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Resumo

O uso e estudo documentado de propriedades de 6leos essenciais remete as
civilizagBes egipcia e chinesa. Desde entdo, tém sido utilizados principalmente
para medicina e cosmética, devido a propriedades terapéuticas que possam vir
a apresentar. Um dos usos mais conhecidos e divulgados foi durante a Peste
Negra, em que os médicos possuiam misturas de 6leos essenciais nos bicos das
mascaras para protecdo e disfarcar o odor. Devido suas propriedades
antibacterianas ja conhecidas, sdo amplamente utilizados. As pesquisas sobre
novos 6leos essenciais e suas propriedades avancam a cada dia, sendo esta,
mais uma. O objetivo principal desta pesquisa € a andlise de propriedades
microbiologicas do 6leo essencial da planta Nectandra nitidula Nees & Mart.,
planta presente na América do Sul. A pesquisa se deu pela obtencédo do 6leo
essencial da planta por meio de destilacao por arraste a vapor. A pesquisa com
0S micro-organismos selecionados foi realizada por meio de teste de
Sensibilidade em Disco e confirmando a presenca de atividade antimicrobiana,
uma nanoformulacao foi preparada com 5% do Oleo essencial obtido e por meio
de aquecimento das fases aquosa e oleosa com resfriamento sob agitacéo
constante até temperatura ambiente para futuras utilizagbes em formulagdes
farmacéuticas. Dos micro-organismos testados durante a pesquisa, apenas
Staphylococcus epidermidis apresentou sensibilidade na presenca do oleo
essencial.

PALAVRAS CHAVE: Nectandra nitidula; Oleo Essencial; Propriedades

Antimicrobianas; Nanoformulacao.
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Abstract

The study and use of properties of essential oils are from the Egyptian and
Chinese civilizations. Since then, they have been used specially for medicine and
cosmetics, because of their therapeutical properties that they can present. One
of the most famous uses is the use of the essential oils during the black Plague,
when the doctors used to put some mixed essential oils on the beaks of their
masks both for protection and to odor disguise. Because of the antibacterial
properties of the essential oils that are known, they are widely used. The
researches about new essential oils and their properties are increasing and the
main objective of this project is the analysis of microbiological properties of the
essential oil of Nectandra nitidula Nees & Mart., a plant that is very present in
South America. The research started with the production of the essential oil by
steam distillation. The antimicrobial research was performed by a disk sensibility
test and, in case of presence of activity on the Petri dishes, a nanoformulation
was prepared using 5% of the essential oil and by heating both aqueous and oily
phases and cooling them together by vigorous mixing them until ambient
temperature to future utilizations in pharmaceutical formulations. Only
Staphylococcus epidermidis presented sensibility in the presence of the
Nectandra nitidula’s essential oil

PALAVRAS CHAVE: Nectandra nitidula; Essential oil; Microbian properties;
Nanoformulation.
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1. Introducéo

O uso de plantas medicinais e seus derivados ndo possui uma data correta de
inicio de utilizacdo, porém acredita-se que seu principio foi junto ao
desenvolvimento da humanidade (FIRMO et al., 2011).

Alguns pesquisadores prop6em datas relacionadas a registros historicos e
arqueologicos, como DUARTE (2006), que infere que o primeiro registro ocorreu
no ano de 500 antes de Cristo (a.C.), na China, porém foram encontrados
documentos datados de 2800 a.C. (o manuscrito “Ebers Papirus”, de origem
egipcia), de 60.000 anos atras (registros arqueoldgicos encontrados do atual
Iraque) e datados de 17.300 anos atras (desenhos encontrados em uma caverna
na cidade de Lascaux, Franca) (BUCKLE, 2014). Além destes supracitados,
VALE (2002) infere que o primeiro registro de plantas medicinais e seus usos foi
entre 2838-2698 a.C. em um documento escrito por um imperador chinés de
nome Shen Nung (FIRMO et al.,, 2011; TRANCOSO, 2013). Com estas

informacdes e diferentes consideracdes, é dificil definir uma data de inicio.

Além dos egipcios, chineses e persas, civilizagdes como a India, Tibet,
Uzbequistdo e também europeus e nativos sul e norte americanos também
possuem registros do uso de medicamentos naturais e seus derivados, como
extratos, tinturas e 6leos essenciais (OE) (BUCKLE, 2014)

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 85% da
populacdo mundial (em especial paises em desenvolvimento) faz uso de plantas
medicinais, seja por questdes econdmicas ou pela substituicio da medicina
convencional pela alternativa (BADKE et al.,, 2012; BATTISTI et al., 2013;
MINISTERIO DA SAUDE, 2006; SOUZA; RODRIGUES, 2016). Além disso,
muitas vezes o tratamento com plantas medicinais e fitoterapicos pode
representar a Unica opg¢do para algumas comunidades e grupos étnicos
(MACIEL et al., 2002).

O Brasil possui entre 15 e 20% de toda a biodiversidade mundial, conforme a
Convencéo da Diversidade Bioldgica (MINISTERIO DA SAUDE, 2006) e, dentro
desta porcentagem, ha aproximadamente 55.000 espécies vegetais presentes

em solo brasileiro, sendo apenas 46.355 delas conhecidas e estudadas



(BARREIRO; BOLZANI, 2009; MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, [s. d.,
1993).

Em sua extensao, a biodiversidade brasileira é considerada fonte de substancias
biologicamente ativas (BARREIRO; BOLZANI, 2009; FERREIRA, 2013) e tal
motivo aliado ao desconhecimento de muitas espécies vegetais é um importante
motivo para sua preservagdo (BARREIRO, 2019). Devido a diversidade étnica
aliada a biodiversidade brasileira, o Brasil possui o potencial necessario para que
pesquisas sejam realizadas e resultem em tecnologias farmacéuticas,
medicamentos fitoterapicos e terapias apropriadas (MINISTERIO DA SAUDE,
2006).

Uma enorme gama de metabdlitos ja foi obtida, muitos apresentando atividades
farmacologicas e biologicas, com potencial de desenvolvimento de prototipos
cosméticos e farmacéuticos (JOLY et al.,, 2011). Dos produtos naturais mais

comercializados, estdo os 0leos essenciais ou volateis (JOLY et al., 2011).

Os oOleos essenciais sdo produzidos a partir do metabolismo secundario dos
vegetais e sdo uma mistura complexa de compostos em concentracdes
diferentes, variando entre 20 e 60 de cada composto por 6leo essencial
(TRANCOSO, 2013; WOLFFENBUTTEL, 2007). Embora apresente esta grande
variedade de compostos, apenas dois ou trés se destacam em um o6leo
essencial, sendo estes os determinantes das propriedades daquele oleo
(TRANCOSO, 2013; WOLFFENBUTTEL, 2007). Os dleos volateis apresentam
grande espectro de acao farmacoldgica, podendo atuar de diferentes formas,
como anti-inflamatérios, cicatrizantes, antimicrobianos e analgésicos (AZEREDO
et al., 2014).

LORENZI (1998) descreve, em seu livro, que a espécie Nectandra nitidula Nees
& Mart. € mais conhecida por canela-do-mato ou canela amarela, mas também
pode ser chamada canela-de-mata-ciliar ou canela-do-cérrego. Pode ser
encontrada em matas ciliares e em matas secundarias em altitudes até 1300m,
desde o estado do Parana até a Bahia. A arvore, que varia entre 4 e 8 metros e
floresce entre setembro e novembro, pertence a familia Lauraceae e se encontra
entre 0s 52 géneros e 3000 espécies da mesma, sendo destes, encontrados no
Brasil, 22 géneros e aproximadamente 390 espécies (ALVES; SARTORI, 2009;



ROHWER, J. G., 1993). E uma arvore lenhosa, cuja madeira é utilizada

principalmente em construgao civil (LORENZI, 1998).

E uma planta que apresenta poucos estudos sobre a mesma e auséncia de
estudos sobre a avaliacdo microbiologica de seus metabdlitos, em especial seu
OE. Outro ponto a ser citado como importante € a atual problematica
apresentada pela resisténcia adquirida por bactérias devido ao uso irracional de
medicamentos antibiéticos, podendo gerar uma bactéria resistente a diferentes
antimicrobianos, conhecida como “superbactéria’ (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2007; COSTA, 2019). Com isso, a pesquisa da
atividade antimicrobiana do OE da N. nitidula se da como uma alternativa natural
gue pode apresentar atividade semelhante aos antimicrobianos tradicionais. O
baixo custo de obtencdo do OE por meio do processo de destilacdo por arraste
a vapor também deve ser levado em consideracdo como uma possibilidade de
diminuicdo do valor do produto final, podendo tal produto ser uma formulacéo

farmacéutica com potencial uso cosmético.

Considerando as propriedades farmacoldgicas dos 0leos essenciais, a baixa
guantidade de estudos envolvendo a planta citada e sua presenca em solo
brasileiro, o objetivo do presente trabalho é avaliar a atividade biolégica do 6leo
essencial de Nectandra nitidula para futura utilizacdo em formulacdes

farmacéuticas.



. Objetivos
2.1. Objetivo Geral
Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Nectandra nitidula

NEES & MART. para utilizagdo em formulagdes farmacéuticas.

2.2. Objetivos especificos
Coletar amostras de folhas da planta Nectandra nitidula;
Destilar o 6leo essencial das folhas da planta N. nitidula;
Avaliar atividade do 6leo essencial por meio de analise microbioldgica;

Desenvolver formulagdo nanoestruturada contendo o 6leo essencial.



3. Revisao de Literatura

3.1. A plantaestudada

3.1.1. A familia Lauraceae
Conhecidas como “canelas”, a familia de plantas angiospermas chamada
Lauraceae é considerada pantropical, que significa que sua distribuicao cobre as
regides dos trépicos continentais. Se encontram presentes em regides tropicais
e subtropicais (ROHWER, J. G., 1993), especialmente na América do Sul e Asia,
porém podendo aparecer em Madagascar, Africa Central e Australia (WERFF;
RICHTER, 1996)

A familia apresenta cerca de 52 géneros e aproximadamente 3000 espécies
(ROHWER, J. G., 1993), representados, em sua maioria, por arvores e arbustos
(ALVES; SARTORI, 2009). Dos citados, podem ser encontrados no Brasil 22
géneros e 390 espécies, presentes em florestas pluviais, restingas e no Cerrado
brasileiro (ALVES; SARTORI, 2009; BAITELLO et al., 2003; BARROSO et al.,
2002).

