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ANEXOS



RESUMO

Lima PMN. Efeitos sinérgicos antimicrobianos da combinacédo dos 6leos essenciais de
geranio e lemongrass sobre Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus e Candida
spp. [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2022.

Com a crescente resisténcia antibacteriana e fungica, € evidente a necessidade de
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos contra microrganismos de
interesse médico-odontolégico capazes de provocar infeccdes graves. Os Oleos
essenciais (OEs) vém ganhando notoriedade na comunidade cientifica por
apresentarem diversos beneficios, como atividade antimicrobiana e anti-inflamatoria.
Desta forma, o objetivo deste estudo € avaliar a atividade antimicrobiana dos OEs de
Pelargonium graveolens (geranio) e Cymbopogon schoenanthus (lemongrass), de
forma isolada e combinada, sobre cepas de Streptococcus mutans, Staphylococcus
aureus, Candida albicans, Candida dubliniensis e Candida krusei. Para isso, 0s
valores da Concentragéo Microbicida Minima (CMM) foram determinados pelo método
de microdiluicio em caldo preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), norma M27-A2 (Candida spp.) e M7-A6 (S. mutans e S. aureus). Ja
os efeitos combinados dos OEs foram avaliados pela técnica checkerboard. Para a
mensuracdo da atividade antibiofilme foi utilizado o ensaio colorimétrico de MTT,
evidenciando a atividade metabdlica dos microrganismos, apés 5 min e 24 h de
contato com os OEs. Os dados obtidos nos testes in vitro obtiveram distribuicdo
normal e foram analisados estatisticamente pelo método ANOVA complementado pelo
Teste de Tukey (5%). Os resultados obtidos demonstraram que os OEs testados
apresentaram atividade antimicrobiana sobre todas as cepas com valores de CMM
variando entre 16 e 0,03%, sendo as cepas flngicas as mais sensiveis ao tratamento.
Quando combinados, os OEs apresentaram efeito aditivo ou sinérgico contra S.
aureus. Em relacdo aos biofilmes monotipicos, ambos os OEs reduziram
significativamente a formacéao de biofilme. Em geral, o tratamento por 24 h apresentou
maior eficacia do que o tratamento de 5 min para a maioria dos microrganismos.
Quando os OEs foram testados de forma combinada, estes promoveram reducéo do
biofilme de S. aureus de até 27,3% no tratamento de 5 min e de até 93,3% no
tratamento de 24 h. Concluiu-se que os OEs de geranio e lemongrass apresentaram
atividade antimicrobiana e antifingica em cultura planctdnica e em biofilmes
monotipicos de S. aureus, S. mutans, C. albicans, C. dubliniensis e C. krusei
apresentando potencial para serem utilizados para tratamento de infec¢des causadas
por esses patdégenos

Palavras-chave: geranio; lemongrass; Streptococcus mutans; Candida;
Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

Lima PMN. Synergistic antimicrobial effect of geranium and lemongrass essential oils
against Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus and Candida spp.
[dissertation]. S&o José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp),
Institute of Science and Technology; 2022.

With the increasing antibacterial and fungal resistance, the development of new
antimicrobial agents against microorganisms of medical and dental interest capable of
causing severe infections are required. Essential oils (EOs) have been gaining
notoriety in the scientific community for their therapeutic benefits, such as antimicrobial
and anti-inflammatory activity. Thus, this study aimed to evaluate the antimicrobial
activity of the EOs of Pelargonium graveolens (geranium) and Cymbopogon
schoenanthus (lemongrass) in an isolated and combined form, against Streptococcus
mutans, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Candida dubliniensis and Candida
krusei. For this, Minimum Microbicidal Concentration (CMM) values were determined
by broth microdilution method recommended by the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), standard M27-A2 (Candida spp.) and M7-A6 (S. mutans and S.
aureus). The combined effects of the EOs were evaluated using the checkerboard
technique. To measure the antibiofilm activity, the MTT colorimetric assay was
performed, showing the metabolic activity of the microorganisms, after 5 min and 24 h
of contact with the EO. The data obtained in the in vitro tests presented normal
distribution and were analyzed statistically by ANOVA and complemented by the Tukey
method (5%). CMM results varied between 16 and 0,03%, with fungal strains being the
most susceptible. The combined treatment with EOs presented additive and
synergistic effects against S. aureus. Concerning monotypic biofilms, both EOs
significantly reduced biofilm formation. Overall, 24 h treatment presented better
effectiveness than 5 min treatment for most microorganisms. When the EOs were
tested in combination, they promoted the reduction of S. aureus biofilm by up to 27,3%
in the 5 min treatment and 93,3% in the 24 h treatment. Hence, the tested agents
showed antimicrobial and antifungal activity in planktonic culture and in monotypic
biofilms of S. aureus, S. mutans, C. albicans, C. dubliniensis and C. krusei, Thus, EOs
of geranium and lemongrass has potential as an alternative for the treatment of
infectious diseases caused by these pathogens.

Keywords: geranium; lemongrass; Streptococcus mutans; Candida; Staphylococcus
aureus.



1 INTRODUCAO

O uso indevido da terapia antibiética aumenta cada vez mais o surgimento de
genes resistentes a diferentes antibiéticos e propiciando a manifestacao de infec¢des
causadas por cepas resistentes, afetando atuais e futuras geragbes (Wencewicz,
2019). Ademais, o desenvolvimento de cepas multirresistentes tém dificultado, ou em
alguns casos até impossibilitado o tratamento da infeccdo com antibioticos
convencionais. Atualmente, medidas preventivas e terapias eficazes sdo escassas,
havendo necessidade de desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (Frieri et
al., 2017).

Extraidos de plantas aromaticas, os 6leos essenciais (OEs) sdo empregados
principalmente na industria farmacéutica e cosmética. Com mais de 200 diferentes
constituintes, apresentam diversos beneficios a saude (Aziz et al., 2018; Dhakad et
al., 2018). Dentre os beneficios, pode-se citar o exemplo do 6leo essencial de
eucalipto que tem acao antioxidante, antimicrobiana, antisséptico, acao sobre o trato
respiratério e gastrointestinal, entre muitas outras acdes bioldgicas que sédo descritas
na literatura (Dhakad et al., 2018). Um outro exemplo é o 6leo essencial de citronela,
conhecido principalmente como repelente natural contra os mosquitos, também possui
propriedades antimicrobiana, anti-helmintico, cicatrizante, anticonvulsivante, etc
(Sharma et al., 2019). Além disso, o 6leo essencial de melaleuca, quando testado
contra o virus da herpes simples (tipo HSV-1 e HSV-2) apresentou atividade antiviral,
inclusive contra cepas resistentes ao aciclovir, principal antiviral utilizado na terapia
para infeccao por herpes simples (Schnitzler, 2019). Gucwa et al. (2018) estudaram a
acdo fungicida e fungistatica de seis 6leos essenciais contra Candida albicans e
Candida glabrata. Descobriu-se que os OEs de tomilho, liméo e cravo sdo capazes de
agir sobre a membrana plasmatica destes fungos além de influenciar no efluxo de ions
potassio apresentando um 6timo potencial terapéutico contra infecgbes causadas por
espécies de Candida.

Como destacado acima, muitos estudos com 0s 0Oleos essenciais sao
encontrados na literatura para avaliar a possibilidade de seu uso para tratamento
antimicrobiano. Assim sendo, torna-se de interesse analisar a atividade antimicrobiana

e antibiofiime de diferentes OEs, com destaque para Pelargonium graveolens
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(geranio) e Cymbopogon schoenanthus (lemongrass).

O dleo essencial de geranio (P. graveolens) é famoso por sua fragrancia e,
por isto, € bastante utilizado como um aromatizante (Bergman et al., 2020). Em um
estudo recente, este OE foi submetido a testes antimicrobianos contra cepas clinicas
multirresistentes de Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium kansasii e
Mycobacterium fortuitum. Os resultados obtidos demonstraram um notavel potencial
antimicrobiano do OE de geranio contra micobactérias (Kardan-Yamchi et al., 2020).

Apesar da escassez dos estudos com o OE de lemongrass (C. schoenanthus),
também foi verificado e constatou-se o seu potencial terapéutico contra infec¢des. A
acao antimicrobiana contra S. aureus foi demonstrada nos resultados de Yagi et al.
(2016) e contra Escherichia coli, S. aureus e Klebsiella pneumoniae por Hashim et al.
(2017). Segundo Piasecki et al. (2021), o constituinte citral presente em alguns OEs,
como nos Oleos do género Cymbopogon, é o principal responsavel por conferir
atividade antimicrobiana e, ainda segundo os autores, a espécie de C. schoenanthus
€ uma das plantas que apresenta altas concentracfes desta molécula.

A cavidade oral apresenta um extenso microbioma. Um desequilibrio no
namero destes, torna o individuo suscetivel as doengas bucais e sistémicas (Verma
et al., 2018). Pensando na importancia de um antimicrobiano inovador para a area da
odontologia, foram selecionados 0s seguintes microrganismos para este estudo:
Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Candida
dubliniensis e Candida krusei.

A cérie dentaria é uma das doencas crbnicas infecciosas mais prevalentes no
mundo (Selwitz et al., 2007) e nos casos mais severos pode levar a perda do elemento
dentario (Clark, Levin, 2019). Capaz de se instalar em individuos de todas as idades,
a carie afeta a qualidade de vida do individuo e esta fortemente associado as
condicdes socioecondmicas (Chaffee et al., 2017; Kramer et al., 2018). A doenca é
causada pela formacéao de biofilme bacteriano e tem carater oportunista. O alto indice
da doenca cérie tem levado a pesquisa de métodos de prevencdo na formacéo de
biofilme de S. mutans, bactéria considerada como um dos principais agentes
cariogénicos (Jiang et al., 2018; Scharnow et al., 2019). Além disso, ha relato de
identificacdo de cepas de S. mutans em casos de endocardite bacteriana, ao qual
essa bactéria foi apontada como um causador indireto da doenca e que corroborou

para o surgimento de outras cepas bacterianas no endocéardio (Lemos et al., 2019).
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Staphylococcus aureus € uma bactéria zoondtica comensal oportunista
presente na mucosa nasal e na pele e, eventualmente, pode ser encontrada na
cavidade oral (Lima et al., 2019; Zhou et al., 2018). Na odontologia, S. aureus se
destaca por sua habilidade em formar agregados com Fusobacterium nucleatum, que
exerce um importante papel no biofilme oral por apresentar relagéo de sinergismo com
outras bactérias. S. aureus também interage com Porphyromonas gingivalis, que é
considerado um dos principais agentes patogénicos da periodontite (Lima et al., 2019;
Mohanty et al., 2019). J4 na medicina, esta bactéria pode provocar osteomielite,
pneumonia, endocardite, entre outros (Guo et al., 2020). O surgimento de cepas de S.
aureus resistentes a alguns agentes antimicrobianos, como a vancomicina e a
meticilina, desperta uma preocupacdo mundial pois esta problematica torna dificil o
controle das infec¢cbes causadas por estes microrganismos (Guo et al.,, 2020;
McGuinness et al., 2017; Mohammed et al., 2018).

Tendo como seu agente patogénico as espécies de Candida, a candidiase é a
doenca infecciosa fungica mais comum nos seres humanos. Esses microrganismos
sao colonizadores comensal da mucosa oral e sua infeccdo tem carater oportunista.
Assim, acomete principalmente pacientes idosos e/ou imunossuprimidos, como
agueles com leucemia, diabetes, HIV+/AIDS, assim como pacientes que fazem uso
cronico ou prolongado de anti-inflamatério esteroidal, antibiéticos, quimioterapia ou
radioterapia (Mohamed et al., 2019; Rodrigues et al., 2019). Esta infec¢cdo muitas
vezes se da por caracteristicas assintomaticas, mas também pode trazer grandes
desconfortos para o paciente, como na candidiase esofagica, por exemplo. Alguns
sintomas relatados por individuos infectados foram: dor e dificuldade durante a
degluticdo e dor na regido do o0sso esterno. Nos casos assintomaticos, a grande
preocupacao € o risco maior da doenca evoluir para um caso de fungemia, muitas
vezes podendo levar o paciente ao 6bito (Lohse et al., 2018; Mohamed et al., 2019).

Para a manifestacao clinica da candidiase é necessaria a formacao de biofilme,
ou seja, uma comunidade de fungos do género Candida, aderidos a uma matriz
extracelular (Kernien et al., 2018). A dificuldade no tratamento da infeccdo se da por
conta de os agentes antifingicos atuais apresentarem um alto custo e alta toxicidade.
Além da problematica da resisténcia antifUngica que essa espécie tem desenvolvido
(Chen et al., 2020; Li et al., 2018; Lohse et al., 2018).

A principal problematica no tratamento dessa infeccdo é o crescente
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surgimento de cepas resistentes aos antifungicos existentes, além da alta toxicidade
que estes farmacos apresentam. Com isto, estudos com terapias alternativas para o
tratamento da candidiase tem se intensificado. Alguns exemplos sdo os tratamentos
com terapia fotodinamica, colutorios e estudo com produtos de origem natural, como
probidticos e extratos de plantas (Rodrigues et al., 2019).

Candida albicans é a espécie de Candida mais prevalente nos seres humanos
e consequentemente € a principal espécie presente nos casos de candidiase, com
alta taxa de mortalidade em condi¢cdes mais invasivas. A dificuldade no tratamento da
infeccdo se da por conta de os agentes antifingicos atuais apresentarem um alto custo
e alta toxicidade. Além da problemética da resisténcia antifingica que essa espécie
tem desenvolvido (Chen et al., 2020; Li et al., 2018; Lohse et al., 2018). No entanto,
as espécies nao-albicans também chamam a atencdo da comunidade médica e
cientifica, pois estas tém sido relacionadas a casos de disseminacéo (Barac et al.,
2020). Candida dubliniensis também faz parte do género Candida, e tem apresentado
uma resisténcia a flucitosina e uma baixa suscetibilidade aos azéis (Asadzadeh et al.,
2018). Existem relatos de casos de meningite causada por C. dubliniensis em
pacientes imunossuprimidos (Tahir et al., 2020). Ademais, uma das espécies de
Candida mais invasiva € Candida krusei e, no mundo todo, € a que mais esta
relacionada a casos de fungemia (Faria et al., 2020). Em um estudo recente,
identificou-se um surto de casos de fungemia causada por C. krusei em pacientes
pediatricos em um hospital localizado na india (Kaur et al., 2020). O grande desafio
no tratamento desta candidemia é a crescente resisténcia antifungica e reduzida
suscetibilidade aos antifungicos existentes (Faria et al., 2020).

