0,0 (1,2.10%) a
30 1,2.10%+0,0 (1,2.10%) a 1,4.105+4,1.10% (1,6.10% b 2,0.105+3,6.104(2,1.10% b 2,3.10%+1,5.108(2,4.10% b
60 1,2.10%+0,0 (1,2.10%) a 1,6.10%+6,0.10%(1,3.10% c 2,7.10%+1,6.104(2,4.109 ¢ 1,6.10%+1,0.102(1,6.10%) c
90 1,1.10%+0,0 (1,1.10%) b 2,6.10%+5,7.102 (3,0.10%) d 3,2.10%+1,1.102(3,2.10%) d 1,4.10%+0,0(1,4.109) d
120 1,0.10%+5,7.10% (1,0.108) ¢ 2,6.10%+5,7.10% (3,0.10%) d 9,3.10245,7.10%(9,0.10%) e 9,0+0,0(9,00) e
150 1,0.10%+1,0.10° (1,0.10%) c 2,4.10%+1,1.10' (2,4.10%9) e 2,0.10245,7(2,0.10%) f 1,6+£0,5(2,0) f
180 8,6.10°+1,1.10%(8,0.10% d 9,6.10'+1,1.10 (9,0.10%) f 1,0.10'+0,0(1,0.10Y) g 0,0+0,0 (0,0) g
210 3.10545,7.10%(2,0.10%)f 2,6.10'+1,1 (2,6.10%) g 0,0+0,0 (0,0) h 0,0+0,0 (0,0) g
240 3,8.105+1,1.104 (3,8.10%) e 1,6+0,5 (2,0) h 0,0+0,0 (0,0) h 0,0+0,0 (0,0) g
Valor 0,001 0,001 0,001 0,001
Pl

multipla de Dunn a P<0,05.

1 Valor P referente ao teste de Kruskal-Wallis a P<0,05. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencgas significativas pelo teste de comparacao
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Figura 9 - Comportamento da carga microbiana em relacdo ao tempo de

exposicao ao 6leo de rosa mosqueta nas concentracdes estudadas
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A variagéo percentual da contagem microbiana foi determinada por meio de
estatisticas descritivas (Tabela 6) a fim de observar quais 6leos essenciais obtiveram
maior eficacia na reducéo da contagem microbiana.

As propriedades medicinais da rosa mosqueta no tratamento de doenca das
articulacdes que resulta da degeneracédo da cartilagem e do o0sso subjacente. Além
disso, existem evidéncias sobre as propriedades antibacterianas, anticancerigenas,
antidiabéticas e antiobesidade (SELAHVARZIAN et al., 2018; BUTNARU et al., 2019).
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Tabela 6 - Médiatdesvio padréo (Mediana) da variacao percentual (%) da contagem

microbiana em relacdo aos 6leos essenciais avaliados

Oleos essenciais Variacdo da carga microbiana Valor P!
Alecrim (12,5%) -93,646,7 (-94,9) b

Capim cidreira (50%) -95,5+5,5 (-97,9) ab 0,001
Orégano (3,2%) -99,940,0 (-99,9) a

Rosa mosqueta (25%) -85,6+9,9 (-86,6)

1 Valor P referente ao teste de Kruskal-Wallis a P<0,05. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferencas significativas pelo teste de comparacdo mdltipla de Dunn a P<0,05.

O resultado da Tabela 6 indicou a presenca de diferencas significativas
(P=0,001) na variagdo da contagem microbiana nas concentragbes bactericidas
minimas de cada 6leo essencial. O éleo de orégano apresentou maior efetividade
antimicrobiana por resultar em reducdo da carga microbiana em 99,9% em 60 minutos
de exposicdo. Nao houve diferencas significativas na redu¢cdo microbiana dos 6leos
de orégano e capim cidreira, pressupondo que o 6leo de capim cidreira também se
mostrou efetivo contra o microrganismo avaliado, ja que apresentou reducdo
percentual microbiana média de 95,5%.

O dleo de alecrim apresentou reducédo microbiana média de 93,6% e o 6leo de
rosa mosqueta apresentou reducdo microbiana média de 85,6%, mostrando-se o

menos efetivo contra o microrganismo avaliado.
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6. CONCLUSAO

De acordo com a metodologia utilizada e os resultados obtidos, os 6leos de
alecrim, capim-cidreira, orégano e rosa mosqueta apresentaram atividade
antibacteriana frente ao Enterococcus faecalis. As concentracfes minimas desses
Oleos foram eficazes tanto na inibicdo do crescimento bacteriano quanto na
eliminacdo das colbnias bacterianas. Destaca-se que os 6leos de alecrim e o0 orégano
apresentaram as menores concentracbes eficazes, com o 6leo de orégano
alcancando uma reducédo de 99,9% na contagem microbiana, seguido pelo alecrim
com 93,6%, capim-cidreira com 95,5% e rosa mosqueta com 85,6%. O tempo de
sobrevivéncia das bactérias, avaliado por meio da curva de crescimento, revelou que
a nulidade na contagem de unidades formadoras de coldnias foi alcangada em
diferentes intervalos de tempo para cada 0Oleo, sendo 60 minutos para o Oleo de
orégano na concentracdo de 3,2%, 120 minutos para o 6leo de alecrim na
concentracdo de 12,5%, e o capim-cidreira e rosa mosqueta, ambos com a
concentragéo de 25%, com diferenga nos intervalos de tempo foram 180 minutos para
0 Oleo de capim cidreira e de 210 minutos para o 6leo de rosa mosqueta.

Esses resultados sugerem que esses Oleos possuem potencial como
ingredientes em formula¢des antibacterianas, oferecendo alternativas naturais para o
controle de infeccdes bacterianas causadas por Enterococcus faecalis. Contudo, sao
necessarias mais pesquisas para compreender completamente seus efeitos e garantir

sua seguranca e eficacia.
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