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RESUMO

InfeccBes causadas por micro-organismos multirresistentes, como Klebsiella
pneumoniae, sd0 uma ameaca a salde publica devido a seus complexos mecanismos
genéticos. Nesse contexto, 6leos essenciais de Eucalyptus staigeriana possuem
propriedades antibacterianas promissoras, contudo, sua eficacia contra cepas Gram-
negativas é limitada. Diante desse desafio, sistemas inovadores de entrega de farmacos,
como nanoemulsdes e nanoemulgéis, podem melhorar a estabilidade e eficacia desses
6leos, o que evidencia a necessidade de mais pesquisas para confirmar seu potencial.
Neste sentido, o estudo teve como objetivo geral avaliar as atividades antibacterianas do
6leo essencial, nanoemulsdo e nanoemulgel de Eucalyptus staigeriana contra cepas de
Klebsiella pneumoniae, contemplando a obtencdo, desenvolvimento e caracterizacdo dos
sistemas nanoestruturados. Para o 6leo essencial, foi realizada analise cromatogréafica e
determinadas a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) por microdiluicdo em placas, e a Concentrag¢do Inibitéria Minima de
Aderéncia (CIMA) por tubos de ensaio. A associacdo do Oleo essencial com
antibacterianos foi avaliada por difusdo em meio sélido. Para os sistemas emulsionados,
determinou-se o valor do Equilibrio Hidrofilo-Lipdfilo (EHL) para a emulsificacdo do
6leo essencial. As nanoemulsdes foram produzidas por ultrassonicacdo, utilizando 6leo
essencial, surfactantes (Span® 80 + Tween® 80) e agua ultrapura, e analisadas quanto as
caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas. O tamanho médio de goticula e o indice
de polidispersao (PDI) foram determinados utilizando o Zetasizer Ultra Red. A melhor
formulacéo foi selecionada e sua estabilidade avaliada do D1 ao D90. O nanoemulgel foi
preparado incorporando a nanoemulsdo em uma base de gel com carbopol 1%, seguindo
0s mesmos critérios de avaliacdo das nanoemulsdes para caracterizacdo e estabilidade. A
atividade antibacteriana da nanoemulsdo foi avaliada por CIM e CBM, enquanto o
nanoemulgel foi testado por difusdo em &gar por poco. O Oleo essencial de Eucalyptus
staigeriana mostrou forte atividade antibacteriana com CIM de 500ug/mL e CBM
superior a 1000 mg/mL, demonstrando efeito bacteriostatico. Além de maior atividade
antiaderente na proporcdo de 1:2 comparado ao digluconato de clorexidina. Quando
combinado com ciprofloxacino, um efeito sinérgico mais pronunciado foi observado. Os
principais componentes do Oleo essencial foram: silvestreno (40,81%), geraniol
(13,45%), nerol (9,53%), terpinoleno (5,75%) e geranato de metila (6,16%). A
nanoemulsdo otimizada (15% de 0leo, 10% de tensoativos e 75% de agua, EHL12)
apresentou propriedades fisico-quimicas e organolépticas satisfatérias, com menor PDI
(0,19) e didmetro médio de goticula < 100 nm (94,29 nm), mantendo a atividade
antibacteriana. Tanto a nanoemulsdo quanto o nanoemulgel mantiveram-se estaveis por
até 90 dias, e o nanoemulgel também demonstrou eficacia antibacteriana contra as
mesmas cepas. Conclui-se que o dleo essencial de Eucalyptus staigeriana e as
formulacdes de nanoemulsdo e nanoemulgel, possuem acéo antimicrobiana eficaz contra
Klebsiella pneumoniae, mostrando-se promissor para o desenvolvimento de novos
produtos farmacéuticos.

Palavras-chave: Farmacologia; Fitoterapia; Microbiologia; Nanotecnologia.



ABSTRACT

Infections caused by multidrug-resistant microorganisms, such as Klebsiella pneumoniae,
are a threat to public health due to their complex genetic mechanisms. In this context,
essential oils of Eucalyptus staigeriana have promising antibacterial properties, however,
their efficacy against Gram-negative strains is limited. Faced with this challenge,
innovative drug delivery systems, such as nanoemulsions and nanoemulgels, can improve
the stability and efficacy of these oils, which highlights the need for more research to
confirm their potential. In this sense, the general objective of the study was to evaluate
the antibacterial activities of the essential oil, nanoemulsion and nanoemulgel of
Eucalyptus staigeriana against strains of Klebsiella pneumoniae, encompassing the
obtention, development, and characterization of the nanostructured systems.For the
essential oil, chromatographic analysis was performed and the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) were determined
by microdilution in plates, and the Minimum Adhesion Inhibitory Concentration (CIMA)
by test tubes. The association of the essential oil with antibacterials was evaluated by
diffusion in solid medium. For the emulsified systems, the value of the Hydrophilic-
Lipophilic Equilibrium (EHL) was determined for the emulsification of the essential oil.
The nanoemulsions were produced by ultrasonication, using essential oil, surfactants
(Span® 80 + Tween® 80) and ultrapure water, and analyzed for organoleptic and
physicochemical characteristics. Mean droplet size and polydispersion index (PDI) were
determined using Zetasizer Ultra Red. The best formulation was selected and its stability
evaluated from D1 to D90. The nanoemulgel was prepared by incorporating the
nanoemulsion into a gel base with 1% carbopol, following the same evaluation criteria as
nanoemulsions for characterization and stability. The antibacterial activity of the
nanoemulsion was evaluated by MIC and CBM, while the nanoemulgel was tested by
diffusion on well agar. The essential oil of Eucalyptus staigeriana showed strong
antibacterial activity with MIC of 500ug/mL and MBC greater than 1000 mg/mL,
demonstrating bacteriostatic effect. In addition to greater non-stick activity in a ratio of
1:2 compared to chlorhexidine digluconate. When combined with ciprofloxacin, a more
pronounced synergistic effect was observed. The main components of the essential oil
were: sylvan (40.81%), geraniol (13.45%), nerol (9.53%), terpinolene (5.75%) and
methyl geranate (6.16%). The optimized nanoemulsion (15% oil, 10% surfactants and
75% water, EHL12) showed satisfactory physicochemical and organoleptic properties,
with lower PDI (0.19) and mean droplet diameter < 100 nm (94.29 nm), maintaining the
antibacterial activity. Both the nanoemulsion and the nanoemulgel remained stable for up
to 90 days, and the nanoemulgel also demonstrated antibacterial efficacy against the same
strains. It is concluded that the essential oil of Eucalyptus staigeriana and the formulations
of nanoemulsion and nanoemulgel, have effective antimicrobial action against Klebsiella
pneumoniae, showing promise for the development of new pharmaceutical products.

Keywords: Pharmacology; Phytotherapy; Microbiology; Nanotechnology.



“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos
ndo é sendo uma gota de agua no mar. Mas o
mar seria menor se lhe faltasse uma gota”.

Madre Teresa de Calcuta
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1. INTRODUCAO

Infeccbes causadas por micro-organismos multirresistentes, como Klebsiella
pneumoniae, representam uma séria ameaca a salde publica global. Essa bactéria é uma
das principais causadoras de septicemia, pneumonia e infec¢Ges do trato urinario, devido
a sua crescente resisténcia a antibioticos e a capacidade de formar biofilmes, o que
dificulta as opcdes de tratamento (Chen et al., 2024).

K. pneumoniae esta entre os patdgenos oportunistas mais comumente isolados de
InfeccBes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) e incluida no grupo ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacter spp.), que representam espécies bacterianas de grande
interesse clinico devido & sua alta viruléncia e resisténcia a diversos antibioticos
(Denissen et al., 2022).

A complexidade da resisténcia de K. pneumoniae, € impulsionada principalmente
por mecanismos geneéticos, incluindo a producdo de beta-lactamases de espectro
estendido (ESBLs) e carbapenemases, que conferem resisténcia a antibioticos como
penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos. Além disso, bombas de efluxo, como
AcrAB e OgxAB, desempenham um papel crucial ao expulsar antibiéticos da célula
bacteriana, enquanto mutac¢des em porinas, como OmpK35 e OmpK36, limitam a entrada
de antibidticos. Esses mecanismos sdo ainda mais agravados pela capacidade da K.
pneumoniae de adquirir e transferir genes de resisténcia por plasmideos, permitindo a
transferéncia horizontal de genes entre as bactérias. A variabilidade genética tem
revelado, portanto, um alto grau de complexidade no resistoma e no mobiloma,
facilitando a propagacéo da resisténcia bacteriana (Li et al., 2023).

A descoberta do Teixobactin em 2015 destacou a necessidade urgente de novos
tratamentos antibiGticos diante do aumento da resisténcia antimicrobiana. Com a
evolucdo e crescente resisténcia das bactérias aos antibidticos existentes, o
desenvolvimento de novos medicamentos estagnou, evidenciando a urgéncia por
alternativas terapéuticas inovadoras, especialmente aqueles derivados de compostos
naturais, como os 6leos essenciais. Esses 6leos, sdo compostos por misturas complexas,
como monoterpenos e sesquiterpenos, exibem propriedades farmacoldgicas
significativas, incluindo efeitos antibacterianos. Devido a sua natureza lipofilica e baixo
peso molecular, eles podem penetrar nas membranas celulares, causando efeitos

citotoxicos e inibindo o crescimento bacteriano em varios alvos. Como também, suas
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propriedades antibacterianas podem ser potencializadas quando combinados com
antibioticos comumente empregados, potencializando assim o efeito terapéutico (Huang
etal., 2024).

Eucalyptus staigeriana é uma planta pertencente a familia Myrtaceae. Os
componentes bioativos do seu 6leo essencial conferem aroma citrico peculiar, cujas
propriedades aromatizantes e flavorizantes sdo bastante exploradas pelas industrias de
cosmeéticos e alimenticia. Em relacdo a atividade farmacoldgica, o 6leo essencial exibe
notaveis propriedades antimicrobianas, especialmente contra certas bactérias gram-
positivas, embora sua eficacia contra cepas Gram-negativas ainda seja limitada.

Sob este aspecto, estudos com o 6leo essencial de E. staigeriana mostrou atividade
antimicrobiana contra Enterococcus faecalis, embora tenha eficacia limitada em
interromper biofilmes pré-formados dessa cepa e de outras como Staphylococcus aureus
e Listeria monocytogenes (Correa et al., 2019). Outros estudos tém demonstrado
propriedades antifangicas do 6leo essencial de E. staigeriana contra fitopatdgenos
causadores de doencas fangicas em folhas de videira
e uvas, Alternaria alternat e Plasmopara viticola, como também efeitos larvicidas contra
0 Aedes aegypti (Cruz et al., 2024; Pedrotti et al., 2022).

Embora o 6leo essencial de E. staigeriana apresenta potencial em algumas
aplicacdes, mas sua eficacia contra K. pneumoniae € pouco explorada. Sistemas de
entrega inovadores, como nanoemulsdes e nanogéis, podem aprimorar significativamente
as propriedades antimicrobianas do o6leo essencial, melhorando a estabilidade,
biodisponibilidade e protecdo contra a degradacdo dos compostos ativos (Kyriakoudi et
al., 2021).

As nanoemulsdes sdo dispersdes de pequenas goticulas de 6éleo em 4agua,
estabilizadas por surfactantes, que aumentam a solubilidade de compostos lipofilicos e
permitem uma liberacdo controlada. J& os nanoemulgéis sdo formulaces que combinam
nanoemulsdes com uma base de gel. Esses sistemas inovadores representam uma
abordagem promissora no tratamento de infec¢des bacterianas, especialmente as causadas
por patdégenos multirresistentes como K. pneumoniae. Assim, mais pesquisas se fazem

necessarias (Tanuku et al., 2024).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Avaliar as atividades antibacterianas do 6leo essencial, nanoemulsdo e

nanoemulgel de Eucalyptus staigeriana sobre cepas de Klebsiella pneumoniae.

2.2 Especificos:

Realizar a analise cromatografica do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana;

Determinar a Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracao Bactericida
Minima (CBM) do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana frente as cepas de Klebsiella
pneumoniae;

Analisar a atividade antiaderente do 0leo essencial de Eucalyptus staigeriana
frente as cepas de Klebsiella pneumoniae;

Investigar o efeito da associacdo do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana com
antibacterianos sintéticos sobre as cepas de Klebsiella pneumoniae;

Obter e caracterizar nanoemulsdo e nanoemulgel contendo 6leo essencial de
Eucalyptus staigeriana;

Realizar o estudo de estabilidade até 90 dias dos sistemas emulsionados
(nanoemulsdo e nanoemulgel) contendo o 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana;

Determinar o potencial antibacteriano da nanoemulsdao e nanoemulgel frente as

cepas de Klebsiella pneumoniae.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1  Klebsiella pneumoniae: aspectos microbiolégicos, viruléncia e resisténcia aos

antibioticos

Klebsiella € um género de bactérias nomeado em homenagem ao bacteriologista
alemdo Edwin  Klebs, pertencente ao filo Pseudomonadota, classe
Gammaproteobacteria, ordem Enterobacterales e familia Enterobacteriaceae.
Redefinido por sequenciamento de DNA e analises filogenéticas, o género inclui cinco
espécies principais: K. oxytoca, K. planticola, K. terrigena, K. mobilis e K. pneumoniae.
Esta ultima é dividida em trés subespécies: pneumoniae, ozaenae e rhinoscleromatis,
sendo K. pneumoniae a espécie mais frequentemente encontrada, embora analises pan-
gendmicas recentes sugiram que as subespécies ozaenae e rhinoscleromatis devam ser
consideradas espécies separadas. A espécie-tipo K. pneumoniae foi identificada pela
primeira vez no ano de 1882 pelo bacteriologista Carl Friedlander. Inicialmente, essa
bactéria foi designada como bacilo de Friedldnder, contudo, em 1886, passou a ser
referenciada por Klebsiella (Rahi et al., 2024).

As espécies de Klebsiella sdo onipresentes, encontradas em diversos ambientes,
incluindo amostras clinicas de humanos e animais, solo, agua e plantas. Embora a maioria
dessas espécies seja considerada patdgena oportunista, algumas cepas, notadamente as
hipervirulentas, como a K. pneumoniae, se destacam como verdadeiros patdgenos e
podem apresentar genes de resisténcia a antibioticos. Essas cepas tém a capacidade de
colonizar o trato gastrointestinal, pele e nasofaringe, ocasionando infec¢es nosocomiais,
como pneumonia, infec¢Oes do trato urinario, sepse e infecgdes em feridas cirurgicas. Isso
ocorre especialmente em populacdes vulnerdveis, como idosos e individuos
imunocomprometidos (Mahdi, 2024).

As infeccBes por K. pneumoniae causaram aproximadamente 800.000 mortes em
2019, sendo 80% atribuidas a resisténcia antimicrobiana (AMR). As principais sindromes
infecciosas foram: infeccbes do trato respiratorio inferior, infeccbes da corrente
sanguinea e infeccOes intra-abdominais; representando quase 90% das mortes
relacionadas a KP. O sul da Asia e a Africa Subsaariana registaram a maior incidéncia de
mortes, com esta Ultima apresentando o maior numero e taxa de Obitos. A resisténcia aos

carbapenémicos e as cefalosporinas de terceira geracéo foi responsavel por mais de 50%
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da mortalidade associada a AMR, especialmente em ambientes com recursos limitados
(Briissow, 2024).

Biologicamente, K. pneumoniae é uma bactéria Gram-negativa, caracterizadas
com bastonetes retos medindo 0,3-1,0 x 0,6-6,0 um de comprimento, normalmente nao
moveis e encapsulados. Sua capsula polissacaridica € essencial para sua viruléncia,
protegendo-a da fagocitose e dos anticorpos, 0 que aumenta sua patogenicidade. Sdo
mesofilas e anaerdbicas facultativa, exibindo vias metabdlicas respiratdrias e
fermentativas, capaz de gerar energia com ou sem oxigénio, preferindo temperaturas
moderadas, a maioria das espécies de Klebsiella ndo cresce em temperaturas abaixo de
10° C ou acima de 45° C (Rahi et al., 2024).

A morfologia das col6nias de K. pneumoniae pode ser analisada em diferentes
meios de cultura. Em TSA (Tryptic Soy Agar) as colonias séo grandes, redondas, lisas e
amarelas, indicando crescimento saudavel. No agar sangue, as colénias sdo marfim, lisas
e sem hemolise. No agar MacConkey, as col6nias se apresentam grandes, rosas e indicam
fermentacdo da lactose. A coloracdo de Gram revela que o isolado é um bacilo gram-
negativo, com permutacGes em cadeia simples ou curta observadas ao microscapio,

confirmando as caracteristicas fenotipicas de K. pneumoniae (Figura 1) (He et al., 2022).

Figura 1. Morfologia das col6nias e imagem microscopica da coloracdo de Gram de

Klebsiella pneumoniae.

(A) Morfologia das col6nias em TSA. (B) Morfologia das col6nias em agar sangue. (C) Morfologia das
coldnias em &gar MacConkey. (D) Morfologia microscépica da coloracdo de Gram de K. pneumoniae,
100x%. Fonte: adaptado de Meirong et al., 2022.
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K. pneumoniae pode ser identificada através de diversos testes bioquimicos que
avaliam suas caracteristicas metabolicas e enzimaticas. Esta bactéria apresenta uma
reacdo negativa para oxidase e é capaz de fermentar glicose, além de reduzir nitrato e ser
positiva para lisina descarboxilase (LDC). No entanto, é negativa para ornitina
descarboxilase (ODC) e para a producao de indol. Nos testes de vermelho de metila (MR)
e Voges-Proskauer (VP), K. pneumoniae mostra resultados positivos, indicando a
producdo de &cidos mistos e acetoina durante a fermentacdo da glicose. Adicionalmente,
a bactéria é positiva para o teste de malonato, utilizando-o como fonte de carbono, mas
ndo fermenta d-melizitose e I-sorbose (Osman et al., 2020).

