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RESUMO

Os processos infecciosos causados por agentes microbianos sdo muito freqiientes no
Brasil, em conseqiiéncia de seu clima tropical. Esses processos afetam pele, pélos,
unhas, mucosas, tecido subcutineo, orgdos e sistemas. Como as infecgdes bacterianas
e fingicas sdo tratadas por meio da corregdio de fatores predisponentes ¢ de terapéutica
medicamentosa, este estudo se propde a avaliar o potencial antimicrobiano de dleos
essenciais, obtidos de plantas medicinais, contra diversas espécies microbianas conhecidas
como potencialmente causadoras de infecgdes oportunistas, incluindo bactérias e fungos.
Os resultados evidenciaram uma proeminente atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais de Cinnamomum zeylanicum Blume a 4%, de Coniza bonariensis L. ad4%
¢ de Lippia alba N. E. Brown a 8%, os quais inibiram o crescimento de 72%, 61% e
44%, respectivamente, das cepas testadas, apresentando halos de inibi¢3o do crescimento
microbiano entre 10 e 24 mm de didmetro.

DESCRITORES: Microrganismos oportunistas. Infecgdes. Oleos essenciais.
Plantas medicinais.
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INTRODUCAO

Os processos infecciosos causados por agentes microbianos
oportunistas sdo muito freqiientes no Brasil, em decorréncia de suas condigdes
geocliméticas. Intimamente atrelado a essa particularidade ocorre um largo
surgimento de infecgdes bacterianas e fiingicas, as quais ocupam um lugar de
destaque dentro do panorama das doengas caracterizadas como tropicais (7).
Em conseqiidncia dessas agdes infecciosas, podem ocorret ndo so injdrias na
pele, nas unhas, nas mucosas bucal e vaginal, nos brénquios, nos pulmades,
mas também, eventualmente, septicemias, endocardites, meningites,
abscessos cerebrais e pielonefrites. Tais processos infecciosos podem ser
caracterizados clinicamente como processos agudos, subagudos ou cronicos
(14,26,29,31).

Geralmente, espécies pertencentes aos géneros Staphylococcus,
Salmonella, Listeria, Vibrio, Candida, Cryptococcus, Trichosporon, Rhizopus
e Fusarium apresentam-se como os principais agentes etioldgicos dessas
infecgdes (10, 14, 22). Dentre os vérios fatores predisponentes a agao de tais
microrganismos, destacam-se: 1) o tratamento prolongado com antibidticos,
corticéides ou drogas citotéxicas; 2) as doengas cronicas e degenerativas; 3)
as enfermidades do sistema hematopoético; 4) a desnutrigdo; 5) as
queimaduras; 6) o diabetes; ¢ 7) a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(24, 26).

O tratamento das infecgdes bacterianas e flingicas € baseado numa
agdo sobre o agente etiol6gico, através de uma interferéncia sobre
mecanismos celulares essenciais & sua sobrevivéncia, bem como de uma
acdio corretiva ou supressora dos fatores predisponentes a instalagdo do
processo infeccioso. O uso de antimicrobianos necessita de critérios
rigorosos, por conta dos efeitos colaterais produzidos pela grande maioria
desses coinpostos. Vale ressaltar que as pesquisas t&ém revelado muitas
substincias possuidoras de agdo inibitéria sobre essa variedade de
microrganismos (14, 21, 29).

Assim, a pesquisa com extratos, fragdes e 6leos essenciais oriundos
de espécies vegetais visa a uma possivel aplicagdo racional de principios
ativos no tratamento de infecgdes causadas por fungos, bactérias, parasitas
ou virus (5, 8, 11). As descobertas de constituintes quimicos com potentes
atividades farmacol6gicas, embora ainda ndo inteiramente elucidadas, tém
surpreendido a comunidade médico-cientifica (28, 33, 34, 35). Com base
nessa constatacdo, este estudo se propde a avaliar o potencial
antimicrobiano de dleos essenciais de plantas medicinais contra espécies
bacterianas e fungicas reconhecidas como causadoras de processos
infecciosos oportunistas.
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MATERIAL E METODOS
Material boténico

