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RESUMO

A resisténcia bacteriana € uma grande preocupacgao do século XXI, principalmente
na medicina veterinaria devido ao uso inadequado e indiscriminado de
antimicrobianos levando a uma constante preocupacgao na saude unica. O crescente
surgimento de cepas multirresistentes aos antibiéticos tradicionais tém aumentado
os estudos relacionados ao uso de produtos naturais com efeitos antimicrobianos,
destacando-se o0 uso de Odleos essenciais. Neste estudo, foi utilizado o dleo
essencial de Lavandula dentata (Lamiaceae) contra cepas de Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, dois importantes patégenos na Medicina Veterinaria. O
trabalho foi realizado entre o periodo de Junho de 2022 a Dezembro de 2022,
UFFS, Campus Realeza. A poda foi realizada manualmente com 90 dias e a
extracdo do Oleo através da técnica de destilacdo por arraste a vapor. Foram
utilizadas quatro linhagens de cada microrganismo, realizando a padronizagao do
in6culo e teste de disco-difusdo para determinar a susceptibilidade do 6leo em
relacdo aos antimicrobianos. As CIMs do OEL variaram entre 0.65 e 3.13% em
cepas padrdes de S. aureus e 2.08 e 3.13% em cepas de E. coli; as CBMs do OEL
variaram de 3.13 a 25% em cepas padrdes de S. aureus e 2.08 a 3.13% em cepas
de E.coli, demonstrando que o OEL apresenta atividade antimicrobiana relevante
contra cepas de S. aureus e E. coli. O OEL apresentou 33 componentes quimicos,
tendo como compostos majoritarios o eucaliptol (36,18%), canfora (16,74%) e
fenchona (15,79%).

ABSTRACT

Bacterial resistance is a major concern in the 21st century, especially in veterinary
medicine due to the inappropriate and indiscriminate use of antimicrobials, leading to
a constant concern in One Health. The growing emergence of strains multiresistant
to traditional antibiotics has increased studies related to the use of natural products
with antimicrobial effects, highlighting the use of essential oils. In this study, the
essential oil of Lavandula dentata (Lamiaceae) was used against strains of

Staphylococcus aureus and Escherichia coli, two important pathogens in Veterinary



Medicine. The work was carried out between June 2022 and December 2022, UFFS,
Realeza Campus. Pruning was performed manually after 90 days and the oil was
extracted using the steam distillation technique. Four strains of each microorganism
were used, performing inoculum standardization and disk diffusion test to determine
the susceptibility of the oil in relation to antimicrobials. The MICs of OEL ranged from
0.65 to 3.13% in standard strains of S. aureus and 2.08 to 3.13% in E. coli strains;
the MBCs of OEL ranged from 3.13 to 25% in standard strains of S. aureus and 2.08
to 3.13% in E. coli strains, demonstrating that OEL has relevant antimicrobial activity
against strains of S. aureus and E. coli. OEL presented 33 chemical components,
with the major compounds being eucalyptol (36.18%), camphor (16.74%) and
fenchone (15.79%).

INTRODUGAO

As doencas infecciosas representam um sério problema de Saude Unica,
tendo em vista o grande numero de hospedeiros acometidos e as varias alteragdes
organicas que podem ocasionar no corpo dos animais e seres humanos. As cepas
do género Staphylococcus spp. tornaram-se notaveis protagonistas nesse cenario,
onde engloba cocos Gram positivos, mesdfilos tipicos, com ampla variagdo de
temperatura para crescimento (7,0 a 47,8°C), imoveis, ndo esporulados, anaerobios
facultativos, podendo ser divididos em catalase positiva e oxidase-negativa
(Urbaneja, 2024). Este género é conhecido por incluir uma variedade de bactérias,
algumas das quais podem ser patogénicas para humanos e animais, causando uma
variedade de infecgbes cutédneas e sistémicas (Trajano et al., 2023). Segundo
Agostinis et al. (2012), a capacidade do microrganismo em desenvolver resisténcia
aos antimicrobianos representa uma ameaca significativa para a eficacia dos
tratamentos em animais de companhia, de produ¢cdo e em ambientes veterinarios

em geral.