Logo, é evidente o surgimento de microrganismos resistentes aos farmacos
atuais e se faz imprescindivel o investimento em estudos para o desenvolvimento de
novos agentes antimicrobianos. Deste modo torna-se de grande importancia avaliar a
atividade antimicrobiana, incluindo a analise da acéo antibiofilme dos 6leos essenciais
de geranio e lemongrass sobre C. albicans, C. dubliniensis, C. krusei, S. mutans e S.

aureus.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fitoterapia

A fitoterapia € um ramo da medicina que com o passar dos anos tém ganhado
popularidade. Por tanto, se faz necessario para um bom profissional da area da saude,
conhecer esta terapia alternativa. A fitoterapia se baseia na utilizacdo de plantas
medicinais para a promoc¢ao da saude (tratamento e prevencdo). Para tanto, a planta
deve ser utilizada em sua composicao total ou em uma porcentagem minima sem
adulteracdes de seus componentes. Seu uso na medicina pode ser de forma isolada,
ou seja, apenas uma planta, pode ser de forma combinada com outras plantas que
apresentam propriedades complementares uma a outra, ou até mesmo, pode ser
utilizada como complemento a outros farmacos nao fitoterapicos (Falzon, Balabanova,
2017).

No Brasil, foi avaliado o uso da terapia com plantas medicinais dentro do
programa de atencdo primaria, a porta de entrada do Sistema Unico de Satde (SUS).
Deste modo, foram levantados artigos publicados entre 1988 e 2013 com esta pauta.
Os resultados mostraram que durante estes 25 anos houve um pequeno aumento nas
publicacdes cientificas sobre o referido. Ainda assim, a fitoterapia na atencao primaria
serviu como um grande aliado para promocédo da interagcdo entre paciente e
profissional, contribuiu para o desenvolvimento do pensamento critico de ambos os
lados em relacdo ao uso apropriado da fitoterapia e também, contribuiu para a
disseminacdo do conhecimento cientifico sobre este, para a populacdo em geral
(Antonio et al., 2014).

As propriedades bioldgicas do extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis)
foram analisadas contra microrganismos de interesse médico-odontologico: C.
albicans, S. aureus, Enterococcus faecalis, S. mutans e Pseudomonas aeruginosa.
No estudo da citotoxicidade, verificou-se uma viabilidade celular acima de 50%
quando as células (macrofagos, fibroblastos gengivais e células tumorais) foram
tratadas com concentragbes do extrato menor ou igual a 50 mg/mL. R. officinalis

mostrou efetividade contra os biofilmes mono e polimicrobianos e ainda, constatou-se
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uma excelente atividade anti-inflamatéria através da reducéo da sintese de citocinas
pro-inflamatérias (de Oliveira et al., 2017).

Com a problematica atual da pandemia de COVID-19, foram levantadas
evidéncias cientificas no uso de plantas medicinais para o tratamento coadjuvante dos
sintomas da doenca. Com isto, 39 plantas foram apontadas com potencial terapéutico
para pacientes infectados pelo virus. Ja quando avaliado o risco-beneficio, 5 plantas
foram selecionadas com resultados positivos: Althaea officinalis (malva- branca),
Commiphora molmol (mirra), Glycyrrhiza glabra (alcaguz), Hedera Helix (hera
trepadeira) e Sambucus nigra (sabugueiro preto) e outras 12 plantas foram
classificadas como promissoras para o tratamento dos sintomas. O levantamento
ainda encontrou resultados sugestivos de que muitas destas plantas apresentam uma
margem de seguranca maior do que os farmacos de referéncia (Silveira et al., 2020).

Na odontologia, as lesdes orais mais comuns, apresentam etiologia
microbiana/infecciosa, ou traumatica. No entanto, também podem se manifestar por
doencas sistémicas ou uso excessivo do alcool e tabaco. Com esta diversidade de
fatores desencadeantes, 0 uso de agentes fitoterapicos pode controlar as lesdes por
meio de diferentes mecanismos que muitas plantas apresentam, como atividade
antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana, antisséptica e anti-carcinogénica, por
exemplo (Salehi et al., 2019). Apesar da pouca disponibilidade de artigos com
fitoterapico na area da odontologia, € possivel encontrar estudos que demonstram
resultados promissores, 0s quais serédo descritos abaixo.

Em um estudo in vitro, Veloso et al. (2020) avaliaram extratos de Caesalpinia
férrea Mart (pau-ferro), Cinnamomum cassia (canela), Mallow sylvestris L. (malva),
Punica granatum L. (romd), Rosmarinus officinalis L. (alecrim), Aeollanthus
suaveolens (macassd), Spreng (cavalinha), Sysygium aromaticum L. (cravo-da- india),
e Tamarindus indica L. (tamarindo) contra microrganismos orais anaerébios,
produtores de compostos de enxofre volateis, fator etiolégico da halitose. Para a
determinacdo da atividade antibacteriana dos extratos, foram semeadas cepas
clinicas de Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia e Parvimonas micra. Para tanto, utilizaram-se do método de difusdo em
agar, no qual a zona de inibicdo é medida. Nos resultados, o extrato de roma foi 0
anico extrato a apresentar zona de inibicdo para todas as cepas e ainda, foi o que

apresentou a maior zona de inibicdo para P. micra. Também foi realizada o método
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de microdiluicdo em caldo para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM), no qual os valores de CIM para todos os extratos foram maiores que 400 ug/mL,
exceto para P. intermedia que, o extrato de roma obteve valor de CIM de 160 pg/mL.
Ja no teste de Concentracdo Microbicida Minima, os extratos de alecrim, canela,
cravo-da-india, macassa e malva, exibiram acdo bactericida contra P. gingivalis.
Assim, com esses resultados os autores puderam demonstrar por meio de dados
estatisticos, que os extratos possuem um potencial de reducdo dos microrganismos
testados.

Outro exemplo € o alcacuz, que € uma planta com propriedades anti-
inflamatoria, antiulcerativa, anticarcinogénica, antiviral, dentre outros. No quesito as
lesBes orais, esta planta mostrou beneficios para o tratamento de caries, doencas
periodontais, Ulceras e cancer oral, entretanto, € importante ressaltar que constatou-
se a necessidade de mais estudos in vivo, assim como, estudos para avaliar a sua
efetividade como medicacgéo ou irrigante durante o tratamento endodoéntico (Sidhu et
al., 2020).

Recentemente foi publicada uma pesquisa com Porphyromonas gingivalis,
principal bactéria patogénica da doenca periodontal e extratos de plantas. Neste,
foram avaliadas a citotoxicidade do extrato sobre células de queratindcitos humanos
e a atividade antimicrobiana contra P. gingivalis. Foram selecionados 109 extratos
derivados de diferentes partes de 21 espécies de plantas. Destes, 8 espécies de
plantas mostraram atividade antibacteriana (Vicia faba, Carya alba, Juglans regia,
Citrus sinensis, Zanthoxylum armatum, Morella cerifera, Sassafras albidum e Pistacia
lentiscus) contra P. gingivalis. Os valores de CIM variaram entre 8 e 128 ug/mL, sendo
que a menor concentracao, de 8 ug/mL foi para o extrato aquoso proveniente do fruto

de Pistacia lentiscus (aroeira) (Carrol et al., 2020).

2.2 Oleos essenciais

Os oleos essenciais (OEs) derivam de sementes, plantas, madeiras, raizes,
frutas e cascas. E comumente utilizada para aromaterapia que consiste em uma

terapia alternativa no ramo da medicina e pode ser aliado a tratamentos



16

convencionais. O beneficio deste tipo de tratamento se d& pelo controle de sintomas
como dor, ndusea, ansiedade, depressao, estresse, insdnia e doencas respiratérias.
Por conta destes sintomas, pode ser bastante indicado para certas condi¢cdes
meédicas, por exemplo, pacientes oncoldgicos (Farrar, Farrar, 2020).

O 6leo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia), por exemplo, tem
excelente atividade antimicrobiana e anti-inflamatéria conhecida. Entretanto, seu uso
de forma tépica tem sido relacionado, mesmo em concentracdes baixas, com efeitos
adversos, como por exemplo a dermatite por contato. Por esta razdo é essencial o
estudo de toxicidade mesmo de produtos de origem natural (Halcon, Milkus, 2004).

Considerando a crescente manifestacdo de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos convencionais, os OEs vém ganhando espaco dentro das pesquisas
COmMOo um novo agente para o tratamento de doencas infecciosas (Brochot et al., 2017).
Brochot et al. (2017) avaliaram a atividade antimicrobiana dos OEs de Cinnamomum
zeylanicum (caneleira de Cassia), Daucus carota (cenoura), Eucalyptus globulus
(eucalipto) e Rosmarinus officinalis (alecrim), de forma combinada, sobre 14 cepas
bacteriana padrao ATCC: Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
mirabilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, Yersinia
enterocolitica, Bacteriodes fragilis, Haemophilus influenza e Branhamella catarrhalis.
Também foram testados sobre cepas flungicas de Candida albicans, Candida glabrata
e Candida tropicalis (padrao ATCC). A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) variou
entre 0,01% e 3% e a Concentracdo Minima Microbicida (CMM) variou entre <0,01%
e 6% para as cepas bacterianas. Ja para as cepas de Candida, os valores de CIM
variaram entre 0,01 a 0,05% e CMM, entre 0,02 a 0,05%. Com estas concentracdes
baixas, a mistura dos OEs se mostrou conveniente para a sua utilizacdo no combate
as infecgoes.

Aleksandra et al. (2018) estudaram o potencial antifungico do OE de Myrtus
communis (murta) contra Malassezia spp., isolado da pele de pacientes portadores de
pitiriase versicolor. Este 6leo mostrou grande potencial de inibicdo do crescimento
fungico, que variou entre 62 a 96% de reducéo, variando de acordo com a espécie. O
OE também exibiu valores de CIM e CMM sobre todas as cepas testadas.

Rosmarinus officinalis L. (alecrim), € uma planta bastante estudada por

pesquisadores para sua utilizagcdo na medicina, pela sua conhecida ac¢éo anti-
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inflamatoéria. Quando estudada em forma de 6leo essencial, foi observada que esta
acdo anti-inflamatoéria se d& principalmente pela supressdo da cascata do acido
araquidénico. Ainda, o OE de alecrim apresenta acdo antioxidante, que auxilia na
prevencdo de danos causados pela inflamacdo. Apesar do seu beneficio ser bem
evidenciado cientificamente, constata-se uma escassez nos estudos direcionado para
inflamacé&o cronica, sem falar da inexisténcia de estudos clinicos (Borges et al., 2019).
Para avaliar a atividade antibacteriana sobre microrganismos resistentes,
Kozics et al. (2019) selecionaram o0s seguintes O6leos essenciais: lemongrass
(Cymbopogon flexuosus), melaleuca (Melaleuca alternifolia), eucalipto (Eucalyptus
radiata), lavanda (Lavandula angustifolia), tomilho (Thymus vulgaris), cravo (Eugenia
caryophyllata), orégano (Origanum vulgare), cassia (Cinnamomum cassia), arborvitae
(Thuja plicata) e sélvia (Salvia sclarea), para serem estudados contra microrganismos
isolados de infeccOes de pele. Os microrganismos coletados que apresentaram
resisténcia antimicrobiana foram: Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris,
Citrobacter koseri, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans e Candida parapsilosis.
Os OEs de orégano, céassia, capim-liméo, arbovitae e tomilho foram os melhores 6leos
com acao antimicrobiana contra as cepas estudadas. Para o teste de genotoxicidade,
os OEs também se mostraram de uso seguro quando testados sobre células da
linhagem HaCaT (queratinécito humano).
Dentre os diversos 6leos essenciais disponiveis, destacam-se o interesse pelo
OE de Pelargonium graveolens (geranio) e Cymbopogon schoenanthus (lemongrass).
Pelargonium graveolens pertence a familia Geraniaceae. Avaliando a
composicdo fitoquimica do OE de P. graveolens coletado na Tunisia, foram
encontrados 42 compostos, dentre eles, geraniol e citronelol. Avaliando sua acao
antimicrobiana contra uma diversidade de fungos e bactérias, como Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis, Salmonella entérica, Klebsiella pneumoniae, Listeria
monocytogenes, Alternaria alternata e Fusarium oxysporum, o OE de geranio
apresentou zonas de inibicdo que variaram entre 13 e 26 mm de diametro, sendo B.
cereus um dos mais sensiveis ao tratamento dentre as cepas bacterianas. Ja o
diametro da zona de inibicdo das cepas fungicas variaram entre 24 e 34 mm, se
mostrando mais efetivo ainda, como um potencial antifingico (Hsouna, Hamdi, 2012).
Pensando na problematica dos microrganismos resistentes, Malik et al. (

2011) avaliaram a associagdo do OE de P. graveolens com o antimicrobiano
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ciprofloxacino contra os microrganismos K. pneumoniae, Proteus mirabilis e S. aureus.
A combinagéo do farmaco com o OE resultou em valores de sinergismo contra todas
as cepas testadas, despertando a possibilidade de sua utilizacdo para tratamento de
infeccbes causadas por esses agentes patogénicos em associacdo com O
antimicrobiano.