Este estudo avaliou o potencial de agfio antimicrobiana de éleos
essenciais extrafdos de sete espécies vegetais — regionais e adaptadas -
reconhecidamente possuidoras de propriedades terapéuticas (3, 4, 32, 38, 43),
O material botanico foi obtido da cole¢fio do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica (Centro de Ciéncias da Satide, Universidade Federal da Paraiba)
no perfodo de margo a outubro de 2002. Procedeu-se, em seguida, & identificagéo,
catalogagdo e registro no Herbarium Lauro Pires Xavier (Departamento de
Sistemdtica e Ecologia/Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza/Universidade
Federal da Parafba). As espécies vegetais utilizadas para extragfio dos Gleos
essenciais foram: Cinnamomumlzeylanicum Blume (canela), JPB 25.502, familia
Lauraceae; Conyza bonariensis L. (rabo-de-raposa), JPB.374, familia Compositae;
Cymbopogon citratus Stapf. (capim-santo), JPB 26.374, familia Gramineae:
Eucaliptus citriodora Hook (eucalipto), JPB 26.503, familia Myrtaceae; Eugenia
uniflora Linn. (pitanga), JPB 26.371, familia Myrtaceae; Lippia alba E. Brown,
JPB 26.390, famflia Verbenaceae; e Ruta graveolens L. (arruda), JPB 26.367,
familia Rutaceae. Os 6leos essenciais foram extrafdos de partes aéreas, cascas
e folhas das espécies vegetais em estado de crescimento, através da técnica de
hidrodestilagdo, com a utilizagio do aparelho de Clevenger (15, 38).

Cepas de microrganismos

Para avaliar o perfil de sensibilidade, testou-se a agiio dos 6leos essenciais
contra as seguintes cepas bacterianas: Staphylococcus aureus, Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes, Listeria grayi, Listeria seeligeri, Listeria weilshineri,
bem como contra cepas fiingicas, como Candida albicans, Candida tropicalis,
Candida guilliermondii, Candida krusei, Trichosporun inkin, Cryptococcus
neoformans, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Penicillium spp.,
Geotrichm candidum, Fusarium spp. e Rhizopus spp. As cepas fiingicas e
bacterianas utilizadas como testes foram obtidas da colecfio de microrganismos
do Laboratério de Micologia e do Laboratério de Bacteriologia Clinica do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas do Centro de Ciéncias da Satide da
Universidade Federal da Paraiba, onde rotineiramente se isolam e se identificam
microrganismos a partir de amostras clfnicas, utilizando-se, paratal, procedimentos
padrdes (24, 26, 27, 35). Com as cepas selecionadas foram preparadas suspensées,
para servir como in6culos, em soluggo fisiolégica esterilizada a 0,85% (8, 36). As
suspensdes foram preparadas e comparadas com a suspensdo de sulfato de
bério do tubo 0,5 da escala de McFarland, sendo feita entio a contagem celular
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em cAmara de Neubauer, ajustada em espectrofotdmetro (Leitz-Photometer 340-
800) para conter aproximadamente 10°UFC/mL (13).

Avaliag@o da atividade antimicrobiana

Os testes de avaliacdo da atividade antimicrobiana de cada éleo
essencial foram executados para estabelecer a menor concentragdo —
concentrago inibitéria minima (CIM) — capaz de inibir o crescimento das cepas
microbianas testadas

O estudo foi realizado através da técnica de difusdo em meio sélido,
utilizando o processo de cavidade em placa (8, 12, 20). Inicialmente, ImL da suspensdo
do microrganismo (10°UFC/mL.) foi inoculado uniformemente em placas de Petri
contendo dgar Muller-Hinton; quando testada a sensibilidade de cepas bacterianas,
e contendo 4gar Sabouraud, quando testada a sensibilidade de cepas fiingicas. Em
seguida, foram feitas cavidades com canulas de vidro estéreis (6mm de didmetro),
nas quais foram depositados 50uL de cada concentragdo do 6leo essencial a ser
testado. As diferentes concentragdes dos Gleos essenciais foram obtidas da
seguinte forma: em tubo estéril foi adicionado 0,4mL do 6leo essencial, 0,04 mL de
Tween 80 e q.s.p. para 5 mL com dgua destilada estéril. Tal mistura foi entdo agitada
por cinco minutos, usando-se Vortex. Em seguida foi feita a diluig8o seriada, obtendo-
se solucdes dos dleos essenciais nas concentragdes de 8,4,2, 1, 0,5¢0,25% (2).