Para Laer (2009), a bactéria Escherichia coli € um habitante normal do trato
gastrointestinal de todos os animais de sangue quente, mas variantes desta espécie

também estdo entre os importantes agentes etioldgicos de enterite e varias doencas



extraintestinais. Trata-se de uma bactéria Gram-negativa, anaerdbia facultativa, em
forma de bastonete, que pertencente a familia Enterobacteriaceae. Cepas de E. coli
sdo, geralmente, encontradas confinadas a luz intestinal, porém em hospedeiros
imunossuprimidos ou quando as barreiras gastrointestinais sdo violadas, essas
bactérias podem causar doengas (Nataro & Kaper, 1998). As cepas de E. coli que
causam doencgas diarreicas sdo categorizadas em grupos de patogenicidade com
base em propriedades de viruléncia, mecanismos de patogenicidade, sintomas

clinicos e sorologia (Marques, 2006).

Com a descoberta e a introdugdo de farmacos eficientes no combate as
infecgdes, melhoras significantes no tratamento médico das doencas infecciosas
foram obtidas, ocasionando em uma consideravel reducido das taxas de morbidade
e mortalidade, permitindo grandes progressos na medicina (COSTA, et al., 2012).
Porém o uso indiscriminado e incorreto destes farmacos levou ao surgimento de
microorganismos resistentes, que se acumulam e se disseminam, representando
um sério risco para a populagao, por reduzirem as opg¢des de farmacos efetivos para

o tratamento de infec¢des, aumentando as complicagdes clinicas.

Devido ao crescente surgimento de cepas multirresistentes aos antibidticos
tradicionais, os estudos envolvendo produtos naturais no desenvolvimento de novos
tratamentos estdo em ascensdo. (REIS, et al., 2022). Desta forma, os dleos
essenciais (OEs) sdo conhecidos como agentes antimicrobianos naturais, além de
possuirem propriedades anti-inflamatéria e antioxidante. Sdo compostos liquidos,
complexos, bioativos, volateis, com odor e cor caracteristicos, formados a partir de
metabdlitos secundarios de plantas, presentes em todos os 6rgaos desta, como
brotos, flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutas e cascas (Simdes, 2022).
Eles sdo formados principalmente por classes de esteres de acidos graxos, mono e

sesquiterpenos, terpenos, fenilpropanoides e alcoois aldeidos (Santos, 2004).

OEs extraidos de plantas da familia Lamiaceae, especialmente, aquelas do
género Lavandula (Lamiaceae) é um dos mais promissores, pois contém
substancias como eucaliptol, cénfora e fenchona (Miranda, 2022), sendo
responsaveis pelos efeitos sedativos, antibacterianos, antifungicos, antidepressivos,

antioxidantes e anti-inflamatérios (ADAMUCHIO et al., 2017). No Brasil, a espécie L.



dentada é muito cultivada devido a sua adaptacdo edafoclimatica, sendo cultivado
objetivando a extracdo de seu Oleo essencial, muito utilizado em industrias
farmacéuticas, cosméticas e aromaterapia. (BIASI & DESCHAMPS, 2009)

A literatura cientifica tem mostrado resultados promissores em relagao a
atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais. No entanto, ha uma falta de pesquisa
sobre a Lavandula dentata contra os patogenos Staphylococcus aureus e

Escherichia coli.

MATERIAL E METODOS
Cultivo e colheita de plantas medicinais

O trabalho foi realizado no periodo compreendido entre Junho/2022 a
Dezembro/2022, na UFFS, Campus Realeza, PR, Brasil. As mudas de lavanda
dentata, foram instaladas em 5 linhas com 50m de comprimento, 1,5m entre plantas
e 1,5m entre linhas. O solo foi adubado, semestralmente, com 10 mg ha-1 de
matéria organica constituida por cama de aviario, tendo adubacdo complementar
apos a poda (30kg ha-1). A colheita foi realizada por meio de poda manual com 90

dias durante o periodo de inflorescéncia.

