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Resumo

A elevada prevaléncia de microrganismos resistentes aos antimicrobianos comumente utilizados na pratica clinica tem
impactado os servigos de sadde devido a reducéo das opgdes de tratamento para os pacientes. Dessa forma, pesquisas
envolvendo a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais (OE) tem sido realizadas como possiveis alternativas
terapéuticas. O objetivo deste trabalho foi revisar a literatura e determinar experimentalmente a atividade
antimicrobiana dos OE de Mentha piperita e Citrus limon frente aos patégenos Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. A busca bibliogréfica e a sele¢do de artigos cientificos foram
realizadas nas bases de dados Pubmed, Biblioteca Virtual em Salde e Scielo, adaptando-se 0s indexadores para cada
base. Foram selecionados artigos completos, de acesso livre e publicados entre 2016 e 2022. A atividade
antimicrobiana foi avaliada a partir microrganismos referéncia através do método de disco-difusdo em égar conforme
metodologias preconizadas pelo CLSI e BrCAST. A pesquisa bibliogréfica resultou em 533 artigos, dos quais foram
selecionados 25 para a analise. A avaliacdo do OE de M. piperita demonstrou atividade contra E. coli, S. aureus e C.
albicans e 0 OE de C.limon apresentou atividade para C. albicans. Nenhum dos OE testados apresentou atividade
contra P. aeruginosa. Os dados deste trabalho destacam o potencial destes OE frente a patdgenos importantes para a
salde humana e sugere a necessidade de novos estudos frente a outros patdgenos emergentes para a satde publica,
além de melhor compreender a sua aplicabilidade como alternativa natural e segura para o controle das infecges
bacterianas e flingicas.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana; Oleo essencial; Mentha piperita; Citrus limon.

Abstract

The high prevalence of microorganisms resistant to antimicrobials commonly used in clinical practice has impacted
healthcare services due to a reduction in treatment options for patients. Thus, research involving the antimicrobial
activity of essential oils (EO) was carried out as possible therapeutic alternatives. The objective of this work was to
review the literature and experimentally determine the antimicrobial activity of Mentha piperita and Citrus limon EO
against the pathogens Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans. The
bibliographic search and selection of scientific articles were carried out in the Pubmed, Virtual Health Library and
Scielo databases, adapting the indexers for each database. Complete, open access articles published between 2016 and
2022 were selected. Antimicrobial activity was evaluated from reference microorganisms using the agar disk diffusion
method according to methodologies recommended by CLSI and BrCAST. The bibliographic research searched for
533 articles, of which 25 were selected for analysis. The evaluation of the EO from M. piperita showed activity
against E. coli, S. aureus and C. albicans and the EO from C.limon showed activity against C. albicans. None of the
EO tested showed activity against P. aeruginosa. The data from this work highlight the potential of these EOs against
pathogens important to human health and suggest the need for new studies against other emerging pathogens for
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public health, in addition to better understanding their applicability as a natural and safe alternative for controlling
infections. bacterial and fungal.
Keywords: Antimicrobial activity; Volatile oils; Mentha piperita; Citrus limon.

Resumen

La alta prevalencia de microorganismos resistentes a los antimicrobianos cominmente utilizados en la préactica clinica
ha impactado los servicios de salud debido a una reduccidn en las opciones de tratamiento para los pacientes. Asi, se
Ilevaron a cabo investigaciones que involucran la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales (AE) como
posibles alternativas terapéuticas. El objetivo de este trabajo fue revisar la literatura y determinar experimentalmente
la actividad antimicrobiana de los AE Mentha piperita y Citrus limon contra los patégenos Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans. La bisqueda bibliografica y seleccién de articulos
cientificos se realizé en las bases de datos Pubmed, Biblioteca Virtual en Salud y Scielo, adaptando los indexadores
para cada base de datos. Se seleccionaron articulos completos y de acceso abierto publicados entre 2016 y 2022. La
actividad antimicrobiana se evalu6 a partir de microorganismos de referencia mediante el método de difusion en disco
de agar segun las metodologias recomendadas por CLSI y BrCAST. La investigaciéon bibliografica buscé 533
articulos, de los cuales 25 fueron seleccionados para el analisis. La evaluacién del AE de M. piperita mostro actividad
contra E. coli, S. aureus y C. albicans y el AE de C. limon mostr6 actividad contra C. albicans. Ninguno de los AE
probados mostrd actividad contra P. aeruginosa. Los datos de este trabajo resaltan el potencial de estos AE contra
patdégenos importantes para la salud humana y sugieren la necesidad de nuevos estudios contra otros patégenos
emergentes para la salud publica, ademas de comprender mejor su aplicabilidad como una alternativa natural y segura
para el control de infecciones bacterianas. y hongos.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana; Aceites volatiles; Mentha piperita; Citricos de limén.

1. Introducéo

A descoberta da penicilina por Alexander Fleming, na década de 1920, revolucionou o tratamento de infe¢des, o que
promoveu grandes avangos no cuidado em saide (Huemer et al., 2020). Contudo, a prescri¢do inapropriada e em larga escala
de antimicrobianos, a disseminacdo de infeccGes hospitalares para as comunidades, assim como o uso disseminado na
agricultura e em animais, resultaram na elevada prevaléncia e incidéncia de resisténcia a quase todos os antimicrobianos
utilizados na prética clinica, incluindo colistina (polimixina E) (Dhingra et al., 2020; Vale et al., [s.d.]; WHO, 2021).

