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Resumo

Desde a descoberta dos microrganismos como agentes causadores de doencas no
Homem que varios estudos foram levados a cabo com o objetivo de descobrir novas
formas de os combater. A introducdo de compostos com atividade antimicrobiana
marcou uma nova era no combate a doencgas o que permitiu a reducdo da mortalidade e
morbilidade, mas o seu consumo intensivo rapidamente conduziu ao aparecimento de

resisténcias.

A falta de solucdes perante a patogenicidade dos microrganismos impulsionou o
estudo de novas alternativas. Os Gleos essenciais que contém uma variedade de
compostos volateis, como terpenos e fenois, sdo conhecidos pelas suas propriedades anti
— sépticas e medicinais, usados como antimicrobianos, analgésicos, sedativos e anti —
inflamatorios. O objetivo deste trabalho é avaliar a atividade antimicrobiana de 20 6leos
essenciais contra bactérias Gram — positivas e Gram — negativas (Staphylococcus aureus
ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853)
e leveduras do género Candida (C. albicans ATCC 10231, C. krusei ATCC 6258 e
Candida parapsilosis ATCC 2209).

Abstract

Since the discovery of microorganisms as pathogenic for human beings several
studies were lead with the aim of discovery news forms to stop them. The development
of the antimicrobial drugs mark a new era on the combat to diseases which allow to
reduce mortality and morbidity, but human misuse quickly caused an increase in

antimicrobial resistance.

The lack of options for treatment leads to search new alternatives. Essential oils
contain a variety of volatile molecules, such as terpenes and phenol, and are well known
for their antiseptic and medicinal properties, use as antimicrobial, analgesics, sedatives
and anti — inflammatory. The aim of this work was to determine the antimicrobial
activity of 20 essential oils against positive Gram bacterias and negative Gram bacterias
(Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
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aeruginosa ATCC 27853) and Candida type yeasts (C. albicans ATCC 10231, C.
krusei ATCC 6258 and Candida parapsilosis ATCC 2209).
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Introducéo

1. Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais podem definir-se como misturas complexas, de baixo peso
molecular, de compostos volateis responsaveis pelas caracteristicas odoriferas das
plantas aromaticas. Sdo compostos geralmente extraidos por destilacdo a vapor de agua,
praticamente insollveis em agua e soliveis em solventes organicos e gorduras. Estes
encontram-se nos 6rgdos secretores de diversas partes da planta, como folhas, raizes e
rizomas. Os Oleos essenciais, e as plantas aromaticas de onde derivam, originam 0s
farmacos aromaticos incluidos na farmacopeia portuguesa quando estes possuem
propriedades farmacologicas para tal. Sdo utilizados no tratamento de perturbacdes
digestivas, bronco — respiratorias, como anestésicos, antissépticos e cicatrizantes
(Cunha, et al., 2010; Raut e Karuppayil, 2014).

As aplicagdes dos Oleos essenciais sdo feitas sobretudo a nivel da industria
alimentar para aumentar a durabilidade dos alimentos; perfumes, saboaria e cosméticos;
industria farmacéutica e farméacia em preparacdes magistrais como adjuvante corretivo
de sabor e odor em medicamentos destinados a administracdo oral ou como
aromatizante no caso de uso externo. O uso dos Gleos essenciais por parte da inddstria
alimentar, para aumentar a validade dos produtos alimenticios, tem aumentado gracas a
descricdo de efeitos secundarios dos conservantes sintéticos usados como
antimicrobianos e antioxidantes. Outra area de uso emergente e promissor de aplicacdo
dos 6leos essenciais € a agricultura, na qual se projeta o uso destes compostos como
repelentes de insetos, inseticidas ou moluscicidas (Cunha, et al., 2010; Teixeira, et al.,
2013; Raut e Karuppayil, 2014).

Segundo Batish, et al. (2008), o oleo essencial de eucalipto, cujo perfil
cromatografico apresenta mistura de compostos monoterpénicos e sesquiterpénicos,
fenois, éteres, dxidos, alcoois, aldeidos e cetonas, possui largo espectro de atividade
contra fungos, bactérias e insetos e constitui uma alternativa de baixo custo e baixa
toxicidade ambiental para controlo de infestagdes. A sua atividade pesticida deve-se a

compostos como 0 1,8 — cineol, p — cimeno, linalol, oo — pineno e y — terpineno. No
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entanto, a volatilidade e a baixa solubilidade em agua sdo obstaculos para o seu uso,
motivo pelo qual ainda sdo precisos estudos para avaliar 0s aspetos econdmicos e a

efetividade em condi¢cdes ambientais.

Os processos de extracdo dos Oleos essenciais vulgarmente utilizados sdo a
hidrodestilacdo, a destilacdo a vapor, a extracdo por solvente organicos e a extragdo com
fluidos supercriticos. Os diferentes métodos tém impacto ndo sé no rendimento do
processo, mas também na composicao do 6leo essencial, nomeadamente a concentracao
obtida para cada composto extraido e o seu grau de pureza (Wengiang, et al., 2007).
Apesar de se encontrarem descritos varios métodos de extracao, apenas serdo abordados
0s processos de destilacdo e expressdo, técnicas utilizadas para a obtencdo dos 6leos

essenciais estudados.

A destilacdo permite a extracdo dos compostos volateis utilizando agua e/ou vapor
de &gua para facilitar a libertacdo dos Oleos das estruturas de origem. Os compostos
volateis arrastados pelo vapor de agua apds condensacdo constituem o 6leo essencial,
imiscivel na fase aquosa. Distinguem-se trés tipos de destilacdo (Cunha, et al., 2010;
Sefidkon, et al., 2007):

(i) destilagdo em agua (hidrodestilacéo);

(ii) destilacdo em &gua com arrastamento de vapor;

(iii) destilacdo por arrastamento de vapor.

Na técnica de hidrodestilacdo, o material vegetal € colocado em contacto com a
agua e levado a ebulicdo. O vapor que é gerado arrasta consigo 0s compostos volateis,
que de seguida sdo recuperados por condensacdo. Apds arrefecimento e como o 6leo
essencial é imiscivel em &gua, ele é obtido por decantacdo. Na destilacdo por
arrastamento de vapor, a planta ou parte dela é colocada huma cdmara de destilacdo e o
vapor produzido por um gerador independente € langado sobre o produto, o que provoca
a libertacdo do 6leo dos dérgdos da planta onde se encontra. A técnica de destilacdo em
agua com arrastamento de vapor € uma conjugacdo das duas tecnicas anteriores.
(Cunha, et al., 2010; Sefidkon, et al., 2007; Richter e Schellenberg, 2007).
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A hidrodestilacdo € a técnica mais utilizadas em pequenas industrias. Se por um

lado a simplicidade, a versatilidade do equipamento e o baixo custo explicam o uso

desta técnica, a baixa qualidade dos 6leos essenciais compensa o investimento estrutural

necessario na técnica de destilacdo por arrastamento de vapor, técnica utilizada na

producdo de 6leos em grande escala (Cunha, et al., 2010; Sefidkon, et al., 2007). A

figura 1 sintetiza os principais inconvenientes e vantagens das diferentes técnicas de

extracao por destilacdo dos Oleos essenciais.

| Hidrodestilacdo (destilacdo em agua) ]

 Degradacdo e/ou oxidagdo dos Oleos essenciais devido a elevada
temperatura da base e parede do destilador;

« Compostos ndo voltateis ndo sdo extraidos através desta técnica. Por
outro lado, compostos sollveis em agua e de elevada volatilidade sao
perdidos durante o processo;

« Contacto directo com a agua favorece a acorréncia de hidrolises,
oxidacdes, polimerizacdes e perdas por parte de artefactos resultantes
da solubilizagdo no solvente (exemplo das mucilagens que favorecem

as oxidagdes por aumento da viscosidade e temperatura da gua).

]

I Destilagdo em agua com arrastamento de vapor J

» Degradacdo e/ou oxidacdo dos oOleos essenciais devido a elevada

temperatura da base e parede do destilador.

o )
[~ l Destilacao por arrastamento de vapor J

* Necessidade de controlar a temperatura do processo, visto que necessita
de ser suficiente para promover a libertacdo do 6leo essencial da planta,
sem a danificar ou alterar a composicao do 6leo;

 Reduzida degradacéo por parte da agua e temperatura (nunca superior a
100°C), melhor qualidade dos Oleos essenciais e maior rendimento de
de extracao;

« Elevado custo do equipamento.

Figura 1. Exposi¢do das vantagens e desvantagens inerentes as técnicas de destilacdo (Cunha, et al.,

2010; Sefidkon, et al., 2007; Richter e Schellenberg, 2007).
3
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A expressdo é uma técnica salvaguardada para a extracdo dos 0leos essenciais dos
frutos de Citrus. Dada a localizagdo do 6leo, este pode ser obtido por prensagem a frio
do fruto e posterior centrifugacdo com separacdo das fases imisciveis. Esta técnica é

utilizada principalmente na perfumaria e aromaterapia (Cunha, et al., 2010).

O aparecimento de estirpes de organismos patogénicos resistentes a terapéutica, o
aumento da populacdo de imunocomprometidos e a crescente falta de antimicrobianos
eficazes sdo alguns dos fatores que motivaram o estudo e a caracterizacdo das
propriedades dos dleos essenciais (Raut e Karuppayil, 2014). Para o uso emergente dos
medicamentos com plantas aromaticas ou 6leos essenciais contribuiram a demonstracdo
da qualidade dos produtos usados e dos métodos de preparacdo, a Seguranca
relativamente a efeitos toxicos, secundarios, interacdes e contra — indicacdes e a eficacia
demonstrada em ensaios farmacologicos e experimentacao clinica (Cunha, et al., 2012).
A eficécia na inibicdo do desenvolvimento bacteriano, incluindo estirpes resistentes a
antibioticos, leveduras e fungos filamentosos impulsionou o estudo da atividade
antimicrobiana dos 06leos essenciais. Alguns Oleos extraidos de plantas medicinais
demonstraram potencial terapéutico no combate aos biofilmes, mecanismo de viruléncia
produzido por microrganismos patogénicos, resistentes a antibidticos (Raut e
Karuppayil, 2014; Galvéo, et al., 2012). A principal condicionante dos métodos de
avaliacdo continua a ser a baixa solubilidade dos 6leos essenciais em solventes aquosos,

visto que estes sdo lipofilos (Cunha, et al., 2012).

Normalmente, a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais deve-se sobretudo a
presenca de alcoois, aldeidos e fenois. No entanto, em alguns casos a sua atividade
antimicrobiana ocorre gracas ao sinergismo de diferentes classes de compostos
encontrados na sua composicdo, como fenois, aldeidos, cetonas, alcoois, ésteres e
hidrocarbonetos (Bassolé e Juliani, 2012; Bakkali, et al., 2008; Raut e Karuppayil,
2014).

A tabela 1 apresenta os principais constituintes dos 0leos essenciais € 0s grupos em
que estdo inseridos. A sua composi¢do condiciona a sua aplicabilidade e respetiva

eficacia antimicrobiana, discutidas no decorrer da elaboragéo deste trabalho.
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Tabela 1. Principais constituintes dos 6leos essenciais.

Constituintes

Principais caracteristicas

Referéncias

Hidrocarbonetos

Aroméaticos

HsC_ _CHs

CHs

- O mais comum nos 6leos essenciais € 0 p —
cimeno;

- Contém anel benzénico (CgHs).

- Cunha, et al.,
2010
- Cunha, et al.,
2012

Terpénicos

H,Ca_CH,

- Maioritariamente monoterpénicos (10
atomos de carbono); sesquiterpénicos (15
atomos de carbono) e raramente diterpénicos
(20 atomos de carbono);

- Monoterpenos (ponto de ebulicdo 140 —
180°C) e o0s sesquiterpenos (ponto de
ebulicdo 160 — 200°C) sdo liquidos incolores
ou com coloracgdo ténue e aroma forte;

- Monoterpenos constituem cerca de 90% da
composicdo dos 6leos essenciais e incluem
derivados funcionais como &lcoois, ésteres,
éteres, aldeidos, cetonas e fenois;

- Provocam sensibilizacdo cutanea devido a
facilidade de oxidacdo dos 6leos essenciais;
- Monoterpénicos apresentam atividade
antisséptica e acao revulsiva,

estrutura

- Compostos azulénicos de

sesquiterpénica tém atividade anti -
inflamatoria;

- Exemplo de compostos: o — terpineno,
terpinoleno, limoneno, f — felandreno, o —
tuieno, a,  — pineno,  — mirceno, canfeno,

o — careno, entre outros.

