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RESUMO

Doencas relacionadas as bactérias patogénicas continuam sendo uma ameaca
significativa para o corpo humano, entre as principais bactérias causadoras de
infeccbes encontramos a Klebsiella pneumoniae, esta associa-se, entre outros
acometimentos, as infeccbes em feridas da pele como as lesfes por pressédo. Dessa
forma, analisou-se o efeito antibacteriano do S-(-)-limoneno isolado e incorporado a
nanoemulsdo e nanoemulgel sobre cepas de Klebsiella pneumoniae. Para tanto,
determinou-se a Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) do S-(-)-limoneno contra cepas de Klebsiella pneumoniae através da
técnica de microdiluicio em placa com caldo Muller Hinton. Identificou-se a
Concentracgao Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) menor concentracao do agente
em contato com sacarose que impediu a aderéncia ao tubo de ensaio. Em seguida
avaliou-se a associacdo do S-(-)-Limoneno com os antibacterianos sintéticos pelo
método de difusdo em disco. Seguindo com o estudo, desenvolveu-se uma
nanoemulsdo contendo S-(-)-limoneno pelo método de ultrasonicacdo com adicdo de
agente gelificante a nanoemulsdo. Foram caracterizados quanto ao tamanho de
goticula e indice de polidisperséo (PDI) por espalhamento dinAmico de luz, assim
como suas caracteristicas macroscopicas e pH. Posteriormente, avaliou-se a
atividade antibacteriana da nanoemulséo através CIM pelo método de microdiluicdo
em placa e do nanoemulgel incorporado com o S-(-)-Limoneno pelo método de
difusdo por poco. Obteve-se CIMsodo S-(-)-limoneno de 1000ug/mL, CBM acima de
1000pug/mL e auséncia de atividade antiaderente, assim como, como no controle
positivo com o digluconato de clorexidina a 0,12%. Os dados da associagédo do S-(-
)-Limoneno com o0s antimicrobianos sintéticos demonstraram efeitos sinérgicos,
indiferentes e antagb6nicos, onde a gentamicina apresentou efeito sinérgico com a
maior parte das cepas testadas. Formulou-se nanoemulséo (NE) e nanoemulgel
(NG) contendo 10% de S-(-)-Limoneno com a NE apresentando maior estabilidade
do tamanho de goticula e PDI (47,47nm e 0,2561, respectivamente) até o dia 90, e
ndo apresentou alteragbes macroscopicas. O NG apresentou aumento no tamanho
da goticula e PDI apés o trigésimo dia. Na investigacdo da CIM e CBM da
nanoemulsdo incorporada com o S-(-)-Limoneno observa-se a ClMso de 1000ug/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 formacéo de um halo de inibicdo de 20mm. Desta
forma, conclui-se que o S-(-)-Limoneno é um candidato ao desenvolvimento de
novas tecnologias farmacolégicas para o tratamento de lesbes de pele infectadas
com K. pneumoniae isolado ou em formulagdes com sistemas emulsionados.

Palavras-chaves: antimicrobiano, antibacteriano, Klebsiella pneumoniae,
nanoemulséo, 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 pg/mL, MBC above 1000 pg/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 pg/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 INTRODUCAO

As bactérias sdo procariotos, apresentam uma organizacado celular tipica e
séo classificadas de acordo com sua parede celular em Gram-positivas e Gram-
negativas. Estas obtém nutrientes principalmente pela incorporagdo de pequenas
moléculas através da parede celular, como aminoacidos, oligossacarideos e
pequenos peptideos e sua taxa de crescimento e divisdo depende, em grande parte,
da disponibilidade de nutrientes do ambiente (Goering et al., 2020). O crescimento
bacteriano pode ser inibido por agentes antimicrobianos, causando interrupcédo de
funcdes celulares vitais, resultando em morte celular rapida (Tavares et al., 2020).

Entre as dez principais ameacas globais a saude divulgadas pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 2019, seis estavam relacionadas a
doencas infecciosas (pandemia global de gripe; resisténcia antimicrobiana; ebola e
outros patdgenos de alta ameaca; hesitacdo vacinal, dengue; virus da
imunodeficiéncia humana). Foi estimado que em 2019, o niumero de mortes devido a
doencas infecciosas foi de 13,7 milhdes, enquanto as mortes associadas a bactérias
foram classificadas como a segunda principal causa de morte globalmente (Zhang et
al., 2024).

As infeccbes associadas aos cuidados de salude representam uma importante
preocupacao referente a seguranca dos pacientes nos paises em desenvolvimento,
havendo uma prevaléncia global de até 15,5% de infeccbes relacionadas aos
procedimentos de saude, podendo chegar a 34,1% em pacientes gravemente
enfermos nestes paises (Gidey et al., 2023).

Entre as principais bactérias patogénicas causadoras de infeccles
hospitalares encontramos a Klebsiella pneumoniae que se trata de um bacilo Gram
negativo pertencente a microbiota oral, isolado rotineiramente em individuos
imunodeprimidos, hospitalizados e que contenham uma doenca base. Nestes
pacientes, as bactérias provocam principalmente a pneumonia, as infecgcdes em
feridas, a bacteremia, a rinite cronica e atrofica, as artrites, as enterites e as
meningites em criangas (Sousa, Ramalho e Camargo, 2020).

Dentre as infec¢des em feridas pode-se destacar a Lesao por Presséo (LPP)
gue sao consideradas um dos principais prejuizo para a integridade da pele e &

caracterizada por dano localizado na pele e/ou tecidos moles subjacentes,
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geralmente sobre uma proeminéncia 6ssea 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 inglés que
significa coronavirus 2 da sindrome respiratéria aguda grave) levou a uma
interrupcdo macica dos sistemas de salude em todos os niveis. Em ambientes de
terapia intensiva, a exposicao inadequada aos antimicrobianos e a descontinuacao
das medidas de controle de infeccdo podem direcionar a selecdo e a difusdo de
patdgenos resistentes a medicamentos.

Diante disso, é de suma importancia pesquisas e investimentos na tecnologia
e desenvolvimento de medicamentos, em especial, na area de microbiologia para o
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos com potencial antibacteriano
contra a Klebsiella pneumoniae. Os produtos naturais e seus derivados sao
reconhecidamente importantes na pesquisa farmacoldgica e nos ultimos anos estes
tém sido berco para estudos, resultando em novas opc¢des promissoras de
tratamento (Scorzoni et al., 2016).

No tocante aos derivados naturais destacam-se 0s terpenos, que sao
metabdlitos secundarios presentes abundantemente na natureza, e que
compreendem substancias de importante fungcdo nos processos patologicos (Lima et
al., 2021). Na classe dos terpenos podemos destacar o Limoneno, que se trata de
um monoterpeno de metabolismo secundario principalmente em plantas do género
Citrus sendo encontrado nas isoformas R-(+)-limoneno e S-(-)-limoneno (Silva et al.,
2021).

O limoneno existe como dois isémeros Opticos, denominados R ou d- e S ou I-
limoneno. R-(+)-limoneno (d-limoneno) é um aditivo de sabor comumente usado em
alimentos e fragrancias por seu agradavel aroma semelhante ao limdo. Ambos os
enantidbmeros R e S existem em espécies de coniferas como uma mistura racémica
(Silva et al., 2021; Muilu-mékela et al., 2022). Varios estudos relataram que os 6leos
essenciais contendo limoneno possuem diferentes atividades biolégicas, incluindo
atividades antimicrobianas (Espina et al., 2011; Vieira et al., 2018; Silva et al., 2021,
Muilu-mékela et al., 2022). Todavia, a aplicagado do S-(-)-limoneno contra cepas de
K. pneumoniae continua escassa na literatura.

Apesar dos 0leos essenciais (OE) e seus constituintes biologicos fornecerem
uma fonte distinta, inesgotavel e nova de agentes antibacterianos, antivirais,

antifingicos e antiparasitarios, devido a sua natureza volatil, susceptibilidade
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quimica e fraca solubilidade, o seu desenvolvimento como antimicrobianos é limitado
(Nair et al., 2022).

Sistemas de entrega de medicamentos estdo sendo extensivamente
empregados para aumentar a biodisponibilidade de medicamentos pouco soluveis.
Estes tém a capacidade de incorporar moléculas lipofilicas e hidrofilicas e protegé-
las contra a degradacdo. Para tanto, existem varios atributos fisicos dos
nanocarreadores lipidicos que determinam a sua seguranca, estabilidade, eficacia,
bem como o seu comportamento in vitro e in vivo (Danaei et al., 2018).

Estes incluem o tamanho/didametro médio das particulas e o indice de
polidispersdo (PDI), que € uma indicacdo da sua qualidade no que diz respeito a
distribuicdo de tamanho. A adequacao das formulagbes de nanocarreadores para
uma determinada via de administracdo de medicamentos depende do seu diametro
médio, Indice de polidispersdo (PDI) e estabilidade de tamanho, entre outros
parametros. O controle e a validacdo desses parametros sdo de fundamental
importancia para as aplicagdes clinicas eficazes de formulagfes de nanocarreadores
(Danaei et al., 2018).

Desta forma, sabendo da escassez de estudos microbiolégicos do S(-)-
limoneno contra as cepas de Klebsiella Pneumoniae, da alta taxa de
morbimortalidade e impacto socioecondmico das infec¢des bacterianas no contexto
mundial faz-se necessario a realizacdo de estudos voltados para a atividade
antimicrobiana do composto estudado isolado e em formulagbes como nanoemulséo
(NE) e nanoemulgel (NG).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

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

nanoemulséo e nanoemulgel sobre cepas de Klebsiella pneumoniae

2.2 Objetivos especificos

° Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) e a Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) do S-(-)-
limoneno contra cepas de Klebsiella pneumoniae;

) Avaliar a associacdo do S-(-)-imoneno com os antibacterianos sintéticos
frente a cepas Klebsiella pneumoniae;

° Desenvolver e caracterizar nanoemulsdo incorporada com S-(-)-limoneno
guanto ao tamanho da goticula, indice de polidisperséo, potencial hidrogeniénico e
caracteristicas macroscopicas;

° Avaliar a sua CIM e CBM da nanoemulsado incorporada com S-(-)-limoneno
contra cepas de Klebsiella pneumoniae;

° Desenvolver e caracterizar nanoemulgel incorporado com S-(-)-limoneno
guanto ao tamanho da goticula, indice de polidispersdo, potencial hidrogenibnico e
caracteristicas macroscopicas;

° Avaliar sua atividade antibacteriana do nanoemulgel incorporado com S-(-)-
limoneno frente a cepas Klebsiella pneumoniae.



23

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Klebsiella Pneumoniae: aspectos gerais, viruléncia e resisténcia bacteriana

As bactérias pertencentes ao género Klebsiella spp. sdo bactérias Gram-
negativas em forma de bastonete que podem viver em uma ampla variedade de
ambientes e um membro da familia Enterobacteriaceae (Santajit; Indrawattana,
2016). O género Klebsiella contém mais de uma duzia de espécies, muitas das quais
causam infec¢des oportunistas em humanos. O complexo de espécies incluindo K.
pneumoniae, K. quasipneumoniae, K. varicola e K. africanensis, causa a maior carga
de doencas em humanos (Wyres; Holt, 2018; Gonzalez-Ferrer et al., 2021).

As infeccbes causadas por K. pneumoniae (KP) incluem pneumonia,
abscessos hepaticos, bacteremia, infeccdes de tecidos moles, infec¢cdes do trato
urinario (ITU), endoftalmite e meningite (Paczosa; Mecsas, 2016). As possibilidades
pelas quais Klebsiella spp. causam infecgbes mais frequentes em comparagdo com
outros patdégenos oportunistas Gram-negativos incluem a capacidade de resistir a
fome, resistir naturalmente aos antibacterianos, superar outras bactérias, trocar
prontamente de acido desoxirribonucleico (DNA) com outros membros do
microbioma humano e adquirir elementos genéticos méveis que codificam uma
ampla gama de genes de resisténcia a antibacterianos e de aumento de viruléncia
(Gonzalez-Ferrer et al., 2021).

A K. pneumoniae tornou-se uma das principais causas mundiais de infeccfes
nosocomiais, principalmente infeccdes respiratdrias, com uma taxa de mortalidade
crescente em individuos imunossuprimidos, recém-nascidos e idosos. E um
organismo identificado como uma ameaca urgente a saude humana devido ao seu
facil contagio entre seres humanos, a sua viruléncia, aumento da resisténcia aos
antibacterianos e a sua ampla distribuicdo geografica (World Health Organization,
2020; World Health Organization, 2022).