Além das caracteristicas bioquimicas, a identificacdo genética de K. pneumoniae
pode ser realizada pela amplificacdo do gene 16S rRNA utilizando a técnica de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase), que envolve o isolamento do DNA, amplificagdo com
primers conservados, visualizacdo em gel de agarose e sequenciamento. Os resultados
sdo comparados com sequéncias de referéncia no banco de dados do NCBI (National
Center for Biotechnology Information) usando a ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), onde homologia superior a 99% com cepas de referéncia
confirma a identidade da amostra. A combinacgdo de abordagens genéticas e bioquimicas
proporciona uma identificacdo precisa e confiavel, essencial para o diagndstico clinico e
vigilancia epidemiolégica (Al-masoudi; Al-janabi; Al-mousawi, 2025).

K. pneumoniae apresenta uma variedade de sorotipos que sdo essenciais para
entender sua viruléncia, resisténcia aos antimicrobianos e suas implicagdes clinicas. A
sorotipagem identifica variacGes nos polissacarideos de superficie, principalmente nos
antigenos-O e antigenos-K, utilizando anticorpos especificos. Na K. pneumoniae, a
diversidade dos antigenos O e K ¢é resultado da composicéao do lipopolissacarideo (LPS),
onde os antigenos-O estdo na parte mais externa e os antigenos-K formam o
polissacarideo da capsula bacteriana (CPS) (Hasani et al., 2020).

Existem 79 sorotipos capsulares identificados, particularmente os sorotipos K1 e
K2, esta ligada a infecgdes graves e altas taxas de mortalidade. Genes como wabG, uge,
ycfM, rmpA e wcaG estdo envolvidos na producéo de capsulas e resisténcia a fagocitose,
aumentando a patogenicidade da bactéria. O numero estimado de sorotipos em relagdo
aos antigenos O é estimado de oito (O1, 02, O3, 04, 05, 012, OL101 e OL104). Porém,
um estudo identificou 13 tipos distintos de O, sendo 01/02vl e O1/0O2v2 0s mais
prevalentes, representando 44% e 33% dos isolados, respectivamente. Apesar de o
sorotipo O auxiliar na identificacdo de cepas e estar ligado a fatores de viruléncia, ndo se
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relaciona diretamente com a gravidade da doenca. A diversidade de sorotipos O € crucial
para entender infecgdes e desenvolver vacinas especificas (Shamanna et al., 2024).

A K. pneumoniae é conhecida por sua resisténcia a uma ampla gama de
antibidticos, incluindo carbapenémicos e B-lactamicos. Essa resisténcia esta ligada a
formacédo de biofilmes, a heterorresisténcia e a genes especificos. Esses fatores impactam
a eficacia dos tratamentos, criando um cenario desafiador na luta contra infeccGes
bacterianas (Fadeeva; Nevezhina, 2024).

Os biofilmes oferecem um ambiente protetor que aumenta a sobrevivéncia
bacteriana contra agentes antibacterianos. Eles criam microambientes que alteram a
disponibilidade de nutrientes e o pH, favorecendo cepas resistentes e facilitando a
transferéncia de genes de resisténcia. A matriz extracelular do biofilme, composta por
polissacarideos, proteinas, DNA extracelular (eDNA) e lipidios, cria barreiras fisicas que
dificultam a absorg¢éo de antibidticos. Esses componentes ndo s6 impedem a eficacia dos
medicamentos, mas também podem se ligar ou degradar os antibidticos, contribuindo
para a resisténcia antimicrobiana (Shakya et al., 2024).

A estrutura dos biofilmes permite a coexisténcia de bactérias em diferentes
estados fisiologicos, desde células ativas até as em estado de dorméncia. As células
metabolicamente ativas dispostas na superficie sdo eliminadas pelo tratamento com
antibioticos, enquanto as células persistentes nas camadas mais profundas sobrevivem
devido ao seu estado dormente. Apds a eliminacdo das células ativas, as células
persistentes podem repovoar a infecgéo, contribuindo para a cronicidade das infecgdes
por biofilme. Isso demonstra como a presenca de células persistentes pode interferir na
eficacia dos tratamentos antibacterianos e perpetuar infeccGes cronicas (Figura 2)
(Shurayfan et al, 2024).

Figura 2. Heterogeneidade da suscetibilidade aos antibidticos das bactérias em biofilmes.

Stress, such as antibiotics added to biofilm

&

Substrate Substrate Substrate

*Células persistentes (vermelho) sobrevivem ao tratamento com antibidticos e repovoam a infecgdo;
Células metabolicamente ativas (azul) sdo eliminadas. Fonte: adaptado de Shurayfan et al, 2024.
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A heterorresisténcia em K. pneumoniae representa um desafio significativo no
tratamento de infecgdes, devido a coexisténcia de subpopulagdes suscetiveis e resistentes.
Esse fendmeno € impulsionado por trés mecanismos principais: a amplificacdo génica em
tandem, que aumenta o numero de cdpias de um gene de resisténcia; a mutacdo genética,
que altera a expressdo dos genes de resisténcia, resultando em niveis variados de
suscetibilidade dentro da mesma populacdo; e a regulacdo epigenética, que envolve
modificacOes que afetam a expressdo génica sem alterar a sequéncia do DNA, que podem
contribuir para a heterorresisténcia. Essas caracteristicas complicam as estratégias
terapéuticas, uma vez que os testes de suscetibilidade padrdo podem ndo detectar cepas
resistentes, levando a falhas no tratamento (Nicoloff et al., 2024).

Os fatores genéticos que contribuem para a resisténcia bacteriana em K.
pneumoniae sdo multifacetados, envolvendo varios genes de resisténcia, elementos
genéticos moveis e mutacOes especificas. Os principais genes de resisténcia da K.
pneumoniae incluem as carbapenemases, como BlakPC, blandM e blaoxA, que sdo
predominantes e associados a altas taxas de resisténcia. Outro grupo significativo sdo as
beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS), como os genes blasHV e blaCTX-M-15,
que contribuem substancialmente para a resisténcia contra antibiéticos beta-lactamicos.
Como também, a resisténcia as quinolonas é um problema disseminado, com genes como
gNRS1 e gNRB1 frequentemente identificados, apontando para uma preocupacéo
crescente nesse aspecto (Meng et al., 2023).

Os elementos genéticos moveis (MGEs), como plasmideos, transposons e
integrons, facilitam a transferéncia de genes de resisténcia entre diferentes cepas de
bactérias, aumentando sua adaptabilidade e resisténcia. A plasticidade genémica,
evidenciada pela variabilidade no tamanho do genoma, suporta a aquisi¢ao desses genes.
Esses MGEs sdo cruciais para a rapida disseminagdo da resisténcia em ambientes
hospitalares, onde a pressdo seletiva pelo uso de antibioticos é alta. Os integrons permitem
a captura e expressao de multiplos cassetes de genes, enquanto os plasmideos transferem
genes por conjugacao, levando a coexisténcia de multiplos genes de resisténcia em uma
Unica cepa, tornando-a altamente resistente a varios antibidticos (Wang et al., 2024).

Mutacdes que levam a perda de porinas da membrana externa contribuem para o
aumento da resisténcia, particularmente aos carbapenémicos. As porinas sao proteinas
que facilitam a entrada de moléculas, incluindo antibioticos, na célula bacteriana. Quando
essas porinas sdo perdidas ou alteradas, a bactéria se torna menos permeavel aos

antibidticos, aumentando a resisténcia. Além disso, a convergéncia genotipica em K.
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pneumoniae é um fator preocupante. A presenca simultanea de genes de viruléncia e
resisténcia demonstra a interconexao dessas caracteristicas, significando que as bactérias
ndo apenas se tornam mais resistentes aos antibioticos, mas também mais virulentas,
aumentando o risco de infeccBes graves e dificeis de tratar (Samoilova et al., 2024).

Outro aspecto crucial da multirresisténcia de K. pneumoniae envolve os sistemas
de degradacdo enzimatica e as bombas de efluxo. As cepas dessa bactéria produzem
enzimas, como B-lactamases de espectro estendido, metalo-f-lactamases, oxacilinases e
carbapenemases, que degradam antibioticos f-lactamicos, neutralizando sua a¢do. Além
disso, as bombas de efluxo da familia resisténcia-nodulacdo-divisdo (RND) removem
ativamente antibidticos anfifilicos e carregados, como B-lactdmicos, fluoroquinolonas e
aminoglicosideos, do interior da célula bacteriana, reduzindo suas concentracOes
intracelulares e, consequentemente, sua eficacia (Albarri et al., 2024).

A combinacdo desses mecanismos de resisténcia permite que K. pneumoniae
sobreviva em ambientes com altas concentragbes de antibioticos, dificultando o

tratamento das infec¢Bes. A Tabela 1 resume esses mecanismos e fatores contribuintes.

Tabela 1. Mecanismos de resisténcia de Klebsiella pneumoniae.

Mecanismo de Fatores Contribuintes Descrigdo
Resisténcia
Biofilmes Polissacarideos, Cria  barreiras  fisicas  que
proteinas, DNA dificultam a absorcdo de
extracelular  (eDNA), antibidticos e facilita a
lipidios. transferéncia de genes de
resisténcia.
Heterorresisténcia Amplificacdo  génica, Coexisténcia de subpopulagtes
mutacao genética, suscetiveis e resistentes,

regulacao epigenética dificultando a  deteccdo e
tratamento eficaz.

Carbapenemases blaKPC, blaNDM, Enzimas que degradam
blaOXA carbapenémicos, levando a
resisténcia.

Beta-lactamases de ' blaSHV, blaCTX-M-15 Enzimas que degradam uma ampla

Espectro Estendido gama de antibidticos beta-
(ESBLYS) lactamicos.
Genes de Resisténciaas | nrS1, gnrB1 Genes que conferem resisténcia aos

Quinolonas antibidticos quinolonas.



Elementos
Moveis (MGEs)

Genéticos

Plasmideos,
transposons, integrons
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Facilitam a transferéncia de genes
de resisténcia entre diferentes
cepas de bactérias.

Mutac6es de Porinas Perda ou alteragdo de Reduz a permeabilidade a
porinas antibiéticos, aumentando a
resisténcia.

Bombas de Efluxo

Bombas de efluxo da

Removem ativamente antibioticos

familia RND das células bacterianas, reduzindo
sua concentracdo intracelular e
eficécia.
Plasticidade Genémica | Variabilidade no Suporta a aquisicdo de genes de

tamanho do genoma

resisténcia.

Convergéncia de | Presenca simultanea de Cepas altamente virulentas e
Viruléncia e | genes de viruléncia e resistentes, tornando as infecgdes
Resisténcia resisténcia mais dificeis de tratar.

Fonte: elaborado pelo proprio autor.

Diante dessa complexa resisténcia, sdo identificadas dois pat6tipos principais em
K. pneumoniae: classico (CKp) e hipervirulento (HVKp). As cepas de HVKp sdo motivo
de grande preocupacdo, pois apresentam fatores de viruléncia Unicos e crescente
resisténcia aos antibidticos, o que complica ainda mais o tratamento. Essas cepas
produzem maior quantidade de capsulas, que Ihes conferem protecdo adicional contra o
sistema imunoldgico. Além disso, possuem sistemas sider6foros que facilitam a aquisicédo
de ferro, essencial para o crescimento bacteriano, e tipos especificos de capsulas, como
K1 e K2, que estdo associados a uma maior viruléncia (Li et al., 2024).

No entanto, a maior ameaca vem da capacidade de HVKp adquirir genes de
resisténcia aos carbapenémicos, resultando no surgimento de cepas Cr-HVKP. Essas
cepas combinam viruléncia aumentada com resisténcia a antibioticos, tornando-se uma
preocupacao significativa para a satde publica devido as op¢Ges de tratamento limitadas.
A transicdo de CKp para Cr-HVKP pode ocorrer pela aquisicdo de plasmideos hibridos
que contém genes de resisténcia e viruléncia. Portanto, entender e diferenciar entre CKp
e HVKp no diagndstico clinico € crucial para um tratamento adequado, destacando a

necessidade de desenvolver testes mais abrangentes e especificos (Al ismail et al., 2025).
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3.2 Oleos essenciais como produto farmacéutico

A historia dos 06leos essenciais remonta ao seculo XVI, quando Paracelsus von
Hohenheim introduziu o termo "6leo essencial”, estabelecendo sua importancia em
aplicacdes medicinais. Eles foram considerados "essenciais" porque se acreditava que
podiam capturar a esséncia do sabor e da fragrancia de uma planta, conferindo as plantas
seu perfume Unico. Esses produtos naturais tém sido vitais na medicina tradicional e nas
praticas alternativas de cura por séculos, sendo reconhecidos por suas notaveis
propriedades terapéuticas desde a Idade Média (Ivanova et al., 2025).

Os oOleos essenciais sdo misturas complexas produzidas por plantas aromaticas
como metabolitos secundarios. S&o cruciais para a defesa das plantas, exibindo fortes
propriedades antibacterianas, antivirais, antifingicas e inseticidas. Esses 0leos s&o
sintetizados em varias partes da planta, como flores, folhas, frutos e raizes, e armazenados
em células secretoras ou tricomas glandulares. Além de suas funcdes protetoras, os 6leos
essenciais atraem polinizadores e repelem insetos nocivos (Kumari et al., 2024).

Quimicamente, os 6leos essenciais sdo liquidos volateis, geralmente incolores,
soltveis em solventes orgénicos, com densidade menor que a da &gua, e contém de 20 a
60 compostos volateis, incluindo terpenos e compostos aromaticos. Podem ser obtidos
por meétodos como enfloracdo, arraste por vapor dagua, extracdo com solventes
organicos, prensagem e extracdo por CO2 supercritico. Apresentam indice de refragdo,
sendo opticamente ativos, propriedades estas utilizadas na identificagcéo e no controle de
qualidade desses produtos. Embora o componente principal geralmente seja o
responsavel pela atividade bioldgica do 6leo essencial, o conjunto de substancias ndo deve
ser ignorado, pois a sinergia entre elas pode ser significativa (Agrawal et al., 2024).

A padronizagdo da composicdo dos 6leos essenciais, que depende da origem
botanica e das condi¢des de cultivo, é fundamental para assegurar a consisténcia e a
eficacia terapéutica. Para isso, métodos analiticos, como a cromatografia gasosa, sao
utilizados para monitorar a qualidade (Ryazanova et al., 2023).

Os 0leos essenciais tém sido utilizados desde a antiguidade para varias aplicacoes
terapéuticas, ganhando reconhecimento na medicina moderna por seus diversos
beneficios a salde. Suas propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes, antivirais e
antibacterianas, o0s posicionam como alternativas vidveis as drogas sintéticas, que

geralmente trazem efeitos adversos (Nath et al., 2024).
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Estudos tém destacado esses beneficios, a atividade anti-inflamatoria foi estudada
por Freitas e Oliveira (2020), que investigaram o0s 0Oleos essenciais de Rosmarinus
officinalis, Origanum vulgare e Thymus vulgaris, mostrando que 0s mesmos podem inibir
a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias. Singh et al. (2024) demostrou que o 6leo de
canela possui maior atividade de eliminacdo de radicais livres que os 6leos cominho e
trigonella. A atividade antioxidante foi atribuida aos seus fitocompostos sinérgicos. Li et
al. (2024) verificou que o 6leo essencial de Myrtus communis L. exibiu potente atividade
antiviral contra os virus HCoV-229E e HCoV-0C43, com baixa citotoxicidade, sugerindo
seu potencial como remédio natural para coronavirus humanos e futuro agente antiviral.
Salaria et al. (2023) contatou que o 6leo essencial de Eucalyptus globulus teve atividade
antibacteriana significativa contra cepas clinicas de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus.

No que diz respeito a atividade antibacteriana, esta resulta da natureza hidrofobica
dos dleos essenciais, cujo principal alvo sdo as membranas celulares. Esses 6leos se
acumulam na bicamada lipidica através de um coeficiente de parti¢do especifico para cada
composto aplicado, causando danos a estrutura e comprometendo a funcdo da membrana.
Para as bactérias Gram-positivas, a bicamada de fosfolipidios é danificada pelos 6leos
essenciais, 0 que aumenta a permeabilidade da membrana e pode levar a morte celular.
Esse efeito esta frequentemente associado a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e a danos no DNA. Por outro lado, as bactérias Gram-negativas possuem uma
membrana externa rica em lipopolissacarideos, o que dificulta a entrada de compostos
soliveis em lipidios. Mesmo assim, danos podem ser causados pelos 6leos essenciais
através de proteinas chamadas porinas, que permitem a entrada de pequenas moléculas
no espaco entre as membranas (Valdez-lara et al., 2024).