MARQUES (2001) cita que os primeiros usos de espécies da familia Lauraceae
sdo datados de 2800 AC, da Grécia antiga. A familia se destaca pela importancia
econdmica. Embora seja utilizada pelas industrias para fabricacdo de produtos,
variando entre marcenaria, construcao civil, industria papeleira, reflorestamento
de matas ciliares, perfumaria e medicina popular, seu uso se restringe
principalmente a comunidades tradicionais, pois elas detém o conhecimento

empirico do uso das plantas desta familia.

As plantas da familia Lauraceae apresentam o 6leo essencial armazenado em
células secretoras encontradas na folha, casca e lenho (MARQUES, 2001). Uma
planta da familia Lauraceae produtora de 6leo essencial muito conhecida é a
Cinnamomum canphora (L), a canfora, planta utilizada e conhecida desde a
Grécia antiga. Também esta presente a Lindera benzion (L) Blume, o benjoin
(MARQUES, 2001)



3.1.2. O género Nectandra

O género Nectandra foi descrito pela primeira vez por Rottboel, no ano de 1778,
com base em anotagdes do pesquisador Rolander (ROHWER, J. G., 1993),
reconhecida inicialmente como um subgénero de Ocotea (KOSTERMANS,
1957) pelo fato de, filogeneticamente falando, se assemelhar as espécies
neotropicais de Ocotea (CHANDERBALI; WERFF; RENNER, 2001). Apos
alguns anos, Nectandra foi reconhecida como género, por ALLEN (1966)
(ALVES; SARTORI, 2009).

O nome Nectandra foi dado pelo autor apds uma interpretacéo errbnea em que
os estames seriam glandulas nectariferas (ROHWER, J. G.; KUBITZKI, 1992)

Muitos géneros de Lauraceae ndo podem ser identificados apenas com
caracteres vegetativos e um exemplo disso é a Nectandra (ROHWER, J. G,,
1993; ROHWER, Jens G; RICHTER; WERFF, 1991). E necessario material
florido para identificar corretamente e, muitas chaves de identificagdo se
baseiam em caracteres florais (WERFF, 1991). Entdo € possivel realizar a
caracterizacdo do género Nectandra por meio de suas flores, sendo elas
trimeras, bissexuadas, com papilas que cobrem a face interna das tépalas e a
presenca de nove estames férteis com quatro locelos dispostos em arco
(ROHWER, J. G., 1993).

Nectandra € o segundo maior género de Lauraceae no novo mundo (ALVES;
SARTORI, 2009), com 114 espécies conhecidas, sendo 43 das mesmas
encontradas em solo brasileiro, em especial em biomas de Mata Atlantica e
Floresta Amazénica (BAITELLO et al., 2003). E restrito as Américas tropical e
subtropical e, grande parte das 144 espécies sdo encontradas entre o0s tropicos
de Cancer e Capricornio (WERFF, 1991).

Planta lenhosa, de grande representatividade e ampla distribuicdo, fornecem
madeira de boa qualidade e algumas espécies podem ser utilizadas na extracao
de 6leos essenciais (ALVES; SARTORI, 2009). Por causa de sua exploracéo
exacerbada, medidas de protecdo com o plantio em areas de recuperacéo séo
utilizados (ALVES; SARTORI, 2009; QUINET; ANDREATA, 2002).

O desenvolvimento do género se da em ambientes uamidos, verdes, planicies

florestais montanhosas e poucas espécies se encontram em habitats diferentes
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do citado (ROHWER, J. G., 1993). O maior centro de diversidade se encontra
nos Andes e Amazobnia peruana. O Sudeste brasileiro é tido como o segundo
maior centro de diversidade de Nectandra (ROHWER, J. G., 1993).

Quanto ao uso medicinal, embora o género mais utilizado da familia Lauraceae
seja 0 Ocotea, 0 género Nectandra apresenta dois representantes, sendo N.
picharim (para problemas gastricos) e a N. rodiaei (como antipirético e tonico)
(MARQUES, 2001)

3.1.3. A espécie N. nitidula
A planta Nectandra nitidula Nees & Mart. € uma pequena arvore que pode
alcancar 8 metros de altura, apresenta tronco com diametro variando entre 20 a
30 cm, sua copa é€ rala e suas folhas se apresentam alternadamente (LORENZI,
1998). Pode ser encontrada entre os estados da Bahia até o Parana em matas
ciliares, areas de Cerrado, florestas estacionais e semideciduais e prefere solos
umidos e/ou encharcados (BAITELLO et al., 2003; LORENZI, 1998). Pode ser
utilizada como planta ornamental para jardinagem. Sua madeira tem valor

comercial e sua casca (aromatica) € utilizada para fazer cha (LORENZI, 1998).

BAITELLO et al. (2003) relatam que quanto a sua morfologia, tem-se que
peciolo, pedicelo, hipanto e cupula do fruto sado referidos como avermelhados.
Quase todos os meses do ano apresentam flores, mas apresenta em maior
guantidade nos meses de setembro e outubro. Seus frutos se apresentam nos
meses finais e iniciais do ano. E possivel diferenciar a espécie N. nitidula pela

papilosidade reduzida no apice curto, conectivo dos estames de séries | e Ill.

\

Figura 1 - Galho de Nectandra nitidula com folhas, flores e frutos, sendo possivel observar as folhas e suas
duas faces



3.2. Oleos essenciais

3.2.1. Definicdo, extracéo, usos e propriedades

Oleos essenciais ou 6leos volateis sdo metabolitos secundarios aromaticos e
volateis compostos por monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides
simples produzidos pelas plantas, juntamente com saponinas, alcaloides e
flavonoides como  metabdlitos (MONTEFUSCOLI et al.,, 2014
WOLFFENBUTTEL, 2007). S&o secretados por glandulas presentes em diversas
partes dos vegetais, como flores, folhas, cascas dos frutos, cascas de arvores,
resinas da casca, raizes e sementes. Sdo utilizados pelos vegetais para atracdo
de polinizadores e autodefesa (TRANCOSO, 2013; WOLFFENBUTTEL, 2007),
assim como para evitar predadores, repelente natural de insetos ou para inibir a
germinacdo de espécies competidoras por perto, por exemplo no caso do
eucalipto (WEISS, 1997). O local onde o OE fica encapsulado € chamado de
tricoma. Estes podem ser naturalmente rompidos pela planta para que o 0leo
seja liberado ou intencionalmente, por processos fisicos ou mecéanicos
(WOLFFENBUTTEL, 2007).

A extracdo pode ocorrer por diferentes métodos, a citar alguns: extracdo por
arraste a vapor, hidrodestilagéo, prensagem e enfleurage (WOLFFENBUTTEL,
2007). Seus usos podem ser em diversas areas, como na saude, perfumaria e
cosmética, alimenticia, aromatizacdo ambiental, domissanitaria e téxtil
(WOLFFENBUTTEL, 2007). Embora em sua maioria 0s vegetais possuam 6leos
essenciais, nem todos os 6leos possuem propriedades farmacoldgicas ou aroma
agradavel (TRANCOSO, 2013).

E relatado que a primeira pessoa a realizar extracdo de 6leo essencial foi o fisico
arabe Avicena (508-1073), extraindo o Oleo de rosas, devido ao grande
conhecimento difundido e aperfeicoado pelos arabes, durante as Cruzadas,
sobre aparelhos e técnicas de destilacdo (TRANCOSO, 2013). Embora haja este
relato, no ano de 1975, um aparelho de terracota datado de 3000 a.C. foi
encontrado no Vale do Indo (noroeste do sul da Asia), indicando a utilizagéo do
método anteriormente (BASER; BUCHBAUER, 2020)

De acordo com SCHNAUBELT (2011), a atividade antibacteriana dos OE tem

sido continuamente estudada desde o ano de 1880 e no livro de Gattefossé ha
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uma lista de referéncias de estudos que se iniciaram em meados de 1800. O
livro “Traité de Phytothérapie et d’aromathérapie” € um compilado de estudos
realizado por Paul Belaiche em 1970 sobre a atividade antimicrobiana dos 6leos

voléateis.

Além de atividade antimicrobiana, os Oleos essenciais podem apresentar
atividade antiviral, antifungica, anti-inflamatéria, sedativa, analgésica,
cicatrizante, calmante e  antidepressiva (SCHNAUBELT, 2011,
WOLFFENBUTTEL, 2007).

3.2.2. Histéria dos Oleos essenciais
Em seu livro, SCHNAUBELT (2011) explana sobre o termo “esséncia”, cuja
origem é termo “quintesséncia” que, para Platdo (428 a.C.-328 a.C.), representa
do que o Cosmos é feito. Durante a Idade Média, tornou-se o quinto elemento
além dos outro quatro previamente conhecidos: fogo, agua, terra e ar. Porém
com o passar do tempo, as palavras “esséncia’, “quintesséncia” e “0leo
essencial” passaram a representar os varios graus de refinamento associados a

destilacao.

Pela falta de comprovacédo do uso, ndo se ha uma data correta de inicio da
utilizacdo de plantas medicinais e Oleos essenciais, mas existem registros do
antigo Egito, da ldade Média e, o mais antigo, da regido do atual Iraque
(BUCKLE, 2014; FIRMO et al., 2011; LIETAVA, 1992; SOLECKI, 1963, 1967;
WOLFFENBUTTEL, 2007).