Bioguimicamente pode ser identificada através de provas de: lisina positiva,
citrato e indol negativos, triplice agucar ferro (TSI) positivo com producdo de gas,
ornitina descarboxilase negativa, metabolizacdo da lactose, hidrolise da ureia e
utilizacdo do citrato como fonte de carbono, além disso, na cultura de agar

MacConkey suas coldnias, crescem rapido, apresentando-se em grande namero e
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com de cor résea brilhante, em decorréncia de ser lactase positiva (Figura 1)
(Ferreira (2022).

Figura 1 - Cultura de K. pneumoniae ao microscopio ético por meio de coloracdo de Gram.
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Fonte. Adaptado de Ferreira (2022).

A KP pode ser categorizada em Klebsiella pneumoniae classica (ckKP) e
Klebsiella pneumoniae hipervirulenta (hvKP) de acordo com suas caracteristicas
fenotipicas e genotipicas, esta Ultima tem maior viruléncia e pode causar doengas
infecciosas graves (Han et al., 2022).

A cKP é uma bactéria oportunista que causa infec¢cbes associadas a
assisténcia a saude em hospedeiros com comorbidades associadas que sao
imunocomprometidos ou que realizam manobras invasivas (por exemplo,
dispositivos intravasculares, tubo endotraqueal ou ferida cirtrgica). J& hvKP é
melhor descrita como um patégeno virulento, a maioria das infeccdes relatadas pela
hvKP sdo adquiridas na comunidade, estes sdo capazes de infectar individuos
saudaveis de qualquer idade, bem como causar mudltiplas infeccdes e/ou
subsequente disseminacao (Mohamed et al., 2024).

Um caso unico de K. pneumoniae causado por abscesso hepéatico juntamente
com endoftalmite foi relatado pela primeira vez em Taiwan na década de 1980, e o
organismo causador foi designado como hvKP, desde entdo, o hvKP foi reconhecido
como outro patétipo circulante além do classico cKP, associado a alta
patogenicidade e mortalidade por hiperviruléncia (Lan et al., 2020). Os fatores que
contribuem para a hiperviruléncia incluem principalmente capsula, sideréforos,
lipopolissacarideo (LPS) e fimbrias (ou pili) (Parrott et al., 2020).

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

por adesinas, pili tipo 1 e tipo 3, e promove adeséo bacteriana a células epiteliais,
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imunes e superficies abitticas. RmpA é um fator de viruléncia localizado no
plasmideo da KP, regulando a sintese de polissacarideos capsulares e
significativamente associadas ao fendtipo de hvKP com alto teor de muco e a
infeccdo purulenta do tecido. Embora a cpsula desempenhe um papel vital na
protecdo de K. pneumoniae das respostas imunitarias do hospedeiro, a sua
viruléncia 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 ndo seja reconhecida pela célula hospedeira, enquanto
outras cepas podem usar a cpsula para camuflar o LPS e evitar a deteccdo do
receptor tipo toll 4 (TLR4). A resposta inflamatdria é inibida e a depuracdo para
bactérias € reduzida por essas modificacbes. Ao mesmo tempo, a capacidade de
obter ferro € fundamental para o crescimento e replicacdo 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: Apresentagéo esquemética dos fatores de viruléncia da Klebsiella pneumoniae e da
homeostase do biofilme.
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Pacientes com infecgcBes por K. pneumoniae apresentam tendéncia a
disseminacdo metastatica para locais distantes, as apresentacbes do hvKP sao
diversas e distintas das infeccbes causadas pelo cKP. O hvKP causa infeccoes
invasivas adquiridas na comunidade caracterizadas por abscessos hepéticos e
infeccbes metastaticas do pulmé&o, olhos, sistema nervoso central, sistema
musculoesquelético e trato urinario (Choby et al., 2019). Em contraste com o hvKp, o
cKp causa infeccbes com mais frequéncia e surge comumente no ambiente
hospitalar como, pneumonia adquirida no hospital, infeccdes do trato urinario e
bacteremia em pacientes imunocomprometidos com comorbidades (Gonzalez-Ferrer
et al., 2021) (Figura 3).

Figura 3 - Locais de acometimento de infec¢do documentada por K. pneumoniae.
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Fonte: Adaptado de Gonzalez-Ferrer et al. (2021).Legenda: As infecgbes hvKP
(mostradas em vermelho) sdo frequentemente adquiridas na comunidade e causam
infec¢des do sistema nervoso central, olhos, figado, baco e tecidos moles. Infec¢des por
cKP, que frequentemente evoluem com multirresisténcia, comumente surgem em
ambiente hospitalar. Descobriu-se que K. pneumoniae classica e hipervirulenta (mostrada
em roxo) causam bacteremia, pneumonia, infec¢des de sitio cirdrgico e infec¢des do trato
urinario.

As cKP adquiriram extensivamente elementos genéticos méveis que
codificam genes de resisténcia 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) estdo disseminadas globalmente e causam infec¢gbes que
muitas vezes sao dificeis de tratar, colocando a MDR-KP no topo das listas atuais de
ameacas significativas para saude publica pela Organizacdo mundial de Saude
(OMS). A resisténcia a multiplas drogas do MDR-Kp e a correspondente
suscetibilidade antimicrobiana do hvKP é uma distingdo importante entre esses dois
patégenos (Russo et al., 2018; Clegg; Murphy, 2016; Paczosa; Mecsas, 2016). O
guadro abaixo resume as principais caracteristicas de ambas as cepas.

Quadro 1 — Caracteristicas das cepas classicas e hipervirulentas de Klebsiella pneumoniae
Caracteristica(s) para tipo de capa

Parametro Classico Hipervirulento
Tipos comuns de Pneumonia, ITU, bacteremia Abscesso hepatico piogénico;
infecgao bacteremia; abscessos

pulmonares, cervicais e renais;
pneumonia; celulite; fasceite
necrosante; miosite, meningite;
endoftalmite

Populagéo(des)
suscetivel(s)

Imunossuprimidos (diabéticos,
pacientes com doencas
malignas)

Diabéticos, pessoas saudaveis

Tipo(s) de capsula

Sorotipos de cipsula K1-K78

Sorotipo de hipercdpsula K1
(93%) ou K2

Sideréforos (% de cepas
gue expressam
sideréforo)

Enterobactina (100),
yersiniabactina (17-46),
salmochelina (2—4),

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

aerobactina (6)
Nosocomial

aerobactina (93-100)
Aquisicdo comunitéria

Tipo de infeccéo
adquirida principalmente
Frequéncia de relatos de

resisténcia a
antibacterianos

Frequente (produtora de ESBL
e carbapenemases)

Pouco frequente

Fonte: Paczosa e Mecsas (2016)

Até recentemente, a maioria dos hvKP eram sensiveis 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 B-lactamase de espectro estendido
(ESBL), hvKp resistente a polimixina e hvKP resistente a carbapenémicos esta
surgindo e pode substituir a K. pneumoniae classica como o patdgeno dominante
nosocomial e associado as infec¢des relacionadas aos cuidados de saude (ou
infeccbes hospitalares e nosocomiais) (Liu et al., 2020).

As Infeccdes hospitalares (IH) ou InfeccBes relacionadas a assisténcia de
saude (IRAS) sao consideradas um problema de salde publica, por aumentarem a

mortalidade e a morbidade, aumentarem o tempo de internagcdo e 0s custos muito
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elevados com a saude. Na Europa, as IRAS causam 16 milhdes de dias de
hospitalizacdo adicionais por ano, com custos superiores a 7 mil milhdes de euros
anuais. A prevaléncia de IRAS em paises 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 paises de baixa e média renda a taxa de prevaléncia
varia entre 5,7% e 19,2% (Voidazan et al., 2020).

O numero crescente de agentes patogénicos resistentes aos antimicrobianos,
gue estdo cada vez mais associados a infeccao hospitalar, representa um fardo
significativo para os sistemas de saude e tem custos econdmicos globais
importantes. Os efeitos incluem altas taxas de mortalidade e morbidade e aumento
dos custos de tratamento. Relatorios recentes utilizando dados de estudos de
vigilancia hospitalares, bem como da Infectious Diseases Society of America,
comecaram a referir-se a um grupo de patégenos nosocomiais como “patdgenos
ESKAPE”, espécies Enterobacter (Rice et al., 2008).

O grupo de bactérias conhecido como ESKAPE que € um acrénimo 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 infeccdes cutaneas (Santajit; Indrawattana, 2016).

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, atuando como barreira fisica e
imunolégica contra microrganismos patogénicos. As lesfGes cutdneas constituem
porta de entrada para contaminacao microbiana que pode levar a feridas crénicas e
outras infeccbes invasivas, adicionalmente, as feridas crénicas sdo consideradas
graves problemas de saude publica devido as consequéncias sociais, psicolégicas e
econdmicas que acarretam (Macedo et al., 2021).

Uma vez rompida a integridade tecidual, uma cascata de rea¢fes bioquimicas
do processo cicatricial € ativada para reparar o dano com fases distintas e
sobrepostas que compreendem homeostase, inflamacéao, proliferacao, reepitelizacéo
e remodelacdo tecidual. Contudo, a presenca de microrganismos patogénicos
prolonga o periodo de inflamacéo provocando liberacdo exacerbada de mediadores
inflamato6rios em resposta a persisténcia bacteriana (Figura 4) (Rahim et al., 2017;
Macedo et al., 2021). Nesse sentido, as infecgbes microbianas sdo destacadas
como as causas mais importantes de feridas cronicas, entre elas as lesbes por

pressdo, e geralmente estdo associadas a formacdo de biofilme, que séo
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notoriamente recalcitrantes aos antibacterianos convencionais (Morgan et al.,
2019).A lesao tecidual e a resposta ao processo infeccioso ocorre, resumidamente,

nas seguintes etapas apresentadas na Figura 4.

Figura 4 - Viséo esquematica da infeccdo bacteriana da pele, derivada da perda da integridade da
epiderme.
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Fonte: Adaptado de Macedo et al. (2021). Legenda: (1) Uma lesdo provoca uma ferida cutdnea que
constitui porta de entrada para contaminacdo microbiana; (2) As bactérias colonizam a pele e
produzem um biofilme; (3) As bactérias secretam toxinas que prolongam a degradacdo tecidual,
atingindo a camada dérmica; (4) As células imunes residentes reconhecem as bactérias e secretam
mediadores imunol6gicos para neutralizar os patdgenos e recrutar outras células imunes; (5) Detritos
celulares (padrBes moleculares associados a danos — DAMPS - e mediadores lipidicos) ativam
células imunoldgicas e servem como quimioatratores; (6) Os leucdcitos sanguineos sao recrutados
para combater os patégenos; (7) Substancias efetoras liberadas pelas células do sistema imunolégico
também promovem danos aos tecidos e amplificam a inflamacéo.

Apesar do desenvolvimento de varias formulagdes antimicrobianas (contendo
derivados de prata, mupirocina, acido fusidico, mafenida, gentamicina, bacitracina,
neomicina e polimixina B), o tratamento de infeccBes cutaneas relacionadas com
ESKAPE ainda é desafiador. Este cenario se deve a capacidade da bactéria
ESKAPE de adquirir perfis de multirresisténcia (MDR), extensa resisténcia a
medicamentos (XDR) e pan-resisténcia a medicamentos (Punjataewakupt;
Napavichayanun; Aramwit, 2019; Rahimi et al., 2020).

De fato, determinantes de resisténcia e plasmideos que medeiam a
resisténcia a antibacterianos tépicos, como mupirocina, acido fusidico, neomicina e
prata, foram detectados em isolados clinicos de bactérias ESKAPE. Além disso,
esses patdgenos apresentam alto indice de incidéncia em ambientes hospitalares e
diversas cepas apresentam fenotipos de multirresisténcia. Assim como,

determinantes de resisténcia e plasmideos que medeiam a resisténcia a
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antibacterianos tépicos, como mupirocina, &cido fusidico e neomicina e prata, foram
detectados em isolados clinicos de bactérias (Santajit; Indrawattana, 2016; Macedo
et al., 2021).

A resisténcia antimicrobiana € descrita como a capacidade dos
microrganismos sobreviverem na presenca de agentes antimicrobianos em
concentracfes normalmente suficientes para inibi-los ou mata-los. Pode ainda ser
explicado como um processo multifatorial que, do ponto de vista bacteriano,
representa uma associacao de exposi¢cdo continua a antibacterianos e a plasticidade
do genoma microbiano (Watkins; Bonomo, 2016; Gorrie et al., 2022).

Consequentemente, esta evolucdo levou ao surgimento de cepas de
Enterobacteriaceae  MDR e XDR, que sdo resistentes a quase todos os
antibacterianos atualmente em uso. A propagacao da MDR Klebsiella pneumoniae
esta principalmente associada a ambientes clinicos onde € facilitada por fatores
como espaco fechado e propagacdo entre pacientes que s&o tipicamente
imunocomprometidos através do que € denominado infeccdes hospitalares (Ndlovu
et al., 2023).