- Cunha, et al.,
2010

- Cunha, et al.,
2012

- Bakkali, et al.,
2008

-Raut e

Karuppayil, 2014
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Alcoois e ésteres

Alcoois

- Distinguem-se  alcoois  aromaticos
(feniletilico e benzilico); de natureza
terpénica (geraniol e linalol); monociclicos
(mentol com maior aplicacdo na farmacia);
biciclicos (borneol) e sesquiterpénicos
(farnesol, nerolidol, eudesmol e globulol);

- Monoterpénicos sdo compostos anti —
infeciosos, imunoestimulantes e de atividade
neurotdnica, apresentando, quando
comparados 0S fenois, menor

hepatotoxicidade e dermocasticidade.

- Cunha, et al.,
2010

- Cunha, et al.,
2012

- Bakkali, et al.,
2008

-Raut e
Karuppayil, 2014

Esteres

- Derivados da esterificacdo dos alcoois por
acidos gordos. O principal constituinte é o
acetato de terpenilo;

- Atividade antiespasmddica, calmante,
reequilibrante  do sistema nervoso e
descongestionante quando aplicados em

peles inflamadas.

- Cunha, et al.,
2010

- Cunha, et al.,
2012

- Bakkali, et al.,
2008

-Raut e

Karuppayil, 2014

Aldeidos e cetonas

Aldeidos

- Destacam-se 0s saturados, aromaticos,
associados aos  alcoois e  acidos
correspondentes (aldeido cinamico), e os
terpénicos;

- Apresentam acdo anti — inflamatoria;

- Destacam-se 0s seguintes compostos: trans

— cindmico, citronelal, geranial e citral.

- Cunha, et al.,
2010

- Cunha, et al.,
2012

- Bakkali, et al.,
2008

-Raut e
Karuppayil, 2014
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Cetonas - Apresentam cheiro desagradavel; - Cunha, et al.,
- S&0 neurotoxicas; 2010
- Resistentes a metabolizacdo e sdo | - Cunha, etal.,
O excretadas na urina inalteradas; 2012
/\ - Numeram-se o0s seguintes compostos: | - Bakkali, et al.,
mentona, canfora e a tuiona. 2008
-Raut e
Karuppayil, 2014
Oxidos naturais monoterpénicos
CHs - Destaca-se 0 1,8 — cineol, também - Cunha, et al.,
chamado de cineol ou eucaliptol; 2010
y - O cineol é um liquido incolor, - Cunha, et al.,
praticamente insoltvel em &gua, miscivel 2012
HsC™  CH, com etanol e éter. - Bakkali, et al.,
2008
-Raut e
Karuppayil, 2014
Fendis e éteres fenolicos
- Maioria apresenta nicleo do p — cimeno ou | - Cunha, et al.,
CHa do proprilbenzeno; 2010
- Os mais abundantes s&o os monofendis, | - Cunha, et al.,
OH destacando-se o timol presente nos Oleos | 2012
HsC~ T“CHs essenciais de muitas espécies. Os difendis | - Bakkali, et al.,
(Timol) sdo pouco frequentes, encontrando-se o | 2008
eugenol no cravinho; -Raut e

- Comportam-se com &cidos fracos;
- Atividade antimicrobiana e
imunoestimulante;

- S80 tonicos em doses baixas e em doses
elevadas e repetidas hepatotdxicos e
irritantes para as mucosas. S8o também

considerados dermocausticos.

Karuppayil, 2014
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i. Oleo essencial de Bergamota

O oleo essencial de bergamota (Citrus bergamia) é obtido por um processo
mecanico de expressdo dos frutos. E constituido maioritariamente por compostos
volateis, que assumem 93 a 96% da sua composi¢cdo, e por uma pequena fracdo de
compostos ndo volateis. A parte volatil do dleo inclui monoterpenos, sesquiterpenos,
monoterpendis, aldeidos e ésteres: limoneno, linalol, acetato de linalilo, y — terpineno e
B — pineno. Na fracdo ndo volatil identifica-se o bergapteno, composto responsavel pela

fototoxicidade do 0Oleo essencial (Cunha, et al., 2012; Navarra, et al., 2015).

E utilizado em aromaterapia nas massagens para reduzir a depressio e dores
musculares, como antiespasmodico e estimulante do sistema imunitario. Na perfumaria
a sua utilizacdo é feita apds eliminacdo do bergapteno, devido a sua fototoxicidade,

podendo originar dermatites (Cunha, et al., 2012; Navarra, et al., 2015).

ii. Oleo essencial de Camomila Selvagem e Camomila Azul

O dleo essencial de camomila selvagem (Ormenis multicaulis), também denominado
de camomila marroquina, é obtido das partes floridas por arrastamento pelo vapor de
agua, apresentando cor amarelo — palida a amarelo. Tem como principais constituintes o
a — pineno, borneol, alcool santolinico, canfora e 1,8 — cineol. Apresenta propriedades
bactericidas e parasiticidas, sendo utilizado como estimulante na depressdo nervosa. E

ainda utilizado no tratamento de eczemas e dermatites (Cunha, et al., 2012).

Na composicdo do Oleo essencial de camomila azul (Matricaria recutita L.),
também conhecida por camomila alem& e camomila vulgar, destacam-se o o — bisabolol
e 0s seus Oxidos e o camazuleno. Na composicdo do 6leo sdo ainda identificados
compostos sesquiterpénicos em menor quantidade: trans —  — farneseno, a — farneseno
e o B —eudesmol (Petronilho, et al., 2011; Roby, et al., 2013; Can, et al., 2012).

A atividades farmacologicas do Oleo essencial incluem acdo antiespasmodica,

antipruriginosa, anti-inflamatoria, antibacteriana, antifungica e antioxidante. O o —
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bisabolol é o composto responsavel pela acdo anti-inflamatoria e antimicrobiana. J& o
camazuleno apresenta apenas acdo anti-inflamatoria. O 6leo tem ainda propriedades
sedativas e nevralgicas (Petronilho, et al., 2011; Roby, et al., 2013; Can, et al., 2012;
Cunha, et al., 2012).

iii . Oleo essencial de Cedro

O oleo essencial de cedro (Juniperus virginiana L.) é obtido por destilacdo pelo
vapor de agua da madeira. Na sua composicdo identificam-se: a e p — cedreno,
tuiopseno, cupareno, cedrol e widrol. O composto encontrado em maior quantidade é o
cedrol (Cunha, et. all, 2012; Eller e Taylor, 2004).

Este 6leo esta indicado na aromaterapia para tratamento de afecdes cutaneas como
acne, eczemas e psoriase, no reumatismo, problemas osteoarticulares e em contusoes. E

ainda utilizado como repelente de insetos (Cunha, et al., 2012).

iv. Oleo essencial de Cravinho

O dleo essencial de cravinho é obtido por arrastamento pelo vapor de agua dos
botbes florais secos de Syzygium aromaticum. O principal constituinte deste 6leo é o
eugenol, seguido de hidrocarbonetos monoterpénicos e sesquiterpénicos como o o —
pineno, 1,8 — cineol e o limoneno (Cunha, et al., 2012; Machado, et al., 2012).

A sua principal funcdo é estimular as secrecdes gastricas devido a elevada
quantidade de eugenol. Apresenta atividade antimicrobiana. A nivel externo pode ser
usado como antisséptico nas inflamagdes da boca e faringe e em otites. Este 6leo
essencial é utilizado em medicina dentaria como sedativo (Cunha, et al., 2012;
Machado, et al., 2012).
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v. Oleo essencial de Eucalipto

O oleo essencial de eucalipto pertence a familia Myrtaceae que engloba cerca de
900 especies e subespécies, como Eucalyptus citriodora, Eucalyptus radiata,
Eucalyptus globulus, entre outros. Os 6leos essenciais desta familia s&o ricos em 1,8 —
cineol, oo — pineno, limoneno ¢ o — terpineol. Apresentam atividade antimicrobiana,
principalmente o 6leo essencial de Eucalyptus globulus, analgésica e anti — inflamatéria.
Sdo usados no tratamento de gripes, constipaces e outras afecdes respiratérias como
sinusites e rinites (Pereira, et al., 2014; Kumar, et al., 2012; Kim e Park, 2012).

A principal atividade descrita para 6leo essencial de Eucalyptus globulus deve-se a
sua atividade fluidificante, antisséptica e expetorante, sendo por isso utilizado nas
afecOes respiratorias (Cunha, et al., 2012; Pereira, et al., 2014). Estas propriedades estdo
intimamente ligadas a elevada quantidade de 1,8 — cineol. No entanto existem algumas
precaucdes a ter em conta na utilizacdo deste 6leo. Ele ndo deve ser prescrito por via
oral as gravidas, lactentes, criancas com idade inferior a 6 anos e em casos de alergias
respiratorias, inflamacGes do trato gastrointestinal, vias biliares, hepatopatias ou
epilepsia. Por ser considerado estimulante do citocromo P450 ndo deve ser administrado
concomitantemente com outros medicamentos. Em tratamentos prolongados de rinites e
sinusites pode ocorrer inibicdo da motilidade ciliar do epitélio respiratério e a nivel

topico provoca dermatites de contacto (Cunha, et al., 2012).

vi. Oleo essencial de Hortela verde

O oleo essencial de horteld verde (Mentha spicata) é obtido por destilacdo pelo
vapor de agua da parte aérea florida (Cunha, et al., 2012). O seu perfil indica carvona e
mentona como constituintes maioritarios. Limoneno, 4 — terpineol e 1,8 — cineol podem
ser encontrados em alguns Gleos essenciais desta especie (Kizil, et al., 2010; Dhifi, et
al., 2011).

A sua aplicacdo terapéutica é confinada as bronquites em inalacGes e em fricches
para dores musculares e reumaticas (Cunha, et al., 2012). Possui atividade antisséptica,

carminativa, antiespasmadica, diurética e estimulante das secre¢des gastricas (Cunha, et
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al., 2012; Dhifi, et al., 2011). Algumas espécies incluindo a Mentha spicata possuem
atividade antioxidante e antimicrobiana. Estas atividades sdo exploradas na inddstria

alimentar para conservacdo dos alimentos (Kizil, et al., 2010; Dhifi, et al., 2011).

vii. Oleo essencial de Lavanda

O dleo essencial de lavanda ou alfazema (Lavandula angustifolia Miller) é obtido
por arrastamento pelo vapor de 4gua das partes aéreas floridas (Cunha, et al., 2012). E
constituido por linalol, acetato de linalilo, cineol, canfora e borneol (Cunha, et al., 2012;
Danh, et al., 2012).

Este 6leo é usado na indUstria farmacéutica, em perfumaria, gracas a sua fragrancia,
e na aromaterapia. Em aromaterapia ¢ utilizado como antitussico e calmante. E utilizado
nas sinusites, bronquites e gripes por causa da sua atividade anti-inflamatoria e como
antiespasmadico em problemas digestivos. Externamente € ainda usado em massagens
pela sua acéo rubefaciente, como cicatrizante e antisséptico (Cunha, et al., 2012; Danh,
etal., 2012).

viii. Oleo essencial de Limao

O 6leo essencial de limao (Citrus limon) € obtido por expressdo do pericarpo dos
frutos do limoeiro (Cunha, et al., 2012). Contém entre 85 — 99% de compostos volateis
na sua composicdo onde se identificam monoterpenos (limoneno), sesquiterpenos,
aldeidos (citral), cetonas, alcoois (lianalol) e ésteres. O composto identificado em maior

quantidade € o limoneno (Espina, et al., 2011; Fischer e Phillips, 2008).

E usado como broncolitico e digestivo em infusdes. E ainda utilizado como
aromatizante em bebidas, confeitaria e pastelaria. Apresenta também propriedades
antimicrobianas (Cunha, et al., 2012; Fischer e Phillips, 2008).
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ix. Oleo essencial de Niaouli

O oleo essencial de niaouli (Melaleuca ginquenervia), assim como ouras espécies
Melaleuca, é constituido por 1,8 — cineol, terpin — 4 — ol, linalol, a — terpineno, o —
pineno, o — terpineol e viridiflorol (Cunha, et al., 2012; Padalia, et al., 2015; Wheeler,
2006).

Apresenta atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria e ainda atividade expetorante
e antisséptica da laringe e vias urinarias. Como acao externa, em 6leo fixo ou pomada
friccionada sobre o peito, pode ser usado como descongestionante das vias respiratérias
ou em massagens para dores musculares (Cunha, et al., 2012; Padalia, et al., 2015).

x. Oleo essencial de Orégao

O oOleo essencial de orégdo (Origanum vulgare) apresenta numerosos
quimiotipos e por isso a sua composicdo ndo é concreta. Sabe-se que predominam os
fendis como o timol e o carvacrol, y — terpineno, linalol e a — terpineol (Cunha, et al.,
2012; Vale — Silva, et al., 2012).