A demanda por dleos essenciais estd em ascensdo, respaldada por pesquisas que
comprovam sua eficacia e seguranca. Em 2023, o mercado global de 6leos essenciais e
aromaterapia foi de US$ 12,1 bilhdes, com projecdes de atingir US$ 17,21 bilhdes até
2032. De acordo com dados da Comtrade (United Nations Commodity Trade Statistics
Database), os maiores consumidores de dleos essenciais no mundo sdo os EUA (40%) e
a Unido Europeia (30%), sendo a Franca o pais lider em importacGes. Os principais paises
exportadores de 6leos essenciais sdo os Estados Unidos, China, india, Franca e Brasil. O
Brasil destaca-se como o maior produtor e exportador de Oleo essencial de laranja,

consolidando sua posicéo de lideranca nesse mercado (Business Research Insights, 2023).
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Em 2018, os principais 6leos essenciais comercializados globalmente no mercado
internacional foram: Laranja (Citrus sinensis (L.) (50.000-55.000 toneladas), menta
japonesa (Mentha arvensis L.) (25.000-40.000 toneladas), eucalipto (Eucalyptus globulus
Labill.) (5.000-11.000 toneladas), limdo siciliano (Citrus limon (L.) (7.000-7.500
toneladas), hortela-pimenta (Mentha x piperita L.) (4.000-4.500 toneladas), cravo, folhas
(Syzygium aromaticum (L.) (2.500-4.000 toneladas), menta (Mentha spicata L.) (2.000-
3.700 toneladas), cedro da Virginia (Juniperus virginiana L.) (2.000-3.500 toneladas) e
citronela (Cymbopogon winterianus) (1.500-3.000 toneladas). Esses 6leos sdo utilizados
principalmente em bebidas, aromatizantes, medicamentos, higiene oral e fragrancias
(Bizzo; Rezende, 2022).

Apesar da popularidade e ampla utilizacdo dos 6leos essenciais, 0 uso desses
compostos em produtos farmacéuticos enfrenta desafios consideraveis, principalmente
devido a sua hidrofobicidade, volatilidade e suscetibilidade & oxidacdo. Essas
propriedades dificultam a incorporacdo dos 6éleos essenciais em formulaces aquosas, 0
que leva a rapida evaporacdo e reducdo da eficacia terapéutica. Para superar esses
obstaculos, avancos recentes em sistemas de entrega de medicamentos, como
nanoemulsdes e nanogéis, tém surgido como solugdes eficazes. Esses sistemas facilitam
a liberacdo controlada e melhoram a biodisponibilidade, abordando as limitacbes
inerentes aos Oleos essenciais, aumentando a estabilidade e eficacia terapéutica desses

compostos (Omidian et al., 2025).

3.3  Eucalipto staigeriana

O nome Eucalyptus deriva do grego eu, que significa "bem", e kalyptds, que
significa "coberto". Esta denominac&o refere-se a estrutura globular arredondada de seu
fruto, que protege bem as sementes e esconde o botdo floral em seu interior. O género
Eucalyptus (Myrtaceae) abrange mais de 900 espécies, sendo fontes importantes de éleos
essenciais, que podem ser extraidos de diversas partes da planta, como frutos, galhos e
folhas. No Brasil, espécies de Eucalyptus foram introduzidas com o objetivo de serem
cultivadas como fonte de matéria-prima para a producéo de papel, celulose, madeira para
serraria e carvao vegetal (Santos, 2021).

Os eucaliptos ndo sdo apenas valiosos para suas aplicacdes industriais, mas
também desempenham um papel crucial na medicina tradicional e na aromaterapia. Os

6leos essenciais derivados do eucalipto exibem uma série de propriedades terapéuticas,
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incluindo efeitos antimicrobianos, anti-inflamatorios e expectorantes, tornando-os
eficazes no tratamento de problemas respiratorios, como bronguite e asma. Além disso,
as florestas de eucalipto contribuem significativamente para a saude ecoldgica, evitando
a erosao do solo e preservando a biodiversidade (Amorim et al., 2021; El Shiekh et al.,
2025).

As folhas de eucalipto sdo a principal fonte de o6leos essenciais, que Ssao
combinacgdes complexas de fitoquimicos benéficos, incluindo 1,8-cineol, p-cimeno, o e
B-pineno, limoneno, citronelal, citral, eudesmol, terpinen-4-ol, terpineol, a-felandreno e

9B-sitosterol, que contribuem para seus aromas distintos, Figura 3 (Moges et al., 2024).

Figura 3. Estruturas quimicas dos principais componentes dos 0Oleos essenciais de

eucalipto.
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Fonte: Moges et al, 2024.

Os Oleos essenciais podem ser extraidos por diferentes métodos como
hidrodestilagdo, extracdo com fluido supercritico e extracdo por solvente, cada um com
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suas proprias vantagens e caracteristicas. Sdo aplicados em diversas areas, como
caracterizacdo taxondmica de populacdes, com base nos perfis quimicos dos quimiotipos,
além de usos industriais nos setores farmacéutico, agroquimico, alimenticio e de
fragréncias. As principais espécies de Eucalyptus utilizadas para a producdo de 6leos
essenciais sao E. staigeriana, E. citriodora e E. globulus (Vitti; Brito, 2003; Rafig et al.,
2024).

As espécies de Eucalyptus usadas para fins terapéuticos apresentam 1,8-cineol
como componente majoritario, como encontrado no Eucalyptus globulus, que contribui
para suas poderosas capacidades terapéuticas, sendo utilizado como expectorante e anti-
inflamatorio em tratamentos respiratorios. E. citriodora € valorizado principalmente por
suas qualidades repelentes de insetos, devido aos altos niveis de citronelal. Esta espécie
encontra aplicagcdes em perfumaria e cosméticos, além de ser usada na aromaterapia para
relaxamento e alivio do estresse. E. staigeriana € conhecida por seu aroma revigorante,
sendo frequentemente empregada na aromaterapia para aliviar o estresse e a ansiedade.
Além disso, contém compostos que podem oferecer beneficios antimicrobianos. Suas
folhas apresentam um cheiro citrico caracteristico, proveniente da mistura de neral e
geranial (citral), com rendimento de 6leo variando de 1,2 a 1,5% e teor de citral entre 16
e 40% (El-Shiekh et al., 2025).

Eucalyptus staigeriana, conhecido como eucalipto-liméo, é uma arvore perene
nativa do norte de Queensland, Australia, cujo nome homenageia o quimico analitico Karl
Theodore Staiger. Esta especie pode atingir até 12 metros, sendo reconhecida por sua
adaptabilidade e caracteristicas botanicas distintas. As folhas sdo lanceoladas, de verde
brilhante, dispostas alternadamente ao longo do caule, favorecendo a fotossintese e
contribuindo para seu valor estético. Elas produzem um 6leo essencial de aroma citrico,
amplamente utilizado na perfumaria, aromaterapia e produtos de limpeza. A casca da
arvore € lisa, variando em tonalidades de cinza a marrom, frequentemente se
desprendendo em tiras finas. As flores, que vao do branco ao creme, atraem polinizadores
como abelhas, desempenhando um papel crucial na biodiversidade local. Os frutos sdo
capsulas lenhosas que facilitam a dispersdo das sementes, contribuindo para a
regeneracdo das florestas. Além de seu valor ecoldgico, o Eucalyptus staigeriana €
valorizado por sua resisténcia a condic¢@es climaticas adversas e capacidade de crescer em
solos pobres, apresentando alta adaptabilidade as condi¢es aridas, tornando-o adequado
para o cultivo em regides semiaridas, sendo uma excelente escolha para reflorestamento

e recuperacdo de areas degradadas, Figura 4 (Cabi, 2017).
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Figura 4. Aspectos botanicos do Eucalyptus staigeriana.

(A)  Arvore; (B) Caule e casca; (C) Folhas; (D) Flores; (E) Frutos; (F) Sementes.
Fonte: adaptado de Canbr, 2020.
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Para o Oleo essencial de Eucalyptus staigeriana, outras propriedades
farmacologicas foram relatadas na literatura. Estudos demonstraram sua atividade
antifangica in vitro contra patégenos como Colletotrichum gloeosporioides e Greeneria
uvicola, com efeito fungicida nas concentra¢des de 1,0 e 0,5 uL. mL™!, respectivamente
(Pedrotti et al., 2022). Em tratamentos pés-colheita, o 6leo reduziu a incidéncia de
podriddo madura em até 75% e a podriddo amarga em 54%, e sua eficacia também se
estendeu ao controle de Botrytis cinerea e Rhizopus stolonifer em morangos (Silva et al.,
2020). Além disso, o Oleo essencial encapsulado de Eucalyptus staigeriana mostrou uma
eficacia de 60,79% contra nematodides gastrointestinais em ovinos, com uma eficacia
particular de 83,75% contra nematdides abomasais (Mesquita et al., 2013). Ja com relacéo
a atividade antibacteriana, o 6leo essencial das folhas secas de Eucalyptus staigeriana
exibiu atividade antimicrobiana especificamente contra bactérias gram-positivas,
incluindo Enterococcus faecalis resistente e multirresistente, com concentragcdes
inibitérias minimas variando de 3,12% a 6,25%, demonstrando potencial como agente
antibacteriano (Corréa et al., 2019). Outros estudos relataram efeitos antibacterianos
significativos contra patdgenos como Staphylococcus aureus e Escherichia coli, com
valores de MIC t&o baixos quanto 0,25 mg/mL (Abiodun et al., 2024).

Além das propriedades antifingicas e antibacterianas, o 6leo essencial de
Eucalyptus staigeriana tem sido investigado por suas atividades anti-inflamatorias e
antioxidantes. Pesquisas indicam que os componentes do Oleo podem reduzir
significativamente a producdo de mediadores inflamatorios, como prostaglandinas e
citocinas, sugerindo seu potencial uso no tratamento de doencas inflamatdrias (Salvatori
et al., 2023). Também, os antioxidantes presentes no 6leo essencial sdo capazes de
neutralizar radicais livres, contribuindo para a protecdo celular contra danos oxidativos
(Barbosa et al., 2019). Estas descobertas ampliam ainda mais as possiveis aplicaces
terapéuticas do 6Oleo essencial de Eucalyptus staigeriana, consolidando-o como uma

promissora ferramenta na medicina natural e na industria farmacéutica.

3.4 Nanoformulag6es

A nanotecnologia envolve a formulacdo de materiais na nanoescala (0,1 a 1000
nandmetros), onde 0os mesmos apresentam propriedades fisicas e quimicas Unicas e
altamente eficientes, tornando-os particularmente adequados para aplicagfes médicas. Na
administracdo de medicamentos, a nanotecnologia aprimora as propriedades das



32

substancias, resultando em maior biodisponibilidade, solubilidade e liberacdo controlada
de farmacos. Tal abordagem constitui uma alternativa promissora para o desenvolvimento
de sistemas terapéuticos mais eficazes, com baixa toxicidade, reduzidos efeitos adversos
e dosagens menores. Além disso, assegura a protecdo do farmaco contra instabilidades
no organismo, garantindo niveis plasmaticos constantes (Bezerra, et al., 2022).

Dentre os nanossistemas, as nanoemulsdes tém emergido como sistemas versateis
para a veiculacdo de drogas hidrofobicas, oferecendo maior solubilidade, dissolucéo,
absorcdo, permeacdo e biodisponibilidade, devido as suas goticulas nanométricas e
extensa area interfacial. A formulagdo consiste em uma combinacdo de varios
componentes, como 0leo, que serve como fase hidrofobica, e 4gua, que atua como fase
continua. Emulsificantes e surfactantes estabilizam a emulsdo, reduzindo a tensdo
interfacial, enquanto os cosurfactantes aumentam essa estabilidade. As nanoemulsdes sao
caracterizadas por seu pequeno tamanho de goticula, abaixo de 100 nm, embora o termo
também se aplique a emulsfes com goticulas entre 100 e 200 nm. Elas sdo aplicaveis em
diversas vias de administracdo, como oral, parenteral e tdpica, destacando-se na
adaptabilidade na entrega de agentes imunoterapéuticos, quimioterapicos e veiculacéo de
produtos naturais (Amiri-rigi, Abbasi e Emmambux, 2022).

As nanoemulsdes podem ser classificadas em dois tipos principais com base em
seu arranjo de fases 0leo-agua: nanoemulsées de 6leo em agua (O/W) e 4gua em Gleo
(W/0O). As nanoemulsbes O/W consistem em goticulas de 6leo dispersas em uma fase
aquosa continua, o que é particularmente vantajoso para aumentar a solubilidade e a
biodisponibilidade de ingredientes ativos hidrofobicos em aplicacdes farmacéuticas,
permitindo uma entrega mais eficaz do medicamento. Por outro lado, as nanoemulsdes
W/O apresentam goticulas de agua dispersas em uma fase oleosa, proporcionando um
ambiente protetor para componentes solUveis em agua, o que € benéfico em formulacdes
cosméticas e alimenticias para evitar a degradacdo dos ingredientes e aumentar a
estabilidade. A escolha entre esses dois tipos depende da aplicacdo especifica e da
natureza dos ingredientes ativos, destacando a importancia de se compreender suas
propriedades distintas para otimizar os sistemas de liberacdo de medicamentos e outras
aplicacdes em nanomedicina (Figura 5) (Romes et al, 2021).
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Figura 5. Tipos de nanoemulsGes.
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@) Nanoemulsdo agua-em-6leo (W/O) e (b) nanoemulséo 6leo-em-agua (O/W).
Fonte: adaptado de Romes et al, 2021.

Os métodos de preparagdo das nanoemulsGes podem ser categorizados em
técnicas de alta e baixa energia, cada uma influenciando a estabilidade e as caracteristicas
do produto. Alguns métodos de alta energia incluem a homogeneizagédo a alta presséo,
sonicacao e microfluidizacdo. A homogeneizacdo a alta pressdo consiste na passagem de
uma dispersdo por uma abertura estreita sob alta pressdo, em turbuléncia intensa,
resultando na formacdo de goticulas menores e mais estveis. A sonicacdo, bem
estabelecida em escala laboratorial, utiliza vibra¢Ges ultrassonicas intensas produzindo
ondas interfaciais instaveis que rompe as goticulas primarias em goticulas de tamanho
nanométrico, enquanto a microfluidizacdo baseia-se na utilizacdo de uma bomba que
forca a passagem da emulsdo através de uma série de microcanais. Por outro lado, os
métodos de baixa energia dependem das propriedades naturais dos componentes para
formar nanoemulsbes sem a necessidade de energia excessiva. I1sso inclui a composicédo
de inversdo de fase (PIC), que envolve o ajuste das proporcdes de 6leo e agua até o ponto
em que o sistema forma espontaneamente nanoemulsdes, e a temperatura de inversao de
fase (PIT), onde o aquecimento da emulsdo a uma temperatura especifica provoca a
inversdo das fases, levando a formacao de nanoemulsdes (Hadziabdi¢ et al., 2017).

No processo de preparo, 0s sistemas de hanoemulsdo podem experimentar varios
tipos de instabilidade resultantes de processos fisicos, o que leva a desafios na

manutencdo das propriedades desejadas. A desestabilizagdo fisica ocorre devido a
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tendéncia espontanea de reduzir a area interfacial entre suas fases imisciveis. Entre 0s
processos de instabilidade, a formacdo de creme (creaming), mais comum em
nanoemulsdes 6leo-em-agua (O/W), ocorre devido a diferenca de densidade entre os
componentes e forgas externas, como a gravidade, formando uma camada cremosa na
superficie. Por outro lado, a sedimentacdo, prevalente em nanoemulsdes agua-em-6leo
(WI/0), resulta da diferenca de densidade dos materiais e da baixa solubilidade em meio
aquoso, levando as goticulas a se sedimentarem no fundo. A coalescéncia envolve a fusdo
de goticulas menores em maiores, potencialmente causando a separacdo total das fases da
emulsdo. A floculagédo refere-se a agregacao de goticulas de 6leo sem fusdo, o que pode
eventualmente levar a coalescéncia e a desestabilizacdo da emulsdo. O amadurecimento
de Ostwald descreve o aumento do tamanho das goticulas maiores a custa das menores,
resultando na diminuigdo do nimero total de goticulas dispersas e na possivel separacéo
das fases (Figura 6) (Prado et al., 2024).

Figura 6. Diferentes tipos de instabilidade que podem ocorrer em sistemas de

nanoemulsoes.
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Fonte: adaptado de Prado et al., 2024.
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A caracterizacdo de goticulas em nanoemulsdes é crucial para otimizar sua
funcionalidade, estabilidade e eficicia terapéutica. Parametros como tamanho de goticula,
potencial zeta e indice de polidispersdo, influenciam significativamente a
biodisponibilidade e o desempenho dos sistemas de administragdo de farmacos (Nagar et
al., 2025).

As nanoemulsbes, com tamanhos de goticulas normalmente entre 20 e 100 nm,
exibem maior estabilidade fisica e desempenho, particularmente quando didmetros de
goticulas menores sdo alcangados. Os aspectos qualitativos e quantitativos da formulacéo,
como a concentracdo de 6leo e os tipos de surfactante, influenciam significativamente o
tamanho das goticulas. Um aumento de apenas 10% na concentracdo de éleo pode levar
a aumentos substanciais no didmetro das goticulas, afetando a estabilidade e a eficacia.
Vaérias técnicas de caracterizacdo, incluindo dispersdo dinamica de luz e microscopia
eletronica, sdo essenciais para medir o tamanho das goticulas com precisdo (Chauhan et
al., 2024).

