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Resumo

O uso indiscriminado de antibiticos impulsiona a resisténcia bacteriana, tornando a pesquisa por novos
farmacos uma necessidade urgente. As plantas medicinais oferecem um potencial promissor como
fontes de drogas antimicrobianas. Neste estudo, foi investigado o potencial antibacteriano do 6leo
essencial (OE) de eucalipto (Eucalyptus globulus) contra diferentes linhagens bacterianas. A
concentracao inibitéria minima (CIM) do OE sobre Staphylococcus aureus foi de 1,25%, 0,15% para
Enterococcus faecalis, 5% para Pseudomonas aeruginosa, 1,25% para Klebsiella pneumoniae e
superior a 10% sobre Escherichia coli. Esses resultados destacam o potencial do OE de eucalipto como
uma fonte promissora de compostos antimicrobianos para o desenvolvimento de terapias eficazes
contra infec¢bes bacterianas.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana. Eucalipto. Concentragéo inibitéria minima.
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Introducéo

Os avancos no descobrimento dos agentes antimicrobianos revolucionaram o tratamento médico,
reduzindo drasticamente a mortalidade por doencas microbianas. No entanto, o uso indiscriminado de
antibiéticos tem levado ao aumentado preocupante da resisténcia microbiana (BRITO et al., 2020).
Recentemente, a organizagdo mundial da satde (OMS) inseriu a resisténcia antimicrobiana entre as
dez ameacas a saude global (WHO, 2020).

Essa resisténcia microbiana vem aumentando por varios fatores, tais como: incerteza no diagnéstico
e prescricdo inadequada de antibidticos, doses e/ou periodos de tratamento que ndo seguem a
orientacado médica, pratica de automedicacdo, administracdo de medicamentos de indicacdo bacteriana
para doencas virais, entre outros, eventos que tornam os medicamentos cada vez mais complexos
(LOUREIRO et al., 2016; TODESCATTO, et al., 2022).

De acordo com a OMS, a resisténcia aos antibidticos estd aumentando e se tornou, um problema
de saude global, que se ndo tratado, podem resultar em 10 milh6es de 6bitos no mundo em 2050. A
ocorréncia de infec¢Bes bacterianas tém sido cada vez mais frequentes, sendo responsaveis por
aproximadamente 20% das mortes em todo o mundo (WHO, 2021).

Dentro do cenario de resisténcia microbiana alguns patégenos associados a infec¢des hospitalares
se destacam, entre as cepas resistentes estdo Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli produtoras de beta lactamases, Acinetobacter baumanni,
Psedomonas aeruginisa. As infec¢bes causadas por essas cepas tém alta letalidade e alto custo de
tratamento (LISBOA, NAGEL, 2011; LOUREIRO et al., 2016).

Diante desse cenario, a busca por novas fontes de antimicrobianos com toxicidade seletiva, com
amplo espectro de acdo e eficiéncia no combate ao crescimento microbiano tem se tornado essencial
(SANTOS; PICCOLI; TEBALDI, 2017). O uso de fontes naturais, sustentdveis e menos téxicas ao
homem e ao meio ambiente, ganha destaque como uma alternativa promissora no tratamento de
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infeccdes, substituindo os produtos sintéticos atualmente utilizados (SHARMA et al., 2017). As plantas
medicinais apresentam grande potencial para tal propdsito pois atuam como fontes para o
desenvolvimento de novas moléculas (semi-sintéticas) que possam auxiliar no controle de
microrganismos de interesse médico.

Os 6leos essenciais (OEs) sao produtos naturais originados do metabolismo secundario das plantas.
Eles sdo definidos como uma mistura complexa de compostos volateis e com baixa massa molecular,
sendo que os terpenos e terpendides os principais componentes. Por serem lipofilicos, esses 6leos
geralmente se integram as estruturas da membrana, causando alteragdes na permeabilidade celular,
inativacdo de componentes intracelulares e de enzimas (LIMA et al., 2020). Em funcdo de sua
composicao quimica sédo descritas propriedades antimicrobianas para os OEs (MOUTASSEM et al.,
2019).

O Eucalyptus globulus planta pertencente a familia Myrtaceae, é conhecido por suas propriedades
cicatrizante, anti-inflamatérias e antimicrobianas. Estudos recentes mostraram sua atividade
antimicrobiana contra bactérias como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Enterococcus faecalis.
(MONTEIRO et al., 2022)

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antimicrobiano do 6leo essencial de
Eucaliptus globulus sobre o crescimento microbiano de bactérias Gram-negativas, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Gram-positivas, Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aureus.