E atribuida a este 6leo atividade antimicrobiana. Apresenta ainda propriedades
diuréticas, embora suaves, atividade anti — inflamatdria e antioxidante. (Cunha, et al.,
2012; Vale — Silva, et al., 2012).

xi. Oleo essencial de Palmarosa

A palmarosa (Cymbopogon martini var. martini) possui inimeros quimiotipos sendo
motia o de maior destaque (Cunha, et. al., 2012). O 6leo de palmarosa possui na sua
composicdo monoterpenos, sesquiterpenos e alcoois como o geraniol, farnesol,

nerolidol, lianalol, limoneno e o geranial (Kakaraparthi, et al., 2015; Rao, et al., 2005).

12



Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais

E utilizado pela indUstria quimica para a obtencdo de ésteres através do geraniol,
como aromatizante e na formulacdo de perfumes. A nivel terapéutico é utilizado pelas

suas propriedades antissépticas, digestivas e tonicas (Cunha, et al., 2012).

xii. Oleo essencial de Pimenta negra

O oleo essencial de pimenta negra (Piper nigrum L.) é obtido através da destilacéo
pelo vapor de agua dos frutos triturados (Cunha, et al., 2012). Na composicédo deste 6leo
identificam-se 0s seguintes compostos: a — pineno, sabineno, B — pineno, limoneno e f —
cariofileno (Cunha, et al., 2012; Bagheri, et al. 2014).

Os seus usos restringem-se a aromaterapia em massagens para ativar a circulacéo e
nas dores musculares e a industria da perfumaria (Cunha, et al., 2012). Possui atividade
antioxidante (Bagheri, et al. 2014).

xiii. Oleo essencial de Pinho

Os Oleos essenciais de pinho sdo extraidos das agulhas de diferentes espécies de
Pinus, pertencentes a familia Pinaceae. Os principais constituintes dos 6leos essenciais
sdo: a — pineno, p — pineno, canfeno, cariofileno, acido cindmico, terpinoleno, limoneno
e acetato de bornilo (Cunha, et al., 2012; Kupcinskiene, et al., 2008; Kim, et al., 2013).

O oleo essencial ¢ utilizado em problemas brénquicos e em afecdes bucais devido

as suas propriedades antissépticas (Cunha, et al., 2012).

ivx. Oleo essencial de Rosa

O oleo essencial de rosa (Rosa spp.), de preco elevado devido ao baixo rendimento
de extracdo (sdo necessarios cerca de 6000 kg de pétalas para obter 1 kg de 6leo
essencial), é obtido por destilacdo pelo vapor de agua das pétalas (Cunha, et al., 2012).

A sua composigdo varia de acordo com a matéria — prima utilizada, mas compostos
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como o citronelol, o geraniol, o neral, o linalol e 0 nonedecano sdo comuns aos 6leos

essenciais de rosa (Cunha, et al., 2012; Karami, et al., 2012).

O uso deste 6leo ¢ atribuido a perfumaria e cosmética por causa do seu agradavel
aroma. Em aromaterapia é usado no combate da depressdo, nauseas, insonias e

problemas dermatoldgicos (Cunha, et al., 2012).

xv. Oleo essencial de Tangerina

No oleo essencial de tangerina (Citrus reticulata) identificam-se os seguintes
compostos: a — pineno, B — pineno, limoneno, citronelal, linalol, B — cariofileno, a —

farneseno e o dodecanal (Cunha, et. al., 2012; Johnson et al., 2013).

O oleo essencial possui propriedades antissépticas, antiespasmadicas e sedativas no
tratamento de problemas digestivos e na diminuicdo do stress. Apresenta ainda
propriedades diuréticas e é utilizado para melhorar a circulacdo (Cunha, et. al., 2012;
Johnson et al., 2013).

Os 06leos essenciais utilizados foram o de tangerina e de tangerina destilada que sdo
obtidos, respetivamente, por expressdo sem aquecimento a partir do pericarpo fresco das

cascas dos frutos e por destilacao por vapor de agua das folhas (Cunha, et al., 2012).

xvi. Oleo essencial de Tomilho

O 6leo essencial de tomilho (Thymus spp) € obtido por arrastamento pelo vapor de
agua das partes aéreas floridas (Cunha, et al., 2012). O 6leo essencial de tomilho é
constituido maioritariamente pelo timol e pelo carvacrol. Identificam-se ainda 0 y —
terpineno, linalol e o p — cimeno (Cunha, et al., 2012; Fachini-Queiroz, et al., 2012;
Jouki, et al., 2014).

Possui acdo antioxidante, antimicrobiana, antiespasmddica, expetorante o que

justifica o seu uso nos problemas das vias respiratorias (gripes, catarros e bronquite) e
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na tosse produtiva, e antisséptica. E utilizado a nivel topico em infecbes cutaneas, dores
reumaticas, otites, rinites, sinusites e dermatites (Cunha, et al., 2012; Fachini-Queiroz,
et al., 2012; Jouki, et al., 2014).

xvii . Atividades bioldgicas dos 6leos essenciais

As atividades bioldgicas dos Oleos essenciais englobam a citotoxicidade,
fototoxicidade, carcinogenicidade, mutagenicidade nuclear e citoplasméatica e

propriedades antimutagénicas (Bakkali, et al., 2008).

A atividade citotoxica € o principal efeito que justifica a sua aplicacdo contra 0s
fungos e bactérias. Este efeito encontra-se dependente ndo s6 da composi¢do quimica
dos dleos essenciais, nomeadamente teor em fenois, aldeidos e alcoois, mas também do
estado de divisdo do organismo patogénico. Os 6leos essenciais atuam por diferentes
mecanismos, avaliados com recurso a diferentes técnicas in vitro e microscopia
eletronica (Bakkali, et al., 2008). Por se tratar de compostos com elevado grau de
lipofilia, atravessam a parede e a membrana celular o que provoca a sua
permeabilizacdo. Como consequéncia, nas bactérias observa-se perda de ibes, reducao
do potencial da membrana, colapso da bomba de protdes e perda de ATP. Os 0leos
essenciais podem também coagular o citoplasma e danificar os lipidos e proteinas,
conduzindo a lise das células. J& nas células eucarioticas (fungos), os 6leos provocam a
despolarizacdo da membrana da mitocéndria atuando nos canais de calcio e outros
canais iénicos o que reduz o pH. A reducdo do pH resulta no colapso da bomba de
protdes e perda de ATP, tal como nas bactérias. Afetam ainda a fluidez das membranas
tornando-as permeaveis, 0 que permite perda de radicais, iGes de célcio proteinas o que
resulta na morte da célula por necrose e apoptose (Bakkali, et al., 2008; Raut e
Karuppayil, 2014).

A fototoxicidade € atribuida a alguns Oleos essenciais que contém algumas
moléculas fotoativas. Como exemplo apresenta-se o 6leo de bergamota (Citrus
bergamia) que contém psoralenos que se ligam ao DNA por acdo da radiacdo
ultravioleta (Bakkali, et al., 2008).
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A maioria dos 6leos essenciais ndo apresenta atividade mutagénica (Bakkali, et al.,
2008). No entanto, a literatura descreve que a Melaleuca quinquenervia ativa secre¢oes
de estrégenio o que pode induzir cancro estrogenio — dependente e 0s que possuem
compostos fotossensiveis podem produzir eritemas e induzir cancro da pele (Bakkali, et
al., 2008).

Relativamente as suas propriedades antimutagénicas estdo documentados alguns
mecanismos de acdo como a inibicdo da penetracdo dos mutagénicos no interior das
células; captacdo dos radicais livres produzidos ou mesmo ativacdo das enzimas
antioxidantes por parte das células e inativacdo do metabolismo por parte do citocromo
P450 que converte promutagénicos em mutagénicos (Bakkali, et al., 2008; Raut e
Karuppayil, 2014).

2. Microbiologia: a ciéncia dos microrganismos

A microbiologia, dos termos gregos mikrds (pequeno), bios (vida) e logos (ciéncia),
é a ciéncia que estuda os seres vivos de dimensdes microscopicas. O seu nascimento foi
possivel gracas ao aparecimento do microscépio e 0 marco mais importante nesta area
foi a descoberta de que os microrganismos séo causadores de doengcas no Homem e nos
animais. A primeira demonstragdo direta dos microrganismos como agentes causadores
de doencas foi responsabilidade de Robert Koch (1843 — 1910) que em 1876 publicou
0s primeiros estudos sobre Bacillus anthracis e em 1882 isolou o bacilo de Koch
(Mycobacterium tuberculosis). Os postulados de Koch, ainda hoje conhecidos, sdo um
conjunto de medidas responsaveis por determinar se um microrganismo é causador de
doenca. Para isso:

- O microrganismo especifico deve estar sempre associado a cada caso de doenca;

- O mesmo microrganismo deve ser isolado a partir do animal doente;

- O microrganismo suspeito deve ser isolado e deve ser capaz de crescer em cultura
pura, em laboratorio;

- A inoculagdo daquela cultura deve ser capaz de produzir a mesma doenga num

animal suscetivel (Ferreira e Fonseca, 2010).
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Durante a década de 1940 os microrganismos comegaram a ser um objeto
fundamental de investigacéo, que ainda hoje se mantém, criando um aproximacé&o entre
a microbiologia e outras areas principalmente no que diz respeito a sua acdo causadora
de doenca, resposta imunitaria do hospedeiro, metabolismo bacteriano e pesquisa de

novas moléculas antimicrobianas (Ferreira e Fonseca, 2010).

A descoberta e identificacdo dos microrganismos como agentes patogénicos para o
Homem impulsionaram a sintese de inUmeras moléculas com atividade antimicrobiana
que reduziram a mortalidade e aumentaram a esperanca média de vida no século XX
(Fair e Tor, 2014). As figuras 2 e 3 apresentam de forma resumida o timeline da sintese
e descoberta dos antibi6ticos e antifungicos, respetivamente.

1940 1960 1980 2000
Sulfonamides 1936J ‘ Streptogramins 1999
b-Lgclams 1938 Oxazolidinones 2000
Aminoglycosides 1946 Lipopeptides 2003
Amphenlcol§ 1948 Pleuromutilins 2007
Polymyxins 1950 Macrolactones 2011 |

Macrolides 1951 Diarylquinolines 2012 |

Tetracyclines 1952
Rifamycins
Glycopeptides 1958 |

Quinolones 1968

Figura 2. Ordem cronolégica da descoberta dos antibioticos (Fair e Tor, 2014).
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Anidulafungin,
posaconazole

Micafungin

Variconazole
Caspofungin

Terbinafine

Itraconazole

Fluconazole
Ketoconazole

Miconazole
Griseofulvin Flucytosine

Nystatin ‘Amphotericin B

I I I ! I I I I | I I 1
1950 1855 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1980 1995 2000 2005

Year

Figura 3. Ordem cronoldgica da descoberta de moléculas com atividade antifingica.
Asigla L-AmB corresponde a anfotericina B lipossomal; ABLC = complexo lipidico

de anfotericina B; ABCD= dispersdo coloidal de anfotericina B (Mohr, et al., 2008).

Apesar da descoberta de varios antibidticos, a severidade das infecbes bacterianas
tém aumentado, principalmente devido ao aparecimento de estirpes resistentes a sua
acao e pelo aumento da populacdo imunocomprometida (Raut e Karuppayil, 2014). Nos
ultimos anos o consumo dos antibiéticos em Portugal tem aumentado assim como a
prevaléncia de resisténcias microbianas. (Ramalhinho, et al., 2010; Direccdo Geral de
Salde, 2014; Sardi, et al., 2013).

