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RESUMO

As taxas de mortalidade e o tempo de internacdo de pacientes infectados com
microrganismos resistentes sao quase duas vezes maiores que as daqueles infectados
com cepas suscetiveis, a exemplo de bactérias. Staphylococcus aureus € um dos
principais agentes etiologicos de infeccbes hospitalares e é responsavel pela
inutilizac&o de varios antibiéticos, representando uma séria ameaca a saude publica.
Compostos naturais representam uma abordagem terapéutica promissora no
tratamento de infeccbes por microrganismos, dentre os quais Coriandrum sativum
(coentro) e Origanum vulgare (orégano) destacam-se pelas propriedades
antimicrobianas relacionadas as suas composi¢des fitoquimicas. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de
C. sativum e de O. vulgare frente cepas multirresistentes de S. aureus. Os Oleos
essenciais foram testados frente 2 isolados de S. aureus pelo método de disco-difusao
e microdiluicdo em caldo. O dleo essencial de coentro apresentou os resultados mais
significativos, com concentragéo bactericida de 416 miligrama/Litro e inibitérias de 208
mg/L para MRSA 6538 e S. aureus 29213. J4 o Gleo de orégano teve concentracdes
inibitérias de 416m/L para MRSA 6538 e 208 mg/L para S. aureus 29213, bem como
atividade bactericida em concentracées mais elevadas de 833 mg/L para MRSA 6538
e 416 mg/L para S. aureus 29213. Os resultados deste estudo destacam o potencial
antimicrobiano do 6leo essencial de O. vulgare e C. sativum, especialmente por
apresentarem em sua composi¢cdo a presenca de linalol e carvacrol, componentes
reconhecidamente antibacterianos.

Palavras-chave: Oleo essencial; Orégano; Coentro; Multirresisténcia;

Antimicrobianos.



ABSTRACT

Mortality rates and length of stay for patients infected with resistant microorganisms
are almost twice as high as those infected with susceptible strains, such as bacteria.
Staphylococcus aureus is one of the main etiological agents of hospital infections and
is responsible for the destruction of several antibiotics, representing a serious threat to
public health. Natural compounds represent a promising therapeutic approach in the
treatment of infections caused by S. aureus, among which Coriandrum sativum
(coriander) and Origanum vulgare (oregano) stand out for their antimicrobial properties
related to their phytochemical compositions. Therefore, the objective of this work was
to evaluate the antimicrobial activity of the essential oils of Coriandrum sativum and
Origanum vulgare against multiresistant strains of Staphylococcus aureus. The
essential oils were tested against 2 isolates of Staphylococcus aureus using the disk
diffusion and broth microdilution method. Coriander essential oil showed the most
significant results, with a bactericidal concentration of 416 milligram/Liter and inhibitory
concentrations of 208 mg/L for MRSA 6538 and S. aureus 29213. Oregano oil had
inhibitory concentrations of 416 m/L for MRSA 6538 and 208 mg/L for S. aureus 29213
and bactericidal 833 mg/L for MRSA 6538 and 416 mg/L for S. aureus 29213. The
results of this study highlight the antimicrobial potential of the essential oil of O. vulgare
and C. sativum, especially as they contain linalool and carvacrol in their composition,
known to be antibacterial components.

Keywords: Essential oil; Oregano; Coriander; Multidrug Resistance; Antimicrobials.
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1 INTRODUCAO

Desde tempos antigos, as ervas e especiarias tém sido utilizadas com
diferentes finalidades, com destaque a culinaria global, ndo apenas para melhorar o
sabor dos alimentos, mas também como agentes conservantes (Kivilompolo;
Hyotylainen, 2007; Park, 2011; Shan et al., 2005).

Adiante, embora jA se conheca historicamente seu valor em suas
propriedades sensoriais e culinarias, pesquisas tém destacado seu potencial como
fonte dietética de polifendis bioativos, que sdo compostos com propriedades
antioxidantes e outros beneficios diretos a saude (Hinneburg et al., 2006; Wojdyto et
al., 2007), o que estimulou o estudo dos seus compostos fendlicos e propriedades
antioxidantes. Esses efeitos abrangem diversas atividades no organismo, incluindo
estimulacao digestiva, propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes,
anticarcinogénicas e até mesmo propriedades antimicrobianas (Shobana, Akhilender
Naidu 2000; Velioglu 1998; Zheng; Wang et al., 2001), as quais sdo atribuidas aos
compostos fendlicos encontrados nestes materiais vegetais.

Os 6leos essenciais sdo compostos volateis, geralmente liquidos e oleosos,
que sdo extraidos de plantas. Eles sdo chamados de "essenciais" porque carregam o
aroma distintivo, ou "esséncia", da planta da qual sdo extraidos. Aqui estdo algumas
caracteristicas principais dos 6leos essenciais. Os 0leos essenciais geralmente tém
uma solubilidade limitada em agua. Quando adicionados a agua, eles formam uma
camada sobre a superficie, pois ndo se misturam completamente (Di Stasi, 1996;
Lemos, 1990).

O interesse da microbiologia por especiarias € motivado por varias razdes,
mas a principal € o consideravel poder antimicrobiano. Esse motivo esta ganhando
grande importancia, especialmente quando se considera a possibilidade de sua
aplicacdo em conjunto com antibiéticos nos casos de resisténcia, porém, pesquisas
abordando o poder antimicrobiano dos 6leos essenciais de coentro e orégano sao

escassas.

A primeira utilizagdo de um antimicrobiano em contexto clinico ocorreu contra
uma cepa de S. aureus, com a descoberta da penicilina. Inicialmente eficaz, seu uso

continuou até a década de 1960, quando comecgaram a surgir cepas resistentes a este
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medicamento. Como resposta a esse desafio, foi desenvolvido o beta-lactamico
sintético meticilina, projetado para resistir a agdo das beta-lactamases produzidas pelo
S. aureus. No entanto, logo apds sua introducdo, relatos de cepas resistentes a
meticilina surgiram, juntamente com o fenbmeno da multirresisténcia. Essas cepas
foram identificadas como MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina) e
demonstraram resisténcia a todos os antimicrobianos beta-lactamicos (Luciane et al.,
2009).

Tradicionalmente, as infeccbes causadas pelo MRSA estavam
predominantemente confinadas aos ambientes hospitalares, chamadas de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina adquirido em hospital (HA-MRSA). No
entanto, nos Ultimos anos, tem sido observado um aumento significativo das infec¢cbes
associadas a comunidade ou adquiridas na comunidade, conhecidas como
Staphylococcus aureus resistente a meticilina adquirido em comunidade (CA-MRSA)
em todo o mundo. Do ponto de vista epidemiol6gico, os isolados clinicos de MRSA
séo classificados como CA-MRSA quando sao obtidos de pacientes em ambulatorios
ou coletados dentro das primeiras 48 horas ap0s a admisséo hospitalar (Salah et al.,
2021).

Além de ser um dos principais agentes causadores de infeccdes hospitalares,
S. aureus também figura como um dos principais patdégenos isolados em pacientes
com infec¢Bes de pele e tecido subcutaneo adquiridas na comunidade. Isso inclui uma
variedade de condi¢bes como foliculites, impetigos, celulites e erisipelas (Luciane et
al., 2009).

Na América do Sul, as infeccbes causadas por MRSA em pacientes nao
hospitalizados foram inicialmente observadas em 2001, no Uruguai. No inicio, foram
relatados casos esporadicos, mas com o aumento subsequente do numero de
infeccdes cutaneas em pacientes da comunidade causadas por esse patdogeno, houve
a identificagdo de um surto. No Brasil, os primeiros isolados caracterizados como CA-
MRSA apresentavam sintomas clinicos de furunculose e artrite séptica (Ribeiro et al.,
2005).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de Coriandrum sativum
(coentro) e de Origanum vulgare (orégano) frente as cepas clinicas multirresistentes

de Staphylococcus aureus.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a atividade antibacteriana dos 6leos essenciais de Coriandrum sativum
e de Origanum vulgare frente a cepas de Staphylococcus aureus

multirresistentes;

- Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracéo
Bactericida Minima (CBM) dos Oleos de coentro e orégano sobre as cepas

ensaiadas.

- Elucidar, a partir dos dados de CG-MS cedidos pela empresa, o espectro

fitoquimico de cada 6leo essencial e comparar suas substancias em comum,;

- Discutir sobre o uso dos 6leos essenciais de Coriandrum sativum (coentro) e de
Origanum vulgare (orégano) na capacidade de reversao de resisténcia em cepas

clinicas de Staphylococcus aureus multirresistentes.

3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Infecc¢bes bacterianas

As bactérias desempenham um papel essencial e inseparavel da vida na
Terra. Elas estdo presentes em todos os lugares, formando camadas na pele, nas
mucosas e revestindo o trato intestinal de seres humanos e animais. Estéo
intrinsecamente ligadas aos organismos vivos e aos amplos ambientes em que
residem. Algumas bactérias algumas oferecem beneficios aos seus hospedeiros, seja

fornecendo nutrientes ou protecdo contra patdgenos e doencgas, limitando a
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capacidade de colonizacdo por bactérias prejudiciais. Devido ao seu curto tempo de
geracdo, que varia de minutos a horas, as bactérias conseguem responder
rapidamente as mudancas no ambiente. Portanto, quando antibidticos séao
introduzidos, as bactérias reagem desenvolvendo resisténcia a esses medicamentos.
(Sheagren, 1984)

Durante a Idade Média, surgiram suspeitas de que substancias "sélidas"
poderiam transmitir doencas de um individuo para outro. Francastorius, um médico
italiano de Verona, abordou essa questdo em seu livro intitulado "De Contagione”,
onde descreveu doencas epidémicas e mencionou a transmissédo de doencas. Ele
afirmou que as enfermidades surgiam devido a microrganismos que poderiam ser
transferidos de pessoa para pessoa, baseando-se em relatos de marinheiros que
testemunharam a propagacao de doencas durante as expedicdes da era Colombiana
(Fernandes et al., 2000; Pelczar et al., 1997).