O potencial zeta é crucial na estabilidade das nanoemulses, refletindo a carga
elétrica nas superficies das goticulas. Valores mais altos indicam maior repulsdo
eletrostatica, evitando agregacdo e coalescéncia, e resultando em nanoemulsdes mais
estaveis. Avancos nas técnicas de medicdo, como chips microfluidicos, aumentam a
acessibilidade e a reprodutibilidade das medicGes do potencial zeta, facilitando melhores
avaliacOes da estabilidade (Cottet et al., 2023).

O indice de polidispersdao (PDI) é um parametro critico na avaliacdo da
uniformidade do tamanho das goticulas em nanoemuls6es. Um valor de PDI mais baixo
sugere uma distribuicdo de tamanho mais uniforme, enquanto um valor mais alto indica
uma faixa mais ampla de tamanhos de goticulas. Geralmente, um PDI baixo (<0,3) é
desejavel, pois implica que a nanoemulsdo tem um tamanho de goticula consistente, o
que pode aumentar sua eficacia em aplicagfes como a administracdo de medicamentos.
O PDI é medido utilizando técnicas de espalhamento dinamico de luz (DLS), que
analisam o espalhamento da luz por particulas em suspensdo. Esse método fornece
informac0es sobre a distribuicdo de tamanho das goticulas, permitindo o célculo do PDI
(Thakur et al., 2012).

A estabilidade e o desempenho das nanoemulsdes também sdo significativamente
influenciados por uma variedade de fatores externos. Entre esses, a temperatura e o pH
desempenham papéis criticos na modulacdo das caracteristicas fisico-quimicas das

nanoemulsfes. Adicionalmente, a determinacdo precisa do equilibrio hidrofilico-
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lipofilico (EHL) é fundamental para obter uma formulacdo ideal e a eficiéncia dessas
estruturas coloidais (Smejkal et al., 2024).

Com relacdo a temperatura, as nanoemulsdes podem exibir estabilidade variavel
em diferentes temperaturas, que podem afetar sua eficacia. Temperaturas mais altas
podem levar ao aumento do movimento molecular, potencialmente causando a
coalescéncia das goticula, o que pode desestabilizar a formulacdo. Por outro lado, em
temperaturas muito baixas, pode acontecer a cristalizagdo dos componentes, gerando
instabilidade fisica e modificando as propriedades funcionais da nanoemulséo. A escolha
de surfactantes e técnicas de formulacdo pode mitigar esses efeitos, garantindo
estabilidade em uma faixa de temperaturas (Summerton et al., 2017).

O pH da formulagdo também exerce uma influéncia significativa na estabilidade
das nanoemulsdes, afetando a carga e a solubilidade dos surfactantes e estabilizadores.
Um pH apropriado aumenta a repulsdo eletrosttica entre as goticulas, reduzindo a
coalescéncia e melhorando a estabilidade. Diferentes surfactantes possuem faixas de pH
ideais para emulsificacdo eficaz; em certos niveis, esses surfactantes podem se tornar
menos eficazes, resultando em instabilidade, creme ou sedimentagdo. Além disso, o pH
pode influenciar a solubilidade dos ingredientes farmacéuticos ativos nas nanoemulsoes,
impactando a biodisponibilidade dos medicamentos. Durante a caracterizacdo de
nanoemulsdes, 0 pH € um parametro critico a ser monitorado, pois alteracdes podem
modificar o tamanho e a distribui¢do das goticulas, essenciais para avaliar a qualidade e
0 desempenho das nanoemulsdes. O pH também determina a adequacdo das
nanoemulsdes para diferentes vias de administracdo, como tdpica ou parenteral, sendo
necessario um pH compativel com a fisiologia do local de administracdo para evitar
irritacdes (Siddi et al., 2021).

O equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) é fundamental para determinar as
propriedades de solubilidade e emulsificagdo dos surfactantes. Ele diferencia entre
emulsdes agua em dleo (W/O) e 6leo em agua (O/W), com valores baixos de necessarios
para W/O e valores altos para O/W, essenciais para formulages estaveis. O sistema EHL
simplifica a selecdo de surfactantes, permitindo escolher aqueles que estabilizam
eficazmente a emulsdo. Apesar de fornecer uma diretriz, a estrutura quimica dos
surfactantes também é crucial, pois surfactantes com o0 mesmo EHL podem néo funcionar
igualmente bem devido a variacbes na composi¢do quimica. Portanto, € importante
avaliar diferentes surfactantes com o EHL necessario. Para surfactantes néo

padronizados, os valores de EHL devem ser determinados experimentalmente,
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destacando a importancia de testes completos. Além disso, os valores de EHL sdo
aditivos, permitindo calcular o EHL geral como uma média ponderada quando Varios
surfactantes ou Oleos estdo presentes, possibilitando formulacdes mais complexas e
ajustaveis (Smejkal et al., 2024).

Outro sistema de entrega de facil aplicacdo que utiliza nanoemulsdes com éleos
essenciais como base € 0 nanoemulgel. Esta tecnologia hibrida combina nanoemulséo e
uma fase de gelificagdo, aumentando a bioadesividade dos oOleos essenciais e
minimizando seus efeitos irritantes. Essa formulacdo é particularmente benéfica para
aplicacOes topicas na industria cosmecéutica, oferecendo varias propriedades funcionais
(Yap et al., 2024).

Os nanogeis derivados de nanoemulsdes contendo dleos essenciais apresentam
uma penetracao aprimorada na pele devido as goticulas submicrénicas, que facilitam uma
absorcdo mais profunda nas camadas cutaneas e superam as limitagdes das formulagoes
tradicionais. A incorporacdo de 6leos essenciais aumenta ainda mais essa penetracao,
permitindo uma melhor absor¢do dos agentes terapéuticos. Além disso, 0s nanogéis
demonstram estabilidade superior em comparacéo aos géis convencionais, preservando
suas propriedades fisico-quimicas ao longo do tempo. Com uma eficiéncia de
encapsulamento de ingredientes ativos que pode exceder 95%, esses sistemas garantem
um efeito terapéutico consistente. O mecanismo de liberacdo controlada dos nanogéis
permite a entrega direcionada a regides especificas da pele, minimizando a exposi¢ao
sistémica e os possiveis efeitos colaterais, além de reduzir a frequéncia de aplicacéo, o
gue aumenta a adesao do paciente (Rajput et al., 2019).

No entanto, apesar dos beneficios significativos, é essencial considerar os desafios
relacionados as avaliacOes de seguranca e as aprovacdes regulatorias necessarias para a
introducdo de novas formulacbes no mercado. Essas etapas podem ser extensas e
demoradas, o que pode retardar a aplicacdo clinica desses sistemas inovadores. Ademais,
€ necessario garantir que as novas tecnologias sejam seguras e eficazes para 0s
consumidores, exigindo testes rigorosos e a conformidade com regulamentacGes
especificas. Esses desafios sublinham a importancia de uma abordagem cuidadosa e
meticulosa no desenvolvimento de novos sistemas bioativos baseados em nanotecnologia,
assegurando que os beneficios dos 6leos essenciais, nanoemulsdes e nanogéis possam ser

plenamente realizados de maneira segura e eficaz (Chowdhury et al., 2024).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1  Tipo de estudo

Trata-se de um estudo de natureza aplicada, com delineamento experimental e
abordagem quantitativa, desenvolvido in vitro, em ambiente laboratorial. Esse tipo de
estudo tem como finalidade gerar conhecimentos voltados para a solucdo de problemas
especificos, com aplicacdo préatica, especialmente na inovacao tecnoldgica de produtos e
processos, por meio da manipulacdo de varidveis independentes, sob controle rigoroso
das condicdes, a fim de observar seus efeitos sobre as variaveis dependentes (Pereira et
al., 2021). O estudo investigou a atividade antimicrobiana do 6leo essencial, nanoemulséo
e nanoemulgel de Eucalyptus staigeriana sobre Klebsiella pneumoniae, visando
desenvolver sistemas nanoemulsionados para potencializar compostos naturais, seguindo

protocolos microbioldgicos, fisico-quimicos e de estabilidade.

4.2 Desenho metodologico

O delineamento experimental para realizacédo dos testes encontra-se detalhado no

esquema abaixo, Figura 7.

Figura 7. Desenho metodoldgico do estudo

< . Preparo de Caracterizagao
Oleo essencial de L A I 0
Etlealintis || Analise || formulagoes __ fisico-quimica:
: y‘,’ cromatografica nanoemulsao e SIZE, PDI, EHL e
staigeriana o
nanoemulgel estabilidade
Avaliacao da
Testes in vitro atividade antibacteriana: atividade
CIM, CBM, CIMA, disco difusao —_______  antibacteriana:
Resultados e
Conclusao

Fonte: elaborado pelo préprio autor.
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4.3 Substancia teste e local dos ensaios laboratoriais

A substancia teste, 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana, foi adquirido da
empresa Terra Flor Aromaterapia (Cerrado Essencial LTDA, Brasilia, Distrito Federal).

As analises de Cromatografia Gasosa acoplada ao detector por Espectrometria de
Massas (CG-MS), para identificacdo dos principais componentes quimicos do 6leo
essencial de Eucalyptus staigeriana, foram realizadas no Laboratorio de Farmacotécnica
da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB.

Os testes de avaliagdo da atividade antibacteriana do 6leo essencial de Eucalyptus
staigeriana e sistemas emulsionados, foram executados no Laboratorio de Ensaios
Toxicologicos do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da Universidade
Federal da Paraiba (LABETOX-IpeFarM-UFPB).

Os ensaios para producdo dos sistemas emulsionados, nanoemulsdo e
nanoemulgel, contendo o 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana, foram conduzidos no
Laboratdrio de Sintese e Vetorizagdo de Moléculas da Universidade Estadual da Paraiba
(LSVM-UEPB).

4.4 Meio de cultura e micro-organismos

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliagdo da atividade
antimicrobiana foram o meio liquido Muller Hinton (MH) e meio s6lido Agar Muller
Hinton (AMH), adquiridos na Difco®, e preparados de acordo com as instrucdes do
fabricante.

Foram utilizadas cepas de Klebsiella pneumoniae (Kp), sendo uma cepa padrao
da American Type Culture Collection (ATCC 13883) e quatro clinicas (Kp 101, Kp 103,
Kp 105 e Kp 110), das quais foram mantidas em meio Agar Muller Hinton (AMH) a uma
temperatura de 4 °C. Os in6culos dos micro-organismos foram obtidos a partir de culturas
overnight em MH a 37°C, onde as mesmas, foram diluidas em solucgéo salina estéril para
obter uma concentracéo final de aproximadamente 1,5 x 108 unidades formadoras de
coldnias por mL (UFC/mL), ajustados a turbidez padrdo (Escala Mcfarland - de 0,5),
obtida pela mistura gradual de uma solucdo de cloreto de bario e solu¢do de acido
sulfurico (Bona et al., 2014).
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4.5 Analise cromatografica do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana

A andlise da composicao quimica do dleo essencial de Eucalyptus staigeriana foi
realizada através de um Cromatografo a gas acoplado ao Espectrometro de Massas
quadrupolar (CG-ES), Shimadzu modelo GC-QP2010 (Shimadzu, Kyoto, Japéo), sendo
utilizada uma coluna capilar de silica fundida DB-5 (30m x 0,25mm d.i. x 0,25um). As
condicBes cromatograficas utilizadas foram: injetor a 220 °C e razao de split 1:10 (3,0
min), gas de arraste He a 0,6 mL/min, temperatura da interface a 250 °C e fonte de
ionizacdo por elétrons (35-350 m/z), rampa de temperatura do forno: 40 °C (2 min), com
incremento de 3 °C/min até 240 °C por 5 min e volume injetado de 1 TM (1% de solucao
em diclorometano). A identificacdo dos compostos foi realizada por comparacao dos seus
padrdes de fragmentacdes com 0s espectros de massas da base de dados NIST 14 (Mass
Spectral Library, 2014) presente no CG-ES; também pela comparacdo destes com 0s
dados da literatura (Adams, 2007), e através de seus indices de retencdo linear (IRL),
calculados em relacao aos tempos de retencdo de uma série homéloga de hidrocarbonetos
(C8 a C26) injetada nas mesmas condi¢des da amostra. O indice de retencdo linear foi
baseado em Van den Dool e Kratz (1963) e Adams (2007). Para a identificagdo por
comparagdo com espectros disponiveis nestas bases de dados foram consideradas apenas

correspondéncias acima de 90% (Van den dool; Kratz, 1963; Adams, 2007).

4.6 Avaliacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) do 6leo essencial de Eucalyptus

staigeriana contra as cepas de Klebsiella pneumoniae

A Determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) do 6leo essencial de
Eucalyptus staigeriana frente as cepas de Klebsiella pneumoniae, foi obtida utilizando a
técnica de microdilui¢do em placa de 96 pocos com fundo em “U”. Em uma placa de 96
cavidades, foi adicionado 100 uL caldo MH, duplamente concentrado, e 100 uL da
substancia teste, nas concentracfes de 1000 a 31,5 pg/mL. A determinacdo da CIM foi
conduzida com 10 uL do micro-organismo em cada cavidade. Foi preparado também o
controle de crescimento no penultimo poco, contendo 200 puL do caldo e a suspensdo de
micro-organismo, € no Ultimo poco, o controle negativo com apenas 200 puL do caldo. Os
ensaios foram realizados em duplicata, e as placas incubadas a 35-37°C durante 24 horas.

Apds este tempo, foi realizada a leitura dos resultados por meio da adi¢do de 20 pL de



41

solucdo de resazurina sodica (SIGMA), diluida em &gua destilada esterilizada na
concentracdo de 0,01 % (p/v), reconhecido como indicador colorimétrico de Oxido-
reducdo para bactérias. Portanto, a CIM do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana, foi
determinada como a menor concentragdo do produto capaz de inibir o crescimento do
micro-organismo ensaiado, verificado por uma ndo mudanca da coloracdo do corante

indicador (Figura 8) (Palomino et al., 2002; Ostrosky et al., 2008; Clsi, 2012; Bona et al.,
2014).

Figura 8. Esquema de microdiluicdo em placas de 96 pogos.
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Fonte: Acervo proprio.
Nota: Controle + (caldo com micro-organismo)
Controle - (caldo)

4.7 Avaliacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do o6leo essencial de

Eucalyptus staigeriana contra as cepas de Klebsiella pneumoniae

Apbs a leitura dos resultados da CIM do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana,
foram transferidos um volume de 10 pL do indculo de trés dilui¢des a partir da CIM, ou
seja, dos pocos que ndo houve crescimento bacteriano, para 0 meio de caldo MH (100
uL/cavidade), previamente disposto em placa de microdiluicdo esterilizada. As placas
foram incubadas a 35-37°C por 24 horas, a fim de determinar a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM). Apos este tempo, para a leitura dos resultados, foram adicionados 20

uL de resazurina. Os ensaios foram novamente incubados a temperatura de 35-37°C por
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mais 24 horas, para a confirmacéo da concentracdo capaz de inibir o crescimento total do
micro-organismo ensaiado, verificado por uma ndo mudanca da coloracdo do corante
indicador (Ncube et al., 2008; Guerra et al., 2012).

4.8 Avaliacdo da Concentracdo Inibitoria Minima de Aderéncia (CIMA) do 6leo essencial

de Eucalyptus staigeriana contra as cepas de Klebsiella pneumoniae

A Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) do 6leo essencial de
Eucalyptus staigeriana frente as cepas de Klebsiella pneumoniae, foi determinada na
presenca de sacarose a 5%, de acordo com Albuquerque et al. (2010) com modificacdes,
usando-se concentracOes correspondentes ao composto até a diluicdo 1:1000. A partir do
crescimento overnight as cepas foram sub-cultivadas a 35-37°C por 24h em caldo MH,
depois foram distribuidos 0,9 mL do subcultivo em tubos de ensaio e, em seguida,
adicionado 0,1 mL da solucao correspondente as diluicdes do composto.

A incubacéo foi feita a 35-37°C por 24 horas com tubos inclinados a 30°. A leitura
foi realizada através da observagdo visual da aderéncia da bactéria as paredes do tubo,
apos a agitacdo do mesmo e pela adi¢do de fucsina. O ensaio foi realizado em duplicata.
O mesmo procedimento foi realizado para o controle positivo, o digluconato de
clorexidinaa0,12%. Foi considerada a CIMA a menor concentracdo do agente em contato

com sacarose que impediu a aderéncia ao tubo de vidro.

4.9 Estudo da associacdo do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana com antibacterianos

sintéticos comerciais

O estudo de associacdo do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana com 0s
antibacterianos, foi conduzido por meio da técnica de difusdo por disco em meio sélido
(Bauer et al., 1966; Oliveira et al., 2006).

Uma aliquota de 20uL da CIM do produto teste foi transferida para os discos
contendo os antibacterianos (Ampicilina - AMP; Gentamicina - GEN; Ceftriaxona — CEF;
e Ciprofloxaxinonas — CIP), em suas respectivas concentracdes, alocados em placas de
Petri estéreis lisa (140x15) contendo o meio AMH, onde previamente foram inoculados
com swabs estéreis, um volume aproximadamente de 1mL das suspensdes bacterianas.
Posteriormente, as placas foram incubadas a 35-37°C por 24h, para leitura do ensaio, que
foi realizado por meio da medigéo do diametro do halo de inibigdo formado. O efeito



43

interferente da combinacdo do Oleo essencial de Eucalyptus staigeriana mais
antibacterianos foi avaliado conforme a metodologia descrita por Cleeland; Squires
(1991), conforme tabela 2. Os testes foram realizados em duplicata, e os resultados foram
obtidos pela média aritmética dos diametros formados dos halos de inibi¢do, nos dois

ensaios paralelamente.