Metodologia

O dleo essencial (OE) de Eucalyptus globulus foi obtido comercialmente. Antes da realiza¢do dos
experimentos o OE foi submetido a filtragdo para garantia de esterilidade.

Foram utilizadas linhagens controle de Gram-negativos, Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603); e Gram-positivos,
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). As linhagens foram
cultivadas em 4gar Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas a 35+2° C por 24h. Apés esta lltima
incubacédo as culturas foram submetidas a coloracdo diferencial de Gram para garantia da pureza.

A determinacdo da CIM do OE foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo, segundo
metodologia pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019), com adapta¢des. Os ensaios
foram realizados em microplacas de poliestireno estéreis com 96 pocos, em triplicata. A mistura final
de reacao teve um volume de 200 pL, o meio de cultura utilizado foi Caldo Mueller Hinton (CMH) e a
concentracdo final do in6culo no teste foi padronizada para 1 x 108 UFC/mL. As concentragcdes testadas
do OE variando entre 0,15% a 10% (v/v). As solu¢bes de OE foram acrescidas de 2,5% de DMSO para
facilitar a solubilizacédo do 6leo em solugdo aquosa. Apos a montagem, as microplacas foram incubadas
a 35+2° C por 24h. Em seguida, foi realizada a inspecéo visual do crescimento bacteriano (Figura 1).

Figura 1 - Desenho experimental do ensaio de microdiluicdo em placa para testagem da concentragédo inibitéria
minima do 6leo essencial frente as linhagens de interesse.
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A CIM foi considerada a menor concentracdo de OE capaz de inibir completamente o crescimento
bacteriano, indicado pela auséncia de precipitado ou turvacdo no meio de cultura apds o periodo de
incubacéo. Cada microplaca foi acompanhada de um controle de esterilidade (CE: meio de cultura),
controle de crescimento (CC: inéculo + meio de cultura), controle positivo (CP: indculo+ meio de cultura
acrescido de antimicrobiano padréo), todos submetidos as mesmas condigfes de cultivo visando
garantir a validade dos resultados obtidos.

Apos o teste de microdiluicao foi feito o plaqueamento em agar nutriente de cada um dos pogos da
CIM. As placas foram incubadas a 35 + 2° C por 18-24 horas. O resultado foi definido pela presenca ou
auséncia da formacdo de colbnias, sendo a acdo classificada como bacteriostatica ou bactericida,
respectivamente.

Resultados

Atividade antimicrobiana do OE foi verificada através da determinacdo da concentragdo minima
inibitéria (CIM). Foram testadas sete concentra¢des do OE que variaram de 0,15% a 10% v/v. Apés a
determinacéo da CIM, as linhagens bacterianas foram subcultivadas para verificacdo do tipo de acdo
inibitéria exercida pelo OE. A CIM e a classificacdo da ag&o inibitéria em bacteriostatica e bactericida
sdo mostradas na Tabela 1. Destaca-se que na maior concentracdo testada néo foi observado inibigéo
do crescimento de E. coli, portanto a CIM foi definida como >10%.

Tabela 1 — Concentracao inibitéria minima (CIM) e agdo do OE de Eucalyptus globulus

Microrganismo CIM (% e mg/mL) Acdo
E.coli >10% (> 100 mg/mL) S
P.aeruginosa 5% (50 mg/mL) Bacteriostéatica
K. pneumoniae 1,25% (12,5 mg/mL) Bacteriostatica
E. faecalis 0,15% (1,56 mg/mL) Bacteriostatica
S. aureus 1,25% (12,5 mg/mL) Bacteriostéatica

S/l = sem inibicdo
Fonte: Os autores

Discusséo

A microdiluicdo em caldo é uma metodologia que permite a determinacao quantitativa da CIM, sendo
possivel avaliar diversas concentracdes do 6leo em microplaca, gerando uma economia de espago,
meios de cultura e reagentes (OSTROSKY et al., 2008). A partir deste tipo de teste é possivel evidenciar
o efeito inibidor dos OEs e classificar a inibigcdo do crescimento como ac¢do bactericida ou bacteriostatica
(SILVA et al., 2009).