A etapa seguinte da avaliagio constou da realizagdio de ensaios-
controles de viabilidade das cepas microbianas e com o antifiingico padréo,
cloranfenicol (30ug/mL) e cetoconazol (50ug/mL), respectivamente, para cepas
bacterianas e fiingicas. Todos os ensaios foram realizados em duplicata, em um
periodo de incubagdo de 24-48 h /37°C, para bactérias e fungos leveduriformes,
e de 10-14 dias/28°C, para fungos filamentosos. O resultado final foi determinado
pela média aritmética dos valores dos halos de inibigo obtidos nos dois ensaios.
A concentragiio do 6leo essencial considerada como possuidora de atividade
antimicrobiana foi aquela que, durante a aplicagfio sobre o meio de cultura
inoculado com a suspensio microbiana, apresentou a formagdo de halos de
inibico do crescimento microbiano igual ou superior a 10mm de didmetro (33, 35).

RESULTADOS EDISCUSSAQ

O uso de plantas medicinais pelas mais variadas comunidades em
todo o mundo sempre foi significativo e relevante (17). Dados da Organizagéo
Mundial de Satide (OMS) mostram que, pelo menos, 80% da populagdo mundial
utiliza alguma espécie de planta para melhoria ou tratamento de sinais e/ou
sintomas de processos patolégicos (38). Ciente desse amplo uso, hd um
interesse crescente pelos estudos farmacoldgicos, fitoquimicos,
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etnofarmacolégicos e toxicoldgicos, envolvendo plantas reconhecidas
popularmente por suas propriedades terapéuticas.

A Tabela 1 registra os resultados da anélise da atividade antimicrobiana
dos sete 6leos essenciais de plantas medicinais contra cepas de bactérias e
fungos potencialmente causadores de processos infecciosos oportunistas. De
uma forma geral, as cepas bacterianas mostraram-se mais resistentes 3 agdio
dos dleos essenciais do que as cepas flngicas. Convém, entretanto, ressaltar
que Salmonella spp. e Listeria grayi apresentaram resisténcia a todos os 6leos
essenciais testados. Entre as cepas flngicas, Candida albicans, Candida

neoformans ¢ Trichosporum inkin mostraram destacada sensibilidade,
apresentando halos de inibi¢do com didimetro médio de, respectivamente, 16, 13
e 14mm. Dentre todos os 6leos essenciais avaliados, aqueles extraidos de C.
zeylanicum, L. alba e C. bonariensis apresentaram maior atividade
antimicrobiana quando da observagio do niimero de cepas microbianas que

tiveram seu crescimento inibido pela ag#io de tais produtos.

Tabela 1. Média dos halos de inibi¢do (em mm) da CIM dos 6leos essenciais
de plantas medicinais sobre bactérias e fungos potencialmente
causadores de processos infecciosos oportunistas.

Cepas microbianas
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C. bonariensis| 4% 10 | -1 -1-1-1-120[15]|10]| - ]16J15}{ - -|- |10}l - i14
C. citratus 8% - =t - B8 - - - 1413 - -4 - |10f - (10
E. citriedora 8% 12 - [-]-7-1]1-(14]-|-]-[1ap7f-1-[-F-7-71-
E. unifiora 8% - |- -t-p -8 -J1op - {10512 --1-1-ito] -
L. alba 8% 17 | - 112 - 141211210} - | - [10{15) - | - [18]10] - {10
R. graveolens | 8% -l l-j~t =12 -q10f-(20f100-}~]-q-117]-
Controle do microrganismo + +l+i{+ |+l +t+ ]+ ++|[+{+][+]+T+]+]+]+
Controle com antimicrobiano® | 21 [23 120 [25(24{22{21{20)18 (172223 18[17]18]20]( 2118

-tAuséncia de atividade em todas as concentragdes testadas; +: Crescimento do
microrganismo no meio de cultura sem adigdo do 6leo essencial; *Cloranfenicol (30mg/

mL) para cepas bacterianas e cetoconazol (50mg/mL) para cepas flingicas.