Tabela 2. Parametros de avaliacdo do estudo de associacdo da substancia teste com

antibacterianos.

Efeito Parametro - diametro do halo de inibicéo
Sinérgico > 2mm ao obtido pelo antibidtico
Antagonico <2mm ao obtido pelo antibidtico
Indiferente = ao obtido pelo antibidtico

Fonte: Cleeland; Squires, 1991.

4.10 Preparo dos sistemas emulsionados contendo Oleo essencial de Eucalyptus

staigeriana

O processo de obtengéo dos sistemas emulsionados (nanoemulséo e nanoemulgel)
contendo 0leo essencial de Eucalyptus staigeriana envolveu a determinagdo do EHL do
6leo, seguido pela otimizacdo das formulacdes por meio da preparacdo de nanoemulsdes
em diferentes concentracdes para identificar a formulacdo de melhor resultado com base
em critérios organolépticos, fisico-quimicos e de estabilidade. O estudo também incluiu
a preparacao de um nanoemulgel derivado da nanoemulsdo que exibiu as caracteristicas
mais favoraveis deste estudo. Essa sequéncia metodoldgica se alinha com o objetivo de
aumentar o potencial terapéutico do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana por meio
do desenvolvimento de sistemas emulsionados eficientes e estaveis para aplicacfes

potenciais em sistemas de liberacdo de medicamentos.

4.11 Determinacdo do Equilibrio Hidréfilo-Lipdfilo (EHL) do 6leo essencial de

Eucalyptus staigeriana

Para calcular a concentragdo relativa de tensoativos necessarios para produzir uma

emulsdo fisicamente estavel, no que remete as combinacgdes ideais de misturas 6leo/agua
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da composicdo, faz-se necessario a Determinacdo do EHL, ou seja, o EHL ideal
identificado, corresponde a emulsificacdo Otima desse Oleo, caracterizada por um
tamanho minimo de goticula e maxima estabilidade (Zanin et al., 2002).

Para identificacdo do EHL ideal do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana,
foram preparadas nanoemulsdes com este 6leo, a partir de dois tensoativos com valores
de EHL determinados, um de natureza lipofilica, 0 monooleato de sorbitano 80 - Span®
80 (EHL=4,3) e outro de natureza hidrofilica, polissorbato 80 - Tween® 80 (EHL=15),
em diferentes proporgdes, de modo a originar valores definidos e escalonados de EHL.
As proporcdes dos tensoativos foram calculados para valores de EHL de 12 a 15.

As nanoemulsbes O/W foram preparadas pelo método de ultrassonicacdo e
formuladas com 5% (p/p) de 6leo, 5% (p/p) de tensoativos (Span® 80 +Tween® 80) e
90% (p/p) de agua ultrapura, conforme tabela 3. Os componentes da formulacdo foram
submetidos a homogeneizacdo em aparelho de sonica¢do (modelo Eco-Sonics QR550;
poténcia de 550W e frequéncia de 20kHz), ajustando para micro ponta de titanio (4mm
de didmetro), por um tempo de 2 min com 30% da poténcia, em banho de gelo. Apos o
preparo, as formulagdes foram armazenadas em tubos selados em temperatura ambiente
(25 °C) para analise do EHL ideal.

Tabela 3. Valores do Equilibrio Hidréfilo-Lipofilo (EHL) para preparo de nanoemulsdes
contendo dleo essencial de Eucalyptus staigeriana, para andlise da influéncia da
quantidade de tensoativos.

F Span® 80 Tween® 80 OE Agua Valor

Milli- EHL

Q® Final

1 26% (13 74% (37 12
mg) mg)

2 17% (8,5 83% (41,5 13

mg) mg) 50 900

3 9% (4,5 91% (45,5 mg pl 14
mg) mg)

4 - 100% (50 15
mg)

F- Formulagéo; OE- Oleo; EHL-Equilibrio Hidrofilo-Lipofilo.
Fonte: Acervo proprio.

4.12 Preparo das nanoemulsfes contendo 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana para

otimizagdo de formulagdes
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Para o estudo de otimizacdo foram preparadas nanoemulsdes contendo o 6leo
essencial de Eucalyptus staigeriana que variaram as concentracGes da fase aquosa,
lipidica e de surfactantes do sistema emulsionado (Taha et al., 2020).

As nanoemuls6es foram preparadas pelo método de ultrassonicacéo, por meio da
utilizacdo de diferentes propor¢oes de 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana, mistura
dos tensoativos (Span® 80 +Tween® 80) com EHL pré-definido e agua ultrapura,
totalizando dezessete formulagoes (F1 a F17), conforme quadro 1. Os componentes da
formulagéo foram submetidos a homogeneizagdo em aparelho de sonicagdo (modelo Eco-
Sonics QR550; poténcia de 550W e frequéncia de 20kHz), ajustando para micro ponta de
titanio (4mm de didmetro), por um tempo de 2 min com 30% da poténcia, em banho de
gelo. Apds o preparo, as formulacGes foram armazenadas em tubos selados em
temperatura ambiente (25 °C) para avaliagdo das propriedades organolépticas e fisico-
quimica, a fim de identificar formulacdo ideal para o preparo da nanoemulsdo contendo

0 0Oleo essencial de Eucalyptus staigeriana.

Quadro 1. Composicdo das diferentes formulages, nanoemulsdes contendo oOleo
Eucalyptus staigeriana, para estudo de otimizagéo.

F OE Tensoativos Agua
1 0,131 0,02 0,849
2 0,0998968 0,159639 0,740464
3 0,05 0,0793611 0,870639
4 0,05 0,1682 0,7818
5 0,0611952 0,02 0,918805
6 0,15 0,224653 0,625347
7 0,0790775 0,23225 0,688672
8 0,099968 0,159639 0,740464
9 0,15 0,0976315 0,752368
10 0,131 0,02 0,849
11 0,15 0,152232 0,697768
12 0,0998968 0,159639 0,740464
13 0,0671 0,3 0,6329
14 0,0671 0,3 0,6329




46

15 0,131 0,3 0,569
16 0,05 0,1682 0,7818
17 0,0911772 0,100832 0,807991

F- Formulagio e OE — Oleo. Fonte: Acervo proprio.

4.13 Avaliacdo das propriedades organolépticas das nanoemulsdes contendo Oleo

essencial de Eucalyptus staigeriana

As propriedades organolépticas das nanoemulsdes contendo 0Oleo essencial de
Eucalyptus staigeriana foram avaliadas quanto aos aspectos olfativos e visuais,
observando possiveis alteracdes de odor, cor, presenca de cristais e/ou formacao de fase
dos sistemas emulsionados (Brasil, 2004).

A avaliacdo destes parametros foi realizada 24h ap6s o preparo das formulagdes,
bem como durante o periodo de armazenamento. Os resultados foram comparados e
classificados em: sem alteracGes (cor homogénea, fluidas translicidas e estaveis), ou com

alteracGes: separacdo de fase e/ou formacdo de cristais, instaveis), conforme Figura 9.

Figura 9. llustracdo dos aspectos macroscopicos, cor e estabilidade dos sistemas

emulsionados (formacéo de fases).

Sem alteragoes Com alteragdes

Fonte: Acervo préprio.

4.14 Avaliacdo das propriedades fisico-quimica das nanoemulsfes contendo oOleo

essencial de Eucalyptus staigeriana

As caracteristicas fisico-quimica das nanoemulsfes contendo 6leo essencial de

Eucalyptus staigeriana, foram analisadas por meio dos parametros de tamanho de
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particula (SIZE), indice de polidispersdo (PDI), determinados por meio do equipamento
Zetasizer Ultra Red. (Malvern Ins. Ltd, Reino Unido), através da técnica de espalhamento
dindmico de luz. Antes das medicGes, as nanoemulsdes foram diluidas com agua ultrapura
(1:9 v/v). Os resultados foram avaliados 24 horas ap6s o preparo da formulacéo e nos

periodos pré-definido do estudo de estabilidade (Ledo et al., 2022).

4.15. Preparo do nanoemulgel contendo 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana

O nanoemulgel foi preparado incorporando a nanoemulsdo contendo Oleo
essencial de Eucalyptus staigeriana em uma base de gel com Carbopol, 4gua e agente
gelificante (Raemdonck et al., 2009).

O processo envolveu a adi¢cdo de 100 mg de Carbopol e 10 ml de agua ultrapura
por técnica de adi¢do lenta seguida de agitagdo magnética. Apds homogeneizagéo,
adicionou-se 1 gota de agente gelificante e neutralizante (AMP/TIPA 85%). Na base do
gel preparada, foram adicionados 5 ml da nanoemulsdo por técnica de adicdo lenta,
seguida de agitacdo manual com bastéo de vidro. As formulac¢des foram armazenadas em
frascos de vidro hermeticamente fechados em ambiente refrigerado.

Avaliacdo das propriedades organolépticas do nanoemulgel (cor, cheiro,
separacdo de fases, deslizamento e espalhabilidade tdpica) e as propriedades fisico-

quimicas (SIZE e PDI) foram investigados no estudo de estabilidade.

4.16 Estudo de estabilidade da nanoemulsdo e nanoemulgel contendo o 6leo essencial de

Eucalyptus staigeriana

O estudo de estabilidade da nanoemulsao contendo o 6leo essencial de Eucalyptus
staigeriana, foi conduzido com a formulacdo que apresentou melhores resultados do
estudo de otimizacdo (Mcclements, 2007). Foram preparadas quintuplicatas desta
formulacgéo, classificadas como FO, F1, F2, F3 e F4, seguindo a metodologia descrita em
4.9.

A estabilidade das nanoemulsdes foram avaliadas 24h apds o preparo (D1) até 90
dias, com testes em intervalos especificos (D3, D7, D10, D15, D30, D45, D60, D90). Os
critérios de avaliacdo seguiram a metodologia descrita anteriormente (4.10 e 4.11),

Durante este periodo de armazenamento, todas as nanoemulsfes foram mantidas a
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temperatura ambiente (25 £ 2 °C) em tubos de vidro fechados, proporcionado um
ambiente controlado para analise de estabilidade.

A estabilidade do nanoemulgel foi avaliada pelos mesmos critérios definidos para
as nanoemulsBes descritos acima, incluindo o pardmetro de mediacdo do potencial
hidrogeniénico (pH), que foi verificado por fita indicadora de pH (MQuant® da Merck),
por meio da medida direta sobre cada amostra. Estes parametros foram analisados 24h
apos o preparo do sistema até 90 dias, nos intervalos de D5, D15, D20, D30, D60 e D90.
Os resultados foram comparados com os da nanoemulséo utilizados no seu preparo. As
amostras foram armazenadas em frascos de vidro hermeticamente fechados e refrigerados

durante o estudo.

4.17 Avaliacdo da atividade antibacteriana da nanoemulséo e do nanoemulgel contendo

0 Oleo essencial de Eucalyptus staigeriana frente as cepas de Klebsiella pneumoniae

Para avaliacdo da atividade antibacteriana da nanoemulsdo contendo o déleo
essencial de Eucalyptus staigeriana utilizou-se as técnicas da CIM e CBM, descritas
respectivamente nos topicos 4.3 e 4.4. (Palomino et al., 2002; Ostrosky et al., 2008;
Ncube et al., 2008; Clsi, 2012; Guerra et al., 2012; Bona et al., 2014).

A atividade antibacteriana do nanoemulgel contendo o o6leo essencial de
Eucalyptus staigeriana foi avaliada pelo teste de difusdo em agar por poco, seguindo a
metodologia de Bona et al. (2014), com modifica¢fes. Previamente a realizagdo dos
experimentos, os indculos bacterianos foram cultivados a 35-37°C em caldo MH. A partir
deste cultivo, com auxilio de um swab, os micro-organismos foram semeados na
superficie das placas de Petri, contendo agar MH, por meio da técnica de semeadura por
esgotamento. Foram realizadas perfuragcbes no meio de cultura de aproximadamente 6
mm de didmetro e nestas foram colocadas 20l do nanoemulgel contendo o 6leo essencial
de Eucalyptus staigeriana. As placas foram incubadas a 37°C, e avaliadas em 24 e 48
horas quanto a homogeneidade do crescimento bacteriano e, nos casos em que, foi
verificado inibigdo do crescimento, o didmetro do halo foi medido com auxilio de uma
régua milimétrica. Os testes foram realizados em duplicata e os resultados

corresponderam aos valores médios.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Anélise cromatografica do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana

O dleo essencial de Eucalyptus staigeriana foram avaliados quanto aos seus
constituintes quimicos por meio da Cromatografia Gasosa acoplada ao detector por
Espectrometria de Massas (CG-ES), conforme descrito no item 4.12. Os resultados

obtidos estdo ilustrados nas Tabela 4 e Figura 10.

Tabela 4. Constituintes quimicos do 0leo essencial de Eucalyptus staigeriana.

Compostos Similaridade TR A IKcalculado  1Kiesrico
(min) (%)

Alpha-pineno 95 8,437 2,33 935 932

Alpha-felandreno 97 11,478 4,28 994 995

0-cimeno 92 12,425 1,42 1027 1027

Gamma-terpineno 97 14,063 1,73 1048 1050

Terpinoleno 96 15,459 5,75 1087 1088

Linalool 90 16,127 1,03 1088 1092

Terpinen-4-ol 91 19,673 1,67 1174 1177

N&o identificada 22,268 0,74

Nerol 93 22,904 9,53 1224 1227

Neral 93 23,605 4,18 1236 1238

Geraniol 86 24,358 13,45 1258 1252

Geranato de metila 97 26,788 6,16 1295 1301

N&o identificada 28,620 1,65

Acetato de geranil 92 29,505 5,27 1361 1368

Monoterpeno Hidrogenado 56,24

(%)

Monoterpeno Oxigenado (%) 41,29

Identificados (%0) 97,61

TR (min) — Tempo de retencdo. A (%) — Area percentual. 1K calculado — Indice de Kovats calculado. IK
tedrico — Indice de Kovats tedrico. Fonte: Acervo proprio.
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Figura 10. Cromatograma do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana.
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Fonte: Acervo proprio.

Como resultado, identificou-se um total de 56,24% de monoterpenos
hidrogenados e 41,29% de monoterpenos oxigenados no 6leo essencial de Eucalipto
staigeriana. Os constituintes presentes no dleo essencial de Eucalipto staigeriana, como
componentes majoritéarios, foram: geraniol (13,45%, similaridade de 86), nerol (9,53%,
similaridade de 93), terpinoleno (5,75%, similaridade de 96) e geranato de metila (6,16%,
similaridade de 97). Esses compostos ndo apenas predominaram na composi¢do do 6leo,
mas também tiveram uma boa similaridade com suas referéncias tedricas, garantindo a
precisdo na identificacdo dos compostos.

De acordo com o descrito em relagdo a composicdo do Oleo essencial de
Eucalyptus staigeriana, foi identificado por Petrotti et al. (2022) o geranial (28,67%),
nerol (19,68%), limoneno (17,29%) e 1,8-cineol (8,45%) como principais constituintes,
apresentando efeito fungistatico sobre o crescimento micelial de Colletotrichum
gloeosporioides e efeito fungicida sobre Greeneria uvicola. Esses achados corroboraram
estudos anteriores, como os de Correa et al. (2019), que também identificaram geranial
(28,67%), nerol (19,68%) e limoneno (17,29%) como principais componentes, porem
demonstrando atividade antimicrobiana principalmente contra bactérias gram-positivas e

potencial para inibicdo de biofilmes. Além disso, Ribeiro et al. (2017) destacaram
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geranial (16,0%), geraniol (14,8%), metil geranato (11,0%), acetato de geranila (9,2%) e
limoneno (7%) em suas analises, onde foi eficaz no controle da haemonchose em ovinos.

Outras espécies de eucalipto exibem diversas composicGes dos 6leos essenciais,
refletindo sua variabilidade genética e adaptacGes ambientais. Essas variacdes nos perfis
quimicos contribuem para diferentes atividades bioldgicas e aplica¢6es potenciais. O 6leo
de E. globulus é caracterizado por um alto teor de 1,8-cineol, superior a 70%, o que
contribui para suas propriedades antimicrobianas e anti-inflamatorias (Wang et al., 2023).
Em contraste, E. citriodora contétm uma quantidade significativa de citronelal,
aproximadamente 56%, que estd associada as suas atividades antioxidante e
antimicrobiana (Amri et al., 2023). O o6leo de E. radiata é rico em 1,8-cineol (60-75%),
a-terpineol e terpinoleno, conhecidos por suas propriedades antimicrobianas e anti-

inflamatdrias (Noléto et al., 2022).

5.2 Avaliacdo da atividade antibacteriana do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana

contra as cepas de Klebsiella pneumoniae

Como parte da busca por novas alternativas antimicrobianas, foi realizada uma
avaliacdo da atividade antibacteriana do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana contra
cepas de Klebsiella pneumoniae. Os resultados obtidos por microdiluicdo em caldo e

expressos como CIM e CBM, estdo detalhados na Tabela 5.

Tabela 5. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima

(CBM) do dleo essencial de Eucalyptus staigeriana frente a cepas de Klebsiella

pneumoniae.
Cepas’ CIM (pg/mL) CBM (ug/mL)
Kp ATCC 13883 500 >1000
Kp 101 1000 >1000
Kp 103 1000 >1000
Kp 105 500 >1000
Kp 110 500 >1000

'Kp - Klebsiella pneumoniae
Fonte: Acervo proprio.

