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RESUMO

Os Oleos essenciais de plantas medicinais, vém sendo utilizados como alternativas nos
tratamentos das doengas infecciosas causadas pelas cepas de Escherichia coli, Candida
albicans e Staphylococcus aureus. A Melaleuca é uma das plantas mais utilizadas para fins
medicinais, e seu dleo extraido tem sido um dos mais utilizados mundialmente no tratamento
para acnes, infec¢oes entre outros. O 6leo de gengibre vem sendo utilizado como potente anti-
inflamatdrio, antimicrobiano. A resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos vem sendo
um grande problema para humanidade tornando os estudos dos 6leos essenciais de extrema
importancia para novos farmacos em potencial. Neste trabalho foi realizada uma reviséo de
literatura tendo como fontes de pesquisa artigos em bases de dados como Pub Med, Google
Scholar, Science e Nature, com o objetivo de avaliar a concentracdo inibitoria minima (CIM)
dos oleos essenciais de Melaleuca e de Gengibre sobre as cepas de Escherichia coli, Candida
albicans e Staphylococcus aureus. Foi reportado que os 6leos essenciais de Melaleuca e
Gengibre foram eficazes na inibicdo destes microrganismos. A Candida albicans se mostrou
mais susceptivel ao 6leo de gengibre, entretanto, o 6leo de Melaleuca mostrou melhor atividade
sobre a cepa de Escherichia coli. Estes resultados apresentam grande potencial para 0 uso dos
Oleos essenciais como produtos farmacéuticos ativos contra estes trés microrganismos

futuramente, tendo em vista novos estudos para melhores resultados.

Palavras chaves: Oleos essenciais, Melaleuca, Gengibre, Resisténcia Antimicrobiana



ABSTRACT

Essential oils from medicinal plants have been used as alternatives in the treatment of infectious
diseases caused by strains of Escherichia coli, Candida albicans and Staphylococcus aureus.
Melaleuca is one of the most used plants for medicinal purposes, and its extracted oil has been
one of the most used worldwide in the treatment of acnes, infections, among others. Ginger oil
has been used as a potent anti-inflammatory, antimicrobial. The resistance of microorganisms
to antimicrobials has been a major problem for humanity and has made the studies of essential
oils extremely important for potential new drugs. In this work, a literature review was carried
out using articles in databases such as Pub Med, Google Scholar, Science and Nature as sources
of research, with the objective of evaluating and determining the minimum inhibitory
concentration (MIC) of essential oils of Melaleuca and Ginger on Escherichia coli, Candida
albicans and Staphylococcus aureus strains. Melaleuca and Ginger essential oils were reported
to be effective in inhibiting the microorganisms Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
Candida albicans. Candida albicans was more susceptible to ginger oil, however, Melaleuca
oil showed better activity against the Escherichia coli strain. These results show great potential
for the use of essential oils as active pharmaceutical products against these three

microorganisms.

Keywords: Essential Oils, Melaleuca, Ginger, Antimicrobial Resistance
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1. INTRODUCAO

Segundo FURTADO et al., (2019) antimicrobianos séo farmacos de origem natural,
sintética ou semissintética com a finalidade de impedir ou inibir o crescimento de patégenos e
destrui-los. Sua utilizacdo clinica modificou o curso natural, melhorando o progndstico das
doencas infecciosas, que sdo combatidas com a utilizacdo desses medicamentos. Entretanto, um
dos problemas mundiais € uso indiscriminado desses medicamentos, 0 que favorece a selecao
de cepas resistentes, que podem se propagar facilmente, contribuindo com o aumento da
mortalidade, morbidade, prolongamento no tempo de internacdo e elevagdo nos custos do
tratamento.

A resisténcia a antimicrobianos, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
constitui-se como um dos problemas mais graves de salde publica, tanto em paises
desenvolvidos como em paises emergentes. A resisténcia ocorre quando hd mutagcfes genéticas
ou outros mecanismos de variabilidade que promovem a recombinacdo de genes onde atua a
selecdo natural (DE ANDRADE et al.,2015).

Dentre os diversos microrganismos que apresentam resisténcia antimicrobiana, trés
estdo entre 0s mais resistentes e devem receber aten¢do quanto & procura de novas terapias:

Os micro-organismos do género Candida sdo encontrados na microbiota da mucosa
reprodutiva e gastrointestinal, vivendo de forma simbionte, em cerca de 50-70% dos individuos
saudaveis. Este género é formado por micro-organismos oportunista, que acometem,
principalmente, pacientes imunodeprimidos, como também em tratamento com
antimicrobianos de amplo espectro. Estas condigdes tornam esses micro-organismos
importantes agentes causadores de infec¢do, como a Candidiase, que podem ser superficiais ou
invasivas (PAPPAS et.al, 2018). Candida albicans é um fungo dimorfico (FRANK etal., 1988),
conhecido por causar infec¢Ges nas mucosas, podendo também causar infec¢es na corrente
sanguinea em pacientes imunossuprimidos, disseminando em o6rgédos internos (SUDBERY,
2011). Esses microrganismos podem ser isolados na boca, no trato gastrointestinal, orofaringe,
vagina e pele de individuos saudaveis. A candidiase é comum em 75% das mulheres pelo menos
uma vez na vida, algumas séo recorrentes, em episodios cronicos. Atualmente, trata-se com
nistatina, fluconazol e anfotericina B por via oral (GOMPERITZ, 2015).

A Escherichia coli é uma bactéria, Gram-negativa, anaerdbica facultativa e um dos

microrganismos importantes na etiologia de infeccdes hospitalares; em muitos paises é o



principal agente de infec¢des intestinas e urinarias. S&o isoladas a partir do intestino grosso
humano, sendo, assim, inofensivas a nossa satide (MARTINEZ et al., 2011). Os medicamentos
utilizados no tratamento das infecgdes por Escherichia coli s&o gentaminicina, ciprofloxacino,
cefalotina, nitrofurantoina.