A caverna Shanidar, localizada a cerca de 765 metros do sopé da montanha
Baradost (cordilheira de Zagros), nordeste do Iraque (POMEROY et al., 2020;
SOLECKI, 1963) é o local onde foi encontrado a mais antiga presenca de
aglomerados de pdlen, datados de 60.000 a.C., em um tumulo, de Shanidar IV
Neandertal (LIETAVA, 1992). Embora ndo se tenha a confirmac&o do motivo das
flores, existem duas teorias, sendo uma delas o uso de plantas medicinais e suas
propriedades durante a morte (LIETAVA, 1992) e a outra apenas pela estética
durante o ritual funerario (SOLECKI, 1963). Este ultimo autor acabou corrigindo
seu ponto de vista apds algum tempo, apontando o potencial medicinal das

plantas identificadas e afirmando em sua conclusdo que tal coincidéncia abre
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oportunidades para especulacdes sobre “a extensao do espirito humano nos
Neandertais” (LIETAVA, 1992; SOLECKI, 1967). As plantas foram identificadas
pelo pdlen encontrado e apresentam propriedades tais como purgativa (Senecio
vulgaris Linn.), diurética (flores do género Muscari), estimulante cardiaco
(Ephedra alata Decne), antiespasmddica, alivio para dores de dente e
inflamagdes (Althaea rosea Linn.) (SOLECKI, 1967).

Ha autores que aceitam que o livro chinés “Shen Nung” é o mais antigo do
mundo, datado de 2700 a.C., contendo citacées do gengibre e épio (FIRMO et
al., 2011; TRANCOSO, 2013; WEISS, 1997). H4 também um documento datado
de 2000 a.C. escrito em sanscrito, pelos hindus, documentando o uso de 6leos
essenciais como de canela, gengibre e sandalo, época em que ja se havia um
conhecimento rudimentar sobre aparelhagem de destilacdo ja utilizado pelas
civilizacdes persa e egipcia (TRANCOSO, 2013; WEISS, 1997).

Outros autores aceitam que um dos documentos médicos mais importantes do
Egito, datado de 1500 a.C. é o mais antigo (BASER; BUCHBAUER, 2020;
BUCKLE, 2014). Nomeado de “Papiro Ebers” (Papyrus Ebers) apds sua compra
em 1872 por um pesquisador alemao de nome G. Ebers, o documento contém
aproximadamente 700 formulas e remédios, incluindo produtos vegetais e
plantas aromaticas como anis, coentro, tomilho e mirra (BASER; BUCHBAUER,
2020).

O fisico grego Hipdcrates (460 — 377 a.C.) citou a eficacia de aproximadamente
200 plantas medicinais em sua coletdnea de tratados “Corpus Hippocratium”,
prescrevendo fumigacfes perfumadas e fomentacdes, sendo um dos mais
famosos o de nome “Megaleion”, composto por mirra, canela e cassia (BASER;
BUCHBAUER, 2020; WEISS, 1997). WEISS (1997) também cita Herddoto,
contemporaneo de Hipdcrates, foi o primeiro a registrar sobre a destilacdo da
terebentina. Seu livro proveu informacdes sobre perfumes e aromaticos entéo

utilizados no Oriente Médio.

BASER; BUCHBAUER (2020) e WEISS (1997) abordam em seus documentos
gue entre os anos 40-60 depois de Cristo (d.C.), viveu o botéanico e fisico grego
de nome Pedanius Dioscorides, praticante de medicina na Roma antiga e

responsavel pela escrita do livro composto por 5 volumes “De Materia Medica”.
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Durante suas viagens, descreveu aproximadamente 600 plantas medicinais e
seus respectivos remeédios utilizados por romanos e gregos, podendo entdo a

coletanea ser considerada precursora das farmacopeias modernas.

Também no livro de BASER; BUCHBAUER (2020) é contado sobre o processo
de destilacdo, que o tratado “Liber de Arte Distillandi de Compositis” escrito pelo
fisico Hieronimo Brunschwig (1450-1512) descreve o processo de destilacdo de
diferentes maneiras. A destilacdo era utilizada para a preparacdo de aguas
aromaticas e a porcdo que aparecia na superficie (os até entdo desconhecidos
6leos essenciais) eram tidos como produtos indesejaveis. O fisico e alquimista
Paracelso (1493-1541), acreditava que a destilacdo liberava a parte mais
desejavel da planta, a “quintesséncia”, o que separava a parte essencial da n&o

essencial.

Em 1558, o documento “Magiae naturalis sive de miraculis rerum naturalium” é
escrito pelo italiano Giovani Battista dela Porta (1535-1615), compilando estudos
de pesquisadores antigos e modernos a época sobre separacdo de OE
(TRANCOSO, 2013).

O termo aromaterapia foi criado por René-Maurice Gattefossé (1881-1950) em
1920 (ANDREI; COMUNE, 2005). Ela foi descoberta por causa de um acidente
em seu laboratorio, onde ele trabalhava e se queimou com uma explosao que
ocorreu. Existem varias versdes sobre esta historia: uma fala que Gattefossé
confundiu a tina de agua com uma contendo Oleo essencial de lavanda e
mergulhou seu braco, o que acalmou sua pele e auxiliou na cicatrizacdo
(PAGANINI; SILVA, 2014; TRANCOSO, 2013). A outra diz que apds alguns dias
do acidente, os machucados inflamaram e apresentaram gangrena gasosa,
porém com apenas um uso de Oleo essencial de lavanda, a infeccdo parou
(BUCKLE, 2014). Mas este acontecimento, independente da historia como seja
contada, levou Gattefossé a pesquisar sobre as propriedades dos Oleos
essenciais e seus usos. BUCKLE (2014) comenta que soldados da 12 Guerra
Mundial (G.M.) foram seus pacientes, em quem foram utilizados OE, por exemplo
de camomila, liméo e cravo, para auxiliar no tratamento de feridas obtidas em
batalha. Além disso, até a 22 G.M., OE foram utilizados para esterilizacdo de
instrumentos cirargicos e desinfeccdo de feridas. Em 1937, o livro
“‘Aromatherapy” (Aromaterapia) foi publicado por Gattefossé. O ponto principal
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do livro era demonstrar as propriedades curativas dos OE e explicar as mesmas
como qualidades das moléculas dos mesmos. Em 1993, o manuscrito foi
descoberto por Jeanne Rose e traduzido para o inglés por Louise Davies
(BUCKLE, 2014; SCHNAUBELT, 2011).

3.2.3. Composicédo do 6leo essencial e pesquisa sistematica

O oleo volatil tem sua estrutura quimica composta basicamente por
hidrocarbonetos e oxigénios, que podem gerar diferentes funcdes organicas,
como alcoois, cetonas e acidos carboxilicos (WOLFFENBUTTEL, 2007). Com
isso, ha a possibilidade de formacéo de uma enorme gama de substancias que
variam em propriedades e funcdes bioquimicas, podendo chegar a mais de 300
substancias para cada 6leo essencial, mas, destas, geralmente apenas 2 ou 3,
por sua predominancia, definem a atividade do 6leo (TRANCOSO, 2013;
WOLFFENBUTTEL, 2007). A atuacdo dos OE depende ndo apenas dos
componentes majoritarios da mistura final (que correspondem cerca de 20 a 80%
do total), mas também de componentes minoritarios e 0s que estao presentes a
nivel de trago (cerca de 0,01%) (WOLFFENBUTTEL, 2007).

A composicao dos OE pode ser afetada por algumas variaveis, como o metodo
de extracao utilizado, o momento de desenvolvimento da planta, local de plantio,
horério e dia da colheita e, ainda assim, mesmo apds extraido, pode sofrer
alteracdes caso reaja com o vasilhame em que foi acondicionado, com a luz do
ambiente e até mesmo entre seus proprios constituintes (WOLFFENBUTTEL,
2007).

TRANCOSO (2013) reforca que os Oleos essenciais diferem de 6leos chamados
fixos por causa de sua volatilidade composicao e fonte de obtencédo. Os 6leos
fixos tem em sua composicdo substancias lipidicas, de menor volatilidade
guando comparados aos hidrocarbonetos e oxigénios presentes nos OE, além
disso séo obtidos de sementes como canola, girassol e soja, conhecidas como

oleaginosas.

A primeira pesquisa sistematica dos constituintes dos 6leos essenciais pode ser
atribuida ao quimico francés M.J. Dumas (1800-1884), escrevram BASER;
BUCHBAUER (2020), que analisou hidrocarbonetos e oxigénios, além de
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constituintes contendo enxofre e nitrogénio. Seus resultados foram publicados
em 1833.

BASER; BUCHBAUER (2020) também escreveu que, sobre este assunto, as
investigacBes mais importantes foram performadas pelo assistente do quimico
alemao Kekule, de nome O. Wallach. Ele percebeu que varios terpenos descritos
por diferentes nomenclaturas eram quimicamente iguais. Ele e sua equipe
tentaram entdo isolar os constituintes individuais dos OE e estudar suas
propriedades, realizando destilagBes fracionadas com reagentes como &cido
cloridrico, bromina e cloreto de nitrosila. A ocorréncia de hidrocarbonetos nos
OE com a férmula C10H16 era bastante frequente e conhecida, sendo nomeado
por Kekule como terpenos (devido sua ocorréncia no 0leo de terebentina). No
ano de 1891, Wallach caracterizou os terpenos pineno, canfeno, limoneno,
dipenteno, felandreno, terpinoleno, fencheno e silvestreno. E entre 1884 e 1914,
ele escreveu aproximadamente 180 artigos que estdo resumidos em seu livro
“Terpene und Campher” (Wallach, 1914), compilando todo o conhecimento sobre

terpenos da época.

3.2.4. Utilizacdo de 6leos essenciais

Os Oleos essenciais sdo muito conhecidos e utilizados pela aromaterapia,
apresentando diversas maneiras de uso, podendo ser absorvidos pelo corpo
humano por meio da inalacio e absorcdo cutdnea e, menos
recomendavelmente, ingestao oral (PAGANINI; SILVA, 2014;
WOLFFENBUTTEL, 2007). Quando inalados ativam o sistema limbico e
produzem os efeitos esperados. Quando absorvidos pela pele, atingem a
corrente sanguinea e também produzem os efeitos desejados (ANDREI;
COMUNE, 2005). De ambas as maneiras, atuam no corpo de maneira
farmacoldgica, psicoldgica e fisiologica (PAGANINI; SILVA, 2014; TSUCHIYA;
NASCIMENTO, 2002).