Ainda na década de 1940, foram identificadas varias bactérias com resisténcia adquirida, como por exemplo,
Staphylococcus aureus, e, atualmente, observa-se que as bactérias Gram-negativas tem se destacado pelo elevado perfil de
resisténcia aos antimicrobianos, sendo classificadas como MDR, XDR e PDR, as quais impactam o tratamento de diversas
infecbes comuns, como diarreia, infec¢des do trato urindrio, sepse e infecgdes sexualmente transmissiveis (Dhingra et al.,
2020; WHO, 2021). O padrdo multidroga resistente (MDR) foi demarcado como resisténcia a pelo menos um agente em trés
ou mais classes antimicrobianas, extensivamente resistente a medicamentos (XDR) foi delineado como néo sensibilidade a
pelo menos um agente em todos 0s grupos antimicrobianos, exceto dois ou menos (ou seja, isolados bacterianos permanecem
suscetivel a apenas uma ou duas categorias) e pan-resistente a medicamentos (PDR) foi descrito como resisténcia a todos 0s
medicamentos em todas as classifica¢des antimicrobianas (Magiorakos et al., 2020).

O surgimento e alta incidéncia de resisténcia antimicrobiana (AMR), devido aos diferentes mecanismos de
resisténcias desenvolvidos pelos microrganismos, resultam muitas vezes em desfechos negativos para os setores de salde,
como o prolongamento do tratamento e a gravidade da doenca, falhas no tratamento, maior suscetibilidade a infeccdes em
pacientes submetidos a cirurgias e aumento nas taxas de mortalidade e custos (Pulingam et al., 2022).

Em 2014 foram reportadas 700.000 mortes decorrentes de AMR, sendo estimado que até 2050 ocorram de 11 a 44
milhdes de ébitos, além de custos que podem variar de 300 bilhdes a um trilhdo de délares. Essa problemaética resulta em
grandes desafios e preocupac@es quanto aos cuidados de satde da populacdo (Pulingam et al., 2022).

Os principais microrganismos resistentes envolvidos nas infec¢fes bacterianas sdo Enterococcus spp, S. aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp (Pulingam et al., 2022). Em

2019, Escherichia coli, S. aureus, K pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, A. baumannii, e P. aeruginosa foram os seis
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patdgenos responsaveis pelo maior nimero de mortes associadas a AMR, cuja estimativa, baseada em modelo preditivo,
evidencia mais de 250.000 mortes causadas por cada uma dessas bactérias, em decorréncia de mecanismos de resisténcia
(Murray et al., 2022). No Brasil, foi descrita elevada prevaléncia de cepas resistentes a antibioticoterapia para os patégenos E.
coli, S. aureus, K. pneumoniae, e Acinetobacter spp (Pulingam et al., 2022).

Os principais fungos associados as infec¢des oportunistas sdo os dos géneros Candida, Aspergillus e Cryptococcus,
dos quais, espécies de Candida spp. correspondem a maioria dos casos de origem nosocomial. Estima-se que 150 milhdes de
pessoas sdo infectadas e que 1,5 milhdo evoluam a 6bito anualmente. Estes casos tém emergido em individuos com condices
de salde subjacentes ou imunossuprimidos (Ben-Ami & Kontoyiannis, 2021; Perlin et al., 2017; Revie et al., 2018). Além
disso, o surgimento de Candida auris resistente aos atuais antiflingicos, especialmente a classe dos az6is, decorrente do uso
clinico e na agricultura de forma disseminada e descontrolada, tem se tornado um problema global (Ben-Ami & Kontoyiannis,
2021; Revie et al., 2018).

Apesar da prevaléncia de AMR e microrganismos MDR, as pesquisas voltadas para investigacdo e desenvolvimento
de novas drogas para o tratamento de infec¢fes, ndo tem acompanhado o surgimento de resisténcia as drogas atuais (Vale et
al., [s.d.]). Assim, as pesquisas envolvendo compostos bioativos de extratos e dleos essenciais de plantas, especialmente
metabdlitos secundarios, tem ganhado destaque como possiveis novas terapias antimicrobianas, assim como alternativas aos
tratamentos atuais (Chassagne et al., 2021; Mulat et al., 2019; Oliveira Pereira da Silva & Maria da Rocha Nogueira, 2021).
Nesse contexto, alguns bioativos tém demonstrado potencial atividade antimicrobiana, a exemplo dos metabdlitos secundarios
obtidos do 6leo essencial de Zingiber officinale, os quais demonstraram significante atividade antibacteriana contra 18
patdgenos resistentes, sendo maior a eficicia contra patégenos Gram-negativos MDR, tais como K. pneumoniae e Serratia
marcescens resistentes a polimixina e carbapenémicos (Vaz et al., 2022).

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais (OE) de Mentha piperita e Citrus limon, popularmente conhecidas
como horteld-pimenta e liméo siciliano respectivamente, tem sido investigada em alguns estudos nas Ultimas décadas
(Mahendran & Rahman, 2020). Estudos com OE de M. piperita demonstraram atividade contra algumas espécies de bactérias
como Klebsiella spp., S. aureus, Staphylococcus epidermidis, Salmonella enteritidis, E. coli, P. aeruginosa, e Streptococcus
pyogenes, contra Candida albicans e outras espécies de fungos (Mahendran & Rahman, 2020; Singh et al., 2015). Pesquisas
sobre o potencial antimicrobiano do OE de C.limon e de outras espécies do género Citrus demonstram propriedades
antimicrobianas das quais se evidenciou a inibicdo do crescimento de cepas de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa (Asker et al.,
2020; Pires & Piccoli, 2012; Saeb et al., 2016).

Dessa forma, este estudo teve como objetivos revisar a literatura e determinar o potencial da atividade antimicrobiana
dos oleos essenciais de M. piperita e C.limon frente aos patégenos Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa e Candida albicans.