No grupo das bactérias Gram-positivas a Staphylococcus aureus possuem um destaque
pelo envolvimento na etiologia de uma ampla diversidade de manifestagdes clinicas. As
infeccOes causadas por esse patdgeno podem ser brandas como ocorre com as infecgdes de pele
e infec¢Oes urinarias ou severas, Como: pneumonia, sepse e osteomielite (TRACEY et al. 2018).
Atualmente o tratamento atualmente é feito com meticilina/oxacilina, porém h& um grande
desafio devido a emergéncia de cepas de MRSA (Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus)
expressando multirresisténcia.

A grande preocupagéo esta relacionada, principalmente, com os isolados resistentes a
meticilina (MRSA), que, tradicionalmente, estavam limitados aos hospitais. Nos ultimos anos,
infeccdes causadas por MRSA associadas ou adquiridas na comunidade (CA-MRSA) tém sido
relatadas com frequéncia crescente em todo o mundo. Algumas caracteristicas fenotipicas e
genéticas sdo distintas entre a forma de infeccdo hospitalar e a comunitaria. Atualmente,
verifica-se um perfil de sensibilidade reduzido para diferentes antimicrobianos; sendo assim
faz-se necesséario um alerta aos profissionais da saude, particularmente aos dermatologistas,
para a a importancia da distin¢do entre as formas de infec¢des, evitando uma terapia empirica
incorreta e sem sucesso (GELATTI et al,2009).

Para tentar sanar o problema da resisténcia aos antimicrobianos, cientistas vem em busca
de alternativas naturais para que contribuam para a saide mundial, podendo encontrar
substancias mais eficazes e menos toxicas. Uma das alternativas que vem sendo estudas, sdo 0s
6leos essenciais de diversas plantas, geralmente extraidos de folhas, flores, sementes, cascas e
raizes podendo ser extraidos por meio de diferentes técnicas.

Os Oleos essenciais (OE) sdo compostos quimicos volateis, que sdo encontrados no
metabolismo secundario das plantas. Podem ser extraidos de semente, frutos, flores, cascas e
raizes. Suas atividades antimicrobianas estdo associadas a compostos, como o terpeno, eugenol,
ealicina. Muitos desses compostos possuem principios ativos que sdo hidrofobicos, onde atuam
rompendo as paredes celulares microbianas (SILVA et.al,2019).

No Brasil, 0 emprego de produtos naturais esta presente desde antes da colonizacéo,

quando os indios ja utilizavam empiricamente e transferiram seus conhecimentos aos



colonizadores, tornando-os amplamente utilizados na “medicina caseira” (LIMA et al., 2012).
No inicio os materiais vegetais eram utilizados, exatamente da maneira que eram encontrados
depois, com o surgimento de novas tecnologias, comecaram a serem concentrados, favorecendo
a intensidade e uniformidade de suas acGes. Com o avanco da ciéncia e tecnologia, as
substéncias ativas contidas nesses produtos puderam ser identificadas, isoladas, e usadas como
moléculas sinteticamente elaboradas, com uma atividade terapéutica mais eficiente (BACCHI
et al., 2003).

1.1. OLEOS ESSENCIAIS DE Melaleuca alternifolia E Zingiber officinale

O 6leo de Melaleuca, conhecido internacionalmente como tea tree oil (TTO), é um 6leo
essencial volatil obtido através da destilacdo por arraste a vapor ou hidrodestilagdo das folhas
de uma espécie arbdrea originaria da Australia, a Melaleuca alternifolia, de grande importancia
medicinal (CASTRO et al., 2005). Esse 6leo essencial possui comprovada a¢do antimicrobiana
contra bactérias e fungos filamentosos patogénicos ou saprofitos (ANDRADE et al., 2003;
CARSON et al., 2006).

O oleo essencial das plantas de Melaleuca alternifolia, cultivadas na Australia,
caracteriza-se pela mistura aproximada de 97 compostos, a maioria ja identificados. Os
principais constituintes mais importantes relacionados a atividade antimicrobiana sdo os
compostos que integram uma classe de substancias de formula quimica geral denominados
terpenos, sendo eles, o terpinen-4-ol, 1,8-cineol, a-terpineno, y-terpineno, a-pineno, B-pineno,
a-terpineol, p-cimeno e &lcoois sesquiterpénicos, que representam cerca de 90% do 6leo
(BROPHY et al., 1989; MURTAGH, SMITH, 1996). Tais substancias permitem a esse 6leo
apresentar um amplo espectro de agdo antibacteriana, que compreende tanto as espécies Gram-
positivas quanto as Gram-negativas, alem de atividade antifingica potente. Atribui-se ao 6leo
de Melaleuca, caracteristicas terapéuticas interessantes como ac¢do antiacne, onicomicose,
dermatite, eczema, halitose, dentre outros (PRIEST & PRIEST, 2002; ANDRADE et al., 2003).

O rendimento de 6leo essencial para varias espécies do género Melaleuca ssp. é variavel,
dependendo de diversos fatores (MURTAGH, 1996). Em Melaleuca alternifolia o rendimento
é de aproximadamente 1 a 2% do peso fresco da planta utilizada (CARSON, 1993). Devido as

suas propriedades farmacoldgicas, € utilizado em formulacGes farmacéuticas de varios produtos



como shampoos, sabonetes, cremes dentais, antisséptico bucal, repelente de insetos, produtos
veterinarios, germicidas de condicionadores de ar, dentre outros (RIEDL,1997).