Tanto os microrganismos da flora comensal como os considerados patogénicos
apresentam um tropismo especial para determinados 6rgaos e tecidos, relacionado com
estruturas de reconhecimento presentes nas células do hospedeiro e nos préprios
microrganismos. As nossas barreiras fisioldgicas protegem-nos da acdo patogénica dos
agentes vivos. A possibilidade das bactérias patogénicas se instalarem nos tecidos e
mucosas do Homem é maior quando as barreiras fisicas e quimicas séo ultrapassadas na
fase de contacto. A sua entrada ocorre principalmente através das mucosas respiratorias,
gastrointestinal, oral, genital e urinaria e algumas desenvolvem inclusive estratégias que
Ihes confere capacidade de multiplicacdo e crescimento, escapando aos mecanismos de

vigilancia imunoldgica (Dourado, 2013).
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A invasdo e posterior colonizagdo ocorrem devido a fatores caracteristicos do
hospedeiro, que facilitam a infe¢do, e mecanismos de viruléncia das proprias bactérias
que serao explorados de forma mais pormenorizada aquando da descricdo das bactérias
estudadas. Fazem parte dos fatores caracteristicos do hospedeiro a modificacao da flora
comensal; perturbacdo de movimentos ciliares de estruturas de protecdo; diminuigéo
absoluta dos neutrofilos/leucocitos e a sua alteragdo funcional; alteracdo do sistema
complemento e deficiéncia da imunidade inata e/ou humoral. Nos fatores e mecanismos
de viruléncia das bactérias destacam-se a adesdo a células do hospedeiro; invasdo
celular e tecidular; libertagdo de produtos téxicos durante o crescimento; endotoxinas e
exotoxinas; enzimas; superantigénios; inducao de reacdo inflamatdria exacerbada; fuga

a fagocitose e vigilancia imunoldgica e resisténcia aos antibioticos (Dourado, 2013).

I. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria de Gram-positivo que faz parte da flora
comensal do Homem, habitando sobretudo a narina e o perineo. O seu nome deriva dos
termos gregos Staphylé (cacho de uvas) e Kokkos (granulo), devido as suas
caracteristicas morfoldgicas. Sdo imoveis, anaerobios facultativos, catalase positiva e
oxidase negativa, crescem a temperaturas entre os 18° e 40°C e apresentam
tolerabilidade a elevadas concentracfes de sal. Outra caracteristica que os distinguem
dos restantes Staphylococcus é a sua capacidade de coagular o plasma, devido a
presenca de uma proteina de ligacdo ao fibrinogénio (coagulase) (Lencastre e Miragaia,
2014). S. aureus € um patogénico muito perigoso gracas a combinacdo da resisténcia
aos antibidticos e dos seus fatores de viruléncia (Otto, 2010).

Os fatores de viruléncia desta bactéria incluem mecanismos de adesdo, evasdo e
invasdo. Quando o sistema imunol6gico do hospedeiro se encontra enfraquecido, eles
sdo0 responsaveis por patologias clinicas graves que podem ser fatais, numerando-se as
infecOes da pele e tecidos moles, bacteriemias, endocardite, pneumonias, osteomielites e
artrite séptica (Otto, 2010; Lencastre e Miragaia, 2014).

Os fatores de adesdo sdo responsaveis pela promocdo da ligacdo das bactérias as

células do hospedeiro; os de evasao interferem com a fagocitose ou com outras defesas
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do hospedeiro e os de invasdo atacam as suas células ou degradam as matrizes

extracelulares (Lencastre e Miragaia, 2014; Foster, 2004; Foster e HO0k, 1998).

Os fatores de viruléncia responsaveis pela adesdo englobam proteinas geralmente
ligadas a parede celular denominadas Microbial Surfase Components Recognizing
Adhesive Matrix Molecules (MSCRAMM). As principais proteinas incluem os fatores
de agregacdo que se ligam ao fibrinogénio e o convertem em fibrina (CIfA e CIfB); as
proteinas de ligacdo ao fibrinogénio (FbpA e FbpB); proteinas de ligacdo a fibronectina
(FnbA e FnbB); as proteinas de ligacdo ao colagénio (cna) e os exopolissacaridos PIA e
PS/A envolvidos na producdo do biofilme que facilita a adesdo as células do
hospedeiro. Para que ocorra infecdo é necessario que a bactéria seja capaz de resistir as
defesas do hospedeiro (Lencastre e Miragaia, 2014; Foster, 2004; Foster e Ho6k, 1998).

Nos fatores de viruléncia responsaveis pela evasdo destacam-se a proteina A,

proteases, lipases e superantigénios (Lencastre e Miragaia, 2014).

A proteina A encontra-se a superficie da maioria das estirpes de S.aureus. A sua
funcdo consiste na ligacdo a fracdo Fc dos anticorpos IgG, permitindo que as bactérias
ndo sejam reconhecidas pelo sistema imunoldgico e, por consequéncia, escapem a
opsonizacao. As proteases extracelulares blogueiam a ag¢éo dos anticorpos IgG, lisam e
inativam os péptidos antimicrobianos e, além disso, ainda sdo responsaveis pela
destruicdo e invasdo de tecidos e obtencdo de nutrientes. As lipases funcionam como
surfactantes da membrana celular bacteriana, protegendo assim a bactéria contra os
compostos antibacterianos produzidos pelo hospedeiro (Lencastre e Miragaia, 2014). Os
superantigénios bacterianos sdo compostos que se ligam simultaneamente ao Complexo
Major de Histocompatibilidade (MHC classe 1) do hospedeiro e ao recetor da célula T
(TCR). O MHC — 1l é responsavel por apresentar péptidos resultantes do processamento
por via endocitica aos linfocitos T. Este acontecimento conduz a ativacao e proliferacdo
inespecifica de populagbes de celulas T que libertam elevadas concentragbes de
citocinas pro - inflamatdrias com consequente dano nos tecidos (Costa, 2014).
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A enterotoxina F, também chamada de TSST — 1 (toxina associada a sindroma do
choque tdxico), € um exemplo de superantigénio que estimula as células T do sistema
imunolodgico e a libertacdo de citocinas, o que provoca o enfraquecimento das células
endoteliais em baixa concentracdo e efeito citotoxico em elevadas concentracfes. Esta
toxina penetra facilmente as barreiras através de pequenas fissuras e causa efeito
sistémico (Otto, 2010; Foster, 2004; Lencastre e Miragaia, 2014). A morte associada a
este sindroma € causada por choque hipovolémico que provoca disfuncdo de multiplos

orgdos (Lencastre e Miragaia, 2014).

A invasdo dos tecidos é conseguido através das toxinas citoliticas ou citotoxinas,
toxinas esfoliativas (ETA e ETB) e pela TSST — 1 que provocam uma disfuncéo a nivel
dos tecidos. As toxinas citoliticas provocam danos a nivel da membrana celular dos
tecidos do hospedeiro, lise celular e a libertacdo de enzimas especificas que danificam
os tecidos. (Lencastre e Miragaia, 2014). A alfa — toxina é a principal responsavel pela
viruléncia de S. aureus Apresenta capacidade para lisar macrofagos, eritrcitos e
linfdcitos (Otto, 2010).

ii. Escherichia coli

Escherichia coli, pertencente a familia Enterobacteriaceae, € uma espécie com
enorme importancia clinica. Pode ser encontrada no meio ambiente e na flora comensal
do Homem e dos animais. As bactérias desta familia séo caracterizadas como bacilos de
Gram — negativo, imdveis ou moveis, anaerobios facultativos, fermentadores da glucose
e sem exigéncias nutricionais, crescendo bem em meios de cultura ndo seletivos. A
separagdo dos géneros desta familia é feita com base na capacidade de fermentacéo da
lactose. As bactérias fermentadoras, como é o caso de E. coli, sdo denominadas de
coliformes (Duarte, 2014; Mainil, 2013).

As estirpes podem ser divididas em trés grupos: comensais, intestinais patogénicas e

extraintestinais (Duarte, 2014).
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As estirpes comensais habitam o trato gastrointestinal e a maioria € desprovida de
fatores de viruléncia causando infe¢Ges oportunistas nos hospedeiros imunodeprimidos
(Duarte, 2014).

As extraintestinais relacionam-se com duas patologias: infecGes do trato urinario e
meningites do recém — nascido. A bactéria responsavel por estas patologias denomina-
se de E.coli uropatogénica (UPEC) (Duarte, 2014; Wiles, et al., 2008). Encontra-se
associada a infecGes hospitalares e é apontada como a causa primaria de infecdes do

trato urinario adquiridas na comunidade (Wiles, et al., 2008).

As estirpes intestinais patogénicas sdo classificadas de acordo com os fatores de
viruléncia em E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli
difusamente aderente (DAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enterotoxinogénica (ETEC) e E. coli entero - hemorragica (EHEC). As manifestacdes
clinicas variam de acordo com as caracteristicas antigénicas e fatores de viruléncia

especificos de cada estirpe (Duarte, 2014; Mainil, 2013).

E. coli enteropatogénica provoca diarreia em criancas com maior prevaléncia nos
paises em desenvolvimento. A diarreia aquosa deve-se a ma absorcdo causada pela
destruicdo das microvilosidades e alteracdo do citoesqueleto das células do intestino. A
intimina, proteina da membrana, € o fator de colonizagdo do enterdcito no intestino
delgado e a proteina Tir (translocated intimin receptor) é o seu recetor, responsavel pela
agregacdo da actina. Algumas E. coli deste tipo formam microcolénias a superficie do
enterdcito, onde o processo de aderéncia € mediado pelo fator de aderéncia EAF (EPEC

adherence factor) associado a um plasmideo (Duarte, 2014; Mainil, 2013).

E. coli enteroagregativa provoca diarreia persistente em criangas e adultos. A sua
persisténcia no intestino delgado deve-se as fimbrias, permitindo a autoagregacdo ao
enterocito, e a formacdo de biofilmes. Como consequéncia da formacdo de biofilmes
ocorre a produgdo da toxina a — hemolisina citotdxica que é responsavel pelo processo
inflamatorio e pela persisténcia do quadro clinico de diarreia aquosa com muco, febre e
vomitos (Duarte, 2014; Mainil, 2013).
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E. coli difusamente aderente apresenta dois fatores de viruléncia: adesina Afa/DR,
associadas a infe¢des urinarias, e adesina AIDA — | (adesdo difusa 1) responsével pela

diarreia nas criancas (Duarte, 2014).

E. coli enterotoxinogénica € o agente causador de diarreia nos paises desenvolvidos
que ocorre por consumo de alimentos contaminados. A colonizagdo no intestino
delgado é possivel gracas a intervencdo das adesinas CFA/I, CFA/2 e CFA/3 que
reconhecem recetores a superficie dos enterdcitos. O quadro clinico é da
responsabilidade de duas toxinas, que juntas provocam um agravamento do mesmo. A
exotoxina termolabil ativa a adenilciclase que provoca um aumento intracelular da
adenosina monofosfato ciclico (AMPc). Como consequéncia hd uma alteracdo da
permeabilidade da membrana, com secrecdo de eletrolitos e agua, e decréscimo da
absorcéo de cloro e sodio. Esta toxina é antigénica e induz a producdo de anticorpos
neutralizantes aquando da exposi¢do, conferindo imunidade contra posteriores
contaminagdes. Por este motivo esta estirpe estd associada a diarreia do viajante. A
exotoxina termoestavel aumenta os niveis de guanosina monofosfato ciclica (GMPc)

que provoca a saida de fluidos através dos enterdcitos (Duarte, 2014; Mainil, 2013).

E. coli enteroinvasiva contém uma proteina imunogénica denominada de invasina
que promove a invasao do enterdcito. As manifestacdes clinicas sdo diarreia aquosa que
pode evoluir para disenteria, com fezes sanguinolentas e leucdcitos, febre e dores
abdominais por consequente invasdo das células adjacentes (Duarte, 2014; Mainil,
2013).

E. coli entero — hemorragica é responsavel pela colite entero — hemorragica, forma
severa de diarreia, que nas criangas pode provocar insuficiéncia renal aguda ou
sindroma hemolitica urémica. As lesdes provocadas nos enterdcitos acontecem de forma
semelhante as EPEC e a producdo da exotoxina denominada toxina Shiga. A shiga 1,
produzida num bacteriofago, liga-se a um recetor nas vilosidades do enterécito que
também podem ser encontrados no rim, o que justifica a patologia renal (Duarte, 2014;
World Health Organization, 2011; Mainil, 2013).
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iii. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas sdo bactérias de Gram — negativo, moveis e considerados aerobios
obrigatérios (Silva, 2014; Fair e Tor, 2014). Podem ser encontradas em plantas e
ambientes humidos, contaminando sabonetes, cosmeéticos, desinfetantes, piscinas e
equipamento hospitalar. S&o, no geral, resistente a desinfetantes, antissepticos e
antibioticos, o que dificulta o tratamento e potencia a disseminacdo em hospitais (Silva,
2014).

