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RESUMO 
 

 

Doenças relacionadas às bactérias patogênicas continuam sendo uma ameaça 
significativa para o corpo humano, entre as principais bactérias causadoras de 
infecções encontramos a Klebsiella pneumoniae, esta associa-se, entre outros 
acometimentos, às infecções em feridas da pele como as lesões por pressão. Dessa 
forma, analisou-se o efeito antibacteriano do S-(-)-limoneno isolado e incorporado a 
nanoemulsão e nanoemulgel sobre cepas de Klebsiella pneumoniae. Para tanto, 
determinou-se a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e a Concentração Bactericida 
Mínima (CBM) do S-(-)-limoneno contra cepas de Klebsiella pneumoniae através da 
técnica de microdiluição em placa com caldo Muller Hinton. Identificou-se a 
Concentração Inibitória Mínima de Aderência (CIMA) menor concentração do agente 
em contato com sacarose que impediu a aderência ao tubo de ensaio. Em seguida 
avaliou-se a associação do S-(-)-Limoneno com os antibacterianos sintéticos pelo 
método de difusão em disco. Seguindo com o estudo, desenvolveu-se uma 
nanoemulsão contendo S-(-)-limoneno pelo método de ultrasonicação com adição de 
agente gelificante à nanoemulsão. Foram caracterizados quanto ao tamanho de 
gotícula e Índice de polidispersão (PDI) por espalhamento dinâmico de luz, assim 
como suas características macroscópicas e pH. Posteriormente, avaliou-se a 
atividade antibacteriana da nanoemulsão através CIM pelo método de microdiluição 
em placa e do nanoemulgel incorporado com o S-(-)-Limoneno pelo método de 
difusão por poço. Obteve-se CIM50 do S-(-)-limoneno de 1000µg/mL, CBM acima de 
1000µg/mL e ausência de atividade antiaderente, assim como, como no controle 
positivo com o digluconato de clorexidina a 0,12%. Os dados da associação do S-(- 
)-Limoneno com os antimicrobianos sintéticos demonstraram efeitos sinérgicos, 
indiferentes e antagônicos, onde a gentamicina apresentou efeito sinérgico com a 
maior parte das cepas testadas. Formulou-se nanoemulsão (NE) e nanoemulgel 
(NG) contendo 10% de S-(-)-Limoneno com a NE apresentando maior estabilidade 
do tamanho de gotícula e PDI (47,47nm e 0,2561, respectivamente) até o dia 90, e 
não apresentou alterações macroscópicas. O NG apresentou aumento no tamanho 
da gotícula e PDI após o trigésimo dia. Na investigação da CIM e CBM da 
nanoemulsão incorporada com o S-(-)-Limoneno observa-se a CIM50 de 1000µg/mL 
assim como no produto isolado. Ao realizar o teste de susceptibilidade das cepas de 
K. pneumoniae ao NG incorporado com S-(-)-Limoneno observou-se um efeito 
antibacteriano tendo em vista a formação de um halo de inibição de 20mm. Desta 
forma, conclui-se que o S-(-)-Limoneno é um candidato ao desenvolvimento de 
novas tecnologias farmacológicas para o tratamento de lesões de pele infectadas 
com K. pneumoniae isolado ou em formulações com sistemas emulsionados. 

 
 

Palavras-chaves: antimicrobiano, antibacteriano, Klebsiella pneumoniae, 
nanoemulsão, S-(-)-limoneno. 



ABSTRACT 
 

 
 

Diseases related to pathogenic bacteria continue to be a significant threat to the 
human body. Among the main bacteria that cause infections, we find Klebsiella 
pneumoniae, which is associated with, among other conditions, infections in skin 
wounds such as pressure injuries. Thus, the antibacterial effect of S-(-)-limonene 
isolated and incorporated into nanoemulsion and nanoemulgel on Klebsiella 
pneumoniae strains was analyzed. For this purpose, the Minimum Inhibitory 
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of S-(-)- 
limonene against Klebsiella pneumoniae strains were determined using the 
microdilution technique on a Muller Hinton broth plate. The Minimum Inhibitory 
Concentration of Adhesion (MIC) was identified, the lowest concentration of the 
agent in contact with sucrose that prevented adhesion to the test tube. The 
association of S-(-)-Limonene with synthetic antibacterials was then evaluated by the 
disk diffusion method. Following the study, a nanoemulsion containing S-(-)-limonene 
was developed by the ultrasonication method with the addition of a gelling agent to 
the nanoemulsion. They were characterized in terms of droplet size and 
polydispersity index (PDI) by dynamic light scattering, as well as their macroscopic 
characteristics and pH. Subsequently, the antibacterial activity of the nanoemulsion 
was evaluated by MIC by the plate microdilution method and of the nanoemulgel 
incorporated with S-(-)-Limonene by the well diffusion method. The MIC50 of S-(-)- 
limonene was 1000 µg/mL, MBC above 1000 µg/mL and absence of antiadherence 
activity were obtained, as well as in the positive control with 0.12% chlorhexidine 
digluconate. The data from the association of S-(-)-Limonene with synthetic 
antimicrobials demonstrated synergistic, indifferent and antagonistic effects, where 
gentamicin presented a synergistic effect with most of the tested strains. 
Nanoemulsion (NE) and nanoemulgel (NG) containing 10% S-(-)-Limonene were 
formulated, with NE presenting greater stability of droplet size and PDI (47.47 nm 
and 0.2561, respectively) until day 90, and did not present macroscopic changes. NG 
showed an increase in droplet size and PDI after the thirtieth day. In the investigation 
of the MIC and MBC of the nanoemulsion incorporated with S-(-)-Limonene, the 
MIC50 was 1000 µg/mL, as well as in the isolated product. When performing the 
susceptibility test of K. pneumoniae strains to NG incorporated with S-(-)-Limonene, 
an antibacterial effect was observed, considering the formation of an inhibition halo of 
20 mm. Thus, it is concluded that S-(-)-Limonene is a candidate for the development 
of new pharmacological technologies for the treatment of skin lesions infected with K. 
pneumoniae alone or in formulations with emulsified systems. 

 
 

Keywords: antimicrobial, antibacterial, Klebsiella pneumoniae, nanoemulsion, S-(-)- 
limonene. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

As bactérias são procariotos, apresentam uma organização celular típica e 

são classificadas de acordo com sua parede celular em Gram-positivas e Gram- 

negativas. Estas obtêm nutrientes principalmente pela incorporação de pequenas 

moléculas através da parede celular, como aminoácidos, oligossacarídeos e 

pequenos peptídeos e sua taxa de crescimento e divisão depende, em grande parte, 

da disponibilidade de nutrientes do ambiente (Goering et al., 2020). O crescimento 

bacteriano pode ser inibido por agentes antimicrobianos, causando interrupção de 

funções celulares vitais, resultando em morte celular rápida (Tavares et al., 2020). 

Entre as dez principais ameaças globais à saúde divulgadas pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS) em 2019, seis estavam relacionadas a 

doenças infecciosas (pandemia global de gripe; resistência antimicrobiana; ebola e 

outros patógenos de alta ameaça; hesitação vacinal; dengue; vírus da 

imunodeficiência humana). Foi estimado que em 2019, o número de mortes devido a 

doenças infecciosas foi de 13,7 milhões, enquanto as mortes associadas a bactérias 

foram classificadas como a segunda principal causa de morte globalmente (Zhang et 

al., 2024). 

As infecções associadas aos cuidados de saúde representam uma importante 

preocupação referente à segurança dos pacientes nos países em desenvolvimento, 

havendo uma prevalência global de até 15,5% de infecções relacionadas aos 

procedimentos de saúde, podendo chegar a 34,1% em pacientes gravemente 

enfermos nestes países (Gidey et al., 2023). 

Entre as principais bactérias patogênicas causadoras de infecções 

hospitalares encontramos a Klebsiella pneumoniae que se trata de um bacilo Gram 

negativo pertencente à microbiota oral, isolado rotineiramente em indivíduos 

imunodeprimidos, hospitalizados e que contenham uma doença base. Nestes 

pacientes, as bactérias provocam principalmente a pneumonia, as infecções em 

feridas, a bacteremia, a rinite crônica e atrófica, as artrites, as enterites e as 

meningites em crianças (Sousa, Ramalho e Camargo, 2020). 

Dentre as infecções em feridas pode-se destacar a Lesão por Pressão (LPP) 

que são consideradas um dos principais prejuízo para a integridade da pele e é 

caracterizada por dano localizado na pele e/ou tecidos moles subjacentes, 



20 
 

 
 

 

geralmente sobre uma proeminência óssea ou relacionada a um dispositivo médico 

ou outro (Thomé et al., 2018; Peres et al., 2022). 

Para Segala et al. (2021) a pandemia de SARS-CoV-2 (sigla do inglês que 

significa coronavirus 2 da síndrome respiratória aguda grave) levou a uma 

interrupção maciça dos sistemas de saúde em todos os níveis. Em ambientes de 

terapia intensiva, a exposição inadequada aos antimicrobianos e a descontinuação 

das medidas de controle de infecção podem direcionar a seleção e a difusão de 

patógenos resistentes a medicamentos. 

Diante disso, é de suma importância pesquisas e investimentos na tecnologia 

e desenvolvimento de medicamentos, em especial, na área de microbiologia para o 

desenvolvimento de novos produtos farmacêuticos com potencial antibacteriano 

contra a Klebsiella pneumoniae. Os produtos naturais e seus derivados são 

reconhecidamente importantes na pesquisa farmacológica e nos últimos anos estes 

têm sido berço para estudos, resultando em novas opções promissoras de 

tratamento (Scorzoni et al., 2016). 

No tocante aos derivados naturais destacam-se os terpenos, que são 

metabólitos secundários presentes abundantemente na natureza, e que 

compreendem substâncias de importante função nos processos patológicos (Lima et 

al., 2021). Na classe dos terpenos podemos destacar o Limoneno, que se trata de 

um monoterpeno de metabolismo secundário principalmente em plantas do gênero 

Citrus sendo encontrado nas isoformas R-(+)-limoneno e S-(-)-limoneno (Silva et al., 

2021). 

O limoneno existe como dois isômeros ópticos, denominados R ou d- e S ou l- 

limoneno. R-(+)-limoneno (d-limoneno) é um aditivo de sabor comumente usado em 

alimentos e fragrâncias por seu agradável aroma semelhante ao limão. Ambos os 

enantiômeros R e S existem em espécies de coníferas como uma mistura racêmica 

(Silva et al., 2021; Muilu-mäkelä et al., 2022). Vários estudos relataram que os óleos 

essenciais contendo limoneno possuem diferentes atividades biológicas, incluindo 

atividades antimicrobianas (Espina et al., 2011; Vieira et al., 2018; Silva et al., 2021; 

Muilu-mäkelä et al., 2022). Todavia, a aplicação do S-(-)-limoneno contra cepas de 

K. pneumoniae continua escassa na literatura. 

Apesar dos óleos essenciais (OE) e seus constituintes biológicos fornecerem 

uma fonte distinta, inesgotável e nova de agentes antibacterianos, antivirais, 

antifúngicos e antiparasitários, devido à sua natureza volátil, susceptibilidade 
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química e fraca solubilidade, o seu desenvolvimento como antimicrobianos é limitado 

(Nair et al., 2022). 

Sistemas de entrega de medicamentos estão sendo extensivamente 

empregados para aumentar a biodisponibilidade de medicamentos pouco solúveis. 

Estes têm a capacidade de incorporar moléculas lipofílicas e hidrofílicas e protegê- 

las contra a degradação. Para tanto, existem vários atributos físicos dos 

nanocarreadores lipídicos que determinam a sua segurança, estabilidade, eficácia, 

bem como o seu comportamento in vitro e in vivo (Danaei et al., 2018). 

Estes incluem o tamanho/diâmetro médio das partículas e o índice de 

polidispersão (PDI), que é uma indicação da sua qualidade no que diz respeito à 

distribuição de tamanho. A adequação das formulações de nanocarreadores para 

uma determinada via de administração de medicamentos depende do seu diâmetro 

médio, Índice de polidispersão (PDI) e estabilidade de tamanho, entre outros 

parâmetros. O controle e a validação desses parâmetros são de fundamental 

importância para as aplicações clínicas eficazes de formulações de nanocarreadores 

(Danaei et al., 2018). 

Desta forma, sabendo da escassez de estudos microbiológicos do S(-)- 

limoneno contra as cepas de Klebsiella Pneumoniae, da alta taxa de 

morbimortalidade e impacto socioeconômico das infecções bacterianas no contexto 

mundial faz-se necessário a realização de estudos voltados para a atividade 

antimicrobiana do composto estudado isolado e em formulações como nanoemulsão 

(NE) e nanoemulgel (NG). 



22 
 

 
 

 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 
 

Analisar o efeito antibacteriano do S-(-)-limoneno isolado e incorporado a 

nanoemulsão e nanoemulgel sobre cepas de Klebsiella pneumoniae 

 
2.2 Objetivos específicos 

 

● Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM), Concentração Bactericida 

Mínima (CBM) e a Concentração Inibitória Mínima de Aderência (CIMA) do S-(-)- 

limoneno contra cepas de Klebsiella pneumoniae; 

● Avaliar a associação do S-(-)-limoneno com os antibacterianos sintéticos 

frente a cepas Klebsiella pneumoniae; 

● Desenvolver e caracterizar nanoemulsão incorporada com S-(-)-limoneno 

quanto ao tamanho da gotícula, índice de polidispersão, potencial hidrogeniônico e 

características macroscópicas; 

● Avaliar a sua CIM e CBM da nanoemulsão incorporada com S-(-)-limoneno 

contra cepas de Klebsiella pneumoniae; 

● Desenvolver e caracterizar nanoemulgel incorporado com S-(-)-limoneno 

quanto ao tamanho da gotícula, índice de polidispersão, potencial hidrogeniônico e 

características macroscópicas; 

● Avaliar sua atividade antibacteriana do nanoemulgel incorporado com S-(-)- 

limoneno frente a cepas Klebsiella pneumoniae. 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 
 

3.1 Klebsiella Pneumoniae: aspectos gerais, virulência e resistência bacteriana 

 
 

As bactérias pertencentes ao gênero Klebsiella spp. são bactérias Gram- 

negativas em forma de bastonete que podem viver em uma ampla variedade de 

ambientes e um membro da família Enterobacteriaceae (Santajit; Indrawattana, 

2016). O gênero Klebsiella contém mais de uma dúzia de espécies, muitas das quais 

causam infecções oportunistas em humanos. O complexo de espécies incluindo K. 

pneumoniae, K. quasipneumoniae, K. varicola e K. africanensis, causa a maior carga 

de doenças em humanos (Wyres; Holt, 2018; Gonzalez-Ferrer et al., 2021). 