2. Metodologia
Desenho do estudo

A pesquisa trata-se de uma revisdo sistemdtica da literatura aliada a um estudo experimental com abordagem
quantitativa da acéo antimicrobiana de 6leos essenciais frente a cepas bacterianas de referéncia ATCC (American Type Culture

Collection).

Revisdo sistemética
Conforme definicdo de De-La-Torre-Ugarte-Guanilo, Takahashi e Bertolozzi (2011, p.1261), a revisdo sistematica é

"uma metodologia rigorosa proposta para: identificar os estudos sobre um tema em questdo, aplicando métodos explicitos e
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sistematizados de busca; avaliar a qualidade e validade desses estudos, assim como sua aplicabilidade". Com base nesta
premissa, a revisdo sistematica figura como método Util - embora ainda pouco explorado para as ciéncias do movimento
humano, oferecendo capacidade de sintese e novos direcionamentos (Gomes & Caminha, 2014). Dessa forma, para a selecdo
de artigos cientificos foram utilizadas as bases de dados Pubmed, Biblioteca Virtual em Salde (BVS) e Scielo, foram incluidos
artigos originais nacionais e internacionais, nos idiomas portugués, espanhol e inglés, disponiveis online em texto completo, de
acesso livre e publicados entre janeiro de 2016 e dezembro de 2022. Foram utilizados os descritores “6leos essenciais/essential
oils/aceites volatiles”, “atividade antimicrobiana/antimicrobial activity/actividad antimicrobiana”, “Mentha piperita” e "Citrus
limon/Citricos de limén™ acrescidos dos termos booleanos “AND” e “OR”: Foram pesquisadas monografias, dissertagdes e
teses disponiveis online em texto completo, publicadas em portugués no periodo 2016 a 2022. Para a sele¢do das fontes, foram
consideradas como critérios de inclusdo as bibliografias que abordaram a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e
consequentemente a temética proposta e, assim, foram excluidos os artigos, monografias, dissertacbes e teses que ndo
apresentaram os critérios estabelecidos inicialmente.

Apbs a pesquisa dos artigos nas bases de dados, procedeu-se a coleta de dados, conduzida a partir de leitura
exploratoria do resumo de todo o material selecionado, seguido de leitura seletiva mais aprofundada das publicagdes. As
informacgdes extraidas foram registradas em tabela no programa Excel (Microsoft for Windows versdo 10, 2016) contendo

informacdes sobre o titulo, autores, ano de publicacdo, desenho e local do estudo, principais achados e conclusGes.

Determinacdo da atividade antimicrobiana

Os OE selecionados para este estudo foram Mentha piperita e Citrus limon adquiridos comercialmente da empresa
WNF Industria e Comércio® Ltda, SP. A atividade antimicrobiana para os OE foi determinada através do método de disco-
difusdo conforme metodologia preconizada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e pelo Comité Brasileiro
de Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (BrCAST) a partir dos microrganismos referéncia S. aureus ATCC 25923, E.
coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 e C. albicans ATCC 90028, catalogados em cole¢des gentilmente cedidas.

As bactérias foram cultivadas em meio de cultura sélido composto Agar TSA (Tryptic Soy Agar, Difco®, Ltda) e o
fungo em Agar Sabourad Dextrose (Difco®, Ltda), previamente esterilizados em autoclave e incubadas em estufa
bacteriol6gica, em aerobiose, a 35-37°C, durante 24 horas. Apdés este periodo, em capela de fluxo laminar, foram preparadas as
suspensdes microbianas em tubos contendo 3 mL de solucdo salina estéril a 0,9% e a turbidez ajustada com a escala padréo de
McFarland 0,5 (Cecon®, Ltda). Na sequéncia, foi realizada semeadura com o auxilio de swab estéril em placa contendo agar
Muiller-Hinton (Difco®, Ltda) em trés direcdes diferentes. A metodologia consistiu na impregnacéo de 10 pL de extrato em
discos estéreis de papel filtro de 6 mm de didmetro sobre o meio de cultura sélido ja semeado com o microrganismo que se
queria testar. A disposicdo dos discos foi realizada de maneira aleatéria, de modo que ndo houvesse sobreposicdo. Na mesma
placa de Petri foram adicionados como controle negativo, agua destilada estéril e como controles positivos, discos de
ciprofloxacino (5 pg, Sensifar®) e cefoxitina (30 ug, Sensifar®) para as bactérias e fluconazol (25 pg, Cecon®) para o fungo.
As placas de Petri foram inoculadas e incubadas em estufa bacteriol6gica, em aerobiose, a 35-37°C. Apds 18-24 horas, foi
realizada a leitura e entdo os didametros dos halos de inibicdo foram medidos em mm com uso de régua. Os testes foram
realizados em triplicata e os resultados calculados para média e desvio-padrdo. A fim de realizar o controle de qualidade dos
antimicrobianos, utilizou-se o guideline do CLSI (2019) e BrCAST (2023).
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3. Resultados

Revisdo sistematica da literatura

A pesquisa inicial resultou em 533 artigos referentes aos OE de Mentha piperita e Citrus limon. Deste total, 201
artigos foram referentes ao dleo essencial de M. piperita, e 332 referentes ao OE de C.limon. Apos a etapa de selecéo,
obtivemos 190 artigos. Apds a triagem de titulos e resumos, 113 estudos foram excluidos. A leitura dos textos completos

destes artigos resultou na inclusdo de 25 artigos para analise. Os diagramas de fluxo completo, contendo as informages sobre

as publicacdes selecionadas, conforme os critérios de inclusdo e exclusdo estdo apresentados nas Figuras 1 e 2.

Figura 1 - Diagrama de fluxo para a selecdo dos artigos referentes ao OE de Mentha piperita.
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Legenda: OE - 6leo essencial; AM - atividade antimicrobiana; ATB - antibi6tico. Fonte: Autores (2023).