O mesmo pesquisador também detalhou a sifilis desde a sua leséo inicial até
as fases secundéaria e terciaria da doenca. Ele empregava guaiacol e mercurio como
tratamento para essa enfermidade (Rodrigues et al., 1997). Com o Renascimento
(1300-1650), um periodo marcado pelo ressurgimento das ciéncias e das artes, surgiu
aimprensa. A partir dela, comecaram a ser veiculadas publicagdes e ilustragdes sobre
doencas (Fontana, 2006).

O holandés Anton Van Leeuwenhoek, familiarizado com o uso de lentes de
aumento para examinar fibras e tecidos de roupas, comecou a usar um microscopio
rudimentar para observar saliva e fezes. Ele ficou impressionado com o que viu e
passou a chamar esses corpos microscépicos de "animalculos". Apesar de nao ter
formacdo cientifica formal, em 1663, ele descobriu 0 microscépio e, ao usar esse
instrumento, identificou o que chamava de "espiritos do deménio”, que mais tarde
seriam reconhecidos como bactérias, lancando assim as bases da bacteriologia
(Pelczar et al., 1997; Rodrigues et al.,, 1997). Leeuwenhoek descobriu pequenos
animais através dos restos de comida em seus dentes, 0s quais eram "mais
numerosos do que a populagdo dos Paises Baixos..." (Gordon, 2002). Por muito
tempo, na mente dos médicos, acreditava-se que esses microbios eram gerados a
partir da carne putrefata.

O século XIX testemunhou descobertas revolucionarias no campo da
microbiologia, que foram essenciais para a prevencao de infeccbes hospitalares. Em

1856, a industria vinicola enfrentou uma crise devido a acidez excessiva do vinho,
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levando ao fechamento de vérias vinicolas. O vinho era descartado nos esgotos e as
garrafas eram quebradas em desespero. No entanto, em 1864, Louis Pasteur
descobriu que essa acidificacdo nao era resultado de processos quimicos maliciosos,
mas sim de organismos microscopicos vivos presentes no ar. Ele percebeu que
prevenir essa perda era possivel eliminando esses organismos, aquecendo o vinho a
60°C, o que proporcionou um aumento significativo na produtividade financeira da
industria vinicola. Além disso, Pasteur observou que os fermentos responsaveis pela
producdo de cerveja tinham formas esféricas, enquanto os causadores de cerveja
azeda tinham formas elipticas, demonstrando assim a influéncia dos microbios. A
partir desse ponto, o processo de pasteurizacdo também foi aplicado a cerveja
(Gordon, 2002)

O avanco dos estudos sobre microbiologia trouxe novas direcdes para essa
area. Em 1860, Joseph Lister desenvolveu uma técnica para manter as incisdes
cirargicas livres de contaminacdo por microrganismos, uma vez que infeccdes
cirirgicas eram comuns na época. Inspirado pelas descobertas de Pasteur, mesmo
gue inicialmente ndo relacionadas a problemas médicos, mas sim a producéo de
vinhos e cervejas, Lister associou essas teorias a origem das infeccdes em feridas
cirtrgicas. Ele acreditava que as infec¢des poderiam ser causadas pela entrada de ar
contaminado nas feridas, referindo-se as "propriedades sépticas da atmosfera" devido
a presenca de germes suspensos no ar e depositados em superficies. Para combater
isso, Lister comecou a pulverizar acido fénico no ar da sala cirdrgica e, mais tarde,
passou a usar acido carbdlico para desinfetar instrumentos, enfatizando essa técnica.
Anos depois, Pasteur e Charles Chamberland, inventor da autoclave, em 1883,
demonstraram que a esterilizagdo pelo calor era muito mais eficaz (Pelczar et al.,
1997; Rodrigues et al., 1997)

Assim, uma série de descobertas significativas ocorreram no campo da
infectologia. Destaca-se a descoberta do gonococo em 1879 por Albert Neisser.
Durante esse periodo, Armauer Hansen encontrou o bacilo da lepra, Pasteur
identificou o streptococo e o estafilococo, Karl Joseph Eberth descobriu o bacilo do
tifo, Kock descobriu o micrébio causador da tuberculose e o bacilo da coélera. Albert
Frankel descobriu o bacilo do tétano, Theodor Escherich identificou o bacilo coli, e
Anton Weichselbaum descobriu o micrébio responsavel pela meningite. Richard
Pfeiffer identificou o bacilo da gripe ou influenza, e em 1892, William Welch descobriu

o bacilo da gangrena gasosa, entre outras importantes descobertas (Gordon, 2002).
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Em 1863, a enfermeira Florence Nightingale descreveu procedimentos de
cuidados relacionados aos pacientes e ao ambiente, visando reduzir os riscos de
infeccdo hospitalar. Ela instruiu as enfermeiras a manterem um sistema de relatério
dos O6bitos hospitalares para avaliar o servico. Essa iniciativa provavelmente
representou a primeira referéncia a vigilancia epidemioldgica, uma pratica
amplamente utilizada nos programas contemporaneos de controle de infecgao
hospitalar (Fontana, 2006).

Em uma série elegante de observacdes clinicas e estudos de laboratério
publicados em 1880 e 1882, Ogston delineou a natureza da doenca estafilocécica,
descrevendo seu papel na sepse e na formacao de abscessos (Ogston, 1882, 1884).
Mesmo ap6s mais de 100 anos, Staphylococcus aureus permanece um patégeno
versatil e perigoso para os seres humanos. As taxas de infeccbes estafilocécicas,
adquiridas tanto na populacdo quanto em ambientes hospitalares, tém demonstrado
um aumento constante, embora a mortalidade geral tenha experimentado pouca
mudanca. O tratamento dessas infec¢des tem se tornado mais desafiador devido ao
surgimento de cepas multirresistentes (Brumfitt; Hamilton-miller, 1989; Sheagren,
1984).

A partir dessa reflexdo, podemos identificar a evolucao histérica das doencas
infecciosas e os mecanismos desenvolvidos para seu controle. Com o avan¢o da
tecnologia, os antimicrobianos foram sendo aprimorados, técnicas modernas de
assisténcia médica foram sendo desenvolvidas e o tratamento das doencas tornou-se
altamente complexo. No entanto, surgiram desafios como a emergéncia de bactérias
multirresistentes, a introducdo de novas formas de microrganismos e a crescente
resisténcia bacteriana.

Apesar desses obstaculos, importantes conhecimentos foram consolidados,
especialmente a partir de 1928, quando Alexander Fleming observou que uma
substancia derivada de um fungo comum, o Penicillium notatum, era capaz de inibir o
crescimento de certas bactérias, levando a descoberta da penicilina. Durante a
Segunda Guerra Mundial, o médico alemao Gerhard Domagk descobriu que um grupo
de substancias conhecidas como sulfonamidas era eficaz contra infeccdes
bacterianas. Essas descobertas representaram avancos significativos no tratamento
de doencas infecciosas (Pelczar et al., 1996). A partir desse ponto, houve uma

expansao significativa dos antimicrobianos ao longo de varias geracoes.
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O surgimento dos antimicrobianos no século XX revolucionou o tratamento
das infeccdes. Surto de infec¢des por Staphylococcus aureus nas décadas de 50 e
60, e por germes gram-negativos na década de 70, em alguns paises, resultou em
aumento dos custos hospitalares, destacando a necessidade de medidas de controle
de infeccdo hospitalar. Até os dias de hoje, as infec¢des hospitalares representam
sérias ameacas a seguranca dos pacientes hospitalizados, sendo as complica¢cfes
mais frequentes e insidiosas. Além disso, contribuem para o aumento das taxas de
morbidade e mortalidade, aumentam o0s custos de hospitalizacdo devido ao
prolongamento da permanéncia e aos gastos com procedimentos diagndsticos e
terapéuticos. Isso sem mencionar o tempo de afastamento do paciente de suas

atividades laborais (Pereira; Moriya, 1994)

3.1.1 Infeccdes de pele e Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus pertence a familia Micrococcaceae. Em exames
microscépicos, 0S organismos se apresentam como cocos Gram-positivos agrupados.
A distincdo entre 0 S. aureus e outras espécies estafilocdcicas é feita com base em
caracteristicas como a pigmentacao dourada das colbnias e resultados positivos nos
testes de coagulase, manitol fermentagéo e desoxirribonuclease (Santos et al., 2007).

S. aureus pode estar presente na microbiota normal dos humanos e que, em
situacdes peculiares, pode ser responsavel por infec¢des clinicamente relevantes.
Isso inclui desde infec¢Bes superficiais, como impetigo e abrasfes infectadas, até
infeccbes mais invasivas, como celulite, foliculite, abscessos subcutaneos e ulceras
(Isik; Sercinoglu, 2024; Mccaig et al., 2006; Moran et al., 2006).