As infecções causadas por K. pneumoniae (KP) incluem pneumonia, 

abscessos hepáticos, bacteremia, infecções de tecidos moles, infecções do trato 

urinário (ITU), endoftalmite e meningite (Paczosa; Mecsas, 2016). As possibilidades 

pelas quais Klebsiella spp. causam infecções mais frequentes em comparação com 

outros patógenos oportunistas Gram-negativos incluem a capacidade de resistir à 

fome, resistir naturalmente aos antibacterianos, superar outras bactérias, trocar 

prontamente de ácido desoxirribonucleico (DNA) com outros membros do 

microbioma humano e adquirir elementos genéticos móveis que codificam uma 

ampla gama de genes de resistência a antibacterianos e de aumento de virulência 

(Gonzalez-Ferrer et al., 2021). 

A K. pneumoniae tornou-se uma das principais causas mundiais de infecções 

nosocomiais, principalmente infecções respiratórias, com uma taxa de mortalidade 

crescente em indivíduos imunossuprimidos, recém-nascidos e idosos. É um 

organismo identificado como uma ameaça urgente à saúde humana devido ao seu 

fácil contágio entre seres humanos, à sua virulência, aumento da resistência aos 

antibacterianos e à sua ampla distribuição geográfica (World Health Organization, 

2020; World Health Organization, 2022). 

Bioquimicamente pode ser identificada através de provas de: lisina positiva, 

citrato e indol negativos, tríplice açúcar ferro (TSI) positivo com produção de gás, 

ornitina descarboxilase negativa, metabolização da lactose, hidrólise da ureia e 

utilização do citrato como fonte de carbono, além disso, na cultura de ágar 

MacConkey suas colônias, crescem rápido, apresentando-se em grande número e 
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com de cor rósea brilhante, em decorrência de ser lactase positiva (Figura 1) 

(Ferreira (2022). 

 
Figura 1 - Cultura de K. pneumoniae ao microscópio ótico por meio de coloração de Gram. 

 
Fonte: Adaptado de Ferreira (2022). 

 

A KP pode ser categorizada em Klebsiella pneumoniae clássica (cKP) e 

Klebsiella pneumoniae hipervirulenta (hvKP) de acordo com suas características 

fenotípicas e genotípicas, esta última tem maior virulência e pode causar doenças 

infecciosas graves (Han et al., 2022). 

A cKP é uma bactéria oportunista que causa infecções associadas à 

assistência à saúde em hospedeiros com comorbidades associadas que são 

imunocomprometidos ou que realizam manobras invasivas (por exemplo, 

dispositivos intravasculares, tubo endotraqueal ou ferida cirúrgica). Já hvKP é 

melhor descrita como um patógeno virulento, a maioria das infecções relatadas pela 

hvKP são adquiridas na comunidade, estes são capazes de infectar indivíduos 

saudáveis de qualquer idade, bem como causar múltiplas infecções e/ou 

subsequente disseminação (Mohamed et al., 2024). 

Um caso único de K. pneumoniae causado por abscesso hepático juntamente 

com endoftalmite foi relatado pela primeira vez em Taiwan na década de 1980, e o 

organismo causador foi designado como hvKP, desde então, o hvKP foi reconhecido 

como outro patótipo circulante além do clássico cKP, associado a alta 

patogenicidade e mortalidade por hipervirulência (Lan et al., 2020). Os fatores que 

contribuem para a hipervirulência incluem principalmente cápsula, sideróforos, 

lipopolissacarídeo (LPS) e fímbrias (ou pili) (Parrott et al., 2020). 

Segundo Wang et al. (2020) e Liu et al. (2020) a K. pneumoniae é composto 

por adesinas, pili tipo 1 e tipo 3, e promove adesão bacteriana a células epiteliais, 
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imunes e superfícies abióticas. RmpA é um fator de virulência localizado no 

plasmídeo da KP, regulando a síntese de polissacarídeos capsulares e 

significativamente associadas ao fenótipo de hvKP com alto teor de muco e à 

infecção purulenta do tecido. Embora a cápsula desempenhe um papel vital na 

proteção de K. pneumoniae das respostas imunitárias do hospedeiro, a sua 

virulência pode ser causada por outros fatores. 

O LPS nas principais cepas de K. pneumoniae pode ser modificado em parte, 

e isso faz com que KP não seja reconhecida pela célula hospedeira, enquanto 

outras cepas podem usar a cápsula para camuflar o LPS e evitar a detecção do 

receptor tipo toll 4 (TLR4). A resposta inflamatória é inibida e a depuração para 

bactérias é reduzida por essas modificações. Ao mesmo tempo, a capacidade de 

obter ferro é fundamental para o crescimento e replicação das bactérias, devido a 

isso existem quatro moléculas absorventes de ferro (transportadores de ferro) na K. 

pneumoniae: enterobactina, yersiniabactina, salmochelina e aerobactina, 

respectivamente (Wang et al., 2020; Liu et al., 2020). A Figura 2 apresenta 

esquematicamente esses fatores. 

 
Figura 2: Apresentação esquemática dos fatores de virulência da Klebsiella pneumoniae e da 

homeostase do biofilme. 

 
Fonte: Adaptado de Wang et al. (2020). Legenda: Fe3+ = ferro com número de oxidação 
+3 ou ferro (III) ou férrico; RmpA = gene regulador do fenótipo mucóide A; LPS = 
Lipopolissacarídeo; kpc-2 = variante da carbapenemase KPC (Klebsiella pneumoniae 
carbapenemase); NDM-1 = New Delhi Metallo-beta-lactamase. 
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Pacientes com infecções por K. pneumoniae apresentam tendência à 

disseminação metastática para locais distantes, as apresentações do hvKP são 

diversas e distintas das infecções causadas pelo cKP. O hvKP causa infecções 

invasivas adquiridas na comunidade caracterizadas por abscessos hepáticos e 

infecções metastáticas do pulmão, olhos, sistema nervoso central, sistema 

musculoesquelético e trato urinário (Choby et al., 2019). Em contraste com o hvKp, o 

cKp causa infecções com mais frequência e surge comumente no ambiente 

hospitalar como, pneumonia adquirida no hospital, infecções do trato urinário e 

bacteremia em pacientes imunocomprometidos com comorbidades (Gonzalez-Ferrer 

et al., 2021) (Figura 3). 

 
Figura 3 - Locais de acometimento de infecção documentada por K. pneumoniae. 

Fonte: Adaptado de Gonzalez-Ferrer et al. (2021).Legenda: As infecções hvKP 
(mostradas em vermelho) são frequentemente adquiridas na comunidade e causam 
infecções do sistema nervoso central, olhos, fígado, baço e tecidos moles. Infecções por 
cKP, que frequentemente evoluem com multirresistência, comumente surgem em 
ambiente hospitalar. Descobriu-se que K. pneumoniae clássica e hipervirulenta (mostrada 
em roxo) causam bacteremia, pneumonia, infecções de sítio cirúrgico e infecções do trato 
urinário. 

 

As cKP adquiriram extensivamente elementos genéticos móveis que 

codificam genes de resistência antimicrobiana. A beta-lactamase de espectro 

estendido (ESBL) e a K. pneumoniae que codifica a carbapenemase (conjuntamente 
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referidas como MDR-KP) estão disseminadas globalmente e causam infecções que 

muitas vezes são difíceis de tratar, colocando a MDR-KP no topo das listas atuais de 

ameaças significativas para saúde pública pela Organização mundial de Saúde 

(OMS). A resistência a múltiplas drogas do MDR-Kp e a correspondente 

suscetibilidade antimicrobiana do hvKP é uma distinção importante entre esses dois 

patógenos (Russo et al., 2018; Clegg; Murphy, 2016; Paczosa; Mecsas, 2016). O 

quadro abaixo resume as principais características de ambas as cepas. 

Quadro 1 – Características das cepas clássicas e hipervirulentas de Klebsiella pneumoniae 
Característica(s) para tipo de capa 

Parâmetro Clássico Hipervirulento 

Tipos comuns de 
infecção 

Pneumonia, ITU, bacteremia Abscesso hepático piogênico; 
bacteremia; abscessos 

pulmonares, cervicais e renais; 
pneumonia; celulite; fasceíte 

necrosante; miosite, meningite; 
endoftalmite 

População(ões) 
suscetível(s) 

Imunossuprimidos (diabéticos, 
pacientes com doenças 

malignas) 

Diabéticos, pessoas saudáveis 

Tipo(s) de cápsula Sorotipos de cápsula K1–K78 Sorotipo de hipercápsula K1 
(93%) ou K2 

Sideróforos (% de cepas 
que expressam 

sideróforo) 

Enterobactina (100), 
yersiniabactina (17–46), 

salmochelina (2–4), 
aerobactina (6) 

Enterobactina (100), 
yersiniabactina (90), 
salmochelina (>90), 

aerobactina (93–100) 

Tipo de infecção 
adquirida principalmente 

Nosocomial Aquisição comunitária 

Frequência de relatos de 
resistência a 

antibacterianos 

Frequente (produtora de ESBL 
e carbapenemases) 

Pouco frequente 

Fonte: Paczosa e Mecsas (2016) 

 

 
Até recentemente, a maioria dos hvKP eram sensíveis aos antimicrobianos, 

em contraste com as cepas cKPs, que eram mais frequentemente multirresistentes 

(MDR cKP) ou extensivamente resistentes (XDR cKP) a medicamentos. 

Infelizmente, hvKP MDR, hvKP produtor de β-lactamase de espectro estendido 

(ESBL), hvKp resistente à polimixina e hvKP resistente a carbapenêmicos está 

surgindo e pode substituir a K. pneumoniae clássica como o patógeno dominante 

nosocomial e associado às infecções relacionadas aos cuidados de saúde (ou 

infecções hospitalares e nosocomiais) (Liu et al., 2020). 

As Infecções hospitalares (IH) ou Infecções relacionadas à assistência de 

saúde (IRAS) são consideradas um problema de saúde pública, por aumentarem a 

mortalidade e a morbidade, aumentarem o tempo de internação e os custos muito 
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elevados com a saúde. Na Europa, as IRAS causam 16 milhões de dias de 

hospitalização adicionais por ano, com custos superiores a 7 mil milhões de euros 

anuais. A prevalência de IRAS em países de alta renda é de 7,5%, embora outros 

tenham relatado taxas de 5,7% a 7,1% na Europa e 4,5% nos Estados Unidos da 

América (EUA), enquanto em países de baixa e média renda a taxa de prevalência 

varia entre 5,7% e 19,2% (Voidazan et al., 2020). 

O número crescente de agentes patogénicos resistentes aos antimicrobianos, 

que estão cada vez mais associados à infecção hospitalar, representa um fardo 

significativo para os sistemas de saúde e tem custos econômicos globais 

importantes. Os efeitos incluem altas taxas de mortalidade e morbidade e aumento 

dos custos de tratamento. Relatórios recentes utilizando dados de estudos de 

vigilância hospitalares, bem como da Infectious Diseases Society of America, 

começaram a referir-se a um grupo de patógenos nosocomiais como “patógenos 

ESKAPE”, espécies Enterobacter (Rice et al., 2008). 

O grupo de bactérias conhecido como ESKAPE que é um acrônimo para o 

conjunto de bactérias, abrangendo espécies Gram-positivas e Gram-negativas, 

composto por Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumoniae, Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa estando entre as 

bactérias mais prevalentes nas infecções cutâneas (Santajit; Indrawattana, 2016). 

A pele é o maior órgão do corpo humano, atuando como barreira física e 

imunológica contra microrganismos patogênicos. As lesões cutâneas constituem 

porta de entrada para contaminação microbiana que pode levar a feridas crônicas e 

outras infecções invasivas, adicionalmente, as feridas crónicas são consideradas 

graves problemas de saúde pública devido às consequências sociais, psicológicas e 

econômicas que acarretam (Macedo et al., 2021). 

Uma vez rompida a integridade tecidual, uma cascata de reações bioquímicas 

do processo cicatricial é ativada para reparar o dano com fases distintas e 

sobrepostas que compreendem homeostase, inflamação, proliferação, reepitelização 

e remodelação tecidual. Contudo, a presença de microrganismos patogênicos 

prolonga o período de inflamação provocando liberação exacerbada de mediadores 

inflamatórios em resposta à persistência bacteriana (Figura 4) (Rahim et al., 2017; 

Macedo et al., 2021). Nesse sentido, as infecções microbianas são destacadas 

como as causas mais importantes de feridas crônicas, entre elas as lesões por 

pressão, e geralmente estão associadas à formação de biofilme, que são 
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notoriamente recalcitrantes aos antibacterianos convencionais (Morgan et al., 

2019).A lesão tecidual e a resposta ao processo infeccioso ocorre, resumidamente, 

nas seguintes etapas apresentadas na Figura 4. 

 

Figura 4 - Visão esquemática da infecção bacteriana da pele, derivada da perda da integridade da 
epiderme. 

 
Fonte: Adaptado de Macedo et al. (2021). Legenda: (1) Uma lesão provoca uma ferida cutânea que 
constitui porta de entrada para contaminação microbiana; (2) As bactérias colonizam a pele e 
produzem um biofilme; (3) As bactérias secretam toxinas que prolongam a degradação tecidual, 
atingindo a camada dérmica; (4) As células imunes residentes reconhecem as bactérias e secretam 
mediadores imunológicos para neutralizar os patógenos e recrutar outras células imunes; (5) Detritos 
celulares (padrões moleculares associados a danos – DAMPS - e mediadores lipídicos) ativam 
células imunológicas e servem como quimioatratores; (6) Os leucócitos sanguíneos são recrutados 
para combater os patógenos; (7) Substâncias efetoras liberadas pelas células do sistema imunológico 
também promovem danos aos tecidos e amplificam a inflamação. 

 
 

Apesar do desenvolvimento de várias formulações antimicrobianas (contendo 

derivados de prata, mupirocina, ácido fusídico, mafenida, gentamicina, bacitracina, 

neomicina e polimixina B), o tratamento de infecções cutâneas relacionadas com 

ESKAPE ainda é desafiador. Este cenário se deve à capacidade da bactéria 

ESKAPE de adquirir perfis de multirresistência (MDR), extensa resistência a 

medicamentos (XDR) e pan-resistência a medicamentos (Punjataewakupt; 

Napavichayanun; Aramwit, 2019; Rahimi et al., 2020). 

De fato, determinantes de resistência e plasmídeos que medeiam a 

resistência a antibacterianos tópicos, como mupirocina, ácido fusídico, neomicina e 

prata, foram detectados em isolados clínicos de bactérias ESKAPE. Além disso, 

esses patógenos apresentam alto índice de incidência em ambientes hospitalares e 

diversas cepas apresentam fenótipos de multirresistência. Assim como, 

determinantes de resistência e plasmídeos que medeiam a resistência a 
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antibacterianos tópicos, como mupirocina, ácido fusídico e neomicina e prata, foram 

detectados em isolados clínicos de bactérias (Santajit; Indrawattana, 2016; Macedo 

et al., 2021). 