As manifestagdes clinicas englobam infecdes hospitalares a nivel respiratorio, trato
urinério, principalmente em individuos com cateteres, e feridas (Silva, 2014; Breidstein,
et al. 2011). A septicemia € comum em individuos com diabetes mellitus,
neutropénicos, doencas malignas hematologicas e queimados originando lesbes
necroticas na pele chamadas de ecthyma gangrenosum. A foliculite, otites externas,
infecBes da cdrnea, endocardite e pneumonias sdo exemplos de patologias adquiridas na
comunidade (Silva, 2014).

Os fatores de viruléncia desta bactéria englobam proteinas e componentes
estruturais da propria bactéria. Os pili facilitam a adesdo da bactéria ao hospedeiro e as
superficies abidticas e intervém no desenvolvimento do biofilme, tal como a capsula
que ainda inibe a fagocitose por parte dos macrofagos. As exotoxinas A e S e as
proteases sao substancias citotoxicas que causam hemorragias e necrose dos tecidos. A
fosfolipase C, uma hemolisina, é responsavel pela hidrélise dos fosfolipidos da
membrana celular, com consequente lesdo tecidular (Silva, 2014; Breidstein, et al.
2011).

A resisténcia a antibidticos e a dificuldade de tratamento deve-se & presenca de
mecanismos de resisténcia presentes em varias estirpes, 0 que torna a prevencao
fundamental. Destacam-se como mecanismos de resisténcia a diminuicdo da
permeabilidade da membrana externa; as bombas de efluxo, que expulsam os
compostos, e a producdo de diferentes enzimas que inativam os antibioticos, como as 3
— lactamases responsaveis pela degradagdo dos antibioticos B — lactdmicos (Silva, 2014;
Breidstein, et al. 2011; Fair e Tor, 2014).
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iv. Leveduras do género Candida spp.

Os fungos sao seres vivos com grande relevo na vida do Homem, quer seja pelos
seus beneficios ou pela sua forma prejudicial. Sdo prejudiciais em individuos
imunocomprometidos e hospitalizados, uma vez que sdo capazes de causar doenca
(Sardi, et al, 2013). Por outro lado, sdo usados em processos industriais para obtencéo
de pdo, cerveja, vinhos e determinados tipos de queijos e na producdo de farmacos e

acidos organicos (Freitas, 2010).

A gravidade da doenca é influenciada pelo estado imunoldgico do hospedeiro. Os
fungos patogénicos priméarios possuem mecanismos de viruléncia capazes de provocar
doenga em individuos saudaveis. Esses mecanismos de viruléncia englobam o
dimorfismo, a modulacdo da resposta imunologica do hospedeiro, a alteracdo da
composicao da parede, a producdo de enzimas e o0 mimetismo molecular (Rodrigues e
Vaz (a), 2014).

O dimorfismo é a capacidade que os fungos apresentam de crescer a 25°C em meios
escassos em nutrientes na forma filamentosa com hifas septadas e a 37°C como fungos
unicelulares, dependendo de fatores como tensdo de CO,, pH, concentracdo de
nutrientes, entre outros (Rodrigues e Vaz (a), 2014; Mayer, et al., 2013). A modulacao
da resposta imunoldgica é feita por intermédio do antigénio gp43, responsavel pela
adesdo das leveduras a membrana basal do hospedeiro que se liga aos macrofagos
provocando uma resposta de hipersensibilidade retardada, e da proteina WI — 1 que
promove a adesdo aos macr6fagos. Em estirpes virulentas esta proteina encontra-se me
baixas concentracBes, permitindo ao microrganismo o escape aos macr6fagos. A
alteracdo da composicdo da parede confere resisténcia a fagocitose. As duas enzimas
mais importantes na viruléncia sdo a urease e as proteases. A urease é responsavel pela
modulagdo do pH externo, uma vez que degrada a ureia em carbamato e amonia o que
torna o pH alcalino e permite a sobrevivéncia do fungo. As proteases extracelulares, que
abrangem um largo espectro de pH, permitem a invasdo das células do hospedeiro por
parte do microrganismo conduzindo a sua morte. O mimetismo celular é conseguido
pela producdo de substancias idénticas as do hospedeiro, 0 que pode despoletar uma
resposta autoimune (Rodrigues e Vaz (a), 2014; Mayer, et al., 2013; Sardi, et al., 2013).
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Os fungos oportunistas apresentam trés mecanismos principais de viruléncia:
presenca de adesinas que promovem a adesdo do microrganismo as mucosas do
hospedeiro e superficies inertes, passo crucial para o processo de infecdo;
tigmotropismo que consiste na capacidade de transformacao da forma de levedura para
filamentosa, diferindo do dimorfismo porque as duas formas sdo encontradas
simultaneamente nas mesmas condic¢Bes fisiologicas; presenca de capsula que é um

componente anti — fagocitario (Rodrigues e Vaz (a), 2014).

O género Candida spp. engloba muitas espécies que pertencem a flora normal do
Homem, presentes habitualmente na mucosa oral, trato gastrointestinal e vagina. Mas a
de maior prevaléncia ¢ Candida albicans, responsavel por micoses sistémicas e
oportunistas (Silva, et al., 2014; Sardi, et al., 2013). Estima-se que mais de metade das
infecdes fungicas invasivas sejam causadas por Candida albicans. Segundo Sardi, et al.
(2013) o numero de infe¢Bes nos paises da Europa provocadas por Candida parapsilosis
ronda os 7% e no caso de Candida krusei ronda os 2%.

A patogenicidade de Candida albicans depende dos seus fatores de viruléncia e de
fatores do proprio hospedeiro. Os fatores de viruléncia fungicos compreendem
maioritariamente a sua capacidade de adeséo e invasdo das defesas do hospedeiro. Nos
fatores do hospedeiro enquadram-se as afecGes gerais como a diabetes,
imunossupressdo e estados de caréncia sobretudo de ferro e zinco e a terapia
antimicrobiana que modifica a flora comensal bacteriana provocando a proliferacdo das
leveduras (Silva, et al., 2014; Mayer, et al., 2013).

A patogenicidade de Candida albicans pode ser explicada gracas a trés mecanismos
principais: adesdo as células do hospedeiro; presenca de enzimas degradativas e
transicdo da forma de levedura para fungo filamentoso (Sardi, et al., 2013; Mayer, et al.,
2013).

O reconhecimento de recetores no hospedeiro e posterior adesdo é conseguido
gracas a fatores nao especificos das leveduras, como as forcas electroestaticas e

hidrofobicas, e pelas adesinas presentes na superficie dos fungos que reconhecem e sao
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capazes de estabelecer ligacbes com as proteinas, fibrinogénio e fibronectina. As
adesinas estabelecem ligacdo a aminoécidos e aglcares presentes ndo s6 na superficie
das células, mas também na superficie de estruturas abiéticas. Esta capacidade de
ligacdo a biomateriais explica o aparecimento e formacdo de biofilmes, principal causa
de resisténcia a terapia antifungica. Os biofilmes sfo estruturas resultantes da
acumulacdo de células em divisdo celular que produzem uma matriz extracelular
constituida por hidratos de carbono, proteinas, fosforo e hexosaminas. Os constituintes
da matriz variam consoante as condi¢fes ambientais, pH, niveis de oxigénio e da estirpe
e espécie. Esta matriz protege os microrganismos permitindo o seu desenvolvimento e
estd envolvido nos mecanismos de patogenicidade, uma vez que facilita a invasdo do
sistema imunitario; cria resisténcia a terapia antiflngica, ja que apenas as camadas mais
superficiais ficam suscetiveis a sua acdo e cria resisténcia a acdo competitiva de outros

microrganismos (Sardi, et al., 2013; Mayer, et al., 2013).

As enzimas hidroliticas sdo apontadas como fatores de viruléncia uma vez que estao
envolvidas no processo de adesdo, invasdo e danificacdo dos tecidos do hospedeiro. As
enzimas mais importantes nestes processos sao as proteases e as fosfolipases. As lipases
sdo responsaveis pela digestdo de lipidos para aquisicdo dos nutrientes por parte do
microrganismo, adesdao as células do hospedeiro e despoletacdo da atividade
inflamatdria que afeta o sistema imune do hospedeiro e permite eliminar a microflora
competitiva. Além destas enzimas, a hemolisina também tem sido descrita por causa do
seu potencial patogénico. Esta proteina € produzida pelos microrganismos para lisar 0s
glébulos vermelhos permitindo-lhes assim a aquisicdo de ferro, importante para o
desenvolvimento dos microrganismo e para 0 processo infecioso (Sardi, et al., 2013:
Mayer, et al., 2013).

A capacidade de conversdo da forma unicelular para filamentosa de Candida
albicans é apontado como fendmeno de viruléncia. Este fenomeno é importante na
invasdo tecidular e na resisténcia a fagocitose por parte do sistema imunitario do
hospedeiro permitindo a sua sobrevivéncia e colonizacdo com formacgdo de biofilmes
(Sardi, et al., 2013; Mayer, et al., 2013).
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Candida parapsilosis tem sido o segundo microrganismo mais isolado em varios
estudos. Esta espécie é mais preocupante na neonatologia, principalmente quando
associado a cateteres ou a nutricdo parentérica. Os seus mecanismos de viruléncia

incluem formacéo de biofilmes e a presenca de enzimas hidroliticas (Sardi, et al., 2013).

As manifestagdes clinicas comuns no caso das candidoses superficiais sdo a
inflamacdo localizada a nivel oral, um exsudado esbranquigcado associado a prurido,
vulgarmente denominadas de “sapinhos” ¢ frequentes nos recém — nascidos e
imunodeprimidos; nas pequenas e grandes pregas, onde a inflamacdo também é
denominada de intertrigo; na zona ungueal e nos 6rgdos genitais masculinos e femininos
(Silva, et. al., 2014; Mayer, et al., 2013).

As micoses oportunistas sdo resultantes de infecdes invasivas em hospedeiros cuja
protecao por parte do sistema imunolégico esta comprometido. Os microrganismos mais
predominantes neste tipo de micoses sdo 0s pertencentes ao género Candida, onde se
destacam C. albicans, C. parapsilosis e C. krusei. A principal via de infecdo tem origem
enddgena e o principal fator de viruléncia é o tigmotropismo presente nas espécies de
Candida, excetuando C. glabrata. O tigmotropismo é um mecanismo fundamental para
0 crescimento e colonizacdo de Candida no organismo do hospedeiro, uma vez que 0
crescimento de hifas permite uma melhor adesdo as células do hospedeiro, 0 que
potencia uma posterior invasdo através dos seus tecidos (Rodrigues e Vaz (b), 2014;
Mayer, et al., 2013).

Os fatores de risco para uma micose oportunista invasiva provocada por Candida
albicans sdo a idade, doencas subjacentes, como a neoplasia de Orgdos solidos,
neutropenia, Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) / Sindroma da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA), transplantados, queimados, desnutrigdo, imunossupressores e outros
farmacos, nutricdo parentérica, ventilagio mecénica, hemodialise e manipulacdo de
cateteres (Rodrigues e Vaz (b), 2014; Sardi, et al., 2013). O quadro clinico resultante de
infecbes por Candida, que provoca infecbes localizadas a disseminadas, é
predominantemente de candidemia. Ao atingir a corrente sanguinea, esta pode originar
sépsis severa ou febre persistente, resistente a terapia antibacteriana, com posterior

disseminacéo para outros 0rgaos com elevada probabilidade de morte. O quadro clinico
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engloba ainda peritonite; pneumonia; candidose hepatoesplénica; osteomielite;
endocardite infeciosa; lesdes cutdneas maculopapulares ou pequenos nddulos e

atingimento ocular que podem levar a perda de visdo (Rodrigues e Vaz (b), 2014).
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Il.  Objetivos

Face as emergentes resisténcias microbianas as opcdes terapéuticas existentes no

mercado, 0s principais objetivos desta monografia sao:

e Auvaliar, in vitro, a potencial atividade antimicrobiana de alguns 6leos essenciais
disponiveis comercialmente e vulgarmente usados em aromaterapia em:
(i) bactérias de Gram — positivo e Gram — negativo Staphylococcus aureus
ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa e
ATCC 27853;
(ii) leveduras do género Candida: Candida albicans ATCC 10231, Candida
krusei ATCC 6258 e Candida parapsilosis ATCC 2209;

e Para os 0leos essenciais mais ativos, determinar se o efeito € microbiocida ou

microbiostatico.
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I1l. Materiais e métodos

1. Materiais

i. Bactérias

Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Escherichia coli (ATCC 25922) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) da coleta de microrganismo da Universidade

Fernando Pessoa.

ii. Leveduras

Candida albicans (ATCC 10231), Candida krusei (ATCC 6258) e Candida
parapsilosis (ATCC 2209) da coleta de microrganismo da Universidade Fernando

Pessoa.

iii. Oleos essenciais

Os 0leos essenciais utilizados foram obtidos num estabelecimento comercial.