Um amplo estudo epidemioldgico conduzido nos Estados Unidos revelou que
as infeccdes cutaneas por S. aureus resultam em aproximadamente 11,6 milhdes de
visitas a servicos ambulatoriais e de emergéncia, além de quase 500.000
hospitalizagBes anuais infectadas (Mccaig et al., 2006). Essas infec¢cbes cutdneas por
S. aureus representam uma séria ameacga a saude publica, ndo apenas devido ao
grande numero de casos, mas também devido a disseminacdo generalizada de cepas
resistentes a antibioticos, como Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA). Isso inclui infecgbes por MRSA adquiridas tanto em ambientes hospitalares
guanto na coletividade (Daum, 2007; Elston, 2007).
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A colonizacdo por Staphylococcus aureus ocorre quando a bactéria existe
como um organismo comensal na superficie da pele (ou mucosa), sem manifestar
sinais ou sintomas de infec¢do, como calor, vermelhidao, inchaco, dor/sensibilidade e
drenagem de pus (Gorwitz et al, 2008; Miller; Diep, 2008). O impetigo € caracterizado
por feridas de cor @mbar com crostas e erosdes (as vezes vesiculas) na superficie da
pele, resultando de uma infeccéo por Staphylococcus aureus na epiderme. A celulite
se apresenta como uma placa quente e avermelhada, decorrente de uma infec¢éo por
Staphylococcus aureus que envolve as camadas dérmicas e subcuténeas da pele
(Daum, 2007; Elston, 2007). A foliculite clinicamente se manifesta como papulas e
pustulas eritematosas de base folicular, ocorrendo quando um ou mais foliculos
capilares estdo infectados por Staphylococcus aureus (Daum, 2007; Elston, 2007;
Bakos et al., 2021).

Abscessos subcuténeos, também conhecidos como furdnculos, se
apresentam como nodulos eritematosos e edematosos, resultantes de uma infec¢ao
profunda por Staphylococcus aureus em um foliculo capilar e no tecido cutaneo
circundante (Daum, 2007; Elston, 2007; Silvio; Patricia, 2020). Ulceras e feridas
surgem como aberturas ou crateras na pele. Quando infectadas, frequentemente
liberam material purulento e séo cercadas por calor e vermelhiddo devido a uma
infeccdo por Staphylococcus aureus que envolve as camadas profundas da derme e
os tecidos subcutaneos ao redor da ulcera ou ferida (Daum, 2007; Elston, 2007).

Staphylococcus aureus € um dos principais patbgenos nosocomiais em
infeccdes hospitalares e é responsavel pela resisténcia a varios antibiéticos (Cunha,
2007). Esse microrganismo atua como uma bactéria comensal e também como
patdgeno humano. Apresenta diversos mecanismos de viruléncia e estratégias para
evadir o sistema imunolégico humano, incluindo uma série de proteinas de superficie,
enzimas segregadas e toxinas que causam danos a membrana por acao citolitica.
Esses mecanismos podem resultar desde infeccbes simples, como espinhas,
furdnculos e impetigo, até infecgbes mais graves, como meningite, pericardite,
bacteremia e sindrome do choque téxico (Santos, 2007).

Nos anos 1970, foram registrados 0s primeiros casos de cepas de S. aureus
apresentando resisténcia a meticilina, identificadas pela sigla MRSA (S. aureus
resistente a meticilina), também resistentes aos antibiéticos betalactamicos, incluindo,

por exemplo, as cefalosporinas. As bactérias MRSA propagaram-se rapidamente em



21

ambientes hospitalares, restringindo, assim, as op¢des de tratamento com antibiéticos
(Santos, 2007).

Staphylococcus aureus € um patdgeno oportunista e altamente adaptavel,
capaz de provocar diversas doencas, que variam desde infeccdes agudas e
destrutivas até infeccdes cronicas de dificil tratamento (Tong et al., 2015; Lowy, 1998).
Essa bactéria coloniza a nasofaringe de muitos individuos, e embora essa colonizacéo
seja comum, (Von Eiff et al., 2001) pode servir como origem de infec¢cdes que vao
desde casos leves de infeccfes cutaneas superficiais até doencas mais sérias, como

pneumonia ou osteomielite (Alicia Lacoma et al., 2021; Lew; A Waldvogel, 2004).

InfeccBes estafilococicas graves, em particular, estdo associadas a niveis
significativos de morbidade e mortalidade. A capacidade do Staphylococcus aureus
de desencadear diferentes tipos de infec¢cbes é atribuida ao seu amplo conjunto de
fatores de viruléncia e estratégias de infeccdo (Laabei et al., 2015; Lowy, 1998;
Gordon; Lowy, 2008).

Para iniciar a infec¢do, Staphylococcus aureus utiliza diversas proteinas de
superficie que facilitam a aderéncia do patégeno ao tecido hospedeiro e a invaséo das
células hospedeiras (Foster et al., 2013; Foster, 2016; Grundmeier et al., 2010). Apbs
a adesdo e internalizacdo, as bactérias podem se proliferar e iniciar a producéo de
toxinas, que sao amplamente controladas por reguladores globais, como os sistemas
de deteccdo de quorum (Tuchscherr et al., 2015). Staphylococcus aureus € capaz de
expressar diversas moléculas, especialmente toxinas, que causam danos e destrui¢ao
as células hospedeiras (Fraunholz; Sinha, 2012; Haslinger et al., 2003; Haslinger-
Loffler et al., 2006; Otto, 2014; Wang et al., 2007).
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Figura 1. Estrutura celular de Staphylococcus aureus e representacdes de fatores de

viruléncia.
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O painel A mostra as proteinas de superficie e secretadas. A sintese de muitas
destas proteinas depende da fase de crescimento, como mostrado no grafico e é
controlado por genes reguladores. Os painéis B e C mostram sec¢fes transversais do
envelope celular. Muitas das proteinas de superficie ttm uma organizagao estrutural
semelhante a do fator de agregacao, incluindo segmentos repetidos de aminoécidos
(Painel C). TSST-1 denota toxina 1 da sindrome do choque toxico.

Durante o processo de infeccdo, essas toxinas permitem que as bactérias
destruam as estruturas dos tecidos profundos, buscando nutricdo para o0 seu
crescimento e protegendo-se contra o sistema imunologico (Otto, 2014).

Entretanto, apds a fase aguda e destrutiva, o S. aureus direciona seus
esforcos para a sobrevivéncia dentro do hospedeiro (Tuchscherr et al., 2010;
Tuchscherr et al., 2011). Para uma persisténcia bacteriana a longo prazo nos tecidos
hospedeiros, muitas dessas toxinas precisam ser reguladas negativamente. ISso
garante que as bactérias evitem o reconhecimento pelo sistema imunoldgico e

possam escapar da eliminacdo pelos fagocitos. Assim, a regulacdo negativa das
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toxinas desempenha um papel crucial na capacidade das bactérias de persistirem
silenciosamente nas células e tecidos hospedeiros por periodos prolongados
(Tuchscherr et al., 2011; Tuchscherr; Loffler, 2015; Tuchscherr et al., 2020).

3.1.2 Multirresisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia aos antibidticos surge como uma consequéncia natural da
capacidade da populacdo bacteriana de se adaptar. O uso indiscriminado desses
medicamentos aumenta a pressao seletiva e a probabilidade de exposicdo das
bactérias a eles, facilitando a aquisicdo de mecanismos de resisténcia. A resisténcia
aos antibioticos é inevitavel e irreversivel, sendo uma decorréncia natural da
adaptacdo das células bacterianas a exposicdo a essas substancias (Casadevall,
1996; Santos, 2004).

O uso extensivo de antibidticos na medicina, na producédo de alimentos para
animais e na agricultura tem contribuido significativamente para o aumento da
resisténcia a essas drogas em todo o mundo. A resisténcia antimicrobiana tornou-se
um problema global de saulde publica, afetando paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),
Streptococcus pneumoniae nao susceptivel a penicilina (PNSSP), enterococcus
resistentes a vancomicina (VRE) e Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamase
de espectro ampliado (ESBL) tém emergido e se disseminado tanto em ambientes
hospitalares quanto nas comunidades (Casadevall, 1996).

O impacto das bactérias resistentes e o uso indiscriminado de antibiéticos nos
ambientes hospitalares sado preocupacdes globais que tém mobilizado a sociedade
cientifica. Esse cenario tem incentivado pesquisas para promover efetivamente, entre
os profissionais de saude, incluindo médicos e enfermeiros, o0 uso adequado e eficaz
de medidas de controle de infec¢cbes hospitalares, como a lavagem das méaos. Além
disso, é fundamental conscientiza-los sobre a importancia e a necessidade do uso
prudente de antibidticos, visando minimizar a emergéncia de bactérias resistentes a
esses medicamentos no ambiente hospitalar.

Hospitais, especialmente aqueles que abrigam unidades de terapia intensiva
(UTI), centros cirargicos, unidades de pediatria, bercarios neonatais e clinicas

meédicas e cirdrgicas, onde o0s pacientes sao frequentemente tratados com
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antibiéticos, representam ambientes propicios para o desenvolvimento de bactérias
resistentes a essas drogas (Borges et al., 2023; Lemonick, 1994).

Diversos fatores influenciam a selecdo de mutantes resistentes a antibiéticos,
incluindo o estado imunoldgico do paciente, o mecanismo de acdo do antibiotico e a
concentracdo da droga que atinge a populacéo bacteriana. Desde meados da década
de 1990, a implementagdo continua da terapia anti-infecciosa tem se tornado cada
vez mais desafiadora devido a disseminacado da resisténcia bacteriana, ao surgimento
de novos patdgenos e ao aumento de infec¢cdes em pacientes imunodeprimidos, nos
quais as drogas antimicrobianas se tornaram menos eficazes. Esses desafios
ressaltam a importancia critica de estratégias eficazes para o controle da resisténcia
aos antibiéticos em ambientes de saude e na sociedade em geral (Lemonick, 1994;
Santos, 2004).

Muito se tem discutido, sobre as muitas infecgcdes causadas por bactérias
patogénicas conhecidas, como Staphylococcus aureus e Enterococcus, assim como
infeccbes relacionadas a patdgenos reemergentes, como Mycobacterium
tuberculosis, ndo podem ser prontamente tratadas com as drogas antimicrobianas
existentes. As disseminacdes de bactérias resistentes tém um impacto global e
representam uma ameaca significativa para a humanidade. Trata-se de um grave
problema de saude publica, abrangendo diversas areas médicas e sociais. As
consequéncias desse desafio ja sdo evidentes em nosso cotidiano, de acordo com
muitos estudiosos, (Lemonick, 1994; Marin Olivan et al., 2024; Santos, 1997) e, se
medidas ndo forem tomadas para conté-lo, as ramificacdes futuras podem ser ainda
mais devastadoras para a saude humana.