A crise de resisténcia antimicrobiana (RAM) que os hospitais enfrentam em
todo o mundo é impulsionada pelos patégenos ESKAPE que séo responsaveis pela
maioria das infeccbes em pacientes que sao dificeis de tratar com terapia
antimicrobiana (Pendleton; Gorman, 2016; Wyres; Holt, 2018).

Os antibacterianos da classe das cefalosporinas e dos carbapenémicos tém
sido a base do tratamento de infeccdes graves causadas por Enterobacteriaceae,
como K. pneumoniae, mas a eficacia tem sido comprometida pela aquisi¢do
generalizada de genes que codificam enzimas, como as lactamases de espectro
estendido e carbapenemases, que medeiam a respectiva resisténcia a essas drogas
criticas e apresentando taxas de mortalidade, muitas vezes superiores a 40%,
associadas a infecgbes graves causadas por Enterobacteriaceae resistentes a
carbapenémicos (Venkateswaran et al., 2023).

Verificou-se resisténcia a agentes antimicrobianos, incluindo ampicilina,
cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, aztreonam, trimetoprim/sulfametoxazol,
gentamicina, acido nalidixico, tetraciclina, amicacina, imipenem, ofloxacina em
isolados de cKP. Ja o hvKP apresenta taxas de resisténcia significativamente mais
baixas a todos os agentes antimicrobianos do que o cKP, exceto ao sulfametoxazol-

trimetoprima e a ampicilina (Rastegar et al., 2019).



31

Os modos de resisténcia aos antibacterianos na K. pneumoniae sao
codificados intrinsecamente ou adquiridos através de mutacéo e aquisicao de genes
de resisténcia. Varios fatores, incluindo a aquisicdo de determinantes de resisténcia
induzida pelo estresse, fungdes alteradas da barreira da membrana e promocao da
formacao de biofilme, podem influenciar a resposta adaptativa de K. pneumoniae
(Quadro 2) (Ndlovu et al., 2023).

Quadro 2 — Genes de resisténcia antimicrobiana da K. pneumoniae

Genes Fatores associados a resisténcia microbiana
Gene de resisténcia aos Os aminoglicosideos, que podem inibir a sintese de proteinas
aminoglicosideos bacterianas. O mecanismo de tolerdncia cromossémica da KP aos

aminoglicosideos inclui modificacdo da permeabilidade celular e
genes de enzimas modificadoras de aminoglicosideos

Gene de resisténcia as Os antibacterianos quinoldnicos tém como alvo as topoisomerases
quinolonas bacterianas para inibir a replicacdo do DNA. O mecanismo de
resisténcia de KP a fluoroquinolona inclui principalmente mutacdo do
gene alvo, producéo de bomba de efluxo MDR e modificagdo de
enzimas e proteinas de protecdo alvo.

Gene de resisténcia p- | Os antibacterianos B-lactamicos tém sido utilizados clinicamente
lactamico desde a década de 1940, a resisténcia a penicilina da KP foi
encontrada pela primeira vez na década de 1960, o que também
levou a descoberta da primeira classe de genes pB-lactamase
(blaSHV-1 e blaTEM-1). Vinte anos depois, 0 primeiro gene blaSHV-
2 da B-lactamase de amplo espectro foi identificado em K.
pneumoniae. Este gene exibe um amplo espectro de atividades de
tolerancia a  B-lactamicos (incluindo cefalosporinas e
monocosaminas). Logo, outra variante ESBL mediada por
plasmideo, blaTEM-3, foi encontrada em K. pneumoniae na Franga.
Gene de resisténcia a | A polimixina perturba a integridade da membrana pelo deslocamento

polimixina de ions extracelulares (Ca2+/Mg2+) com ligacdo ao
lipopolissacarideo carregado negativamente (LPS) e causando lise
celular.

Gene de resisténcia a | A tigeciclina € a primeira geracao de glicilciclina [85], que tem sido

tigeciclina usada desde 2005 e € usada para tratar a infeccdo 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 tolerancia
a tigeciclina sdo codificados cromossomicamente, incluindo
modifica¢des dos alvos das unidades riboss6micas 30S e 16S, bem
como alteracdes na permeabilidade celular.

Fonte: Wang et al. (2020).

As altas taxas de resisténcia a 32 geracao de cefalosporinas relatadas para e
K. pneumoniae significam que o tratamento de infec¢gbes suscetiveis de serem
causadas por estas bactérias em muitos ambientes devem contar com 0s
carbapenémicos, o Ultimo recurso para tratar doencas graves adquiridas na
comunidade e em infeccOes hospitalares. Estes antibacterianos sdo mais caros,

podem nao estar disponiveis, e também sao suscetiveis de acelerar ainda mais o
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desenvolvimento de resisténcia (World Health Organization, 2020). Todo este
contexto aponta para a importancia de realizacdo de novos produtos farmacéuticos
para o tratamento de infec¢cdes causadas pela K. pneumoniae, assim como, para

lesbes na pele.

3.2 Produtos naturais da classe dos Terpenos com potencial antibacteriano

A dispersdo mundial de isolados clinicos resistentes levou a necessidade de
descobrir novos agentes antimicrobianos, todavia, a resisténcia precipitada e
prevalente aos agentes antimicrobianos recentemente criados sugere que novas
familias também terdo uma vida util curta (Toombs-Ruane et al., 2020). Muitas
plantas aroméaticas e medicinais, ervas e especiarias tém sido propostas como uma
fonte significativa de antimicrobianos naturais como uma alternativa aos
medicamentos sintéticos para tratar infec¢des bacterianas (Puvaca et al., 2020).

As plantas medicinais e o 6leo essencial delas extraido tém sido amplamente
utilizados para esse fim devido a alta concentracdo de compostos bioativos.
Comprovadamente os 6leos essenciais tém sido usados para tratar doencas
infecciosas do trato urinario, doencas respiratorias, distlrbios intestinais e doencas
dérmicas (Puvaca et al., 2021).

Neste sentido, 0os compostos naturais de origem vegetal surgem como
poderosas ferramentas terapéuticas potenciais, pois, as plantas produzem uma fonte
inestimavel de metabdlitos secundarios em resposta a fatores ambientais , como
ataque de herbivoros, estresse abidtico ou interacdes interespecificas. Atualmente,
0s mecanismos de acdo mais conhecidos e estudados entre 0s agentes
antimicrobianos estdo relacionados com uma grande variedade de alvos e
processos bacterianos, tais como a inibicdo da sintese proteica, inibicdo de vias
metabdlicas, interferéncia na sintese da parede celular, inibicdo de DNA e sintese de
acido ribonucleico (RNA) e lise da membrana bacteriana , entre outros (Alvarez-
Martinez et al., 2021).

Os fitoquimicos podem atuar através de diferentes mecanismos e locais-alvo
em comparagao com o0s antibacterianos tradicionais, portanto, sua combina¢cdo com
antibacterianos convencionais tem sido proposta para fornecer eficacia superior na

supresséo do desenvolvimento de resisténcia (Abreu; McBain; Simodes, 2012).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/natural-product
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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
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Entre os fitoquimicos decorrentes do metabolismo secundario das plantas, os
terpenos foram exaustivamente estudados e relatados atividades importantes na
saude humana exercendo atividades antimicrobianas contra bactérias suscetiveis e
resistentes a antibacterianos, principalmente através de suas habilidades de
promover a ruptura celular e a inibicdo da sintese de proteinas e DNA (Masyita et
al., 2022).

O uso de terpenos como agentes antimicrobianos em cosméticos, alimentos e
alguns produtos de saude, como tonicos capilares, pasta de dente, limpadores de
palpebras, restauradores capilares, sabonetes para a pele e lo¢des corporais ja esta
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 liquido de pinheiros. Os terpenos
sd0 0s maiores produtos naturais, com variacdo estrutural significativa, incluindo
hidrocarbonetos lineares ou esqueletos carbociclicos. A unidade isopentenil difosfato
(IPP) e seu isbmero, dimetilalil difosfato (DMAPP), sdo os precursores da
biossintese dos terpenos. Os terpenos sdo abundantes em plantas superiores, frutas
citricas, coniferas e eucaliptos e estdo amplamente distribuidos nas folhas, flores,
caules e raizes dessas plantas. A classificacdo dos terpenos € baseada nas
unidades de isopreno propostas por Wallach em 1887 (CsHs), 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 sao agrupados em classes de acordo com o nimero
de unidades de isopreno (n) na molécula: hemiterpenos (CsHs), monoterpenos
(C10H16), sesquiterpenos (CisH24), diterpenos (Cz20Hs2), triterpenos (C30H48),
tetraterpenos (CaoHes), e politerpenos (CsHs)n (Ninkuu et al., 2021; Mabou; Yossa,
2021; Masyita et al., 2022).

3.2.1 Limoneno: caracteristicas e aplicabilidade

O limoneno € um monoterpeno, um dos mais comuns na natureza e um dos
principais constituintes de varios 6leos essenciais de frutas citricas. Caracteriza-se
como um monoterpeno ciclico formado somente por atomos de carbono e
hidrogénio, liquido incolor e existe como dois isbmeros Opticos e como uma mistura
racémica (Figura 5). Possui um agradavel odor de liméao, o que o torna amplamente

utilizado como aditivo de sabor e fragrancia em alimentos comuns, como sucos de
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frutas, doces, gomas de mascar, refrigerantes e sorvetes. Por fim, € considerado
seguro, apresentando baixa toxicidade para humanos, sem induzir risco mutagénico,
carcinogénico ou nefrotoxico aos humanos (Vieira et al., 2018; Kvittingen; Sjursnes;
Schmid, 2021).

O limoneno, 4-isoproprenil-1-metil-ciclo-hexeno, formula CioH1s, apresenta um
anel ciclohexénico, uma metila, ligacdo dupla formando o radical isopropenila e
carbono quiral. O limoneno apresenta em seu anel ciclo-hexeno um carbono quiral
(estd ligado a quatro substituintes diferentes entre si). Esta caracteristica faz com
gue o limoneno exista na forma de dois isdmeros épticos. Os isbmeros Opticos sédo
aqueles em que sua imagem no espelho ndo se sobrepde a molécula original. Os
carbonos quirais séo identificados como R ou S. Em outras notacdes também para
isbmeros Opticos incluem o uso das letras d (dextrogiro, desvia o plano da luz
polarizada para direita) e | (levogiro, desvia o plano da luz polarizada para
esquerda), e os simbolos + e -. Assim, podemos chamar um isémero de R-(+)-
limoneno e o outro de S-(-)-limoneno (Figura 5). Estes dois enantibmeros do

limoneno s&o os mais abundantes monoterpenos na natureza (Burnham, 2024).

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

-(R)-(+)-Limoneno (esquerda) e (S)-(-)-limoneno (direita).

Fonte: Kvittingen, Sjursnes e Schmid (2021).

A avaliacdo da atividade biol6gica dos terpenos, incluindo o limoneno, tem
sido realizada ao longo dos anos com o objetivo de identificar novos compostos com

atividade antibacteriana (Guimaraes et al., 2019). A atividade antibacteriana de 6leos
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essenciais e componentes isolados de 6leos essenciais contendo terpenos (OEs = (-
)-Terpinen-4-OL, (-)-B-Pineno, (+)-Carvone, (%)-Cintronellal, 4-Allylanisole,
Cinamaldeido, Citral, Eugenol, Geraniol, R-(+)-limoneno, (S)-limoneno e A-Pinene)
contra cepas de Vibrio foi avaliada. Seguindo ensaio de crescimento bacteriano,
comparando o crescimento de Vibrio com ou sem OEs em varias concentragfes
observou-se que o R-(+)-limoneno, (S)-limoneno e cinamaldeido mostraram inibicéo
significativa do crescimento bacteriano de V. campbellii, reducdo de 50% em
comparac¢ao com o grupo controle (Zheng et al., 2020).

Atividade antibacteriana do 6leo essencial de limdo (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 o6leo essencial de limdo e do limoneno foram
consideravelmente eficazes contra essas bactérias patogénicas podendo ser usados
como alternativas para tratar infeccdes bacterianas (Pathirana et al., 2018).

O potencial antimicrobiano do limoneno foi avaliado em muitos estudos contra
um amplo espectro de microrganismos patogénicos (bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas como Streptococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, estando
seu mecanismo de acdo associado a presenca de determinados compostos que
podem alterar a permeabilidade da membrana celular dos microrganismos e/ou inibir
enzimas importantes para o seu crescimento e sobrevivéncia, ou ainda, ao seu
comportamento lipofilico capaz de desnaturar proteinas e camadas lipidicas,
alterando as propriedades e funcdo da parede celular, e levando a perda de
componentes intracelulares e eventual morte celular (Ribeiro et al., 2023).