Figura 2 - Diagrama de fluxo para a sele¢do dos artigos referentes ao dleo essencial de Citrus limon.
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Legenda: OE - dleo essencial; AM - atividade antimicrobiana; ATB - antibiotico. Fonte: Autores (2023).
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Os principais resultados encontrados através da busca bibliografica sobre o potencial antimicrobiano dos OE de M.piperita e C.limon sdo apresentados nos quadros 1 e 2.

Quadro 1 - Descricdo dos estudos incluidos na revisao para atividade antimicrobiana do éleo essencial de Mentha piperita.

Local do
estudo

Principais achados

Referéncia

Portugal

O 6leo essencial de M. piperita (MPOE) inibiu o crescimento das bactérias E. coli, Bacillus subtilis, S. aureus com concentracéo inibitéria minima de 14 mg/mL através do método de
difusdo em caldo. Altas concentragdes de MPOE formaram os maiores halos no método de disco-difusdo em comparagédo ao método de difusdo em caldo. O biocomposto de seda-
elastina e MPOE inibiu o crescimento de B. subtilis, E. coli, e S. aureus apresentando um halo inibitdrio entre 0.88 a 8.09 mm, exceto para P. aeruginosa gue foi resistente.

Gomes et al., 2022

Roménia

O MPOE apresentou boa atividade antimicrobiana contra Streptococcus mutans, Streptococcus pyogenes, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, C. albicans e Candida parapsilosis,
especialmente para as bactérias Gram-positivas. A principal atividade antimicrobiana do MPOE observada foi contra Streptococcus pyogenes, com efeito minimo contra P. aeruginosa,
enquanto que o efeito antifingico foi significativamente maior para Candida albicans, cuja atividade variou das concentracdes de 2,5 pg/mL a 10 pg/mL.

Dolghi et al., 2022

Sérvia

O MPOE apresentou atividade antimicrobiana contra P. aeruginosa multirresistente isolada de mulheres com infecdo vaginal (MIC/MBC 6,25 puL/mL), enquanto a atividade contra
outros isolados (S. aureus, E. coli, C. albicans e Pseudomonas mirabilis) atingiu concentragdes mais elevadas (MIC/MBC 25-50 pL/mL). As cepas de E. coli e P. aeruginosa
apresentaram resisténcia a todos os antibidticos testados (Estreptomicina, ampicilina, tetraciclina e cefuroxima).

Bogavac et al., 2022

Argentina

Espécies de Candida spp. (C. krusei; C. albicans; C. glabrata e C. parapsilosis) isoladas de amostras clinicas foram testadas com MPOE. Atividade inibitéria foi observada contra C.
krusei, enquanto que C. albicans e C. parapsilosis apresentaram uma suscetibilidade varidvel a concentragdes entre 0,4 mg/L a 800 mg/L. C. glabrata foi a espécie menos susceptivel
ao MPOE (MIC 400-800 mg/l). Todos os isolados foram susceptiveis a anfotericina B e a susceptibilidade foi intermediaria para C. glabrata.

Cordoba et al., 2019

Egito

O MPOE exibiu atividade antibacteriana contra S. aureus em uma MBC de 1.36 mg/mL O encapsulamento de MPOE em nanoparticulas de Chitosan melhorou as atividades
antibacteriana do sistema contra S. aureus, reduzindo o valor de MBC para 1,11 mg/mL. O OE puro de M. piperita apresentou um MBC de 2,72mg/mL, ao passo que o0 MPOE nano-
encapsulado teve uma reducdo significativa na atividade antimicrobiana contra E. coli, com MBC > 2,72 mg/mL.

Shetta et al., 2019

Italia

O MPOE exibiu atividade inibitéria contra todas as cepas fungicas isoladas clinicamente (Candida spp., cepas ndo-Candida e dermatéfitos) comparada aos azois (fluconazol,
itraconazol e cetoconazol). Houve atividade notavel contra Cryptococcus neoformans com reduzida MIC e concentragdo fungicida minima (MFC) e atividade antimicrobiana
fungistatica contra dermatéfitos e outros cepas nao-Candida spp. Houve atividade fungicida contra leveduras do género Candida spp., com minima atividade contra as espécies C.
krusei e C. glabrata. Ndo houve diferenca significativa na concentragao inibitdria entre cepas resistentes e sensivel a azéis, com um valor de MIC similar observada na presenca de
MPOE.

Tullio et al., 201)

Romeénia

Ensaios antimicrobianos demonstraram que o MPOE apresentou efeito inibitorio significativo sobre o crescimento microbiano dos microrganismos testados (E. coli, E. coli produtora
de carbapenemase, cepas de P. aeruginosa, cepas de S. aureus, Enterococcus faecium e Candida parapsilosis e MRSA), com uma zona de inibi¢do de 6 a 22 mm e MIC 15.62 a 62.5
pL/mL. A hidroxi-apatita (HAp) ndo apresentou efeito inibitdrio sobre o crescimento microbiano. A combinagdo HAp-MPOE produziu uma zona de inibigdo menor contra as cepas de
E. coli e S. aureus. A avaliagdo dos valores de MIC e MBC demonstraram boa atividade antimicrobiana contra as cepas testadas, na seguinte ordem: P. aeruginosa > C. parapsilosis >
E. faecium > E. coli > S. aureus > MRSA. O microrganismo mais sensivel as amostras testadas foi C. parapsilosis. Os estudos de citometria de fluxo revelaram atividade contra a
membrana microbiana de S. aureus, E. faecium, C. parapsilosis quando tratadas com HAp-MPOE e MPOE em comparagao com as amostras do controle, enquanto que contra E. coli e
P. aeruginosa foi observado apenas para HAp-MPOE.