A resistência antimicrobiana é descrita como a capacidade dos 

microrganismos sobreviverem na presença de agentes antimicrobianos em 

concentrações normalmente suficientes para inibi-los ou matá-los. Pode ainda ser 

explicado como um processo multifatorial que, do ponto de vista bacteriano, 

representa uma associação de exposição contínua a antibacterianos e à plasticidade 

do genoma microbiano (Watkins; Bonomo, 2016; Gorrie et al., 2022). 

Consequentemente, esta evolução levou ao surgimento de cepas de 

Enterobacteriaceae MDR e XDR, que são resistentes a quase todos os 

antibacterianos atualmente em uso. A propagação da MDR Klebsiella pneumoniae 

está principalmente associada a ambientes clínicos onde é facilitada por fatores 

como espaço fechado e propagação entre pacientes que são tipicamente 

imunocomprometidos através do que é denominado infecções hospitalares (Ndlovu 

et al., 2023). 

A crise de resistência antimicrobiana (RAM) que os hospitais enfrentam em 

todo o mundo é impulsionada pelos patógenos ESKAPE que são responsáveis pela 

maioria das infecções em pacientes que são difíceis de tratar com terapia 

antimicrobiana (Pendleton; Gorman, 2016; Wyres; Holt, 2018). 

Os antibacterianos da classe das cefalosporinas e dos carbapenêmicos têm 

sido a base do tratamento de infecções graves causadas por Enterobacteriaceae, 

como K. pneumoniae, mas a eficácia tem sido comprometida pela aquisição 

generalizada de genes que codificam enzimas, como as lactamases de espectro 

estendido e carbapenemases, que medeiam a respectiva resistência a essas drogas 

críticas e apresentando taxas de mortalidade, muitas vezes superiores a 40%, 

associadas a infecções graves causadas por Enterobacteriaceae resistentes a 

carbapenêmicos (Venkateswaran et al., 2023). 

Verificou-se resistência a agentes antimicrobianos, incluindo ampicilina, 

cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, aztreonam, trimetoprim/sulfametoxazol, 

gentamicina, ácido nalidíxico, tetraciclina, amicacina, imipenem, ofloxacina em 

isolados de cKP. Já o hvKP apresenta taxas de resistência significativamente mais 

baixas a todos os agentes antimicrobianos do que o cKP, exceto ao sulfametoxazol- 

trimetoprima e à ampicilina (Rastegar et al., 2019). 
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Os modos de resistência aos antibacterianos na K. pneumoniae são 

codificados intrinsecamente ou adquiridos através de mutação e aquisição de genes 

de resistência. Vários fatores, incluindo a aquisição de determinantes de resistência 

induzida pelo estresse, funções alteradas da barreira da membrana e promoção da 

formação de biofilme, podem influenciar a resposta adaptativa de K. pneumoniae 

(Quadro 2) (Ndlovu et al., 2023). 

 
Quadro 2 – Genes de resistência antimicrobiana da K. pneumoniae 

Genes Fatores associados à resistência microbiana 

Gene de resistência aos 
aminoglicosídeos 

Os aminoglicosídeos, que podem inibir a síntese de proteínas 
bacterianas. O mecanismo de tolerância cromossômica da KP aos 
aminoglicosídeos inclui modificação da permeabilidade celular e 
genes de enzimas modificadoras de aminoglicosídeos 

Gene de resistência às 
quinolonas 

Os antibacterianos quinolônicos têm como alvo as topoisomerases 
bacterianas para inibir a replicação do DNA. O mecanismo de 
resistência de KP à fluoroquinolona inclui principalmente mutação do 
gene alvo, produção de bomba de efluxo MDR e modificação de 
enzimas e proteínas de proteção alvo. 

Gene de resistência β- 
lactâmico 

Os antibacterianos β-lactâmicos têm sido utilizados clinicamente 
desde a década de 1940, a resistência à penicilina da KP foi 
encontrada pela primeira vez na década de 1960, o que também 
levou à descoberta da primeira classe de genes β-lactamase 
(blaSHV-1 e blaTEM-1). Vinte anos depois, o primeiro gene blaSHV- 
2 da β-lactamase de amplo espectro foi identificado em K. 
pneumoniae. Este gene exibe um amplo espectro de atividades de 
tolerância a β-lactâmicos (incluindo cefalosporinas e 
monocosaminas).   Logo,   outra   variante   ESBL    mediada   por 
plasmídeo, blaTEM-3, foi encontrada em K. pneumoniae na França. 

Gene de resistência à 
polimixina 

A polimixina perturba a integridade da membrana pelo deslocamento 
de íons extracelulares (Ca2+/Mg2+) com ligação ao 
lipopolissacarídeo carregado negativamente (LPS) e causando lise 
celular. 

Gene de resistência à 
tigeciclina 

A tigeciclina é a primeira geração de glicilciclina [85], que tem sido 
usada desde 2005 e é usada para tratar a infecção por K. 
pneumoniae. A tigeciclina é um medicamento promissor com 
atividade antibacteriana de amplo espectro e é eficaz mesmo para 
cepas derivadas de ESBL. Os mecanismos conhecidos de tolerância 
à tigeciclina são codificados cromossomicamente, incluindo 
modificações dos alvos das unidades ribossômicas 30S e 16S, bem 
como alterações na permeabilidade celular. 

Fonte: Wang et al. (2020). 

 

 
As altas taxas de resistência à 3ª geração de cefalosporinas relatadas para e 

K. pneumoniae significam que o tratamento de infecções suscetíveis de serem 

causadas por estas bactérias em muitos ambientes devem contar com os 

carbapenêmicos, o último recurso para tratar doenças graves adquiridas na 

comunidade e em infecções hospitalares. Estes antibacterianos são mais caros, 

podem não estar disponíveis, e também são suscetíveis de acelerar ainda mais o 
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desenvolvimento de resistência (World Health Organization, 2020). Todo este 

contexto aponta para a importância de realização de novos produtos farmacêuticos 

para o tratamento de infecções causadas pela K. pneumoniae, assim como, para 

lesões na pele. 

 
3.2 Produtos naturais da classe dos Terpenos com potencial antibacteriano 

 
 

A dispersão mundial de isolados clínicos resistentes levou à necessidade de 

descobrir novos agentes antimicrobianos, todavia, a resistência precipitada e 

prevalente aos agentes antimicrobianos recentemente criados sugere que novas 

famílias também terão uma vida útil curta (Toombs-Ruane et al., 2020). Muitas 

plantas aromáticas e medicinais, ervas e especiarias têm sido propostas como uma 

fonte significativa de antimicrobianos naturais como uma alternativa aos 

medicamentos sintéticos para tratar infecções bacterianas (Puvaca et al., 2020). 

As plantas medicinais e o óleo essencial delas extraído têm sido amplamente 

utilizados para esse fim devido à alta concentração de compostos bioativos. 

Comprovadamente os óleos essenciais têm sido usados para tratar doenças 

infecciosas do trato urinário, doenças respiratórias, distúrbios intestinais e doenças 

dérmicas (Puvaca et al., 2021). 

Neste sentido, os compostos naturais de origem vegetal surgem como 

poderosas ferramentas terapêuticas potenciais, pois, as plantas produzem uma fonte 

inestimável de metabólitos secundários em resposta a fatores ambientais , como 

ataque de herbívoros, estresse abiótico ou interações interespecíficas. Atualmente, 

os mecanismos de ação mais conhecidos e estudados entre os agentes 

antimicrobianos estão relacionados com uma grande variedade de alvos e 

processos bacterianos, tais como a inibição da síntese proteica, inibição de vias 

metabólicas, interferência na síntese da parede celular, inibição de DNA e síntese de 

ácido ribonucleico (RNA) e lise da membrana bacteriana , entre outros (Álvarez- 

Martínez et al., 2021). 

Os fitoquímicos podem atuar através de diferentes mecanismos e locais-alvo 

em comparação com os antibacterianos tradicionais, portanto, sua combinação com 

antibacterianos convencionais tem sido proposta para fornecer eficácia superior na 

supressão do desenvolvimento de resistência (Abreu; McBain; Simões, 2012). 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/natural-product
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/secondary-metabolite
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/environmental-factor
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/abiotic-stress
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/rna-synthesis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/rna-synthesis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/rna-synthesis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bacterial-membrane
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/phytochemical
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Entre os fitoquímicos decorrentes do metabolismo secundário das plantas, os 

terpenos foram exaustivamente estudados e relatados atividades importantes na 

saúde humana exercendo atividades antimicrobianas contra bactérias suscetíveis e 

resistentes a antibacterianos, principalmente através de suas habilidades de 

promover a ruptura celular e a inibição da síntese de proteínas e DNA (Masyita et 

al., 2022). 

O uso de terpenos como agentes antimicrobianos em cosméticos, alimentos e 

alguns produtos de saúde, como tônicos capilares, pasta de dente, limpadores de 

pálpebras, restauradores capilares, sabonetes para a pele e loções corporais já está 

bem relatado na literatura (El Hachlafi et al., 2021). 

O termo terpeno, proposto por Dumas em 1866, tem origem na palavra latina 

“terebintina” (Balsamum terebinthinae), um extrato líquido de pinheiros. Os terpenos 

são os maiores produtos naturais, com variação estrutural significativa, incluindo 

hidrocarbonetos lineares ou esqueletos carbocíclicos. A unidade isopentenil difosfato 

(IPP) e seu isômero, dimetilalil difosfato (DMAPP), são os precursores da 

biossíntese dos terpenos. Os terpenos são abundantes em plantas superiores, frutas 

cítricas, coníferas e eucaliptos e estão amplamente distribuídos nas folhas, flores, 

caules e raízes dessas plantas. A classificação dos terpenos é baseada nas 

unidades de isopreno propostas por Wallach em 1887 (C5H8), um composto de 5 

carbonos que forma a estrutura dos terpenos (Abdallah; Quax, 2017; Ninkuu et al., 

2021; Mabou; Yossa, 2021). 

Desta forma, os terpenos são agrupados em classes de acordo com o número 

de unidades de isopreno (n) na molécula: hemiterpenos (C5H8), monoterpenos 

(C10H16), sesquiterpenos (C15H24), diterpenos (C20H32), triterpenos (C30H48), 

tetraterpenos (C40H64), e politerpenos (C5H8)n (Ninkuu et al., 2021; Mabou; Yossa, 

2021; Masyita et al., 2022). 

 

3.2.1 Limoneno: características e aplicabilidade 
 

O limoneno é um monoterpeno, um dos mais comuns na natureza e um dos 

principais constituintes de vários óleos essenciais de frutas cítricas. Caracteriza-se 

como um monoterpeno cíclico formado somente por átomos de carbono e 

hidrogênio, líquido incolor e existe como dois isômeros ópticos e como uma mistura 

racêmica (Figura 5). Possui um agradável odor de limão, o que o torna amplamente 

utilizado como aditivo de sabor e fragrância em alimentos comuns, como sucos de 
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frutas, doces, gomas de mascar, refrigerantes e sorvetes. Por fim, é considerado 

seguro, apresentando baixa toxicidade para humanos, sem induzir risco mutagênico, 

carcinogênico ou nefrotóxico aos humanos (Vieira et al., 2018; Kvittingen; Sjursnes; 

Schmid, 2021). 

O limoneno, 4-isoproprenil-1-metil-ciclo-hexeno, fórmula C10H16, apresenta um 

anel ciclohexênico, uma metila, ligação dupla formando o radical isopropenila e 

carbono quiral. O limoneno apresenta em seu anel ciclo-hexeno um carbono quiral 

(está ligado a quatro substituintes diferentes entre si). Esta característica faz com 

que o limoneno exista na forma de dois isômeros ópticos. Os isômeros ópticos são 

aqueles em que sua imagem no espelho não se sobrepõe à molécula original. Os 

carbonos quirais são identificados como R ou S. Em outras notações também para 

isômeros ópticos incluem o uso das letras d (dextrogiro, desvia o plano da luz 

polarizada para direita) e l (levógiro, desvia o plano da luz polarizada para 

esquerda), e os símbolos + e -. Assim, podemos chamar um isômero de R-(+)- 

limoneno e o outro de S-(-)-limoneno (Figura 5). Estes dois enantiômeros do 

limoneno são os mais abundantes monoterpenos na natureza (Burnham, 2024). 

 
Figura 5 – Estruturas químicas do R-(+)-limoneno e de S-(-)-limoneno, respectivamente. 

 

Fonte: Kvittingen, Sjursnes e Schmid (2021). 

 
 

A avaliação da atividade biológica dos terpenos, incluindo o limoneno, tem 

sido realizada ao longo dos anos com o objetivo de identificar novos compostos com 

atividade antibacteriana (Guimarães et al., 2019). A atividade antibacteriana de óleos 
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essenciais e componentes isolados de óleos essenciais contendo terpenos (OEs = (- 

)-Terpinen-4-OL, (-)-Β-Pineno, (+)-Carvone, (±)-Cintronellal, 4-Allylanisole, 

Cinamaldeído, Citral, Eugenol, Geraniol, R-(+)-limoneno, (S)-limoneno e Α-Pinene) 

contra cepas de Vibrio foi avaliada. Seguindo ensaio de crescimento bacteriano, 

comparando o crescimento de Vibrio com ou sem OEs em várias concentrações 

observou-se que o R-(+)-limoneno, (S)-limoneno e cinamaldeído mostraram inibição 

significativa do crescimento bacteriano de V. campbellii, redução de 50% em 

comparação com o grupo controle (Zheng et al., 2020). 

Atividade antibacteriana do óleo essencial de limão (Citrus aurantifolia) e 

limoneno contra as cepas Gram-negativas foram E. tarda, P. damselae, V. harveyi e 

as cepas Gram-positivas L. garvieae, S. iniae e S. parauberis também foi testada, as 

atividades antibacterianas do óleo essencial de limão e do limoneno foram 

consideravelmente eficazes contra essas bactérias patogênicas podendo ser usados 

como alternativas para tratar infecções bacterianas (Pathirana et al., 2018). 

O potencial antimicrobiano do limoneno foi avaliado em muitos estudos contra 

um amplo espectro de microrganismos patogênicos (bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas como Streptococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, estando 

seu mecanismo de ação associado à presença de determinados compostos que 

podem alterar a permeabilidade da membrana celular dos microrganismos e/ou inibir 

enzimas importantes para o seu crescimento e sobrevivência, ou ainda, ao seu 

comportamento lipofílico capaz de desnaturar proteínas e camadas lipídicas, 

alterando as propriedades e função da parede celular, e levando à perda de 

componentes intracelulares e eventual morte celular (Ribeiro et al., 2023). 