Tabela 2. Oleos essenciais utilizados e respetiva composicao quimica, de acordo com a informagéo do

fabricante que acompanha o 6leo essencial.

Nome vulgar Espécie Composicdo quimica
] ) _ Limoneno, linalol e
Bergamota Citrus aurantium bergamia o
acetato de linalilo
) Canfora, § — pineno e
Camomila azul Tanacetum annuum
camazuleno
Camomila selvagem Ormenis multicaulis L. a- pineno e limoneno
) B — himachaleno, a —
Cedro Cedrus atlantica

himachaleno e y — himachaleno

) Eugenia caryophyllus (C. | Eugenol, acetato de eugenilo ¢
Cravinho o
Spreng) Bull et Harr. — cariofileno

_ ) 1,8 — cineol, o — pineno e y —
Eucalipto globulus | Eucalyptus globulus Labill )
terpineno
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Eucalipto radiata

Eucalyptus radiata

1,8 — cineol e o — terpineol

Hortela verde

Mentha spicata

Carvona, limoneno e

dihidrocarvona

Lavanda fina

Lavandula angustifolia Mill

Acetato de linalilo, linalol e cis -

B —ocimeno

Lavanda mailette

Lavandula angustifolia Mill

Acetato de linalilo, linalol e § —

cariofileno

Limao destilado

Citrus medica limonum

Limoneno,  — pineno ey —

terpineno
Niaouli Melaleuca quinquenervia 1,8 — cineol e viridiflorol
s _ Isotimol, timol, y — terpineno e p
Oreégao Origanum compactum ]
— cimeno
Palmarosa Cymbopogon martinii Geraniol e acetato de geranilo

Pimenta negra

Piper negrume L.

B — cariofileno, limoneno,

sabineno, o — pineno e § —

pineno
Pinho Pinus sylvestris L. o — pineno ¢ § — pineno
Citronelol, geraniol e
Rosa Rosa damascena

nonadecano

Tangerina destilada

Citrus reticulata Blanco

Limoneno, o — pineno e y —

terpineno

Tangerina

Citrus reticulata Blanco

Limoneno, y — terpineno e o —

pineno

Tomilho

Thymus vulgaris

Linalol, terpineno —4 —ol ey —

terpineno

iv. Reagentes

Dimetilsulfoxido (DMSQO) (Applichem); Mueller — Hinton agar (Liofilchem);

Sabouraud dextrose agar (Liofilchem) e RPMI (Sigma).
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2. Métodos

i. Diluicéo dos dleos essenciais

As diluicGes dos oleos essenciais foram realizadas em DMSO numa estequiometria
de 1:2. Para a determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria para as bactérias em
estudo, a concentracdo maxima utilizada foi de 8,0 pl/ml e a minima de 0,06 pl/ml. Nos
fungos, a concentracdo maxima avaliada foi de 2,0 pul/ml e a minima de 0,06 pl/ml.

ii. Avaliacdo da atividade antibacteriana

A metodologia adotada para determinar a Concentracdo Minima Inibitoria dos 6leos
essenciais contra Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Escherichia coli (ATCC
25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) encontra-se presente na norma
CLSI, antiga NCCLS, M7 — A6: Metodologia dos Testes de Sensibilidade a Agentes

Antimicrobianos por Diluicdo para Bactérias de Crescimento Aerdbico.

O esquema de preparacdo idealizado incluiu a divisdo das placas de 96 poc¢os do
seguinte modo:

- pogos “controlo positivo e negativo” para validacdo do método e afericdo dos
resultados. O controlo positivo inclui meio de cultura e bactéria e o controlo negativo
apenas meio de cultura;

- pogo “branco” para cada oleo testado contendo meio de cultura e 6leo essencial de
modo a eliminar a contribui¢do da turvacdo dada pela sua coloragdo na avaliacdo dos
resultados;

- pocos com 1 ul e 2 pl (volume maximo permitido) de DMSO para despiste da
atividade antimicrobiana do composto. Inclui meio de Muller — Hinton, o reagente e

bactéria em estudo.

As culturas bacterianas foram repicadas no dia anterior a cada ensaio realizado em
tubos contendo meio sélido de Mueller — Hinton em rampa, por inoculacdo em estria, e

incubadas a 37°C em estufa durante 24 horas. A suspensdo-padréo de bacteérias foi feita
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em soro fisiolégico com recurso a um nefelémetro de modo a obter uma densidade de
0,5 U MacFarland. Ao meio de cultura foi adicionado a quantidade de suspenséo
bacteriana necessaria para obtencdo da concentracdo final de 5,0x10° CFU/ml. A

suspensdo obtida foi a utiliza no trabalho.

A execucdo do esquema geral das placas de 96 pogos (cada pogo com volume final
de 100 pl) foi o seguinte:

- poco “teste”: 48,0 pl de meio de cultura, 2,0 pl da mistura de 6leo essencial com
DMSO e 50,0 ul de suspenséo bacteriana;

- poco “branco”: 2,0 ul da mistura de 6leo essencial com DMSO e o restante volume
foi completado com meio de cultura;

- poco “controlo positivo”: 50,0 ul de suspensdo bacteriana e 50,0 pl de meio de
cultura;

- poc¢o “controlo negativo: 100,0 nl de meio de cultura;

- pogos “DMSO”: 2,0 ul e 1,0 pl de dimetilsuféxido e restante volume completado

com meio de cultura.

A placa foi incubada em estufa a 37°C durante um periodo de 24 horas.

iii. Avaliacdo da atividade antifungica

Para determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria dos 6éleos essenciais contra
Candida albicans (ATCC 10231), Candida krusei (ATCC 6258) e Candida parapsilosis
(ATCC 2209) foram seguidos os parametros descritos na norma CLSI, anteriormente
referenciada como NCCLS, M27 — A2: Metodologia de Referéncia para Testes de
Diluicdo em caldo para Determinagdo da Sensibilidade de Leveduras a Terapia

Antiflngica.

Relativamente & avaliacdo da atividade antiflngica, as Unicas variagdes do esquema
utilizado nas bactérias foram: meio de cultura utilizado; suspenséo de trabalho que foi
realizada para obter uma concentrago de 5,0 x 10? a 2,5 x 10° células por ml? e tempo

de incubacdo da placa na estufa que foi de 48 horas.
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iv. Avaliacdo da Concentracdo Minima Letal

Apos averiguagdo da CMI, e ap6s homogeneizagdo, transferiu-se uma aliquota (25
pl) do conteudo de cada poco que continha o microrganismo e o 6leo essencial para
uma placa de cultura. Apés incubacdo em estufa a 37°C durante um periodo de 24 horas
procedeu-se & andlise, de modo a identificar a Concentracdo Minima Letal (CML). A
CML é definida como a concentracdo mais baixa capaz de matar a totalidade dos
microrganismos analisados. A técnica utilizada foi idéntica a descrita por Simié, et al.,
(2004).

IV. Resultados

A tabela 3 indica a Concentragdo Minima Inibitéria de cada 6leo essencial testado
nas bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Escherichia coli (ATCC 25922) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). As concentracOes avaliadas foram de 8,0

pl/ml a 0,06 pl/ml.

Tabela 3. Concentragdes Minimas Inibitdrias para as trés estirpes de bactérias analisadas.

Concentracdo Minima Inibitoria (CMI)
Oleos essenciais Staphylococcus o ) Pseudomonas
Escherichia coli _
aureus aeruginosa
Bergamota > 8,0 pl/ml > 8,0 pl/ml > 8,0 pl/ml
Camomila Azul 8,0 ul/ml > 8,0 pl/ml > 8,0 pl/ml
Camomila Selvagem > 8,0 ul/ml > 8,0 ul/ml > 8,0 ul/ml
Cedro > 8,0 ul/ml > 8,0 pl/ml > 8,0 pl/ml
Cravinho 1,0 pl/ml 1,0 pl/ml 4,0 pl/ml
Eucalipto globulus 4,0 pl/ml 4,0 ul/ml 4,0 pl/ml
Eucalipto radiata 8,0 ul/ml 8,0 pl/ml > 8,0 ul/ml
Hortel& verde > 8,0 pl/ml > 8,0 pl/ml > 8,0 pl/ml
Lavanda fina > 8,0 ul/ml > 8,0 ul/ml > 8,0 ul/ml
Lavanda maillete > 8,0 ul/ml > 8,0 pl/ml > 8,0 pl/ml
Limao destilado > 8,0 ul/ml > 8,0 ul/ml > 8,0 pl/ml
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Niaouli > 8,0 pl/ml > 8,0 pl/ml > 8,0 pl/ml
Orégao 0,25 pl/ml 0,5 ul/mi 1,0 ul/ml
Palmarosa > 8,0 pl/ml > 8,0 pl/ml > 8,0 pul/ml
Pimenta Negra > 8,0 pl/ml > 8,0 pl/ml > 8,0 pl/ml
Pinho 4,0 pl/ml > 8,0 pl/ml 8,0 ul/ml
Rosa 2,0 pl/ml > 8,0 pl/ml > 8,0 pl/ml
Tangerina casca > 8,0 ul/ml > 8,0 pl/ml > 8,0 pl/ml
Tangerina destilada > 8,0 ul/ml > 8,0 ul/ml > 8,0 ul/ml
Tomilho > 8,0 pl/ml > 8,0 pl/ml > 8,0 ul/ml

A tabela 4 apresenta os valores de Concentracdo Minima Inibitdria obtidos para as
leveduras Candida albicans (ATCC 10231), Candida krusei (ATCC 6258) e Candida
parapsilosis (ATCC 2209). As concentracdes testadas neste caso foram de 2,0 a 0,06

pl/ml.

Tabela 4. Concentragdes Minimas Inibitdrias para as trés estirpes de leveduras analisadas.

Oleos essenciais

Concentracdo Minima Inibitoria (CMI)

Candida albicans

Candida krusei

Candida parapsilosis

Bergamota 2,0 ul/ml 0,5 ul/mi > 2,0 pl/ml
Camomila Azul 2,0 ul/ml 2,0 ul/mi 2,0 ul/ml
Camomila Selvagem 1,0 pl/ml 0,25 pl/ml 2,0 pl/ml
Cedro > 2,0 pl/ml 2,0 pl/ml > 2,0 pl/ml
Cravinho 0,5 ul/ml 0,5 ul/mi 0,125 pl/ml
Eucalipto globulus 0,5 pul/ml 0,125 pl/ml 0,5 pl/ml
Eucalipto radiata 1,0 pl/ml 0,25 pl/ml 1,0 pl/ml
Horteld verde 2,0 ul/ml 2,0 pl/ml > 2,0 ul/ml
Lavanda fina > 2,0 pl/ml > 2,0 pl/ml > 2,0 pl/ml
Lavanda maillete > 2,0 pl/ml > 2,0 pl/ml > 2,0 pl/ml
Lim&o destilado 2,0 pl/ml 1,0 ul/ml > 2,0 pl/ml
Niaouli > 2,0 ul/ml 1,0 pl/ml 2,0 pl/ml
Orégéo 0,25 pl/mi 0,125 pl/ml 0,25 pl/ml
Palmarosa 0,5 ul/ml 0,5 ul/ml 0,5 pl/ml
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Pimenta Negra 1,0 pl/ml 1,0 ul/ml > 2,0 pl/ml
Pinho 0,06 pl/ml 0,06 pl/ml 0,06 pl/mi
Rosa 1,0 pl/ml 1,0 pl/ml 2,0 pl/ml
Tangerina casca > 2,0 pl/ml 1,0 pl/ml > 2,0 pl/ml
Tangerina destilada 1,0 pl/ml 0,125 pl/ml 2,0 ul/ml
Tomilho 2,0 pl/ml 1,0 pl/ml 2,0 pl/ml

Relativamente & Concentragdo Minima Letal testada, a tabela 5 indica os resultados

para Candida krusei, registados e avaliados ap0s periodo de incubacdo de 24horas, com

0s Oleos essenciais de Eucalipto globulus e Orégdo, testados a concentracGes de 0,5:

0,25 e 0,125 pl/ml, Palmarosa e Cravinho a concentracdo de 0,5 pl/ml e Pinho no

intervalo de concentragdes de 0,5: 0,25; 0,125 e 0,06 pl/ml.

Tabela 5. Concentragdo Minima Letal dos 6leos essenciais para Candida krusei.