Além do estudo sobre a acao antibacteriana do limoneno, o mecanismo de
acao antibacteriana do limoneno também foi explicado em alguns dos estudos. Uma
proteina B-barrel (LptD) € uma proteina essencial da membrana externa presente na
montagem do lipopolissacarideo (LPS), a deplecdo dessa proteina 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 reflectancia
total atenuada apds 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 concluiram que o dano do LPS é o mecanismo de
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inativacao pelo R-(+)-limoneno e os envelopes celulares séo o alvo importante do
composto.

Estudos que utilizaram nanoemulsées com limoneno também mostraram
rompimento completo da estrutura celular levando a lise e liberacdo 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 eficacia 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 citoplasmatica ja € apontada como o alvo
primario em células bacterianas Gram-positivas, enquanto em bactérias Gram-
negativas a membrana externa € o alvo primario para agentes antibacterianos. Além
disso, as células Gram-negativas sdo mais eficientes do que as células bacterianas
Gram-positivas na manutencdo de sua homeostase de membrana, razdo pela qual
ha uma diferenca entre o0s agentes antibacterianos em relacdo a atividade
bactericida (Li et al.,2016; SANI et al., 2015). Isto se deve ao fato que, a membrana
externa de bactérias Gram-negativas, que € composta de moléculas de
lipopolissacarideos, estabelece uma barreira de permeabilidade hidrofilica que
protege contra o efeito de drogas altamente hidrofébicas (Trombetta et al., 2005).
Esta relacdo explicaria a razao da baixa sensibilidade das células bacterianas Gram-
negativas aos efeitos letais de monoterpenos lipofilicos como o limoneno (Gupta;
Jeyakumar; Lawrence, 2021a).

Outras atividades biolégicas do Limoneno sdo destacadas como:
propriedades anticancerigenas, antinociceptivas, gastroprotetoras e cicatrizantes de
Ulceras géstricas, antioxidantes e anti-inflamatdrias, eficacia na melhoria da fungéo
pulmonar e efeito neuroprotetor em doencas neurodegenerativas incluindo doenca
de Alzheimer, esclerose multipla, epilepsia (Eddin et al., 2021). Ademais, 0 mesmo é
geralmente reconhecido como seguro para consumo humano como uma substancia
aromatizante sintética A ingestao diaria toleravel (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 adicdo como aromatizante

(Soulimani, Bouayed e Joshi, 2019).
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3.3 Formas farmacéuticas nanotecnoldgicas

O uso de antimicrobianos topicos é benéfico para o controle de infecgdes no
tratamento de feridas porque a infeccdo da ferida € a principal causa do retardo na
cicatrizagdo (Punjataewakupt; Napavichayanun; Aramwit, 2019). A este respeito,
infeccbes de feridas ou locais cirdrgicos estdo frequentemente associadas ao
fracasso de tratamentos a base de antimicrobianos ou a falta concomitante de novos
agentes, além disso, bactérias Gram-negativas, como Klebsiella pneumoniae
representam uma grande ameaca a saude humana, uma vez que séo as bactérias
mais resistentes, de rapida propagacdo emergindo como superbactérias
clinicamente relevantes (Alfei; Schito, 2020). As vantagens dos antimicrobianos
topicos sobre os sistémicos incluem maior concentracéo no local alvo, menos efeitos
adversos sisttmicos e menor incidéncia de resisténcia antimicrobiana
(Punjataewakupt; Napavichayanun; Aramwit, 2019).

A cicatrizacdo de feridas € um processo dindmico e complexo que afeta a
gualidade de vida dos pacientes e acarreta anualmente custos elevados para o
sistema de saude, em todo o mundo (Rahimi et al., 2020). A tecnologia de
nanoemulsdo surgiu nos Uultimos anos e esta fornecendo resultados muito
promissores. Estas, com tamanho de goticula de até 0,5 um, sdo geralmente mais
estaveis cineticamente do que emulsfes grossas, o0 que resulta em um aumento na
presenca do agente antimicrobiano (Garre et al., 2020).

Comprovadamente, o0s produtos naturais desempenham varias funcdes
bioldgicas no corpo humano, como anticancer, anti-inflamatorio, antioxidante,
antimicrobiano, entre outros. Contudo, apresentam baixa estabilidade, séo altamente
sensiveis a oxidacdo, possuem menor solubilidade em &gua, baixa
biodisponibilidade e sustentabilidade. Para superar esses obstaculos, que dificultam
suas aplicacdes, varias abordagens foram introduzidas, entre elas, nos ultimos anos,
a estratégia de encapsulamento tem recebido muita atencdo como uma técnica
proeminente devido a sua ampla gama de beneficios e aplicagfes a saude (Karim et
al., 2022).

Segundo Garre et al. (2020) as nanoemulsbes de Oleos essenciais
forneceram resultados satisfatorios contra uma ampla variedade de microrganismos
e seu efeito antimicrobiano foi ainda mais agudo quando aplicado em uma forma

nanoemulsionada. Isto se daria em razdo do tamanho menor das goticulas
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nanuemulsionadas aumentar a area de superficie que entra em contato com as
células bacterianas e promover a interacdo entre o agente antimicrobiano e a
membrana celular do microrganismo.

O encapsulamento é considerado uma abordagem préatica, na qual os
bioativos séo revestidos por materiais na forma de capsulas ou particulas em escala
nanomeétrica (Wang; Jung; Zhao, 2017). Para Fernandes et al. (2021) a
nanotecnologia oferece muitas vantagens para a liberacéo de farmacos, como:

1) Possibilidade de modificacdo de tamanho, forma e superficie que impacta no
transporte, acumulo e reconhecimento de nanoparticulas em seus alvos;

2) Permitir o encapsulamento de farmacos pouco sollveis em agua, com baixa
biodisponibilidade;

3) Protecado do farmaco contra degradacéo;

4) Permitir terapia combinada, uma vez que o0 nanocarreador pode carregar
farmacos com diferentes atividades terapéuticas, que podem atuar
sinergicamente;

5) Permitir que o nanossistema atinja o tecido alvo;

6) Ser capaz de responder a estimulos enddégenos especificos, como potencial
hidrogeniénico (pH), ou exdgenos, como fototerapia, ultrassom, campo
magnético, entre outros, reduzindo a inespecificidade do tratamento;

7) Permanecer por mais tempo na corrente sanguinea e, portanto, permitir a
liberacéo sustentada do farmaco nanoencapsulado.

Métodos passivos e ativos de aumento da penetracdo na pele tém sido
usados com sucesso para melhorar a eficiéncia da administracdo tépica ou da
administracdo transdérmica. Carreadores de medicamentos nanométricos atrairam
muita atencdo na ultima década como op¢des em formulagdes para terapia topica.
Nanoparticulas (incluindo nanoesferas, nanoparticulas lipidicas solidas, micelas),
lipossomas e nanoemulsdes estao entre os sistemas mais estudados (Zhang et al.,
2013).

Nanoemulsdes sao misturas isotropicas heterogéneas de Oleo, agua e
surfactante em que o 6leo ou a agua formam uma fase dispersa e o outro forma a
fase continua, sdo estabilizadas pelo potencial do filme interfacial das moléculas do
surfactante (Ojha et al., 2021; Algahtani; Ahmad, 2020). Também conhecidas como
emulsdes de tamanho nanométrico apresentam goticulas <200nm e sao

estabilizadas pela adicdo de emulsificantes (Preeti et al., 2023). Por possuirem
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tamanho de particula nanométrico elas sdo transparentes ou translicidas,
adicionalmente, devido ao seu menor tamanho de particulas as nhanoemulsdes sdo
muito mais estaveis contra floculacdo, coalescéncia e formacdo de creme (ou
creaming) (Figura 6) (Moradi; Barati, 2019).

Figura 6 - Tipos de separacdo em emulsdes.
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Fonte: Franzol e Rezende (2015).

Embora as nanoemulsdes tenham alta carga de farmaco e capacidade de
solubilizacéo, ainda assim a sua entrega transmembranar € lenta devido a sua baixa
viscosidade e espalhabilidade. Para resolver este problema, os pesquisadores
exploraram a modificacdo da nanoemulsdo 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 formulacdo. A parte
da nanoemulséo deste sistema de entrega protege a porcdo ativa da degradacéo
enzimatica, hidrélise, etc., e a parte do gel fornece estabilidade termodinamica ao
sistema, reduzindo a tensdo superficial e interfacial e, assim, aumentando a
viscosidade geral e a espalhabilidade (Lal et al., 2023).

O nanoemulgel possui varias vantagens sobre nanoparticulas lipidicas,
microemulsfes ou lipossomas na administragdo transdérmica devido a sua alta
capacidade de carga de medicamento, melhor difusibilidade, permeabilidade e baixa
irritacdo da pele (Kotta et al., 2014).
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No processo de desenvolvimento de diversas formulacdes de importancia
farmacéutica, o nanoemulgel provou ser um excelente veiculo de administracdo de
medicamentos via aplicacdo transdérmica, dentaria, ocular e vaginal para o
tratamento de varios tipos de doencas (Setya et al., 2019; Srivastava; Kohli; Ali,
2016).

Quando o nanoemulgel €& comparado com as formas farmacéuticas
mencionadas acima, possui estabilidade relativamente melhorada, melhor
penetragdo, menos oleosidade, facilidade de incorporacdo de medicamentos
hidrofébicos, alta eficiéncia de carregamento de medicamentos e melhor eficacia
(Shankar et al., 2018; SAH; Badola; Mukhopadhyay, 2017).

Como na maioria dos novos sistemas de liberacdo de medicamentos, a
estabilidade é uma questéo principal, onde o nanoemulgel pode ser considerado um
otimo sistema para superar os problemas de instabilidade associados a outros

sistemas de distribuicdo de medicamentos (Ojha et al., 2021).
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A Figura 7 abaixo representa esquematicamente o fluxo metodoldgico do

presente estudo.

Figura 7 — Fluxograma metodoldgico.
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4.1 Area de estudo e localizagdo de teste experimentais

Fonte: Autor (2024).

Realizou-se a pesquisa no Laboratério de Bioquimica da Unidade Académica
de Ciéncias Biol6gicas (UACB) do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR) da

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

Abrahdo Alves de Oliveira Filho e no Laboratério de Sintese e Vetorizacdo de

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

Estadual da Paraiba (UEPB) — Campus V coordenado pelo Prof. Dr. Elquio Eleamen

Oliveira.
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4.2 Metodologia dos estudos microbiolégicos

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 Agar Muller Hinton (AMH) a uma temperatura de
4°C. Os in6culos foram obtidos a partir de culturas overnight em MH a 37°C e
diluidas em solucéo salina estéril para obter concentragdo final de aproximadamente
1,5 x 108 unidades formadoras de col6nias por mL (UFC/mL), ajustado pela turvagédo
guando 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 avaliacdo da atividade
antimicrobiana foram o meio liquido Muller Hinton e o meio solido Agar Muller
Hinton, adquiridos na Difco® e preparados de acordo com as instrucdes do

fabricante.

4.2.3 Determinacédo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Determinou-se a CIM utilizando a técnica de microdiluicdo em placa contendo
96 pocos com fundo em “U”. Adicionou-se 100uL de caldo Mueller Hinton,
duplamente concentrado e 100uL do produto em estudo (S-(-)-Limoneno) em cada
poco da placa, nas concentracdes de 1024 a 16ug/mL. Conduziu-se a determinagéo
da CIM com 10pL do inéculo previamente preparado e adicionado em cada
cavidade. Preparou-se também o controle de crescimento no penultimo poco,
contendo 200uL do caldo e a suspensdo de micro-organismo e no ultimo pogo foi o
controle negativo com apenas 200uL do caldo, sendo realizado todo o ensaio em
duplicata. As placas foram incubadas a 35°C durante 24 horas, apds esse periodo
realizou-se a primeira leitura dos resultados.

Em seguida, adicionou-se 20uL de solugdo de resazurina sodica (Sigma
Aldrich®), em A&gua destilada esterilizada na concentracdo de 0,01% (p/v),

reconhecido como indicador colorimétrico de 6xido-reducédo para bactérias e feita
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nova incubacdo a 37°C. A leitura procedeu-se visualmente, pela auséncia ou
presenca de crescimento do microrganismo pela formacao de aglomerado de células
(botéo) e pela observacdo da mudanca da coloracdo da solucdo, de azul para rosa,
indicando crescimento do micro-organismo.

Determinou-se a CIM como a menor concentracdo do produto que inibiu o
crescimento visivel do microrganismo ensaiado, verificado por uma ndo mudanca da
coloracdo do corante indicador (Palomino et al., 2002; Ostrosky et al., 2008, CLSI
2012; Bona et al., 2014).