O OE de geranio foi analisado sobre cepas clinicas de Enterococcus faecalis,
coletado de dentes endodonticamente tratados. Para determinacdo da CIM foi
utilizado o método de microdiluicdo em placa. Ja o teste para a analise da atividade
antimicrobiana em biofilme foi feito em blocos de dentina. As concentracdes de CIM
variaram entre 1,8 a 4,5 mg/mL. Estes valores ndo demonstraram citotoxicidade em
células endoteliais (linhagem celular HMEC-1), pelo teste de MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2- yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide). O OE mostrou atividade
antimicrobiana em biofilme, na concentracdo de 150 mg/mL. Assim, o OE de geranio
se mostrou eficaz contra Enterococcus spp., sendo um agente promissor para uso em
infeccbes endodonticas (Lysakowska et al., 2015).

Boukhatem et al. (2021) avaliaram a acao antioxidante, anti-inflamatéria e
anticancer do OE de Pelargonium graveolens. A composicdo quimica do OE foi
determinada através da andlise cromatografica, onde constatou-se que o citronelol era
0 seu constituinte principal. A acéo antioxidante apresentou resultado estatisticamente
melhor quando comparado ao grupo controle, o acido ascoérbico e o hidroxianisol
butilado. Além disso apresentou 6timo potencial anti-inflamatério. Na avaliacdo in ovo,
utilizaram-se uma membrana cério-alantéide (CAM) de ovos de galinha para avaliar a
acdo anticancer. Esta acdo foi estudada através da observacdo do processo de
angiogénese e proliferacéo celular. O OE demonstrou reducéo significativa em ambos
0s processos. Por fim, para avaliacdo da citotoxicidade, foram utilizadas células da
linhagem de cancer de mama metastatico (MDA-MB-231), gastrico (AGS) e de
melanoma (MV3). A reduc¢éo da taxa de viabilidade celular foi dose dependente, sendo
gue o OE demonstrou melhor citotoxicidade sobre células da linhagem AGS. Assim,
os autores puderam concluir que o OE de geranio tem um potencial terapéutico sobre
células cancerigenas, dada sua atividade antiangiogénica, anti-inflamatéria e
antiproliferativa.

Cymbopogon schoenanthus é uma planta aromatica da familia Poaceae (Malti

etal., 2020) e o seu Oleo essencial é utilizado no mundo todo na area da saude (Morris,
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2021). Os OEs do género Cymbopogon séao conhecidos pela presenca do citral (neral
e geranial) que por sua vez é frequentemente citado pela sua atividade antimicrobiana
(Piasecki et al., 2021). Vale ressaltar que a composi¢cao quimica dos OEs tendem a
variar de acordo com o local da colheita (Malti et al., 2020) o que por sua vez pode
resultar em diferentes efetividades das atividades biolégicas de OEs de uma mesma
planta, colhida em regides distintas.

E possivel encontrar diferentes tipos de plantas do género Cymbopogon, como
C. nardus, C. citratus, C. flexuosus, C. schoenanthus, entre outros (Piasecki et al.,
2021). C. citratus, por exemplo, tem utilizagcdo na medicina, cosmetologia e nutricdo
devido a suas propriedades biolégicas. Tanto o extrato, quanto o 6leo essencial desta
espécie apresentam uma farmacocinética semelhante, sendo bem absorvido pelo
organismo quando administrado por via oral, pulmonar e tépica. Mas vale ressaltar
gue os componentes desta planta, quando chegam ao intestino, sofrem grandes
alteracbes. Esta informacdo € essencialmente importante para considerar a
industrializacdo de um farmaco por via oral. Ja a sua excrecao foi identificada nas
fezes, urina e através das vias aéreas. Estas informacdes devem ser confirmadas em
estudos em seres humanos (Ekpenyong et al., 2015).

OE de lemongrass (Cymbopogon citratus) foi testado sobre bactérias
colonizadores da superficie dental por Oliveira et al. (2017). As espécies utilizadas na
analise foram Actinomyces naeslundii, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus
gordonii, S. mitis, S. mutans, S. sanguinis e S. sobrinus. No teste de difusao em agar,
os halos de inibicdo mediram diametros entre 8 e 16mm. Todas as cepas
apresentaram valores de CIM que variaram entre 1,32 a 2,61 mg/mL?. O OE de C.
citratus demonstrou atividade bactericida e bacteriostatica contra todas as cepas
clinicas de S. mutans e L. acidophilus. J& a atividade de viabilidade celular sobre
biofiilme de S. mutans e L. acidophilus foi reduzida na concentracdo 10 X CIM.
Comparando a reducéo de células aderentes (em dentes) entre o OE e o digluconato
de clorexidina (0,12%), os percentuais de reducdo foram 100% e 69%,
respectivamente, quando em contato por 1 minuto. Para andlise da citotoxicidade
foram utilizadas células queratinocitos humanos (HaCaT). A viabilidade celular na
maior concentracédo testada (25 mg/mL) foi de 85%. J& no valor minimo testado (0,25
mg/mL), a viabilidade foi de 98%.

Venzon et al. (2018) avaliaram o efeito do 6leo essencial de lemongrass
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(Cymbopogon citratus) sobre a mucosa gastrica de ratos. Para tanto, foram induzidas
ulceracbes géastricas aguda e crbnica provocadas por etanol e acido acético,
respectivamente. Para o tratamento dos animais com ulcera induzida por etanol, o OE
apresentou dose minima efetiva de 10 mg/kg e a lesdo apresentou reducdo em area
em 51,67%. Ainda, o 6leo mostrou efeito gastroprotetor dose- dependente. Ja nos
ratos com Ulceras induzida por &cido acético, foi possivel analisar o efeito cicatrizante
do lemongrass, no qual, na concentracdo de 10 mg/kg, a extensado da lesao foi
reduzida em 34,52%. O OE de Cymbopogon citratus também foi avaliado sobre a
formacéo de biofilme monotipico de Candida tropicalis. Os autores descobriram que
este fungo tem maior facilidade de producéo de biofilme sobre material hidrofébico do
que hidrofilico. Quando o OE foi empregado sobre a superficie de silicone, 0 mesmo
foi capaz de reduzir em até 76% o biofilme de C. tropicalis, mostrando um 6timo
potencial antifungico (Sahal et al., 2020).

O OE de C. citratus indicou uma excelente propriedade ansiolitica quando
testado in vivo. C. citratus foi administrado no modelo animal zebrafish nas seguintes
formulacdes: 6leo essencial, extrato hidroalcodlico, citral (composto isolado) e geraniol
(composto isolado). Todos os grupos testados apresentaram propriedade ansiolitica.
Os resultados sugerem o envolvimento dos receptores GABAérgicos para esta
resposta e abre portas para uma nova possibilidade no tratamento de doencas
psicolégicas (Hacke et al., 2020).

Uma outra espécie de lemongrass, o 6leo essencial de C. flexuosus também
€ conhecido por sua acdo antimicrobiana. Sua atividade anticancerigena foi avaliada
sobre a expressdo génica do gene HS90, um dos principais responsaveis pelo
desenvolvimento do cancer. A citotoxicidade do OE foi avaliada sobre as linhagens
celulares humana de cancer de mama e embrionaria. Interessantemente, o OE foi
mais toxico a célula de cancer de mama do que a célula embrionaria. A expressao
génica foi estudada através do RT-gPCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase em
tempo real), que possibilitou a identificacdo da supresséo do gene HS90 dada pela
utilizacao do OE de C. flexuosus (Gaonkar et al., 2018).

Bossou et al. (2013) confirmaram o poder inseticida de lemongrass. O OE de
C. schoenanthus foi colocado em contato com larvas de Anopheles gambiae para
verificar sua eficacia como inseticida. A taxa de mortalidade das larvas foi dose-

dependente onde 2% de OE apresentou uma taxa de mortalidade de 83% e na
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concentracéo de 4%, 100% das larvas morreram.

Quando avaliado a atividade antimicrobiana de diversos OEs do género
Cymbopogon, Piasecki et al. (2021) perceberam que os OEs cujo 0s componentes
principais eram o geranial e o neral, apresentaram maior atividade antimicrobiana
sobre cepas de S. aureus resistentes a meticilina. Os OEs de C. flexuosus e C.
schoenanthus foram os que apresentaram as maiores concentracdes de geranial e
neral.

C. schoenanthus j& foi verificada também contra o0s estadgios de
desenvolvimento dos tricostrongilideos (nematoda). O principal componente do OE de
C. schoenanthus foi o geraniol (62,5%) e este foi 0 que melhor apresentou acdo contra
os tricostrongilideos, em comparagdo com o OE de Cymbopogon martinii e Mentha
piperita (Katiki et al., 2011). Apesar da pouca disponibilidade de estudos avaliando a
atividade antimicrobiana da espécie de C. schoenanthus, a sua efetividade ja foi
descrita na literatura contra alguns microrganismos: No estudo de Hashim et al. (2017)
a atividade antimicrobiana de C. schoenanthus contra Escherichia coli, S. aureus e
Klebsiella pneumoniae foi verificada e evidenciada até mesmo sobre cepas de S.
aureus resistentes a meticilina.

De acordo com os estudos demonstrados na literatura, faltam pesquisas que
avaliem a acdo combinada dos OEs de C. schoenanthus e P. graveolens sobre

microrganismos de interesse odontologico.

2.3 Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus e Candida spp.

S. mutans é uma bactéria acidofilica e acidogénica, produtora de
polissacarideos extracelulares e de biofilme. E considerado um dos principais
microrganismos patogénicos da cérie dental (Li et al., 2020). O biofilme formado na
superficie dental € um fator de viruléncia essencial para esta espécie provocar a
doenca. Pensando nisso, Spengler et al. (2017) estudaram a adeséo de S. mutans em
comparagao com Staphylococcus carnosus, sobre a hidroxiapatita. A for¢ca de adeséo
foi medida por espectroscopia. Os resultados mostraram que S. mutans possui uma

capacidade de adesao sobre a superficie de hidroxiapatita muito maior do que S.
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carnosus. Além disso, foi demonstrado que a presenca da saliva aumenta, de forma
significante, esta forca de adesdo sendo um importante fator para a formacéo de
biofilme.

Considerando a patogenicidade do S. mutans como o principal agente
etiol6gico da carie, Matsumoto-Nakano et al. (2011) avaliaram a atividade cariostatica
do extrato de primula (Oenothera biennis). A adesédo de células de S. mutans atraves
de mecanismos sacarose-dependente foi reduzida em 73% quando tratado com o
extrato na concentracao de 100 mg/mL. A sintese de glucanos insollUveis também foi
reduzida com o tratamento. J& no experimento realizado em ratos, estes foram
expostos a uma concentracao de 0,05 mg/mL de extrato diluido em agua, durante 73
dias. Os ratos que foram servidos com a agua tratada apresentaram uma reducao
significativa nas lesdes de carie, quando comparada ao grupo controle.

Pieri et al. (2012) descobriram a ac¢dao inibitéria do 6leo de copaiba (Copaifera
officinalis) contra S. mutans. Neste estudo o Oleo de copaiba mostrou ter acdo
bacteriostatica, mas nao ter acao bactericida ja que ndo apresentou valores de CMM.
Assim o0s autores concluem que o Oleo de copaiba apresenta uma atividade
bacteriostatica, mas ndo bactericida contra S. mutans.

O extrato de Melia azedarach (cedro-do-ceildo) demonstrou acéo
antibacteriana contra S. mutans no estudo de Bona e Nedel (2015). O método
escolhido para avaliar a efetividade do extrato foi 0 método disco-difusdo. Os discos
foram impregnados com contracéo de 0,1 g/mL de extrato. A efetividade de moléculas
isoladas da planta também foi avaliada. Nenhuma das partes isoladas apresentaram
resultados comparaveis com o controle (clorexidina 0,12%). Ja o extrato apresentou
otimo efeito bactericida contra S. mutans, demonstrando uma zona de inibicao similar
ao controle.

Em um estudo com fitoterapia, Philip et al. (2019) testaram extratos das frutas
de morango, mirtilo e airela, de forma isolada e combinada, sobre biofilme de
S. mutans. Com isto, o biofilme tratado passou pelo processo de analise da atividade
metabdlica, acidogenicidade, viabilidade celular, biovolume e organizacdo estrutural.
Enquanto o extrato de morango néo apresentou efeitos significantes sobre o biofilme,
0s extratos de airela e o extrato combinado das trés frutas mostraram reducdes
significativas na atividade metabdlica, producéo de acidos e biovolume. A organizacéo

estrutural também se mostrou menos compacta em comparagdo com O grupo



23

controle. Assim, os autores concluiram que o extrato de airela, dentre os extratos
testados, foi 0 que se apresentou mais promissor para modulacdo da formacao de
biofilme.

Ja Li et al. (2020) avaliaram a acdo de um composto isolado de plantas, o
resveratrol, sobre S. mutans. O fitocomposto mostrou valor de CIM de 800 pg/mL e,
nos valores sub-CIM, o resveratrol foi capaz de diminuir a producdo de &cidos,
producdo de polissacarideos e a formacdo de biofilme. A expressdo génica
relacionada aos fatores de viruléncia da bactéria também foi reduzida.

Abdel-Aziz et al. (2020) exploraram a atividade de acidos graxos produzidos
por cepas fungicas de Arthrographis kalrae contra S. mutans. Surpreendentemente,
0s &acidos produzidos inibiram completamente o biofime e a producdo de
polissacarideo extracelular insoltvel. Ainda, estes ndo apresentaram acao bactericida
contra o microrganismo e nem citotoxicidade a célula de fibroblasto humano.

Outro microrganismo de interesse é Staphylococcus aureus. S. aureus é uma
importante bactéria, capaz de provocar sérias doencas nos seres humanos, como
endocardite, pneumonia e bacteremia. O tratamento desta infeccao é um desafio, visto
que a erradicacdo deste microrganismo é complicada. Isto porque tem surgido cada
vez mais, cepas resistentes aos antibiéticos atuais (Chang et al., 2020). S. aureus
coletado durante dois anos, de amostras de sangue de pacientes internados em um
hospital localizado na india, foram submetidas & uma analise do perfil de resisténcia
aos antimicrobianos. Destes, 60% se mostraram resistentes a oxacilina e a cefoxitina.
E dois isolados apresentaram alta resisténcia a vancomicina e a linezolida. O estudo
destaca a manifestacdo de S. aureus resistentes e as ameacas que este pode
ocasionar para a saude dos infectados. Sendo necessario a descoberta de novos
agentes antimicrobianos eficazes contra esta espécie (Kumar, 2016).