Pelos resultados da CIM, o 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana demonstrou

forte atividade antibacteriana contra as cepas de Klebsiella pneumoniae testadas. De
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acordo com Sartoratto et al. (2004), o produto teste exibe atividade antibacteriana forte
quando a CIM é de até 500ug/mL, moderada para CIM entre 600 pug/mL e 1500ug/mL,
e fraca para CIM acima de 1500ug/mL.

Com relacdo a CBM, observa-se que todas as cepas bacterianas demonstraram
atividade superior a 1000 mg/mL. Conforme Hafidh et al. (2011), o composto é
considerado bactericida quando a razdo CBM:CIM esta entre 1:1 a 2:1, ja, 0 composto é
considerado como bacteriostatico quando a relacdo for maior que 2:1. Dessa forma, o
6leo essencial Eucalyptus staigeriana apresentou efeito bacteriostatico frente as cepas de
Klebsiella pneumoniae.

Corroborando aos resultados obtidos, estudos ressaltaram as propriedades
antibacterianas de outros 0leos essenciais contra cepas de Klebsiella pneumoniae. Diniz
et al. (2023), mostrou que o 6leo essencial de Thymus vulgaris apresentou forte atividade
antibacteriana contra Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
saprophyticus, com CIMs variando de 64 a 512 pg/mL e efeitos bactericidas para a
maioria das cepas, com valores de CBM entre 256 ¢ 1.024 pg/mL.

J&, nos resultados de Silva et al. (2023) o 6leo essencial de Origanum vulgare L.
teve forte atividade antibacteriana e efeito bactericida contra cepas de Klebsiella
pneumoniae, com CIM variando entre 128-256 pg/mL ¢ CBM de 256-512 pg/mL.

Em outro estudo, o Oleo essencial de Gaultheria procumbens apresentou forte
inibicdo contra cepas de Klebsiella pneumoniae, com propriedades bactericidas e
bacteriostaticas, com CIM de 256 pg/mL a 512 pg/mL, e CBM de 256 pg/mL a 1024
pg/mL (Nogrega et al., 2023).

Além disso, Souza et al. (2021) apontou que o Oleo essencial de Lavandula
hybrida Grosso apresentou uma atividade antibacteriana moderada contra Klebsiella
pneumoniae, com CIM de 1.024 ug/mL, sugerindo um potencial efeito bacteriostatico.

Santos et al. (2023) mostrou que o 6leo essencial extraido do Pogostemon cablin
exibiu atividade antimicrobiana significativa contra as cepas de Klebsiella pneumoniae
testadas, com CIM de 512 pg/mL, indicando propriedades bacteriostaticas.

Com relacdo ao 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana, ha poucos estudos sobre
sua atividade antibacteriana. Alguns desses estudos focaram em espécies bacterianas
gram-positivas, o que difere do presente estudo, que utilizou cepas gram-negativas, em
particular Klebsiella pneumoniae.

Neste sentido, estudos relatados por Correa et al. (2019) indicou que o 0leo

essencial de Eucalyptus staigeriana apresentou atividade antibacteriana apenas contra
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bactérias gram-positivas, incluindo cepas de Enterococcus faecalis resistentes e
multirresistentes, da qual mostraram a menor CIM (3,12 para 6,25%) quando comparado
com a cepa referéncia de E. faecalis.

Ja Pereira et al. (2023) avaliou a atividade antibacteriana do éster de geraniol
(acetato de geranila), constituinte do Oleo essencial de Eucalyptus staigeriana. Os
resultados indicaram CIMs de 1,5 mg/mL, 3,12 mg/mL e 6,25 mg/mL contra cepas de
Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis e Listeria, respectivamente.

Gilles et al. (2010) investigou a atividade antibacteriana de 6éleos essenciais de
varias espécies de Eucalyptus, incluindo Eucalyptus staigeriana, da qual apresentou
maior atividade. Os resultados mostram que Staphylococcus aureus foi a cepa mais
sensivel, enquanto Pseudomonas aeruginosa foi a mais resistente.

Outros estudos, indicaram que os 6leos essenciais de diferentes espécies de
Eucalyptus possuem uma notavel eficacia contra uma variedade de micro-organismos
patogénicos. Esteves et al. (2020) demonstrou que o 6leo de Eucalyptus urograndis foi
eficaz contra Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, com citronelol como composto
predominante. A concentracdo efetiva do 6leo contra P. aeruginosa foi de 16 pg/mL,
inferior a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) da ceftazidima (64 pg/mL). J& para E.
coli, a acdo inibitoria ocorreu apenas na concentragdo de 256 pg/mL, que é maior que as
CIM da ceftazidima (8 pg/mL) e ceftriaxona (0,5 pg/mL).

Diferentemente, Fenghour et al. (2021) mostrou que o 6leo essencial de
Eucalyptus camaldulensis possui propriedades antibacterianas significativas contra a
maioria das cepas bacterianas testadas, exceto Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus
faecalis. A CIM variou de 0,08 a 0,36 ulL/mL, mostrando maior eficacia contra
Staphylococcus saprophyticus e Escherichia coli (0,08 uLL/mL) e menor contra Proteus
mirabilis (0,36 pL/mL).

Bektas et al. (2022) também avaliou o 6leo essencial de Eucalyptus camaldulensis
e observaram atividade antibacteriana contra Aeromonas caviae, com CIM variando de
200 pg/mL a 400 pg/mL. Por outro lado, Elangovan et al. (2023) mostraram que o 6leo
essencial de Eucalyptus globulus possui boa atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), com CIM de 0,032 mg/mL para
7 das 9 cepas testadas.

E, ao mesmo tempo, considerando a capacidade de formacdo de biofilme
associado a Klebsiella pneumoniae, este estudo também avaliou o efeito antiaderente do

6leo essencial Eucalyptus staigeriana contra essas cepas. Para investigar esta atividade,
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foi selecionada uma das cepas que demonstraram melhor resultado na CIM, bem como
foi utilizado, como controle positivo, o digluconato de clorexidina a 0,12%. Os resultados

estéo dispostos na Tabela 6.

Tabela 6. Concentracdo Minima de Aderéncia (CIMA) do 6leo isolado de Eucalyptus

Staigeriana frente a cepas de Klebsiella pneumoniae.

Cepas! 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
Kp 105 - - + + + +
Digluconato de clorexidina 0,12% pg/mL + + o+ 4+ + +

(-) sem adesdo a parede do tudo (+) com adesdo a parede do tubo.
Fonte: Acervo proprio.

Pelos resultados, observa-se que o Oleo essencial Eucalyptus staigeriana
apresentou uma maior atividade antiaderente, na proporcao de 1:2, em compara¢do com
o controle positivo (digluconato de clorexidina 0,12%) para a cepa Kp 105 testada.

A atividade antibiofilme do Oleo essencial Eucalyptus staigeriana ndo foi
amplamente explorada, resultando em um ndmero limitado de estudos na literatura.
Todavia, Corréa et al. (2019) avaliou a atividade antibiofilme do éleo essencial de folhas
secas de Eucalyptus staigeriana contra Enterococcus faecalis. O dleo essencial foi capaz
de inibir a formacdo de biofilme em todas as concentracfes testadas, com inibicao
significativa nos valores da CIM (p < 0,05). No entanto, mostrou pouca eficacia na
remocao de biofilmes pré-formados, exceto nas maiores reducdes observadas com 1/2
CIM em algumas cepas.

Estudos recentes tém explorado o potencial antibiofilme e efeitos antiaderentes de
diferentes Oleos essenciais contra Klebsiella pneumoniae. Ramalho et al. (2020)
demonstrou que o Oleo essencial de Eucalyptus globulus apresentou boa eficiéncia
antiaderente a cepa de Klebsiella pneumoniae, com inibicdo do biofilme na concentracéo
de 1:8, semelhante ao controle de digluconato de clorexidina a 0,12%.

Ja, o Oleo essencial de Lavandula hybrida Grosso mostrou atividade
antibacteriana moderada contra cepas de Klebsiella pneumoniae, (CIM50 = 1.024 pg/ml)
e inibiu a adeséo bacteriana na concentragdo de 1:32 (Souza et al., 2021).

Outro estudo avaliou a capacidade de inibicdo da formacdo de biofilme de
Klebsiella pneumoniae dos principais constituintes dos 6leos essenciais de Cinnamomum

zeylanicum (cinamaldeido e eugenol) e Origanum onites (timol e carvacrol). Também foi
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testado o efeito sinérgico da combinacdo de cinamaldeido e eugenol, timol e carvacrol.
Os resultados mostraram efeito inibitorio do biofilme em 46,15% a 62% dos isolados de
Klebsiella pneumoniae, sem sinergismo observado nas combinagdes (Mitri, 2020).

Bouguenoun et al. (2023) constatou que o 6leo essencial de Thymus pallescens
apresentou atividade antibacteriana significativa contra Klebsiella pneumoniae, com
CIMs (0,16 a 0,63 mg/mL), além de ser eficaz na inibicao e erradicacdo de biofilmes na
concentracdo de 0,16 mg/mL em 24 a 60 minutos.

Mihai et al. (2022) avaliou a atividade antibiofilme de varios 6leos essenciais
contra cepas de Klebsiella pneumoniae, com o objetivo de estabelecer as concentragoes
minimas de erradicacdo do biofilme. Na avaliacdo realizada em periodos de 24 e 48 horas,
0s Oleos essencias de orégano (0.002196%; 0.002806%), tomilho (0.003172%;
0.005002%) e cravo (0.039304%; 0.078169%) foram os mais eficazes.

Mohamed et al. (2018) constatou que o 6leo de horteld exibiu fortes efeitos
inibitérios do biofilme de Klebsiella pneumoniae, variando de 69,2% a 98,2% a 5 ul mL-
1, enquanto o 6leo de tomilho demonstrou excelentes atividades de erradicacdo do
biofilme, variando de 80,1% a 98,0% a 10 pul mL-1.

Por outro lado, Cheruvanachari et al. (2022), ao estudar o Terpinen-4-ol,
componente do Oleo essencial de Kewda, verificou que este possui atividade
antibacteriana e antibiofilme contra Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae, com
CIMs de 50 e 25 mm, respectivamente. A capacidade de reduzir a espessura do biofilme
formado foi confirmada por meio de anélises microscpicas.

Chen et al. (2023) verificou que o Gleo essencial de Monarda didyma mostrou
efeito inibitério significativo na formacdo de biofilme de Klebsiella pneumoniae
resistente a carbapenémicos, reduzindo a formacgdo de biofilme em até 60% em
concentragdes de 2,5 mg/ml (2CIM).

A pesquisa também buscou investigar a associacdo do Oleo essencial de
Eucalyptus staigeriana sobre a acdo de antibacterianos sintéticos comerciais dentre eles,
a Ampicilina (AMP), Gentamicina (GEN), Ceftriaxona (CEF) e Ciprofloxacino (CIP),
como mostra a Tabela 7.
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Tabela 7. Associacdo do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana, aos antibacterianos.

1 Substancia AMP? GEN? CEF* CIP®
Cepa
Kp Cepa + antibidtico 0 mm 20 mm 28 mm 12 mm
ATCC Cepa + antibi6tico + 6leo 8 mm?t 16 mm| 22 mm] 24 mm?1
Kp 101 Cepa + antibiotico 0 mm 20 mm 26 mm 24 mm
Cepa + antibiotico + 6leo 24 mm 1 20mm*  20mm | 26 mm 1
Cepa + antibidtico 0 mm 18mm 26 mm 12 mm
Kp 103
Cepa + antibidtico + dleo 0mm* 24 mm? 44 mm? 12 mm*
Kp 105 Cepa + antibiotico 12 mm 20 mm 24 mm 36 mm
Cepa + antibidtico + dleo 8 mm| 20 mm* 32 mm? 12 mm|
Kp 110 Cepa + antibiotico 20 mm 20 mm 28 mm 30 mm
Cepa + antibiotico + 6leo 10 mm] 16 mm] 22 mm] 34 mm?

1 Kp - Klebsiella pneumoniae; 2Ampicilina; *Gentamicina; “Ceftriaxona; ° Ciprofloxacino; * Resultados
expressos em mm — milimetro (didmetro dos halos de inibigdo do crescimento microbiano); ** Efeito
sinérgico (1); efeito antagonico (|); efeito indiferente (*).

Fonte: Acervo préprio

Com relacdo a associagdo, foi verificado um perfil semelhante para os efeitos
sinérgicos e antagdnicos com 40% de ambas as cepas, e 20% apresentaram efeitos
indiferentes. Observou-se uma predominancia do efeito sinérgico do antibacteriano
Ciprofloxacino (CIP) quando associado ao 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana.

Embora ndo tenham sido encontrados estudos de associacao do 6leo essencial de
Eucalyptus staigeriana com antibacterianos, outras espécies de planta tém sido estudadas.
Um estudo demonstrou que o Oleo essencial de Eucalyptus camaldulensis apresentou
propriedades antibacterianas contra biofilmes de Pseudomonas aeruginosa e, ao ser
combinado com os antibacterianos ciprofloxacino e gentamicina, o efeito foi sinérgico
contra as cepas bacterianas (Al-gaysi et al., 2019).

Elangovan e Mudgil (2023) demostrou que o 6leo de Eucalyptus globulus
apresentou efeitos sinérgicos com antibidticos contra Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), alterando a permeabilidade da membrana e aumentando a eficacia
dos antibidticos. Resultados semelhantes, apontou que a combinacéo dos 6leos essenciais
de Melaleuca alternifolia (CIM 4 a 8 pg/mL) e Eucalyptus globulus (CIM 32 a 256
Hg/mL) com oxacilina mostrou um efeito sinérgico contra 0 MRSA (ISEPPI et al., 2023).

Hendry et al. (2009) investigou a eficacia antibacteriana do 6leo bruto de eucalipto

(EO) e seu componente 1,8-cineol, sozinho e em combinacdo com digluconato de
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clorexidina (CHG), contra micro-organismos formadores de biofilme. O CHG foi mais
ativo, mas atividade antibacteriana sinérgica foi observada quando combinado com EO
ou 1,8-cineol, particularmente contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida
albicans e Pseudomonas aeruginosa.

O estudo de Resende et al. (2022) avaliou a associacdo dos 6leos essenciais de
Eucalyptus globulus e Mentha piperita L. com antimicrobianos comerciais. Os resultados
revelaram que o 6leo de Eucalyptus globulus potencializou a acdo da amoxicilina,
cefalotina e gentamicina contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. Além disso, o 6leo de Mentha piperita L. demonstrou sinergia significativa
com a amoxicilina contra S. aureus.

Em relacdo a Klebsiella pneumoniae, Silva Mariz et al. (2023) observaram que a
combinacdo do dleo essencial de Lavandula hybrida com antimicrobianos sintéticos
apresentou resultados variados. Com a ampicilina, ocorreram efeitos sinérgicos e
antagoénicos em 50% das cepas testadas. J& com gentamicina, a maioria das cepas
analisadas mostrou um efeito sinérgico.

Por outro lado, Cruz et al. (2024) analisou a combinagdo do dleo essencial de
Juniperus communis com cefalotina e ampicilina contra cepas de Klebsiella pneumoniae.
Os resultados revelaram que, na maioria das cepas, essas combinacdes apresentaram
efeitos antagonicos e indiferentes. No entanto, a combinacdo com a cefalotina
demonstrou um efeito sinérgico contra uma cepa especifica.

Bariz et al. (2023) ao investigar a combinagdo do Oleo essencial de Thymus
algeriensis com antibacterianos contra cepas de Klebsiella pneumoniae, detectaram uma
interacdo sinérgica com amoxicilina-acido clavulanico. Comparando-se com o disco
contendo apenas amoxicilina-acido clavulanico, o didmetro da zona de inibicao do disco
combinado aumentou de 2 para 4mm, evidenciando um efeito sinérgico significativo.

Além disso, 0s 6leos essenciais de tomilho e hortela, junto com seus componentes
ativos, mostraram atividades promissoras de antibiofilme contra Klebsiella pneumoniae
quando combinados com ciprofloxacino, reduzindo a formacéo de biofilme e aumentando
a eficécia antibidtica (Mohamed et al., 2018).

Silva et al. (2023) demonstrou que o 6leo essencial de Origanum vulgare L.
(orégano), quando combinado com ampicilina e gentamicina, possui um efeito sinérgico
significativo contra algumas cepas de Klebsiella pneumoniae. Ja, Cordeiro et al. (2020)
investigou o uso de carvacrol combinado com ceftazidima e cefepima contra Klebsiella

pneumoniae. A combinacdo mostrou efeito aditivo em 100% das cepas analisadas,
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indicando que o carvacrol pode ser um adjuvante potencial no tratamento de infeccdes

por K. pneumoniae com esses antibidticos.

5.3 Obtengdo dos sistemas emulsionados contendo Oleo essencial de Eucalyptus

staigeriana

5.3.1 Determinacdo do Equilibrio Hidrdfilo-Lipéfilo (EHL) do 6leo essencial de

Eucalyptus staigeriana

Para o 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana, ndo hd EHL descrito na literatura
para sua veiculagdo em sistemas emulsionados. Este parametro foi definido neste estudo;
as analises seguiram a metodologia descrita nos itens 4.8 e 4.11, e os resultados estdo na
Tabela 8.

Tabela 8. Diametro médio da goticula (SIZE) e indice de polidispersdo (PDI) das

nanoemulsdes para analise de EHL do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana.