Extracao do o6leo essencial, Densidade Relativa e Analise Cromatografica

A massa vegetal fresca foi submetida a técnica de destilagdo por arraste a
vapor para obtencdo do 6leo essencial. A densidade relativa do OEL foi realizada
em triplicata pela divisao da massa pelo volume (Densidade = massa/volume) a 20
°C, conforme a metodologia ISO 279:1998. O 6leo essencial foi analisado por meio
da cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas, utilizado o

equipamento da marca Agilent, Modelo MSD 5977 B.

Culturas e microrganismos



Foram usadas quatro linhagens padrdoes de Staphylococcus aureus (Np38,
Np23, LB25923 e B24) e quatro linhagens padrées de Escherichia coli (LB25922,
NP0022, ATCC25922, IC) provenientes do Laboratério de Microbiologia da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Realeza, PR.

Padronizagao do Inéculo

As culturas estocadas em caldo BHI glicerinado foram reativadas e
enriquecidas em BHI com posterior transferéncia para caldo Mueller Hinton (CMH),
sendo padronizadas para turbidez equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland,
o que corresponde a 1,5 x 108 UFC/mL. Para essa padronizagéo se utilizou o CMH
como padrao (branco) no espectrofotdmetro e a corre¢do da densidade microbiana
foi feita com NaCl a 0,9%.

Determinagédo da susceptibilidade aos antimicrobianos (teste de disco-difusdo)

O teste de disco-difuséo foi realizado conforme metodologia desenvolvida por
Kirby-Bauer', sendo este um método preconizado pelo Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI)'®. Para sua execugdo, Agar Mueller-Hinton (AMH) foi
vertido em placas de Petri estéreis, onde o inodculo padronizado foi semeado em
toda sua extensdo com auxilio de swab estéril. Discos brancos estéreis com 6 mm
de diametro contendo 10uL do OEL, assim como os discos de controle positivo e
negativo, foram alocados no meio de cultura utilizando uma pinga estéril,
respeitando distancia apropriada. O controle positivo foi realizado com discos
PEN10 (Penicilina G. 10Ul) e a TET30 (Tetraciclina 30 mcg); o controle negativo foi

realizado com discos brancos estéreis contendo 10uL de agua destilada estéril.

As placas contendo os testes foram incubadas em estufa bacteriolégica a
temperatura de 36°C, durante 24 horas. Todos os testes foram realizados em
triplicata para garantir a confiabilidade. A leitura foi realizada por meio de um

paquimetro digital (Vonder, Brasil), sendo comparada com valores padronizados nos



manuais para indicacao de cepas bacterianas sensiveis (halo de inibicdo > 8 mm),

intermediarias (6 — 8 mm) ou resistentes (< 6 mm) ao OEL.

Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)

A determinacao da CIM foi realizada pelo método de microdiluigdo em placa
de 96 pocgos preconizado pelo Clinical Laboratoy Standards Institute com algumas
modificagdes (CLSI, 2020). Para tal, foram preparadas solugdes em microtubos para
volume de 1,5mL de solugdo contendo 10% do inéculo bacteriano de 1,5 x 10°
UFC/mL e o restante do volume foi completado com meio de cultura BHI (1350 pL).
Subsequentemente, diluicbes seriadas foram realizadas a partir de 100uL da
solucao estoque do OEL, do PEN10 e TET30, o qual foi dispensado na primeira
linha (A) até a ultima linha (H). Nesta placa foi feita a microdiluicdo seriada das
amostras de 1:1 até o penultimo pocgo, utilizando apenas o ultimo pogo para o

controle do crescimento microbiano.

Apos término das diluicdes seriadas, as placas foram medidas em um
espectrofotometro com densidade o6ptica (D.O) 595nm para obtencdo da
absorbancia inicial. Em seguida as placas foram incubadas em estufa de
crescimento microbiano durante 24 horas a 36 °C com posterior leitura em

espectrofotometro com D.O 595nm.