Badea et al., 201)

Canada

O MPOE foi capaz de reduzir o crescimento de leveduras em comparagdo com o controle anfotericina-B (AmB). Baixas concentragdes foram capazes de inibir a proliferagao fungica (1
uL/mL). A concentracéo de 10 pL/mL apresentou atividade equiparavel a 5 uL/mL de AmB. O MPOE foi capaz de inibir significativamente o crescimento de C. albicans, proporcional
a concentracdo do OE, além de reduzir a densidade celular em col6nias. Além disso, 0 MPOE inibiu a formacdo de tubos germinativos e de biofilmes, e a transi¢do de esporos para
hifas. N&o foi observado o desenvolvimento de hifas nas diferentes culturas com ou sem OE ou com AmB. O OE demonstrou propriedade de alterar a superficie da parede celular e
conteudo citosdlico.

Benzaid et al., 2019)

O MPOE apresentou maior atividade antimicrobiana nos ensaios utilizando método de Kirby-Bauer contra os bacilos (Bacillus subtilis e Bacillus cereus) mesmo em baixas
concentracdes, e levemente menor contra cepas de S. aureus e Staphylococcus epidermidis, com potencial atividade sobre a integridade da membrana bacteriana.

Heydari et al., 201)

Marrocos

O MPOE apresentou atividade contra todos os microrganismos analisados (E. coli, P. aeruginosa, Micrococcus luteus, S. aureus, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, e Bacillus
cereus), exceto P. aeruginosa. Micrococcus luteus e B. subtilis apresentaram elevada sensibilidade em baixa concentracéo do OE. A concentragdo de 0,25% (v/v) foi suficiente para
interromper o crescimento de S. aureus e B. cereus. MPOE foi mais eficaz contra S. typhimurium com uma MIC de 0,5% (v/v). Por outro lado, a P. aeruginosa foi a menos sensivel,
sendo inibido por elevadas concentracdes (>0,5% v/v). A MBC foi similar ao valor de MIC contra S. aureus, B. cereus, e M. luteus. O MPOE exibiu um efeito antiflngico contra ambas
as cepas de levedura testadas (C. albicans e C. tropicalis), com MIC de 0.062% (v/v), sendo a MFC para C. tropicalis foi quatro vezes maior que MIC.

Marwa et al., 2017
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Pol6nia

O MPOE em concentragdes de 0.0075% e 0.25% reduziu a formagédo de colonias de Candida spp. Foram observadas alteragdes morfolégicas no crescimento das col6nias de C.
albicans naquelas tratadas com MPOE, sendo estas associadas a alteragbes nos perfis proteicos e a reducdo do nimero de fragbes proteicas, além de haver reducdo da atividade
enzimatica. As alteracdes morfoldgicas observadas em resposta aos OE néo foram atribuidas a modificacdes no DNA cromossémico.

Rajkowska et al., 2017

Brasil

O MPOE apresentou zona de inibigdo significativa para S. aureus e E. coli, nas concentracfes de 100 mg/mL com halo de 7,6+0,57 mm e 10 mg/mL com halo de 9+1,0 mm
respetivamente, comparadas ao controle positivo (cefoxitina, oxacilina e gentamicina).

da Silva Ramos et al., 2017

O MPOE apresentou atividade antibacteriana contra cepas de S. aureus e E. coli, mas em concentra¢Bes mais elevadas com MIC de 3,1 pL/mL e 6,3 uL/mL, respectivamente, sendo
que o OE apresentou elevada a atividade inibitéria na adesdo do biofilme, redugdo da atividade metabdlica celular, incluindo aquelas aderentes ao biofilme formado, e biomassa do
biofilme, com maior atividade contra S. aureus. O extrato metanélico de M. piperita demonstrou atividade antibacteriana contra ambas bactérias testadas, além da inibi¢do da formacéo
de biofilme.

Bazargani & Rohloff, 2016

Ird

O MPOE demonstrou atividade antimicrobiana dependente da concentracéo, de forma que o aumento da concentragdo aumentou significativamente a atividade antibacteriana. O MPOE
apresentou baixa atividade contra cepas de E. coli quando em baixas concentragbes. Concentrages maiores que 0,2% inibiram em 50% o crescimento bacteriano, sendo que
concentracdes maiores que 0,8% inibiram o crescimento total das cepas.

Mohammadi et al., 2016

Legenda: MPOE - Oléo Essencial de Mentha piperita; OE- 6leo essencial; MIC- Concentragéo inibitéria minima; MBC- concentragio bactericida minima; CSOE- Oleo essencial de Camellia sinensis; MRSA- Staphylococcus aureus
resistente & meticilina; HAp-MPEO- combinagéo hidroxiapatita e 6leo essencial de M. piperita; LCso- Concentracéo letal 50%; AmB- anfotericina-B; SAP-gene da Secreted Aspartyl Proteinases. Fonte: Autores (2023).

Quadro 2 - Descrigdo dos estudos incluidos na reviso para atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Citrus limon.

Local do
estudo

Principais achados

Referéncia

Italia

O ¢leo essencial de Citrus limon (CLOE) demonstrou uma baixa atividade antimicrobiana contra cepas de E. coli (padréo e isolados clinicos de cées), mas o crescimento bacteriano foi
inibido. Foi observada uma correlagdo inversa entre as diferentes concentracfes de CLOE e os nimeros de CFU/mL de cepas de E. coli. O OE inibiu o crescimento bacteriano de cepas
de S. aureus. Nao foi observado crescimento bacteriano quando se testou o CLOE contra isolados clinicos em concentrages que variavam entre 5% e 40% (v/v). Nao foi observado
qualquer crescimento bacteriano, independente da concentracdo de CLOE quando este foi testado contra cepa de referéncia S. aureus.