4.2.4 Determinacédo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Determinou-se a CBM apds a leitura dos resultados da Concentracédo
Inibitéria Minima preparou-se inéculos (10uL) de trés diluicdes a partir da CIM para o
meio de caldo Mueller-Hinton (100uL/cavidade) em placa de microdiluicéo
esterilizada, em seguida seguiram para incubacéo a 37°C por 24 horas, apos esse
tempo foi adicionado 20uL de resazurina. Os ensaios foram incubados a
temperatura de 37°C por mais 24 horas para confirmacao da concentracao capaz de
inibir o crescimento total das espécies bacterianas, verificado por uma ndo mudanca

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

4.2.5 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA)

A Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) do composto foi
determinada na presenca de sacarose a 5%, de acordo com Albuguerque et al.
(2010) com modificacdes, usando-se concentracdes correspondentes ao composto
até a diluicdo 1:1024. A partir do crescimento bacteriano, a cepa de bactéria foi
cultivada a 37°C em caldo Mueller Hinton (DIFCO®), depois distribuidos 0,9mL do
subcultivo em tubos de ensaio e, em seguida, adicionou-se 0,1mL da solugao
correspondente as diluicdes do composto.

A incubacao foi feita a 37°C por 24 horas com tubos inclinados a 30°.
Realizou-se a leitura através da observacéo visual da aderéncia da bactéria as
paredes do tubo, apds a agitacdo 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 concentragcdo do agente em contato com sacarose

gue impediu a aderéncia ao tubo de vidro.

4.2.6 Estudo de associacdo do S-(-)-Limoneno com o0s antibacterianos sintéticos

frente a cepas Klebsiella pneumoniae

O estudo de associagédo do produto com os antibacterianos, foi realizado por
meio da técnica de difusdo em disco em meio sélido utilizando discos de papel filtro
(Bauer et al., 1966). Uma aliquota de 20uL da CIM do produto teste foi transferida
para os discos contendo os antibacterianos nas suas respectivas concentragoes,
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 suspensdes bacterianas.

Posteriormente, as placas foram incubadas a 35°C por 24-48h, seguido da
realizacdo de sua leitura. Considerou-se como efeito sinérgico, quando da
ocorréncia de halo de inibicdo do crescimento microbiano formado pela aplicacéo
combinada do composto mais o antibacteriano (AB) com didmetro = que 2mm,
guando comparado com o halo de inibicdo formado pela acdo do AB isoladamente.
Quando a combinacdo do produto com o antibacteriano resultou em um halo de
inibicho com um diametro menor do que o obtido pelo antibacteriano isolado,
considerou-se efeito antagénico. Foi considerado como efeito indiferente, quando a
formacéao do halo de inibicdo resultante da combinacdo, obteve o0 mesmo diametro
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 caracterizagdo dos sistemas
emulsionados incorporados com o S-(-)-Limoneno

4.3.1 Materiais

Adquiriu-se 0 S-(-)-Limoneno na Sigma-Aldrich®, Alcool metilico (CRC

Produtos Quimocos, S&o 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, Sdo Paulo). A agua 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 analitico.

4.3.2 Teste de ldentificagdo do Equilibrio Hidrofilico-lipofilico (EHL) do S-(-)-

Limoneno

Para a determinacdo do EHL do 6leo 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 proporcées, de
modo a originar valores definidos e escalonados de EHL. As propor¢cdes dos
tensoativos foram calculados para valores de EHL entre 09 a 15. As nanoemulsées
Oleo/agua (O/A) foram formuladas com 5% (p/p) de 6leo, 5% (p/p) de tensoativos
(Span® 80 +Tween® 80) e 90% (p/p) de &gua ultrapura.

As formulagbes de cada EHL foram submetidas a ultrasonicagdo em banho
de gelo em Sonicador Eco-sonics modelo QR550 (poténcia de 550W e frequéncia de
20kHz) com 30% da poténcia por 2 minutos. Apds este procedimento se realizou a
leitura do tamanho da goticula formada e indice de polidispersdo (PDI) por
espalhamento dindmico de luz usando um equipamento Zetasizer Ultra red (Malvern
Ins. Ltd, Reino Unido). Considerou-se particulas com tamanho <200nm e o PDI <
0,3. Este ultimo parametro 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 propor¢do 1:10 (v/v) em &gua

ultrapura.

4.3.3 Otimizacao dos parametros de formulagéo

Objetivando-se encontrar as melhores condicbes para obtencdo de
nanoemulsées de S-(-)-Limoneno estaveis, 17 formulacbes de 1mL de
nanoemulsbes O/A foram produzidas, variando-se a concentragcdao de S-(-)-
Limoneno (5 a 15%), de tensoativo (mistura de Twen 80 + Span 80 — 3% a 15%) e
agua ultrapura de acordo com a Tabela 4. Fixou-se o tempo de homogeneizacdo na

ultrasonicacdo em banho de gelo em Sonicador Eco-sonics modelo QR550 (poténcia
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de 550W e frequéncia de 20kHz) com 30% da poténcia por 2 minutos. As
nanoemulsdes obtidas neste estudo foram analisadas 24h apds o preparo quanto a
seu tamanho médio de goticula e PDI por espalhamento dindmico de luz usando um
equipamento Zetasizer Ultra Red (Malvern Ins. Ltd, Reino Unido). As amostras foram
diluidas na proporcdo 1:10 (v/v) em agua ultrapura e realizadas trés leituras por
amostra. A formulacdo com menor tamanho de goticula e menor PDI foi escolhida

para continuidade dos estudos.

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

Preparou-se os nanoemulgeis apos 24h da formulacdo da NEs com os
melhores parametros de estabilidade apresentados no estudo pela adicdo de 1%
Carbopol nas NEs contendo S-(-)-limoneno e agente gelificante (AMP/TIPA 85%)
sob homogeneizacdo em vortex por 3 min. Os nanoemulgeis foram armazenados
em frascos de vidro hermeticamente fechados e acondicionados em ambiente
refrigerado (5£2°C).

4.3.5 Caracterizacdo das nanoemulsdes e nanoemulgeis incorporados com o S-(-)-

Limoneno

Avaliou-se as formula¢des quanto ao tamanho médio de goticula, PDI, pH e
aspectos macroscopicos. O tamanho médio das goticulas e o PDI das formulacdes
(nanoemulsdes e nanoemulgeis) foram avaliados por espalhamento dinamico de luz.
As amostras de nanoemulsédo foram diluidas 1:10 (v/v) em agua ultrapura e as de
nanoemulgel em 1:20 (v/v) e analisadas a 25°C com angulo de detecgcédo de 173° e
comprimento de onda de 633nm. As leituras foram realizadas nos dias 0, 1, 20, 30,
60 e 90, respectivamente, DO, D1, D20, D30, D60 e D90.

Para avaliacdo macroscopica foram analisadas as caracteristicas de aspecto,
cor e homogeneidade com o intuito de observar alteracbes na aparéncia por
instabilidade. As amostras foram analisadas, identificando qualquer instabilidade,
alteracdo da cor ou separacédo de fases (Montagner; Correia, 2004). Para analise
dos resultados, foram utilizados critérios apresentados no Quadro 3, adaptado por
Buhler e Ferreira (2008).
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Quadro 3 - Parametros para Avaliacdo das Caracteristicas Macroscopicas.

Parametros Descricao
N Normal

LMA Leve Modificagdo na Aparéncia
LMC Leve Modificag&o na Cor
LMO Leve Modificagdo do Odor
MA Moderada Modificacdo na Aparéncia
MC Moderada Modificagdo na Cor
MO Moderada Modificagdo do Odor
IMA Intensa Modificacdo na Aparéncia
IMC Intensa Modificacdo na Cor
IMO Intensa Modificacdo do Odor

Fonte: Buhler e Ferreira (2008).

As medigbes pH foram realizadas utilizando um pHmetro digital Nova
Intruments® (modelo NI PHM, S&o Paulo, Brasil), previamente calibrado com

solucdes tampéo pH 4,0 e 7,0 a temperatura de 25°C.

4.4 Atividade antibacteriana da nanoemulsdo e do nanoemulgel incorporado

com o S-(-)-Limoneno

Realizou-se o teste microbiolégico com o intuito de determinar se a
nanoemulsdo e nanoemulgel contendo com o S-(-)-Limoneno incorporado € capaz
de inibir o crescimento da bactéria Klebsiella pneumoniae. Sendo assim, foram
utilizadas as mesmas cepas dos testes realizados inicialmente. Para a avaliagdo da
atividade antimicrobiana da nanoemulsao foi realizada a técnica de microdiluicio em
placa para verificacdo 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 realizagcdo dos testes
biolégicos de atividade antibacteriana, as nanoemulsdes foram preparadas 24h
antes da realizacéo do ensaio.

Para o nanoemulgel a verificacdo da atividade antimicrobiana se utilizou o
meétodo de difusédo por poco, ou seja, foram realizados orificios de 6mm de diametro
no meio de cultura agar Mueller-Hinton em placas de Petri, formando assim os
pocos. Neste ensaio foram utilizadas a cepa Kp110 de Klebsiella pneumoniae. As
placas foram inoculadas na superficie pelos micro-organismos e 0s pocos foram
preenchidos com 20uL do gel na concentracdo a ser testada. As placas foram

incubadas a 35°C por 24 horas. Os halos de inibicdo do crescimento microbiano
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foram medidos em milimetros, com auxilio de uma régua milimetrada (Bona, 2014;
Sumantri et al, 2021). Para o teste de difusdo em disco considerou-se como

atividade inibitoria os halos com didmetro = 6 mm (Bona, 2014).

4.5 Andlise estatistica

Os dados da pesquisa serdo descritos qualitativamente e quantitativamente
com medidas de tendéncia central e dispersao, assim como, a apresentacao dos
mesmos em gréaficos e tabelas utilizando o software de analise estatistica SPSS

versao 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
microdiluicio em placa de 96 pocos sendo considerada a CIM a menor
concentracdo 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

bacteriostatico 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 1000pg/mL >1000pg/mL
Kp 103 1000pg/mL >1000pg/mL
Kp 104 1000pg/mL >1000pg/mL
Kp 105 1000pug/mL >1000pg/mL
Kp 110 67,5 ng/mL >1000pg/mL

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: Kp = Klebsiela pneumoniae; CIM = Concentracdo
Inibitéria Minima; CBM = Concentra¢éo Bactericida Minima.

Com base nos resultados, sendo a CIM a menor concentracdo do produto
capaz de inibir o crescimento bacteriano, observa-se a Concentracao Inibitoria
Minima 50 (CIMso) de 1000pg/mL. Em seguida avaliou-se a CBM do produto para
observar potencial bactericida ou bacteriostatico observando-se acima de
1000pg/mL para todas as cepas testadas.

Para determinacdo da CIMA realizaram-se 0Ss ensaios com a cepa que
apresentou menor CIM para S-(-)-Limoneno (Kp 110). Sucedeu-se com 0 mesmo
procedimento para o controle positivo usando o digluconato de clorexidina a 0,12%,
observando-se que ambas as substancias ndo impediram a aderéncia ao tubo de
vidro.

Para o estudo de associacdo do S-(-)-Limoneno com antibacterianos
sintéticos utilizou-se a técnica de difusdo em disco em meio solido utilizando discos
de papel filtro e considerou-se como efeito sinérgico quando o halo de inibicdo do

crescimento microbiano formado pela aplicacdo combinada do composto mais o
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antibacteriano apresentou diametro = que 2mm (Cleeland; Squires, 1991; Oliveira et

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

Tabela 2 — Avaliacao da associacao do S-(-)-limoneno com os antibacterianos sintéticos frente a
cepas Klebsiella pneumoniae

Cepa Substéancia AMP GEN CEF CIP
Controle Omm 20 mm 26 mm 24 mm
Kp 101 S-(-)-limoneno 24 mm1 16 mm| 16 mm | 24 mm *
Controle 0 mm 18 mm 26 mm 12 mm
Kp 103 S-(-)-limoneno 0Omm* 20mm | 32mm+1 0Omm |
Controle 10 mm 16 mm 12 mm 28 mm
Kp 104 S-(-)-limoneno 6 mm | 20mm 10mm | 36 mm 1
Controle 12 mm 20 mm 24 mm 36 mm
Kp 105 S-(-)-limoneno 6mm | 28mm 1 40 mm 1 10mm |
Controle 20 mm 20 mm 28 mm 30 mm
Kp 110 S-(-)-limoneno omm | 32mm 1 12mm| 24mm |

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: AMP = ampicilina; GEN = gentamicina; CEF =
ceftriaxona; CIP = ciprofloxacino; 1 = sinérgico; | = antagbnico; * = indiferente.
Ao analisar os dados da associagdo do S-(-)-Limoneno com o0s
antimicrobianos sintéticos observou-se efeitos sinérgicos, indiferentes e antagdnicos.
Destaca-se a associacdo com a gentamicina que apresentou efeito sinérgico com a

maior parte das cepas.