A CIM foi representada pela diferenga de absorbancia da primeira para a
segunda leitura no espectrofotdmetro indica o crescimento. Para uma comprovagao
da CIM foi utilizado 20pL da solugao reveladora de resazurina (azul) como indicador
de crescimento. Quando a resazurina ndo foi reduzida a resorufina (rosa) ficou
constatado o efeito inibitério e quando o corante sofreu modificagao para a cor rosa,
indicou uma reagao de Oxido-redugao evidenciando a viabilidade celular; a mudanca
de coloragdo do azul para rosa foi registrada como crescimento bacteriano. Os
procedimentos foram realizados em triplicata e a CIM foi obtida através de uma

média aritmética.



Concentragao Bactericida Minima (CBM)

A CBM ¢é definida como a menor concentracdo do OEL capaz de inviabilizar
99,99% da populacdo microbiana inicial. A CBM foi determinada a partir dos pogos
onde nao foi observado crescimento no CIM. Aliquotas com 10uL foram semeadas
em agar Mueller Hinton (AMH), seguido de incubacédo a 35+ 2°C/24h (triplicata).

Apds incubagao foram enumeradas as unidades formadoras de coldnias (UFC).

RESULTADO E DISCUSSAO

O Oleo essencial de Lavandula dentata apresentou 33 componentes
quimicos, tendo como compostos majoritarios o eucaliptol (36,18%), cénfora
(16,74%) e fenchona (15,79%) (Tabela 01), corroborando com o estudo de (DE
FIGUEIREDO, 2019)

Os principais compostos do 6leo essencial de Lavandula dentata L. sao os
monoterpenos oxigenados (68,6%), seguido dos monoterpenos hidrocarbonados
(2,7%), sesquiterpenos oxigenados (2,6%) e sesquiterpenos hidrocarbonados
(2,6%) (Dob et al., 2005).

Segundo (Martins, 2024), a presengca dos monoterpenos oxigenados
1,8-cineol e canfora sao consideradas propriedades medicinais e terapéuticas que
conferem ao Oleo essencial propriedades medicinais e terapéuticas com agdes
antiespasmoddica, além de acgdo antifungica e bactericida, anti inflamatérias e
analgésicas (Hajhashemi et al., 2003), atuando ainda como repelente e inseticida
(Yusufoglu et al., 2004).

No estudo “Composicao quimica do oleo essencial de Lavandula dentata
adaptada as condi¢des climaticas do Brasil”. Segundo a autora, os constituintes
majoritarios identificados no éleo essencial da L. dentata foram: 1,8 cineol (39,43%),
fenchona (18,40%) e cénfora (20,11%). Os teores obtidos sdo compativeis com
padroes normalmente encontrados nas extracoes de oleo essencial em L. dentada
sob clima brasileiro (DE FIGUEIREDO, 2019)



As CIMs do OEL variaram entre 0.65 e 3.13% em cepas padrées de S.
aureus e 2.08 e 3.13% em cepas de E. coli; as CBMs do OEL variaram de 3.13 a
25% em cepas padroes de S. aureus e 2.08 a 3.13% em cepas de E.col,
demonstrando que o OEL apresenta atividade antimicrobiana relevante contra

cepas de S. aureus e E. coli.

A atividade antimicrobiana observada no OEL estd em consonancia com a
literatura e sua eficacia contra S. aureus é relevante considerando a crescente
resisténcia aos antibidticos. Hammer et al. (1999) também encontraram atividade
antimicrobiana significativa de Lavandula angustifolia contra S. aureus, reforcando a
relevancia de nosso achado. Posteriormente, o OE de L. angustifolia, que
compartilha caracteristicas similares com OE de L. dentata, apresentou CIMs
semelhantes para S. aureus. Cavanagh e Wilkinson (2002) relataram CIMs de 1% a
3% para S. aureus, indicando uma eficacia comparavel com a observada em nosso
estudo. A variagcao nas CBMs observadas, especialmente para S. aureus, pode ser
atribuida a diversidade dos compostos ativos presentes no o6leo que tém

mecanismos de agao variados (Figueiredo et al., 2008).

Para E. coli, a atividade antimicrobiana do OEL é consistente com outros
estudos que mostram que OEs podem ter eficacia variavel contra esta bactéria
gram-negativa, devido a sua complexa estrutura de parede celular. Cavalcanti et al.
(2016) relatam que a presenga de compostos como o linalol pode contribuir para a

atividade antimicrobiana contra E. coli, 0 que € corroborado por nossos resultados.