Outro oleo essencial bastante promissor é o Gengibre (Zingiber officinale) que vem
sendo empregado hd muito tempo como planta medicinal, devido as suas propriedades
antimicrobianas, anti-inflamatérias, além de possuir propriedades cicatrizantes. Segundo
GHASEMZADEH (2016), as atividades antimicrobianas associadas ao gengibre ocorrem
devidos aos seus metabolitos secundéarios e fotoquimicos (compostos flavonoides e fendlicos).
RAHMANI (2014) afirma que os compostos associados as atividades antimicrobianas sdo 0s
ndo volateis, ou seja, 0s que sdo misciveis a solventes organicos. Sendo assim 0s extratos de
etanol e metanol véo apresentar atividades microbianas mais altas do que os que possuem
extratos aquosos.

De acordo com ARAUJO (1999) o componente majoritario do dleo essencial de
gengibre e o zingibereno (CisH24). Vérias propriedades do gengibre foram comprovadas em
experimentos cientificos, onde destaca-se atividades anti-inflamatérias, antiemética e anti-
nausea, além da atividade antimicrobiana. Essa planta medicinal também apresenta principios
ativos que possuem acédo anti-hipertensiva, cardioprotetora, fortalece os vasos capilares agindo
na diminuicdo da fragilidade capilar sendo aplicados em doencas circulatérias. O 6leo essencial
possui como principal constituinte o terpinen-4-ol, apontando como principal responsavel pela
acdo hipotensora da planta, efeitos hipotensores também séo visualizados através do extrato
hidro alcodlico da planta (LIMA,2008; DANTAS 2007; PINTO et al. 2010).

Segundo MARTINS (2000) o oOleo essencial de Zingiber officinale tem como
constituintes quimicos o gingerol, zingibereno, -felandreno, citral, canfeno e cineol, entre
outros.

Os 0leos essenciais possuem muitos compostos, dentre eles estd o composto fenolico
que também sdo os principais componentes responsaveis pela acdo antimicrobiana. Os
compostos fenolicos sdo hidrofobicos e o seu sitio de agdo é a membrana celular da célula
microbiana. Esses compostos se acumulam na bicamada lipidica causando desarranjo na funcéo
e na estrutura da membrana e penetram a célula bacteriana, exercendo atividade inibitéria no

citoplasma celular, provocando lise e liberagdo do ATP intracelular (WALSH et al.,2013).



1.2. CARACTERISITICAS E MECANISMOS DE ACAO DOS TERPENOS

Os terpenos sao metabolitos secundarios de origem natural que sdo encontrados em uma
diversidade de plantas e sdo os principais componentes dos 0leos essenciais, desempenham
diversas funcgdes, entre elas mecanismo de defesa contra herbivoros e patégenos (VIEIRA,
2018). Sdo compostos por uma unidade de isopreno (C5H8) e desempenham uma variedade de
acOes biologicas como: anticonvulsivante, anti-inflamatéria, sedativa, antinociceptiva e
antimicrobiana (ROSA, 2003, ALVIANO, 2005; BATISTA, 2008; CHANG et al, 2014;
YANG et al 2014).

Os terpenos apresentam diferentes estruturas entre si, mas sao provenientes da geracédo
do 5C como o isopentenil difosfato (IPP) e dimetilalila difosfato (DMAPP). Existem duas vias
que podem gerar a unidade C5: a via do mevalonato e a via do fosfato de metileritritol
(VIRIATO, 2014; SINGH et al, 2015). A via do mevalonato ocorre no citosol, reticulo
endoplasmatico e peroxissomos. A condensacdo de acetil-CoA leva a sintese de 3-hidroxi-3
metilglutarilo-CoA que posteriormente produzira acido mevalénico. Através de processos de
fosforilagdo e descarboxilagdo o acido mevalbnico é convertido em isopentenil difosfato (IPP)
(SINGH et al, 2015).

Os terpenos podem ser chamados de “alcanos naturais”, quimicamente falando, pois ele
apresenta uma dupla ligacdo carbdnica, onde sdo classificados como hidrocarbonetos
(MURRY,2011). Se o terpeno possuir oxigénio é chamado de terpenoide, apresentando
diversas funcGes quimicas como: alcool, aldeido, éter, cetonas e acidos (MAREI et al. 2012).

Os terpenos podem ser classificados de acordo com o nimero de unidades de isopreno
(C5H8) em: hemiterpeno (5C), monoterpeno (10C), sesquiterpeno (15C), diterpenos (20C),
sesterpenos (25C), triterpeno (30C), tetraterpeno (40C) (VIRIATO, 2014, SINGH et al, 2015).
Também podem ser subclassificados em termos de grau de ciclizacdo da molécula em: aciclicos
(cadeia aberta), monociclicos e biciclicos (DEWICK, 2015).

O mecanismo de acdo desses compostos podem ser a: desintegracdo da membrana
citoplasmaética levando a desestabilizacdo da forca proton-motriz, do transporte ativo, do fluxo

de elétrons e da coagulacéo de contetdo celular (BURT, 2004).

1.3. ELEMENTOS RELACIONADOS A RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DOS
PATOGENOS



Os elementos relacionados a resisténcia aos antimicrobianos sdo genéticos e consistem
em mecanismos como: inativacdo enzimatica, blogueio ou protecdo do sitio alvo e alteracdes
relacionadas a permeabilidade da membrana.

Os microrganismos podem expressar resisténcia intrinseca, ou seja, mecanismos de
resisténcia naturais de um género ou espécie, ou podem expressar resisténcia adquirida, que se
originam a partir de mutagdes nos proprios genes ou pela aquisicao dos genes de resisténcia de
outras microrganismos, sendo por conjugacdo de plasmideos ou transposons, por transdugéao
via bacteriofago ou transformacéo devido ao ambiente (DE ANDRADE et.al,2016).