Em um estudo mais recente, 146 cepas de S. aureus foram isolados de
hospitais entre 2017 e 2018. A fim de identificar a presenca de cepas resistentes a
meticilina, os autores recorreram a utilizagédo do teste de PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase). 16,4% dos isolados clinicos apresentaram resisténcia a meticilina.
Dentre estes, 11 genatipos diferentes de resisténcia foram encontrados, um resultado
bastante preocupante (Firoozeh et al., 2020).

Analisando o impacto da falta de higiene oral adequada em individuos acima

de 60 anos, Khadka et al. (2021) concluiram que 0s microrganismos presentes na
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cavidade oral como, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa e C. albicans, estédo
fortemente associados a pneumonia por aspiracdo, com altas taxas de mortalidade.

Levando em conta esta problematica, a atividade antimicrobiana de 42
extratos de plantas foram analisadas contra S. aureus. Para isto, foram selecionadas
cepas padrdo ATCC de S. aureus, S. aureus resistente a penicilina e S. aureus
multirresistente. treze extratos apresentaram acgado antibacteriana contra todas as
cepas testadas. Dentre eles, 4 extratos foram classificados como altamente eficazes,
foram eles: larrea, uva-de-urso, eucalipto e erva de S&o-Jodo. Os resultados
mostraram a possibilidade da utilizagdo de recursos naturais contra esta importante
espécie (Gerstel et al., 2018).

Um gel de extrato de Sebastiana hispida foi explorado em um modelo animal
com les@es infectadas por S. aureus. O periodo de tratamento foi de 3 e 21 dias,
utilizando concentracdes de gel em 0,2 e 2%. Na analise histolégica verificou-se que
a regressao das lesdes foi similar em ambas as concentracdes. E mais, o gel de S.
hispida promoveu uma grande producdo de fibras colagenas. Por tanto o gel se
mostrou promissor no tratamento complementar as lesbes com infec¢des por S.
aureus (Muller et al., 2018).

A candidiase apresenta uma alta taxa de mortalidade, entre 40 a 55% quando
acomete o0s pacientes em cuidados intensivos (Logan et al., 2020). Infeccbes
invasivas causadas por Candida spp. tém sido descritas no mundo todo. Para avaliar
a epidemiologia desta doenca, foram coletados artigos cientificos publicados durante
10 anos. cepas multirresistentes de Candida albicans foram identificadas em 15
paises. C. glabrata foi a segunda espécie com maior indice de resisténcia antifingica.
C. krusei junto com algumas outras cepas de Candida também foram consideradas
como potenciais cepas multirresistentes (Colombo et al., 2017).

Para a manifestacédo clinica da candidiase é necessaria a formagéao de biofilme,
ou seja, uma comunidade de fungos do género Candida, aderidos a uma matriz
extracelular (Kernien et al., 2018). Dentre o género, C. albicans é a mais prevalente
nos seres humanos e consequentemente, também é o mais prevalente nos casos de
candidiase, com alta taxa de mortalidade em condi¢cdes mais invasivas. A dificuldade
no tratamento da infeccdo se da por conta de os agentes antifiungicos atuais
apresentarem um alto custo e alta toxicidade. Além da problematica da resisténcia

antifingica que essa espécie tem desenvolvido (Chen et al., 2020; Li et al., 2018;
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Lohse et al., 2018). No entanto, as espécies ndo-albicans também chamam a atencéo
da comunidade médica e cientifica, pois estas tém sido relacionadas a casos de
disseminacéao (Barac et al., 2020).

Lyu et al. (2016) avaliaram protocolos para tratamento com o antifingico
nistatina contra a candidiase oral. Os resultados demonstraram que a utilizacdo da
nistatina em suspensao oral ndo seria a melhor abordagem para o tratamento. Mas, a
combinacdo da prescricdo da nistatina em suspensao oral suplementada com a
prescricdo do antifingico em formato de pastilha, obtiveram uma maior taxa de
remissdo da infeccdo. Também foi demonstrado que os tratamentos prolongados
(acima de 4 semanas) e com doses mais altas, estdo mais relacionados ao sucesso
do tratamento.

Na cavidade oral, a candidiase esta associada, entre varios fatores, a higiene
bucal deficiente, pensando nisso a efetividade da Aloe vera foi avaliada em um estudo
clinico duplo-cego randomizado em pacientes adolescentes com deficiéncia
intelectual, que séo individuos que costumam apresentar uma certa dificuldade para
manter uma boa higiene bucal. O cuidador responsavel foi orientado a escovar os
dentes do paciente duas vezes ao dia com um dentifricio contendo Aloe vera e foi
comparada ao grupo que recebeu o dentifricio contendo triclosan. Ao final de 30 dias
de uso, o dentifricio contendo Aloe vera foi capaz de reduzir o nUmero de cepas de
Candida spp. na cavidade oral sem apresentar nenhum efeito colateral (Khatri et al.,
2017).

Outra planta que ja demonstrou atividade antifingica contra Candida spp. é
Ageratina pichinchensis. O extrato ja foi testado como uso topico no tratamento da
dermatomicose. Romero-Cerecero et al. (2017) escolheram este extrato para avaliar
sua aplicacao para o tratamento de candidiase vaginal. Apos os 6 dias de tratamento,
100% dos pacientes tratados com A. pichinchensis relataram melhora ou auséncia
total dos sintomas e, 2 semanas apos a concluséo do tratamento foi realizada uma
nova coleta de dados onde 81,2% dos pacientes apresentaram éxito no tratamento.

Cunha et al. (2020) avaliaram o potencial antimicrobiano do 6leo essencial de
citronela (Cymbopogon nardus) sobre biofiimes monotipicos de C. albicans e S.
aureus. O 6leo essencial foi colocado em contato por 1 minuto sobre o biofilme, nas
concentracdes de 5x e 10x os valores da CMM. O 6leo essencial foi comparado com

outras duas solugbes de clorexidina 0,12%, uma com e outra sem alcool em sua



26

composicdo. Ao final, as 3 solu¢des estudadas apresentaram uma o6tima inibicdo na
formacao de biofilme, mas, o 6leo essencial de citronela apresentou uma reducéo
maior do que a solucdo de clorexidina. Ainda, comparando a toxicidade das trés
solucdes sobre células de queratinécitos humanos (HaCat), o 6leo essencial foi o que

apresentou a menor toxicidade.
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3 PROPOSICAO

A proposta deste estudo € avaliar in vitro a atividade antimicrobiana e
antibiofilme dos 6leos essenciais de Pelargonium graveolens (geranio) e Cymbopogon
schoenanthus (lemongrass) e o sinergismo entre eles, sobre cultura plancténica e
biofilmes monotipicos de Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida krusei,

Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencéo dos 6leos essenciais e microrganismos

Os oOleos essenciais de Pelargonium graveolens (geranio) e Cymbopogon
schoenanthus (lemongrass) foram obtidos da empresa WNF 06leos essenciais (S&o
Paulo, SP) com seus devidos perfis analiticos (Anexos A e B).

Todas as cepas foram provenientes do Laboratério de Microbiologia do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia da Universidade Estadual Paulista - Unesp (S&o José

dos Campos, SP).

4.2 Microrganismos e condig¢fes de cultivo

Os ensaios foram realizados utilizando cepa de referéncia ATCC (The
American Type Culture Collection) de Candida albicans (ATCC 18804), Candida
dubliniensis (ATCC MYA 646), Candida krusei (ATCC 6258), Streptococcus mutans
(ATCC 35688) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538). Aliquotas das amostras
bacterianas e fungicas congeladas foram reativadas em meios de cultura, sendo agar
MS (Mitis Salivarius) para crescimento de S. mutans, agar BHI (Brain Heart Infusion)
para crescimento de Staphylococcus aureus e agar SD (Sabouraud Dextrose) para de
espécies de Candida. As placas foram incubadas em estufa por 48h a 37°C (TE-371,
Tecnal, Piracicaba, SP) e, S. mutans foi incubado em ambiente microaerofilico (Tsujii
et al., 2020) sobre as mesmas condi¢cOes de temperatura e tempo de incubacéo que

as demais cepas.
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4.3 Anédlise da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos OEs isolados e das associagbes foram
avaliadas sobre todas as cepas-padrdo ATCC: Candida albicans (ATCC 18804),
Candida dubliniensis (ATCC MYA 646), Candida krusei (ATCC 6258), Streptococcus
mutans (ATCC 35688) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538).

4.3.1Determinacdo da Concentracdo Microbicida Minima (CMM) dos Oleos

essenciais isolados

Para a determinacéo da Concentracdo Microbicida Minima (CMM) dos 6leos
(isolados) para cada cepa microbiana, foi empregado o método de microdiluicdo em
caldo, segundo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), norma M27-A2
(Candida spp.) e M7-A6 (S. mutans e S. aureus). Para a diluicdo do 6leo essencial foi
utilizado o Tween 20 (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil) na concentracao de 0,5%,
de acordo com Tran et al. (2020). Esta concentracéo foi alcancada através da diluicdo
em meio de cultura caldo Mueller Hinton (MH) (Himedia®, Mumbai, india) ou RPMI
1640 (INLAB, Diadema, SP, Brazil). Com o Tween 20 preparado, diluiu-se o 6leo
essencial neste, para obtencédo da concentracdo desejada. O teste foi realizado em
microplacas de 96 pocos, onde adicionou-se 100 pL de meio de cultura (MH para S.
mutans e S. aureus e RPMI 1640 para Candida spp.), em todos 0s pog¢os exceto no
primeiro poc¢o de onde se seguiu a diluicdo seriada. Neste primeiro poco, adicionou-
se 200 pL de dleo essencial, de onde partiram uma série de 10 diluicbes seriadas.
Aliguotas de 100 pL de cada suspensdo microbiana, padronizada em 106 células/mL,
foi adicionada em todos os pocos, exceto nos controles de esterilidade e as placas
foram para incubacé&o por 48 h a 37°C, sendo que S. mutans foi colocado sobre as
mesmas condi¢cdes de incubagdo, mas em ambiente microaerofilico com 5% CO2
(Tsujii et al., 2020). Como controle de esterilidade foi utilizado o meio de cultura (MH

ou RPMI 1640) e meio de cultura com Tween 20 a 0,5%. Ja para o controle negativo,
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adicionou-se 100 pL de meio de cultura mais 100 pL de microrganismo e o mesmo foi

feito com o meio de cultura com Tween 20 a 0,5%. As concentracgdes finais dos OE

obtidas na placa variaram entre 16 a 0,03% (Quadro 1).

Em seguida, foram semeados 5 uL em agar SD (Sabouraud Dextrose) (Kasvi,

Itadlia) para as cepas de Candida, e em agar BHI (Brain Heart Infusion) (Kasvi, Italia)

para S. mutans e S. aureus. Apos 48h 37°C de incubacdo, a CMM de cada 6leo para

cada cepa foi determinada onde n&o se observou crescimento de colonias. Todos os

testes foram realizados em duplicatas e foram repetidos duas vezes em momentos

distintos (Figura 1).

Quadro 1 — Diluicdes dos 6leos essenciais para determinacao da CMM

OE

Concentragéo por pocgo

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
GE | 16% | 8% 4% 2% 1% | 0,5% | 0,25% | 0,12% | 0,06% | 0,03%
LE | 16% | 8% 4% 2% 1% | 0,5% | 0,25% | 0,12% | 0,06% | 0,03%

Legenda: OE: Gleo essencial. GE: geranio. Le: lemongrass. 2 ao 11: nimero dos pogos.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 1 — Metodologia para determinacdo da Concentragdo Microbicida Minima

Legenda: A: Oleos essenciais diluidos em placa de 96 pogos contendo meio de cultura. B:
Microrganismo semeado em agar para padronizagdo em espectofotdmetro em 108 células/mL. C:
Resultado da concentrac@o microbicida minima apdés incubagéo por 24 h a 37°C. Circulo laranja:
indicacéo da concentrag@o microbicida minima determinada.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.2 Método de Microdiluicdo Checkerboard das associacfes dos o6leos

essenciais

O efeito combinado dos Oleos foi avaliado pela técnica checkerboard
(tabuleiro de xadrez), de acordo com Fratini et al. (2017), Odds (2003), USjak et al.
(2019). A técnica é baseada no teste de sensibilidade por microdiluigdo em caldo, e
determina o tipo de interacdo entre os 6leos em: sinérgicas, aditivas, indiferente ou
antagonicas. Foi utilizado como meio de cultura caldo MH (para S. mutans e S. aureus)
e RPMI 1640 (para Candida spp.).

Para a combinacdo dos OE, foram utilizados como referéncia os valores de
CMM previamente obtidos. Assim, foi preparada a solu¢do mae do OE1 (gerénio), na
concentracéo 4 vezes maior que o valor do CMM. A partir desta solucdo, seguiu- se a
diluicdo seriada pela placa. J& o OE2 (lemongrass) foi diluido fora da placa, em

microtubos do tipo Eppendorf, partindo-se também, da solucdo mae (4x maior do que
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o CMM), para a diluicdo seriada nos outros microtubos. Sendo assim, 100 pL do 6leo
1 (gerénio) foram adicionados na fileira “a” do pog¢o 2 ao 10 e a partir destes pogos,
50 pL do éleo foi diluido seriadamente nos pocos abaixo, deste modo, a concentracéo
do OE1 caiu no sentido vertical da microplaca. Logo em seguida, 50 pL do 6leo 2
(lemongrass) foram adicionados nos pocos de modo que a concentracdo deste caisse
no sentido horizontal da microplaca, de modo a obter concentragdes finais: CMM,
CMM/2, CMM/4, CMM/8, CMM/16, CMM/32 e CMM/64, de forma que fossem
associadas diferentes concentracdes dos dois 6leos. Em seguida, foi adicionado 100
uL do indculo microbiano, padronizado em 108 células/mL), totalizando volume de 200
ML em cada pogo. No controle negativo, adicionou-se meio de cultura, mais indculo
bacteriano e no controle de esterilidade foi acrescentado apenas meio de cultura. Este
controle também foi feito com o meio de cultura com Tween 20 a 0,5%. As placas
foram incubadas a 37°C por 48h, e no caso do S mutans, em microaerofilia (USjak et
al., 2019). Para determinacdo da CMM, uma aliquota de cada poco foi colocada em
agar Sabouraud Dextrose (Kasvi, Italia) para as cepas de Candida spp., e em agar
BHI (Brain Heart Infusion) para S. mutans e S. aureus. As placas foram incubadas em
estufa por 48 h a 37°C e foi determinada de acordo com a auséncia de crescimento
microbiano nas placas. Todos os testes foram realizados em duplicatas. Para avaliar
o efeito sinérgico dos 6leos, adotou-se o indice de concentracao inibitoria fracionaria
(ICFI), que classifica as combinacbes em sinérgicas, aditivas, indiferentes ou
antagonicas. O ICFI é calculado através da soma da concentracao inibitéria fracionada
(CIF) do 6leo 1 mais a CIF do 6leo 2.