Galgano et al., 2022

Paquistéo

O CLOE e o extrato de hexano do C.limon demonstraram potencial atividade contra as cepas bacterianas de S. aureus e E. coli. O CLOE apresentou a maior zona de inibicéo
(28.20£0.24 mm) e o menor valor MIC (2.05+0.09 mg/mL) contra E. coli. A atividade contra S. aureus apresentou resultado similar, apresentando um halo de inibigao de 28.40+0.22
mm e MIC 2.05+0.10 mg/mL.

Riaz et al., 2023

Bulgaria

O CLOE demonstrou elevada atividade antimicrobiana contra microrganismos saprofitas, bactérias formadoras de esporos, leveduras e fungos. Bactérias Gram-positivas foram mais
sensiveis ao OE que as Gram-negativas. Houve atividade contra as cepas E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, P. aeruginosa NBIMCC1370 e C. albicans NBIMCC74 em
comparagdo com o grupo controle (ampicilina e nistatina). A maior atividade antimicrobiana foi observada contra C. albicans. E. coli e P. aeruginosa apresentaram menores halos de
inibicéo.

Denkova-Kostova et al.,
2021

Italia

O CLOE apresentou atividade antibacteriana contra todas as cepas (MRSA, VRE, E. coli produtora de ESBL) em diferentes graus, sendo mais ativo nas cepas de E. coli ESBL com um
potencial significativo contra formagéo do biofilme, quando em concentragdes elevadas (> 512 pg/mL). Algumas cepas MRSA e VRE foram sensiveis ao CLOE. A eficécia do CLOE
contra o biofilme formado pelas cepas resistentes aos antibidticos (MRSA) foi comparavel a dos antibi6ticos de referéncia.

Iseppi et al., 2021

Argentina

CLOE inibiu a producgo especifica de biofilme das cepas de P. aeruginosa (ATCC 27853 e HT5 multirresistente), assim como o metabolismo bacteriano em biofilmes, ambos de forma
dose dependente. O CLOE inibiu a produgdo de biofilme da cepa ATCC 27853 em 29-43%, enquanto o biofilme produzido pela cepa HT5 foi reduzido em 23-47%, em uma
concentracéo de 0,1 mg/mL a 4 mg/mL. Nenhuma ou pouca atividade sobre o biofilme do limoneno, quando utilizado isoladamente, foi observada. O CLOE também reduziu a
producéo de piocianina e elastase, e formagéo de pigmentos em ambas as cepas. O CLOE inibiu a motilidade bacteriana de ambas as cepas, mas na concentracdo mais elevada testada
para cepa ATCC 27853.

Luciardi et al., 2021

Eslovaquia

O CLOE mostrou uma atividade contra todas as espécies do género Staphylococcus spp. isoladas de sémen humano, sendo a melhor atividade antimicrobiana observada contra S.
capitis cujo halo de inibicdo foi 12.67 + 1.15 mm. A MIC contra S. aureus foi 3.12uL/mL, sendo observado um halo médio de 10.67 + 1.15 mm.

Kacaniova et al., 2020

Espanha

O CLOE inibiu o crescimento de E. coli, S. aureus e C. albicans em comparacéo ao controle (gentamicina e clotrimazol), sendo observados apenas discretos halos de inibicéo contra P.
aeruginosa. Os resultados antimicrobianos obtidos com a utilizacdo de lipossomas foram semelhantes, sendo que o lipossoma contendo citral apresentou maior atividade contra as
cepas avaliadas. A MIC e a MBC contra a P. aeruginosa foram as mesmas para as solugdes de CLOE e para o lipossoma de CLOE. As solu¢bes de CLOE foram ativas em
concentracdes mais baixas do que as encontradas para os lipossomas. A CIM e a MFC contra C. albicans foram semelhantes tanto na solucéo de OE como no lipossoma CLOE.

Usach et al., 2020

Roménia

A suspensdo micelar de CLOE (MiOE) apresentou melhor atividade antimicrobiana, enquanto o extrato aquoso de CLOE (AgOE) mostrou uma atividade bacteriostatica e bactericida

Man et al., 2019
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inferior, além da MiOE apresentar menores valores MIC e MBC que 0 AqOE. As bactérias mais susceptiveis foram a MSSA e a MRSA, seguidas da Enterococcus faecalis. MRSA foi
mais suscetivel ao MiOE e menos a AGOE comparada a MSSA, mas com diferengas insignificantes. P. aeruginosa apresentou um perfil de resisténcia sensivel a MiOE.

O CLOE apresentou atividades inibitoria do crescimento e fungicida contra C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata, em baixas concentragdes. C. glabrata foi a levedura mais

Peri¢ et al., 2019

Sérvia .
susceptivel.
A O CLOE exibiu atividade fungistatica e fungicida, em baixa concentragdo contra isolados clinicos de C. albicans e C. glabrata, sem efeito nas membranas celulares e no efluxo e
Poldnia - L X o S Gucwa et al., 2018
potassio, mas com inibicdo da transico da levedura para a forma de micélio e potencial ligacdo ao ergosterol.
Iri O CLOE mostrou uma atividade antibacteriana significativamente contra S. aureus, E. coli, and B. subtili, sendo a atividade mais elevada contra bactérias Gram-positivas, como S. Saeb et al. 2016

aureus e B. subtilis, do que contra bactérias Gram-negativas, como E. coli e Salmonella typhi. O OE n&o apresentou nenhuma atividade contra S. typhi