Valor EHL? D13 D10
F* Final Size® (nm) PDI® Size (nm) PDI
1 12 85,7 0,32 87,9 0,14
2 13 73,8 0,40 1145 0,26
3 14 89,3 0,32 89,7 0,21
4 15 60,48 0,39 X X
n’ 77,32 0,35 97,36 0,20
6° 13,03 0,0435 14,86 0,06

'F- Formulagdo; 2EHL-Equilibrio Hidréfilo-Lipofilo; °D1- 1 dia; “D10 - 10 dias; ®Size - diametro médio
da goticula; PDI - indice de polidispersdo; 7(p): Média; 8(c): Desvio Padrao.

A formula 1 — EHL 12, com 26% de Span® 80 e 74% de Tween® 80, apresentou
os melhores resultados para o 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana. O tamanho das
goticulas variou de 85,7 a 87,9 nm, mantendo-se < 100 nm do D1 ao D10, enquanto o
indice de polidispersdo foi <0,3.

Os resultados estdo em conformidade com os relatados para 6leos de origem
vegetal com valor de EHL entre 6 e 12 (Smejkal et al. (2024).

Além disso, cumpre os critérios de avaliacdo proposto por Chime et al. (2014),
onde nanoemulsdes com valor de PDI < 0,3 sugere maior homogeneidade, ao sistema, e

tamanhos de goticulas < 100 nm proporcionam melhor estabilidade e pode aumentar a
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biodisponibilidade, melhorando a taxa de liberacdo de farmacos devido a maior area
superficial.

No preparo de nanoemulsdes, varios estudos tém demostrado a importancia de
determinar com precisdo o valor de EHL, pois varia¢fes na composicdo do 6leo essencial
e nos métodos de processamento podem afetar significativamente os resultados, exigindo
abordagens personalizadas para cada tipo de 0leo.

Santos et al. (2023) verificaram que nanoemulsfes do 6leo essencial de limao
apresentaram mecanismos de desestabiliza¢do variados, dependendo do valor de EHL.
As formulages continham 0,5% de emulsificantes, 5% de 6leo essencial de liméo e agua
deionizada. As razBes de Tween 80/Span 20 geraram numeros de EHL de 11 a 15. As
nanoemulsdes com EHL inferior a 12 apresentaram distribuicfes bimodais, levando a
coalescéncia, enquanto aquelas com EHL 12 mostraram maior estabilidade fisica, com
distribuicdo monomodal do tamanho das goticulas ao longo do tempo.

Pascual-Mathey et al. (2022) constataram que a formulacdo 6tima e estavel de
nanoemulsdes de oleo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) teve um valor de
EHL12, para uma relacdo surfactante: dleo de 5:1. Esta combinagdo resultou em
nanoemulsdes com tamanho de goticula de 55 nm e um indice de polidispersidade (PDI)
de 0,2.

Da mesma forma, nanoemulsdes de dleo essencial de murta-do-anis (Syzygium
anisatum) mostraram 6timos resultados com EHL de 12, com tamanho de goticula de
30,23 nm. Por outro lado, EHL de 14 foi necessario para a producdo de nanoemulséo
contendo 6leo essencial de murta-limdo (Murraya paniculata) com tamanho de goticula
de 16,07 nm. Estes parametros foram obtidos com 1% de Gleo essencial e 10% de
surfactante (Smix), usando ultrassom por 5 min (Nirmal et al., 2018).

O EHL 12 foi também requerido para obtencdo de nanoemulséo incorporando
6leo essencial de citral. A concentracdo de citral foi fixada em 10%, e a proporcao ideal
de surfactante (Span 85 e Brij 97) variou de 0,4 a 0,6. Utilizando uma poténcia
ultrassonica de 18 W por 120 segundos, as nanoemulsdes de citral formadas resultaram
em tamanhos de goticulas < 100 nm, apresentando boa estabilidade (LU et al., 2018).

Diferentemente, Al-Asmaril et al. (2023) obteve nanoemulsdes contendo 6leos
essenciais de orégano e tomilho, com variac@es significativas no valor do EHL. Para o
6leo essencial de orégano, identificou-se um EHL de 4,3, resultando em um menor valor
de PDI 0,192 e um tamanho de goticula de 185,1 nm. Com relacéo ao 6leo essencial de
tomilho, o EHL ideal foi de 14, com PDI de 0,198 e tamanho de goticula de 130 nm.
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Nanoemulséo contendo dleo volatil de Matricaria recutita L. foi formulada com
EHL proximo a 7, usando uma mistura de Tween 80 e Span 80 (5%, p/p). As
nanoemulsdes com e sem 0Oleo essencial mostraram aspecto transltcido, diametro médio
de 104,97 £ 4,03 € 92,32 + 6,17 nm, e indice de polidispersidade de 0,27 + 0,06 € 0,31 +
0,04, respectivamente (Lopes et al., 2023).

O estudo com o 6leo essencial de noz indicou que o EHL ideal de 14,5 resultou
na maior estabilidade da nanoemulsdo. Esses resultados foram obtidos com um
homogeneizador a 32.000 rpm por 5 min., demonstrando que tanto o EHL quanto a
velocidade de homogeneizagdo influenciaram significativamente a estabilidade do
sistema (Putri e Ariyanto, 2022).

Saengsorn e Jimtaisong (2017) obtiveram uma nanoemulsdo estavel com 6leo de
Sacha Inchi (Plukenetia volubilis) apresentando EHL de aproximadamente 8,5. Os
emulsificantes utilizados foram steareth-2 (EHL 5) e steareth-21 (EHL 15), em
concentracdo de 5% (p/p). A homogeneizagdo foi realizada a 6.500 rpm por 5 min. a
75°C.

5.3.2 Estudo de otimizacdo, avaliacdo das propriedades organolépticas e fisico-quimica

das nanoemuls@es contendo dleo essencial de Eucalyptus staigeriana

Neste estudo, foram otimizadas 17 formulacGes, onde o preparo seguiu a
metodologia descrita no item 4.9, tendo por base 0 EHL 12 (26% de Span® 80 e 74% de
Tween® 80), dentro da faixa encontrada como mais apropriado para incorporar o 6leo
essencial de Eucalyptus staigeriana. Os resultados das propriedades organolépticas e

fisico-quimica das nanoemulsdes obtidas com EHL 12 estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9. Avaliacdo das propriedades organolépticas e fisico-quimica de nanoemulsdes

contendo o 6leo de Eucalyptus staigeriana do estudo de otimizacéo.

Ft Andlise Size? (nm) PDI®
macroscopica
1 Com alteragBes 677,8 0,4951
2 Com alteragBes 223,3 0,5053
3 Sem alteracbes 248,1 0,3371
4 Com alteragBes 3115 0,7259
5 Sem alteragbes 265,2 0,4341
6 Com alteracgBes 284,8 0,4071
7 Com alteracgBes 323,6 0,7721
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8 Sem alteragbes 198,1 0,4501
9 Sem alteragbes 94,29 0,1979
10 Com alteracgBes 423,6 0,3858
11 Com alteragdes 482.6 0,4253
12 Sem alteracOes 84,42 0,3159
13 Com alteragbes 2145 0,4712
14 Com alteragdes 49,78 0,3802
15 Com alteracOes 272,3 0,2834
16 Sem alteracfes 313,3 0,4922
17 Sem alteracOes 105,9 0,3088

'F = Formulac&o; %Size - diametro médio da goticula; *PDI - indice de polidispersio;
Fonte: Acervo proprio.

Com relacdo as propriedades organolépticas, na avaliacdo de 24 horas, 10
nanoemulsdes (F1, F2, F4, F6, F7, F10, F11, F13, F14 e F15) mostraram separagdo de
fases, caracterizando-se como sistemas instaveis. Por outro lado, 7 formulagdes (F3, F5,
F8, F9, F12, F16 e F17) permaneceram estaveis, com cor homogénea, aspecto translicido
e odor caracteristico.

Quanto as propriedades fisico-quimicas, analisadas pelo tamanho de goticulas
(SIZE) e indice de polidispersdo (PDI), a formulacdo 9 (15% de 6leo, 10% de tensoativos
com EHL 12 e 75% de agua) apresentou os melhores resultados, com menor PDI (0,19)
e diametro médio de goticula < 100 nm (94,29 nm), indicando um sistema de distribui¢ao
estreita e monomodal. Essa nanoemulséo foi escolhida como a formulacdo mais
apropriada para veicular o 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana e para os testes
bioldgicos in vitro e estudo de estabilidade.

Outro estudo obteve uma nanoemulsdo do 6leo essencial de Eucalyptus globulus,
assistida por ultrassom, otimizando parametros para atingir o tamanho de goticula e a
estabilidade da emulséo. O Tween 80 e o caseinato de sddio foram os estabilizadores mais
eficazes, resultando em um tamanho de goticula variando de 100 a 200 nm, com PDI de
0,23 (Song et al. 2021).

Neste mesmo contexto, Ebrahimzadeh et al. (2022) constataram que a alta
concentracdo de Tween 80 e a baixa concentracdo de 6leo essencial de eucalipto afetaram
positivamente a reducéo do tamanho das goticulas das nanoemulses, sugerindo que esses
fatores foram significativos na estabilidade. A variacdo na concentracdo de etanol, no
entanto, ndo mostrou impacto no tamanho da goticula.

Adak et al. (2020) obteve duas combinagdes Otimas de oleo essencial de
Eucalyptus globulus e Tween 80 (surfactante), proporcdes de 1:2 e 1:2,5 com uma

concentracdo de 6% de 6leo. Os tamanhos das goticulas das nanoemulsdes foram medidos
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em 4,04 nm e 2,27 nm, com indices de polidispersdo (PDI) de 0,37 e 0,77,
respectivamente, indicando boa estabilidade e uniformidade.

Como também, Dakhlaoui et al. (2023) estudaram o efeito de surfactantes (Tween
20, 40 e 80) na formac&o de nanoemulsdes com 6leo essencial de Eucalyptus cladocalyx.
O Tween 80 foi identificado como o surfactante mais eficaz, resultando em uma
nanoemulsdo estavel com tamanho de goticula de 40 nm e indice de polidispersédo (PDI)
de 0,49. Essa estabilidade foi mantida por 4 meses de armazenamento.

E, Alhasso et al. (2023) desenvolveram nanoemulsdes para melhorar a entrega de
mupirocina na pele, utilizando o 6leo de eucalipto ou eucaliptol, com Tween® 80 e
Span® 80. A nanoemulsdo com o 6leo de eucalipto teve um tamanho menor de goticula
SIZE de 35,89 £ 0,68 nm e PDI mais estreito de 0,10 £ 0,02 nm em comparagdo com
nanoemulsdo com eucaliptol. Ambas as formulagdes foram estaveis a 25 °C por trés
meses, com a capacidade de aumentar a permeacdo transdérmica do farmaco em
comparagao com o controle.

Ja, Sharma et al. (2020) observaram que o tipo de surfactante afeta o tamanho das
goticulas em nanoemulsdes de 6leo essencial de Eucalyptus globulus. O tamanho médio
das goticulas foi menor com Tween 20 (474 + 88.08) comparado ao Tween 80 (628 *
88.79), possivelmente devido a diferenca no peso molecular dos surfactantes. A
nanoemulsdo com dodecil sulfato de sodio e Tween 20 também apresentou menor
tamanho (260 + 48.30) em comparagao a sem 0 composto.

Sandhu et al. (2023) otimizaram uma nanoemulsdo hibrida com 6leo de
Eucalyptus globulus, Tween 20 e nanoparticulas de sulfeto de zinco (ZnS). A formulacéo
mais estavel foi 1:5 (ZnSNPs:06leo), apresentando um tamanho médio de goticula de 60 £
10,00 nm e forma retangular, o que contribuiu para sua estabilidade e eficacia como
larvicida.

Assim como, Kaur et al. (2019) formularam uma nanoemulsdo com o 6leo
essencial de Eucalyptus globulus, onde a proporc¢éo de 1:2 de éleo para Tween 20 resultou

na formulacdo mais estavel, apresentando goticulas esféricas de 20 a 40 nm.

5.3.4 Estudo de estabilidade da nanoemulsdo e nanoemulgel contendo o dleo essencial de

Eucalyptus staigeriana

Com base na viabilidade dos resultados obtidos no estudo de otimizacdo das
nanoemulsdes, foi realizado o estudo de estabilidade da nanoemulsdo e do nanoemulgel
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contendo o 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana seguindo a metodologia do item

4.14. Os resultados estao dispostos na Tabela 10 e Tabela 11.

Tabela 10. Estudo de estabilidade da nanoemulsdo e do nanoemulgel do 6leo essencial

de Eucalyptus staigeriana em funcéo do diametro da goticula - SIZE, em nanémetro (nm).

= D1 D5 D15 D20 D30 D60 D90

Nanoemulgel 93,24 150,10 106,10 88,99 138,70 83,20 83,36
Nanoemulsdo 88,33 90,46 104,80 99,42 80,38 105,10 81,38

2

K 90,79 120,28 105,45 94,21 109,54 94,15 82,37

o’ 3,47 42,17 0,92 7,38 41,24 15,49 1,40
1F- Formulagéo; 2(p): Média; 3(c): Desvio Padrao.
Fonte: Acervo préprio.

Tabela 11. Estudo de estabilidade do nanoemulsdo e do nanoemulgel do 6leo essencial

de Eucalyptus staigeriana em funcédo do indice do polidispersao (PDI).

F D1 D5 D15 D20 D30 D60 D90
Nanoemulgel 0,24 0,32 0,40 0,27 0,33 0,26 0,35
Nanoemulsdo 0,20 0,24 0,26 0,27 0,17 0,27 0,17

p 0,22 0,28 0,33 0,27 0,25 0,27 0,26

¢’ 0,0 0,1 0,1 0,0 0,1 0,0 0,13

1F- Formulagdo; 2(p): Média; 3(c): Desvio Padrao.
Fonte: Acervo proprio.

Com base nos resultados, a nanoemulsdo do 6leo essencial de Eucalyptus
staigeriana apresentou tamanho de goticulas variando de 80,38 a 105,10 nm, mantendo-
se < 100 nm até o D90. O indice de polidispersdo (PDI) variou de 0,17 a 0,27, com
amostras homogéneas (PDI < 0,3) até o D90.

Corroborando com o descrito, o estudo de Godoi et al. (2017) avaliou a
estabilidade de nanoemulsbGes contendo 6leo essencial de Eucalyptus globulus, que
demonstraram ser adequadas, sem perda significativa de qualidade, por até 90 dias. O
tamanho médio das goticulas foi de aproximadamente 200 nm, com indice de
polidispersdo de 0,2, quando armazenadas a 4°C.

Ja, Sharma et al. (2024) demonstraram que nanoemulsfes do 6leo essencial de
Eucalyptus globulus contendo drogas azdlicas apresentam boa estabilidade por 60 dias,

com tamanho de goticula variando de 245 a 415 nm, potencial zeta entre —9,20 e —25,4
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mV e eficiéncia de encapsulamento de 40% a 50%, indicando seu potencial para
aplicacdes antiflngicas.

Outro estudo avaliou a estabilidade de nanoemulsdo com o6leo essencial de
Eucalyptus globulus, que se mantiveram estaveis apés 50 dias de armazenamento,
indicando que a formulacdo preserva eficazmente o éleo de eucalipto encapsulado, sem
degradacdo ou separacdo significativa. As nanoemulsbes apresentaram atividade
antibacteriana e anti-inflamatéria, sugerindo que sua estabilidade mantém essas
propriedades benéficas (Sharma et al., 2021).

Quatrin et al. (2017) obteve uma nanoemulsao com 6éleo essencial de Eucalyptus
globulus, cuja estabilidade se manteve consistente por 30 dias, com tamanho medio de
goticula de aproximadamente 150 nm e PDI em torno de 0,2. Essa estabilidade foi
essencial para preservar as propriedades antimicrobianas contra Pseudomonas aeruginosa
e Candida spp.

O estudo de Abreu et al. (2020) mostraram que as nanoemulsfes poliméricas
enriquecidas com 0Oleo essencial de Eucalyptus citriodora séo estaveis por mais de 60 dias.
A formulagéo ideal foi caracterizada por um surfactante de cadeia mais longa, resultando
em um tamanho de particula de 489,2 + 0,25 nm e uma eficiéncia de encapsulamento de
92,5+ 0,17%.

Como também, Mohammed et al. (2020) avaliou a estabilidade da nanoemulsao
do oleo essencial de eucalipto em ciclos de congelamento e descongelamento. As
formulagdes demonstraram boa estabilidade fisica, com tamanho de particula de 8,57 nm
e PDI de 0,28. A nanoemulsédo manteve sua estabilidade por 90 dias a 25°C, 7 diasa 0°C
e 14 dias a 54°C, mostrando resisténcia a temperaturas extremas durante transporte e
armazenamento, essenciais para sua eficacia como inseticida.

No que remete aos resultados obtidos no estudo de estabilidade do nanoemulgel
do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana, observa-se que 0 mesmo apresentou
tamanho de goticulas variando de 83,20 a 150,10 nm, mantendo-se < 100 nm até o D90.
O indice de polidispersao (PDI) variou de 0,24 a 0,40, com amostras homogéneas (PDI <
0,3) até o D90. Os resultados foram consistentes ao comparar com a nanoemulséo
utilizada no preparo.