Oleo essencial

Concentracédo Minima Letal

Eucalipto globulus 0,125 pl/ml
Orégao 0,125 pl/ml
Palmarosa 0,5 ul/mi
Cravinho 0,5 ul/mi
Pinho 0,06 pul/ml
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V. Discussdo

Nos ultimos anos temos assistido ao emergir de espécies bacterianas com elevado
grau de resisténcia a terapéutica convencional. Destacam-se Staphylococcus aureus,

Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (Fair e Tor, 2014).

Desde 1990, as bactérias de Gram — positivo constituem uma grande ameaca para 0
Homem com o aparecimento de estirpes Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA) e mais tarde a vancomicina (VRSA). Esta bactéria faz parte da flora comensal
do Homem, mas pode causar severos problemas como infe¢des na pele e pneumonias.
Face ao aparecimento dos MRSA, os glicopeptideos vancomicina e teicoplanina foram
selecionados como alternativa terapéutica. No entanto comecam a surgir resisténcias
também a estes antibidticos (Fair e Tor, 2014; DJ den Heijer, et al., 2013).

Relativamente a bactéria Escherichia coli, recentemente tém sido descritos o
aparecimento de resisténcias 0 que se torna preocupante porque esta espécie é a mais
comum nas infecBes provocadas por bactérias Gram - negativo no Homem.
Atualmente, destacam-se as estirpes com Extended Spectrum f — lactamases (ESBLS) o
que lhes confere resisténcia a cefalosporinas de terceira geracdo. Além disso, esta
bactéria tem ainda demonstrado resisténcia a fluoroquinolonas e a gentamicina (Fair e
Tor, 2014).

Quando comparado com 0s outros patogénicos, Pseudomonas aeruginosa, bactéria
de Gram-negativo causadora de infe¢bes hospitalares e infecdes cronicas pulmonares
em doentes com fibrose cistica, é muito dificil de erradicar devido a resisténcias
intrinsecas, adaptativas e adquiridas aos antibioticos. Nos mecanismos de resisténcia
intrinsecos salientam-se a baixa permeabilidade membranar que atua como barreira
seletiva a entrada de antibioticos e a presenca de bombas de efluxo (Breidenstein, et al.,
2011; Fair e Tor, 2014). Na resisténcia adquirida encontram-se descritos dois
mecanismos diferentes: a transferéncia horizontal de elementos genéticos (plasmideos)
e mutacGes que incluem aumento da expressdo dos genes de bombas de efluxo,
reduzindo a entrada de antibidticos; hiperproducao de 3 — lactamases e alteracdo do alvo

dos antibidticos. Os mecanismos de resisténcia adaptativa estdo dependentes dos
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antibidticos e de estimulos ambientais, como pH, anaerobiose, fonte de catides e
carbono. A exposi¢do a concentra¢fes subinibitorias de antibioticos contribui para a
expressao de genes que codificam as bombas de efluxo. Neste tipo de mecanismo
verifica-se que uma vez eliminado o fator desencadeante o microrganismo volta ao seu
estado de suscetibilidade o que pode explicar que a eficacia in vitro da terapia nem
sempre se verifica in vivo. A formacéo de biofilmes por parte desta bactéria reduz a sua

resposta a terapia antibacteriana (Breidenstein, et al., 2011).

A prevaléncia de infe¢cdes fungicas tem aumentado desde 1980, principalmente na
populacdo de imunocomprometidos. O género Candida é apontado como responsavel
pela maioria das infecGes nas mucosas e tecidos, sendo Candida albicans a espécie
predominante nas manifestacdes clinicas invasivas (Mayer, et al., 2013; (Sardi, et al.,
2013). No entanto, as infecBes invasivas causadas por espécies ndo — albicans tém
aumentado. Mais de 90 % das infe¢Ges flngicas invasivas sdo causadas por C. albicans,
C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis. C. parapsilosis tem emergido em
infecdes nosocomiais, devido a procedimentos cirdrgicos invasivos e proteses. C. krusei
apresenta resisténcia ao fluconazol e as infecdes por ela provocadas devem-se sobretudo

a profilaxia de fluconazol e a neutropenia (Sardi, et al., 2013).

Alem das diferentes formulacGes de anfotericina B os triazdis (fluconazol,
posaconazol e voriconazol) sdo recomendados como compostos primarios e profilaticos
no tratamento das infecdes invasivas causadas por Candida. O uso abusivo destes
compostos contribuiu para a resisténcia in vitro a sua acdo que pode ser explicado por:
modifica¢do na quantidade e qualidade do alvo das enzimas, redugéo do acesso ao alvo
dos compostos, mutacdes no gene que participa na biossintese do ergosterol ou efluxo
dos azdis para o exterior da célula devido a ativacdo de genes que codificam

transportadores de efluxo (Espinel — Ingroff, et al., 2014).

A introducéo dos antibioticos e antifungicos na terapia contribuiu para o aumento de
diferentes formas de resisténcia por parte dos microrganismos a sua acdo, conduzindo
inclusive ao aparecimento de microrganismos resistentes praticamente a qualquer
antibidtico existente no mercado (Fair e Tor, 2014; Raut e Karuppayil, 2014). Face a

este problema de saude publica, torna-se fundamental explorar novas formas de
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tratamento com especial relevo para as naturais, surgindo os 6leos essenciais como uma

das alternativas.

Os oOleos essenciais possuem uma variedade de moléculas na sua composicao
quimica conhecidas pelas suas propriedades antimicrobianas. Segundo Teixeira, et al.
(2013), cujo estudo realizado teve com principal objetivo avaliar a composi¢éo quimica
e as propriedades antibacterianas e antioxidantes de Gleos essenciais comerciais, a
composicdo quimica dos Oleos é influenciada por vérios fatores que condicionam as
suas propriedades bioativas: espécie, parte da planta, época da colheita, localizacédo
geogréfica e 0 método de extracdo. No entanto, o verificado foi que 6leos essenciais
ricos em timol, carvacrol, eugenol, canfora, a — pineno e citronelal apresentam atividade
antibacteriana. Também outros como autores como Fachini-Queiroz, et al. (2012),
Johnson, et al. (2013), Pereira, et al. (2014) e Kumar, et al. (2012) demonstram a

atividade antibacteriana destes compostos.

Para a leitura dos resultados foi aplicado um método qualitativo baseado na presenca
ou auséncia de turvacdo. A presenca de turvacdo provocada pelo crescimento
microbiano € interpretado como ineficacia do 6leo essencial e, em contrapartida, a
auséncia de turvacdo no poco é interpretada como atividade antimicrobiana do 6leo
essencial nas estipes utilizadas. A Concentragdo Minima Inibitéria (CMI), definida
como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento microbiano, foi aferida
gracas a utilizacdo do método das microdilui¢Bes, cujos resultados encontram-se nas
tabelas 3 e 4. A principal dificuldade encontrada foi a baixa solubilidade dos 0Oleos
essenciais nos meios de cultura, o que conduziu a utilizacdo do dimetilsulfoxido como
solvente para preparacdo das diferentes concentracGes segundo o método das dilui¢bes

sucessivas.

O 6leo essencial de bergamota apresenta na sua composi¢do quimica o limoneno, o
acetato de linalilo e o linalol como moléculas maioritéarias (tabela 2). N&o apresenta
atividade antibacteriana contras as estirpes testadas no intervalo de concentracfes da

analise, tendo-se obtido uma CMI maior que 8,0 pl/ml para as trés bactérias.
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O oleo essencial de camomila azul tem como moléculas principais a canfora, § —
pineno e o camazuleno (tabela 2). Tendo em conta o intervalo de concentracgdes testado,
apresentou resultados apenas contra S. aureus, com a CMI de 8,0 pl/ml. As restantes
apresentaram uma CMI maior que 8,0 pl/ml. Pode-se concluir que apenas
Staphylococcus aureus apresenta suscetibilidade a agdo deste 6leo, que possui a canfora
como molécula descrita como responsavel pela atividade antibacteriana (Teixeira, et al.
2013).

No bleo essencial de camomila selvagem os compostos presentes sao o limoneno e o
a- pineno (tabela 2), composto descrito previamente como antibacteriano. No entanto, o
valor de CMI para as trés bactérias foi maior que 8,0 pl/ml, podendo concluir que
apesar de ter na sua composicdo 0 o — pineno as bactérias utilizadas ndo apresentam

suscetibilidade a acdo do 6leo essencial no intervalo de concentracdes avaliado.

O oleo essencial de cedro é composto por B — himachaleno, a — himachaleno ¢ y —
himachaleno (tabela 2), hidrocarbonetos sesquiterpenos responsaveis pela atividade
antisséptica (tabela 1). Ndo apresenta atividade antibacteriana neste estudo, visto que o

valor de CMI obtido para as trés bactérias foi maior que 8,0 pl/ml.

Na composicdo quimica do Oleo essencial de cravinho destacam-se o eugenol,
acetato de eugenilo e o B — cariofileno (tabela 2). Rico em fendis e éteres fendlicos o
que, segundo outros estudos, justifica a sua propriedade antimicrobiana, os valores de
CMI para as bactérias foram de 1,0 ul/ml para S. aureus e E. coli e de 4,0 pl/ml para P.
aeruginosa. Pode-se entdo concluir que o 6leo essencial possui acdo antibacteriana

contra as estirpes utilizadas.

O oleo essencial de eucalipto globulus € rico em 1,8 — cineol, a — pineno e y —
terpineno (tabela 2). A presenca de a — pineno, composto com atividade antibacteriana,
conferiu-lhe eficacia quando testado nas estirpes de S.aureus, E.coli e P. aeruginosa. Os
valores de CMI obtidos foram de 4,0 pl/ml para as trés bactérias. Ja o 0leo essencial de
eucalipto radiata possui na sua composicdo o0 1,8 — cineol e o o — terpineol. Apesar de

ter na sua composicdo hidrocarbonetos terpénicos com atividade anti-séptica (tabela 1),
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apenas as bactérias S.aureus e E.coli apresentam suscetibilidade a sua agdo com valores
de CMI de 8,0 pl/ml.

No Oleo essencial de horteld — verde destaca-se a presenca da carvona, limoneno e
dihidrocarvona (tabela 2). O valor de CMI para as trés bactérias foi maior que 8,0 pl/ml,

néo apresentando por isso atividade antibacteriana para as estirpes utilizadas.

O oleo essencial de lavanda fina apresenta como moléculas principais o acetato de
linalilo, linalol e o cis - B — ocimeno, enquanto o de lavanda maillete tem acetato de
linalilo, linalol e  — cariofileno (tabela 2). N&o apresentam atividade antibacteriana nas

estirpes utilizadas (valores CMI maiores que 8,0 ul/ml para as trés bactérias).

No Oleo essencial de limdo destilado destacam-se os compostos limoneno, B —
pineno ¢ o y — terpineno (tabela 2), hidrocarbonetos monoterpénicos com atividade
antisséptica (tabela 1). No entanto, as trés bactérias usadas ndo apresentaram
suscetibilidade a sua acdo, ja que ja que os valores de CMI obtidos foram todos maiores
que 8,0 pl/ml.

O mesmo se verificou no éleo essencial de niaouli. A presenca de 1,8 — cineol e
viridiflorol (tabela 2) como moléculas principais ndo conferiu, neste estudo, acdo
antibacteriana ao 6leo essencial. Os valores de CMI para as trés bactérias foram maiores
que 8,0 pl/ml.

A composicdo quimica do 6leo essencial de orégdo destaca o isotimol, o timol, y —
terpineno e o0 p — cimeno (tabela 2). A presenca de timol, molécula com atividade
antibacteriana segundo a conclusdo do estudo de Teixeira, et al. (2013), conferiu a este
0leo agdo contra as trés estirpes. Os valores de CMI para S. aureus foi de 0,25 pl/ml, 0,5
pl/ml para E. coli e 1,0 pl/ml para P. aeruginosa.

O 6leo essencial de palmarosa possui 0 geraniol e o acetato de geranilo (tabela 2).
N&o apresenta atividade antibacteriana neste estudo, visto que a CMI obtida para as trés

bactérias foi maior que 8,0 pl/ml.
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O oleo essencial de pimenta negra tem no seu perfil cromatografico o  —
cariofileno, o limoneno, o sabineno, a — pineno ¢ 3 — pineno (tabela 2). Apesar da
presenga o — pineno, composto anteriormente apontado como potencial antimicrobiano,
as bactérias utilizadas ndo apresentaram suscetibilidade a sua acdo. O CMI obtido nas

trés estirpes foi maior que 8,0 pl/ml.