Legenda — CLOE: Oleo essencial de Citrus limon; CFU: Unidades formadoras de col6nia; MIC: concentragéo inibitéria minima; MBC: concentrag&o bactericida minima; ESBL: Beta-lactamase de espectro estendido; MRSA:
Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus sensivel a meticilina; VRE: Enterococcus resistente a vancomicina; MiOE: Suspensdo micelar do éleo essencial de Citrus limon; AqOE: Extrato

aquoso do dleo essencial de Citrus limon. Fonte: Autores (2023).
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Andlise da composi¢ao quimica

O perfil cromatogréafico da composicéo fitoquimica dos OE de M. piperita e C.limon, obtido através da técnica de
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrofotometria de Massa (CG/MS), foi fornecido pela empresa WNF. Para o OE de M.
piperita, ha a presenca de mentol, mentona, acetato de mentila, 1,8-cineol e isomentona como principais componentes obtidos
do OE da folha dessa planta (WNF, s.d.-a) e para o OE de C.limon, ha a presenca de limoneno, b-pineno, e g-terpineno como

principais componentes do OE obtido da casca (WNF, s.d.-b). Os dados foram fornecidos pela empresa WNF®.

Atividade antimicrobiana

A tabela 1 apresenta os resultados do experimento com a utilizagdo dos 6leos essenciais de M. piperita e C.limon com
as cepas referéncia de E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e C. albicans. O dleo essencial de M. piperita apresentou atividade
antimicrobiana para as cepas dos microrganismos E. coli, S. aureus e C. albicans; ao passo que o 6leo essencial de C.limon
apresentou atividade antimicrobiana apenas para C. albicans. Nenhum dos OE apresentou atividade contra P. aeruginosa. A
figura 3 ilustra, através de imagens, os halos de sensibilidade dos OE frente as cepas referéncia testadas. O resultado dos
controles apresentou-se em conformidade com as normas estabelecidas pelo CLSI e BrCAST.

Tabela 1 - Susceptibilidade antimicrobiana dos 6leos essenciais de Mentha piperita e Citrus limon frente aos microrganismos

referéncia Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans.

Microrganismo referéncia CP (mm) CN (mm) OL (mm) OM (mm)
E. coli ATCC 25922 29+0,82 6+0 6,33+ 0,47 17,33+1,25
S. aureus ATCC 25923 29+14 6+0 6,6 £0,5 15,6 2,6
P. aeruginosa ATCC 27853 25+ 0,82 6+0 60 6+0
C. albicans ATCC 90028 32+ 0 60 10 +2,83 26 £1,63

Legenda: OL — dleo essencial de Citrus limon; OM — dleo essencial de Mentha piperita; CP — controle positivo (ciprofloxacino para E.coli e
P.aeruginosa; cefoxitina para S.aureus e fluconazol para C.albicans); CN — controle negativo (agua destilada estéril); + Desvio padrao.
Fonte: Autores (2023).
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Figura 3 - Imagens do experimento de susceptibilidade antimicrobiana dos 6leos essenciais de Mentha piperita e Citrus limon
frente aos microrganismos referéncia Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans
pelo método Disco-difuséo.

Legenda: a - E. coli ATCC 25922; b - S. aureus ATCC 25923; c - P. aeruginosa ATCC 27853; d - C. albicans ATCC 90028; OL — 6leo
essencial de C.limon; OM - 6leo essencial de M. piperita; CP — controle positivo (ciprofloxacino para E.coli e P.aeruginosa; cefoxitina para
S.aureus e fluconazol para C.albicans); CN — controle negativo (dgua destilada estéril). Fonte: Autores (2023).

4. Discusséo

Neste estudo foram utilizados os 6leos essenciais de Mentha piperita (MPOE) e Citrus limon (CLOE) frente a uma
bactéria Gram positiva, duas Gram negativas e um fungo leveduriforme, todos de importancia clinica. Das quatro cepas
avaliadas, todas apresentaram halos de inibicdo para os dois 0leos essenciais testados, cujos didmetros variaram entre as
espécies e os tipos de éleo. A maior inibicdo foi determinada para o0 MPOE, que apresentou atividade frente a bactérias e
fungo, enquanto que o CLOE exibiu atividade para o fungo.

Estudo realizado por Singh et al. (2015) comparou a atividade antimicrobiana do MPOE contra cepas de S. aureus e
E.coli frente a gentamicina, demonstrando maior efetividade do OE contra bactérias Gram-positivas do que Gram-negativas.
Sokovi¢ e colaboradores (2010) avaliaram MPOE contra as cepas E. coli e P. aeruginosa além de S. aureus, e identificaram
acdo antimicrobiana superior ao antibiotico estreptomicina, com concentracéo inibitéria minima (MIC) de 1.0-3.0 pg/mL e
concentracdo bactericida minima (MBC) de 1.5-5.0 pg/mL. Iscan e colaboradores (2002) também demonstraram efeito tanto
do MPOE quanto dos componentes do OE (mentol e mentona) contra essas cepas, sendo o valor de MIC de 0.625-5.0 mg/mL.
Dessa forma, observa-se que o nosso trabalho apresenta resultados similares quanto a agao antimicrobiana do MPOE contra as
cepas de S. aureus e E. coli. Em contrapartida, nosso estudo ndo identificou atividade contra P. aeruginosa. Estas diferengas
podem ser devido as variagcfes nas concentracbes do OE, bem como dos seus fitoconstituintes, além de diferencas
metodolégicas.