O conhecimento a respeito dos mecanismos bioquimicos e genéticos envolvidos na
resisténcia antimicrobiana é de grande importancia, e, apesar destes mecanismos variarem entre
as diferentes espécies, a resisténcia é causada por alguns fatores basicos como a inativacao do
antimicrobiano, realizada diretamente na molécula bioativa por alteragdes quimicas geralmente
promovidas por enzimas; por modificacdo do alvo, que leva a perda de sensibilidade ao
antibidtico; por mudancas na bomba de efluxo e permeabilidade externa da membrana que
promovem a reducdo da concentracdo do antibidtico sem sua modificacdo quimica; por
transmissdo do alvo, onde 0s microrganismos se tornam insensiveis a antimicrobianos porque
sdo capazes de transmitir a inativacao de uma determinada enzima, ou seja, 0s antibiéticos com
mecanismos de acao que envolvem inibi¢do enzimatica tornam-se inativos por nao terem o alvo
para atuar; e por aquisicdo de vias metabodlicas alternativas aquelas inibidas pela droga
(WHIGHT, 2010; GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; VAN HOEK et al., 2011;
BHULLAR et al., 2012).

As transferéncias de genes sdo associadas a fendmenos como transferéncia horizontal
de genes e mutacBes (DAVIES,2010). A mutacdo € uma alteracdo na sequéncia de bases do
DNA, sendo que podem ser espontaneas ou forcadas. As mutacdes espontaneas ocorrem na
auséncia da intervencdo de agentes causadores de mutacdo, como radiag¢éo e produtos quimicos,
sendo o contrario aplicado para as mutagdes forcadas (TORTORA et al., 2010).

A transferéncia horizontal de genes é responsavel pela dissemina¢do de uma grande
variedade de genes de resisténcia a antimicrobianos entre espécies distintas de bactérias e
fungos (GAZE et al, 2011). A transferéncia horizontal de genes pode ocorrer por meio de
mecanismos, como conjugacdo, transformacdo e transducdo (MUNIESA; COLOMER-

LLUCH; JOFRE, 2013). A conjugacdo refere-se a um processo que transcorre entre células



bacterianas, da mesma ou de diferentes espécies, que, ao entrarem em contato direto, trocam
pequenas porcdes de material genético, como plasmideos e elementos conjugativos integrativos
(BERGLUND, 2015). A transducdo envolve bacteri6fagos que desempenham um papel na
disseminacdo do DNA entre as bactérias. Estes fazem isso por um processo onde o0 DNA
bacteriano, em vez do DNA do fago, é empacotado na cabeca do fago e injetado na bactéria
receptora (VAN HOEK et al., 2011). A transformacao ocorre quando DNA “nu” ¢ liberado na
lise de um organismo e englobado no material genético por outro. Neste processo, 0 DNA ¢
absorvido pelas bactérias receptoras e incorporado no genoma do hospedeiro por recombinacéo
homdloga ou transposi¢do (FURUYA; LOWY, 2006; VAN HOEK et al., 2011). Apesar da
transferéncia horizontal de genes ser uma caracteristica comum entre 0s procariontes, existem
fortes evidéncias de que este processo ocorra também em eucariontes, como os fungos, podendo
ter impactos significativos na especificacdo de nicho, surgimento de doencgas ou mudanca nas
capacidades metabdlicas (LUO et al.,2022).

As bactérias tém sido classificadas como resistentes ou sensiveis de acordo com dados
de CIM (Concentracao Inibitéria Minima) e CBM (Concentracdo Bactericida Minima). Séo
resistentes quando inibidas in vitro em concentracdes superiores aquelas atingidas in vivo
(LAZARO, FREIRE, 2010). Essa relacdo concentracdo da droga-inibicdo de crescimento néo
deve ser admitida como completamente verdadeira pois, 0 sucesso terapéutico ndo depende
exclusivamente dessa rela¢do, mas, por fatores que incluem a capacidade da droga em atingir o
foco infeccioso, como é o caso da eritromicina, que é ativa contra 0 meningococo, mas nao
penetra 0 sistema nervoso central. O comprometimento imunolégico do paciente alvo da
terapia, 0 quanto essa imunidade pode contribuir para auxiliar a terapéutica quimioterépica, a
exemplo dos bacteriostaticos, constitui um fator relevante para o sucesso do tratamento. Dessa
forma, um dado microrganismo € sensivel ou resistente apenas quando se observa 0 sucesso ou
insucesso terapéutico, respectivamente (LAZARO, FREIRE, 2010). Visto isso, deve-se
compreender a terapéutica de uma maneira mais abrangente, menos simplista, considerando-
se: droga, microrganismo, farmacocinética e imunidade do paciente, entre outros fatores que
podem levar a falhas do tratamento, como, por exemplo, a adesdo a terapia, ndo abordada

diretamente nestas consideracdes.

1.4. METODOS PARA DETERMINACAO DA SENSIBILIDADE AOS
ANTIMICROBIANOS



Entre os métodos para determinacdo do grau de sensibilidade a um antimicrobiano o
teste de disco-difusdo, ilustrado na Figura 1, é muito utilizado, possibilitando a avaliacdo dos
microrganismos frente aos produtos farmacéuticos e fornece evidéncias de resisténcia devido a
degradacgéo de agentes antimicrobianos por microrganismos (KATZUNG, 2003).

O preparo do inoculo consiste na transferéncia de coldnias dos respectivos
microrganismos em tubos contendo 3ml de solucdo salina huma concentracao de 0,9 % até
atingir uma turbidez compativel com a escala 0.5 de Macfarland (1,5x108 UFC/mL) para as
bactérias. Para as leveduras a escala é de 1,0 de Macfarland (3,0 x 10® UFC/mL)
(RABINOVITCH et al., 2015). Em seguida, as suspensdes séo cultivadas em placas de Petri
contendo Agar Mueller-Hinton (MHA), utilizando-se um swab de algoddo estéril, por meio de
cultivo confluente. Posteriormente sdo utilizados discos de papeis estéreis de (6mm de
diametro) embebidos com 15 pL dos 6leos essenciais puros e secos, a temperatura ambiente,
que sdo depositados na superficie do agar, ja inoculado. As placas sdo incubadas em 35 °C por
18 horas (SILVEIRA, 2012). Os halos de inibicdo dos 6leos essenciais e do controle de
qualidade podem ser vistos a olho nu, com a placa posicionada a 30 cm de distancia, sob
contraste e os didmetros sdo aferidos com régua transparente (BRCAST, 2018). Essa
metodologia estd de acordo com o documento da BrCast que promove o desenvolvimento e a

padronizacdo dos testes de sensibilidade antimicrobiana in vitro no Brasil.