O 6leo essencial de pinho utilizado apresenta o — pineno ¢ B — pineno (tabela 2).
Apresentou atividade contra S.aureus (CMI igual a 4,0 pl/ml) e P. aeruginosa (CMI

igual a 8,0 pl/ml).

As moléculas principais no 6leo essencial de rosa sdo o citronelol, geraniol e o
nonadecano (tabela 2), Apenas S. aureus apresentou suscetibilidade a este 6leo com
valor de CMI igual a 2,0 pl/ml (restantes valores maiores que 8,0 pl/ml).

Os oOleos essenciais de tangerina destilada e tangerina apresentam na sua
composicdo limoneno, o — pineno e¢ y — terpineno (tabela 2). Apesar de terem o
composto o — pineno na sua composic¢éo destacado como antibacteriano na literatura, os
dois 6leos ndo apresentaram efeito antibacteriano nas estirpes estudadas (valores de

CMI superiores a 8,0 pl/ml para as trés bactérias).

O oleo essencial de tomilho apresenta linalol, terpineno — 4 — ol e y — terpineno na
sua composicdo (tabela 2). N&o apresenta atividade contras as estirpes de bactérias
analisadas (valores de CMI superiores a 8,0 ul/ml). Este resultado é concordante com 0s
estudos de Fachini-Queiroz, et al. (2012) e Teixeira, et al. (2013) que concluem que a

presenca de timol neste 6leo essencial é responsavel pela sua atividade antibacteriana.

O estudo da atividade antifungica dos 6leos essenciais foi feito seguindo 0s mesmos
parametros do estudo da atividade antibacteriana: vinte Oleos essenciais testados nas
leveduras C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis no intervalo de concentragdes de 8,0 a
0,06 pl/ml. No entanto, as placas incubadas e analisadas pelo método qualitativo da
turvacdo ndo eram validas, uma vez que 0s controlos positivos ndo apresentavam

turvacéo caracteristica do crescimento das leveduras. Apos varias tentativas o problema
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foi resolvido ao iniciar o estudo da atividade antifingica com um intervalo de
concentragfes de 2,0 pl/ml a 0,06 pl/ml, apontando-se como possiveis interferéncias a
volatilidade dos 06leos essenciais e uma possivel elevada suscetibilidade das leveduras a

sua acéo.

Segundo Budzynska, et al. (2013), num estudo realizado com dezasseis 6leos essenciais
para avaliar a sua eficacia contra leveduras da espécie Candida, de um modo geral todos
0s Oleos essenciais com elevadas concentracdes de citronelol, geraniol, eugenol,
citronelal e citral, compostos apontados por varios autores como antimicrobianos,
apresentaram atividade antifingica. J& Zuzarte, et al. (2012), no estudo da atividade
antifungica de um dleo essencial de lavanda, concluiu que a presenca de elevadas
quantidades de carvacrol, composto fendlico presente noutras espécies como tomilho e
orégdo responsavel pela elevada atividade antifungica das mesmas, contribuiu para a
atividade antifingica do 6leo essencial. Estes fundamentam outros estudos, como o de
Bakkali, et al. (2008), que concluem que a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

deve-se sobretudo a presenca de alcoois, aldeidos e fenois.

A composicdo quimica do 6leo de bergamota destaca o limoneno, o acetato de
linalilo e o linalol (tabela 2). O limoneno, da familia dos hidrocarbonetos
(monoterpenos), apresenta atividade antisséptica; o linalol, um &lcool de natureza
monoterpénica, é apontado como anti - infecioso (tabela 1). Apresentou atividade
antifangica apenas contra C. albicans, com uma CMI de 2,0 pl/ml, e contra C. krusei

com uma CMl igual a 0,5 pl/ml.

O 6leo essencial de camomila — azul tem como moléculas principais a canfora, f —
pineno e o camazuleno (tabela 2). A CMI para C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis é
de 2,0 pl/ml podendo-se concluir que o 6leo apresenta atividade antifungica contra as

estirpes no intervalo de concentracGes testado.

No 6leo essencial de camomila — selvagem os compostos com maior destaque sdo o
a- pineno e o limoneno (tabela 2), ambos com atividade antisséptica por se tratar de

hidrocarbonetos terpénicos (tabela 1). O 6leo demonstrou atividade antifungica para as
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estirpes utilizadas, obtendo-se valores de CMI para C. albicans de 1,0 pl/ml, 0,25 pl/ml
para a C. krusei e 2,0 pl/ml para C. parapsilosis.

O oleo essencial de cedro é composto por  — himachaleno, a — himachaleno e y —
himachaleno (tabela 2), hidrocarbonetos sesquiterpenos responsaveis pela atividade
antisséptica (tabela 1). Demonstrou apenas eficdcia na estirpe de C. krusei com o valor
de concentragdo minima inibitoria igual a 2,0 pl/ml.

No 6leo essencial de cravinho destacam-se o eugenol, acetato de eugenilo ¢ 0 B —
cariofileno (tabela 2). O 6leo essencial é rico em fendis e éteres fendlicos o que justifica
a sua atividade antimicrobiana, de acordo com o descrito nos estudos ja mencionados,
nas estirpes utilizadas neste trabalho, obtendo-se valores de CMI para C. albicans e C.

krusei de 0,5 pl/ml e 0,125 pl/ml para C. parapsilosis.

O oleo essencial de eucalipto globulus é rico em 1,8 — cineol, a — pineno e y —
terpineno (tabela 2). Gragas aos hidrocarbonetos terpénicos que Ihe conferem atividade
antisséptica (tabela 1), o 6leo demonstrou atividade antifingica nas trés estirpes
utilizadas. A CMI obtida para C. albicans foi de 0,5 pl/ml, para C. krusei foi de 0,125
pl/ml e para C. parapsilosis o valor obtido foi 0,5 pl/ml. O dleo essencial de eucalipto
radiata possui como moléculas principais 0 1,8 — cineol e o a — terpineol. Os resultados
obtidos apontam valores de CMI igual a 1,0 pl/ml para C. albicans e C. parapsilosis e

0,25 pl/ml para C. krusei.

No Oleo essencial de horteld — verde destacam-se a carvona, a dihidrocarvona e o
limoneno (tabela 2), hidrocarboneto terpénico com atividade antisséptica (tabela 1).
Apresenta atividade antifungica contra as estirpes de C. albicans e C. krusei com
valores de CMI iguais a 2,0 pl/ml.

O 6leo essencial de lavanda fina apresenta como moléculas principais o acetato de
linalilo, linalol e o cis - B — ocimeno, enquanto o de lavanda maillete tem acetato de
linalilo, linalol e B — cariofileno (tabela 2). N&o apresentaram atividade antifingica nas
estirpes utilizadas (valores CMI maiores que 2,0 pl/ml).
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A presenga de limoneno, f — pineno e y — terpineno (tabela 2), hidrocarbonetos
monoterpénicos com atividade antisséptica no o6leo essencial de limdo destilado,
conferiram-lhe atividade antiflngica nas estirpes analisadas de C. albicans (CMI de 2,0
pl/ml) e C. krusei (CMI igual a 1,0 pl/ml).

O oleo essencial de niaouli identifica 0 1,8 — cineol e o viridiflorol (tabela 2) como
moléculas principais. Visto que os valores de CMI para C. krusei foi de 1,0 pl/ml e de
2,0 pl/ml para C. parapsilosis pode-se afirmar que o 6leo apresenta atividade

antifangica nas estirpes utilizadas.

A composicdo quimica do 6leo essencial de orégdo destaca o isotimol, o timol, y —
terpineno e o p — cimeno (tabela 2), Rico em hidrocarbonetos terpénicos com atividade
antisséptica e em fenodis com atividade anti — infeciosa (tabela 1), o 6leo demonstrou
atividade nas leveduras testadas. A CMI obtida paraC. albicans e C. parapsilosis foi de

0,25 pl/ml enquanto para C. krusei de 0,125 pl/ml.

O oleo essencial de palmarosa possui 0 geraniol e o acetato de geranilo (tabela 2),
alcool e éster de natureza terpénica. Apresentou atividade contra as leveduras utilizadas

com valores de CMI igual a 0,5 pl/ml.

O 6leo essencial de pimenta negra apresenta na sua composi¢do o B — cariofileno, o
limoneno, o sabineno, o — pineno ¢  — pineno (tabela 2). Apresentou atividade apenas

contra C. albicans e C. krusei com o valor de CMI igual a 1,0 pl/ml para ambas.

No 0leo essencial de pinho utilizado encontram-se as moléculas o — pineno e B —
pineno (tabela 2), hidrocarbonetos monoterpénicos com atividade antisséptica, segundo
o0 descrito na literatura. Apresenta atividade antifingica para as trés leveduras utilizadas

com valores de CMI iguais a 0,06 pl/ml.

As moléculas principais no 0leo essencial de rosa sdo o citronelol, o geraniol

(&lcoois de natureza terpénica) e o nonadecano (tabela 2). O 6leo demonstrou atividade
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contra as trés leveduras com valores de CMI igual a 1,0 pl/ml para C. albicans e C.
krusei e CMI igual a 2,0 pl/ml para C. parapsilosis.

Os Oleos essenciais de tangerina e tangerina destilada possuem nas suas
composicdes 0 limoneno, o — pineno e o y — terpineno (tabela 2). O dleo essencial de
tangerina apresentou atividade apenas contra C. krusei (CMI igual a 1,0 pl/ml). Por
outro lado, o 6leo essencial de tangerina destilada apresentou atividade antifungica nas
trés leveduras com valores de CMI igual a 1,0 pl/ml para C. albicans, 0,125 pl/ml para

C. krusei e 2,0 pl/ml para C. parapsilosis.

Na composi¢do quimica do 6leo essencial de tomilho encontram-se 0s compostos
linalol, terpineno — 4 — ol e y — terpineno (tabela 2). Apresenta atividade antifungica
contra as trés estirpes testadas com valores de CMI para C. albicans de 2,0 pl/ml, de 1,0

pl/ml para C. krusei e 2,0 pl/ml para C. parapsilosis.

Perante a analise dos resultados pode-se verificar que as leveduras testadas neste
trabalho apresentam uma maior suscetibilidade & acdo antimicrobiana dos o6leos
essenciais, comparativamente as bactérias. Os critérios de selecdo para avaliacdo do
mecanismo de acdo dos Oleos essenciais (microbiocida ou microbiostatico) foram: (i)
selecionar a levedura com maior suscetibilidade a acdo dos Gleos essenciais, isto &, a
levedura que apresentou valores de CMI mais baixos; (ii) selecionar cinco 6leos
essenciais que apresentaram valores de CMI iguais ou inferiores a 0,5 pl/ml para a

levedura mais suscetivel.

Seguindo os critérios de selecdo a levedura selecionada foi C. Krusei e 0s cinco
6leos essenciais foram: eucalipto globulus, orégdo, palmarosa, cravinho e pinho. Apos
periodo de incubacdo e analise da placa verificou-se que ndo existiu crescimento em
nenhuma das concentracdes avaliadas. De acordo com os resultados obtidos na tabela 5
e tendo em conta que a CMI é igual a CML, pode-se entdo concluir que os 6leos

essenciais testados exercem, na Concentragdo Minima Inibitoria, um efeito fungicida.
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VI. Conclusao

Os oleos essenciais analisados, apesar das suas carateristicas de baixa solubilidade
em solventes aquosos e elevada volatilidade, demonstram in vitro capacidade de inibir o
crescimento bacteriano e fingico mesmo a baixas concentraces. Os 6leos essenciais
que demonstraram essa efetividade s&o ricos em aldeidos, alcoois e fenois, compostos
descritos na literatura como responsaveis pelos efeitos citotoxicos nos fungos e

bactérias.

Perante 0s vinte 6leos essenciais analisados nas espécies bacterianas Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e nas leveduras Candida albicans,
Candida krusei e Candida parapsilosis pode-se concluir perante os resultados obtidos
que as leveduras apresentam maior suscetibilidade a acdo antimicrobiana dos 06leos

essenciais que as bactérias.

No caso das bactérias, os 6leos essenciais com maior atividade nas trés estirpes sao
o eucalipto globulus, o cravinho e o orégdo. Ja nas leveduras os 6leos mais ativos foram

o0 eucalipto globulus, palmarosa, pinho, cravinho e o orégéo.

Assim, tendo em conta os resultados obtidos nos microrganismos analisados e face a
sua atividade citotdxica pode-se concluir que os Oleos essenciais, usados em
aromaterapia, podem constituir uma opgdo como complementares ou adjuvantes da
terapia antimicrobiana convencional, face a problematica questdo das crescentes

resisténcias microbianas.
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