Alguns estudos tém avaliado além da acdo antimicrobiana, a inibicdo da formacdo de biofilme. Saharkhiz e
colaboradores (2012) demonstraram que o MPOE inibiu completamente a formacdo de biofilme das cepas sensiveis de C.
albicans isoladas clinicamente, sendo que estas ndo apresentaram diferenca daquelas resistentes a az6is. Mimica-Duki¢ e
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colaboradores (2003) também demonstraram propriedades antiflngicas contra C. albicans, onde o MPOE apresentou atividade
fungistatica e fungicida comparada ao bifonazol, mas com menores valores de concentracdo fungicida minima (MFC) e MIC.
Samber e colaboradores (2015) determinaram atividade anti-Candida tanto do OE quanto dos componentes mentol e carvona,
e evidenciaram atividade celular inibitéria e danosa do OE, as quais incluem dano a membrana celular, extravasamento do
contelido intracelular e inibicdo da sintese de ergosterol e da bomba H*/ATPase. Os resultados do nosso estudo também
identificaram o potencial inibitério do MPOE contra cepas de C. albicans e embora ndo tenha sido realizado o teste para
avaliacdo da acdo em biofilme, é possivel que haja atividade inibitoria.

O estudo de Sokovi¢ e colaboradores (2010) também avaliou a atividade antimicrobiana do CLOE contra as cepas de
S. aureus, E. coli, sendo observado efeito bacteriostatico e bactericida com MIC de 6.0 pg/mL e 7.5 pg/mL e MBC de 6.0
ug/mL e 8.0 ug/mL, respectivamente. Para cepas de P. aeruginosa, ndo foi evidenciada nenhuma atividade. Os autores
também destacaram a fraca atividade antibacteriana do limoneno e B-pineno quando utilizados isoladamente. Hojjati &
Barzegar (2017) evidenciaram que o CLOE ndo exibiu atividade antibacteriana contra cepas de S. aureus e E. coli em
concentragdes baixas (0,025 - 0.1 mg/mL), mas foi observada acdo em concentrac@es superiores a 0,2mg/mL. O maximo efeito
foi identificado em concentragdo de 10mg/mL, porém com elevado MIC para o efeito antibacteriano (>50mg/mL). Luciardi e
colaboradores (2021) reportaram que CLOE inibiu a producdo de biofilme de duas cepas de P. aeruginosa (ATCC 27853 e
HT5 multirresistente), assim como o metabolismo bacteriano em biofilmes, a motilidade e a producdo do pigmento piocianina
de forma dose dependente. Nesse contexto, nossos resultados divergem quanto a atividade antibacteriana do CLOE reportados
na literatura para os patégenos testados. Estas diferencas podem decorrer devido a variagdes metodolégicas, das concentracbes
e composicdo quimica do OE testado.

A interpretacdo dos resultados obtidos a partir do teste de disco-difusdo da atividade antifingica do CLOE contra
cepas de C. albicans em nossa pesquisa condiz com os estudos descritos na literatura. Ezzat (2001) revelou que o CLOE
possuia intensa atividade antifingica contra cepas de C. albicans. Prabajati et al. (2017) evidenciaram que o CLOE em
concentracfes de 1,56% e 1,38% resulta em alteracBes do tamanho celular e da parece celular de cepas de C. albicans.
Radithia e colaboradores (2022) avaliaram a atividade do CLOE em modelo in vivo de ferida em mucosa, cujo trabalho
revelou que o OE de C.limon em concentracdo de 1,56% causa alteragdo na morfologia e na proliferacdo celular de C.
albicans, inibe a formagéo e promove a degradacdo da camada de biofilme formada induzindo o seu desaparecimento.

Concomitante ao efeito antimicrobiano isolado observado dos OE, estudos tem demonstrado efeito sinérgico dos OE
quando combinado a antibidticos. Yap e colaboradores (2013) demonstraram esse efeito a partir da combinagao entre MPOE e
piperacilina e meropenem contra cepa de E. coli multirresistente induzida por plasmidio. A atividade desses antibiéticos foi
aumentada, sendo as concentragdes necessarias reduzidas (piperacilina - MIC 64 g/mL e meropenem - 0.5 g/mL) quando
comparada as drogas sozinhas (piperacilina - MIC 1024 g/mL e meropenem - 4.0 g/mL, respectivamente). Samber e
colaboradores (2015) também evidenciaram o efeito sinérgico da associacdo MPOE, mentol e carvona com fluconazol, tanto
para cepas sensiveis quanto resistentes a azéis. Tullio e colaboradores (2019) reportaram que a combinagdo MPOE e az6is
(itraconazol, fluconazol e cetoconazol) potencializa o efeito contra cepas de C. albicans e outras cepas do género Candida spp.

Embora as concentrages dos 6leos testados neste estudo ndo tenham sido disponibilizadas, sugere-se que 0s seus
valores atingiram a MIC necessaria para que resultasse na formacdo dos halos de inibigdo das cepas nas quais os OE

apresentaram atividade.

5. Concluséao

De acordo com os dados deste estudo, demonstrou-se que 0s 6leos essenciais de M. piperita e C.limon apresentam

atividade antimicrobiana in vitro, destacando-se M. piperita frente as cepas de S. aureus, E. coli e C. albicans e C.limon frente
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a cepa de C. albicans. Estes achados evidenciam o potencial antimicrobiano dos fitoconstituintes destes 6leos e fortalecem a
pesquisa experimental com os produtos de origem natural com finalidade medicinal.

Dessa forma, este estudo sera utilizado como base para pesquisas futuras que permitam investigar a efetividade destes
oleos frente a outros patégenos que tem emergido dos casos de infecgbes em humanos, incluindo aqueles de origem alimentar
e destaca a importancia de novos estudos em modelos experimental e humano para compreender as suas aplicabilidades como
opcao terapéutica natural e segura para o controle de doencas bacterianas e flngicas, os mecanismos de acdo pelos quais

apresentam atividade e, entdo contribuir para o desenvolvimento de formas farmacéuticas alternativas.
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