O notavel sucesso da penicilina no controle de infeccbes causadas por
"bactérias Gram-positivas" levou a uma concepc¢ao equivocada de que os antibibticos
poderiam controlar e até erradicar todas as doencas infecciosas. Infelizmente, a
valiosa licdo do passado sobre técnicas assépticas, como a lavagem das maos, nao
foi devidamente observada (Santos, 2004). No entanto, a ascensdao da bactéria
Staphylococcus aureus resistente a penicilina na metade do século resultou em uma
epidemia devastadora nos ambientes hospitalares, afetando frequentemente
pacientes em unidades cirdrgicas e pediatricas (Marin Olivan et al., 2024).

A euforia inicial com a descoberta dos antibiéticos foi abruptamente
substituida pelo desencanto diante do aumento rapido de cepas bacterianas que

adquiriram resisténcia a essas drogas. Nas ultimas décadas, a resisténcia bacteriana
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tem tido um impacto significativo tanto nos ambientes hospitalares quanto na
comunidade global. Pode-se afirmar que, muitos patdgenos clinicamente relevantes
mostram resisténcia a praticamente todos os antibiéticos disponiveis. Esse fendbmeno
global de resisténcia bacteriana é preocupante, especialmente em contextos
hospitalares, destacando a urgéncia de estratégias eficazes para enfrentar esse
desafio crescente (Gelatti, 2009).

Entre 1990 e 1996, nos Estados Unidos, Staphylococcus aureus foi
identificado como o0 agente mais comum causador de infec¢cdes hospitalares,
conforme relato do Sistema Nacional de Vigilancia de Infeccdo Hospitalar do pais.
Essa bactéria foi lider em casos de pneumonias hospitalares e infeccbes de feridas
cirtrgicas, sendo considerada a segunda causa de bacteriemias hospitalares (Santos,
2004). O problema da resisténcia do S. aureus a meticilina foi inicialmente descrito
nos anos 60, tornando-se prevalente a partir da década de 1980. Em muitos hospitais,
essas cepas resistentes, conhecidas como MRSA (Staphylococcus aureus resistente
a meticilina), sdo endémicas e, em alguns casos, epidémicas, sendo resistentes em
cerca de 30% de todas as infec¢des causadas por S. aureus (Gelatti., 2009; Rubin,
1999).

Atualmente, a vancomicina é a Unica droga consistentemente eficaz no
tratamento de S. aureus resistente & meticilina. No entanto, em 2000, foram isoladas
no Japdo algumas cepas de S. aureus resistentes a vancomicina em um hospital
pediatrico. Desde 1989, hospitais tém relatado um rapido aumento da resisténcia a
vancomicina no género Enterococcus (Bains et al., 2024; Mcdonald, 1997), uma
bactéria Gram-positiva que também causa infec¢des hospitalares. Assim, a infeccéo
hospitalar, representando um grave problema de saude publica, demanda vigilancia
epidemioldgica constante e rigorosa, além de exigir atencéo redobrada por parte de
todos os profissionais de saude, administracao hospitalar, Comissdo de Controle de
Infeccéo Hospitalar e do governo (Santos, 2004).

3.2 Novas alternativas terapéuticas

Compostos formulados a partir de substancias naturais que possuem
propriedades antitoxinas representam uma abordagem terapéutica promissora no
tratamento de infecgbes causadas por S. aureus (Kim, 2019). Um derivado de

ciclodextrina modificado, conhecido como 1B201, é empregado no tratamento da
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pneumonia. Ciclodextrinas séo oligossacarideos ciclicos derivados de amido ou amido
modificado. Devido a sua semelhanga tridimensional com a a-hemolisina, esse
composto foi identificado com base na previsdo de que teria alta afinidade para inibir
a agao da a-hemolisina (Karginov et al., 2007).

Além disso, em modelos de pneumonia provocada por S. aureus em
camundongos, aloe-emodina, um componente ativo do aloe vera, e apigenina, um
composto ativo da salsa, demonstraram fornecer protecdo adequada (Dong et al,
2012; Jiang et al, 2019). Outros compostos, como o hidrato de morina (também
chamado de 2',3,4'.5,7-pentahidroxiflavona), um flavonoide presente na Maclura
pomifera (laranja-de-osage), na Maclura tinctoria (amora preta) e nas folhas de
Psidium guajava (goiaba comum), foram descobertos por perturbar a automontagem
do poro transmembrana da a-hemolisina em um modelo de pneumonia em
camundongos, reduzindo assim sua atividade hemolitica (Wang et al., 2015).

Oroxina A (ORA), oroxina B (ORB) e oroxilina A 7-O-glicuronideo (OLG) séo
trés glicosideos de oroxilina, que pertencem a classe de flavonoides naturais. Esses
compostos podem ser encontrados em alimentos como morangos, uvas, cebolas,
macas, plantas da familia Bignoniaceae, bem como em outros vegetais e frutas. Com
estruturas semelhantes, essas substancias tém a capacidade de se ligar ao dominio-
tronco da hemolisina, impedindo sua transicdo de mondmero para oligdmero tanto in
vitro quanto inibindo sua atividade hemolitica (Dong et al., 2013; Qiu et al., 2013).

Friedman et al. destacaram que o 4-hidroxitirosol, um composto quimico
derivado da azeitona pura, o p6é de azeitona comercializado como Hidrox-12, contendo
6% de 4-hidroxitirosol e 6% de outros compostos fendlicos adicionais, conseguiram
suprimir a atividade biolégica do superantigeno enterotoxina A (SEA) (Friedman et al.,
2011). No entanto, é importante ressaltar que esse efeito ainda precisa ser confirmado
por meio de estudos em modelos animais.

Estudos demonstraram que a isorhamnetina, crisina e puerarina sado capazes
de inibir a transcricdo do RNAIII e, consequentemente, a expressao da a-hemolisina,
proporcionando protecao contra pneumonia induzida por MRSA e MSSA (Jiang et al.,
2016; Tang et al., 2014; Wang et al., 2011). A isorhamnetina, também conhecida como
30-metoxi-3,40,5,7-tetrahidroxiflavona, € um flavanol O-metilado presente em macas,
amoras, cerejas, peras, assim como em plantas medicinais e ervas (Jiang et al., 2016).
Fontes de crisina (5,7-dihidroxiflavona) incluem mel, prépolis, maracuja (Passiflora

caerulea e Passiflora incarnata) e Oroxylum indicum (Nabavi et al., 2015). A puerarina
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€ o principal composto bioativo obtido da planta de raiz Pueraria lobata Ohwi,
conhecida como Gegen na medicina tradicional chinesa (Zhou et al., 2014).

A naringenina, uma flavanona encontrada principalmente em toranjas, mas
também em varias frutas e ervas, demonstrou reduzir significativamente as
transcricdes de agrA e hla na cultura de S. aureus, inibindo a sintese de hemolisina e
protegendo camundongos contra pneumonia induzida por S. aureus (Salehi et al.,
2019; Zhang et al., 2013). Embora os mecanismos moleculares desses compostos
naturais ainda ndo tenham sido completamente elucidados, eles oferecem potenciais
abordagens inovadoras para o desenvolvimento bem-sucedido de terapias anti-

viruléncia para infec¢des por S. aureus (Ahmad-Mansour et al., 2021).

3.3 Oleos essenciais

3.3.1 Coriandrum sativum

Coentro, também conhecido como Coriandrum sativum, é uma planta
aromatica extensivamente utilizada como especiaria nas regiées norte e nordeste do
Brasil. Originaria do Mediterraneo, essa erva herbacea tem aplicacées que abrangem
caule, raiz, folhas, frutos e sementes, tanto secos quanto in natura, além de ser
explorada em usos medicinais. A énfase é direcionada para suas propriedades
nutricionais e farmacéuticas, especialmente nas sementes e no 6leo essencial, que
exibem atividades antioxidantes, antimicrobianas, hipoglicemiantes, anti-
hiperlipidémicas, analgésicas, anti-inflamatdrias, anticonvulsivantes, entre outras.
Portanto, o coentro € considerado uma erva aromatica amplamente pesquisada para

a confirmacéo de seus compostos bioativos (Sakurai et al., 2016).
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Figura 2. Folhas de Coentro

Fonte: (MAHLEYUDDIN, et al., 2021)

O coentro (Coriandrum sativum L) é uma erva anual pertencente a familia
Apiaceae (também conhecida como Umbelliferae). Reconhecido tanto como erva
guanto como especiaria, o coentro é apreciado pelas suas folhas e sementes, que sao
utilizadas como condimento. As sementes de coentro tém uma reputacdo notavel no
ambito da salde, destacando-se como uma das principais especiarias com

propriedades terapéuticas.

Figura 3. Representacdo esquematica dos caules e folhas do coentro.
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Fonte: (DIEDERICHSEN, 1996)

A atividade antibacteriana € creditada a presenca de compostos fendlicos,
carotenoides, taninos, flavonoides, cumarinas, saponinas e terpenos (Sakurai et al.,
2016). O componente chave responsavel por esse potencial € o linalol, classificado
como um monoterpeno alcodlico terciario aciclico de aroma distintivo, com diversas
propriedades quimicas e efeitos bioldgicos. Essa caracteristica justifica a relevancia
do linalol em diversas industrias, incluindo a de cosméticos e fragrancias, assim como
nas areas farmacéutica, de saude e alimenticia, sendo amplamente reconhecido na
medicina popular (Camargo; De Vasconcelos, 2015).