Figura 1. Representacdo esquematica do método disco-difusao
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Fonte: BioRender.com,2022.

Um método utilizado para determinar a concentracdo minima de antimicrobianos € o
teste de micro diluicho em pocos. A concentragdo inibitéria minima (CIM) é a menor
concentracdo do agente antimicrobiano capaz de inibir o crescimento do microrganismo
(SANTURIO et al., 2011).

As atividades antimicrobianas dos 6leos de Gengibre e Melaleuca séo avaliados por
ensaios de micro diluicdes em caldo usando placas de 96 pocos, representado na Figura 2, sendo
determinadas as concentracfes inibitorias minima para bactérias e fungos. Os 6leos sdo
preparados em diversas concentragdes e as amostras sdo diluidas em &lcool absoluto. Apds isso,
as placas de 96 poc¢os sdo incubadas em estufas de 37°C durante 24 horas, plagueadas com
aliquotas de 50 pl em MHA.

A técnica de microdiluicdo em caldo corresponde a miniaturizacdo da técnica de
macrodilui¢do conforme pode ser observado na Figura 2. Em vez da utilizacdo de diversos tubos

contendo meio de cultura e antimicrobiano, a técnica de microdiluicdo em caldo utiliza placas
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plasticas estéreis, com 96 pogos, com o fundo em formato de “U”, para permitir melhor
visualizacao do crescimento bacteriano.

As placas de microdiluigdo podem conter o antimicrobiano liofilizado ou congelado, e
sdo inoculadas com o auxilio de um dispositivo plastico com o propésito de obter-se uma
concentracio bacteriana final de aproximadamente 5 x 10*- 10° UFC/mL por poco da placa de
microdiluicdo.

Os painéis de microdiluicdo devem permanecer incubados a 35+2°C por 16 a 20 horas
(dependendo do género bacteriano e do antimicrobiano testado)

Apos a incubacdo, a leitura da placa, com a determinacdo da CIM, serd realizada
visualmente, de preferéncia com o auxilio de um espelho parabdlico, que amplifica a imagem

e facilita a leitura

Figura 2. Representacdo esquematica de micro dilui¢cdo em caldo.
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UFC/mL) UFC/mL) Created in BioRender.com bio

Fonte: BioRender.com,2022.
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2. JUSTIFICATIVA

Os produtos naturais vém sendo utilizados constantemente em tratamentos de diversas
doencas de forma eficaz a um baixo custo. Além disso, podem ser utilizados na industria
alimenticia, farmacéutica e na agricultura. Com o crescimento do uso de antimicrobianos e a
emergéncia de genes de resisténcia, faz-se necessaria a busca de alternativas com potencial
terapéutico. Sendo assim, 0s principios ativos encontrados em extratos de plantas naturais
fazem com que essa busca seja viavel e de grande importancia para nés humanos e, no contexto

da saude Unica, para uso animal e vegetal, reduzindo a utilizacdo massiva de drogas sintéticas.

3. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo a elaboragdo de uma revisao de literatura sobre
0s aspectos e determinagdo da concentracdo inibitéria minima dos 6leos essenciais de
Melaleuca e Gengibre sobre as cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida

albicans.

4. METODOLOGIA

A revisao de literatura foi realizada com o intuito de selecionar os 6leos essenciais que
apresentassem atividades antimicrobianas por meio de artigos publicados nos bancos de dados:
Pub Med, Google Scholar, Science, Nature. Os descritores utilizados incluiram: “Melaleuca
artenifolia, Escherichia coli OR Candida albicans OR Staphylococcus aureus, Minimum
inhibitory concentration”, “Zingiber officinale, Escherichia coli OR Candida albicans OR

Staphylococcus aureus, Minimum inhibitory concentration”.
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Os oleos de Gengibre utilizados nos estudos foram extraidos de diversas formas ou obtidos

comercialmente, e a CIM de cada artigo analisado nesta revisao estdo dispostos da Tabela 1.

Tabela 1. Concentragfes inibitérias minimas de crescimento microbiano de diferentes

preparacOes e extracdes do 6leo essencial de gengibre (Zingiber officinale)

Patogeno Preparacdo/Extracdo CIM Referéncia
Candida albicans ATCC 10231 Extracdo por 4gua subcritica 19,5 pg/ml Svarc-Gaji¢ et al. 2017
Candida albicans ATCC 10231 Extracdo aquosa 39,1 pg/ml Svarc-Gaji¢ et al. 2017
Candida albicans Extracéo aquosa 6300,0 pg/ml Lucky et al. 2017
Candida albicans Extracéo por etanol 6,3 mg/ml Lucky et al. 2017
Candida albicans Extracéo por metanol 65,5 mg/ml Agrawal et al., 2018
Candida albicans Extracdo por cloroférmio 125,0 mg/ml Agrawal et al., 2018
Candida albicans Extracéo por acetato de etila  250,0 mg/ml Agrawal et al., 2018
Candida albicans Extracdo por éter de petréleo  250,0 mg/ml Agrawal et al., 2018
Candida albicans 17MR Oleos essenciais 0,25 mg/ml Lopez etal., 2017
Candida albicans Oleos essenciais <1,0 pl/ml Sharma et al., 2016
Candida albicans Oleos essenciais <2,0 %(v/v) Hammer et al., 1999
Candida albicans Oleos essenciais <1,0 pg/ml Sasidharan et al., 2010
(gengibre em po)
Candida albicans Oleos essencials <1,0 pg/ml Sasidharan et al., 2010
(gengibre fresco)
Escherichia coli Extracdo aquosa 8,70% Jolly; Menon, 2015
Escherichia coli ATC25922 Extracdo por agua subcritica 19,5 pg/ml Svarc-Gaji¢ et al. 2017
Escherichia coli Extracdo aquosa 20,2 pg/ml Chakraborty et al., 2014
Escherichia coli ATC25922 Extracdo aquosa 39,1 pg/ml Svarc-Gaji¢ et al. 2017
Escherichia coli Extracdo por fervura >3,3% Islam et al., 2014
Escherichia coli Extracéo por acetona 37,5 pg/ml Chakraborty et al., 2014
Escherichia coli Extracdo por acetato de etila 62,5 mg/ml Agrawal et al., 2018
Escherichia coli Extragdo por cloroférmio 62,5 mg/ml Agrawal et al., 2018
Escherichia coli Extracéo por etanol 34,0 pg/ml Chakraborty et al., 2014
Escherichia coli Extrac&o por etanol 75,6 pg/ml Karuppiah et al., 2012
Escherichia coli Extracéo por etanol >20,0 mg/ml Nikolic et al., 2014
Escherichia coli Extracéo por etanol 9,0% (V/V) Patiaratanawadee etal.,