A ICIF pode ser definida como:

CMM combinada CMM combinada

+
CMM 6leo 1lisolado CMM 6leo 2 isolado

Uma combinacéao foi considerada sinérgica a uma ICFI <0,5, aditiva quando
ICFI é >0,5 e =1,0, indiferente quando ICFI> 1 e < 4 e antagonista em ICFI> 4,0. A
mesma formula foi utilizada para calcular o indice de concentracdo fungicida
fracionaria (ICFF), usando também os valores de CMM (Odds, 2003).
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Quadro 2- Esquema representativo da combinacdo do 6leo essencial de geranio e

lemongrass e suas concentracdes aplicadas em contato com Staphylococcus aureus

na placa de 96 pocos, simulando a técnica do tabuleiro de xadrez

10
al4 4 4 4 4 4 4 4
4 2 1 0,5 0,25 0,12 0,06 0,03 0,01
b|2 2 2 2 2 2 2 2 2
4 2 1 0,5 0,25 0,12 0,06 0,03 0,01
cl1 1 1 1 1 1 1 1 1
4 2 1 0,5 0,25 0,12 0,06 0,03 0,01
d| 05 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
4 2 1 0,5 0,25 0,12 0,06 0,03 0,01
e| 0,257 0,25 70,257 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
4 2 1 0,5 0,25 0,12 0,06 0,03 0,01
fl101 0,12 70,127 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12
4 2 1 0,5 0,25 0,12 0,06 0,03 0,01
g| 0,067 0,06 | 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
4 2 1 0,5 0,25 0,12 0,06 0,03 0,01

Legenda: esquema das diluicdes combinadas dos 6leos essenciais, no qual as concentragfes de
geréanio (em verde) diminuem no sentido vertical e as concentra¢des de lemongrass (em azul) caem no
sentido horizontal da placa.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 Andlise da atividade antibiofilme

As concentragbes dos OEs para avaliar a atividade antimicrobiana sobre

biofilmes foram baseados nos valores de CMM obtidos nos testes de microdiluicdo em

caldo e na microdiluicdo checkerboard. Assim, ambos os OEs foram aplicados em

concentragbes de CMM, 2 X CMM e 4 X CMM para determinar seu efeito isolado e

nas concentracoes em que demonstraram efeitos sinérgicos e aditivos para

determinar o seu efeito combinado sobre os biofilmes. Para a formacéo dos biofilmes

foram adicionados em microplacas de 96 pocos (Kasvi, China), 100 uL/poco de caldo
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BHI (Brain Heart Infusion) e 100 pyL/pogo de suspensdes microbianas padronizadas
em espectrofotdmetro (107 células/mL). Para isso, colénias das respectivas cepas
foram diluidas em solucéo salina. Apos, a placa foi incubada em estufa bacteriologica
(37°C) por 48 h, com a substituicdo do meio de cultura em 24h, em seguida as placas

foram encaminhadas para aplicacao dos tratamentos.

4.4.1 Tratamento

Passado o periodo de formacdo de cada biofiime (5 cepas), estes foram
colocados em contato com os OEs separadamente, em 3 concentragcées microbicidas
pré-determinadas, CMM e 2x e 4x superiores, pelo periodo de 5 min e 24h, totalizando
30 grupos. Como controle de esterilidade e controle negativo foram utilizados o proprio
meio de cultura BHI e como controle positivo foi utilizado Gluconato de clorexidina
0,12% (Periotrat, Kley Hertz), para S. mutans e S. aureus e nistatina 100.000 Ul/mL
(Teuto) para C. albicans, C. krusei e C. dubliniensis. Posteriormente a aplicacdo dos
tratamentos os biofilmes foram lavados com solucéo salina estéril 0,9% e em seguida
foram encaminhados para o teste de mensuracéo. A mensuracédo dos biofilmes foi
realizada por meio do teste de MTT, evidenciando a atividade metabdlica dos

microrganismaos.

4.4.2 Atividade metabdlica dos microrganismos pelo teste de MTT

ApoOs submetido aos respectivos tratamentos o biofilme foi preparado para o
teste de MTT, para tanto, foram adicionados 100 uL/pogo da solugédo de MTT (3- (4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide), composta por 0,5 miligramas
diluido em 1 mL de caldo BHI, em seguida a placa foi incubada ao abrigo da luz por 1
hora em estufa a 37°C. ApoOs o periodo de incubacdo a solucdo foi retirada e
acrescentou-se 100 pL de Dimetilsulféxido (DMSO). A placa foi novamente incubada

em estufa a 37°C por 10 minutos e logo apos, colocada em agitacao constante por 10
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minutos. A placa foi lida em leitora de microplaca em 570 nm, e as densidades 6pticas
foram convertidas, por meio da formula abaixo, em percentual de atividade metabdlica

das células do microrganismo:

% Atividade metabdlica = 100 - (DO Grupo Tratado x 100) / (Média DO Grupo

Controle)

4.5 Analise estatistica

Os dados obtidos nos testes in vitro obtiveram distribuicdo normal e foram
analisados estatisticamente pelo método ANOVA complementado pelo Teste de

Tukey com nivel de significancia de 5% (p<0.05).
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5 RESULTADOS

5.1 Atividade antimicrobiana pelo teste de microdiluicdo em caldo

Ambos os 6leos essenciais (geranio e lemongrass) demonstraram acao
antimicrobiana sobre todas as cepas testadas. Os valores de CMM estéo dispostos
na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores de Concentracdo Microbicida Minima (%) do 6leo essencial de
Pelargonium graveolens (geranio) e Cymbopogon schoenanthus (lemongrass) sobre
S. mutans, S. aureus, C. albicans, C. krusei e C. dubliniensis

OE Lemongrass OE Geranio
Microrganismos CMM CMM
S. mutans 16% 16%
S. aureus 4% 4%
C. albicans 0,06% 0,06%
C. krusei 0,06% 0,03%
C. dubliniensis 0,03% 0,06%

Legenda: CMM: Concentracdo minima microbicida. OE: éleo essencial.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.2 Atividade antimicrobiana do efeito combinado dos OEs

Os Oleos essenciais apresentaram uma combinacdo sinérgica e trés
combina¢cBes aditivas para S. aureus (Tabela 2). Por outro lado, os OEs néo
apresentaram nenhum efeito sinérgico ou aditivo para S. mutans, C. albicans, C.

krusei e C. dubliniensis.

Tabela 2 — Valores de Concentracdo Microbicida Minima dos Oleos essenciais
isolados e combinacfes sinérgicas e aditivas dos 6leos essenciais de geranio e

lemongrass sobre Staphylococcus aureus

CMM o Reducéo da
_ Combinacdo | Valores
Combinacéao isolado CIE CMM Interagéo
LE | GE LE GE LE GE
LE + GE 4% | 4% | 2% | 0,5% 0,62 2 X 8 X A
LE + GE 4% | 4% | 2% | 0,25% 0,56 2x | 16x A
LE + GE 4% | 4% | 2% | 0,12% 0,53 2x | 33x A
LE + GE 4% | 4% | 1% | 0,06% 0,26 4x | 66X S

Legenda: LE: lemongrass; GE: geranio; CMM: Concentracdo Microbicida Minima; ICIF: indice de
concentracao inibitéria fracionaria; A: aditiva; S: sinérgica.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 Atividade antibiofilme dos 6leos essenciais

Para o tratamento do biofilme de S. mutans, S. aureus e Candida spp., foram
usadas as concentracoes 1x CMM, 2x CMM e 4x CMM dos Oleos essenciais de
geréanio e lemongrass de forma isoladas.

O tratamento do biofilme de S. mutans com o OE de lemongrass pelo tempo de 5
min. promoveu agao antimicrobiana nas concentragdes de 16, 32 e 64%, com 59,6%,
63,3% e 74,3% de reducao de biofilme, respectivamente. Ja a aplicacdo do OE de
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geranio por 5 min. nas concentracdes de 16, 32 e 64% promoveram reducdo do
biofilme em 55,9%, 68,5% e 70,4%, respectivamente. Todas as concentragdes de
ambos os OEs apresentaram diferencas estatisticamente significantes em relacdo ao
grupo controle e ainda, as concentracdes de 64% de geranio e de 32 e 64% de
lemongrass foram estatisticamente semelhantes a clorexidina. A clorexidina utilizada

como controle reduziu 84,2% quando comparado com o controle negativo (figura 2).

Figura 2 - Atividade antibiofilme dos 6leos essenciais de geranio e lemongrass sobre

Streptococcus mutans por 5 minutos

n S. mutans

5 min.
159 g
[ Controle
T [ LE 16%
T 1.0- 3 LE 32%
= b B3 LE 64%
% 59.6% g3 39 b.c Bl Clorexidina 0,12%
a 0.5 L = 743% C
84.2%
E S. mutans
5 min.
159 g
= Controle
m O GE 16%
£ 1.0- 3 GE 32%
s b @@ GE 64%
5 59% bec  be B Clorexidina 0,12%
o - 685% 704% C
a 0.5 84,2%
——
o -_l

Legenda: A: lemongrass; B: geranio; DO: densidade Optica; LE: 6leo essencial de lemongrass; GE: 6leo
essencial de geranio; P<0.0001.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O OE de lemongrass aplicado por 5 min. sobre o biofilme de S. aureus reduziu

o biofilme em 44,4%, 53 e 53,9% nas concentracdes de 4, 8 e 16%, respectivamente.
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O OE de geranio aplicado pelo tempo de 5 min. nas concentracdes de 4, 8 e 16%
promoveu a reducdo de 55,6%, 68,4% e 66,1%, respectivamente. Todas as
concentracbes de ambos os OEs apresentaram diferencas estatisticamente
significantes em relacédo ao grupo controle. A clorexidina reduziu 81,6% do biofilme,
sendo que as concentracdes de 8 e 16% de OE de geranio foram estatisticamente

semelhantes a clorexidina (figura 3).

Figura 3 - Atividade antibiofilme dos 6leos essenciais de geranio e lemongrass sobre

Staphylococcus aureus por 5 minutos

u S. aureus

5 min.
1.5
a [ Controle
. 3 LE 4%
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Legenda: A: lemongrass; B: geranio; DO: densidade Optica; LE: 6leo essencial de lemongrass; GE: 6leo
essencial de geranio; P<0.0001.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relacdo as espécies de Candida os resultados da atividade antibiofilme de

5 min de contato seguem demonstrados nas figuras 4, 5 e 6.
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Figura 4 - Atividade antibiofilme dos 6leos essenciais de geranio e lemongrass sobre

Candida albicans por 5 minutos
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Legenda: A: lemongrass; B: geranio; DO: densidade Optica; LE: 6leo essencial de lemongrass; GE: 6leo
essencial de geranio; P<0.0001.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O tratamento do biofilme de C. albicans com o OE de lemongrass pelo tempo
de 5 min. promoveu acgdo antifingica em todas as concentracdes testadas,
apresentando 36,5%, 27,9% e 47,7% de reducao de biofilme, nas concentracdes de
0,06%, 0,12 e 0,25% respectivamente. Ja a aplicacdo do OE de geranio por 5 min.
nas mesmas concentracées promoveram reducéo do biofiime em 18,7%, 23,7% e
48,7%, respectivamente. As concentracdes de 0,06 e 0,25% de lemongrass e de

0,25% de geranio foram estatisticamente diferentes do grupo controle e semelhantes
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a nistatina. A nistatina utilizada como comparacao reduziu 34,7% do biofilme.

O OE de lemongrass aplicado por 5 min. sobre o biofilme de C. krusei reduziu
o biofilme em 5,8%, 34,7% e 30,2% nas concentracdes de 0,03%, 0,06% e 0,12%,
respectivamente. O OE de geranio aplicado pelo tempo de 5 min. nas concentracdes
de 0,06%, 0,12% e 0,25% promoveu a redugcdo de 25,6%, 18,6% e 28,1%,
respectivamente. As concentracdes mais altas (0,06 e 0,12% de lemongrass e 0,25%
de geranio) de ambos os OEs foram estatisticamente diferentes do grupo controle. A

nistatina ndo apresentou reducgéo de biofilme para C. krusei.

Figura 5 - Atividade antibiofilme dos 6leos essenciais de geranio e lemongrass sobre

Candida krusei por 5 minutos
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Legenda: A: lemongrass; B: geranio; DO: densidade Optica; LE: dleo essencial de lemongrass; GE: 6leo
essencial de geranio; P<0.0001.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 6 - Atividade antibiofilme dos Oleos essenciais de geranio e lemongrass sobre

Candida dubliniensis por 5 minutos
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Legenda: A: lemongrass; B: geranio; DO: densidade 6ptica; LE: 6leo essencial de lemongrass; GE: 6leo
essencial de geranio; P<0.0001.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Por fim, o biofilme de C. dubliniensis foi reduzido em 35,6% com 0,06% de Oleo
essencial de lemongrass, 14,7% com 0,12% de OE de lemongrass e reduziu 32% do
biofilme com 0,25% de OE de lemongrass. O OE de geranio na concentracao de
0,03% foi 0 Unico que ndo apresentou nenhuma atividade antifingica. Enquanto as
concentracbes de 0,06% e 0,12% reduziram 13,1% e 31,6% (respectivamente) do
biofilme de C. dubliniensis. A nistatina reduziu 41,1% do biofilme. As redugdes nas
concentracbes de 0,06 e 0,25% de lemongrass e de 0,12% de geranio foram
estatisticamente diferentes do grupo controle e semelhantes a nistatina.