Além do estudo sobre a ação antibacteriana do limoneno, o mecanismo de 

ação antibacteriana do limoneno também foi explicado em alguns dos estudos. Uma 

proteína β-barrel (LptD) é uma proteína essencial da membrana externa presente na 

montagem do lipopolissacarídeo (LPS), a depleção dessa proteína leva ao aumento 

da permeabilidade da membrana da célula bacteriana (Gupta; Jeyakumar; 

Lawrence, 2021a). 

Espina et al. (2013) investigaram o efeito bactericida do R-(+)-limoneno contra 

Escherichia coli, os resultados da microespectroscopia infravermelha de reflectância 

total atenuada após o tratamento de células de E. coli com limoneno mostraram o 

dano do LPS e a permeabilidade alterada da membrana externa também foi 

observada no estudo. Os autores concluíram que o dano do LPS é o mecanismo de 
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inativação pelo R-(+)-limoneno e os envelopes celulares são o alvo importante do 

composto. 

Estudos que utilizaram nanoemulsões com limoneno também mostraram 

rompimento completo da estrutura celular levando à lise e liberação de material 

intracelular tanto em bactérias Gram-positivas quanto em negativas (Zhang et al., 

2014; Bei et al., 2015; Zahi; Liang; Yuan, 2015). Entretanto, a eficácia do limoneno, 

assim como de outros agentes antibacterianos, pode diferir entre bactérias Gram- 

positivas e negativas (Gupta; Jeyakumar; Lawrence, 2021a). 

Importa destacar que a membrana citoplasmática já é apontada como o alvo 

primário em células bacterianas Gram-positivas, enquanto em bactérias Gram- 

negativas a membrana externa é o alvo primário para agentes antibacterianos. Além 

disso, as células Gram-negativas são mais eficientes do que as células bacterianas 

Gram-positivas na manutenção de sua homeostase de membrana, razão pela qual 

há uma diferença entre os agentes antibacterianos em relação à atividade 

bactericida (Li et al.,2016; SANI et al., 2015). Isto se deve ao fato que, a membrana 

externa de bactérias Gram-negativas, que é composta de moléculas de 

lipopolissacarídeos, estabelece uma barreira de permeabilidade hidrofílica que 

protege contra o efeito de drogas altamente hidrofóbicas (Trombetta et al., 2005). 

Esta relação explicaria a razão da baixa sensibilidade das células bacterianas Gram- 

negativas aos efeitos letais de monoterpenos lipofílicos como o limoneno (Gupta; 

Jeyakumar; Lawrence, 2021a). 

Outras atividades biológicas do Limoneno são destacadas como: 

propriedades anticancerígenas, antinociceptivas, gastroprotetoras e cicatrizantes de 

úlceras gástricas, antioxidantes e anti-inflamatórias, eficácia na melhoria da função 

pulmonar e efeito neuroprotetor em doenças neurodegenerativas incluindo doença 

de Alzheimer, esclerose múltipla, epilepsia (Eddin et al., 2021). Ademais, o mesmo é 

geralmente reconhecido como seguro para consumo humano como uma substância 

aromatizante sintética A ingestão diária tolerável (IDT) de Limoneno foi estimada em 

0,27 mg/kg de peso corporal, ou seja, para um adulto de 60 kg, a IDT é de 16,2 mg, 

esta dose provém naturalmente dos alimentos e da sua adição como aromatizante 

(Soulimani, Bouayed e Joshi, 2019). 
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3.3 Formas farmacêuticas nanotecnológicas 

 
 

O uso de antimicrobianos tópicos é benéfico para o controle de infecções no 

tratamento de feridas porque a infecção da ferida é a principal causa do retardo na 

cicatrização (Punjataewakupt; Napavichayanun; Aramwit, 2019). A este respeito, 

infecções de feridas ou locais cirúrgicos estão frequentemente associadas ao 

fracasso de tratamentos à base de antimicrobianos ou à falta concomitante de novos 

agentes, além disso, bactérias Gram-negativas, como Klebsiella pneumoniae 

representam uma grande ameaça à saúde humana, uma vez que são as bactérias 

mais resistentes, de rápida propagação emergindo como superbactérias 

clinicamente relevantes (Alfei; Schito, 2020). As vantagens dos antimicrobianos 

tópicos sobre os sistêmicos incluem maior concentração no local alvo, menos efeitos 

adversos sistêmicos e menor incidência de resistência antimicrobiana 

(Punjataewakupt; Napavichayanun; Aramwit, 2019). 

A cicatrização de feridas é um processo dinâmico e complexo que afeta a 

qualidade de vida dos pacientes e acarreta anualmente custos elevados para o 

sistema de saúde, em todo o mundo (Rahimi et al., 2020). A tecnologia de 

nanoemulsão surgiu nos últimos anos e está fornecendo resultados muito 

promissores. Estas, com tamanho de gotícula de até 0,5 µm, são geralmente mais 

estáveis cineticamente do que emulsões grossas, o que resulta em um aumento na 

presença do agente antimicrobiano (Garre et al., 2020). 

Comprovadamente, os produtos naturais desempenham várias funções 

biológicas no corpo humano, como anticâncer, anti-inflamatório, antioxidante, 

antimicrobiano, entre outros. Contudo, apresentam baixa estabilidade, são altamente 

sensíveis à oxidação, possuem menor solubilidade em água, baixa 

biodisponibilidade e sustentabilidade. Para superar esses obstáculos, que dificultam 

suas aplicações, várias abordagens foram introduzidas, entre elas, nos últimos anos, 

a estratégia de encapsulamento tem recebido muita atenção como uma técnica 

proeminente devido à sua ampla gama de benefícios e aplicações à saúde (Karim et 

al., 2022). 

Segundo Garre et al. (2020) as nanoemulsões de óleos essenciais 

forneceram resultados satisfatórios contra uma ampla variedade de microrganismos 

e seu efeito antimicrobiano foi ainda mais agudo quando aplicado em uma forma 

nanoemulsionada. Isto se daria em razão do tamanho menor das gotículas 
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nanuemulsionadas aumentar a área de superfície que entra em contato com as 

células bacterianas e promover a interação entre o agente antimicrobiano e a 

membrana celular do microrganismo. 

O encapsulamento é considerado uma abordagem prática, na qual os 

bioativos são revestidos por materiais na forma de cápsulas ou partículas em escala 

nanométrica (Wang; Jung; Zhao, 2017). Para Fernandes et al. (2021) a 

nanotecnologia oferece muitas vantagens para a liberação de fármacos, como: 

1) Possibilidade de modificação de tamanho, forma e superfície que impacta no 

transporte, acúmulo e reconhecimento de nanopartículas em seus alvos; 

2) Permitir o encapsulamento de fármacos pouco solúveis em água, com baixa 

biodisponibilidade; 

3) Proteção do fármaco contra degradação; 

4) Permitir terapia combinada, uma vez que o nanocarreador pode carregar 

fármacos com diferentes atividades terapêuticas, que podem atuar 

sinergicamente; 

5) Permitir que o nanossistema atinja o tecido alvo; 

6) Ser capaz de responder a estímulos endógenos específicos, como potencial 

hidrogeniônico (pH), ou exógenos, como fototerapia, ultrassom, campo 

magnético, entre outros, reduzindo a inespecificidade do tratamento; 

7) Permanecer por mais tempo na corrente sanguínea e, portanto, permitir a 

liberação sustentada do fármaco nanoencapsulado. 

Métodos passivos e ativos de aumento da penetração na pele têm sido 

usados com sucesso para melhorar a eficiência da administração tópica ou da 

administração transdérmica. Carreadores de medicamentos nanométricos atraíram 

muita atenção na última década como opções em formulações para terapia tópica. 

Nanopartículas (incluindo nanoesferas, nanopartículas lipídicas sólidas, micelas), 

lipossomas e nanoemulsões estão entre os sistemas mais estudados (Zhang et al., 

2013). 

Nanoemulsões são misturas isotrópicas heterogêneas de óleo, água e 

surfactante em que o óleo ou a água formam uma fase dispersa e o outro forma a 

fase contínua, são estabilizadas pelo potencial do filme interfacial das moléculas do 

surfactante (Ojha et al., 2021; Algahtani; Ahmad, 2020). Também conhecidas como 

emulsões de tamanho nanométrico apresentam gotículas ≤200nm e são 

estabilizadas pela adição de emulsificantes (Preeti et al., 2023). Por possuírem 
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tamanho de partícula nanométrico elas são transparentes ou translúcidas, 

adicionalmente, devido ao seu menor tamanho de partículas as nanoemulsões são 

muito mais estáveis contra floculação, coalescência e formação de creme (ou 

creaming) (Figura 6) (Moradi; Barati, 2019). 

 
Figura 6 - Tipos de separação em emulsões. 

Fonte: Franzol e Rezende (2015). 

 
 

Embora as nanoemulsões tenham alta carga de fármaco e capacidade de 

solubilização, ainda assim a sua entrega transmembranar é lenta devido à sua baixa 

viscosidade e espalhabilidade. Para resolver este problema, os pesquisadores 

exploraram a modificação da nanoemulsão em nanoemulgel, adicionando um agente 

gelificante adequado (Ojha et al., 2021). 

Os medicamentos podem ser incorporados em nanoemulgeis que atuam 

como um sistema de entrega coloidal direcionado que pode melhorar a 

biodisponibilidade e estabilidade, reduzindo o tamanho geral da formulação. A parte 

da nanoemulsão deste sistema de entrega protege a porção ativa da degradação 

enzimática, hidrólise, etc., e a parte do gel fornece estabilidade termodinâmica ao 

sistema, reduzindo a tensão superficial e interfacial e, assim, aumentando a 

viscosidade geral e a espalhabilidade (Lal et al., 2023). 

O nanoemulgel possui várias vantagens sobre nanopartículas lipídicas, 

microemulsões ou lipossomas na administração transdérmica devido à sua alta 

capacidade de carga de medicamento, melhor difusibilidade, permeabilidade e baixa 

irritação da pele (Kotta et al., 2014). 
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No processo de desenvolvimento de diversas formulações de importância 

farmacêutica, o nanoemulgel provou ser um excelente veículo de administração de 

medicamentos via aplicação transdérmica, dentária, ocular e vaginal para o 

tratamento de vários tipos de doenças (Setya et al., 2019; Srivastava; Kohli; Ali, 

2016). 

Quando o nanoemulgel é comparado com as formas farmacêuticas 

mencionadas acima, possui estabilidade relativamente melhorada, melhor 

penetração, menos oleosidade, facilidade de incorporação de medicamentos 

hidrofóbicos, alta eficiência de carregamento de medicamentos e melhor eficácia 

(Shankar et al., 2018; SAH; Badola; Mukhopadhyay, 2017). 

Como na maioria dos novos sistemas de liberação de medicamentos, a 

estabilidade é uma questão principal, onde o nanoemulgel pode ser considerado um 

ótimo sistema para superar os problemas de instabilidade associados a outros 

sistemas de distribuição de medicamentos (Ojha et al., 2021). 
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4 MATERIAL E MÉTODO 

 
 

A Figura 7 abaixo representa esquematicamente o fluxo metodológico do 

presente estudo. 

Figura 7 – Fluxograma metodológico. 

Fonte: Autor (2024). 

 
 

 
4.1 Área de estudo e localização de teste experimentais 

 
 

Realizou-se a pesquisa no Laboratório de Bioquímica da Unidade Acadêmica 

de Ciências Biológicas (UACB) do Centro de Saúde e Tecnologia Rural (CSTR) da 

Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) coordenado pelo Prof. Dr. 

Abrahão Alves de Oliveira Filho e no Laboratório de Síntese e Vetorização de 

Moléculas (LSVM) do Centro de Ciências Sociais e Aplicadas da Universidade 

Estadual da Paraíba (UEPB) – Campus V coordenado pelo Prof. Dr. Elquio Eleamen 

Oliveira. 
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4.2 Metodologia dos estudos microbiológicos 

 

4.2.1 Micro-organismos e Produto-teste 

 

Utilizaram-se as cepas de Klebsiella pneumoniae (Kp 101, Kp103, Kp104, 

Kp105 e Kp110) mantidas em meio Ágar Muller Hinton (AMH) a uma temperatura de 

4°C. Os inóculos foram obtidos a partir de culturas overnight em MH a 37ºC e 

diluídas em solução salina estéril para obter concentração final de aproximadamente 

1,5 x 108 unidades formadoras de colônias por mL (UFC/mL), ajustado pela turvação 

quando comparado com o tubo 0,5 da escala McFarland (Bona et al., 2014). O S-(-)- 

limoneno foi adquirido através da Sigma-Aldrich®. 

 
4.2.2 Meios de cultura 

 

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliação da atividade 

antimicrobiana foram o meio líquido Muller Hinton e o meio sólido Ágar Muller 

Hinton, adquiridos na Difco® e preparados de acordo com as instruções do 

fabricante. 

 
4.2.3 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

Determinou-se a CIM utilizando a técnica de microdiluição em placa contendo 

96 poços com fundo em “U”. Adicionou-se 100μL de caldo Mueller Hinton, 

duplamente concentrado e 100μL do produto em estudo (S-(-)-Limoneno) em cada 

poço da placa, nas concentrações de 1024 a 16μg/mL. Conduziu-se a determinação 

da CIM com 10μL do inóculo previamente preparado e adicionado em cada 

cavidade. Preparou-se também o controle de crescimento no penúltimo poço, 

contendo 200μL do caldo e a suspensão de micro-organismo e no último poço foi o 

controle negativo com apenas 200μL do caldo, sendo realizado todo o ensaio em 

duplicata. As placas foram incubadas a 35ºC durante 24 horas, após esse período 

realizou-se a primeira leitura dos resultados. 

Em seguida, adicionou-se 20μL de solução de resazurina sódica (Sigma 

Aldrich®), em água destilada esterilizada na concentração de 0,01% (p/v), 

reconhecido como indicador colorimétrico de óxido-redução para bactérias e feita 
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nova incubação a 37ºC. A leitura procedeu-se visualmente, pela ausência ou 

presença de crescimento do microrganismo pela formação de aglomerado de células 

(botão) e pela observação da mudança da coloração da solução, de azul para rosa, 

indicando crescimento do micro-organismo. 

Determinou-se a CIM como a menor concentração do produto que inibiu o 

crescimento visível do microrganismo ensaiado, verificado por uma não mudança da 

coloração do corante indicador (Palomino et al., 2002; Ostrosky et al., 2008, CLSI 

2012; Bona et al., 2014). 

 
4.2.4 Determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

 

Determinou-se a CBM após a leitura dos resultados da Concentração 

Inibitória Mínima preparou-se inóculos (10μL) de três diluições a partir da CIM para o 

meio de caldo Mueller-Hinton (100μL/cavidade) em placa de microdiluição 

esterilizada, em seguida seguiram para incubação a 37ºC por 24 horas, após esse 

tempo foi adicionado 20μL de resazurina. Os ensaios foram incubados a 

temperatura de 37ºC por mais 24 horas para confirmação da concentração capaz de 

inibir o crescimento total das espécies bacterianas, verificado por uma não mudança 

da coloração do corante indicador (Ncube et al., 2008; Guerra et al., 2012). 