As CIM encontradas para o OE tiveram efeito bacteriostatico sobre todas as linhagens testadas
(excecdo de contra E. coli) (Tabela 1). Esta atividade bacteriostatica indica uma inibigédo do crescimento
bacteriano na presenca do 6leo mantendo a célula na fase estacionaria (PANKEY; SABATH, 2013).

A partir da andlise da microdiluicdo é possivel verificar que os menores valores de CIM do OE foram
frente as bactérias Gram-positivas (Tabela 1). Estudos sugerem que as bactérias Gram-positivas sao
mais suscetiveis aos OE, devido as diferencas na parede celular dessas bactérias. Gram-negativas
possuem uma membrana externa rica em lipopolissacarideo que impede a entrada dos compostos
hidrofdbicos, evitando a a¢do do OE na célula bacteriana. Gram-positivas ndo tém essa barreira,
permitindo que os componentes hidrofébicos penetrem e causem as alteracdes na permeabilidade da
membrana e extravasamento de constituintes intracelulares (CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017,
RAPPER; VUUREN, 2020).

De acordo com Mulyaningsih et al. (2011) o 6leo de E. globulus apresentou atividade antimicrobiana
frente a S. aureus resistentes a meticilina com valores inferiores ao descrito no presente trabalho (0,25
mg/mL a 1 mg/mL). Neste mesmo estudo, a cepa de E. faecalis resistente & vancomicina foi inibida
com concentrac8es de 0,5 mg/mL a 1 mg/ML. Para os autores, bactérias Gram-negativas como E. coli
(ATCC 25922) e P. aeruginosa (ATCC 27853), possuem uma bomba de efluxo de multiplas drogas,
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incluindo substéancias lipofilicas nocivas para células o que explicaria a ndo obtencao de resultados
para tal bactéria no estudo.

Valor de CIM > 10% para o OE E. globulus foram relatadas para as linhagens S. aureus, E. coli e P.
aeuginosa Mota et al. (2015). Cermelli et al. (2008), descreveram para o E. globulus a CIM > 4 mg/mL
sobre S. aureus, E. faecalis, E. coli e K. pneumoniae. Os resultados do presente estudo corroboram 0s
achados de Furtado et al. (2015) que ndo observaram inibicdo do crescimento sobre E. coli ap6s o
tratamento com o OE de E. globulus as concentra¢des 100%, 50% e 25%.

Por serem lipofilicos, esses 6leos geralmente se integram as estruturas da membrana, causando
alteracdes na permeabilidade celular, inativagdo de componentes intracelulares e de enzimas (AHMAD
et al, 2011; SERRA et al, 2018).

O carater hidrofébico dos OE representa um ponto desfavoravel na analise metodoldgica. Os
meétodos microdiluicdo em caldo foram desenvolvidos e otimizados para testes de susceptibilidade a
antimicrobianos de natureza hidrofilica e os OE sdo misturas complexas de substancias volateis e
lipossoluveis. Justificando a utilizagdo de agentes emulsificantes. De acordo com Nascimento et al
(2017), os agentes emulsificadores como Tween 20, Tween 80, dentre outros, devem ser utilizados em
concentracdes que variem 05, a 20% em solugdo com OEs, nestas concentragdes a interferéncia do
agente emulsificador na susceptibilidade bacteriana ao 6leo € minima.

Segundo achados de Miranda e Rocha (2022) o 1,8-cineol é descrito como composto majoritario. O
1,8-cineol, é descrito com propriedades, antibacteriana, apresentando capacidade de penetrar na
membrana citoplasmética, influenciando na permeabilidade e ocasionar a perda de material
citoplasmatico (SOUSA, 2012).

As diferengas nos resultados entre os estudos podem ser explicadas pela alteragdo da composi¢éo
quimica dos OEs, que pode ser alterada por fatores bioticos e abidticos como, genética, temperatura,
luminosidade e sazonalidade do local de plantio, estagio de desenvolvimento, horario da coleta da
planta, agua, nutricdo e processamento pds-colheita (MORAIS, 2009).

Conclusao

O OE Eucalyptus globulus revelou um notavel potencial antibacteriano contra as cepas bacterianas
utilizadas neste estudo, o que indica um potencial uso como componente em agentes sanitizantes e
como base para desenvolvimento de compostos eficazes no tratamento de infec¢Bes bacterianas.
Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para uma compreensao dos mecanismos antibacterianos
e possiveis efeitos téxicos.
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