Em relacdo ao tratamento dos biofilmes pelo tempo de 24 horas, para o biofilme

de S. mutans com o OE de lemongrass, as concentracoes de 16, 32 e 64% promoveu
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acdo antimicrobiana com 81,6%, 82,7% e 71,1% de redugcdo de biofilme,
respectivamente. J4 a aplicacdo do OE de geranio nas mesmas concentracdes
promoveram reducdo do biofilme em 93%, 92,4% e 90,6%, respectivamente, sendo
gue todas as concentracfes foram estatisticamente semelhante a clorexidina, que por

sua vez, reduziu o biofilme em 95,5% (figura 7).

Figura 7 - Atividade antibiofilme dos 6leos essenciais de geranio e lemongrass sobre

Streptococcus mutans por 24 horas
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Legenda: A: lemongrass; B: geranio; DO: densidade Optica; LE: 6leo essencial de lemongrass; GE: 6leo
essencial de geranio; P<0.0001.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O OE de lemongrass aplicado por 24 h sobre o biofilme de S. aureus reduziu
o biofime em 79,1%, 79,9% e 77,6% nas concentracbes de 4, 8 e 16%,

respectivamente. Ja o OE de geranio aplicado pelo mesmo tempo, nas concentracdes
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de 4, 8 e 16% promoveu a reducéo de 81,7%, 85,3% e 83,7%, respectivamente. Todas
as concentracdes de ambos os OEs apresentaram diferencas estatisticamente
significante em relacéo ao grupo controle e estatisticamente semelhante a clorexidina

que reduziu 87% (figura 8).

Figura 8 - Atividade antibiofilme dos 6leos essenciais de geranio e lemongrass sobre

Staphylococcus aureus por 24 horas
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Legenda: A: lemongrass; B: geranio; DO: densidade Optica; LE: 6leo essencial de lemongrass; GE: 6leo
essencial de geranio; P<0.0001.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O tratamento do biofilme de C. albicans com o OE de lemongrass pelo tempo
de 24 h promoveu acgdo antifingica em todas as concentragfes testadas,
apresentando 53%, 86,6% e 92% de reducgédo de biofilme, nas concentracdes de

0,06%, 0,12 e 0,25% respectivamente. Ja o tratamento com o OE de geréanio por 24
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horas nas mesmas concentragdes promoveram reduc¢ao do biofilme em 62,3%, 72,5%
e 86,3%, respectivamente. Todas as concentracdes de ambos os OEs apresentaram
diferencas estatisticamente significantes em relacdo ao grupo controle. A nistatina
utilizada como comparacéao reduziu 55,1% do biofilme quando comparado com o

grupo controle (figura 9).

Figura 9 - Atividade antibiofilme dos 6leos essenciais de geranio e lemongrass sobre

Candida albicans por 24 horas
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Legenda: A: lemongrass; B: geranio; DO: densidade Optica; LE: 6leo essencial de lemongrass; GE: 6leo
essencial de geranio; P<0.0001.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O OE de lemongrass aplicado por 24 h sobre o biofilme de C. krusei ndo
apresentou atividade antifingica nas concentracdes de 0,03%, 0,06 e 0,12%, sendo

todos estatisticamente semelhantes ao grupo controle. O OE de geranio aplicado pelo
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mesmo tempo, nas concentracdes de 0,06 e 0,12% também ndo apresentaram
atividade antifangica. Por outro lado, a concentracao de 0,25% promoveu reducéo de
38,8%, sendo estatisticamente diferente do grupo controle e semelhante a nistatina,

que reduziu 21,4% (figura 10).

Figura 10 - Atividade antibiofilme dos 6leos essenciais de geranio e lemongrass sobre

Candida krusei por 24 horas
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Legenda: A: lemongrass; B: geranio; DO: densidade Optica; LE: 6leo essencial de lemongrass; GE: 6leo
essencial de geranio; P<0.0001.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Finalmente, o biofilme de C. dubliniensis tratado com OE de lemongrass foi
reduzido 18,6% na concentracdo de 0,06%, 37,2% com 0,12% e reduziu 86,1% do
biofilme com 0,25% de OE sendo que este ultimo foi estatisticamente semelhante a

nistatina e diferente do grupo controle. O OE de geranio ndao apresentou atividade
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antifangica em nenhuma das concentragfes testadas. O tratamento com a nistatina
reduziu 77% do biofilme (figura 11).

Figura 11 - Atividade antibiofilme dos 6leos essenciais de geranio e lemongrass sobre

Candida dubliniensis por 24 horas
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Legenda: A: lemongrass; B: geranio; DO: densidade Optica; LE: 6leo essencial de lemongrass; GE: 6leo
essencial de geranio; P<0.0001.
Fonte: Elaborado pelo autor.

As combinacdes dos OEs também foram avaliadas sobre o biofilme de S.
aureus, visto que foram alcangados efeitos sinérgico e aditivos quando colocados em
contato com a espécie na sua forma planctbnica. Desta forma, as concentracfes
(sinérgicas e aditivas) obtidas foram utilizados para avaliar sua agéo sobre o biofilme
(figura 12).
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Figura 12 - Atividade antibiofilme dos 6leos essenciais de geranio e lemongrass de

forma combinada sobre Staphylococcus aureus por 5 minutos e 24 horas
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Legenda: A:5 min de tratamento; B: 24 h de tratamento; DO: densidade Optica; LE: 6leo essencial de
lemongrass; GE: dleo essencial de geranio; P<0.0001.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O tratamento realizados com as concentracfes aditivas pelo tempo de 5 min
com 0,5% de OE de geranio + 2% de OE de lemongrass, 0,25% de geranio + 2% de
lemongrass e 0,12% de geranio + 2% de lemongrass reduziram 17,6%, 16,8% e
27,3%, respectivamente. Ja a combinacao sinérgica de 0,06% de OE de geranio + 1%
de lemongrass reduziu 22,5% do biofilme de S. aureus. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre as concentracdes aditivas e sinérgicas e todas as
combinac¢fes apresentaram diferencas estatisticamente significante em relacdo ao
grupo controle. A clorexidina reduziu 91,8% do biofilme.

O tratamento realizados com as concentracOes aditivas de 0,5% de OE de

geranio e 2% de OE de lemongrass, 0,25% de geranio e 2% de lemongrass e 0,12%
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de geranio e 2% de lemongrass reduziram 92,9%, 92,8% e 93,3%, respectivamente,
no tratamento de 24h. Por fim, a combinacgé&o sinérgica de 0,06% de OE de geréanio e
1% de lemongrass quando comparado com o controle, reduziu 91,3%. N&o houve
diferenca estatisticamente significante entre as concentracdes aditivas e sinérgicas e
todas as combinacdes apresentaram diferencas estatisticamente significante em
relacdo ao grupo controle e estatisticamente semelhante a clorexidina que reduziu
91,8% do biofilme.
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6 DISCUSSAO

Estima-se que até 2050 a taxa de mortalidade alcancara cerca de 10 milhdes
de mortes por ano devido aos impactos causados pela resisténcia antimicrobiana
(Garau, Bassetti, 2018). Com esta crescente resisténcia antimicrobiana, estudos com
plantas e seus derivados para tratamentos de infeccdes tém ganhado espaco. E
possivel encontrar na literatura estudos que comprovaram, assim como 0 presente
estudo, a eficicia dos produtos fitoterapicos contra patégenos bacterianos e fungicos
(Antonioli et al., 2020; Kozics et al., 2019; Meccatti et al., 2021; de Oliveira et al., 2017).

No presente estudo foi possivel verificar que os Oleos essenciais de geranio
(Pelargonium graveolens) e lemongrass (Cymbopogon schoenanthus) possuem
atividades antifangicas e antimicrobianas contra as espécies estudadas. Entretanto, a
sensibilidade aos OEs foi diferente entre as cepas fungicas e bacterianas, nas quais
as cepas de Candida se mostraram mais sensiveis na cultura plancténica, com valores
de CMM variando entre 0,03% e 0,06% para ambos os 6leos. Os OEs de geranio e
lemongrass também se mostraram eficazes contra as cepas de S. mutans e S. aureus,
porém, em concentracdes maiores, pois os valores de CMM variaram entre 4% e 16%.
Quando os OEs foram combinados entre si, resultou em 1 concentracéo sinérgica e 2
aditivas contra S. aureus. Os resultados obtidos sugerem que os OEs de geranio da
espécie de P. graveolens e de lemongrass da espécie de C. schoenanthus podem se
tornar uma alternativa viavel para tratamento de doencas infecciosas. Contudo, ainda
se faz necessario novos estudos avaliando as caracteristicas farmacoldgicas e
toxicolbgicas para 0 seu uso seguro.

De acordo com as informacfes disponibilizadas pelo fabricante os
principais componentes do OE de geranio sao: geraniol (30,5%), citronelol (14,21%)
e lianol (10,09%). J4 o OE de lemongrass apresentou como principais constituintes o
nerol (56,20%), acetato de nerol (13,36%) e geranial (10,42%). O geraniol é um
monoterpeno encontrado em diversos OEs que possui uma variedade de atividades
biol6gicas, como a atividade anti-inflamatoria, anti-cancer e antimicrobiana (Maczka
et al., 2020). O nerol também € um monoterpeno, com atividades antioxidantes
(Galappathie et al., 2017), hepatoprotetor (Islam et al.,, 2021) e sua atividade

antifungica foi comprovada sobre cepas de C. albicans. Citral € uma molécula



51

isométrica que consiste na mistura de geranial e neral e sua atividade antimicrobiana
ja foi comprovada contra uma variedade de patdégenos (Qian et al., 2020). Diante
destes achados pressupbe-se que as atividades antimicrobianas demonstradas no
presente estudo podem ter sido em razdo da presenca desses constituintes quimicos
nos OEs de geranio e lemongrass.

Um estudo realizado por Gucwa et al. (2018) verificou a atividade antifangica
de diferentes OEs, incluindo o de P. graveolens que ficou entre um dos mais efetivos
(dentre os 37 OEs testados) contra cepas clinicas de C. albicans. O 6leo de geranio
apresentou valores de CMM entre 0,048 a 23,92 mg/mL. Neste caso, os autores
optaram por utilizar, para diluicdo do 6leo essencial, 2,5% de DMSO (Dimetilsulféxido)
enguanto no nosso estudo foi utilizado o Tween 20 (0,5%). Existem diferentes tipos
de solucdes que podem ser utilizadas para facilitar a diluicdo dos OEs, como o Tween
20 e 80, que sao um tipo de detergente e os solventes, como o DMSO e o etanol
(Castro et al., 1995). Mesmo com esta diferenga na escolha do diluente, os resultados
do presente estudo concordam com os resultados de Gucwa et al. (2018).

Szweda et al. (2015) avaliaram a acao antifungica de alguns 6leos essenciais
(entre eles o OE de geranio), prépolis, nanoparticulas de prata e extratos etandlicos
sobre cepas clinicas de C. albicans, C. glabrata e C. krusei resistentes aos azois. Entre
as diferentes formula¢gbes dos possiveis agentes antifingicos estudados, os 6leos
essenciais se destacaram pela sua notavel efetividade contra os fungos,
principalmente os OEs de Cinnamomum cassia (canela), Citrus limonum (lim&o),
Ocimum basilicum (manjericao), Thymus vulgaris (tomilho), P. graveolens (geranio) e
Eugenia caryophyllus (cravo). Neste caso os valores de CMM do OE de geranio foram
de 0,07 e 0,62% para C. albicans, 0,15 a 1,25% para C. glabrata e C. krusei,
permitindo concluir gue o OE de geranio possui uma boa atividade antimicrobiana em
baixas concentracoes.

Na literatura consultada nao foi possivel encontrar estudos avaliando a
atividade antifingica do OE de geréanio sobre a espécie de C. dubliniensis, entretanto
Santomauro et al. (2016) por exemplo, conseguiram comprovar a sensibilidade desta
espécie ao OE de artemisia. Os autores avaliaram a eficacia do OE de Artemisia
annua (artemisia) sobre cepas clinicas e de referéncia de Candida spp. e obtiveram o
valor de CMM de 25 pL/mL para C. dubliniensis (cepa clinica), C. albicans (ATCC
90028) e C. krusei (cepa clinica) enquanto o valor de CMM contra a cepa de referéncia
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ATCC 6258 de C. krusei foi de 12,5 pL/mL.

A avaliacdo do potencial antibacteriano do OE de geranio sobre cepas de S.
mutans também é restrita na literatura. Coronado-L6pez et al. (2018) determinaram a
atividade antimicrobiana de trés extratos metandlicos de geranio, porém de outra
espécie, o Pelargonium peltatum, extraidos das folhas, caule e raiz, sobre S. mutans
e Streptococcus sanguinis. Os autores determinaram a concentracao inibitéria minima
(CIM) dos extratos por meio do método de microdiluicdo em caldo e chegaram aos
seguintes valores: os valores de CIM dos extratos extraidos das folhas e raizes foram
250 mg/mL para S. mutans e 125 mg/mL para S. sanguinis e a CIM do extrato extraido
do caule foi de 125 mg/mL para S. mutans e 31 mg/mL para S. sanguinis. A zona de
inibicdo também foi determinada e o maior didmetro foi o de extrato coletado da raiz
da planta, que inibiu 28,8 mm de crescimento de S. mutans e 32,1 mm de crescimento
de S. sanguinis. Ja Lapinska et al. (2020) exploraram a atividade antifingica e a
atividade antibacteriana do OE de geranio (P. graveolens) e de outros 9 OEs contra
microrganismos orais como S. mutans e C. albicans. Para determinar a atividade
antimicrobiana, os autores optaram pelo método de agar difusdo. O OE de geréanio
apresentou zonas de inibicdo para S. mutans e C. albicans, confirmando a sua
atividade contra essas cepas. Além disso o OE apresentou citronelol (26,7%) e
geraniol (13,4%) em maiores concentragdes o que concorda com o OE utilizado no
presente estudo.