Para uso topico, alguns cuidados devem ser tomados dependendo do OE, por
exemplo a exposicdo ao sol apds uso de dleos de citricos como liméo e laranja
doce por causa de furanocumarinas (presentes apds extragdo por prensagem)

ou 0 uso topico do OE puro de canela diretamente na pele, devido ao composto
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caustico cinamaldeido, ambos causando queimaduras cutaneas (ALBA;
SANTOS, 2018; KONIG, 2020; PAGANINI; SILVA, 2014; WOLFFENBUTTEL,
2007).

WOLFFENBUTTEL (2007) ressalta que os metabolitos dos 6leos podem ser
detectados no sangue, urina, suor e ar expirado, indicando que 0 mesmo
interagiu com o organismo. Deve-se, entdo, ficar atento com intoxicagoes e
reacdes aos componentes desse, como as supracitadas queimaduras ou

alergias.

3.2.5. Estudos envolvendo 6leos essenciais
WOLFFENBUTTEL (2007) explica que diferentes metodologias s&o utilizadas
para pesquisas com 0s Oleos, seja in vitro ou in vivo. No segundo caso, 0S
pacientes sdo divididos entre “grupo exposto ao tratamento com OE”, “grupo
exposto ao placebo (em que a formulagao é realizada sem o 6leo essencial)” e

“grupo exposto ao tratamento com medicacgéo alopatica”.

Embora os OE tenham sido utilizados desde a antiguidade, a farmacologia nao
consegue demonstrar a eficacia dos mesmos. SCHNAUBELT (2011) aponta que
dois sdo os motivos principais, sendo um deles a dificuldade de relacionar um
efeito especifico & uma substancia especifica que esteja presente no oleo. E
esperado que, apdés ministrada, uma certa quantidade da molécula da substancia
realize um efeito especifico em um espaco de tempo definido previamente. Caso
haja 0 aumento da quantidade da substancia a ser ministrada, espera-se que o
tempo de efeito aumente, assim como esse Ultimo seja diminuido caso a
guantidade ministrada seja menor. O outro motivo € que é esperado pela
farmacologia que os resultados obtidos consigam ser demonstrados em
mecanismos de acédo, que descrevam as atividades realizada apés a substancia
ser administrada, além de locais onde a molécula realizard tais atividades
citadas. O autor também reforca que com os OE ha maior dificuldade de realizar
tais pesquisas devido a quantidade de substancias presentes em apenas um
Oleo, podendo a acdo do mesmo resultar da contribuicdo de duas ou mais
substancias juntas. Caso as substancias sejam testadas isoladamente, o efeito
poderia ser anulado. Por exemplo, a lavanda é recomendada pela aromaterapia

para uso em queimaduras, porém a farmacologia ndo a indica, pela falta de
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definicdo de um principio ativo que possa simular os efeitos do 6leo essencial
(SCHNAUBELT, 2011)

Embora a eficacia antibacteriana dos OE possa ser demonstrada em
experimentos em placas de Petri, seu mecanismo nédo pode ser elucidado,
diferentemente de antibioticos, por exemplo. Neste segundo caso € possivel
identificar um alvo bacteriano, enquanto no primeiro h& atividade do OE em
diferentes sistemas fisiolégicos do micro-organismo simultaneamente,
dificultando a identificacdo (SCHNAUBELT, 2011)

3.3.  Micro-organismos
TORTORA; FUNKE; CASE (2020) em seu livro, escrevem que a pele é a
primeira linha de defesa do corpo humano, pois, quando intacta, € uma barreira
fisica que o recobre e é praticamente impenetravel por patdogenos. Devido a
presenca de secrecOes acidas e pouca umidade, a pele se torna um ambiente
inéspito, mas certas bactérias, como a Pseudomona aeruginosa, Streptococcus
aureus e S. epidermidis fazem desta sua morada, colonizando-a. Além destas
bactérias que vivem na pele, podem ser encontradas bactérias que vivem dentro
de nossos orgéaos, por exemplo Helicobacter pylori, que vive no estbmago e a
Escherichia coli, que vive no intestino grosso. Os autores também apontam que
tais bactérias, em condicdes normais, vivem em relacao de simbiose mutualistica
com o ser humano, em que ha beneficios tanto para as bactérias quanto para o
hospedeiro. Um exemplo desta relacéo € a E. coli, que, em troca dos nutrientes
gue o intestino prové para sua sobrevivéncia, ela sintetiza vitaminas K e do
complexo B que séo absorvidas pelo intestino e transportadas pelo corpo pela

corrente sanguinea.

Porém, sob certas condi¢cdes adversas, os autores TORTORA; FUNKE; CASE
(2020) escrevem que caso haja feridas ou imunidade baixa, tais micro-
organismos se tornam os chamados patdégenos oportunistas. Tal classificacdo &
dada porgue em seu habitat natural, a bactéria € inofensiva, porém em outras
situacdes, se torna uma ameaca ao corpo. Além de S. aureus, S. epidermidis, E.
coli e P. aeruginosa, outras bactérias que podem ser chamadas patdégenas

oportunistas sdo Enterococcus faecalis e Streptococcus orais.
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Uma das classificagcdes bacterianas é a Gram-positiva e Gram-negativa. BLACK;
BLACK (2020) citam em sua obra que bactérias Gram-positivas apresentam um
espesso envoltdrio celular formada por peptidoglicanos e que contém em sua
composicdo acido teoico, fixada na superficie externa da membrana celular.
Apresentam também parede celular resistente, devido a alta pressdo osmatica
interna, que garante a nao ruptura das mesmas quando expostas a baixa
pressdo osmotica dos liquidos corporais. Ainda, podem produzir enzimas
extracelulares que atuam ao redor do micro-organismo. N&ao possuem

membrana externa e nem espaco periplasmatico.

Além disso, as autoras BLACK; BLACK (2020) definem bactérias Gram-
negativas apresentando envoltério celular mais fino, porém de maior
complexidade quando comparada a anterior. O mesmo é formado por
peptidoglicanos em menor quantidade, polissacarideos, proteinas e lipideos.
Diferentemente das Gram-positivas, apresenta membrana externa e espaco
periplasmatico, onde atuam as enzimas periplasmaticas produzidas por estas
bactérias. A membrana externa forma a camada mais externa do envoltério
celular do micro-organismo e € uma membrana em bicamada. Esta ligada ao
peptidoglicanos por lipoproteinas e serve como controle de transporte de
proteinas advindas do meio em que a bactéria se encontra. Na membrana
externa também é possivel verificar a presenca de porinas, proteinas que
formam canais através desta. A membrana das bactérias Gram-negativas
também auxilia em uma resisténcia maior a penicilinas, jA que serve como
barreira ao ataque do medicamento. A presenca de endotoxinas na parede
celular das mesmas, além de servir como meio de identificacdo apds a morte
celular (devido a liberacao dos lipopolissacarideos ou endotoxinas), pode causar
choque séptico (queda de pressdo sanguinea e outros sintomas) em seu
hospedeiro com maior frequéncia que as bactérias Gram-positivas (BLACK;
BLACK, 2020; TORTORA; FUNKE; CASE, 2020)

Outro motivo para resisténcia € a presenca de plasmideos de resisténcia nas
bactérias (Fator R ou plasmideo R) (BLACK; BLACK, 2020). Descoberto no
Japao na década de 1950 apdés uma epidemia de desinteria (TORTORA,
FUNKE; CASE, 2020), é composto por duas partes, sendo um fator de

transferéncia de resisténcia (RFT) e o(s) gene(s) de resisténcia, tendo como
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fungéo o primeiro implementar a transferéncia do Fator R inteiro por meio de
conjugacgéao, enquanto o segundo carregar as informacgdes sobre resisténcia a
um ou mais antibidticos, metais pesados ou toxinas celulares (BLACK; BLACK,
2020; TORTORA; FUNKE; CASE, 2020). Os plasmideos R podem carrear genes
para resisténcia até 10 antibi6ticos e, a transferéncia deste para outra bactéria a
confere resisténcia aos mesmos (BLACK; BLACK, 2020). Diferentes Fatores R,
guando presentes na mesma célula, podem recombinar para formar novos
fatores R com novas combinacBes genéticas no seu R-determinante
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2020).

A transferéncia ndo necessariamente ocorre apenas entre espécies, mas pode
ocorrer entre géneros relacionados, como no caso de Escherichia, Klebsiella,
Salmonella e Shigella (BLACK; BLACK, 2020; TORTORA; FUNKE; CASE,
2020). BLACK; BLACK (2020) inferem que conforme pesquisadores obtém
informagbes sobre o0s plasmideos e seu modo de resisténcia aos
antimicrobianos, a preocupacdo com 0 surgimento de cepas mais resistentes
aumenta, devido a necessidade de utilizacdo de outros antibidticos para o
tratamento de doencas causadas por estas cepas, até 0 momento que 0s
antibidticos existentes ndo conseguirdo mais trata-las. Por este motivo, é de
grande importancia a preferéncia de uso de antibiéticos de espectro estreito e

nao de amplo espectro.

As autoras BLACK; BLACK (2020) também explicam que espectro de acéo € a
gama de diferentes micro-organismos que um antibidtico atua contra. Amplo
espectro € o0 caso de antimicrobianos que atuam contra diferentes grupos
taxondmicos, incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, enquanto
espectro estreito € quando o antibiético atua apenas em um pequeno numero de
bactérias. Antibiéticos de amplo espectro sdo especialmente (teis quando o
paciente se encontra em um quadro de infeccdo por bactéria desconhecida, por
abranger uma grande quantidade de micro-organismos, € provavel que o0 mesmo
seja sensivel ao antibidtico. No caso do organismo ser conhecido, é indicado o
uso de antibidtico de espectro estreito, que reduz ao maximo a destruicdo da
microbiota nativa do hospedeiro, que em alguns casos pode estar atuando contra

0 invasor.
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As bactérias de escolha, além dos motivos supracitados, também produzem
biofilmes. Biofilmes séo aglomerados multicelulares de micro-organismos que
possuem resisténcia intrinseca aos antibioticos e aos mecanismos de defesa do
hospedeiro, com facilidade de se ligar a superficies (OTTO, 2009). A bactéria
apresenta uma adaptacdo ao modo de crescimento do biofilme, incluindo, por
exemplo, a desregulacdo de processos celulares do hospedeiro, como a

biossintese de proteinas e paredes celulares (OTTO, 2009).