Durante o periodo avaliado, o pH da nanoemulsdo e do nanoemulgel do 6leo
essencial de Eucalyptus staigeriana foi mantido entre 4,0 e 4,5. Ndo foram observadas
alteragdes de cor, odor ou separacdo de fases, e o nanoemulgel apresentou bom

deslizamento e espalhabilidade topica.
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O estudo de Chopade et al. (2022) desenvolveu um nanoemulgel para Tenoxicam
com oleo essencial de eucalipto, visando melhorar a penetracdo transdérmica do anti-
inflamatdrio. O nanoemulgel apresentou caracteristicas favoraveis, com tamanho de
particula de 125,05 nm, teor de farmaco de 97,05% e pH de 6,2, indicando boa
compatibilidade para aplicacédo tdpica.

Ja, Ahmad et al. (2023) formulou um nanoemulgel com cetoconazol, utilizando
15% de 6leo essencial de cravo e 20% de 6leo essencial de eucalipto. As goticulas
apresentaram tamanhos inferiores a 100 nm e polidispersidade de 0,24 a 0,26. Ap06s 24
horas, as porcentagens de cetoconazol liberadas foram de 91 + 4,5% para o 6leo de cravo
e 89 £ 7% para o 6leo de eucalipto. As formulacdes mostraram maior inibicdo do
crescimento fungico em comparacdo com uma formulagdo comercial, evidenciando que
a matriz de gel propicia liberagdo controlada e sustentada do medicamento.

Outros estudos, como o de Alipanah et al. (2022) elaborou um nanoemulgel a
partir de uma nanoemulsdo do 6leo essencial de Eucalyptus globulus gelificada com
carboximetilcelulose. O nanoemulgel apresentou tamanho de goticula de
aproximadamente 200 nm, e demonstrou eficécia larvicida com concentracéo letal, LC50
de 32 pg/mL contra larvas de Anopheles stephensi e propriedades antibacterianas com
IC50 de 187 pug/mL contra Staphylococcus aureus, superando a nanoemulsdo, que teve
IC50 de 3732 pg/mL.

Alhakamy et al. (2021) otimizaram uma formulagdo de nanoemulgel & base de
6leo de eucalipto com etoricoxibe. O nanoemulgel apresentou um tamanho de goticula de
179,6 = 4,21 nm, PDI de 0,373 + 0,02 e potencial zeta de —10,9 = 1,01 mV, indicando
boa estabilidade. Liberou 85,3 + 1,8% do farmaco em 12 horas e foi considerado seguro
para uso topico. O teste anti-inflamatorio in vivo, utilizando o método de edema de pata
de rato, demonstrou 78,4 + 3,5% de inibigédo da inflamag&o em 8 horas.

Além disso, Rehman et al. (2022) desenvolveram nanoemulgéis com eucaliptol
para cicatrizacdo de feridas. A formulacdo F5 teve pH entre 5 e 6, homogeneidade e
espalhabilidade adequadas, tamanho de goticula de 139 + 5,8 nm e 94,81% de carga de
farmaco. A porcentagem de contragcdo da ferida no grupo F5 foi de 100% + 0,015,
superando os grupos padrdo e controle, evidenciando a eficacia do nanoemulgel na

cicatrizacao.
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5.4 Avaliacdo da atividade antibacteriana da nanoemulsdo e do nanoemulgel contendo o

0leo essencial de Eucalyptus staigeriana frente as cepas de Klebsiella pneumoniae

Os testes in vitro para avaliacdo da atividade antibacteriana da nanoemulsdo do
0leo essencial de Eucalyptus staigeriana foram realizados conforme a metodologia do
item 4.15, e comparados aqueles obtidos com o 6leo isolado. Os resultados estéo

dispostos na Tabela 12.

Tabela 12. Concentracéo Inibitoria Minima e Concentracdo Bactericida Minima do dleo

isolado e da nanoemulsdo de Eucalyptus Staigeriana frente a cepas de Klebsiella

pneumoniae.
Cepas! /Teste Oleo essencial Nanoemulséo
Kp ATCC CIM 500pg/ml 500pg/ml
13883 CBM >1000pg/ml >1000pg/ml
Kp 101 CIM 1000pug/ml 1000pg/ml
CcBM >1000pg/ml >1000pg/ml
Kp 103 CIM 1000pg/ml 1000pg/ml
CBM >1000pg/ml >1000pg/ml
Kp 105 CIM 500pg/ml 500pg/ml
CBM >1000pg/ml >1000pg/ml
Kp 110 CIM 500pg/ml 500pg/ml
CBM >1000pg/ml >1000pg/ml

'Kp - Klebsiella pneumoniae
Fonte: Acervo proprio.

Pelos resultados da CIM e CBM, a nanoemulsdo do 6leo essencial de Eucalyptus
staigeriana apresentou forte atividade antibacteriana contra as cepas de Klebsiella
pneumoniae testadas. Além disso, demostrou efeito bacteriostatico contra essas cepas
(Sartoratto et al., 2004; Hafidh et al., 2011).

Estudos recentes tém explorado a eficacia de nanoemulsbes de diferentes 6leos
essenciais contra Klebsiella pneumoniae. Fadel et al. (2023) formulou uma nanoemulséo

combinando 6leo essencial de Lavandula angustifolia e nanoparticulas de ouro. As
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nanoparticulas apresentaram tamanho de 176,4 nm, indice de polidispersidade de 0,429 e
potencial zeta de -7,38 mV. A nanoemulsdo mostrou forte atividade antibacteriana contra
Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus, com valores para CIMs de 32 e 16
pg/mL, respectivamente.

Aldahlawi et al. (2022) prepararam trés nanoemulsdes com 6leos essenciais de
coentro, endro e linhaca, utilizando surfactantes e agua, resultando em tamanhos de
goticulas entre 25 e 62 nm. A atividade antibacteriana contra Klebsiella pneumoniae
mostrou CIMs de 21,8+2,9 (%, v/v) para a nanoemulséo do 6leo de linhaga, enquanto as
de coentro e endro apresentaram CIMs maiores, com valores de 31,0+4,5e 42,1+11,9 (%,
v/V), respectivamente.

Tayeb et al. (2022) avaliaram a atividade antibacteriana da nanoemulséo do 6leo
essencial de cravo contra Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos. A
formulagdo apresentou goticulas de 138 + 1,769 nm, indicando ser monodispersa e
estdvel. A CIM de 0,16% inativou completamente K. pneumoniae e manteve sua
estabilidade funcional ap6s duas semanas de armazenamento a 4 °C.

J&, El-Sherbiny et al. (2024) desenvolveram uma nanoemulséo de 6leo de canela
com tamanho de goticula de 70,6 + 28,3 nm, PDI de 0,076 e potencial zeta de 6,9 mV,
indicando boa estabilidade. A nanoemulsdo apresentou atividade antibacteriana
significativa contra cepas clinicas de Klebsiella pneumoniae, com CIM variando de
0,077% a 0,31% v/v, equivalente a 0,2 — 0,82 ng/mL.

Diferentemente, Monteiro et al. (2023) demonstraram que as nanoemulsées do
6leo essencial de Baccharis dracunculifolia apresentaram tamanho médio de goticulas
entre 13,14 e 56,84 nm, com PDI variando de 0,12 a 0,30. Em relacdo a atividade
antibacteriana contra Klebsiella pneumoniae, a nanoemulsédo teve CIM menor (5,0
mg/mL) do que o bleo essencial (15,0 mg/mL), enquanto a CBM foi superior a 20 mg/mL
para a nanoemulsdo e 20,0 mg/mL para o 6leo essencial.

No estudo de Amasha (2024) nanoemulsdes foram elaboradas a partir dos 6leos
essenciais de Coriandrum sativum (Nea), folhas de Achillea clavennae (Neb) ou raizes
de Zingiber officinale (Nec). Os tamanhos das goticulas variaram de 120,11 a 160,14 nm,
com médias de 131,19 + 0,5 nm para Nea, 125,30 + 1,74 nm para Neb e 137,69 + 1,25
nm para Nec. Avaliou-se o efeito das nanoemulsdes na inibicdo do crescimento de
Klebsiella pneumoniae, observando halos de inibicdo de 11 + 0,87 mm para Nea, 14 +

0,07 mm para Neb e 11 + 0,18 mm para Nec.
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Como parte do objetivo deste estudo, foi investigado a atividade antibacteriana do
nanoemulgel contendo oOleo essencial de Eucalyptus staigeriana, utilizando o mesmo
produto teste do estudo de estabilidade. Os parametros de tamanho de goticula (SIZE) e
indice de polidispersdo (PDI) estdo detalhados no item 5.2.4. Os resultados mostram que
o nanoemulgel de Eucalyptus staigeriana apresentou um halo de inibicdo de 10 mm,
demonstrando atividade antibacteriana eficaz contra a cepa Klebsiella pneumoniae.
Conforme Bona et al. (2014), no teste de difusdo em disco, um produto é considerado
antibacteriano quando os halos de inibi¢do tém didmetro igual ou superior a 6 mm. Assim,
o nanoemulgel cumpre esse critério, confirmando sua atividade antibacteriana.

Apesar do avango nas pesquisas sobre nanogeéis antibacterianos, poucos estudos
se concentram nos que utilizam o6leos essenciais contra Klebsiella pneumoniae. No
entanto, investigacGes anteriores ja& demonstraram que formulacGes de nanogéis e
hidrogéis com 6leos essenciais e outros produtos naturais podem inibir o crescimento de
varias bactérias patogénicas.

Eid et al. (2022) desenvolveram um nanoemulgel contendo 6leo essencial de
alecrim (Rosmarinus officinalis) e avaliaram suas atividades antibacterianas. O
nanoemulgel foi formulado com ¢6leo essencial de alecrim, Tween 80 e Span 80 como
surfactantes, e uma base de gel com agentes gelificantes. Os testes in vitro mostraram
halos de inibicdo significativos contra Staphylococcus aureus (20 mm), Klebsiella
pneumoniae (19 mm), Escherichia coli (18 mm) e Pseudomonas aeruginosa (16 mm),
indicando uma forte atividade antibacteriana.

De forma semelhante, Alsakhawy et al. (2022) obtiveram um hidrogel composto
por caseinato e gelatina, utilizado para encapsular o 6leo essencial de Thymus vulgaris,
que apresentou atividade antibacteriana significativa in vitro, evidenciada pelos halos de
inibicdo formados: Staphylococcus aureus (20 mm), Escherichia coli (18 mm), Klebsiella
pneumoniae (19 mm) e Pseudomonas aeruginosa (16 mm).

Kamalah et al. (2023) avaliaram a eficcia de diferentes concentracdes de gel de
carvao de casca de coco (3%, 6% e 9%) na inibi¢do do crescimento da bactéria Klebsiella
pneumoniae. Os resultados mostraram que o gel com concentracdo de 3% foi 0 mais
eficaz, apresentando uma média de zona de inibicdo de 85,12 mmz2. Em comparacgéo, as
concentracfes de 6% e 9% apresentaram médias de 17,1 mm2 e 30,69 mmz2
respectivamente. O controle positivo, utilizando ciprofloxacina, apresentou uma média
de 304,82 mmz?, enquanto o controle negativo (DMSO) ndo mostrou nenhuma atividade

inibitdria.
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Yahyaa et al. (2020) investigaram a eficacia antibacteriana de hidrogéis de
Carbopol enriquecidos com 06leos essenciais. A combinacéo de 6leos essenciais de cravo,
canela e melaleuca (1% a 3%) mostrou-se eficaz, com zonas de inibi¢do variando de 18-
23 mm para Staphylococcus aureus, 17-20 mm para Escherichia coli e 14-18 mm para
Pseudomonas aeruginosa. A formulacédo final continha Carbopol Ultrez 21 (0,5% a 1%),
glicerina (5%), etanol (10%) e trietanolamina para ajuste de pH.

Alam et al. (2022) pesquisaram um nanoemulgel com dleo essencial de erva-doce
(Foeniculum vulgare) e sua atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus. O
nanoemulgel, desenvolvido com nanoparticulas de acido polilatico-co-glicélico (PLGA),
tinha tamanho médio de particulas de 123,19 + 6,16 nm e eficiéncia de encapsulacao de
66,4 + 3,13%. Testes in vitro mostraram halos de inibicdo significativos contra

Staphylococcus aureus, com medida de 23 £ 1,15 mm.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que:

= Em relagdo ao 6leo essencial de Eucalipto staigeriana:

- E composto principalmente por monoterpenos hidrogenados e oxigenados, como o
geraniol, nerol, terpinoleno e geranato de metila como principais constituintes.

- Apresentou forte atividade antibacteriana e efeito bacteriostatico contra cepas de
Klebsiella pneumoniae.

- Mostrou maior atividade antiaderente, na propor¢cdo de 1:2, em comparacdo com o
controle positivo (digluconato de clorexidina 0,12%) sobre cepas de K. pneumoniae.

- Foi identificado um efeito sinérgico mais pronunciado quando associado ao antibiotico

Ciprofloxacino.

= Para os sistemas nanoemulsionados (hanoemulsao e nanoemulgel):

- A nanoemulsdo otimizada (15% de 6leo, 10% de tensoativos e 75% de agua, EHL12)
apresentou propriedades fisico-quimicas e organolépticas satisfatorias, sendo a mais
adequada para veicular o 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana.

- A nanoemulsédo do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana apresentou forte atividade
antibacteriana e efeito bacteriostatico frente as cepas de Klebsiella pneumoniae.

- A nanoemulsdo e o nanoemulgel mantiveram homogeneidade e estabilidade, com
durabilidade de até 90 dias nas condic¢des de preparo.

- O nanoemulgel demonstrou atividade antibacteriana eficaz sobre cepas de Klebsiella

pneumoniae.

Conclui-se que o 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana e suas formulagdes em
nanoemulsdo e nanoemulgel demonstram eficaz acdo antimicrobiana sobre cepas de
Klebsiella pneumoniae, sendo promissores candidatos no desenvolvimento de novas

tecnologias farmacéuticas.
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Resumo - O aumento de bactérias multimresistentes, specmlmente do grupo ESKAPE (Enterococcus faecium,

Staphylococcus aureus, Klebsiella p niae. Acinetob de aeruginosa e Enterobacter spp.).

Tepresenta uma ameaca crescente a a satde publica global, devido a resnstencla aos antibidticos e a formacdo de biofilmes.

Diante da escassez de novos antibidticos, alternativas com o uso de produtos naturais como 6leos essenciais tém despertado
imteresse. O leo essencial de Eucalyptus staigeriana, pertencente a familia Myrtaceae, € amplamente utilizado nas industrias
cosmética e alimenticia e se destaca farmacologicamente pela presenca de monoterpenos oxigenados, que lhe conferem
propriedades antimicrobianas, especialmente contra bacténias gram-positivas, embora sua eficacia contra gram-negativas
seja limitada. Esta revisdo narrativa analisa os aspectos botanicos e a atividade farmacologica do 6leo essencial dessa espécie,
com base em artigos das plataformas PubMed, BVS e Periédicos Capes publicados nos tltimos 10 anos, em portugués e
mglés. Os principais compostos desse oleo essencial incluem geranial, nerol. limoneno e 1.8-cineol, responsaveis por suas
propriedades antifingicas, antibacterianas, anti-inflamatérias e antioxidantes. O 6leo demonstrou eficacia contra patogenos
fimgicos, como Colletotrichum gloeosporioides, Greeneria uvicola e Botrytis cinerea, além de acdo larvicida contra dedes
aegypti e controle de nematdides em ovinos. No ambito antibacteriano, apresentou atividade contra bactérias gram-positivas
resistentes, como Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Além disso, o 6leo reduz mediadores inflamatérios, auxiliando
no tratamento de doencas inflamatdrias e oferecendo protecdo contra danos oxidativos. O estudo refor¢a seu potencial para
o desenvolvimento de produtos farmacéuticos naturais inovadores.

Palavras-chave: Monoterpenos; Fitoterapia; Myrtaceae.

Abstract - The increase in multidrug-resistant bacteria, especially of the ESKAPE group (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, and Enterobacter spp.),
represents a growing threat to global public health, due to antibiotic resistance and the formation of biofilms. Faced with the
scarcity of new antibiotics, alternatives using natural products such as essential oils have aroused interest. The essential oil
of Eucalyptus staigeriana, belonging to the Myrtaceae family, is widely used in the cosmetic and food industries and stands
out pharmacologically for the presence of oxygenated monoterpenes, which give it antimicrobial properties, especially
against gram-positive bacteria. However, its effectiveness against gram-negative bacteria is limited. This narrative review

the botanical aspects and pharmacological activity of the essential oil of this species, based on articles from the
PubMed, VHL, and Capes Joumnals platforms published in the last 10 years, in Portuguese and English. The main compounds
in this essential o1l include geranial, nerol, limonene, and 1.8-cineole, which are responsible for its antifungal. antibacterial,
anti-inflammatory, and antioxidant properties. The oil has demonstrated efficacy against fungal pathogens, such as
Colletotrichum gloeosporioides, Greeneria uvicola, and Bofrytis cinerea, as well as larvicidal action against Aedes aegypti
and control of nematodes in sheep. In the antibacterial field, it showed activity against resistant gram-positive bacteria, such
as Staphylococcus aureus and Escherichia coli. In addition, the oil reduces inflammatory mediators, aiding in the treatment
of inflammatory diseases and offering protection against oxidative damage. The study reinforces its potential for the
development of innovative natural pharmaceuticals.

Key words: Monoterpenes; Phytotherapy: Myrtaceae.
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