Um estudo verificou a atividade antimicrobiana do OE de gerénio (P.
graveolens) contra cepas clinicas e cepa padrdao ATCC de S. aureus. Apesar dos
valores de CMM néo terem sido disponibilizados, podemos considerar os valores de
CIM para esta discussao. O OE de geranio se apresentou bastante efetivo contra as
cepas de S. aureus, bem como no presente estudo. O valor de CIM do 6leo sobre a
cepa padréao foi de 0,25 uL/mL, enquanto para as cepas clinicas, o valor de CIM para
a maioria foi de 1 uL/mL. Vale ressaltar que dentre as 70 cepas clinicas coletadas, 47
foram sensiveis ao OE (Bigos et al., 2012). Algumas diferencas devem ser
consideradas: o etanol foi escolhido como o solvente para diluicdo do OE e a
metodologia utilizada para a realizacdo do experimento foi a de agar diluicdo. Ainda
assim, mais uma vez é constatada a atividade antimicrobiana do OE de geranio.
Seguindo a mesma metodologia que o estudo anterior, Rosato et al. (2007) verificaram

a atividade antimicrobiana de OEs e seu sinergismo com o norfloxacino. Para a
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diluicdo dos OEs, foram utilizados 0,5% de Tween 20, assim como empregado no
nosso estudo. A aplicacdo do OE de P. graveolens sozinho teve atividade
antimicrobiana sobre as cepas ATCC de S. aureus (CIM de 0,72 mg/mL) e quando
combinado com o norfloxacino resultou em efeito sinérgico para trés cepas: S. aureus
ATCC 6538, S. aureus ATCC 29213 e Bacillus cereus ATCC 11778. Tal como o OE
de geranio resultou em 3 intera¢fes aditivas e 1 sinérgicas quando foi combinado com
o OE de lemongrass contra S. aureus em nosso estudo. Nao obstante, mais uma vez
é fundamentado o potencial antimicrobiano do OE de P. graveolens.

O OE de lemongrass pode ser obtido de diferentes espécies de Cymbopogon.
N&o foi possivel encontrar na literatura pesquisada, estudos que direcionassem o OE
de C. schoenanthus sobre os microrganismos explorados em nosso estudo (Candida
albicans, C. krusei, C. dubliniensis e Streptococcus mutans) com excecdo de
Staphylococcus aureus que ainda sera discutido nesta sec¢éo.

Devido a diversidade de OEs de Cymbopogon disponiveis no mercado, foram
encontrados estudos com OEs deste género sobre Candida albicans, C. krusei, C.
dubliniensis, S. mutans e S. aureus. Piasecki et al. (2021) compararam a composi¢cao
quimica dos OEs de Cymbopogon nardus, Cymbopogon citratus, Cymbopogon
winterianus, Cymbopogon flexuosus, C. schoenanthus, Cymbopogon martinii e
Cymbopogon giganteus. Mediante a andlise de cromatografia em camada fina (TLC)
e a espectrometria de massa (MS), os OEs podem ser classificados em 5 tipos de
quimiotipos. O OE de C. schoenanthus (da mesma espécie utilizada em nosso estudo)
bem como C. citratus e C. flexuosus utilizados no estudo foram classificados como
quimiotipo Il (ChT II). Neste quimiotipo, os aldeidos monoterpénicos neral e geranial
Sdo 0s compostos mais presentes, assim como o OE utilizado no presente estudo.
Com o quimiotipo dos OEs estabelecidos, os autores selecionaram 1 OE de cada
guimiotipo para comparar sua atividade antimicrobiana contra S. aureus resistentes a
meticilina. Interessantemente de todos os quimiotipos, o tipo mais eficaz contra S.
aureus foi o ChT Il (C. schoenanthus, C. citratus e C. flexuosus). Embora o OE
selecionado para representar este quimiotipo tenha sido o de C. flexuosus, a
semelhanca na composicao quimica entre os OEs utilizados devem ser consideradas.

Gao et al. (2020) estudaram a eficacia do OE de lemongrass (C. flexuosus)
sobre cultura planctonica de S. aureus e C. albicans. Mais uma vez 0s componentes

principais séo: neral (30,3%) e geranial (29,3%). O OE foi submetido ao teste de
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suscetibilidade em cultura plancténica por meio do método de microdiluicdo seriada.
Neste, a suspensao bacteriana foi padronizada em 1 x 10° e como meio de cultura
foram utilizados YPD (Yeast extract — Peptone - Dextrose) para C. albicans e Caldo
BHI para S. aureus. Ja no presente estudo os microrganismos foram padronizados
em 108 células/mL e como meio de cultura foram utilizados RPMI 1640 e caldo MH
para C. albicans e S. aureus, respectivamente, de acordo com CLSI norma M27-A2 e
M7-A6. Os autores ndo determinaram a CMM e por tanto os valores de CIM, que foi
de 0,07% para ambas as cepas seréo consideradas. O valor de CIM para C. albicans
corroboram com 0s nossos resultados, enquanto para S. aureus o0s valores obtidos no
presente estudo foram mais altos. Esta diferenga pode ser explicada pelas
desigualdades destacadas acima na metodologia e também pela prépria diversidade
na espécie da planta utilizada (apesar da semelhanca de seus principais
constituintes).

C. schoenanthus foi avaliado sobre cultura plancténica de S. aureus pelo
método de microdiluicAo em caldo para determinacdo da CIM. Para tanto, o OE foi
diluido em 5% de DMSO e também apresentou atividade antimicrobiana contra o
microrganismo. Segundo 0s autores, a planta utilizada para extracdo do 6leo foi
coletada em Cordofdo (Sudéo) e os principais constituintes do OE utilizado séo
18,48% de piperitona e 18,33% de elemol (Yagi et al., 2016). Malti et al. (2020)
também verificaram a atividade antimicrobiana do OE de C. schoenanthus sobre S.
aureus e C. albicans. Para isto, os autores separaram o0 OE em dois grupos de acordo
com seus constituintes principais. Assim, o grupo | trata-se do OE composto
predominantemente por 20,2% de cis-p-menth-2-en-1-ol e 14% de trans-p-Menth-2-
en-1-ol enquanto no OE do grupo Il ha 25% cis-p-menth-2-en-1-ol e 15,4% trans-p-
Menth-2-en-1-ol. Os valores de CIM foram de 0,5 pyL/mL do grupo | e Il para S. aureus
e de 4 pL/mL do grupo | e 3 yL/mL do grupo Il para C. albicans. Isto mostra que até
mesmo uma pequena variacdo na composicao quimica do OE pode ser o suficiente
para impactar na sua atividade biolégica. A eficacia do OE de C. schoenanthus foi
evidenciada também por Hashim et al. (2017) que avaliaram a efetividade do OE de
C. schoenanthus sobre cepas de S. aureus sensiveis a meticilina e S. aureus
resistentes a meticilina. O OE apresentou valor de CIM para ambas as cepas (2,34
pMg/mL), mostrando que possui atividade até mesmo sobre cepas com perfil de

resisténcia.
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Em relacéo a C. krusei foi possivel encontrar na literatura consultada, apenas
2 estudos que avaliaram a efetividade da planta do género Cymbopogon. Neste
estudo, os autores avaliaram o extrato e o OE de Cymbopogon citratus, Aeollanthus
suaveolens, Caryophyllus aromaticus, Matricaria camomila, Pithecellobium
avaremotemo, Plectranthus amboinicus e Ruta graveolens sobre S. aureus, C.
albicans e C. krusei. Os extratos foram avaliados nas concentra¢cdes de 5000, 2500,
1250, 625, 313, 156 e 78 ug/mL e os OE nas concentracfes de 8, 4, 2, 1, 0,5 e 0,25%.
Como solvente foi utilizado o DMSO na concentracdo maxima de 10%. Cymbopogon
citratus ndo apresentou nenhuma atividade antimicrobiana nas concentracfes
testadas contra as cepas deste estudo, em contrapartida os OEs de C. aromaticus e
M. camomila demonstraram valor de CIM de 8% para a maioria das cepas de S.
aureus, C. albicans e C. krusei (Nogueira et al., 2008). E importante ressaltar que esse
valor é cerca de 2 vezes (ou mais) maior que o valor de CMM dos OEs utilizados em
nosso estudo, o que sugere uma maior sensibilidade dos microrganismos S. aureus,
C. albicans e C. krusei aos OEs de C. schoenanthus e P. graveolens.

Szweda et al. (2015) avaliaram 37 OEs foram avaliados sobre cepas clinica de
Candida (C. albicans, C. glabrata e C. krusei), dentre eles, os 6leos de Cymbopogon
nardus (citronela) e P. graveolens (geranio) foram testados. Do total, apenas oito
agentes resultaram em atividade antifiungica e o OE de geranio foi um deles, que
apresentou atividade contra as trés espécies de Candida. Este resultado reforca mais
uma vez os resultados obtidos nesta pesquisa. Ja o OE de C. nardus ndo apresentou
eficacia contra as cepas fungicas, enquanto C. schoenanthus, apesar de pertencer ao
mesmo género, se destacou por sua aplicabilidade contra os fungos.

O OE de C. citratus foi avaliado sobre S. mutans por de Oliveira et al. (2017).
Tendo como componente principal o geranial (46,6%) e o neral (34,1%) o OE de C.
citratus expressou atividade antimicrobiana contra S. mutans (CMM de 10,54 mg/mL).
Os autores ainda verificaram a acao antimicrobiana dos componentes principais de
forma isolada e sugerem que o potencial antimicrobiano do OE de C. citratus se deve,
sobretudo, pela presenca do citral (geranial e neral). Com isto podemos sugerir
também, dado que o geranial e neral sdo um dos componentes mais abundantes do
OE de lemongrass utilizados no presente estudo, que a atividade antimicrobiana
demonstrada em nossos resultados provavelmente se d& pela alta concentracédo

destes constituintes.
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Em relacédo a C. dubliniensis ndo foram encontrados nenhum estudo com o
OE do género Cymbopogon sobre essa cepa. Contudo é possivel encontrar na
literatura estudo com outro OE e C. dubliniensis: A atividade antifingica do OE de
Cinnamomum verum foi testado sobre C. albicans, C. tropicalis e C. dubliniensis. Para
a realizacao das andlises o OE foi diluido em Tween 80 (0,05%). Os valores de CIM
foram iguais para todas as cepas, sendo de 1 mg/mL. Ainda segundo os autores, nesta
mesma concentracdo, o OE eliminou a formacao de biofilme de todas as cepas, por
completo (Wijesinghe et al., 2020).

Boa parte dos casos de doencas infecciosas estdo relacionados a formacéo
de biofilmes, estrutura formada por uma comunidade de microrganismos que aumenta
a capacidade de resisténcia e viruléncia quando comparada a cultura planctonica
(Dudek-Wicher et al., 2021). Pensando nisso, o efeito antibiofiime dos OEs também
foi verificado sobre o biofilme monotipico de C. albicans, C. krusei, C. dubliniensis, S.
aureus e S. mutans. Para tanto, foram considerados os valores de CMM, 2 X CMM e
4 X CMM e foram aplicados pelo tempo de 5 minutos e 24 h.

O tratamento do biofilme de S. mutans por 5 min se mostrou dose dependente,
assim, apesar de todas as concentracbes terem apresentado efetividade sobre o
biofilme, a dose mais alta (64%) do OE de lemongrass e geranio apresentaram
maiores reducdes (74,3% e 70,4% respectivamente). No entanto, ao prolongar o
tempo de tratamento para 24 h, a concentracdo mais baixa, de 16%, exibiu maior
eficacia reduzindo 81,6% (lemongrass) e 93% (geranio) do biofilme. A clorexidina
reduziu 84,2% e 95% do biofilme pelo tempo de 5 min e 24h respectivamente. Deste
modo os OE de geranio e lemongrass demonstraram uma eficacia estatisticamente
semelhante a clorexidina.

Acerca do tratamento do biofilme de S. aureus por 5 minutos, o OE de
lemongrass reduziu 44,4%, 53 e 53,9%, enquanto o OE de geranio reduziu
55,6%,68,4% e 66,1% nas concentracbes de 4, 8 e 16%, respectivamente, nao
apresentando diferenca estatisticamente significante entre si. J& a clorexidina em
100% reduziu 81,6% do biofilme. O tratamento por 24h mostrou-se mais eficaz,
reduzindo 79,1%, 79,9% e 77,6% com OE de lemongrass e 81,7%, 85,3% e 83,7%
com o OE de geranio nas mesmas concentracbes utilizadas em 5 minutos. A
clorexidina em 50% reduziu 87% e nao apresentou diferenca estatisticamente

significante com os demais grupos de tratamento. Considerando que a combinacgéo
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dos OEs resultou em interacGes aditivas e sinérgicas na cultura plancténica de S.
aureus, estes valores também foram aplicados no biofilme monotipico do
microrganismo. Pode-se constatar que o tratamento com as combinacgdes dos 6leos
pelo tempo de 5 min resultou em reducbes que variaram entre 16,8% a 27,3%,
enquanto a clorexidina (100%) reduziu 74,2% do biofilme. Por outro lado, todas as
combinacdes dos OEs apresentaram reducbes estatisticamente semelhantes a
clorexidina no tratamento de 24 h. Neste, as combinacfes reduziram entre 91,3% a
93,3%, ao passo que a clorexidina reduziu 91,8%.

Em se tratando das espécies de Candida, aparentemente C. krusei foi o0 Unico
a apresentar resisténcia a nistatina. As reducdes de biofilme com o tratamento por 5
minutos variaram entre 5,8% a 34,7% para o OE de lemongrass testadas nas
concentracdes entre 0,03 a 0,12% e de 18,6% a 28,1% para o OE de geranio nas
concentracdes entre 0,06 a 0,25%. Ja o tratamento do biofilme de C. krusei por 24h
com o OE de lemongrass ndo apresentou nenhuma atividade antifingica. Ao passo
gue o OE de geranio foi eficaz apenas na concentracdo de 0,25%, no qual reduziu
38,8% do biofilme.