A formacao do biofilme se da por processos fisicos, biolégicos e quimicos e é
dividido em trés etapas. A primeira € a deposicdo e adeséo inicial de micro-
organismos flutuantes em uma superficie e a agregacdo de estruturas
multicelulares a esta base devido a liberagcdo de moléculas de indutor (BLACK;
BLACK, 2020; OLIVEIRA, W. F. et al., 2018; OTTO, 2009). A ligacdo célula-
célula envolvida neste processo é conhecida como coesao. A segunda etapa €
a formagé&o de micro colénias devido a concentragdo aumentada de células e de
moléculas indutoras. Isso causa a entrada de bactérias e a ativacdo de genes
especificos para uma resposta adaptativa como a producao de toxina (BLACK;
BLACK, 2020; OLIVEIRA, W. F. et al., 2018). E a terceira fase € a maturacao do
biofilme envolto em uma matriz contendo proteinas, DNA e acucares e seu
desprendimento do aglomerado (BLACK; BLACK, 2020; OLIVEIRA, W. F. et al.,
2018).

Para que os dois primeiros processos ocorram, € necessaria uma forca chamada
adesiva, enquanto que para que o0 processo de maturacdo e desprendimento
ocorra, é necessaria a forca disruptiva, responsavel pela formacdo de canais
onde passam 0s nutrientes que sustém as células, auxiliando na formacédo da
estrutura tridimensional e desprendimento de aglomerados celulares do biofilme.
Tal separacéo limita a expansao do biofilme, mas pode levar a disseminacéo da
infeccdo (OLIVEIRA, W. F. et al., 2018; OTTO, 2009)

O biofilme geralmente ocorre pela adesdo dos componentes de superficie micro-

organismos em corpos estranhos colocados em pacientes, como cateteres

venosos ou implantes ortopédicos e mamarios, causando, conseguentemente,

uma infeccdo (OLIVEIRA, W. F. et al., 2018). Essas s&o uma das principais

causas para remocdo de implantes de pacientes e usualmente necessitam

tratamentos dificeis e caros, como antibioticoterapia com diferentes
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antimicrobianos, que agem com diferentes mecanismos, todos em altas doses.
Tratamento este que pode auxiliar na resisténcia aos mesmos (OLIVEIRA, W. F.
et al., 2018)

Por fim, TORTORA; FUNKE; CASE (2020) resumem uma parte da histéria
microbioldgica escrevendo que as bactérias tém se apresentado como um
problema contabilizado desde os anos 40, quando a maioria das infeccbes
relacionadas ao cuidado com a saude eram causadas pelas classificadas como
Gram-positivas, sendo, em sua maioria, a S. aureus. A partir dos anos 70, o foco
mudou para micro-organismos Gram-negativos, como a E. coli e a P. aeruginosa
e entdo, na década de 80, a preocupacao se tornou bactérias Gram-positivas
gue apresentavam resisténcia a antibioticos, principalmente S. aureus,
Staphylococcus coagulase-negativas e Enterococcos. Apdés 20 anos, a
preocupacdo com bactérias que apresentavam resisténcia a antibioticos

aumentou perceptivelmente.

3.3.1. Escherichia coli

A Escherichia coli, mais conhecida como E. coli, € um bastonete Gram-negativo
anaerobio facultativo que se prolifera no trato intestinal, em especial no colén, de
onde vem o nome da espécie (BLACK; BLACK, 2020; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2020). Pela sua grande presenca no intestino, além de patdgeno
oportunista pode ser chamada de organismo indicador, pois quando identificada
em agua ou alimentos indica a contaminacdo com material fecal (BLACK;
BLACK, 2020; TORTORA; FUNKE; CASE, 2020). O micro-organismo é de facil
cultivo e familiar aos pesquisadores (TORTORA; FUNKE; CASE, 2020)

Os autores TORTORA; FUNKE; CASE (2020) explicam que a cistite causada
pela E. coli é uma inflamag¢do comum na bexiga, causando principalmente dores
e poliaria. Embora seja mais comum em mulheres devido a proximidade das
aberturas anal e uretral, também ocorre em homens, porém em menor propor¢ao
(cerca de oito vezes menos). A bactéria se liga ao trato urinario utilizando suas

fimbrias.

BLACK; BLACK (2020) adicionam as informag6es de TORTORA; FUNKE; CASE

(2020) que além do trato urinério e genital, outros locais que podem ser afetados
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pela E. coli sdo feridas cutaneas, pulmdes, medula espinhal, o préprio intestino,
rins e vesicula biliar podendo causar, respectivamente, doencas como abcessos,
infec¢cdes pulmonares, meningite, gastroenterite bacteriana e/ou desinteria e

Sindrome Urémica Hemolitica e/ou pielonefrite.

Foram identificadas cinco cepas patogénicas da E. coli, sendo elas: EPEC (E.
coli enteropatogénica), EIEC (E. coli enteroinvasiva), EAEC (E. coli
enteroagressiva), EHEC (E. coli enterohemorragica) e a cepa STEC (Shiga Toxin
E. coli), responsavel pela producédo da toxina Shiga, uma toxina semelhante a
Shiga, que é produzida apenas pela bactéria Shigella dysenteriae (BLACK;
BLACK, 2020; TORTORA; FUNKE; CASE, 2020).

A toxina produzida é liberada apds a lise celular, entdo a antibioticoterapia pode
piorar a infeccdo devido maior quantidade de toxina liberada no organismo
(TORTORA,; FUNKE; CASE, 2020). Os autores indicam que a infec¢éo pode ser
espalhada pela agua ingerida ou alimentos contaminados como a carne bovina.
Ja que o gado néo é afetado por este tipo de patdgeno, ele se torna, entdo, um
dos maiores reservatorios. Cerca de 10 a 30% do gado doméstico contém a
STEC (TORTORA; FUNKE; CASE, 2020).

3.3.2. Pseudomonas aeruginosa
O género Pseudomonas consiste em bacilos Gram-negativos e aerébios, que se
movimentam por meio de um unico ou um tufo de flagelos, a depender da
espécie (TORTORA; FUNKE; CASE, 2020). Estdo muito presentes no solo e na
agua e apresentam facilidade de crescimento em matérias organicas incomuns,
como adesivos filmes. (TORTORA; FUNKE; CASE, 2020)

Assim como outros patdgenos oportunistas, a P. aeruginosa pode infectar
hospedeiros enfraquecidos e causar problemas no trato urinario, em
gueimaduras, infec¢cdes sanguineas, abcessos e meningite (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2020).

Algumas espécies podem produzir e excretar pigmentos extracelulares
hidrossolluveis. No caso da P. aeruginosa, o pigmento é azul esverdeado,
chamado piocianina (TORTORA; FUNKE; CASE, 2020). Os autores,
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complementando as informacdes das autoras BLACK; BLACK (2020) explicam
gue pacientes que apresentam quadro de queimadura grave, em especial de 2°
e 3° graus, possuem condi¢cdes ideais para infec¢cdes. Pode-se observar nas
infecgcbes por P. aeruginosa dos acometidos a presenca de pus azul-

esverdeado. A coloragdo se da pela presenca deste pigmento produzido.

A facilidade de crescimento da P. aeruginosa é um fator de preocupacao
principalmente em hospitais, ja& que ela pode se proliferar em vasos de flores,
esfregfes, desinfetantes diluidos e em altos niveis de cloro, o que dificulta sua
erradicacao, por exemplo, de piscinas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2020).

E clarificado por TORTORA; FUNKE; CASE (2020) que a bactéria pode ser a
responsavel por dermatite por Pseudomonas, que € um rash cutaneo que dura
cerca de duas semanas e esta associado geralmente a ambientes como
piscinas, saunas e banheiras. No caso de muitas pessoas utilizarem tais
ambientes, o cloro se torna menos efetivo devido a alcalinidade da agua e,
enguanto isso, a concentracao de nutrientes proprios para o crescimento da P.
aeruginosa aumenta. A agua quente causa abertura dos foliculos capilares, o

gue facilita a entrada dos micro-organismos e a infeccéo pelo mesmo.

Ademais, a P. aeruginosa também produz biofilmes cuja substancia polimérica
extracelular mata fagocitos. Os fagocitos ndo conseguem passar pelas mesmas,
gerando uma armadura nos patégenos que se encontram dentro da mesma
(TORTORA,; FUNKE; CASE, 2020). No caso de pacientes portadores de fibrose
cistica que apresentam pneumonia por P. aeruginosa, a doenca € um exemplo
de biofilme formado por este micro-organismo (BLACK; BLACK, 2020)

3.3.3. Staphylococcus epidermidis
A Staphylococcus epidermidis € uma bactéria Gram-positiva, anaerébia
facultativa, que se encaixa na familia das coagulase-negativas (CoNs) (indicado
pela falta de enzima coagulase, diferentemente da S. aureus) (BLACK; BLACK,
2020; BROWN; HORSWILL, 2020; BUTTNER; MACK; ROHDE, 2015;
OLIVEIRA, W. F. et al., 2018; OTTO, 2009; TORTORA; FUNKE; CASE, 2020).
Pertencem a flora cutdnea comensal de todos os humanos e, em seu nicho

natural, apresenta grande importancia na manutencdo da homeostase local e
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integridade da pele, controlando a flora de outros residentes cutaneos e
prevenindo a coloniza¢do de patégenos tidos como oportunistas, tendo sido
categorizado como probiéticos devido a este feito (BROWN; HORSWILL, 2020;
BUTTNER; MACK; ROHDE, 2015; OTTO, 2009).

E um micro-organismo que se apresenta em grande quantidade na pele e em
mucosas, podendo ser isolada de diferentes regides em diferentes condicdes,
como areas secas, Umidas e que apresentam sebo (BROWN; HORSWILL, 2020;
BUTTNER; MACK; ROHDE, 2015; OTTO, 2009). E facilmente isolado,
principalmente da axila, cabeca e narinas (OTTO, 2009; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2020). Pelo fato de seu habitat natural poder apresentar condi¢des
severas, as bactérias apresentam genes de adaptacdo, por exemplo maior
guantidade de bombas de soédio/potassio devido a pressdao osmoética a que
podem se expor (OTTO, 2009).