2006
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Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli MTCC-7399

Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli 82MR
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli MTCC-40
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
ATCC25923
Staphylococcus aureus
ATCC25923
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus MTCC-

7409

Staphylococcus aureus

Extracédo por etanol aquoso

Extracdo por éter de petrdleo

Extracdo por metanol
Extracdo por metanol
Extrac&o por metanol
Extracéo por metanol
Nanoparticulas de prata
Oleoresina

Oleos essenciais
Oleos essenciais
Oleos essenciais
Oleos essenciais
Oleos essenciais
Oleos essenciais
Oleos essenciais

Extracdo aquosa

Extracdo por dgua subcritica

Extracdo aquosa

Extracéo por fervura

Extracdo por acetato de etila

Extracdo por acetona

Extracdo por cloroférmio
Extracéo por etanol

Extracéo por etanol
Extracéo por etanol
Extracdo por etanol
Extracéo por etanol aquoso

Extracéo por etanol aquoso

Extracédo por éter de petrdleo

Extracdo por metanol
Extracdo por metanol

Extracéo por metanol
Extracdo por metanol

Nanoparticulas de prata

175,0 mg/ml
125,0 mg/ml
25,0 pg/ml
26,3 pug/ml
>4096,0 pg/mi
125,0 mg/ml
125,0 pg/ml
10,0 mg/ml
<2,0 %(v/v)
>2,0% (v/v)
0,75 mg/ml
1,0 mg/mi
10,0 mg/ml
6,0 pl/ml
62,5 ul/mi
13,1 pg/ml

39,1 pg/ml

78,1 pug/ml

>12,5%

125 mg/ml
61,9 pug/ml
250 mg/ml

2,0% (v/v)

2,4 pg/ml
20,3 pg/ml
68,5 pg/ml
52,0 pg/ml
125,0 mg/ml
250,0 mg/ml
18,3 pg/ml
25,0 pug/ml
125,0 mg/ml

512,0 pg/ml

62,5 pg/ml

Panpatil et al., 2013
Agrawal et al., 2018
Yusuf et al., 2018
Chakraborty et al., 2014
Kaushik; Goyal, 2011
Agrawal et al., 2018
Mathew et al., 2018
Bellik, 2014

Hammer et al., 1999
Hammer et al., 1999
Lépez et al., 2017
Lopez etal., 2017
Bellik, 2014

Sharma et al., 2016
Debbarma et al., 2013
Chakraborty et al., 2014

Svarc-Gaji¢ et al. 2017

Svarc-Gaji¢ et al. 2017

Islam et al., 2014
Agrawal et al., 2018
Chakraborty et al., 2014
Agrawal et al., 2018
Pattaratanawadee et al.,
2006

Nikolic et al., 2014
Chakraborty et al., 2014
Karuppiah et al., 2012
Azadpour et al., 2016
Panpatil et al., 2013
Agrawal et al., 2018
Chakraborty et al., 2014
Yusuf et al., 2018
Agrawal et al., 2018

Kaushik; Goyal, 2011

Mathew et al., 2018
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Staphylococcus aureus Oleoresina 50,0 mg/ml Bellik, 2014
Staphylococcus aureus Oleos essenciais 0,25 %(v/iv) Vawazola et al., 2018
Staphylococcus aureus Oleos essenciais 2,0% (V/Iv) Hammer et al., 1999
Staphylococcus aureus Oleos essenciais 100,0 pg/ml Sener et al., 2017
Staphylococcus aureus FES-I*  Oleos essenciais 0,25 mg/ml Lépez etal., 2017
Staphylococcus aureus 23MR*  Oleos essenciais 0,5 mg/ml Lépez et al., 2017
Staphylococcus aureus cc* Oleos essenciais 0,5 mg/ml Lépez et al., 2017
Staphylococcus aureus FES-C*  Oleos essenciais 0,5 mg/ml Lépez et al., 2017
Staphylococcus aureus Oleos essenciais 8,69 mg/ml Bellik, 2014
Staphylococcus aureus Oleos essenciais 50,0 mg/ml Bellik, 2014
Staphylococcus aureus MTCC-

87 Oleos essenciais 7,8 pl/ml Debbarma et al., 2013
Staphylococcus aureus Oleos essenciais 8,0 ul/ml Sharma et al., 2016

ATCC: American Type Culture Collection; MTCC: Microbial Type Culture Collection; MR- Multidrug-resistant
bactéria; FES-1 = cepas doadas pelo Laboratério de Analises Clinicas da FES lIztacala; FES-C = cepas doadas pelo
Laboratério de Microbiologia da FES Cuautitlan; * Estirpes Gram positivas; ** Estirpes Gram negativas; nd = ndo
determinado; CIM: Concentragao inibitoria minima.