Tradicionalmente, o coentro tem sido referido como um agente antidiabético,
anti-inflamatério, redutor de colesterol (Gray et al., 1999), carminativo, diurético,
estimulante, estomacal, refrigerante, afrodisiaco e analgésico (Chaudhry et al., 2006).
As sementes de coentro sdo conhecidas por seu potencial beneficio a saude,
abrangendo diversas areas.

O 6leo de coentro possui um odor distintivo de linalol, proporcionando um
aroma suave, doce, quente e um sabor aromatico. Essa planta versatil ndo apenas
adiciona sabor a pratos culinarios, mas também tem sido apreciada ao longo do tempo

por suas propriedades medicinais e aromaticas (Rezaei et al., 2015).

Rezaei et al., (2015) testou a atividade antibacteriana do 6leo essencial das
folhas e sementes do coentro. Os valores de CIM do dleo essencial de semente de
coentro foram como segue: E. coli e Salmonella enterica foram 160 pg/mL,
Staphylococcus aureus e Vibrio cholerae, 20 ug/mL e para Yersinia enterocolitica, 80
pug/mL. Além disso, a CBM para as bactérias mencionadas foram 160 pg/mL, 320
pg/mL, 40 pg/mL, 80 pg/mL e 320 pg/mL, respectivamente. Entdo, de acordo com
estes resultados, S. aureus e Vibrio cholerae foram mais sensiveis que outros ao 6leo
essencial. Os niveis de CIM do 6leo das folhas de coentro contra as cepas bacterianas
foram 5 pg/mL, 5 pg/mL, 2,5 pg/mL, 40 pg/mL e 80 pg/mL para S aureus, Vibrio
cholerae, Yersinia enterocolitica, E. Coli e Salmonela, respectivamente. Enquanto
isso, a CBM do 6leo da folha de coentro foi 5 pg/mL, 10 pg/mL, 10 pg/mL, 80 pug/mL

e 80 pg/mL, respectivamente.
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3.3.2 Origanum vulgare

O género Origanum é conhecido por incluir varias espécies de ervas perenes,
muitas das quais séo utilizadas como condimentos ou para fins medicinais. Originarias
das regides Euro-Siberiana e Irano-Siberiana, essas plantas sdo conhecidas por suas

folhas aromaticas e flores geralmente pequenas. (Aligianis et al., 2001).

Figura 4. llustracdo do orégano
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Fonte: (DIOSCORIDES, 1565)

Em virtude de sua extensa gama de propriedades quimicas e olfativas,
Origanum vulgare é extensivamente empregado como matéria-prima na industria
farmacéutica e cosmética, como erva culinaria, agente aromatizante em alimentos,
componente de bebidas alcoodlicas e na producdo de fragrancias picantes para a
perfumaria (Novak et al., 2000; Sivropoulou et al., 1996). Analises demonstram que
as caracteristicas biolégicas de diferentes espécies de Origanum podem divergir com

base na técnica de cultivo, origem, estagio de crescimento e época de coleta da
matéria vegetal (Milos et al., 2000).
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Figura 5. Imagem ilustrativa do Origanum vulgare

Imagem a esquerda: planta com flor. A parte destacada da superficie da folha é detalhada na imagem
do meio (seta vermelha curta). Meio: Tectoria e tricomas glandulares na superficie inferior da folha. A
porcao destacada representa um tricoma secretor, ampliado na imagem a direita (longa seta
vermelha). A direita: Tricoma secretor peltado contendo 6leo essencial.

Fonte: (LOMBREA, et al., 2020)

Origanum vulgare, conhecido como orégano, tem demonstrado possuir uma
variedade de propriedades terapéuticas, tais como analgésicas, antirreumaticas,
antiespasmadicas, antissépticas, estimulantes do apetite, carminativas, desinfetantes,
expectorantes, laxantes, parasiticidas, tdnicas estomacais, hepatoestimulantes,
sudoriferas, entre outros efeitos benéficos. Cortes e feridas infectadas podem
responder positivamente ao seu uso, além de apresentar potenciais beneficios no
tratamento da pediculose (Lavabre, 1992; Matos, 1994; Sellar, 2002).

Os quimiotipos de orégano que séo ricos em carvacrol abrangem a maior
parte da sua variabilidade natural de atividades biol6gicas, o que apresenta uma
ampla gama de aplica¢6es nas industrias alimenticias (Emrahi et al., 2021). Carvacrol
[2-metil-5-(1-metiletil) fenol], um fenol monoterpénico, destaca-se como um dos
principais compostos presentes nos 0leos essenciais produzidos por plantas de
orégano. Esses 6leos exibem atividade antimicrobiana significativa contra patégenos
associados aos alimentos (Miladi et al., 2016). Em um estudo de Cui et al. (2019), foi
observado que as consequéncias antibacterianas da acdo do Oleo essencial de
orégano (OEO) podem ser resumidas da seguinte forma: alteracbes na
permeabilidade da membrana celular e causando danos irreversiveis a membrana;
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inibicdo do metabolismo respiratério; formacdo de quimeras com DNA, sendo o
carvacrol o principal componente do OEO; e redugéo na producao da toxina Panton-
Valentine Leucocidina (PVL) (Hao et al., 2021).

Na pesquisa realizada por Kryvtsova et al., (2020), todas as estirpes de S.
aureus foram sensiveis ao OEO. O estudo mostrou uma diminuicdo no processo de
formacao do biofilme sob a influéncia do OE. E influéncia do OE sobre o biofilme
formado mostrando que o 6leo causa degradacdo do biofiilme em diferentes
concentracfes. O OEO também mostrou propriedades antioxidantes elevadas.

Em um estudo realizado por Fournomiti et al., (2015), o organismo mais
sensivel foi K. oxytoca com CIM de 0,9 ug/mL para o 6leo essencial de orégano. A
segunda cepa mais sensivel foi K. pneumoniae com CIM de 73,5 ug/mL. As cepas de
E. coli estavam entre as mais resistentes a acao antimicrobiana do OE, pois as CIMs

observadas foram acima de 125 pg/mL.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao dos 6leos essenciais

Os Oleos essenciais de C. sativum e O. vulgare foram adquiridos na empresa
dOTERRA, e os respectivos laudos cromatograficos encontram-se anexados a este
trabalho como anexo A e B, respectivamente.

O Oleo essencial de C. sativum, (Aruja, Sao Paulo, Brasil), sendo o
procedimento de sua extracao realizado em outubro de 2023 (lote n°® 2203103BR, Val:
11/25) através do método de hidrodestilacdo em escala industrial. O 6leo essencial
atendeu todas as especificacdes exigidas concernentes a seu controle de qualidade
conforme andlises realizadas pelo fornecedor.

O Oleo essencial de O. vulgare, (Cotia, Sdo Paulo, Brasil), sendo o
procedimento de sua extracdo realizado em outubro de 2023 (lote n® 22323310BR,
Val: 06/26) através do metodo de hidrodestilagdo em escala industrial. O Oleo
essencial atendeu todas as especificacdes exigidas concernentes a seu controle de
gualidade conforme analises realizadas pelo fornecedor.

A cromatografia gasosa realizada pela empresa seguiu 0os parametros citados
a seguir, para ambos os Oleos. As composicOes dos Oleos essenciais foram

analisadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS)
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(QP2010 Ultra, Shimadzu) equipado com uma coluna ZB5 (60 m lenght x 0,25mm
inner diameter x 0,25 pm film thickness). As amostras foram diluidas em diclometano
a 5%. Além disso, 1 uL das amostras foram injetados a um split de 30:1. A temperatura
do injetor foi de 2°C por minuto até atingir 260°C. O hélio foi usado como gas de

arraste a uma vazao de 1,0 mL/min através da coluna.

4.2 Microrganismos

Foram utilizadas 2 cepas de Staphylococcus aureus correspondendo a uma
cepa Staphylococcus aureus resistente a meticilina 6538 e Staphylococcus aureus
ATCC 29213 que se trata de um isolado clinico com a designacdo Wichita e é utilizado
como cepa padrao de controle de qualidade em testes laboratoriais (Amarante et al.,
2019), cedidas pela Colegcdo de microrganismos interna ao Laboratério de Anélises
Microbiologicas (LAM/UFPE). As cepas e suas descricbes estdo demonstradas na
Tabela 1.

Tabela 1: Cepas bacterianas utilizadas nos experimentos.

CEPAS BACTERIANAS GRAM ORIGEM
Staphylococcus aureus + MRSA 6538
Staphylococcus aureus + ATCC 29213

Fonte: elaborado pelo autor (2023)

Legenda = +: Gram-positiva; ATCC: American Type Culture Collection; MRSA: Staphylococcus aureus
resistente & meticilina; LAM/UFPE: Universidade Federal de Pernambuco Departamento de Andlises
Microbiol6gicas

4.3 Reativacao e crescimento das cepas

As cepas que estavam armazenadas a -20°C no glicerol, foram levadas a estufa
a 35°C por +/- 4 horas. Em seguida foram transferidas para tubos de ensaio contendo
Caldo Triptona de Soja e incubadas na estufa a 35°C por 24h. Apés o tempo de
incubacéo, e observado crescimento, as cepas foram semeadas em tubos inclinados
contendo Agar Triptona de Soja e armazenadas a 35°C por 24h. Em seguida,
acondicionadas a temperatura ambiente. Para os testes de disco-difusdo e
microdiluicdo, foram realizados repiques overnight em placas de petri, de acordo com

o0 método indicado pelo “Brcast-eucast documento 11.0 de janeiro de 2023".
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4.4 Padronizacao dos inéculos

Para preparacdo dos in6culos foram utilizadas alcas estéreis para preparar a
suspensao a partir de um crescimento overnight de um meio ndo seletivo. As colonias
foram suspensas em solucdo salina e homogeneizadas até obter uma suspenséao
uniforme. O inoculo foi ajustado de modo a obter turbidez equivalente ao padrdo 0,5
da escala de McFarland, adicionando salina ou mais bactérias. Para medir a turbidez
foi utilizado o espectrofotdmetro ajustado em 625 nandmetros. As amostras com
absorbancia entre 0.09 a 0.11 que equivale a escala 0,5 de McFarland, foram as

escolhidas.