Devido sua presenca abundante na pele e mucosas, néo é surpreendente que
seja a causa mais comum de contaminacfes clinicas e de dispositivos
hospitalares, passando a ser considerado, entdo, um patdgeno oportunista.
(BUTTNER; MACK; ROHDE, 2015; OTTO, 2009).

Embora raramente se desenvolvam para fatais, as infec¢cdes possuem alta
frequéncia e dificil tratamento (OTTO, 2009). OTTO (2009) e OLIVEIRA et al.
(2018) informam que o que dificulta o tratamento principalmente é a presenca de
genes que tornam a S. epidermidis resistente a uma gama de mecanismos de
defesa do hospedeiro e antibidticos (como meticilina, rifampicina, gentamicina,
fluorquinolonas, tetraciclina e sulfonamidas). Por ser uma bactéria comensal a
humanos e mamiferos, ha uma reserva de genes de resisténcia aos antibidticos,
além de haver a transmissdo horizontal de genes que geram resisténcia a

antibioticos.

Além da resisténcia, a habilidade de formacao de biofilmes por parte do micro-

organismo é um fator agravante (OTTO, 2009).
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3.3.4. Staphylococcus aureus

Assim como a S. epidermidis, a S. aureus é uma bactéria Gram-positiva
anaerdbia facultativa em formato de cocos, geralmente agrupadas em formato
de cachos (APOLINARIO, 2021; BLACK; BLACK, 2020). Embora apresente
cepas que fagcam parte da familia dos estafilococos coagulase negativa (CoNs)
(RIOS et al., 2020), em sua maioria ha a presenca da enzima coagulase, fazendo
estas cepas, entdo, parte da familia dos estafilococos coagulase-positivos,
considerada entre as duas a mais agressiva (OTTO, 2009; RIOS et al., 2020).

Mesmo que em menor quantidade, S. aureus coagulase negativa tem aparecido
na clinica mais frequentemente, sendo considerada, assim como a S.
epidermidis, um agente oportunista causador de sérias infec¢des, em especial
em pacientes hospitalizados, devido sua grande presenca na microbiota da pele
e mucosas (RIOS et al., 2020).

Além disso, as bactérias deste género sdo as causas mais comuns de
conjuntivite do tipo bacteriana, sendo a S. epidermidis responsavel pela maior
parte (43 a 48%), enquanto a S. aureus representa uma porcentagem menor
(entre 23 a 35%) (GARCIA; BAQUERO; RODRIGUEZ, 2020). Furtnculos,
sindrome da pele escaldada, otites média e externa e septicemia sdo outras
doencas que a bactéria pode causar (BLACK; BLACK, 2020).

Em adicdo a ser responsavel por certa porcentagem de conjuntivite, a S. aureus
produz endotoxinas responsaveis pela intoxicacdo alimentar e também pode
formar biofilme em dispositivos prostéticos e implantes (APOLINARIO, 2021;
MOORMEIER; BAYLES, 2017; SURESH; BISWAS; BISWAS, 2019), assim

como a S. epidermidis.

Quanto a resisténcia aos antibioticos, as cepas do S. aureus apresentam ampla
resisténcia, por exemplo, a meticilina, como a cepa conhecida como MRSA
(Meticilin-resistant  Staphylococcus aureus) ou a vancomicina, VRSA
(Vancomicyn-resistant S. aureus) (VRSA) (GARCIA; BAQUERO; RODRIGUEZ,
2020; OLIVEIRA, W. F. et al., 2018; TORTORA; FUNKE; CASE, 2020).

GARCIA; BAQUERO; RODRIGUEZ (2020), considerando os efeitos adversos
gue sao gerados no paciente devido o tratamento com antibioticos, podendo

afetar ambos sistemas nervosos central e periférico, buscou alternativas naturais

23



para o tratamento, utilizando plantas medicinais que, em combinacdo com
antibidticos, diminuiriam os efeitos adversos do segundo e potencializariam a

atividade das primeiras.

3.4. Teste de Sensibilidade em Disco
O teste de sensibilidade em disco foi idealizado por Bauer e Kirby no ano de
1966 e se baseia na difusdo do antibidtico escolhido em uma placa de agar
Mueller-Hinton semeada com bactérias (BAUER et al., 1966; SEJAS et al.,
2003). O intuito do teste era determinar a susceptibilidade de bactérias com

antibidticos e agentes quimioterapicos (BAUER et al., 1966).

O método de Bauer consistia em coletar entre 3 a 10 colbnias de bactérias do
disco em que a cultura original se encontra e coloca-las, com o auxilio de uma
alca, em um tubo contendo 4mL de triptose fosfato ou caldo tripticase de soja.
Ap6s um periodo entre 2 a 5h de incubacéo e formacéo de turbidez, a suspenséo
é diluida em agua destilada ou solucao salina a 0,9% até atingir certo teor de
turbidez (BAUER et al., 1966). Para os testes, sao utilizadas placas de Petri de
aproximadamente 15cm de diametro com uma camada de agar Mueller-Hinton
com 5 a 6mm de espessura e que, apos este estar gelatinizado, a suspenséao
diluida de bactérias € semeada com o auxilio de um swab. Apds a secagem do
inbcuo, em um periodo entre 3 a 5 min, os discos contendo antibidticos sao
gentilmente colocados e levemente pressionados para garantir a fixagdo do
mesmo na camada de agar. A placa de Petri entdo € incubada durante a noite e,
no dia seguinte, a leitura dos halos é realizada com uma régua ou paquimetro.
Os valores obtidos ap6s a medicdo sdo comparados com uma tabela, definindo
entdo, desta maneira, se a atividade da bactéria apresentada € considerada
sensivel (S), indefinida (1) ou resistente (R) (BAUER et al., 1966; SEJAS et al.,
2003)

Bauer apresenta uma tabela em seu artigo, que era utilizada na época, porém
com o0 avanco da tecnologia e aumento de estudos na area microbioldgica,
outras tabelas mais detalhadas séo utilizadas, como as tabelas atualizadas do
Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (Clinical and Laboratory Standarts
Institute — CLSI)(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008), que
€ uma organizacado ndo governamental (ONG) que desenvolve mundialmente
padrbes laboratoriais em diferentes frentes, como hematologia, imunologia e
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microbiologia, por meio de pesquisas voluntarias (CLINICAL AND
LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2022)

SEJAS et al. (2003) explica que o teste de sensibilidade em disco é um método
rapido, pratico e econdmico, pois as bactérias de escolha geralmente sédo de
crescimento rapido, os reagentes sdo econdmicos e ndo Sao necessarios
equipamentos especiais tanto para a preparagdo como para a leitura de
resultados e é importante que o teste seja realizado com controle adequado e a
leitura de resultados seja cuidadosa, ja que tais resultados interferem na escolha
terapéutica do antibiético, podendo causar falhas terapéuticas, riscos para o
paciente e a resisténcia de bactérias a diferentes antibi6ticos, podendo criar

superbactérias.

Sdo chamadas superbactérias 0s micro-organismos bacterianos que
apresentam resisténcia a diferentes classes de antibioticos devido ao uso
indiscriminado e inadequado dos mesmos (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2007; COSTA, 2019). A resisténcia pode ser adquirida
por meio de mutacdes genéticas ou por transferéncias genéticas, por exemplo,
durante a transferéncia de plasmideos entre bactérias durante o processo de
conjugacao (COSTA, 2019; NASCIMENTO, 2016). A definicdo de resisténcia
bacteriana pode ser definida por um critério microbiolégico (que diz que a cepa
resistente € aquela que consegue se desenvolver estando na presenca de um
antibidtico com concentracdo acima da suportada por bactérias tidas como
sensiveis) ou pelo critério clinico (em que a cepa ndo € combatida por um
antimicrobiano usualmente utilizado com eficacia clinica garantida (COSTA,
2019; NASCIMENTO, 2016).

3.5. Nanoformulacao
Nanoformulagdes sdo compostas por particulas que apresentam tamanho entre
1 a 100 nm (10?°). Sdo também definidas como misturas de duas fases 6leo e
agua estabilizada por um sistema tensoativo em nano-fase aquosa (OLIVEIRA,
A. P., 2016). Por causa do reduzido tamanho da particula, a probabilidade de

sedimentacdo € diminuida e a estabilidade da fase oleosa € aumentada. O
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tamanho e didmetro reduzidos geram um aumento de superficie de contato.
(GONZALEZ et al., 2014; MONTEFUSCOLI et al., 2014; OLIVEIRA, A. P., 2016)

Quando produzidos com compostos botanicos, h& beneficios na utilizacdo de
nanoformulagdes, como estabilidade frente a temperatura e luz, maior eficacia e
inducdo de atividade sistémica devido ao reduzido tamanho das particulas e,
consequentemente, maior area de superficie e a inducao de atividade sistémica,
além de liberacdo controlada dos compostos e protecdo contra perdas por
evaporacdo (CERQUEIRA, 2018; GONZALEZ et al., 2014; OLIVEIRA, A. P.,
2016).
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. Materiais

4.1. Planta Escolhida
Folhas secas de Nectandra nitidula;

Folhas frescas de N. nitidula.

4.2. Vidrarias e Plasticos
Frasco para acondicionar o OE;
Pipeta de Pasteur de vidro acoplada a pera de borracha;
Placas de Petri de tamanhos pequeno, médio e grande;
Cubetas de quartzo;
Eppendorfs de volumes variados;

Discos de papel filtro autoclavados de 8mm de diametro;

4.3. Equipamentos
Banho ultratermostatizado
Bomba aquecedora de agua
Destilador Linax (Figura 2)
Centrifuga
Balancas analiticas calibradas
Geladeira
Espectrofotdmetro
Mixer
Zetasizer
Capela de Fluxo
Autoclave
Estufa

Chapa aquecedora
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Figura 2 - Aparelho destilador composto por bomba de refrigeracéo de agua, bomba de aquecimento de
agua e destilador (corpo, condensador e seringa coletora, que se encontra coberta por papel aluminio)
(Acervo Pessoal)

4.4, Reagentes
e Agar Nutriente;
e Agar Mueller Hinton;
e Agua destilada;

e Solucéao salina 0,9%;

e Agua Milli-Q;
e Croduret;
e Span 60;
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5. Metodologia

5.1. Manuseio da planta Nectandra nitidula
As amostras de folhas das plantas foram obtidas na cidade de Ouro Preto, Minas
Gerais coletadas e transportadas para o laboratério de Fitotecnologia da Escola
de Farmécia da Universidade Federal de Ouro Preto. As folhas entdo foram
submetidas a separacdo entre secas e frescas. Enquanto as primeiras foram
descartadas, as segundas foram utilizadas na pesquisa, sendo partidas

grosseiramente em pedacos médios e grandes.