5.2 Desenvolvimento e caracterizacdo dos sistemas emulsionados incorporado

com o S-(-)-Limoneno

Nesse estudo, foram desenvolvidas nanoemulsdes (NEs) para auxiliar na
aplicacdo do S-(-)-Limoneno no tratamento de infeccbes em lesdes de pele
causadas pela K. pneumoniae. A relacdo entre o tamanho das goticulas das

emulsdes e os valores de EHL & mostrada na Tabela 3.
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Tabela 3 — Tamanho médio da goticula e PDI em diferentes valores de equilibrio hidréfilo-lipofilo
(EHL) de 09 a 15 das nanoemulsdes contendo S-(-)-Limoneno

ComEarEente/ 09
Tween80® 21,959
Span80® 28,959
S-(-)-Limoneno 50ug
Agua ultrapura 900l
Tamahe TE0.  47onm
PDI 0,4058
Aparéncia LT

10

26,6519
23,55ug
50pg
900l

212nm

0,2700
LT

11

31,5ug

18,5ug
S0ug
900ul

130nm

0,2500
TL

12

37ug
13ug

S0ug
900l

189nm

0,4667
TL

13

41,5u9

8,5 ug

S0ug
900l

307nm

0,6307
TL

14

45ug

4,5 ug

S0ug
900l

140nm

0,3801
TL

15

S0ug

S0pg
900l

264nm

0,6436
TL

Fonte: Dados da pesquisa (2023). Legenda: PDI = indice de polidisperséo. LT = leitosa. TL =
translucida.

Os

resultados mostram que o

tamanho médio das goticulas das

nanoemulsdes pode ser afetado pelos valores de EHL. Onde a formulagdo com EHL

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

ApoOs a identificacdo do EHL ideal procedeu-se com a otimizacdo dos

parametros de formulacdo das nanoemulsées O/A de 1ml contendo o S-(-)-

Limoneno. Os resultados séo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Otimiza¢éo dos parametros de formulacéo, tamanho de goticula e PDI.

. EHL - Agua
Formulag&o S-(-)-L|0r/noneno tensoativos ultrapura Tama,nhtl) e PDI
(%) (%) (%) goticula
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 = Equilibrio hidrofilico-lipofilico; PDI = indice de
polidisperséo.
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Observa-se na Tabela 4 que a Formulagdo 11 contendo 10% de S-(-)-
Limoneno (p/p), 10% de tensoativos (p/p) e 80% de agua ultrapura (p/p) apresentou
um tamanho de goticula inferior a 200nm (156,5nm) e o menor PDI (0,2351) entre
todas as formulacdes. Este dltimo parametro avalia o grau de uniformidade da
distribuicdo do tamanho das goticulas dentro do sistema (Danaei et al., 2018).
Valores de PDI mais proximos de zero indicam uma distribuicAo monodispersa
(Mohd Narawi et al., 2020).

A Formulacdo 11 (NEL) foi acompanhada durante 90 dias em ambiente
refrigerado (5 +2°C). Durante um periodo de 90 dias analises por espalhamento
dindmico de luz do PDI e tamanho médio das goticulas, assim como, das
caracteristicas macroscoépicas e pH foram realizadas, resultados apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5 - Tamanho da particula, PDI e caracteristicas macroscépicas da nanoemulséo
contendo 10% S-(-)-Limoneno (NEL).

. Tamanho da Caracteristicas
Dzt goticula = o] macroscopicas
D1 101,7 0,2728 5 Normal
D20 81,29 0,3631 4,5 Normal
D30 94,13 0,4439 4 Normal
Moderada
D60 153,7 0,4319 3,5 Modificac&o na
Aparéncia
DO 807.7 0.864 35 Intensa Moqific.agéo
na Aparéncia
Média 225,17 0,4655 - -
Desvio Padrédo +286,44 +0,2050 -- --

Fonte: Dados da pesquisa (2023). Legenda: EHL = Equilibrio hidrofilico-lipofilico; pH = potencial
hidrogeniénico.

O tamanho médio da goticula apresentou pequenas variagdes nos primeiros
30 dias com maior proporcao a partir do D60 (tamanho da goticula = 153,7nm e PDI
= 0,4319). Foram observadas também altera¢des nas caracteristicas macroscopicas
a partir desse dia com formacao de floculacdo e no pH com tendéncia a apresentar-
se mais acido, sugerindo que o sistema apresenta uma estabilidade de 30 dias.

O nanoemulgel (NGL) foi preparado apdés 24h da formulacdo da NEL e os
resultados de tamanho médio da goticula e PDI ao longo de 90 dias sé&o

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Tamanho da goticula, PDI, pH e caracteristicas macroscopicas do nanoemulgel contendo
10% S-(-)-Limoneno (NGL).

. Tamanho da Caracteristicas
Dias goticula PDI pH macroscopicas
DO 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
D60 Modificacéo na
Aparéncia
D90 465,9 0,6184 3 Intensa Modific_agéo
na Aparéncia
Média 323,36 0,5217 - -
Desvio Padréo +183,42 10,1529 -- --

Fonte: Dados da pesquisa (2023). Legenda: EHL = Equilibrio hidrofilico-lipofilico; pH = potencial
hidrogenibnico

Observa-se que o tamanho médio das goticulas de NGL tenderam ao
aumento ao longo do estudo de estabilidade. Observaram-se também alteracfes
nas caracteristicas macroscoépicas a partir desse dia com moderada modificacdo na
aparéncia pela formacao de floculacdo e no pH com tendéncia a apresentar-se mais
acido.

Para maior estabilidade das NEs e NGs a longo prazo adicionou-se a
formulacdo propilenoglicol na proporcdo de 5% mantendo-se as proporgcdes dos
tensoativos (EHL 11) e do S-(-)-Limoneno, ajustando a proporcdo de agua ultrapura.
Desta forma, a nova formulacdo (NEG) compés-se de 10% de tensoativos, 10% de
S(-)-Limoneno, 5% de propilenoglicol e 75% de agua ultrapura. Formulada seguindo

a mesma metodologia, resultados apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Tamanho da goticula, PDI, pH e caracteristicas macroscopicas das NEs com
propilenoglicol (NEG).

NEG D1 D20 D30 D60 D90 Média + Desvio
Padrao
Tag”;"’t‘incr:ﬁada 47,47 4993 7233 4408 4552 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 -

Caracteristicas -
. Normal Normal Normal Normal Normal
macroscoépicas

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: EHL = Equilibrio hidrofilico-lipofilico; pH = potencial
hidrogenibnico

Analisando a Tabela 7 observa-se que a nanoemulsdo com 5% de
propilenoglicol (NEG) apresentou um tamanho de goticula médio 51,87nm (x11,67) e
permaneceu mais estavel com PDI 0,3535+0,0605. Ao final dos 90 dias de

acompanhamento a NEG ndo apresentou alteracdes nas suas caracteristicas
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macroscopicas e pH. Prosseguiu-se os experimentos com a NEG para formulacéo
do nanoemulgel (NGG) e ensaios microbioldgicos.

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 &agua ultrapura) apos 24h da formulagdo da mesma
seguindo o protocolo descrito anteriormente (Tabela 8).

Tabela 8 — Tamanho da goticula, PDI, pH e caracteristicas macroscépicas do nanoemulgel com
propilenoglicol (NGG)

NGG DO D20 D30 D60 D90
Tamanho de goticula 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
Caracteristicas macroscoépicas Normal Normal Normal Normal Normal

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: EHL = Equilibrio hidrofilico-lipofilico; pH = potencial
hidrogeniénico.

O NGG apresentou variagao no tamanho médio da goticula e PDI durante o
estudo de estabilidade, assim como o NG sem o propilenoglicol (NGL - Tabela 6),
entretanto, manteve-se estavel pelo periodo de 60 dias (tamanho da goticula =
201,1nm). Na Figura 8 pode-se comparar os valores do tamanho da particula
formada e PDI das formulacdes com e sem o propilenoglicol (NEL, NGL, NEG e
NGG).
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Figura 8 - Tamanho da goticula e PDI das NEs e NGs com e sem propilenoglicol (NEL, NGL, NEG e
NGG).

Tamanho da goticuladas NEs PDldas NEs

500

300 03
200 02 I I
100 0.1

‘. m. mu= 1 D

D1 D20 D30 D&0 D30 D1 D20 D30 DD D30

mTamarho da goticula NEL Tamanho da gaticula NEG BPDINEL =PDINEG
Tamanho da goticulados NGs PDIdos NGs
00 09
08
500
07
400 0,6
300 o
. 04
200 03
0.2
100
I 01
0 0
Do D20 D30 DE0 Da0 Do D20 D30 DED Do
mTamanho da goticula NGL = Tamanho da goticula NGG BPDINGL =PDINGG

Fonte: Dados da pesquisa (2023). Legenda: PDI = indice de Polidispersdo; NE = Nanoemuls&o; NG
= nanoemulgel.

Observa-se no comportamento das formulacbes durante estudo de
estabilidade que os NGs tendem ao aumento das variaveis apresentadas, mas o
NGG ainda apresenta menores valores de tamanho da goticula e PDI. Sendo assim,
as formulacdoes NEG e NGG apresentaram-se com maior estabilidade durante o
acompanhamento quando comparadas as formulacbes sem o propilenoglicol,
incluindo o pH que se manteve dentro da faixa aceitavel para o uso na pele, entre 4
e 7 (Lal etal., 2023).

De acordo com Setya, Talegaonkar; Razdan (2014) em muitas situacoes,
apenas um surfactante pode néo ser capaz de reduzir a tenséo interfacial 6leo/agua
suficientemente para preparar uma nanoemulsdo, surge entdo, a necessidade de se
utilizar os co-surfactantes. Estes também s&o de natureza anfifilica, com tendéncia a
particionar em grande quantidade na monocamada interfacial do surfactante,
reduzindo a tenséo interfacial, aumentando a fluidez da interface e a entropia do

sistema.
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Além dos co-surfactantes reduzirem adicionalmente a tensdo interfacial,
necessaria para a formacdo e estabilidade termodinamica das nanoemulsdes,
também promovem a fluidificacdo do filme interfacial formado pelo surfactante

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

5.3. Atividade antibacteriana da nanoemulsdo e do nanoemulgel incorporados

com o S-(-)-Limoneno

Seguindo com o0s ensaios, realizou-se a investigacdo da CIM e CBM da
nanoemulsdo incorporada com o S-(-)-Limoneno, resultados disponiveis na Tabela

9. Observa-se a CIMso de 1000pg/mL assim como no produto isolado.

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

Cepas bacterianas CIM CBM
Kp 101 1000pg/mL >1000pg/mL
Kp 103 1000pg/mL >1000pg/mL
Kp 104 1000pug/mL >1000pg/mL
Kp 105 1000pug/mL >1000pg/mL
Kp 110 128ug/mL >1000ug/mL

Fonte: Dados da Pesquisa (2023). Legenda: Kp = Klebsiela pneumoniae; CIM = Concentracdo
Inibitéria Minima; CBM = Concentrac¢éo Bactericida Minima.

Ao se realizar o teste de susceptibilidade das cepas de K. pneumoniae ao NG
incorporado com S-(-)-Limoneno utilizou-se a cepa Kpl110 e observou-se um efeito

antibacteriano tendo em vista a formag&o de um halo de inibicdo de 20mm.
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6 DISCUSSAO

Posto isto, a seguir serdo discutidos os resultados apresentados
anteriormente obtidos nesta pesquisa que avalia o potencial antibacteriano do S-(-)-
Limoneno isolado e incorporado na nanoemulsdo e nanoemulgel contra as cepas de
Klebsiella pneumoniae. O tratamento de doencas infecciosas esta tornando-se
desafiador para os profissionais de saude devido a uma proporcdo alarmante de
resisténcia aos antibacterianos em todo o mundo. Por esse motivo, 0s produtos
naturais tém sido estudados como fonte de novas moléculas farmacologicas com
potencial antimicrobiano. A abordagem terapéutica alternativa do antigo
conhecimento fitoterapico para explorar metabdlitos secundarios de plantas como
potenciais agentes antimicrobianos poderia ajudar na preparacdo de novos
medicamentos (Silva et al., 2023; Gupta, Jeyakumar, Lawrence, 2021b).

Com a realizacdo da pesquisa observou-se que o S-(-)-Limoneno apresentou
uma CIM de 1000ug/mL para a maioria das cepas testadas. De modo geral, a ClIMso
permaneceu 1000pg/mL. Segundo Sartoratto et al. (2004) a atividade antimicrobiana
de um composto é forte quando os valores de CIM sao até 500ug/mL atividade
moderada entre 600-1500ug/mL e atividade fraca acima de 1500ug/mL, desta
forma, o S-(-)-Limoneno apresenta um moderado efeito antibacteriano contra as
cepas de K. pneumoniae.