4.5 Determinacgao da atividade antimicrobiana pela técnica disco-difuséo e
POGO

Para a andlise qualitativa da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de
coentro e orégano, realizada no Laboratorio de Analises Microbiolégicas (LAM/UFPE),
foram utilizados dois tipos de teste de screening, a técnica de disco-difusdo e poco.
Foram utilizadas 12 placas contendo 22mL de Agar Mueller Hinton. As placas foram
semeadas com as cepas de S. aureus na escala de 0,5 McFarland, com o auxilio de
um swab. Para o controle negativo, foram utilizadas 2 placas contendo apenas agar
Agar Mueller Hinton. Para o controle positivo, 1 placa semeada com a cepa 6538 e 1
placa com a cepa 29213, e inserido no centro de cada placa, um disco de antibiético
de cefoxitina 30 pg. Para as placas contendo os Oleos essenciais, todas foram
semeadas com as cepas, e divididas ao meio, de forma que de um lado ficasse o0 poco
e do outro o disco de papel. Foram utilizadas 2 placas para a cepa 6538 contendo o
Oleo essencial de coentro, 2 placas para a cepa 6538 contendo o 6leo essencial de
orégano, 2 placas para a cepa 29213 contendo o 6leo essencial de coentro e 2 placas
para a cepa 29213 contendo o Oleo essencial de orégano. Nos pocos foram
adicionados 20 ul de cada 6leo essencial e nos discos de papel também. As placas
foram acondicionadas a 37°C por 24h, para posterior leitura. As regras para realizagéo
da técnica acima foram seguidas a partir do arquivo “Brcast-eucast documento 11.0
de janeiro de 2023”. A leitura das placas foi realizada de acordo com as normas

Brcast-Eucast Verséo 10.0 de janeiro 2023, onde as placas devem estar posicionadas
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sob uma superficie preta, retiradas as tampas e observadas com uma luz de cima

para baixo.

4.6 Preparacado das emulsdes para diluicdo dos 6leos essenciais

Para ser realizada a diluicho dos 6leos essenciais, para o teste de
microdiluicdo, foi necessario a preparacdo de uma emulsdo, visto que Oleos
essenciais sdo lipossoluveis. Desta forma, para o preparo da solucdo estoque foi
adicionado em dois tubos de ensaio estéreis o equivalente a 200.000 ug de cada éleo
essencial, 0,06 mL de Tween 80 como agente emulsificador e quantidade suficiente
para 10 mL de 4gua destilada e estéril. A mistura foi agitada por 5 minutos utilizando
um aparelho do tipo vortex, obtendo uma emulsdo com concentracao final de 20.000
mg/L. (Allegrini et al., 1973)

4.7 Determinacédo da atividade antimicrobiana pela técnica de microdiluicao

A determinacéo da Concentracgéo Inibitéria Minima e Concentracao Bactericida
Minima dos 6leos essenciais foram realizadas pela técnica de microdiluicao, utilizando
placas contendo 96 cavidades com fundo em forma de fundo chato e em triplicata,
segundo as diretrizes do Brcast-eucast contidas no arquivo “documento definitivo
E.DEF. 9.4”, com adaptagdes devido ao fato de ndo existir um documento especifico
para Oleos essenciais e bactérias. O procedimento foi realizado como esta descrito

nas imagens a seguir:
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Logo em seguida as placas foram incubadas na estufa bacteriologica de
crescimento a uma temperatura de 37°C por um periodo de 24 h. A leitura visual foi
executada considerando como Concentracéao Inibitéria Minima a menor concentracao
de 6leo capaz de inibir o crescimento bacteriano, e como Concentracdo Bactericida
Minima, a menor concentracdo de 6leo capaz de eliminar 100% do crescimento
bacteriano. A leitura das placas foi realizada 24 horas apés a incubacéo. Porém,
devido a cor e turbidez dos 6leos essenciais, ndo foi possivel ter certeza de que nos
pocos havia crescimento bacteriano ou auséncia do mesmo. Dessa forma, todos 0s
pocos foram semeados para evitar erros. Ademais, foi realizado o retrocultivo de todos
0S pocos em placa de petri para comparagdo com o0 controle positivo e posterior
confirmacédo da CIM e CBM.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Elucidacado e comparacao do espectro dos 6leos a partir da CG-EM

Para elucidacao e comparacao dos 0leos foi utilizada a CG-EM disponibilizada
pela empresa, (Anexos A e B). Para o 6leo essencial de coentro foram reconhecidos
nove compostos, sendo como majoritarios o 2-trans-decenal (29.66%), Linalol
(17,70%), 2-trans-decene-1-ol (15.61%), 2-trans-dodecenal (7.78%), N-decanal
(5.97%), N-decanol (4.57%),10-trans-tetradeceneol (3.81%), Cis-B-undecenal
(1.64%) e Alpha-pinene (1.31%).

O trans-2-decenal € um aldeido de cadeia longa que as plantas produzem por
meio da quebra enzimética de hemiacetais. Ele compartilha propriedades comuns
com outros aldeidos C6, alcoois C6 e seus derivados acetilados (Lee et al., 2007;
Hirao et al., 2012). Os compostos volateis presentes nas folhas verdes sao liberados
alguns segundos ap0s danos causados por corte, ruptura, ataques de herbivoros,
patégenos e insetos ("Green leaf volatiles: hydroperoxide lyase pathway of oxylipin
metabolism"”, 2006).
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Figura 7. Molécula do trans-2-decenal

trans-2-Decenal [05.191]

Fonte: (FEEDAP, 2019).

Esses compostos demonstram uma atividade antimicrobiana significativa
contra uma variedade de fungos e cepas bacterianas (Kishimoto et al., 2008;
Nakamura; Hatanaka, 2002). No entanto, observou-se que a atividade bacteriostatica
desses compostos volateis, especialmente aldeidos, € mais pronunciada em bactérias
Gram-positivas do que em Gram-negativas (Nakamura; Hatanaka, 2002).

A efetividade antibacteriana dos aldeidos parece estar intimamente ligada a
presencga da ligacdo dupla a, B. Entre as bactérias Gram-positivas, R. flavefaciens
mostrou ser a mais suscetivel, sendo inibida pelo uso de concentragdes de 250 ug/mL
de trans-2-decenal. Além disso, os aldeidos de cadeia mais longa T2N e T2D (trans-
2-decenal) também demonstraram eficacia contra alguns microrganismos Gram-
positivos. Interessantemente, o T2D foi identificado como o Unico composto que exibiu
atividade antibacteriana contra S. bovis neste estudo (Demirtas et al., 2019).

Linalol é reconhecido como uma das substancias mais significativas na
industria farmacéutica e de cosméticos, sendo amplamente empregado como fixador
de fragrancias. Cerca de 70% dos compostos fabricados por essas industrias contém
Linalol em sua composicao, e os produtos e perfumes mais sofisticados optam por
utilizar exclusivamente o Linalol natural (Rosa et al., 2003).

Quando testado em dor neuropatica, provocada pela ligadura do nervo
periférico, o linalol demonstrou uma reducdo temporaria na dor mecéanica apos ser
administrado por sete dias consecutivos (Peana et al., 2004). Além disso, com efeito
anestésico local, ele inibiu neurbnios do sistema nervoso central e sensorial,
diminuindo a eficacia na transmissdo do impulso nervoso e na liberacdo de
acetilcolina. Isso sugere gue o linalol atua nos canais dependentes de voltagem, como
sédio, calcio e potassio, na juncdo neuromuscular. Outros efeitos também foram

atribuidos ao linalol, como atividade antileishmaniose (Camargo; De Vasconcelos,
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2015) e propriedades antimicrobianas (Alviano et al., 2005), o que sugere sua utilidade
no combate aos micro-organismos causadores de infec¢gdes hospitalares.
Microrganismos orais analisados por Alviano et al. (2005), em amostras de
saliva humana, mostram que o Linalol inibiu todos os microrganismos testados,
Candida albicans, Lactobacillus casei, Staphylococcus aureus, Streptococcus
sobrinus, Porphyromonas gingivalis e suspensdes de células de Streptococcus
mutans, com perfil de inibicdo semelhante a droga padréo, a clorexidina. A exposi¢ao
da placa de petri com culturas microbianas revelou que as areas de crescimento e
inibicdo de fungos e bactérias foram claramente distintas. A Unica regido em que as
células fungicas foram incapazes de crescer foi na regido do Linalol, sugerindo sua
aplicacao clinica no tratamento oral da candidiase (Alviano et al., 2005). Linalol
apresenta bons efeitos antimicrobianos, por um mecanismo gque pode ser atribuido a
desnaturacdo das proteinas ou desidratacdo sobre as células vegetativas. Foi
possivel ainda averiguar um efeito inibitério mais potente sobre as bactérias Gram

positivas do que contra as Gram-negativas (Sokovi¢ et al., 2010).

Figura 8. Estrutura quimica do linalol, componente do 6leo essencial de coentro

(L1) OH

Linalool

Fonte: (SILVA, 2023).