De acordo com estudos que avaliaram o efeito do 6leo essencial de Gengibre, a CIM
frente a cepa de Candida albicans através de extracdo aquosa foi de 19,5 a 6300,0 pug/ml. Ja as
concentragdes por método de extracdo por &lcoois, h& uma variacdo entre 6,3 e 250 mg/ml. Um
outro estudo encontrou CIM iguais (<1 pg/ml) tanto para os 6leos essenciais extraidos de
gengibre fresco e em p6 (SASIDHARAM et al.,2010).

Os estudos para Escherichia coli identificaram que os métodos de extracdo por alcoois
tiveram uma variacao de 25 a 75,6 pg/ml. Ja os 6leos essenciais de diferentes marcas mostraram
que a CIM varia de 0,75 até 10 mg/ml e também de 6 pl/ml até 62,5 pl/ml. A extracdo pelo
método aquoso apresentou uma variacao de CIM de 19,5 a 39,1 pg/ml.

Para as cepas de Staphylococcus aureus, a CIM encontrada pelo método de extracdo por
alcoois teve uma variacdo de 2,4 a 512,0 pg/ml. Os Oleos essenciais de diferentes marcas
apresentaram uma variacdo de CIM de 0,25 a 50 mg/ml. O método de extracdo aquosa teve
uma variacao de 13,1 a 78,1 pug/ml.

Os resultados da cepa de Candida albicans mostraram que o melhor método de inibigdo
do crescimento com o uso dos 6leos essenciais de Gengibre obtidos comercialmente, visto que
apresentou a CIM com o menor valor e assim tendo o melhor resultado. Ja os resultados da cepa
de Escherichia coli, mostram que 0 método de extracdo em maior potencial para a inibicéo de

crescimento foram os 6leos obtidos através da extracdo com diferentes alcoois. Para
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Staphylococcus aureus, os resultados mostraram que o melhor método de inibicao foi obtido
por extracdo aquosa, pois apresentou um valor menor da CIM frente as cepas incluidas na
analise.

Os resultados mostram que o Oleo essencial de gengibre foi eficaz mesmo em
concentragdes baixas testada em leveduras, comprovando sua alta atividade antimicrobiana.
Outros autores tambem comprovaram atividade antimicrobiana dos Oleos de gengibre
(ANDRADE, 2012; MAJOLO, 2014; CULTRIM, 2017). As atividades dos 0leos essenciais
ligados ao uso de extratos com compostos com etanol e metanol sdo mais altas, em
contrapartida, 6leos essenciais de gengibre sdo termolabeis perdendo sua eficacia se exposto a
altas temperaturas.

Os Oleos de Melaleuca utilizados nos estudos foram obtidos comercialmente de

diferentes marcas, e a CIM de cada artigo analisado nesta revisdo estdo dispostos da Tabela 2.

Tabela 2. Concentragdes inibitérias minimas de crescimento microbiano do 6leo essencial de

Melaleuca (Melaleuca alternifolia)

Patogeno Preparagio CIM Referéncia
Candida albicans Oleos essenciais  0,25% (v/v)  Hammer et al., 2004
Candida albicans ATCC10231 Oleos essenciais  0,25% (v/v)  Di Vito et al., 2015
Candida albicans Oleos essenciais  0,25% (v/v) ~ Hammer et al., 1998
Candida albicans Oleos essenciais  0,25% (v/v)  Mondello et al., 2003
Candida albicans Oleos essenciais  0,30% (v/v)  Christoph et al., 2000
Candida albicans ATCC10231 Oleos essenciais 6,0 mg/ml Vuuren et al., 2009
Escherichia coli Oleos essenciais  0,031% (v/v)  Kulkarni et al., 2012
Escherichia coli Oleos essenciais  0,08% (v/v)  Gustafson et al., 1998
Escherichia coli Oleos essenciais  0,15% (v/v) Mann et al., 1998
Escherichia coli Oleos essenciais  0,25% (v/v) ~ Hammer et al., 1999
Escherichia coli Oleos essenciais 2% (V/v) Banes-Marshall et al., 2001
Staphylococcus aureus Oleos essenciais  0.075% (v/v)  Kulkarni et al., 2012
Staphylococcus aureus Oleos essenciais  0,5% (V/v) Hammer et al., 1999
Staphylococcus aureus Oleos essenciais  0,63% (v/v)  Christoph et al., 2000
Staphylococcus aureus Oleos essenciais  1,25% (v/v)  Christoph et al., 2000
Staphylococcus aureus ATCC 25923  Oleos essenciais 6,7 mg/ml Vuuren et al., 2009

ATCC: American Type Culture Collection; CIM: Concentracao inibitdria minima.
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Os estudos da cepa de Candida albicans mostraram que a CIM varia de 0,25 a 0,30 %).
Ja para Escherichia coliconcentragdes variaram de 0,031 a 2% (v/v). As cepas de
Staphylococcus aureus tiveram uma menor variacdo de CIM de 0,075 a 1,25 % (v/v).

Os resultados dos estudos com os 6leos essenciais de Melaleuca tem grande potencial
para toda as cepas, visto que o método de extracdo para os 6leos essenciais dessa planta €
somente um, ja que ela ndo é nativa do nosso pais.

Dentre os resultados relacionados com os Gleos essenciais de Gengibre, mostra que a
cepa que possui maior resisténcia ao 6leo séo as de Escherichia coli com o resultado maior na
CIM, ja as cepas mais susceptiveis aos Oleos foram as de Candida albicans. Os resultados
obtidos para os 0Oleos essenciais de Melaleuca mostraram que a cepa mais resistente foi a
Candida albicans e a cepa mais susceptivel foi a de Escherichia coli.