No tocante a CBM, para todas as cepas testadas observou-se valores
>1000ug/mL. Para Hafidh et al. (2011), o composto é considerado bactericida
guando essa proporcdao CIM:CBM esta entre 1:1 a 2:1, e bacteriostatico quando esta
propor¢cdo € maior que 2:1. Sendo assim, o S-(-)-Limoneno apresenta atividade
bacteriostatica contra as cepas testadas.

Os resultados encontrados corroboram com o estudo de Silva et al. (2021),
onde analisou-se a atividade antibacteriana dos fitoquimicos 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 fitoquimicos com antimicrobianos e sua atividade em termos de inibicdo da

formacédo de biofilme em placas de 96 pocos e cubos de nailon. Entre as cepas
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testadas (padrédo e isolados clinicos) a mais sensivel foi a A. hydrophila (MF
372510).

S-(-)-Limoneno e R-(+)-Limoneno apresentaram concentracdes inibitorias
minimas elevadas, 3,2mg/mL*e 6,42mg/mL™, respectivamente. O S-(-)-Limoneno e
R-(+)-Limoneno também inibiram fortemente a formacdo de biofime de A.
hydrophila. Os mesmos tiveram efeito sinérgico quando combinados com florfenicol
e efeito antagbnico com oxitetraciclina. Em geral, os fitoquimicos 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 varios estudos realizados por muitos
pesquisadores (Gupta; Jeyakumar; Lawrence, 2021b). A propriedade anti-biofilme do
limoneno foi observada inibicdo significativa do biofilme de B. cereus, E. coli e P.
anomala. Além disso, cerca de 75-95% de inibicdo do biofilme foi observada contra
S. pyogenes e S. mutans na concentracdo de 400ug/mL (Subramenium;
Vijayakumar; Pandian, 2015). Observou-se também que o limoneno reduz a
producdo de biofilme em até 90% apds 8h de incubacdo na concentracdo de
2.000ug/mL em diferentes cepas de S. aureus, assim como, também foi observada
inibicdo 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 [B-ciclodextrina, e avaliar
sua atividade potencializadora de diferentes classes de antibacterianos. A atividade
antibacteriana foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo, obtendo-se
desta forma a Concentragdo Inibitéria Minima, sendo a atividade moduladora do
antibacteriano obtida utilizando uma concentracdo sub-inibitéria (CIM/8). Dentre os
resultados observou-se que o d-limoneno apresentou CIM igual a 256ug/mL contra
S. aureus padréo e 512ug/mL contra P. aeruginosa resistente.

Sreepian et al. (2022) realizaram estudo com o0s objetivos de determinar as
composi¢cdes quimicas e avaliar as atividades antibacterianas de 0leos essenciais
citricos extraidos das cascas dos frutos de C. reticulata e C. aurantifolia,
isoladamente e em combinagdo com gentamicina, contra um painel de S. aureus

resistente a meticilina (MRSA) clinicamente isolado e S. aureus suscetivel a
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meticilina. A andlise 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 difusdo em disco de
agar e métodos de microdiluicdo a base de resazurina, os resultados mostraram que
quase todos os isolados de MRSA eram resistentes a ciprofloxacina, eritromicina e
clindamicina, e alguns isolados foram resistentes a gentamicina. C. reticulata e C.
aurantifolia exibiram efeitos inibitérios em relacdo aos isolados clinicos (CIM: 1,0—
32,0 e 8,0-32,0mg/mL, respectivamente), com tendéncia semelhante ao limoneno
(CIM: 1,0-32,0mg/mL). Entretanto, os autores relatam que o0s 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 interacdo 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 0
limoneno inibiu eficazmente o crescimento bacteriano a uma concentragao inibitoria
minima de 20mg/mL. A microscopia eletrbnica de varredura e a observacdo do
microscopio de fluorescéncia confirmaram que o limoneno causou a destruicdo da
morfologia celular e da integridade da parede celular de S. aureus.

Dias et al. (2022) realizaram estudo para determinar as atividades
antibacterianas de trés 6leos essenciais (Psidium Cattleianum Sabine, Cryptocarya
aschersoniana Mez. e folhas de Ocotea dispersa Nees (Mez.)) e seus principais
constituintes contra bactérias patogénicas 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 250ug/mL e esta forte atividade antibacteriana deve-
Se aos seus principais constituintes: o viridiflorol, limoneno e a-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 20-50pg/mL

contra todas as cepas testadas.
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Nesta pesquisa, 0 S-(-)-Limoneno nao 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
Oleo essencial de O. vulgare contra cepas de Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus saprophyticus. Nesta pesquisa o 6leo essencial de O.
vulgare também nao apresentou atividade antibiofilme contra as cepas de Klebsiella
pneumoniae.

A clorexidina (CHX) é um biocida, lipofilica e carregada positivamente, essas
propriedades permitem a interacdo da CHX com fosfolipidios e lipopolissacarideos
carregados negativamente da parede celular bacteriana ou da membrana externa.
Em baixas concentracdes (0,2%), essa interacdo leva a danos na parede celular e
vazamento de constituintes de baixo peso molecular, como potassio e fosfato. Em
concentracfes mais altas (2% ou mais), a CHX entra na membrana plasmatica
causando citélise, liberacdo de componentes intracelulares e coagulacdo e
precipitacdo das proteinas citoplasméticas devido a formagdo de compostos de
fosfato, o que por sua vez leva a morte celular (Abbood, Hijazi e Gould, 2023).

Considerando seu uso generalizado ao longo de muitas décadas, a
resisténcia a CHX, assim como, possivel resisténcia coincidente ao biocida e
resisténcia a antibioticos séo clinicamente relevantes. Observou-se um aumento na
resisténcia a 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 resisténcia a CHX ao longo do tempo (Buxser, 2021).
Trés mecanismos de reducdo da suscetibilidade/resisténcia a CHX foram descritos:
aumento da atividade da bomba de efluxo, alteragdo na permeabilidade da
membrana e formacgao de biofilme (Hassan et al.,, 2013; Abbood, Hijazi e Gould,
2023).

Na avaliacdo da associacdo do S-(-)-Limoneno com os antibacterianos
sintéticos frente a cepas Klebsiella pneumoniae observou-se efeitos sinérgicos,
indiferentes e antagbnicos com destaque para a associacdo 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 associacdo de terpenos com antimicrobianos
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padrbes 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 clinicos de K. pneumoniae com destaque para o linalol que
teve efeito sinérgico com todos os antimicrobianos testados.

Atividade sinérgica de Oleo 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 6leo essencial das folhas de Croton
zehntneri e a associacdo do mesmo com a gentamicina. Além de inibir o
crescimento bacteriano, ao ser associado a gentamicina a atividade do
antimicrobiano sintético aumentou em 42,8% contra a Pseudomona aeruginosa. A
andlise cromatogréfica do 6leo essencial de Croton zehntneri identificou 97,4% dos
constituintes quimicos entre mono- e sesquiterpenos, sendo reconhecido como
componente majoritario o estragol, representando 76,8% do teor do 6leo essencial
(Costa et al., 2008).

Esses dados corroboram também com os resultados de Sreepian et al. (2022)
gue avaliaram atividades antibacterianas de OEs citricos extraidos das cascas dos
frutos de Citrus. reticulata e Citrus. aurantifolia, assim como, do limoneno (maior
constituinte dos OESs) isoladamente e em combinacdo com gentamicina, frente as
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 43300 (S. aureus resistente a meticilina,
MRSA) e S. aureus ATCC 25923 (S. aureus sensivel a meticilina, MSSA), bem como
clinicamente isolados MRSA e MSSA.

Observou-se forte acédo 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 interacdo sinérgica da gentamicina com o limoneno nos
isolados de MRSA (indice de concentracdo inibitéria fracionaria: 0,012-0,375)
(Sreepian et al., 2022).

Outros estudos vém 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 trés microrganismos: Candida albicans, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus. Além disso, realizou-se estudos de validagédo in vitro da agéo antimicrobiana
de algumas fontes naturais de limoneno (diferentes Oleos essenciais de espécies

citricas) 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 concentracéo a
qual esse microrganismo é suscetivel, em niveis na faixa de 19ug/mL para 9,5ug/mLe
156ug/mL para 78ug/mL, respectivamente. Nos estudos de validacao verificou-se um
claro sinergismo entre a mistura de clotrimazol e diferentes fontes de limoneno
(6leos essenciais citricos) contra S. aureus, S aureus MRSA e P. aeruginosa, com
os melhores resultados para o 6leo essencial de Citrus bergamia para S
aureus MRSA e P. aeruginosa (Schroder et al., 2022).

Sieniawska et al. (2017) descreveram a influéncia dos terpenos naturais na
atividade antimicobacteriana de drogas tuberculostéticas de primeira linha contra o
Mycobacterium tuberculosis isolado. Os terpenos naturais utilizados neste estudo
foram R-Limoneno, (S)-Limoneno, mirceno, sabineno, a-pineno e [p-elemeno
isolados e associados a antibacterianos padrbes. Os ensaios de atividade
antimicrobiana mostraram que o (S)-Limoneno isolado apresentou CIM de 64ug/mL
em sua forma isolada. Os valores da CIM para esses terpenos, bem como para
combinacdes com antibacterianos tuberculostaticos (etambutol, isoniazida e
rifampicina), foram determinados usando um método de diluicdo de tubo foi na faixa
de 125-0,059ug/mL.

Das combinacdes de terpenos com antibacterianos tuberculostaticos de
primeira linha, o (S)-Limoneno teve um alto efeito sinérgico com todos os
antibacterianos: (S)-Limoneno + ethambutol 0,475ug/mL, (S)-Limoneno + ethambutol
0,475ug/mL e (S)-Limoneno + rifampicina 0,237ug/mL (intervalo de CIM 0,237-
0,475ug/mL) (Sieniawska et al., 2017).

No ano seguinte, Sieniawska et al. (2018) continuaram seu estudos sobre a
influéncia de terpenos naturais na atividade antimicrobiana de drogas
tuberculostaticas de primeira linha contra Mtb agora com duas cepas de referéncia
(virulenta Mtb H37Ra ATTC 25177 e virulenta H37Rv ATTC 25618), bem como cinco
isolados clinicos (192 - cepa suscetivel; 12331 - cepa resistente a isoniazida,
rifampicina e etambutol ; 256/16 - cepa resistente rifampicina; 85/13 - cepa
pertencente a familia 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, a-pineno e B-elemeno. Na pesquisa acima o (S)-
Limoneno apresentou CIM para as cepas H37Ra, H37Rv, 192, 12331, 253/16, 85/13
e 126 de 32ug/mL, 256pg/mL, 256pg/mL, 512pg/mL, >512ug/mL, >512ug/mL e
256ug/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 presenca de concentragBes subinibitorias do (S)-
Limoneno quanto os valores de CIM obtidos para o (S)-Limoneno testado na
presenca de concentracdes sub-inibitérias dos antibacterianos reduziram para todas
as cepas testadas com valores chegando a 0,0625ug/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 agdo antimicrobiana
contra cepas do Mtb isoladas e clinicas, reduzindo a CIM dos antimicrobianos mais
utilizados, inclusive em concentra¢des subinibitorias.

Em seguida passou-se a avaliar os ensaios de desenvolvimento e
caracterizacdo da nanoemulsdo e nanoemulgel que foram desenvolvidas
nanoformulacdes para auxiliar na aplicacdo do S-(-)-Limoneno no tratamento de
infeccbes em lesBes de pele causadas pela K. pneumoniae. Nesta etapa observou-
se a CIMso de 1000 pg/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 Kpll0 observando-se um efeito antibacteriano pela
formacéo de um halo de inibicdo de 20mm.

Sistemas de distribuicdo baseados em nanoemulsbes com constituintes
incorporados aumentam  significativamente a atividade antimicrobiana em
comparacao com sistemas nao encapsulados e sdo promissores por serem capazes
de aumentar a concentragdo dos compostos bioativos em &reas onde o0s
microrganismos estdo preferencialmente localizados (Lu et al., 2018).

Segundo Lopes et al. (2017) os surfactantes sdo adicionados ao sistema
visando produzir emulsdes estaveis, sendo sua selecdo fundamental para a
estabilidade adequada do sistema. Uma consideracdo significativa na selecao de
surfactantes adequados é a identificacdo do valor EHL da fragdo de 6leo. Os autores
seguem citando que, uma metodologia simples para determinar o EHL de um dleo

essencial é a analise da estabilidade a curto prazo de emulsées produzidas com o
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produto-teste e surfactantes de valores variados de EHL. O valor de EHL da
emulsdo mais estavel é considerado o EHL requerido do produto.