O aparelho destilador (Figura 2) foi preparado da seguinte forma: o banho
ultratermostatizado foi ligado para resfriar a agua e envia-la para o condensador.
Enquanto isso, a bomba aquecedora de agua também foi ligada e ajustada sua
poténcia entre 20 e 40%. A tampa do aparelho foi aberta e o tambor interno
retirado e pesado, tendo sua massa inicial anotada. O fundo do mesmo foi
forrado com papel filtro. As plantas previamente cortadas foram colocadas no
tambor e esse pesado novamente, com a massa final anotada. O tambor foi

inserido no aparelho destilador e esse cuidadosamente e devidamente fechado.

Ao se perceber que o processo de condensacao se iniciou, a seringa lateral
coletora (Figura 3) foi coberta por papel aluminio, para evitar que o 6leo essencial

coletado pudesse ser degradado pela luz ou volatilizado.

Figura 3 - Detalhe do destilador com seringa lateral durante processo de destilagcdo, com seringa lateral
coberta com papel aluminio.

Apés 3 horas e 30 minutos, a protecao de papel aluminio da seringa foi retirada

e 0 Oleo essencial coletado com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de vidro em
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um frasco devidamente pesado com sua massa inicial anotada. O frasco com o
oleo (Figura 4) entéo foi embalado em papel aluminio e devidamente identificado
com etiqueta e guardado em geladeira, para evitar sua degradacéo por fotélise
ou por reacgles internas préprias que pudessem degradar 0os compostos

presentes no 6leo, causando a perda de propriedades do mesmo.

Figura 4 - Frasco receptor de OE de N. nitidula com involucro de papel aluminio aberto para mostrar a
guantidade de OE e agua presente no frasco (Dia 07/10/2021)

5.2. Pesquisa com micro-organismos
Os micro-organismos utilizados na avaliacdo de atividade antimicrobiana foram

definidos em relacéo a aplicabilidade na area de saude.

A pesquisa microbiolégica consistiu em avaliar a atividade antimicrobiana do

Oleo essencial e definicdo da concentracao inibitéria minima.

As bactérias utilizadas na pesquisa foram cedidas pelo Laboratério de
Microbiologia da Escola de Farmécia da Universidade Federal de Ouro Preto.
Para sua utilizacédo, foram preparadas quatro placas de Petri pequenas com agar
nutriente previamente esterilizado e apds seu endurecimento nas placas, cada
uma foi semeada com auxilio de alca bacteriolégica de metal esterilizada em
chama com um micro-organismo, sendo eles S. aureus, S. epidermidis, P.
aeruginosa e E. coli. Apos incubacdo em estufa a 37°C para crescimento, foram
armazenadas em geladeira em temperatura entre 2°C a 5°C. Este primeiro
processo deu origem as placas estoque iniciais. Um repique inicial foi realizado

das primeiras placas estoque para quatro placas de Petri médias contendo agar
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Mueller-Hinton autoclavado, sendo estas as segundas placas estoque, que
seriam utilizadas para preparo de suspensao bacteriana, evitando que, por

descuido, as colbnias iniciais pudessem se perder devido contaminacéo.

A metodologia do teste de difusdo em disco foi seguida de acordo com as
instrucdes de CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (2012)
e OSTROSKY et al. (2008). Com uma alca bacteriologica esterilizada, colonias
de bactérias foram coletadas das placas estoque secundarias e suspendidas em
5mL de solucéo salina esterilizada, com concentracdo 0,9%, para que fosse
possivel obter solucdo turva correspondente a 0,5 da escala McFarland. A
visualizacao da turbidez foi realizada a olho nu, comparando a suspensao com
um tubo contendo a solu¢cdo com turbidez correta. Apds a homogeneizacao da
suspensao, um swab estéril foi introduzido no tubo e comprimido contra a parede
do mesmo para retirada de excesso da suspensao do swab. A semeadura foi
realizada em placas contendo agar Mueller-Hinton de maneira estriada, em trés
direcdes, girando a placa em 60° apds cada semeadura, realizadas em formato
de estrias. Ap0s este processo, as placas foram mantidas cerca de trés minutos
em cima da bancada e na area estéril para que pudesse secar adequadamente.
Os discos de papel filtro foram obtidos apds utilizar um furador em uma folha de
papel filtro, dando origem a discos de 8mm de diametro. Apds sua obtencéo, os

discos foram autoclavados por 30 min a temperatura de 120°C.

Os discos, entdo, foram colocados com o auxilio de uma pinca de metal
esterilizada a fim de evitar contaminacgéo, sendo inicialmente, cinco discos por
placa (um controle positivo, um controle negativo e trés discos com OE) e, ap0s
testes, trés discos (um controle positivo, um controle negativo e um disco
contendo OE). ApOs serem gentilmente pressionados no agar para garantir
adesdo, foram colocados, em quantidades variando entre 7uL e 10uL, o
antibiético de escolha como controle positivo (sendo, para E. coli, S. aureus e S.
epidermidis a tetraciclina e para P. aeruginosa, norfloxacina), DMSO como
controle negativo e o 6leo essencial de N. nitidula nos discos restantes. Apés
este procedimento, as placas foram armazenadas em estufa a 37°C para
incubacao durante a noite. Apos 24h, as placas foram examinadas para verificar
se 0 crescimento bacteriano havia sido uniforme, presenca de possiveis

contaminantes, se havia presenca de halo ao redor dos discos contendo o 6leo
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essencial testado e se 0 mesmo possuia didametro bem definido. Apds inspecéo
visual, as placas foram colocadas com o fundo para cima e em fundo preto para
facilitar a leitura dos halos, realizada com uma régua. Os valores obtidos foram
interpretados de acordo com os critérios de interpretacdo preconizados pelo
CLSI (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2020).

Para os micro-organismos S. aureus, S. epidermidis e E. coli foi utilizado o
antibiético tetraciclina em concentracdo 50 pg/mL, preparado da seguinte
maneira: 0,005g de tetraciclina em p6 foi pesada em Eppendorf autoclavado e
entdo solubilizada em 1000uL (1mL) de agua destilada. Apos isto, 100uL da
solu¢cdo homogeneizada foi retirada e passada para outro Eppendorf e o volume
completo com 900uL de agua, para garantir que a concentracdo do antibiotico
fosse de 50ug/mL. Para o micro-organismo P. aeruginosa o antibiotico utilizado
foi a norfloxacina em concentracdo 20ug/mL, com processo de preparacao
semelhante ao anterior, porém devido a dificuldade de solubilizad-la em agua,
0,002g da norfloxacina foi solubilizada em 1000 uL de DMSO e homogeneizado
corretamente. Foram transferidos 100 puL da solucédo para outro Eppendorf e
diluidos em 900uL de agua destilada, chegando a concentracdo final de
20ug/mL.

Apoés leitura dos halos adequadamente e obtencdo de valores, as placas
utilizadas para o teste de sensibilidade em disco foram levadas para desinfeccéo
em autoclave por 30min a 120°C e lavadas apos resfriamento para que

pudessem ser reutilizadas.

5.3. Preparo de nanoformulacéao
Para o preparo da nanoformulacdo que seria utilizada no teste de concentracao
inibitéria minima, foram testadas 4 proporc¢des entre os tensioativos Croduret e
Span 60. As formulacfes possuiam volume final 5mL e tinham como composicao
5% do volume final de tensioativos (0,25mL) (Proporcdes apresentadas no
Quadro 1), 5% do volume final de OE (0,25mL) e 90% composto por agua
destilada (4mL).
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Formulacédo | Croduret (g) | Proporgédo | Span 60 (g)
1 0,05 4:1 0,20
2 0,10 3:2 0,15
3 0,15 2:3 0,10
4 0,20 1:4 0,05

Quadro 1 - Quadro apresentando valores de proporcoes relacionados as formulagfes preparadas

Os tensoativos foram pesados em béqueres e aquecidos em chapa até 70°C.
Em outro béquer, 4gua destilada também foi aquecida a mesma temperatura.
Quando ambos atingiram a temperatura estipulada, a fase lipofilica era retirada
da fonte de calor, sendo entdo adicionado o 6leo essencial e colocados sob
agitacdo em mixer em 600rpm, enquanto a agua era adicionada lentamente. A
formulagdo foi vigorosamente agitada até resfriamento em temperatura

ambiente. E possivel observar as formulagfes na Figura 32.

As formulacbes 3 e 4 foram levadas ao aparelho Zetasizer para leitura de

tamanho de particula e indice de polidisperséo.

Ambas necessitaram ser diluidas duas vezes. Uma obrigatoria para a leitura em
aparelho (sendo a proporcdo 998uL agua Milli-Q: 2uL formulacdo) e uma
segunda para garantir que a solucdo ndo se apresentasse tdo concentrada

guanto na primeira diluicdo (3000uL agua Milli-Q: 2uL formulacao).