 
4.2.5 Determinação da Concentração Inibitória Mínima de Aderência (CIMA) 

 

A Concentração Inibitória Mínima de Aderência (CIMA) do composto foi 

determinada na presença de sacarose a 5%, de acordo com Albuquerque et al. 

(2010) com modificações, usando-se concentrações correspondentes ao composto 

até a diluição 1:1024. A partir do crescimento bacteriano, a cepa de bactéria foi 

cultivada a 37ºC em caldo Mueller Hinton (DIFCO®), depois distribuídos 0,9mL do 

subcultivo em tubos de ensaio e, em seguida, adicionou-se 0,1mL da solução 

correspondente às diluições do composto. 

A incubação foi feita a 37ºC por 24 horas com tubos inclinados a 30º. 

Realizou-se a leitura através da observação visual da aderência da bactéria às 

paredes do tubo, após a agitação do mesmo. O ensaio foi realizado em duplicata. O 

mesmo procedimento foi realizado para o controle positivo, o digluconato de 

clorexidina a 0,12% (Periogard®, Colgate-Palmolive Company, Nova York, EUA). 
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Considerou-se a CIMA a menor concentração do agente em contato com sacarose 

que impediu a aderência ao tubo de vidro. 

 
4.2.6 Estudo de associação do S-(-)-Limoneno com os antibacterianos sintéticos 

frente a cepas Klebsiella pneumoniae 

 
O estudo de associação do produto com os antibacterianos, foi realizado por 

meio da técnica de difusão em disco em meio sólido utilizando discos de papel filtro 

(Bauer et al., 1966). Uma alíquota de 20μL da CIM do produto teste foi transferida 

para os discos contendo os antibacterianos nas suas respectivas concentrações, 

sendo em seguida alocados em placas de Petri estéreis lisa (140x15) contendo o 

meio AMH que, previamente foram inoculados com swabs estéreis, um volume 

aproximadamente de 1mL das suspensões bacterianas. 

Posteriormente, as placas foram incubadas a 35°C por 24-48h, seguido da 

realização de sua leitura. Considerou-se como efeito sinérgico, quando da 

ocorrência de halo de inibição do crescimento microbiano formado pela aplicação 

combinada do composto mais o antibacteriano (AB) com diâmetro ≥ que 2mm, 

quando comparado com o halo de inibição formado pela ação do AB isoladamente. 

Quando a combinação do produto com o antibacteriano resultou em um halo de 

inibição com um diâmetro menor do que o obtido pelo antibacteriano isolado, 

considerou-se efeito antagônico. Foi considerado como efeito indiferente, quando a 

formação do halo de inibição resultante da combinação, obteve o mesmo diâmetro 

do antibacteriano quando avaliado individualmente (Cleeland; Squires, 1991; Oliveira 

et al., 2006). Todos os ensaios foram realizados em duplicata e os resultados a 

serem expostos foram obtidos através da média dos resultados dos dois ensaios 

paralelos. 

 
4.3 Metodologia para o desenvolvimento e caracterização dos sistemas 

emulsionados incorporados com o S-(-)-Limoneno 

 
 

4.3.1 Materiais 

 
 

Adquiriu-se o S-(-)-Limoneno na Sigma-Aldrich®, Álcool metílico (CRC 

Produtos Químocos, São Paulo), Polissorbato 80 (Tween 80®), Monooleato de 
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sorbitano (Span® 80) e Carbopol também foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, EUA). O Propilenoglicol (USP – Ely Martins, São Paulo). A água ultrapura 

foi obtida usando um sistema de osmose reversa (modelo OS50 LX, Gehaka Ins. 

Ltda, Brasil). Os demais reagentes e produtos utilizados eram de grau analítico. 

 
4.3.2 Teste de Identificação do Equilíbrio Hidrofílico-lipofílico (EHL) do S-(-)- 

Limoneno 

 
Para a determinação do EHL do óleo foi utilizado o método descrito por Griffin 

(1949), que consiste em relacionar as massas dos tensoativos Span® 80 e Tween® 

80 com seus respectivos valores de EHL (4,3 e 15) em diferentes proporções, de 

modo a originar valores definidos e escalonados de EHL. As proporções dos 

tensoativos foram calculados para valores de EHL entre 09 a 15. As nanoemulsões 

óleo/água (O/A) foram formuladas com 5% (p/p) de óleo, 5% (p/p) de tensoativos 

(Span® 80 +Tween® 80) e 90% (p/p) de água ultrapura. 

As formulações de cada EHL foram submetidas a ultrasonicação em banho 

de gelo em Sonicador Eco-sonics modelo QR550 (potência de 550W e frequência de 

20kHz) com 30% da potência por 2 minutos. Após este procedimento se realizou a 

leitura do tamanho da gotícula formada e índice de polidispersão (PDI) por 

espalhamento dinâmico de luz usando um equipamento Zetasizer Ultra red (Malvern 

Ins. Ltd, Reino Unido). Considerou-se partículas com tamanho ≤200nm e o PDI ≤ 

0,3. Este último parâmetro sugere a homogeneidade do sistema quanto menor o 

valor obtido, preferencialmente ≤ 0,3, maior o grau de homogeneidade da amostra 

(Preeti et al., 2023). Diluiu-se as amostras na proporção 1:10 (v/v) em água 

ultrapura. 

 
4.3.3 Otimização dos parâmetros de formulação 

 
 

Objetivando-se encontrar as melhores condições para obtenção de 

nanoemulsões de S-(-)-Limoneno estáveis, 17 formulações de 1mL de 

nanoemulsões O/A foram produzidas, variando-se a concentração de S-(-)- 

Limoneno (5 a 15%), de tensoativo (mistura de Twen 80 + Span 80 – 3% a 15%) e 

água ultrapura de acordo com a Tabela 4. Fixou-se o tempo de homogeneização na 

ultrasonicação em banho de gelo em Sonicador Eco-sonics modelo QR550 (potência 
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de 550W e frequência de 20kHz) com 30% da potência por 2 minutos. As 

nanoemulsões obtidas neste estudo foram analisadas 24h após o preparo quanto a 

seu tamanho médio de gotícula e PDI por espalhamento dinâmico de luz usando um 

equipamento Zetasizer Ultra Red (Malvern Ins. Ltd, Reino Unido). As amostras foram 

diluídas na proporção 1:10 (v/v) em água ultrapura e realizadas três leituras por 

amostra. A formulação com menor tamanho de gotícula e menor PDI foi escolhida 

para continuidade dos estudos. 

 
4.3.4 Produção e nanoemulgeis incorporados com o S-(-)-Limoneno 

 
 

Preparou-se os nanoemulgeis após 24h da formulação da NEs com os 

melhores parâmetros de estabilidade apresentados no estudo pela adição de 1% 

Carbopol nas NEs contendo S-(-)-limoneno e agente gelificante (AMP/TIPA 85%) 

sob homogeneização em vórtex por 3 min. Os nanoemulgeis foram armazenados 

em frascos de vidro hermeticamente fechados e acondicionados em ambiente 

refrigerado (5±2°C). 

 
4.3.5 Caracterização das nanoemulsões e nanoemulgeis incorporados com o S-(-)- 

Limoneno 

 
Avaliou-se as formulações quanto ao tamanho médio de gotícula, PDI, pH e 

aspectos macroscópicos. O tamanho médio das gotículas e o PDI das formulações 

(nanoemulsões e nanoemulgeis) foram avaliados por espalhamento dinâmico de luz. 

As amostras de nanoemulsão foram diluídas 1:10 (v/v) em água ultrapura e as de 

nanoemulgel em 1:20 (v/v) e analisadas a 25ºC com ângulo de detecção de 173º e 

comprimento de onda de 633nm. As leituras foram realizadas nos dias 0, 1, 20, 30, 

60 e 90, respectivamente, D0, D1, D20, D30, D60 e D90. 

Para avaliação macroscópica foram analisadas as características de aspecto, 

cor e homogeneidade com o intuito de observar alterações na aparência por 

instabilidade. As amostras foram analisadas, identificando qualquer instabilidade, 

alteração da cor ou separação de fases (Montagner; Correia, 2004). Para análise 

dos resultados, foram utilizados critérios apresentados no Quadro 3, adaptado por 

Bühler e Ferreira (2008). 
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Quadro 3 - Parâmetros para Avaliação das Características Macroscópicas. 

Parâmetros Descrição 

N Normal 

LMA Leve Modificação na Aparência 

LMC Leve Modificação na Cor 

LMO Leve Modificação do Odor 

MA Moderada Modificação na Aparência 

MC Moderada Modificação na Cor 

MO Moderada Modificação do Odor 

IMA Intensa Modificação na Aparência 

IMC Intensa Modificação na Cor 

IMO Intensa Modificação do Odor 

Fonte: Bühler e Ferreira (2008). 

 

 
As medições pH foram realizadas utilizando um pHmetro digital Nova 

Intruments® (modelo NI PHM, São Paulo, Brasil), previamente calibrado com 

soluções tampão pH 4,0 e 7,0 a temperatura de 25ºC. 

 
4.4 Atividade antibacteriana da nanoemulsão e do nanoemulgel incorporado 

com o S-(-)-Limoneno 

 
Realizou-se o teste microbiológico com o intuito de determinar se a 

nanoemulsão e nanoemulgel contendo com o S-(-)-Limoneno incorporado é capaz 

de inibir o crescimento da bactéria Klebsiella pneumoniae. Sendo assim, foram 

utilizadas as mesmas cepas dos testes realizados inicialmente. Para a avaliação da 

atividade antimicrobiana da nanoemulsão foi realizada a técnica de microdiluição em 

placa para verificação da CIM e CBM conforme metodologia descrita anteriormente 

com as cepas de Klebsiella pneumoniae (Kp 101, Kp103, Kp104, Kp105 e Kp110) 

(itens 4.2.3 e 4.2.4) (Palomino et al., 2002; Ostrosky et al., 2008, CLSI 2012; Bona et 

al., 2014; Ncube et al., 2008; Guerra et al., 2012). Para realização dos testes 

biológicos de atividade antibacteriana, as nanoemulsões foram preparadas 24h 

antes da realização do ensaio. 

Para o nanoemulgel a verificação da atividade antimicrobiana se utilizou o 

método de difusão por poço, ou seja, foram realizados orifícios de 6mm de diâmetro 

no meio de cultura ágar Mueller-Hinton em placas de Petri, formando assim os 

poços. Neste ensaio foram utilizadas a cepa Kp110 de Klebsiella pneumoniae. As 

placas foram inoculadas na superfície pelos micro-organismos e os poços foram 

preenchidos com 20µL do gel na concentração a ser testada. As placas foram 

incubadas a 35ºC por 24 horas. Os halos de inibição do crescimento microbiano 
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foram medidos em milímetros, com auxílio de uma régua milimetrada (Bona, 2014; 

Sumantri et al, 2021). Para o teste de difusão em disco considerou-se como 

atividade inibitória os halos com diâmetro ≥ 6 mm (Bona, 2014). 

 
4.5 Análise estatística 

 
 

Os dados da pesquisa serão descritos qualitativamente e quantitativamente 

com medidas de tendência central e dispersão, assim como, a apresentação dos 

mesmos em gráficos e tabelas utilizando o software de análise estatística SPSS 

versão 21.0. 
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5 RESULTADOS 

 
 

5.1 Estudos da atividade antibacteriana do S-(-)-limoneno contra Klebsiella 

Pneumoniae 

 
Investigou-se na presente pesquisa a CIM do S-(-)-Limoneno contra cinco 

cepas de K. pneumoniae (Kp 101, Kp103, Kp104, Kp105 e Kp110) pela técnica da 

microdiluição em placa de 96 poços sendo considerada a CIM a menor 

concentração do produto capaz de inibir o crescimento bacteriano (Tabela 1). Em 

seguida avaliou-se a CBM do produto a fim de observar o potencial bactericida ou 

bacteriostático do S-(-)-Limoneno (Tabela 1). 

 
Tabela 1 – Valores obtidos da CIM e CBM do S-(-)-Limoneno contra cepas de Klebsiela pneumoniae. 

Cepas bacterianas CIM CBM 

Kp 101 1000µg/mL >1000µg/mL 

Kp 103 1000µg/mL >1000µg/mL 

Kp 104 1000µg/mL >1000µg/mL 

Kp 105 1000µg/mL >1000µg/mL 

Kp 110 67,5 µg/mL >1000µg/mL 

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: Kp = Klebsiela pneumoniae; CIM = Concentração 
Inibitória Mínima; CBM = Concentração Bactericida Mínima. 

 

Com base nos resultados, sendo a CIM a menor concentração do produto 

capaz de inibir o crescimento bacteriano, observa-se a Concentração Inibitória 

Mínima 50 (CIM50) de 1000µg/mL. Em seguida avaliou-se a CBM do produto para 

observar potencial bactericida ou bacteriostático observando-se acima de 

1000µg/mL para todas as cepas testadas. 

Para determinação da CIMA realizaram-se os ensaios com a cepa que 

apresentou menor CIM para S-(-)-Limoneno (Kp 110). Sucedeu-se com o mesmo 

procedimento para o controle positivo usando o digluconato de clorexidina a 0,12%, 

observando-se que ambas as substâncias não impediram a aderência ao tubo de 

vidro. 

Para o estudo de associação do S-(-)-Limoneno com antibacterianos 

sintéticos utilizou-se a técnica de difusão em disco em meio sólido utilizando discos 

de papel filtro e considerou-se como efeito sinérgico quando o halo de inibição do 

crescimento microbiano formado pela aplicação combinada do composto mais o 
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antibacteriano apresentou diâmetro ≥ que 2mm (Cleeland; Squires, 1991; Oliveira et 

al., 2006), resultados apresentados na Tabela 2. 

 
Tabela 2 – Avaliação da associação do S-(-)-limoneno com os antibacterianos sintéticos frente a 

cepas Klebsiella pneumoniae 

Cepa Substância AMP GEN CEF CIP 

Kp 101 
Controle 0mm 20 mm 26 mm 24 mm 

S-(-)-limoneno 24 mm ↑ 16 mm ↓ 16 mm ↓ 24 mm * 

Kp 103 
Controle 0 mm 18 mm 26 mm 12 mm 

S-(-)-limoneno 0 mm * 20 mm ↓ 32 mm ↑ 0 mm ↓ 

Kp 104 
Controle 10 mm 16 mm 12 mm 28 mm 

S-(-)-limoneno 6 mm ↓ 20 mm ↑ 10 mm ↓ 36 mm ↑ 

Kp 105 
Controle 12 mm 20 mm 24 mm 36 mm 

S-(-)-limoneno 6 mm ↓ 28 mm ↑ 40 mm ↑ 10 mm ↓ 

Kp 110 
Controle 20 mm 20 mm 28 mm 30 mm 

S-(-)-limoneno 0 mm ↓ 32 mm ↑ 12 mm ↓ 24 mm ↓ 

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: AMP = ampicilina; GEN = gentamicina; CEF = 
ceftriaxona; CIP = ciprofloxacino; ↑ = sinérgico; ↓ = antagônico; * = indiferente. 