No oleo essencial de orégano, foi identificado a presenca de dez compostos,
sendo o Carvacrol (69.99%), Linalol (5.70%), Gamma-terpinene (5.03%), Para-
cymene (3.97%), Beta-bisabolene (2.04%), Thymol (1.55%), Myrcene (1.44%), Alpha-
terpinene (1.35%), Beta-caryophyllene (1.30%), Bomeol (1.19%).
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Figura 9. Estrutura quimica dos principais componentes do 6leo essencial de orégano

70

5 6 7

Estruturas quimicas dos principais constituintes do 6leo essencial de Origanum vulgare: (1) Carvacrol,
(2) Timol, (3) Linalol, (4) y-Terpineno, (5) p-Cimeno, (6) B-cariofileno, (7) Germacreno D.
Fonte: (LOMBREA, et al., 2020)

O carvacrol é um composto fendlico monoterpénico prevalente em diversas
plantas aromaéticas, incluindo espécies pertencentes a familia Labiatae, como
Satureja, Thymbra, Thymus, Origanum e Corydothymus. Ele € comumente utilizado
como agente aromatizante em alimentos (D’Antuono et al., 2000; Kintzios 2002; De
Vincenzi et al., 2004; Sokmen et al., 2004). A fonte organica mais abundante é o
Origanum, no qual pode ser encontrado em concentragdes de até 75% (D’Antuono et
al., 2000; De Vincenzi et al., 2004; Kintzios, 2002; Sokmen et al., 2004).

O grupo hidroxila presente no carvacrol desempenha uma funcao essencial
na atividade antibacteriana deste composto fitoquimico. De fato, o carvacrol interage
com os lipidios que compdem a bicamada da membrana citoplasmatica bacteriana,
devido a sua natureza hidrofobica. Ele se posiciona entre as cadeias de acidos graxos,
promovendo a expansao e desestabilizagdo da estrutura da membrana. Isso resulta
no aumento da fluidez e permeabilidade da membrana para protons e ions (Marchese
et al., 2018).

A perda do gradiente ibnico resulta na morte das células bacterianas

(Ciandrini et al., 2014). Os acidos graxos insaturados desempenham um papel
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fundamental na resposta a diversos tipos de estresse, como variacbes de
temperatura, estresse oxidativo, entre outros.

Wang et al. (2016) investigaram especificamente os efeitos do carvacrol nos
acidos graxos da membrana de células de Staphylococcus aureus. Os pesquisadores
observaram que a proporcao de acidos graxos ndo ramificados em relagdo aos 4cidos
graxos de cadeia ramificada aumentou com o aumento da concentragao de carvacrol.
Além disso, Ben Arfa et al. (2006) demonstraram que, além da propriedade hidrofébica
que facilita a acumulacédo de compostos na membrana, a funcao hidroxila é essencial
para o efeito antibacteriano do carvacrol.

Nos ultimos cinco anos, diversos estudos tém sido conduzidos para investigar
a capacidade do carvacrol de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus, incluindo
cepas sensiveis (MSSA) e resistentes (MRSA) a meticilina, bem como Estafilococos
Coagulase-Negativa (CoNS).

Ait-Ouazou et al., (2011) realizaram uma avaliacédo da atividade do carvacrol
e de outros constituintes do 6leo essencial (p-cimeno, linalol (LIN), terpineol-4-ol e
acetato de a-terpinila) contra Staphylococcus aureus ATCC 6538 utilizando um ensaio
de difusdo em disco. Neste estudo, o carvacrol demonstrou a melhor capacidade
inibitéria em comparacao com os outros hidrocarbonetos e monoterpenos oxigenados,

apresentando uma zona de inibi¢ao (1Z) de 59,5 = 3,3 mm.

5.2 Atividade antimicrobiana a partir do teste de disco-difusdo e poco

No controle positivo, sendo utilizada como antimicrobiano a cefoxitina 30 pg, foi
observado crescimento bacteriano de ambas as cepas e halo de 13mm para a cepa
29213 (Figura 11a) e halo de 16mm para a cepa 6538 (Figura 11b).

Figura 10. Teste da atividade antimicrobiana, segundo a técnica de disco-difuséo -
Controle positivo — Figura 11a — S. aureus 29213, halo de 13mm; Figura 11b — S.

aureus 6538, halo de 16mm.
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Nas placas contendo o 6leo essencial de orégano na placa A da figura 12 ndo
foi possivel realizar a medicao do halo (cepa 6538). A placa B da figura 12 mostrou
um halo de 20mm no poco e halo de 30mm no papel disco (cepa 29213). Dessa forma
podemos concluir que no teste de disco-difusdo e poco o 6leo essencial de orégano
foi mais efetivo contra a cepa S. aureus MRSA 6538 do que a cepa S. aureus 29213.

Figura 11. Teste da atividade antimicrobiana segundo a técnica de disco-difusdo e
poco - Oleo essencial de orégano - Figura 12a — S. aureus 6538; Figura 12b — S.

aureus 29213, halo de 20mm no pog¢o e 30mm no papel disco.

Nas placas contendo o 6leo essencial de coentro os resultados foram ainda

mais promissores. Na placa A da figura 13 nao foi visualizado crescimento bacteriano
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(cepa 6538), ou seja, 0 6leo essencial de coentro obteve uma eficacia tao elevada,
que nao foi possivel o crescimento da cepa S. aureus MRSA 6538. O mesmo
aconteceu na placa B da figura 13, também ndo houve crescimento bacteriano da
cepa 29213.

Dessa forma, observamos que o 6leo essencial de coentro foi mais potente do
que o Oleo essencial de orégano frente as cepas testadas, inclusive frente a cepa de
S. aureus de fenétipo MRSA 6538.

Figura 12. Teste da atividade antimicrobiana segundo a técnica de disco-difusdo e
poco - Oleo essencial de coentro - Figura 13a — S. aureus 6538; Figura 13b — S. aureus
29213.

5.3 Concentracéo bactericida minima e concentracdo inibitéria minima

Com base nos resultados apresentados na tabela 2, é possivel observar que o
0leo essencial de coentro teve a mesma eficacia na inibicdo das cepas de MRSA 6538
e S. aureus 29213, tendo como Concentragdo Inibitéria Minima 208 mg/L. No entanto
0 6leo essencial de orégano foi mais efetivo em sua Concentracao Inibitéria Minima
contra a cepa S. aureus 29213, apresentando uma concentracédo de 208 mg/L e de
416 mg/L para a cepa MRSA 6538.

Para a Concentracdo Bactericida Minima, o 6leo essencial de coentro, assim
como na CIM, obteve a mesma eficacia contra as duas cepas testadas, a



45

concentragédo de 416 mg/L. Do mesmo modo da CIM, o 6leo essencial de orégano
apresentou uma CBM mais efetiva contra a cepa 29213, na concentracao de 416 mg/L
e 833 mg/L para a cepa MRSA 6538.

Tabela 2: Resultados dos testes de Concentragdo Inibitéria minima e Concentracao
Bactericida Minima (CBM), dos 6leos essenciais de coentro e orégano frente a cepas
de S. aureus 6538 e 29213, expressos em mg/L.

Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
Isolados MRSA 6538 ATCC 29213

Oleo Essencial de Coentro Oleo Essencial de Coentro
CIM 208 mg/L 208 mg/L
CBM 416 mg/L 416 mg/L
Faixa 39-20.000 mg/L 39-20.000 mg/L

Oleo Essencial de Orégano Oleo Essencial de Orégano
CIM 416 mg/L 208 mg/L
CBM 833 mg/L 416 mg/L
Faixa 39-20.000 mg/L 39-20.000 mg/L

Legenda: (CIM): Concentracdo Inibitéria Minima; (CBM): Concentracdo Bactericida Minima; (mg/L):
miligrama/litro; (MRSA): Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Fonte: dados da pesquisa (2023).

No estudo de Hao et al., (2021) o 6leo essencial de orégano (OEO) foi capaz
de alterar a permeabilidade da membrana celular, causando danos irreversiveis a
membrana; inibicdo do metabolismo respiratério; formagdo de quimeras com DNA,
sendo o carvacrol o principal componente do OEO; e reducéo na producédo da toxina
Panton-Valentine Leucocidina (PVL).

Na pesquisa realizada por Kryvtsova et al., (2020), o estudo mostrou uma
diminuicdo no processo de formacao do biofilme sob a influéncia do OE. E influéncia
do OE sobre o biofilme formado mostrando que o 6leo causa degradacao do biofilme
em diferentes concentracdes. O O6leo essencial de orégano também mostrou

propriedades antioxidantes elevadas.
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Observa-se uma justificativa para a acao antimicrobiana do 6leo essencial
de coentro devido a sua natureza de compostos hidrofébicos, que podem
desempenhar sua funcé&o antimicrobiana desorganizando ou rompendo a membrana
dos microrganismos. Além disso, ha outras acdes que envolvem a granulacdo
citoplasmatica intra e extracelular (Sokovic et al., 2010). Assim, € possivel que o 6leo
essencial de coentro e seus fitoconstituintes tenham atuado por meio desses
mecanismos, pois foram capazes de exercer efeitos bactericidas e/ou bacteriostaticos
sobre S. aureus, mesmo sem provocar altera¢des na capsula.

Conforme mencionado por Camargo e Vasconcelos (2015), o Linalol
demonstra eficdcia antimicrobiana devido a um mecanismo que envolve a
desnaturacdo de proteinas ou a desidratacdo das células vegetativas. Este efeito
inibitério € mais pronunciado em bactérias Gram-positivas do que em Gram-negativas.
Essas descobertas corroboram com os resultados deste estudo.

O oleo essencial de coentro e seus fitoconstituintes, como o Linalol,
emergem Como uma nova e promissora alternativa para pesquisadores que buscam
identificar substancias com potencial antibacteriano. Essa perspectiva instiga a
realizacdo de estudos mais aprofundados sobre os mecanismos de a¢ao e toxicidade
associados a essas substancias (Camargo; De Vasconcelos, 2015).

O trans-2-decenal, um dos compostos do 6leo essencial de coentro, é um
aldeido de cadeia longa que as plantas produzem por meio da quebra enzimética de
hemiacetais (Lee et al., 2007; Hirao et al., 2012). No entanto, observou-se que a
atividade bacteriostatica desses compostos volateis, especialmente aldeidos, é mais
pronunciada em bactérias Gram-positivas do que em Gram-negativas (Nakamura,
Hatanaka, 2002). A efetividade antibacteriana dos aldeidos parece estar intimamente
ligada a presenca da ligacao dupla a, B.