A ampla faixa de variagcdo nas CBMs para S. aureus (3,13% a 25%) sugere
gque a concentracdo necessaria para alcangar a acgao bactericida pode ser
relativamente alta, o que pode limitar a aplicagdo pratica do OEL em algumas
situacbes. Estudos adicionais sao necessarios para investigar formas de
potencializar a eficacia do 6leo essencial e explorar suas aplicagdes em combinagao

com outros antimicrobianos ou em formulagdes mais otimizadas.



Tabela 1 - Perfil cromatografico do dleo essencial de lavanda (Lavandula dentata)

cultivado no municipio de Realeza, sudoeste paranaense, e colhidas no outono,

Brasil 2023.
Constituintes Quimicos Area relativa (%)
Acetato de Geranila 0,13
y-Terpineno 0,15
a-Bisaboleno 0,18
Carvona 0,21
Acetato de Citronelila 0,22
epi-Biciclosesquifelandreno 0,24
Criptona 0,27
Oxido de Linalol (trans) 0,28
y-Elemeno 0,30
"1-Bisaboleno 0,31
Elemol 0,34
Pinocarvona 0,35
[1-Cariofioleno 0,42
p-Cimeno 0,53
Sabineno 0,54
Terpinen-4-ol 0,54

Citronelol 0,54



Constituintes Quimicos

Area relativa (%)

[J-Mirceno
a-Terpineol
Mirtenal
[1-Selineno
Pinocarveol
Geraniol
endo-Borneol
Canfeno
Linalol
Citronelal
a-Pineno
[-Pineno
Fenchol
Fenchona
Canfora

Eucaliptol

0,61

0,62

0,65

0,66

0,75

0,97

1,09

1,87

2,07

2,33

3,22

4,49

4,74

15,79

16,74

36,18

98,33%




Tabela 2 - Valores de CIM e CBM do d6leo essencial de lavanda dentata expressos
em porcentagem e ug/ml, contra cepas padrdes de Staphylococcus aureus e

Escherichia coli , Realeza, Estado do Parana, Brasil, 2023.

OEL
Bactérias MIC MBC MBC
MIC (%)
(Mg/ul) (%l) (Mg/ul)

S. aureus

0,65 6400 3,13 30670
LB25923
S. aureus

6,25 61250 - -
NP0023
S. aureus

3,13 30670 - -
NP0038
S. aureus B4 3,13 30670 25 245000
E.coli LB25922 3,13 30670 3,13 30670
E.coli NP0022 3,13 30670 3,13 30670
E.coli

3,13 30670 3,13 30670
ATCC25922
E.coli IC 2,08 20380 2,08 20380

CONCLUSAO

A resisténcia microbiana é caracterizada como um fendmeno da capacidade
de microrganismos resistirem a acdo de antimicrobianos. O que resulta na
diminuicdo da eficacia do medicamento para curar ou prevenir infecgoes.
Consequentemente, o agravamento de enfermidades, o prolongamento de
internagbes e de maior tempo de uso de medicamentos, estdo cada vez mais

evidentes. De acordo com a OMS, o principal fator que impulsiona o



desenvolvimento de infecgbes resistentes a medicamentos é justamente o uso

indevido e excessivo de antimicrobianos.

Dessa forma, os Oleos essenciais desempenham um papel significativo na
luta contra infeccbes bacterianas, oferecendo uma alternativa natural e eficaz aos
antibidticos tradicionais. Além de suas aplicagdes terapéuticas, os 6leos essenciais

também sao valorizados na aromaterapia e na formulagédo de produtos de limpeza.

O OE de L. dentata cultivada no municipio de Realeza, PR, apresentou 33
componentes quimicos, tendo como compostos majoritarios o eucaliptol, canfora e
fenchona, sendo este quimiotipo responsavel pela relevante agao antimicrobiana

contra cepas de S. aureus e E. coli.

E necessario investigar formas de potencializar a eficacia do 6leo essencial e
explorar suas aplicagdes, seja combinando com outros antimicrobianos ou utilizando

formulacdes mais otimizadas.
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