 
Ao analisar os dados da associação do S-(-)-Limoneno com os 

antimicrobianos sintéticos observou-se efeitos sinérgicos, indiferentes e antagônicos. 

Destaca-se a associação com a gentamicina que apresentou efeito sinérgico com a 

maior parte das cepas. 

 
5.2 Desenvolvimento e caracterização dos sistemas emulsionados incorporado 

com o S-(-)-Limoneno 

 
Nesse estudo, foram desenvolvidas nanoemulsões (NEs) para auxiliar na 

aplicação do S-(-)-Limoneno no tratamento de infecções em lesões de pele 

causadas pela K. pneumoniae. A relação entre o tamanho das gotículas das 

emulsões e os valores de EHL é mostrada na Tabela 3. 



51 
 

 
 

 
Tabela 3 – Tamanho médio da gotícula e PDI em diferentes valores de equilíbrio hidrófilo-lipófilo 

(EHL) de 09 a 15 das nanoemulsões contendo S-(-)-Limoneno 

Componente/ 
EHL 

09 10 11 12 13 14 15 

Tween80®
 21,95µg 26,65µg 31,5µg 37µg 41,5µg 45µg 50µg 

Span80®
 28,95µg 23,55µg 18,5µg 13µg 8,5 µg 4,5 µg - 

S-(-)-Limoneno 50µg 50µg 50µg 50µg 50µg 50µg 50µg 

Água ultrapura 900µl 900µl 900µl 900µl 900µl 900µl 900µl 

Tamanho médio 
da gotícula 

470nm 212nm 130nm 189nm 307nm 140nm 264nm 

PDI 0,4058 0,2700 0,2500 0,4667 0,6307 0,3801 0,6436 

Aparência LT LT TL TL TL TL TL 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). Legenda: PDI = Índice de polidispersão. LT = leitosa. TL = 
translúcida. 

 
Os resultados mostram que o tamanho médio das gotículas das 

nanoemulsões pode ser afetado pelos valores de EHL. Onde a formulação com EHL 

11 apresentou o menor tamanho médio de gotícula (130nm) e o menor PDI (0,25). 

Após a identificação do EHL ideal procedeu-se com a otimização dos 

parâmetros de formulação das nanoemulsões O/A de 1ml contendo o S-(-)- 

Limoneno. Os resultados são apresentados na Tabela 4. 

 
Tabela 4 – Otimização dos parâmetros de formulação, tamanho de gotícula e PDI. 

 

 

Formulação 
S-(-)-Limoneno 

(%) 

EHL - 
tensoativos 

(%) 

Água 
ultrapura 

(%) 

Tamanho de 
gotícula 

 

PDI 

1 15% 5% 80% 349,9 0,8444 
2 6% 6% 88% 402,6 0,8526 
3 11% 10% 79% 174,4 0,3044 
4 14% 14% 72% 190,4 0,3289 
5 11% 10% 79% 136,4 0,2621 
6 11% 15% 74% 112 0,2795 
7 14% 14% 72% 194,4 0,3084 
8 10% 7% 83% 274,4 0,3555 
9 5% 13% 82% 58,72 0,2960 
10 7% 15% 78% 55,72 0,2960 
11 10% 10% 80% 156,5 0,2351 
12 5% 3% 92% 135 0,4142 
13 10% 3% 87% 190 031,23 
14 10% 3% 87% 184,7 0,3309 
15 5% 10% 85% 52,88 0,3524 
16 15% 5% 80% 129,8 0,2853 
17 15% 9% 76% 185,8 0,3983 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). Legenda: EHL = Equilíbrio hidrofílico-lipofílico; PDI = Índice de 
polidispersão. 



52 
 

 
 

 

Observa-se na Tabela 4 que a Formulação 11 contendo 10% de S-(-)- 

Limoneno (p/p), 10% de tensoativos (p/p) e 80% de água ultrapura (p/p) apresentou 

um tamanho de gotícula inferior a 200nm (156,5nm) e o menor PDI (0,2351) entre 

todas as formulações. Este último parâmetro avalia o grau de uniformidade da 

distribuição do tamanho das gotículas dentro do sistema (Danaei et al., 2018). 

Valores de PDI mais próximos de zero indicam uma distribuição monodispersa 

(Mohd Narawi et al., 2020). 

A Formulação 11 (NEL) foi acompanhada durante 90 dias em ambiente 

refrigerado (5 ±2°C). Durante um período de 90 dias análises por espalhamento 

dinâmico de luz do PDI e tamanho médio das gotículas, assim como, das 

características macroscópicas e pH foram realizadas, resultados apresentados na 

Tabela 5. 

Tabela 5 - Tamanho da partícula, PDI e características macroscópicas da nanoemulsão 
contendo 10% S-(-)-Limoneno (NEL). 

Dias 
Tamanho da 

gotícula 
PDI pH 

Características 
macroscópicas 

D1 101,7 0,2728 5 Normal 

D20 81,29 0,3631 4,5 Normal 

D30 94,13 0,4439 4 Normal 

 
D60 

 
153,7 

 
0,4319 

 
3,5 

Moderada 
Modificação na 

Aparência 

D90 807,7 0,864 3,5 
Intensa Modificação 

na Aparência 

Média 225,17 0,4655 -- -- 

Desvio Padrão ±286,44 ±0,2050 -- -- 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). Legenda: EHL = Equilíbrio hidrofílico-lipofílico; pH = potencial 
hidrogeniônico. 

 

O tamanho médio da gotícula apresentou pequenas variações nos primeiros 

30 dias com maior proporção a partir do D60 (tamanho da gotícula = 153,7nm e PDI 

= 0,4319). Foram observadas também alterações nas características macroscópicas 

a partir desse dia com formação de floculação e no pH com tendência a apresentar- 

se mais ácido, sugerindo que o sistema apresenta uma estabilidade de 30 dias. 

O nanoemulgel (NGL) foi preparado após 24h da formulação da NEL e os 

resultados de tamanho médio da gotícula e PDI ao longo de 90 dias são 

apresentados na Tabela 6. 
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Tabela 6 - Tamanho da gotícula, PDI, pH e características macroscópicas do nanoemulgel contendo 

10% S-(-)-Limoneno (NGL). 

Dias 
Tamanho da 

gotícula 
PDI pH 

Características 
macroscópicas 

D0 125,7 0,4385 5 Normal 

D20 239,9 0,3468 4,5 Normal 

D30 434,8 0,5227 4 Normal 
 548 0,7713 3,5 Moderada 

Modificação na 
Aparência 

D60    

D90 
465,9 0,6184 3 Intensa Modificação 

na Aparência 

Média 323,36 0,5217 -- -- 

Desvio Padrão ±183,42 ±0,1529 -- -- 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). Legenda: EHL = Equilíbrio hidrofílico-lipofílico; pH = potencial 
hidrogeniônico 

 

Observa-se que o tamanho médio das gotículas de NGL tenderam ao 

aumento ao longo do estudo de estabilidade. Observaram-se também alterações 

nas características macroscópicas a partir desse dia com moderada modificação na 

aparência pela formação de floculação e no pH com tendência a apresentar-se mais 

ácido. 

Para maior estabilidade das NEs e NGs a longo prazo adicionou-se à 

formulação propilenoglicol na proporção de 5% mantendo-se as proporções dos 

tensoativos (EHL 11) e do S-(-)-Limoneno, ajustando a proporção de água ultrapura. 

Desta forma, a nova formulação (NEG) compôs-se de 10% de tensoativos, 10% de 

S(-)-Limoneno, 5% de propilenoglicol e 75% de água ultrapura. Formulada seguindo 

a mesma metodologia, resultados apresentados na Tabela 7. 

 
Tabela 7 - Tamanho da gotícula, PDI, pH e características macroscópicas das NEs com 

propilenoglicol (NEG). 

NEG D1 D20 D30 D60 D90 Média ± Desvio 
Padrão 

 

Tamanho da 
gotícula 

 
47,47 

 
49,93 

 
72,38 

 
44,08 

 
45,52 

 
51,87±11,67 

PDI 0,2561 0,3509 0,4192 0,3600 0,3816 0,3535 ±0,0605 
pH 5 4,5 4,5 4 4 - 

Características 
macroscópicas 

Normal Normal Normal Normal Normal 
- 

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: EHL = Equilíbrio hidrofílico-lipofílico; pH = potencial 
hidrogeniônico 

 

Analisando a Tabela 7 observa-se que a nanoemulsão com 5% de 

propilenoglicol (NEG) apresentou um tamanho de gotícula médio 51,87nm (±11,67) e 

permaneceu mais estável com PDI 0,3535±0,0605. Ao final dos 90 dias de 

acompanhamento a NEG não apresentou alterações nas suas características 



54 
 

 
 

 

macroscópicas e pH. Prosseguiu-se os experimentos com a NEG para formulação 

do nanoemulgel (NGG) e ensaios microbiológicos. 

Em seguida a estes experimentos e resultados, preparou-se o nanoemulgel 

(NGG) a partir da NEG (10% de tensoativos, 10% de S(-)-Limoneno, 5% de 

propilenoglicol e 75% de água ultrapura) após 24h da formulação da mesma 

seguindo o protocolo descrito anteriormente (Tabela 8). 

 
Tabela 8 – Tamanho da gotícula, PDI, pH e características macroscópicas do nanoemulgel com 

propilenoglicol (NGG) 
NGG D0 D20 D30 D60 D90 

 
Tamanho de gotícula 

 
176 

 
90,09 

 
92,39 

 
201,1 

 
547,9 

PDI 0,2946 0,3016 0,4247 0,3155 0,5172 
pH 5 4,5 4,5 4 4 

Características macroscópicas Normal Normal Normal Normal Normal 

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: EHL = Equilíbrio hidrofílico-lipofílico; pH = potencial 
hidrogeniônico. 

 

O NGG apresentou variação no tamanho médio da gotícula e PDI durante o 

estudo de estabilidade, assim como o NG sem o propilenoglicol (NGL - Tabela 6), 

entretanto, manteve-se estável pelo período de 60 dias (tamanho da gotícula = 

201,1nm). Na Figura 8 pode-se comparar os valores do tamanho da partícula 

formada e PDI das formulações com e sem o propilenoglicol (NEL, NGL, NEG e 

NGG). 



55 
 

 
 

 
Figura 8 - Tamanho da gotícula e PDI das NEs e NGs com e sem propilenoglicol (NEL, NGL, NEG e 

NGG). 
 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). Legenda: PDI = Índice de Polidispersão; NE = Nanoemulsão; NG 
= nanoemulgel. 

 

Observa-se no comportamento das formulações durante estudo de 

estabilidade que os NGs tendem ao aumento das variáveis apresentadas, mas o 

NGG ainda apresenta menores valores de tamanho da gotícula e PDI. Sendo assim, 

as formulações NEG e NGG apresentaram-se com maior estabilidade durante o 

acompanhamento quando comparadas às formulações sem o propilenoglicol, 

incluindo o pH que se manteve dentro da faixa aceitável para o uso na pele, entre 4 

e 7 (Lal et al., 2023). 

De acordo com Setya, Talegaonkar; Razdan (2014) em muitas situações, 

apenas um surfactante pode não ser capaz de reduzir a tensão interfacial óleo/água 

suficientemente para preparar uma nanoemulsão, surge então, a necessidade de se 

utilizar os co-surfactantes. Estes também são de natureza anfifílica, com tendência a 

particionar em grande quantidade na monocamada interfacial do surfactante, 

reduzindo a tensão interfacial, aumentando a fluidez da interface e a entropia do 

sistema. 
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Além dos co-surfactantes reduzirem adicionalmente a tensão interfacial, 

necessária para a formação e estabilidade termodinâmica das nanoemulsões, 

também promovem a fluidificação do filme interfacial formado pelo surfactante 

impedindo a elevação significativa da viscosidade do sistema (SILVA et al., 2015). 

 
5.3. Atividade antibacteriana da nanoemulsão e do nanoemulgel incorporados 

com o S-(-)-Limoneno 

 
Seguindo com os ensaios, realizou-se a investigação da CIM e CBM da 

nanoemulsão incorporada com o S-(-)-Limoneno, resultados disponíveis na Tabela 

9. Observa-se a CIM50 de 1000µg/mL assim como no produto isolado. 

 
 

Tabela 9 – Valores obtidos da CIM e CBM da Nanoemulsão com 10% de S-(-)-Limoneno contra 
cepas de Klebsiela pneumoniae. 

Cepas bacterianas CIM CBM 

Kp 101 1000µg/mL >1000µg/mL 

Kp 103 1000µg/mL >1000µg/mL 

Kp 104 1000µg/mL >1000µg/mL 

Kp 105 1000µg/mL >1000µg/mL 

Kp 110 128µg/mL >1000µg/mL 

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: Kp = Klebsiela pneumoniae; CIM = Concentração 
Inibitória Mínima; CBM = Concentração Bactericida Mínima. 

 

Ao se realizar o teste de susceptibilidade das cepas de K. pneumoniae ao NG 

incorporado com S-(-)-Limoneno utilizou-se a cepa Kp110 e observou-se um efeito 

antibacteriano tendo em vista a formação de um halo de inibição de 20mm. 
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6 DISCUSSÃO 

 
 

Posto isto, a seguir serão discutidos os resultados apresentados 

anteriormente obtidos nesta pesquisa que avalia o potencial antibacteriano do S-(-)- 

Limoneno isolado e incorporado na nanoemulsão e nanoemulgel contra as cepas de 

Klebsiella pneumoniae. O tratamento de doenças infecciosas está tornando-se 

desafiador para os profissionais de saúde devido a uma proporção alarmante de 

resistência aos antibacterianos em todo o mundo. Por esse motivo, os produtos 

naturais têm sido estudados como fonte de novas moléculas farmacológicas com 

potencial antimicrobiano. A abordagem terapêutica alternativa do antigo 

conhecimento fitoterápico para explorar metabólitos secundários de plantas como 

potenciais agentes antimicrobianos poderia ajudar na preparação de novos 

medicamentos (Silva et al., 2023; Gupta, Jeyakumar, Lawrence, 2021b). 

Com a realização da pesquisa observou-se que o S-(-)-Limoneno apresentou 

uma CIM de 1000µg/mL para a maioria das cepas testadas. De modo geral, a CIM50 

permaneceu 1000µg/mL. Segundo Sartoratto et al. (2004) a atividade antimicrobiana 

de um composto é forte quando os valores de CIM são até 500µg/mL atividade 

moderada entre 600–1500µg/mL e atividade fraca acima de 1500µg/mL, desta 

forma, o S-(-)-Limoneno apresenta um moderado efeito antibacteriano contra as 

cepas de K. pneumoniae. 