O dleo de Melaleuca apresenta um melhor resultado do que o 6leo de Gengibre para
Staphylococcus aureus, pois apresenta uma menor CIM (v/v), porém é necessario maiores
estudos envolvendo outras preparacdes, visto que foram encontrados poucos estudos analisando
0 6leo de Melaleuca na inibicéo de crescimento da Staphylococcus aureus. Ja o éleo de gengibre
foi melhor para Candida albicans com um valor de CIM menor, enquanto para a cepa de
Escherichia coli os resultados da CIM foram melhores com o 6leo de Melaleuca.

Né&o foi possivel determinar uma CIM fixa, devido a grande variéncia nos resultados
que pode ser justificado pela variabilidade genética encontrada nos insumos, apresentando
concentragdes diferentes nos 6leos essenciais. Alem disso, existem varios métodos de extragao
que também culminam em uma concentra¢do de compostos quimicos diferentes. Outro fator
importante é a existéncia da grande variabilidade genética entre as cepas avaliadas nesta
revisao, pois as cepas foram isoladas de locais e culturas diferentes, portanto podem apresentar
uma resisténcia maior ou menor aos antimicrobianos dependendo dos locais que foram isoladas.

Com base nos artigos revisados é possivel afirmar que o 6leo de Gengibre e de
Melaleuca apresentam varias propriedades benéficas que podem ser utilizadas em novos
farmacos e outras pesquisas para fins de novos descobrimentos terapéuticos, além dos ja
comprovados como: a¢fes anti-inflamatdrias, analgésicas e antimicrobianas. Os constituintes
quimicos séo de extrema importancia, tanto para a descoberta de agentes terapéuticos quanto
para descoberta de novas formas econémicas e divulgagdes de novas substancias como 0s
terpenos, taninos, alcaloides (BRAZ-FILHO, 1994).
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Todos os artigos e citagdes em livros selecionados para a revisao discutiram sobre 0s
terpenos representados na Figura 3, que sdo um dos maiores responsaveis pela atividade

antimicrobiana do 6leo.

Figura 3. Representagdo quimica dos componentes da Melaleuca.
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Fonte: google imagens-2022

Segundo a International Organization for Standardization, (1996); SILVA et al, (2002)
a composicao do 6leo da Melaleuca alternifolia é regulamentada pela norma internacional 1SO-
4730, que estabelece limites maximos e minimos para 15 componentes do 6leo. Os principais
componentes sao terpinen-4-ol e 1,8-cineol. O terpinen-4-ol é o marcador da planta, com teor
indicado acima de 30%, e o0 1,8-cineol ndo deve exceder 15%, pois este composto nado interfere
significativamente na acdo terapéutica e possui propriedades altamente toxicas e irritantes.
Normalmente os valores encontrados destes dois componentes sdo de 40% e 3%,
respectivamente.

O 6leo de Melaleuca (Melaleuca alternifolia) apresenta varios monos e sesquiterpenos
em sua composicdo e diversos compostos aromaticos. Os monoterpenos terpinen-4-ol, y-
terpineno, o-terpineno, 1,8-cineol, p-cimeno , a-terpineol, a-pineno, terpinolenes, limoneno e
sabineno representam 80-90 % do 6leo. De cerca de 100 terpenos encontrados em 6leo de
Melaleuca mais de 60 substancias foram identificadas. O teor natural de terpenos no 6leo pode

variar consideravelmente, dependendo da populacdo de Melaleuca alternifolia utilizada, o
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clima, a folha, maceracdo, a idade das folhas e a duracdo de destilagdo. Para terpinen-4-ol as
concentragdes medidas variaram de 28,6% a 57,9%, para y-terpineno entre 9,5% a 28,3%, para
a-terpineno entre 4,6% e 12,8%, para 1,8-cineol de 0,5% a 17,7%, para o0 p-cimeno a partir de
0,4% a 12,4%, para a-terpineol de 1,5% a 7,6% e para o limoneno a partir de 0,4% a 3,1%. A
composicao enantiomérica dos componentes principais foi analisada: para terpinen-4-ol a razéo
enantiomérica era de 65:35 ( + :-) (MIRANDA, SANDRA HOLANDA SA de,2014).

A composicdo do 6leo de Melaleuca muda particularmente na presenca de oxigénio
atmosférico, mas também, quando o dleo € exposto a luz e a temperaturas mais elevadas. Os
niveis de a-terpineno, y-terpineno e terpinoleno diminui enquanto o nivel de p-cimeno aumenta
em até dez vezes. Processos de oxidacdo conduzem a formacéo de perdxidos e endoperdxidos
e epbxidos (European Commission, Health & Consumer Protection; 2004).

Alguns dos componentes presentes no 6leo de Melaleuca (terpinen-4-ol, terpinoleno, a-
terpineno ¢ o-terpineol) mostraram fortes atividades inibidoras contra as Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Candida albicans.

Os resultados mostraram que os 6leos de Gengibre e Melaleuca foram capazes de inibir
0 crescimento bacteriano e fungico (COX et al., 2001) observou a eficacia do TTO (tea tree
oil) sobre Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans e confirmou que a
atividade antimicrobiana resulta da capacidade de romper a barreira de permeabilidade da
estrutura da membrana do microrganismo, com consequente perda de material intracelular,

incapacidade de manter a homeostase e inibicdo da respiragéo.


https://repositorio.ufpb.br/jspui/browse?type=author&value=Miranda%2C+Sandra+Holanda+S%C3%A1+de
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6. CONCLUSAO

Na analise realizada por este estudo, conclui-se que os 6leos essenciais de Melaleuca e
Gengibre foram eficazes na inibicdo dos microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Candida albicans com grande potencial para futuros produtos farmacéuticos ativos
contra estes e outros microrganismos. Candida albicans se mostrou mais susceptivel ao 6leo
de gengibre, com valor de CIM mais baixo, ja o0 6leo de Melaleuca mostrou melhor atividade

sobre a cepa de Escherichia coli estudada.
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