Com o intuito de buscar terapias alternativas, o estudo conduzido por
Albuquergue et al. (2023) investigou a atividade antimicrobiana de 20 6leos essenciais
contra cepas clinicas de Staphylococcus aureus. Dentre esses, foram selecionados
cinco 6leos com atividades notaveis, os quais foram avaliados quanto as suas
concentracdes inibitérias minimas (CIM) em meio de cultura e leite, bem como sua
citotoxicidade contra células mamarias bovinas (MAC-T), propriedades antiadesivas e
interacdes com a cefoperazona. Os resultados revelaram que os 6leos permaneceram
ativos no leite, ndo apresentaram citotoxicidade e, em algumas concentracoes,

estimularam o crescimento das células MAC-T, sugerindo potencial terapéutico.
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Ademais, concentracfes subinibitorias de Coriandrum sativum, Origanum vulgare,
Syzygium Aromamicum e Thymus vulgaris reduziram a formacao de biofilme em pelo
menos 80%. Diversas combinacfes de 0leo e cefoperazona exibiram interacao
aditiva, sendo que O. vulgare e C. sativum demonstraram resultados particularmente
promissores. Formulacdes foram desenvolvidas para serem empregadas como
solugdes profilaticas pos-dipping em ambiente de campo, contendo diferentes
concentracbes (1% ou 3%) dos Oleos ativos, isoladamente ou em combinacéo,
juntamente com 3% de glicerina, 1% de Tween 80 e agua. Essas formulacdes
demonstraram forte atividade antimicrobiana no leite e propriedades antiadesivas
aprimoradas, especialmente quando dois 6leos foram combinados na férmula,
indicando potenciais aplica¢des biotecnoldgicas e terapéuticas.

Guo et al. (2021a) descreveram as propriedades bioativas do linalol frente a
bactéria Shewanella putrefaciens contaminante de alimentos, especialmente frutos do
mar. Os autores realizaram testes moleculares, metaboldomicos e avaliacdes
estruturais a partir de fluorescéncia e comprovaram o mecanismo de acao deste
composto, 0 qual causou danos de parede celular irreversiveis, com reducdo de
potencial de membrana plasmatica e extravasamento de conteudo citoplasmatico,
além da inativagéo de enzimas vitais ao metabolismo da bactéria. Apesar dos autores
nao terem trabalhado com cepas de Staphylococcus aureus, tais constatacfes apoiam
nossos resultados quanto a atividade bactericida exercida pelo éleo essencial de
coentro. Ainda, de forma bastante promissora, os dados aqui reportados apontam
para novas pesquisas com este produto, o qual foi capaz de reverter a resisténcia da
cepa clinica S. aureus MRSA 6538.

Seguindo a mesma linha de pesquisa, Guo et al. (2021b), apdOs testes
realizados frente Pseudomonas fluorescens, bactéria Gram-negativa nao
fermentadora, revelaram que linalol teve forte acéo bactericida a partir de mecanismos
gue atuaram via dano membranar, perturbacdes nos mecanismos de bioenergética
bacteriana e fungGes celulares, demonstrando assim efetividade bactericida. Nestes
trabalhos, este grupo de pesquisa reporta a finalidade de uso como conservantes
industriais de alimentos, porém mais estudos devem ser estimulados para sugerir uso

alternativo como antimicrobiano de aplicagéo clinica.
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6.CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que o 6leo essencial de coentro
e orégano apresentaram atividade antimicrobiana, com concentracdes inibitorias
minimas (CIM) e concentragBes bactericidas minimas (CBM) significativas contra
diferentes cepas bacterianas, inclusive a cepa MRSA. Isso sugere que os Oleos
podem ser eficazes no combate a infec¢des bacterianas.

No entanto, & importante ressaltar que mais estudos sdo necessarios para
investigagcBes adicionais sobre 0 mecanismo de acdo antimicrobiana dos 6leos, sua
toxicidade e sua atividade em diferentes concentragbes e contra outros
microrganismos podem fornecer informagdes valiosas para seu desenvolvimento e
aplicacao.

Em resumo, os resultados deste estudo destacam o potencial antimicrobiano
do Oleo essencial de Coriandrum sativum e Origanum vulgare. O uso de ingredientes
naturais com propriedades antimicrobianas pode oferecer uma alternativa promissora

no tratamento de bactérias multirresistentes.
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ANEXO A - Perfil analitico do 6leo essencial de Coriandrum sativum

Aromatic Plant Research Center

We provide uncompromising
quality control for your products.

Custamer : doTERRA Intermational

Lot Number 13212380

Date Filled : 06/24/2021

Column : ZB5 (60 m length » 0.25 mm inner diameter » 0.25 pm film thickness)
Instrument : Shimadzy GCMS-QP2010 Ulira

Carrier gas : Helium 80 psi

Temperatura ramp 2 degrees celsius per minute up to 260-degrees celsius

Split ratio 130

Sample preparation | 5%w/y solution with Dichloromethane,

Comments:
Tha analysis of this Cilantro lot revealad no contaminants or adultaration.
The sample meets the expected chemical profile for authentic essential cils of Coriandrum sativum.

Analysied by : Ambika Poudel
Reviewed by : Dr. Prabodh Satyal
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Custemer : JoTERRA International
Lot Number : 3212380
Date Filled : 08/24/2021

Chromatogram
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ANEXO B - Perfil analitico do 0leo essencial de Origanum vulgare

Aromatic Plant Research Center

We provide uncompromising
quality control for your products.

Customer : doTERRA Intemational

Lot Number 122323310

Date Filled :08/21/2023

Column :ZB5 (60 m length x 0.25 mm inner diameter X 0.25 pm film thickness)
Instrument : Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra

Carrier gas : Helium 80 psi

Temperature ramp  : 2 degrees celsius per minute up to 260-degrees celsius

Split ratio : 30:1

Sample preparation : 5%w/v solution with Dichloromethane.

Comments:
The analysis of this Oregano lot revealed no contaminants or adulteration.
The sample meets the expected chemical profile for authentic essential oils of Origanum vulgare.

Analysied by : Ambika Poudel
Reviewed by :Dr. Prabodh Satyal

© Copyright 2023 Aromatic Plant Research Center. All rights reserved. Any publishing, copying, use, dissemination, or distribution of this report,
including online, without the express written permission of Aromatic Plant Research Center is strictly prohibited.
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Oregano Essential Oil

Customer : doTERRA International
Lot Number :22323310

Date Filled :08/21/2023
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Chromatogram
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Aromatic Plant Research Center

230 N 1200 E STE 100
Lehi, UT 84043

APRC

www .aromaticplant.org Aromauc prant Kesearch Contar
Peak Report

Peak# RTime Name Area%
1 5.877 Methyl alpha-methyl butyrate 0.04
2 176 alpha-Thujene 0.44
3 .550 alpha-Pinene 0.62
4 .381 Camph 0.28
5 13.865 beta-Pinene 0.09
6 13.956 1-Octen-3-ol 0.11
7 14.498 Myrcene 1.44
8 15.472 alpha-Phellandrene 0.22
9 16.611 delta-8-Carene 0.08
10 16.119 alpha-Terpinene 1.35
11 16.620 para-Cymene 3.97
12 16.863 Limonene 0.21
13 16.950 beta-Phellandrene 0.21
14 17.000 1,8-Cineole 0.03
15 17.268 cis-beta-Ocimene 0.03
16 17.914 trans-beta-Ocimene 0.06
17 18.713 gamma-Terpinene 5.03
18 19.409 cis-Sabinene hydrate 0.23
19 20.386 Terpinolene 0.18
20 0.701 para-Cymenene 0.03
21 1.459 Linalool 5.70
22 1.600 Hotrienol 0.08
23 22.982 cis-para-Menth-2-en-1-ol 0.03
24 23.133 alpha-Campholenal 0.03
25 26.159 Bomeol 1:19
26 26.764 Terpinen-4-ol 0.83
27 28.094 alpha-Terpineol 0.07
28 30.693 Carvacrol methyl ether 0.12
29 31.764 Carvone 0.22
30 33.320 Carvenone 0.05
4.248 Thymol 1.656

5.408 Carvacrol 69.99
5.957 Methyl non-8-enoate 0.10
34 6.413 tert-Butyl-para-benzoquinone 0.04
35 38.227 Eugenol 0.02
36 38.695 Neryl acetate 0.02
37 39.057 Carvacrol acetate 0.15
38 39.698 alpha-Copaene 0.02
39 39.951 Geranyl acetate 0.04
40 40.208 beta-Bourbonene 0.03
41 41.351 Methy| eugenol 0.05
42 42.472 beta-Caryophyllene 1.30
43 43.341 trans-alpha-Bergamotene 0.05
44 43.641 Aromadendrene 0.23
45 44.677 alpha-Humul 0.05
46 44.952 allo-Aromadendrene 0.02
47 45.915 trans-Cadina-1(6) 4-diene 0.02
48 46.900 Viridiflorene 0.12
49 47.991 beta-Bisabolene 2.04
50 48.242 gamma-Cadinene 0.14
51 48.561 delta-Cadinene 0.07
52 48.899 beta-Sesquiphellandrene 0.02
53 49.892 trans-alpha-Bisabolene 0.08
54 51.971 Spathulenol 0.16
55 52.258 Caryophyllene oxide 0.33
56 54.191 1,10-Di-epi-cubenol 0.02
57 55.720 epi-alpha-Cadinol 0.17
58 56.462 alpha-Cadinol 0.03
59 68.995 Oregano sesquiterpenoid 1 0.03
60 70.211 Oregano sesquiterpenoid 2 0.16

100.00
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