C. albicans foi reduzido entre 27,9% a 47,7% pelo OE de lemongrass e entre
18,7% a 48,7% pelo OE de geranio, ambos os OEs nas concentracdes de 0,06 a
0,25% no tratamento de 5 minutos. Vale ressaltar que a nistatina utilizada como
controle positivo reduziu apenas 34,7% do biofilme de C. albicans. O tratamento do
biofilme de C. albicans por 24h se mostrou mais eficaz: 92% do biofilme foi reduzido
pelo OE de lemongrass (0,25%), enquanto a nistatina (50%) reduziu 55,1%. Assim
como o OE de lemongrass, o OE de geranio, também reduziu o biofilme de C. albicans
com diferenca estatistica entre a nistatina, na concentracdo de 0,25%, no qual,
diminuiu 86,3% do biofilme.

No tratamento de 5 min, a reducéo do biofilme de C. dubliniensis com o OE
de lemongrass variou de 14,7% até 35,6% com as concentracdes variando entre 0,06
e 0,25%. Ja o OE de geranio em 0,03% ndo apresentou nenhuma atividade
antifingica. As concentracdes de 0,06% e de 0,12% reduziram 13,1% e 31,6%
respectivamente, enquanto a nistatina (100%) reduziu 41,1%. O OE de lemongrass
foi mais eficiente no tratamento de 24h do que de 5 minutos, dado que com o tempo
de contato maior, a reducgéo variou entre 18,6 a 86,1%. Ja o OE de geranio promoveu

reducéo do biofilme entre 7,8% a 11%.
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Segundo Gao et al. (2020), avaliando o efeito do OE de lemongrass (C.
flexuosus) sobre o biofilme heterotipico de S. aureus e C. albicans, a concentracao de
0,31% promoveu a reducao de 80% de biomassa, calculado pelo método de coloracao
com cristal violeta. Também foi verificado a atividade do OE sobre o biofilme
monotipico, pelo método de contagem de UFC no qual se chegou nos seguintes
valores: A concentracao de 0,31% reduziu 97% do biofilme de C. albicans e 95% do
biofime de S. aureus. Em contrapartida, as concentragbes acima de 0,31%
apresentaram uma menor atividade antibiofilme. Assim como ocorreu com alguns
resultados obtidos durante os ensaios antibiofilme realizados neste estudo. Este
processo pode ocorrer quando ha uma competitividade entre moléculas que resultam
em sua inibicdo. Assim, quanto maior a concentracdo, maior a quantidade de
moléculas e maior a possibilidade de inibicdo competitiva (Katano et al., 2014; Schon
et al., 2011). O resultado da acédo antibiofiime do OE de C. flexuosus se mostrou
bastante semelhante aos nossos resultados com o OE de lemongrass sobre o biofilme
de S. aureus por 24 h.

Além do estudo realizado em cultura planctdnica (citado anteriormente),
Piasecki et al. (2021) verificaram também a acdo do OE de C. flexuosus sobre o
biofilme monotipico de S. aureus e constatou o valor de 1 mg/mL como Concentracao
Inibitéria Minima em Biofilme (CIMB) e >16mg/mL de Concentracdo Minima para
Erradicacdo de Biofilme (CMEB). Os componentes principais do OE utilizado pelos
autores e que sdo também, os constituintes principais do OE de C. schoenanthus
utilizado em nosso estudo, citral e geraniol demonstraram os mesmos valores de
CIMB e CMEB, novamente sugerindo a atribuicdo desses elementos para a atividade
antimicrobiana.

Com uma metodologia diferente da realizada no presente estudo, a atividade
antibiofilme do OE de C. citratus foi analisado sobre S. mutans. O biofilme foi formado
em laminas de vidro e apos formacgéo de biofilme o tratamento foi realizado por 1
minuto. A formacédo de biofilme e seu posterior tratamento (por 1 minuto) também foi
realizado sobre o esmalte dentario, porém, com o citral de forma isolada. Para
determinar o efeito do OE e do citral, foi realizada a contagem de col6nias e o céalculo
de UFC/espécime. Com o tratamento de 1 min. com o OE de C. citratus sobre o
biofiime formado na lamina de vidro, verificou-se que apesar de todas as

concentracgdes (2 X CIM, 4 X CIM e 10 X CIM) terem reduzido o biofilme, apenas a
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reducdo obtida pela concentracdo de 10 X CIM foi estatisticamente significante. No
esmalte dentario o biofilme de S. mutans sofreu uma reducdo estatisticamente
significante quando tratado com o citral (Oliveira et al., 2017). Este dado mais uma
vez confirma o poder antimicrobiano do citral, componente abundante no OE de C.
schoenanthus utilizado nas nossas analises.

O efeito sinérgico antibiofiime dos OEs de geranio, R. officinalis (alecrim) e
Mentha piperita foram testados sobre cepas de Acinetobacter baumannii resistentes
a colistina A combinacdo do geranio e alecrim resultou em uma forte interacao
sinérgica possibilitando a diminui¢éo dos valores de CIM em até 32 x. Em relagéo ao
biofilme, os OEs promoveram reducdo de até 90% nas concentracdes sub-CIM. O
estudo destaca o potencial dos OEs, inclusive o de geranio, até mesmo sobre cepas
gue ja apresentam resisténcia antimicrobiana, além de demonstrar a aplicabilidade de
combinacgédo de OEs potencializando o seu poder antimicrobiano (Kafa et al., 2021),
assim como demonstrado no presente estudo sobre o S. aureus.

O OE de geréanio também foi avaliado sobre a formacdo de biofiime de C.
albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei sobre materiais médicos hospitalares.
Para as andlises foram selecionados os métodos de coloracdo com cristal violeta para
quantificacdo da biomassa e a técnica de ATP-bioluminescéncia. O OE de geranio
promoveu reducdes em todas as espécies, mas o biofilme de C. krusei foi o tnico em
gue esta reducao nao foi estatisticamente significante (Giongo et al., 2016), assim
como ocorreu nos resultados do presente estudo, 0 que sugere uma maior resisténcia
desta espécie aos OEs.

Deste modo, o potencial antibacteriano e antifungico dos OEs de geréanio e
lemongrass sobre patégenos de interesse médico-odontolégico ficaram evidentes,
sendo importante ampliar os estudos avaliando a acdo destes agentes sobre as

células humanas e animais, buscando o seu uso de forma segura e eficaz.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos é possivel concluir que:

a) Os dleos essenciais de P. graveolens e C. schoenanthus possuem atividade
antibacteriana contra S. aureus e S. mutans e possui atividade antifangica contra C.

albicans, C. dubliniensis e C. krusei em cultura planctonica;

b) Ambos os OEs promoveram reducao significativa do biofilme, com valores de
redugdo semelhante entre si. Em geral, o tratamento por 24 h apresentou maior

eficacia do que o tratamento de 5 min para a maioria dos microrganismos;

C) A combinacao dos OEs resultou em concentracdes aditivas e sinérgicas para

cultura plancténica de S. aureus, promovendo reducao significativa do biofilme;

Assim, os OEs de geranio (P. graveolens) e lemongrass (C. schoenanthus)
apresentaram atividade antimicrobiana e antifungica em cultura plancténica e em
biofilmes monotipicos de S. aureus, S. mutans, C. albicans, C. dubliniensis e C. krusei
apresentando potencial para serem utilizados para tratamento de infec¢cdes causadas

por esses patdgenos.
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ANEXOS

ANEXO A - Perfil analitico do 6leo essencial de Cymbopogon schoenanthus

Identificagao do Produto

Nome Oleo essencial Lemongrass
Inci name Cymbopogon schoenanthus oil
Cas 8007-02-1

Cddigo Interno PW0015

Nome Botanico Cymbopogon schoenanthus

Certificacdo botanica | N3o se aplica

Nome Popular Capim limdo, lemongrass, capim santo

Familia Botanica Poaceae

Origem Monte Verde, MG, Brasil

Orgdo da planta Partes aéreas

Método de extragao | Destilagdo por arraste a vapor

Quimiotipo (QT) Nao se aplica.

Principais
componentes

Nerol, acetato de nerol e geranial

Nao se aplica.
Normas reguladoras P

Analises Fisico-quimicas

Lote: 101220

Andlises Metodologia Resultado Especificacao Avaliagao
Cor MACQO001 Amarelo palha Amarelo palha Aprovado
Odor MACQ002 Caracteristico Caracteristico Aprovado
Aspecto MACQQ003 Liquido Limpido Liquido Limpido Aprovado
Impurezas MACQ004 Isento Isento Aprovado
Densidade MACQO005 0,888 0,850 — 0,900 g/cm3 Aprovado
indice d
e se MACQ010 1,475 1,465 - 1,485 Aprovado
Refracao
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Cromatografia (CG/MS)

Temperatura do injetor 250°C, Modo e inje¢ao Split, Fluxo 1 mL min-1, Gas de
arraste: Hélio, Coluna capilar: DB-5MS (30mx0.25mmx0.25um), Gradiente de
temperatura do forno: temperatura inicial 60°C - 2min. taxa 4°C/min até 200°C e
taxa 6°C/min até 260°C - 10min., Temperatura do detector de massas: 260°C,
Temperatura da Fonte de ionizagao: 280°C e Modo de aquisi¢ao: scan

Condigoes
analiticas

Equipamento Shimadzu, Modelo GCMS-QP2010 plus

{x10,000,000) g
4 il
S Cromatograma — OE Lemongrass
Compostos 1
-
presentes no i ;

6leo essencial e
distribuicdo dos 10
grupos funcionais

16,37

™
05 % &
: g a5 ¢ gly| =g gd
| T hﬂ ‘““:'e' l' T = ‘21_‘55 a_s ' T T
50 10.0 15.0 200 250 30.0 B0
Constituintes % Distribuicdo das funcdes organicas (%)
. . . ()
RiINGIPai> Sesquiterpenos; 6,0 g
i p Nao Ildent.; 1,4
Linalol 0,98 Ester; 14,0
citronelal 0,38 P ido:
Eter; 0,4 Aldeido;
verbenol 0,23 17,5

4,5 epoxi-careno | 0,41

citronelol 2,60
B-citral 6,66
Nerol 56,20
Geranial 10,42
| o
Acetato de nerol | 13,36
B-elemeno 0,51
B-cariofileno 3,56
Humuleno 0,46

Germacreno -D 0,42

a-amorfeno 0,28

y-cadineno 0,80

N3o Indent, 2,13

Conclusao
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Oleo aprovado de acordo com os padrdes analiticos de qualidade.




ANEXO B — Perfil analitico do 6leo essencial de Pelargonium graveolens
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Identificacao do Produto

Nome Oleo Essencial Geranio Brasil
Inci name PELARGONIUM GRAVEOLENS OIL
Cas 90082-51-2
Cddigo Interno PW0191

Nome Botanico

Pelargonium graveolens L'Her

Certificagdo botanica

herbario da UMC voucher niumero: 7237

Nome Popular

Malva, pelargbnio, geranio

Familia Botanica

Geraniaceae

Origem

Monte Verde, MG, Brasil

Org3o da planta

Folhas e flores

Método de extracao

Arraste a vapor

Quimiotipo (QT)

N3o se aplica

Principais
componentes

Geraniol, Citronelol, Linalol

Normas reguladoras

*1SO 4731:2012

Anadlises Fisico-quimicas

Lote: 101 220

Analises Metodologia Resultado Especificacdo Avaliagdo
Incolor, |
Cor MACQO001 Levemente amarelado ncolor, levemente Aprovado
amarelo/esverdeado

Odor MACQ002 Caracteristico Caracteristico Aprovado

Aspecto MACQQ003 Liquido limpido Liquido limpido Aprovado

Impurezas MACQ004 Isento Isento Aprovado

Densidade MACQ005 0,900 0,880 -0,930 g/cm3 Aprovado

indice d

naice ae MACQ010 1,469 1,460 — 1,475 Aprovado

Refracdo

Cromatografia (CG/MS)
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Condigoes
analiticas

Temperatura do injetor 250°C, Modo e injecao Split, Fluxo 1 mL min-1, Gas de
arraste: Hélio, Coluna capilar: DB-5MS (30mx0.25mmx0.25um), Gradiente de
temperatura do forno: temperatura inicial 60°C - 2min. taxa 4°C/min até 200°C
e taxa 6°C/min até 260°C - 10min., Temperatura do detector de massas: 260°C,
Temperatura da Fonte de ionizacdo: 280°C e Modo de aquisicdo: scan

Equipamento

Shimadzu, Modelo GCMS-QP2010 plus

10,000,000)
zas(;ﬁc

. 8
E [ x
2.00- -
Compostos 5
presentes no 1.50]
6leo essencial e 1.25°
distribuicdo dos 1.00-
grupos funcionais 075 _ 2 _
0.50° o = s
E 5 228 8
0.25- y “'(‘- >
E I'*_‘.%‘ lfé-:-"-‘#‘f ’_")l—e'ﬁ-ll"- == ‘2 | e "711 778 1 I 1
50 75 100 12.5 15.0 17.5 20.0 225 25.0 275
Constituintes % Distribuicao das funcées organicas (%)
Principais ? ester; 1,6
- sesquiterpenos; 11,9 | monoterpenos ; 10,1
Linalol 10,09
Mentona 0,67 aldeido; 2,0 cetona; 9,1
Isomentona 8,4
Mentol 0,39
a-terpineol 0,58
Citronelol 14,21
B-citral 0,47
Geraniol 30,5
Geranial 1,55
Copaeno 1,13
a-bouboneno 5,33
a-guaieno 0,5
B-gurjuneno 4,96
ropionato de
propiona 1,58
geranila
y-eudesmol 4,82

Conclusao

Oleo aprovado de acordo com os padrdes analiticos de qualidade.