Para Lu et al. (2014a) os valores adequados de EHL dos surfactantes mistos
sdo fator chave para a formacgéo de goticulas de emulsdo e durante a formacéo da
emulsdo O/A, os surfactantes lipofilicos tém mais afinidade com as goticulas
dispersas da emulsdo do que o surfactante hidrofilico. Seguem afirmando que, um
valor de EHL adequado é necessario para manter o equilibrio da fase oleosa e da
fase aquosa e, com valores ideais, é possivel estabilizar e estreitar as goticulas
recém-formadas durante a emulsificacéo.

A mistura de dois surfactantes apresenta efeito sinérgico na formacao de
emulsdes de estabilidade com grupos de cabeca idénticos, mas com caudas de
hidrocarbonetos diferentes. Além disso, durante a emulsificacdo por ultrasonicacao,
a cavitacdo ajuda a dispersar o produto em pequenas gotas e entdo o surfactante
misturado é rapidamente adsorvido na superficie das goticulas recém-formadas para
acelerar a formacao de nanoemulsées (Lu et al., 2014b).

No estudo de Sohan et al. (2023) avaliou-se a estabilidade fisica e quimica de
nanoemulsées contendo D-Limoneno armazenadas em diferentes temperaturas
(ambiente e refrigeradas) por um periodo de 30 dias. As NEs apresentaram aumento
no tamanho da goticula 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 coalescéncia de Ostwald sdo possiveis mecanismos
desestabilizadores do crescimento do tamanho das goticulas de 6éleo.

Segundo Piorkowski e McClements (2014) o amadurecimento de Ostwald é
um fenbmeno comum observado em 6leos essenciais, triglicerideos de cadeia curta
e emulsdes aromatizantes de 0leo em agua, este corre quando as moléculas de oleo
se difundem de goticulas pequenas para grandes através da fase aquosa, fazendo
com que as goticulas maiores consumam as menores.

O pH emulsbes preparadas utilizando diferentes concentracdes de oOleo
apresentaram estabilidade em toda a faixa de pH (3 a 9) sem indicar crescimento de
goticulas ou instabilidade perceptivel. O mesmo apresenta minima influéncia na
estabilidade das emulsdes que incorporavam emulsificantes nao ibnicos (Sohan et
al., 2023; Cho; Mcclements, 2009).

Sonu et al. (2018) formularam NEs contendo R-(+)-Limoneno para ensaios

microbioldégicos com tamanho médio de particula de 116,60 +5,30nm e indice de
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polidispersdo 0,205 +0,02. O pH da nanoemulsdo otimizada de 6leo de D-Limoneno
foi de 6,50 = 0,15. O valor relativamente menor de PDI para nanoemulsdo pode ser
correlacionado com maior estabilidade no armazenamento.

Assim como o0s autores acima citados, Sabry et al. (2014) tiveram resultados
semelhantes ao investigarem as capacidades antioxidantes, antimicrobianas e
antifangicas dos extratos oleosos das cascas de laranja e tangerina (com 92% de
Limoneno identificado pela Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrémetro de
Massa) encapsulados em NEs. As NEs formuladas eram estaveis apresentando
tamanho médio de goticula (<100nm) e PDI (<0,2) baixos, entretanto, a NE com o
Oleo extraido da casca da laranja (Citrus sinensis L.) aumentou o tamanho das
goticulas para acomodar a carga solubilizada dos extratos. Como anteriormente
abordado, o maior tamanho de goticulas da NE e sua menor estabilidade se deve
aos fenbmenos de amadurecimento de Ostwald associados a natureza do extrato
fendlico, que possui compostos hidrofilicos e hidrofobicos.

Em muitos casos, os surfactantes por si s6 podem reduzir insuficientemente a
tensdo interfacial entre o 6leo e a agua, formando pequenas goticulas. A adi¢do de
alcoois de cadeia curta ou média como co-tensoativo podem reduzir mais a tenséo
interfacial Oleo/agua. Estes se localizam entre as caudas de hidrocarbonetos do
surfactante, o que poderia estabilizar a camada interfacial das nanoemulsodes.
Assim, o surfactante e o co-surfactante sdo considerados partes importantes, que
podem influenciar a formacdo da nanoemulsdo em termos de tamanho e
estabilidade das particulas (Charoenijittichai; Charnvanich; Panapisal, 2016).

Para Patel e Joshi (2012) a instabilidade da nanoemulséo é devida a alguns
fatores principais, incluindo formacdo de creme, floculagdo, coalescéncia e
amadurecimento de Ostwald, sendo este ultimo o principal fator.

Ao se realizar o estudo da atividade antibacteriana da nanoemulsao do S-(-)-
limoneno contra as cepas de K. pneumoniae observou-se um moderado efeito
antibacteriano segundo Sartoratto et al. (2004) com CIMso de 1000pg/mL. Zhang et
al. (2014) estudaram a atividade antimicrobiana de nanoemulsdo 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

inibitérios no que diz respeito ao crescimento em todos 0s quatro microrganismos,
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com CIM de 7,5ug/mL contra S. aureus e S. cerevisiae, ja contra B. subtilis e E. coli
a CIM foi de 15pg/mL.

Assim como Zhang et al (2015), Bei et al. (2015) avaliaram a atividade
antimicrobiana de nanoemulsdo com D-limoneno contra as cepas de S. aureus
ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633 e Eschericha coli ATCC 8739. A CIM da
nanoemulsdo para as cepas testados foi de 5,47ug/mL, 10,94ug/mL e 42,15ug/mL,
respectivamente.

Os resultados do estudo de Sonu et al. (2018) também corroboram com 0s
apresentados nesta pesquisa, 0os autores verificaram atividade antimicrobiana de NE
contendo 5% de limoneno contra 0s 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 12,50ug/mL.

No estudo de Shao et al. (2018) desenvolveu-se um revestimento comestivel
incorporando diferentes concentracdes de emulsdo de R-(+)-Limoneno e avaliou-se
a eficdcia antimicrobiana de revestimentos comestiveis & base de emulsbes
contendo R-(+)-Limoneno contra diferentes bactérias inoculadas (Escherichia coli,
Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus) em morangos.

A CIM das emulsdes de R-(+)-limoneno foi de 625ug/mL para Bacillus subtilis
e Escherichia coli e 1250ug/mL para Staphylococcus aureus. As emulsdes contendo
R-(+)-Limoneno melhoraram a estabilidade microbiana dos morangos e resultaram
eficazes na descontaminacao de patdégenos externos testados (Shao et al., 2018).

Com relacédo ao efeito antibacteriano do nanoemulgel contra as cepas de K.
pneumoniae observou-se efeito antibacteriano segundo Bona et al. (2014) visto da
formacao de halo de inibicdo 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 a base de Ilimoneno para aumentar a eficacia das
fluoroquinolonas (levofloxacino) contra a infeccdo do biofilme ocular associada ao
Staphylococcus Aureus resistente a meticilina (MRSA). O tamanho da particula do
nanoemulgel a base de limoneno carregado com levofloxacina foi de 119,2
+0,321nm, com uma distribuicdo de tamanho unimodal caracterizada por um baixo
indice de polidispersao (0,314+0,05) refletindo a uniformidade do diametro e a
homogeneidade da preparacao.

A CIM do nanoemulgel a base de limoneno sozinho foi de 25ug/mL, enquanto

do nanoemulgel & base de limoneno carregado com levofloxacino foi de 3,12 ug/mL,
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sendo menor que a do medicamento (6,2 pg/mL). Neste caso, o0 limoneno
apresentou efeito sinérgico ao antibacteriano testado no combate as infec¢des por
MRSA. Os valores de CBM foram 50ug/mL, 12,5ug/mL e 25ug/mL, respectivamente
(Mehanna; Mneimneh; Abed El Jalil, 2020).

Atividade antibacteriana do nanogel (tamanho de goticula de 196 +8nm)
incorporado com OE de Mentha spicata, que possui 0 limoneno como seu segundo
maior componente, contra de Staphylococcus aureus e Escherichia coli foi
investigada por Rasti et al. (2022). Os autores observaram a poténcia do nanogel
com um valor da Concentracédo Inibitéria Média (ICso) de 55ug/mL, substancialmente
menor do que a do 6leo essencial isolado (997,4ug/mL). Além disso, 0 crescimento
das cepas bacterianas testadas ap0s o tratamento com nanogel 1000pug/mL diminuiu
cerca de 50% em comparagdo com o grupo controle.

Zarenezhad et al. (2021) formularam e investigaram a atividade
antimicrobiana de nanogel incorporado com 06leo 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 ug/mL do OE e que apresentou parametros aceitaveis para os autores
(tamanho da goticula 146 + 12nm e PDI de 0,96 + 0,02). Efeito leishmanicida do
nanogel foi observado a partir da viabilidade de L. tropica apés 24 h de incubacédo
gue reduziu de 80% para 40% quando comparado com o OE isolado. A viabilidade
de L. major também teve reducdo 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 alcancado contra L. major e L.
tropica usando nanogel com 8 ug/mL do éleo.

Por fim, a analise quimica de séries de 6leos essenciais mostrou que 0s
principais componentes ativos antimicrobianos sao fendis, terpenos, aldeidos e
cetonas, e acredita-se geralmente que 0s Oleos essenciais atuam principalmente
contra a membrana citoplasmatica celular. Os principais mecanismos de acdo do
limoneno sé@o contra as membranas citoplasmaticas dos microrganismos, causando
perda da integridade da membrana; a inibicdo de enzimas respiratodrias; e dissipacéo

da forca préton-motriz (Zhang et al., 2015).
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7 CONCLUSAO

Portanto, com relacédo a esta pesquisa pode-se observar que em relacdo ao
S-(-)-Limoneno:

e Apresentou efeito antibacteriano moderado e bacteriostatico contra as cepas
de Klebsiella pneumoniae;

e Quando isolado néo apresentou atividade antiaderente.

e Apresentou um efeito sinérgico para a maior parte das cepas em relacdo a
associagdo com gentamicina;

e Desenvolveu-se nanoemulsédo com potencial antibacteriano moderado, assim
como, nanoemulgel também com potencial antibacteriano ambas formulacdes
com tamanho de particula, PDI e caracteristicas macroscopicas estaveis por
periodo de 90 e 60 dias, respectivamente.

Desta forma, conclui-se que o S-(-)-Limoneno é um candidato ao
desenvolvimento de novas tecnologias farmacolbgicas para o tratamento de lesdes
de pele infectadas com K. pneumoniae isolado ou em formulagbes com sistemas

emulsionados (nanoemulsédo e nanoemulgel).
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causadas pela KP e os mecardsmos associados ao ammerdo de sua virdéneia e resistneia aos antimicrobianos, trazendo
contribui; ez vantajosas e estitnulando & pesguisa de novas formas famacéuticas de anfiricrobianos.

Pabwraschaves: Bactérias. Indfecgies bacferianas. Wicrobiologia.
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Antibacterial activity of Thymus virlgaris (thyme)
essential oil against strains of Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pnenmoniae and Staphylococens saprophyticis
isolated from meat product

Atividade antibacteriana do dleo essencial de Thymus vulgaris (tomilho’ contra cepas
de Psendomonas aeruginosa, Kebsiella preumoniae e Staphplocacous saprophiypticus
isoladas de produtos cirneos
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Abstract

fleat products reprsent an imporzntoomponent of the human distand area mood soure ofnutients . Food-borne
rnic morganisms arethe main pathogens thatcusz humandissases asa resulto Fibod consum piion, especially products
afanimal arigin, The abjective oEthe present research was to werify the antibacterial activity of the essential ail of
Trwmocs vidgars against strains of Ksbseda pracmoriae, Bardortonn s getuginosd and Snphplococcus saprapitions
isolated fom meat producs. Forthis, theanalyszs o Minimum In hibitooe Concentration{® 1S and Minimum Bacrericidal
Concentration (MEC)wers perbrmed in microdilution plates. Theassaciation of the product with antmicrobials was
alao studied using disl diffusion. And the anti-adherentactivite, which was determined inthe prsenceofsucmses, in
zhss tubes. Thymeoil showed aston ginhib ooy activice again st prewroon ive, Paetirinesa and 5 saprok wius, with
the MICvalues mnging Eom 6410 512 pziml, and batericidal eBct Br most strins, with MECvalues rmnging Bom
25610 10&4pg/mL. T.va v oilexhibited waried interactions inas sociation swiththe antimicoobils, with smergistic
(4167%E), indiflmnt { S0%) and antgonistic (3 33%) effs. Regarding the ant-adhemnt acthvity, the st product was
efectve ininhibitng the adherznce ofall bactoial stins under study. Therebee, thy e oil presents itszlfa: an
antibacterl and anti -adherentagentagainstld prewmaniae, P aangzimost and 5. saprophivtius, being a natucal product
thatcan represent an inwresting aleenatve in the efbrs tocombat Bod borne diseases.

lieymomd = biology, health science, micoobiolo gy, medicinal plants.