O 6leo essencial de C. zeylanicum apresentou uma CIM de 4%. Nessa
concentragio, 15 (65%) das cepas usadas nos ensaios biolgicos apresentaram
halos de inibi¢do de até 24mm de didmetro. Um fato significativo foi observado
na interagdo desse Gleo essencial com Geotrichum candidum: o halo de inibicgo
formado (24mm) apresentou um didmetro superior aquele desenvolvido diante
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da aco do antiftingico padrdo (20mm). A atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de C. zeylanicum sobre Trichophyton, Microsporum ¢
Epidermophyton foi observada por Limaet al. (33). Sd et al. (40) e Chalchat et al.
(13) observaram uma sensibilidade de cepas bacterianas Gram-positivas e Gram-
negativas, principalmente do género Staphylococcus, 2 a¢do do 6leo essencial
de C. zeylanicum. Esse 6leo apresenta pineno, limoneno, eugenol, dcido
cinimico, felandreno, ocimeno, b-cariofileno e safrol como principais
constituintes quimicos (4, 32).

O éleo essencial de C. bonariensis apresentou uma CIM de 4%, porém
sua atividade antimicrobiana foi mais observada sobre as cepas fingicas,
destacando-se a sensibilidade das cepas pertencentes ao género Candida (exceto
Candida krusei) e Rhizopus spp. Ademais, todas as espécies bacterianas Gram-
negativas foram resistentes ao oleo essencial de C. bonariensis, Cujos usos
medicinais e propriedades fitoquimicas e biolégicas tém escassas referéncias na
literatura. Estudos sobre o comportamento bioldgico de C. bonarienses realizados
por Singh et al. (42) e por Dubey et al. (16) encontraram resisténcia ao género
Aspergillus. Tal particularidade também ocorreu em nosso estudo, pois
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus nao foram sensiveis a C. bonarienses,
cujo 6leo apresenta alguns constituintes quimicos como limoneno, b-cariofileno,
b-farneseno, trans-ocimeno, terpineno e 4-carieno (4, 32).

O 6leo essencial de L. alba apresentou uma CIM de 8%, com inibicdo
de 11 (57%) das cepas usadas nos ensaios de sensibilidade. Esse resultado
parece promissor, em razio da sensibilidade de trés espécies pertencentes a0
género Listeria (Listeria monocytogenes, Listeria seeligeri e Listeria
weilshmneri), e da resisténcia que tais microrganismos apresentam aos
antibi6ticos. Lacoste et al. (30) estudaram as propriedades antissépticas do
6leo essencial de espécies pertencentes ao género Lippia € verificaram que
espécies da microbiota cutinea foram inibidas por esse 6leo, enfatizando a
sensibilidade apresentada por Corynebacterium xerosis. Fun & Svendsen (19)
e Kishore et al. (25) analisaram a atividade antifingica desse 6leo essencial
contra fungos leveduriformes e filamentosos, constatando que Candida
albicans, Trichosporum mentagrophytes, Absidia racemosa ¢ Microsporum
gypseum foram sensfveis ao produto. Os constituintes quimicos do éleo
essencial de espécies de Lippia sdo citral carvona, mirceno, cariofileno e
limoneno (4, 32, 37).

Os demais 6leos essenciais, C. citratus, E. citriodora, E. uniflora, R.
officinalis e R. graveolens, com uma CIM de 8%, produziram uma baixa atividade
sobre os microrganismos testados, com um percentual de inibigdo de cerca de
25% das cepas utilizadas nos ensaios microbiol6gicos. As cepas sensiveis a
esses produtos apresentaram halos de inibi¢do do crescimento microbiano
entre 10 e 20 mm de didmetro.
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O 6leo essencial de E. citriodora mostrou atividade inibitéria sobre o
crescimento de Staphylococcus, Candida, Trichosporon e Cryptococcus. A
presenca de resisténcia das bactérias Gram-negativas, especificamente Salmonella
e Listeria, a esse produto vem confirmar os resultados obtidos por Ross et al.
(39), que também observaram a resisténcia de Echerichia coli e Pseudomonas
aeruginosa a esse 6leo. Na avaliagéio do poder antibacteriano e antifiingico de
Oleos essenciais de diversas espécies de Fucaliprus, Hmamouchi et al. (23) e
Kumar et al. (28) observaram que as espécies bacterianas Gram-negativas sempre
apresentam um comportamento de maior resisténcia, quando comparado ao
comportamento das bactérias Gram-positivas. Esse fato estd possivelmente
relacionado & complexidade da estrutura de sua parede celular. O éleo essencial
de E. citriodora possui como constituintes quimicos citronelal, formato de
citronelila, cineol, neotujamol, citronelal e 9-epicariofileno (4, 18, 32).