No tocante à CBM, para todas as cepas testadas observou-se valores 

>1000µg/mL. Para Hafidh et al. (2011), o composto é considerado bactericida 

quando essa proporção CIM:CBM está entre 1:1 a 2:1, e bacteriostático quando esta 

proporção é maior que 2:1. Sendo assim, o S-(-)-Limoneno apresenta atividade 

bacteriostática contra as cepas testadas. 

Os resultados encontrados corroboram com o estudo de Silva et al. (2021), 

onde analisou-se a atividade antibacteriana dos fitoquímicos S-(-)-Limoneno e R-(+)- 

Limoneno contra as bactérias isoladas Aeromas hydrophila (ATCC 7966, MF 

372509, MF 372510), Aeromas Veronii (MH 397688), Citrobacter freundii (MF 

565839), Raoutella ornithinolytica (MF 372511) e Stenotrophomonas maltophilia (MT 

572493) de bagre prateado (Rhamdia quelen). Assim como, a terapia combinada 

dos fitoquímicos com antimicrobianos e sua atividade em termos de inibição da 

formação de biofilme em placas de 96 poços e cubos de náilon. Entre as cepas 
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testadas (padrão e isolados clínicos) a mais sensível foi a A. hydrophila (MF 

372510). 

S-(-)-Limoneno e R-(+)-Limoneno apresentaram concentrações inibitórias 

mínimas elevadas, 3,2mg/mL-1 e 6,42mg/mL-1, respectivamente. O S-(-)-Limoneno e 

R-(+)-Limoneno também inibiram fortemente a formação de biofilme de A. 

hydrophila. Os mesmos tiveram efeito sinérgico quando combinados com florfenicol 

e efeito antagônico com oxitetraciclina. Em geral, os fitoquímicos testados 

apresentaram forte atividade antibiofilme contra A. hydrophila e, quando em terapia 

combinada com florfenicol, apresentaram efeito aditivo contra o tratamento desta 

cepa (Silva et al., 2021). 

O limoneno é um dos fitocompostos que possui importante propriedade anti- 

biofilme, sendo investigada e comprovada em vários estudos realizados por muitos 

pesquisadores (Gupta; Jeyakumar; Lawrence, 2021b). A propriedade anti-biofilme do 

limoneno foi observada inibição significativa do biofilme de B. cereus, E. coli e P. 

anomala. Além disso, cerca de 75-95% de inibição do biofilme foi observada contra 

S. pyogenes e S. mutans na concentração de 400μg/mL (Subramenium; 

Vijayakumar; Pandian, 2015). Observou-se também que o limoneno reduz a 

produção de biofilme em até 90% após 8h de incubação na concentração de 

2.000μg/mL em diferentes cepas de S. aureus, assim como, também foi observada 

inibição efetiva do biofilme pelo contra P. aeruginosa, C. albicans e C. parapsilosis 

(Espina et al., 2015; Nosrati et al., 2018; Permezovic et al., 2016). 

No estudo de Costa et al. (2019) objetivou-se avaliar a atividade 

antibacteriana do d-limoneno, isolado e complexado com β-ciclodextrina, e avaliar 

sua atividade potencializadora de diferentes classes de antibacterianos. A atividade 

antibacteriana foi determinada pelo método de microdiluição em caldo, obtendo-se 

desta forma a Concentração Inibitória Mínima, sendo a atividade moduladora do 

antibacteriano obtida utilizando uma concentração sub-inibitória (CIM/8). Dentre os 

resultados observou-se que o d-limoneno apresentou CIM igual a 256μg/mL contra 

S. aureus padrão e 512μg/mL contra P. aeruginosa resistente. 

Sreepian et al. (2022) realizaram estudo com os objetivos de determinar as 

composições químicas e avaliar as atividades antibacterianas de óleos essenciais 

cítricos extraídos das cascas dos frutos de C. reticulata e C. aurantifolia, 

isoladamente e em combinação com gentamicina, contra um painel de S. aureus 

resistente à meticilina (MRSA) clinicamente isolado e S. aureus suscetível à 
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meticilina. A análise por cromatografia gasosa-espectrometria de massa revelou que 

12 e 25 compostos foram identificados em C. reticulata e C. aurantifolia com o 

composto mais predominante de limoneno (62,9–72,5%). 

As atividades antibacterianas foram determinadas por difusão em disco de 

ágar e métodos de microdiluição à base de resazurina, os resultados mostraram que 

quase todos os isolados de MRSA eram resistentes à ciprofloxacina, eritromicina e 

clindamicina, e alguns isolados foram resistentes à gentamicina. C. reticulata e C. 

aurantifolia exibiram efeitos inibitórios em relação aos isolados clínicos (CIM: 1,0– 

32,0 e 8,0–32,0mg/mL, respectivamente), com tendência semelhante ao limoneno 

(CIM: 1,0–32,0mg/mL). Entretanto, os autores relatam que os maiores efeitos 

antibacterianos foram encontrados no C. reticulata e no limoneno quando 

comparados ao C. aurantifolia (p < 0,01). Em efeito combinado, os resultados 

mostraram a interação sinérgica da gentamicina com C. reticulata e limoneno nos 

isolados de MRSA (Sreepian et al., 2022). 

No estudo desenvolvido por Han, Chen e Sun (2021) objetivou-se investigar o 

efeito antibacteriano e o mecanismo do limoneno contra S. aureus, mostrou-se que o 

limoneno inibiu eficazmente o crescimento bacteriano a uma concentração inibitória 

mínima de 20mg/mL. A microscopia eletrônica de varredura e a observação do 

microscópio de fluorescência confirmaram que o limoneno causou a destruição da 

morfologia celular e da integridade da parede celular de S. aureus. 

Dias et al. (2022) realizaram estudo para determinar as atividades 

antibacterianas de três óleos essenciais (Psidium Cattleianum Sabine, Cryptocarya 

aschersoniana Mez. e folhas de Ocotea dispersa Nees (Mez.)) e seus principais 

constituintes contra bactérias patogênicas de origem alimentar e deteriorantes de 

alimentos Bacillus cereus (ATCC 10987), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), 

Escherichia coli (ATCC 25922), Brochothrix thermosphacta (ATCC 11509), 

Clostridium botulinum (ATCC 19397) e Pseudomonas fluorescens (ATCC 17397). Os 

mesmos apresentaram forte atividade antibacteriana, uma vez que seus valores de 

CIM e CBM variaram entre 20 e 250µg/mL e esta forte atividade antibacteriana deve- 

se aos seus principais constituintes: o viridiflorol, limoneno e α-eudesmol. Ao realizar 

ensaio para avaliar CIM e CBM dos constituintes isolados, o limoneno obteve forte 

atividade antibacteriana e bactericida com CIM e CBM variando entre 20-50µg/mL 

contra todas as cepas testadas. 
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Nesta pesquisa, o S-(-)-Limoneno não apresentou atividade antibiofilme 

contra as cepas de K. pneumoniae testadas, incluindo o controle positivo com o 

digluconato de clorexidina a 0,12%. Tais resultados corroboram com os de Diniz et 

al. (2024) que investigaram o potencial antibacteriano, modulador e antiaderente do 

óleo essencial de O. vulgare contra cepas de Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 

aeruginosa e Staphylococcus saprophyticus. Nesta pesquisa o óleo essencial de O. 

vulgare também não apresentou atividade antibiofilme contra as cepas de Klebsiella 

pneumoniae. 

A clorexidina (CHX) é um biocida, lipofílica e carregada positivamente, essas 

propriedades permitem a interação da CHX com fosfolipídios e lipopolissacarídeos 

carregados negativamente da parede celular bacteriana ou da membrana externa. 

Em baixas concentrações (0,2%), essa interação leva a danos na parede celular e 

vazamento de constituintes de baixo peso molecular, como potássio e fosfato. Em 

concentrações mais altas (2% ou mais), a CHX entra na membrana plasmática 

causando citólise, liberação de componentes intracelulares e coagulação e 

precipitação das proteínas citoplasmáticas devido à formação de compostos de 

fosfato, o que por sua vez leva à morte celular (Abbood, Hijazi e Gould, 2023). 

Considerando seu uso generalizado ao longo de muitas décadas, a 

resistência à CHX, assim como, possível resistência coincidente ao biocida e 

resistência a antibióticos são clinicamente relevantes. Observou-se um aumento na 

resistência à CHX de aproximadamente 2,8 vezes ao longo de 50 anos. Além disso, 

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter baumannii foram 

todas encontradas com maior resistência à CHX ao longo do tempo (Buxser, 2021). 

Três mecanismos de redução da suscetibilidade/resistência à CHX foram descritos: 

aumento da atividade da bomba de efluxo, alteração na permeabilidade da 

membrana e formação de biofilme (Hassan et al., 2013; Abbood, Hijazi e Gould, 

2023). 

Na avaliação da associação do S-(-)-Limoneno com os antibacterianos 

sintéticos frente a cepas Klebsiella pneumoniae observou-se efeitos sinérgicos, 

indiferentes e antagônicos com destaque para a associação com a gentamicina que 

apresentou efeito sinérgico com a maior parte das cepas. Os resultados corroboram 

novamente com o estudo de Costa et al. (2019) que na atividade moduladora da 

gentamicina, o R-(+)-Limoneno isolado apresentou sinergismo contra as bactérias S. 

aureus e E. coli. O efeito sinérgico da associação de terpenos com antimicrobianos 
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padrões frente a cepas de K. pneumoniae também foi observado no estudo de Lima 

(2018) que avaliou a atividade antimicrobiana de terpenos (citral, linalol e eucaliptol) 

e antimicrobianos convencionais (amicacina, gentamicina, tigeciclina e polimixina B) 

contra nove isolados clínicos de K. pneumoniae com destaque para o linalol que 

teve efeito sinérgico com todos os antimicrobianos testados. 

Atividade sinérgica de óleo essencial rico em terpenos com a gentamicina foi 

observada anteriormente no trabalho de Rodrigues, Costa e Coutinho (2009). Neste 

estudo avaliou-se a atividade antimicrobiana do óleo essencial das folhas de Croton 

zehntneri e a associação do mesmo com a gentamicina. Além de inibir o 

crescimento bacteriano, ao ser associado à gentamicina a atividade do 

antimicrobiano sintético aumentou em 42,8% contra a Pseudomona aeruginosa. A 

análise cromatográfica do óleo essencial de Croton zehntneri identificou 97,4% dos 

constituintes químicos entre mono- e sesquiterpenos, sendo reconhecido como 

componente majoritário o estragol, representando 76,8% do teor do óleo essencial 

(Costa et al., 2008). 

Esses dados corroboram também com os resultados de Sreepian et al. (2022) 

que avaliaram atividades antibacterianas de OEs cítricos extraídos das cascas dos 

frutos de Citrus. reticulata e Citrus. aurantifolia, assim como, do limoneno (maior 

constituinte dos OEs) isoladamente e em combinação com gentamicina, frente às 

cepas de Staphylococcus aureus ATCC 43300 (S. aureus resistente à meticilina, 

MRSA) e S. aureus ATCC 25923 (S. aureus sensível à meticilina, MSSA), bem como 

clinicamente isolados MRSA e MSSA. 

Observou-se forte ação antibacteriana nos OEs e limoneno isolado em todas 

as cepas testadas (CIM 0–32,0mg/mL), assim como, em efeito combinado, os 

resultados mostraram a interação sinérgica da gentamicina com o limoneno nos 

isolados de MRSA (índice de concentração inibitória fracionária: 0,012–0,375) 

(Sreepian et al., 2022). 

Outros estudos vêm demonstrando atividade sinérgica do limoneno com 

antibacterianos sintéticos como Schroder et al. (2022) onde avaliou-se a 

suscetibilidade antimicrobiana do limoneno, do clotrimazol e das misturas entre eles, 

para três microrganismos: Candida albicans, Escherichia coli e Staphylococcus 

aureus. Além disso, realizou-se estudos de validação in vitro da ação antimicrobiana 

de algumas fontes naturais de limoneno (diferentes óleos essenciais de espécies 

cítricas) e misturas de cada um com clotrimazol para Escherichia 
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coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus MRSA e Pseudomonas 

aeruginosa. 

A partir dos resultados obtidos concluiu-se que, no caso da E.coli e S. 

aureus, a mistura entre clotrimazol e limoneno diminui a faixa de concentração à 

qual esse microrganismo é suscetível, em níveis na faixa de 19μg/mL para 9,5μg/mL e 

156μg/mL para 78μg/mL, respectivamente. Nos estudos de validação verificou-se um 

claro sinergismo entre a mistura de clotrimazol e diferentes fontes de limoneno 

(óleos essenciais cítricos) contra S. aureus, S aureus MRSA e P. aeruginosa, com 

os melhores resultados para o óleo essencial   de Citrus   bergamia para S 

aureus MRSA e P. aeruginosa (Schroder et al., 2022). 

Sieniawska et al. (2017) descreveram a influência dos terpenos naturais na 

atividade antimicobacteriana de drogas tuberculostáticas de primeira linha contra o 

Mycobacterium tuberculosis isolado. Os terpenos naturais utilizados neste estudo 

foram R-Limoneno, (S)-Limoneno, mirceno, sabineno, α-pineno e β-elemeno 

isolados e associados a antibacterianos padrões. Os ensaios de atividade 

antimicrobiana mostraram que o (S)-Limoneno isolado apresentou CIM de 64μg/mL 

em sua forma isolada. Os valores da CIM para esses terpenos, bem como para 

combinações com antibacterianos tuberculostáticos (etambutol, isoniazida e 

rifampicina), foram determinados usando um método de diluição de tubo foi na faixa 

de 125-0,059μg/mL. 

Das combinações de terpenos com antibacterianos tuberculostáticos de 

primeira linha, o (S)-Limoneno teve um alto efeito sinérgico com todos os 

antibacterianos: (S)-Limoneno + ethambutol 0,475μg/mL, (S)-Limoneno + ethambutol 

0,475μg/mL e (S)-Limoneno + rifampicina 0,237μg/mL (intervalo de CIM 0,237– 

0,475μg/mL) (Sieniawska et al., 2017). 

No ano seguinte, Sieniawska et al. (2018) continuaram seu estudos sobre a 

influência de terpenos naturais na atividade antimicrobiana de drogas 

tuberculostáticas de primeira linha contra Mtb agora com duas cepas de referência 

(virulenta Mtb H37Ra ATTC 25177 e virulenta H37Rv ATTC 25618), bem como cinco 

isolados clínicos (192 - cepa suscetível; 12331 - cepa resistente a isoniazida, 

rifampicina e etambutol ; 256/16 - cepa resistente rifampicina; 85/13 - cepa 

pertencente à família Beijing, resistente a estreptomicina, isoniazida, rifampicina e 

etambutol; 126 - cepa resistente a isoniazida). 
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Os terpenos naturais utilizados neste estudo novamente foram R-Limoneno, 

(S)-Limoneno, mirceno, sabineno, α-pineno e β-elemeno. Na pesquisa acima o (S)- 

Limoneno apresentou CIM para as cepas H37Ra, H37Rv, 192, 12331, 253/16, 85/13 

e 126 de 32μg/mL, 256μg/mL, 256μg/mL, 512μg/mL, >512μg/mL, >512μg/mL e 

256μg/mL, respectivamente. 

Entretanto, quando associado com todos os antibacterianos testados o (S)- 

Limoneno teve um forte efeito sinérgico. Tanto os valores de CIM obtidos para 

antibacterianos testados na presença de concentrações subinibitórias do (S)- 

Limoneno quanto os valores de CIM obtidos para o (S)-Limoneno testado na 

presença de concentrações sub-inibitórias dos antibacterianos reduziram para todas 

as cepas testadas com valores chegando a 0,0625μg/mL (Sieniawska et al., 2018). 

Desta forma, através dos estudos de Sieniawska et al. (2017) e Sieniawska et 

al. (2018) pode-se observar que o (S)-Limoneno apresenta forte ação antimicrobiana 

contra cepas do Mtb isoladas e clínicas, reduzindo a CIM dos antimicrobianos mais 

utilizados, inclusive em concentrações subinibitórias. 

Em seguida passou-se a avaliar os ensaios de desenvolvimento e 

caracterização da nanoemulsão e nanoemulgel que foram desenvolvidas 

nanoformulações para auxiliar na aplicação do S-(-)-Limoneno no tratamento de 

infecções em lesões de pele causadas pela K. pneumoniae. Nesta etapa observou- 

se a CIM50 de 1000 μg/mL assim como no produto isolado. Passando para o teste de 

susceptibilidade das cepas de K. pneumoniae ao NG incorporado com S-(-)- 

Limoneno utilizou-se a cepa Kp110 observando-se um efeito antibacteriano pela 

formação de um halo de inibição de 20mm. 

Sistemas de distribuição baseados em nanoemulsões com constituintes 

incorporados aumentam significativamente a atividade antimicrobiana em 

comparação com sistemas não encapsulados e são promissores por serem capazes 

de aumentar a concentração dos compostos bioativos em áreas onde os 

microrganismos estão preferencialmente localizados (Lu et al., 2018). 

Segundo Lopes et al. (2017) os surfactantes são adicionados ao sistema 

visando produzir emulsões estáveis, sendo sua seleção fundamental para a 

estabilidade adequada do sistema. Uma consideração significativa na seleção de 

surfactantes adequados é a identificação do valor EHL da fração de óleo. Os autores 

seguem citando que, uma metodologia simples para determinar o EHL de um óleo 

essencial é a análise da estabilidade a curto prazo de emulsões produzidas com o 



64 
 

 
 

 

produto-teste e surfactantes de valores variados de EHL. O valor de EHL da 

emulsão mais estável é considerado o EHL requerido do produto. 

Para Lu et al. (2014a) os valores adequados de EHL dos surfactantes mistos 

são fator chave para a formação de gotículas de emulsão e durante a formação da 

emulsão O/A, os surfactantes lipofílicos têm mais afinidade com as gotículas 

dispersas da emulsão do que o surfactante hidrofílico. Seguem afirmando que, um 

valor de EHL adequado é necessário para manter o equilíbrio da fase oleosa e da 

fase aquosa e, com valores ideais, é possível estabilizar e estreitar as gotículas 

recém-formadas durante a emulsificação. 

A mistura de dois surfactantes apresenta efeito sinérgico na formação de 

emulsões de estabilidade com grupos de cabeça idênticos, mas com caudas de 

hidrocarbonetos diferentes. Além disso, durante a emulsificação por ultrasonicação, 

a cavitação ajuda a dispersar o produto em pequenas gotas e então o surfactante 

misturado é rapidamente adsorvido na superfície das gotículas recém-formadas para 

acelerar a formação de nanoemulsões (Lu et al., 2014b). 

No estudo de Sohan et al. (2023) avaliou-se a estabilidade física e química de 

nanoemulsões contendo D-Limoneno armazenadas em diferentes temperaturas 

(ambiente e refrigeradas) por um período de 30 dias. As NEs apresentaram aumento 

no tamanho da gotícula a partir do D1 até p D30 com picos que variaram de 111nm 

até 433nm corroborando com os resultados obtidos nesta pesquisa. Para os autores, 

o amadurecimento e a coalescência de Ostwald são possíveis mecanismos 

desestabilizadores do crescimento do tamanho das gotículas de óleo. 

Segundo Piorkowski e McClements (2014) o amadurecimento de Ostwald é 

um fenômeno comum observado em óleos essenciais, triglicerídeos de cadeia curta 

e emulsões aromatizantes de óleo em água, este corre quando as moléculas de óleo 

se difundem de gotículas pequenas para grandes através da fase aquosa, fazendo 

com que as gotículas maiores consumam as menores. 

O pH emulsões preparadas utilizando diferentes concentrações de óleo 

apresentaram estabilidade em toda a faixa de pH (3 a 9) sem indicar crescimento de 

gotículas ou instabilidade perceptível. O mesmo apresenta mínima influência na 

estabilidade das emulsões que incorporavam emulsificantes não iônicos (Sohan et 

al., 2023; Cho; Mcclements, 2009). 

Sonu et al. (2018) formularam NEs contendo R-(+)-Limoneno para ensaios 

microbiológicos com tamanho médio de partícula de 116,60 ±5,30nm e índice de 



65 
 

 
 

 

polidispersão 0,205 ±0,02. O pH da nanoemulsão otimizada de óleo de D-Limoneno 

foi de 6,50 ± 0,15. O valor relativamente menor de PDI para nanoemulsão pode ser 

correlacionado com maior estabilidade no armazenamento. 

Assim como os autores acima citados, Sabry et al. (2014) tiveram resultados 

semelhantes ao investigarem as capacidades antioxidantes, antimicrobianas e 

antifúngicas dos extratos oleosos das cascas de laranja e tangerina (com 92% de 

Limoneno identificado pela Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrômetro de 

Massa) encapsulados em NEs. As NEs formuladas eram estáveis apresentando 

tamanho médio de gotícula (<100nm) e PDI (<0,2) baixos, entretanto, a NE com o 

óleo extraído da casca da laranja (Citrus sinensis L.) aumentou o tamanho das 

gotículas para acomodar a carga solubilizada dos extratos. Como anteriormente 

abordado, o maior tamanho de gotículas da NE e sua menor estabilidade se deve 

aos fenômenos de amadurecimento de Ostwald associados à natureza do extrato 

fenólico, que possui compostos hidrofílicos e hidrofóbicos. 

Em muitos casos, os surfactantes por si só podem reduzir insuficientemente a 

tensão interfacial entre o óleo e a água, formando pequenas gotículas. A adição de 

álcoois de cadeia curta ou média como co-tensoativo podem reduzir mais a tensão 

interfacial óleo/água. Estes se localizam entre as caudas de hidrocarbonetos do 

surfactante, o que poderia estabilizar a camada interfacial das nanoemulsões. 

Assim, o surfactante e o co-surfactante são considerados partes importantes, que 

podem influenciar a formação da nanoemulsão em termos de tamanho e 

estabilidade das partículas (Charoenjittichai; Charnvanich; Panapisal, 2016). 

Para Patel e Joshi (2012) a instabilidade da nanoemulsão é devida a alguns 

fatores principais, incluindo formação de creme, floculação, coalescência e 

amadurecimento de Ostwald, sendo este último o principal fator. 

Ao se realizar o estudo da atividade antibacteriana da nanoemulsão do S-(-)- 

limoneno contra as cepas de K. pneumoniae observou-se um moderado efeito 

antibacteriano segundo Sartoratto et al. (2004) com CIM50 de 1000µg/mL. Zhang et 

al. (2014) estudaram a atividade antimicrobiana de nanoemulsão contendo D- 

Limoneno contra as cepas Gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC 6538 e 

Bacillus subtilis ATCC 6633, a bactéria Gram-negativa Escherichia coli ATCC 8739 e 

a levedura S. cerevisiae ATCC 9763. A NE do D-Limoneno exibiu elevados efeitos 

inibitórios no que diz respeito ao crescimento em todos os quatro microrganismos, 
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com CIM de 7,5µg/mL contra S. aureus e S. cerevisiae, já contra B. subtilis e E. coli 

a CIM foi de 15µg/mL. 

Assim como Zhang et al (2015), Bei et al. (2015) avaliaram a atividade 

antimicrobiana de nanoemulsão com D-limoneno contra as cepas de S. aureus 

ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633 e Eschericha coli ATCC 8739. A CIM da 

nanoemulsão para as cepas testados foi de 5,47µg/mL, 10,94µg/mL e 42,15µg/mL, 

respectivamente. 

Os resultados do estudo de Sonu et al. (2018) também corroboram com os 

apresentados nesta pesquisa, os autores verificaram atividade antimicrobiana de NE 

contendo 5% de limoneno contra os microrganismos B. cereus (ATCC 14459), E. 

faecalis (NCDC 115), E. coli (ATCC 25922) e Salmonella typhi (NCDC 6017) e em 

todas as cepas testadas observou-se atividade bactericida com CIM de 12,50µg/mL. 

No estudo de Shao et al. (2018) desenvolveu-se um revestimento comestível 

incorporando diferentes concentrações de emulsão de R-(+)-Limoneno e avaliou-se 

a eficácia antimicrobiana de revestimentos comestíveis à base de emulsões 

contendo R-(+)-Limoneno contra diferentes bactérias inoculadas (Escherichia coli, 

Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus) em morangos. 

A CIM das emulsões de R-(+)-limoneno foi de 625µg/mL para Bacillus subtilis 

e Escherichia coli e 1250μg/mL para Staphylococcus aureus. As emulsões contendo 

R-(+)-Limoneno melhoraram a estabilidade microbiana dos morangos e resultaram 

eficazes na descontaminação de patógenos externos testados (Shao et al., 2018). 

Com relação ao efeito antibacteriano do nanoemulgel contra as cepas de K. 

pneumoniae observou-se efeito antibacteriano segundo Bona et al. (2014) visto da 

formação de halo de inibição de 20mm. Este resultado vai de acordo com os estudos 

de Mehanna, Mneimneh e Abed El Jalil (2020) que desenvolveram nanoemulgel 

ocular in-situ eficaz à base de limoneno para aumentar a eficácia das 

fluoroquinolonas (levofloxacino) contra a infecção do biofilme ocular associada ao 

Staphylococcus Aureus resistente à meticilina (MRSA). O tamanho da partícula do 

nanoemulgel à base de limoneno carregado com levofloxacina foi de 119,2 

±0,321nm, com uma distribuição de tamanho unimodal caracterizada por um baixo 

índice de polidispersão (0,314±0,05) refletindo a uniformidade do diâmetro e a 

homogeneidade da preparação. 

A CIM do nanoemulgel à base de limoneno sozinho foi de 25μg/mL, enquanto 

do nanoemulgel à base de limoneno carregado com levofloxacino foi de 3,12 μg/mL, 



67 
 

 
 

 

sendo menor que a do medicamento (6,2 μg/mL). Neste caso, o limoneno 

apresentou efeito sinérgico ao antibacteriano testado no combate às infecções por 

MRSA. Os valores de CBM foram 50μg/mL, 12,5μg/mL e 25μg/mL, respectivamente 

(Mehanna; Mneimneh; Abed El Jalil, 2020). 

Atividade antibacteriana do nanogel (tamanho de gotícula de 196 ±8nm) 

incorporado com OE de Mentha spicata, que possui o limoneno como seu segundo 

maior componente, contra de Staphylococcus aureus e Escherichia coli foi 

investigada por Rasti et al. (2022). Os autores observaram a potência do nanogel 

com um valor da Concentração Inibitória Média (IC50) de 55µg/mL, substancialmente 

menor do que a do óleo essencial isolado (997,4µg/mL). Além disso, o crescimento 

das cepas bacterianas testadas após o tratamento com nanogel 1000µg/mL diminuiu 

cerca de 50% em comparação com o grupo controle. 

Zarenezhad et al. (2021) formularam e investigaram a atividade 

antimicrobiana de nanogel incorporado com óleo essencial de Citrus limon contra 

Leishmania tropica e Leishmania major. O OE de C. limon possui como seu 

constituinte principal o limoneno (61,83%) e o nanogel foi formulado a partir de NE 

com 4 μg/mL do OE e que apresentou parâmetros aceitáveis para os autores 

(tamanho da gotícula 146 ± 12nm e PDI de 0,96 ± 0,02). Efeito leishmanicida do 

nanogel foi observado a partir da viabilidade de L. tropica após 24 h de incubação 

que reduziu de 80% para 40% quando comparado com o OE isolado. A viabilidade 

de L. major também teve redução expressiva quando comparado o efeito do OE 

isolado e do nanogel incorporado com o OE (de 82% para 43%). Além disso, um 

efeito leishmanicida perfeito (viabilidade de 0%) foi alcançado contra L. major e L. 

tropica usando nanogel com 8 μg/mL do óleo. 

Por fim, a análise química de séries de óleos essenciais mostrou que os 

principais componentes ativos antimicrobianos são fenóis, terpenos, aldeídos e 

cetonas, e acredita-se geralmente que os óleos essenciais atuam principalmente 

contra a membrana citoplasmática celular. Os principais mecanismos de ação do 

limoneno são contra as membranas citoplasmáticas dos microrganismos, causando 

perda da integridade da membrana; a inibição de enzimas respiratórias; e dissipação 

da força próton-motriz (Zhang et al., 2015). 
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7 CONCLUSÃO 

 
 

Portanto, com relação a esta pesquisa pode-se observar que em relação ao 

S-(-)-Limoneno: 

● Apresentou efeito antibacteriano moderado e bacteriostático contra as cepas 

de Klebsiella pneumoniae; 

● Quando isolado não apresentou atividade antiaderente. 

● Apresentou um efeito sinérgico para a maior parte das cepas em relação à 

associação com gentamicina; 

● Desenvolveu-se nanoemulsão com potencial antibacteriano moderado, assim 

como, nanoemulgel também com potencial antibacteriano ambas formulações 

com tamanho de partícula, PDI e características macroscópicas estáveis por 

período de 90 e 60 dias, respectivamente. 

Desta forma, conclui-se que o S-(-)-Limoneno é um candidato ao 

desenvolvimento de novas tecnologias farmacológicas para o tratamento de lesões 

de pele infectadas com K. pneumoniae isolado ou em formulações com sistemas 

emulsionados (nanoemulsão e nanoemulgel). 
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