O dleo essencial de C. citratus mostrou atividade inibit6ria sobre os fungos
leveduriformes e filamentosos e inibiu o crescimento de 5 (42%) das 12 cepas
fungicas testadas. Maruzella & Ligouri (36) registraram a atividade antifingica do
6leo essencial de C. citratus sobre Sacharomyces. cerevisiae, Candida neoformans,
Candida rhodobenhani, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus
solani, Heminthosporum sativum, Mucor mucedo e Penicillium digitatum.
Experimentos pré-clinicos e clinicos t8m comprovado a importincia medicinal do
6leo essencial de C.citratus, usado em forma de spray e creme (41, 44). Na avaliagio
clinica dessas formulagdes tépicas na terapéutica de candidfase bucal, tais estudos
tém obtido resultados eficientes, por vezes similares ou superiores aos obtidos
com agentes terapéuticos convencionalmente utilizados,

Os testes com o 6leo essencial de E. uniflora evidenciaram uma agéio
exclusivamente antifiingica, especialmente contra Candida albicans, com
desenvolvimento de halo de inibi¢do do crescimento de 18mm de didmetro. Os
resultados aqui pontuados sfio similares aos obtidos por Adebajo et al. (1) e S4 et
al. (40), que, em pesquisa envolvendo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
observaram elevada resisténcia de tais microrganismos a esse Gleo. Lima et al. (33)
avaliaram o poder inibitério do dleo essencial de E. uniflora sobre cepas de
dermatofitos, com uma agfo eficaz na inibig&o do crescimento de mais de 80% das
cepas testadas. O 6leo essencial de E. uniflora tem como constituintes quimicos -
selineno, cariofileno, elemeno, mirceno, -orcimeno, terpeno, entre outros (4, 33).

Assim como a grande maioria dos 6leos essenciais estudados, o 6leo
essencial de R. graveolens, da familia Rutaceae, apresentou somente agio
antifiingica, destacando-se a agfio antileveduriforme. Dessa maneira, os resultados
obtidos neste trabalho estdo compativeis com os dados obtidos por outros autores
(9, 42). Tais estudos avaliaram o potencial antimicrobiano do 6leg essericial de
espécies pertencentes & familia Rutaceae e constataram que bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e fungos filamentosos apresentaram-se resistentes. Neste
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estudo foi observada uma remarcada inibigio de espécies de fungos leveduriformes,
observagio condizente com os dados obtidos em estudo realizado por Ayoub (6).
O 6leo essencial de R. graveolens possui como constituintes quimicos pineno,
limoneno, mirceno, metil-nonilcetona, salicilato de metila e limoneno (4, 32).

Com base nos aspectos abordados neste estudo, varias pesquisas
podem ser desenvolvidas, com &nfase sobre o potencial biolégico de espécies
vegetais, especialmente de plantas de reconhecidas propriedades terapéuticas,
bem como de seus derivados, como extratos, parti¢des, 6leos essenciais e
constituintes quimicos. Desse modo, os resultados aqui obtidos também
revelam a importancia do comportamento antimicrobiano dos produtos naturais,
especialmente os 6leos essenciais, que se apresentam como possiveis
alternativas de controle do crescimento e sobrevivéncia de microrganismos,
com reducfio nos danos orgénicos decorrentes de processos infecciosos.

ABSTRACT

Anti-microbial action of essential oils against microorganisms potentially
causing opportunistic infections

Infectious diseases caused by microbial agents are very common in Brazil,
much related to its tropical climate. Infectious diseases may occur in several
localizations as skin, hairs, nails, mucous membranes, subcutaneous tissues,
and other organs in humans. Treatment of bacterial and fungal infections is
performed by the correction of predisposing factors and by chemical therapy.
The aim of this study was to evaluate the antimicrobial potential of essential
oils from medicinal plants against various microbial species potentially cause
of opportunistic infections, including bacterial and fungal agents. The resuits
showed prominence to antimicrobial action of Cinnamomum zeylanicum Blume
at 4%, C. bonariensis L. at 4% and Lippia alba N.E. Brown at 8% concentration,
which inhibited the growth of, respectively, 72%, 61% and 44% of the tested
strains. A microbial growth inhibition halos of diameter between 10 and 24 mm
was observed. ’

KEYWORDS: Opportunistic microorganisms. Infections. Essential oils.
Medicinal plants. ’
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