Apés as leituras, duas novas formulacfes foram realizadas com o mesmo
procedimento, porém com valores diferentes. Ambas novas formulacdes
variaram suas proporcfes em torno do valor da formulacéo 4 (nanoformulacao)
e novamente lidas no aparelho Zetasizer, seguindo os mesmos procedimentos

e proporcdes de diluicado (998uL:2uL):

Formulacédo | Croduret (g) | Proporgédo | Span 60 (g)
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4.1 0,225 4,5:0,5 0,025

4.2 0,175 3,5:11,5 0,075

Quadro 2 - Quadro apresentando valores de propor¢des relacionados as formulagdes preparadas
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6. Resultados

6.1. Oleo Essencial

Data Massa tambor vazio Massa tambor com Massa folhas (g) Tempo de
(9) folhas (g) extracao
21/06/2021 1950,00 2233,70 283,70 3h30min
22/06/2021 1972,40 2275,03 302,92 3h
24/06/2021 1974,90 224426 269,36 3h30min
25/06/2021 1973,94 2193,97 220,03 3h
TOTAL - - 1076,01 -

Quadro 3 - Dados da primeira extracao (extracdo realizada com folhas secas)

A primeira extracdo de OE foi realizada com folhas secas, entre os dias
21/06/2021 a 25/06/2021. O tempo de extracdo variou entre 3h e 3h30min e a

massa de folhas utilizada foi de 1076,01g. Por se tratar de folhas secas, néo foi

possivel mensurar a quantidade obtida de OE total devido a baixissima

guantidade obtida.

Figura 5 — Volume obtido de OE de acordo com o Quadro 3 (data da imagem: 30/06/2021)
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Data Massa Tambor Massa Tambor Massa Tempo Observacao sobre
Vazio (g) com folhas (g) folhas (g) folhas
06/10/2021 1966,97 2528,48 561,50 3h30min Cortadas dia 06
07/10/2021 1975,29 2557,27 581,98 3h30min Cortadas dia 06
08/10/2021 1978,02 2517,19 539,17 3h30min Cortadas dia
06/07/08
13/10/2021 1979,72 2536,64 556,92 3h30min Cortadas dia 8
14/10/2021 1975,85 2532,68 556,83 3h30min Cortadas dia 13
15/10/2021 1979,11 2511,38 532,27 3h30min | Cortadas dia 14/15
19/10/2021 1972,81 2183,81 211,00 3h Cortadas dia 19
TOTAL - - 3539,67 - -

Quadro 4 - Dados da segunda extracao (extracdo realizada com folhas frescas)

Massa do Frasco | Massa de OE no | Diferenca de massa entre o

Data com OE (g) frasco + 4gua (g) | dia atual e o dia anterior (g)
06/10/2021 — Antes da extracao 22,819 0,000 0,000
06/10/2021 — Apos a extracao 24,088 1,269 1,269
07/10/2021 27,059 4,240 2,971
08/10/2021 29,191 6,372 2,132
13/10/2021 30,170 7,351 0,979
14/10/2021 32,326 9,507 2,156
15/10/2021 34,030 11,211 1,704
19/10/2021 34,030 11,211 0,000

TOTAL 34,030 11,211 -

Quadro 5 - Acompanhamento da massa do primeiro frasco acondicionador do OE extraido de folhas frescas
de N. nitidula com quantidade minima de agua
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Figura 6 - Frasco iniciado dia 06/10/2021 completo com OE de N. nitidula (15/10/2021)

.

Figura 7 - Frasco iniciado dia 19, porém nao pesado por apresentar caracteristicas diferentes na seringa
coletora, pipeta de Pasteur e no frasco acondicionador (vide liquido com aparéncia emulsionada abaixo do
6leo essencial)

6.2. Micro-Organismos
Para a leitura das placas do teste de sensibilidade e melhor entendimento dos

guadros apresentados, foram utilizados os seguintes codigos:
+: Disco contendo controle positivo (antibiético)

-: Disco contendo controle negativo (DMSO)

1, 2, 3: Discos contendo OE de N. nitidula

ND: Néo Detectado

6.2.1. Leitura dia 30/11/2021
As leituras foram realizadas em triplicata (3 discos de 6leo essencial) na mesma
placa. Para isso, foram utilizadas placas grandes. Para todas as leituras
realizadas neste dia, a quantidade utilizada de controle positivo (antibiético),

controle negativo (DMSO) e 6leo essencial foi de 10uL/disco.
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MO: Pseudomona aeruginosa — Antibiético utilizado: Tetraciclina (50pg/mL).

Disco | Atividade | Diametro do halo de inibi¢cdo (mm)
+ Sim ND
- N&o 0,0
1 Sim ND
2 Sim 9,0
3 Sim 8,0

Quadro 6 - Apresentacao de presenca de atividade, valor do didmetro do halo em mm e a distancia entre a
borda do disco e borda do halo em mm para o micro-organismo Pseudomona aeruginosa. Sendo o disco
do meio o controle positivo (+), o disco acima deste o controle negativo (-) e, em sentido anti-horario a partir
do disco — os discos 1, 2 e 3.

Figura 8 - Placa 1 de Pseudomona aeruginosa com 5 discos e seus respectivos halos de atividade, sendo
um o controle positivo (central), um o controle negativo (acima do central) e trés com o 6leo essencial de
Nectandra nitidula (sendo, em sentido anti-horario a partir do controle negativo, 1, 2 e 3).

Devido ao tamanho dos halos, a medi¢cdo do controle positivo e do disco 1 foi

dificultada.
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MO: Pseudomona aeruginosa ATCC - Antibidtico utilizado: Tetraciclina
(50pg/mL).

Disco | Atividade | Diametro do halo de inibicdo (mm)
+ Sim 15,0
- N&o ND
1 Sim 9-10,0
2 Sim 9,0
3 Sim 10,0

Quadro 7 - Apresentacao de presenca de atividade, valor do diametro do halo em mm e a distancia entre a
borda do disco e borda do halo em mm para o micro-organismo Pseudomona aeruginosa

Figura 9 — Placa 2 de Pseudomona aeruginosa com 5 discos e seus respectivos halos de atividade, sendo
um o controle positivo, um o controle negativo e trés com o 6leo essencial de Nectandra nitidula

Os primeiros discos de P. aeruginosa foram realizados os estes com antibiético
tetraciclina. O antibiético apresentou resultados, porém ndo € o antibibtico

padronizado para o teste.
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MO: Staphylococcus aureus — Antibiético utilizado: Tetraciclina (50ug/mL)

Disco | Atividade | Diametro do halo de inibicdo (mm)
+ Sim ND
- N&o 0,0
1 Sim ND
2 Sim 10,0
3 Sim 14-16,0

Quadro 8 - Apresentacao de presenca de atividade, valor do didmetro do halo em mm e a distancia entre
a borda do disco e borda do halo em mm para o micro-organismo Staphylococcus aureus

Neste disco houve mistura de atividades entre o disco de controle positivo e o

disco 1.

Figura 10 - Placa de Staphylococcus aureus com 5 discos e seus respectivos halos de atividade, sendo um
o controle positivo (+), um o controle negativo (-) e trés com o 6leo essencial de Nectandra nitidula (1, 2, 3)
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MO: Escherichia coli - Antibidtico utilizado: Tetraciclina (50pg/mL)

Disco Atividade Diametro do halo de
inibicdo (mm)
+ Sim 13,0
- Nao 0,0
1 Sim 0,0
2 Sim 0,0
3 Sim 0,0

Quadro 9 - Apresentacao de presenca de atividade, valor do diametro do halo em mm e a distancia entre a
borda do disco e borda do halo em mm para o micro-organismo Escherichia coli

Figura 11 - Placa de Escherichia coli com 5 discos e seus respectivos halos de atividade, sendo um o
controle positivo, um o controle negativo e trés com o 6leo essencial de Nectandra nitidula

O halo de atividade dos discos estava muito pequeno, o que dificultou a medicao.
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6.2.2. Leitura dia 04/12/2021
As leituras foram novamente realizadas em triplicata (3 discos de 6leo essencial)

na mesma placa e de tamanho grande.

MO: Escherichia coli - Antibiético utilizado: Tetraciclina (50ug/mL). Volume

utilizado nos discos: 10uL

Disco | Atividade | Diametro do halo de inibicdo (mm)
+ Sim 23,0
- N&o 0,0
1 Sim 10,0
2 Sim 10,5
3 Sim 10,0

Quadro 10 - Apresentacéo de presenca de atividade, valor do didmetro do halo em mm e a distancia entre
a borda do disco e borda do halo em mm para o micro-organismo Escherichia coli

Figura 12 - Placa de Escherichia coli com 5 discos e seus respectivos halos de atividade, sendo um o
controle positivo (+), um o controle negativo (-) e trés com o 6leo essencial de Nectandra nitidula (1, 2, 3)
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MO: Staphylococcus aureus — Antibidtico utilizado: Tetraciclina (50ug/mL).

Volume utilizado por disco: 8,5uL

Disco | Atividade | Diametro do halo de inibicdo (mm)
+ Sim ND
- Nao ND
1 Sim ND
2 Sim ND
3 Sim ND

Quadro 11 - Apresentacédo de presenca de atividade, valor do didametro do halo em mm e a distancia entre
a borda do disco e borda do halo em mm para o micro-organismo Staphylococcus aureus

Figura 13 - Placa de S. aureus com 5 discos e seus respectivos halos de atividade, sendo um o controle
positivo (+), um o controle negativo (-) e trés com o 6leo essencial de N. nitidula (1, 2, 3)

Houve atividade, porém mal definida, semelhante ao primeiro experimento,
dificultando a medicdo. Halos mal definidos e mistura de atividade, ndo

possibilitando a medicdo dos mesmos.
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MO: Staphylococcus epidermidis — Antibidtico utilizado: Tetraciclina (50pg/mL).

Volume utilizado por disco: 8,5pL.

Disco | Atividade | Diametro do halo de inibicdo (mm)
+ Sim 33,0
- N&o 0,0
1 Sim 21,0
2 Sim 23,0
3 Sim 25,0

Quadro 12 - Apresentacdo de presenca de atividade, valor do didmetro do halo em mm e a distancia entre
a borda do disco e borda do halo em mm para o micro-organismo Staphylococcus epidermidis

Figura 14 - Placa de S. epidermidis com 5 discos e seus respectivos halos de atividade, sendo um o controle
positivo (+), um o controle negativo (-) e trés com o 6leo essencial de N. nitidula (1, 2, 3)
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MO: Pseudomona aeruginosa - Antibidtico utilizado: Tetraciclina (50pg/mL).

Volume utilizado por disco: 8,5pL.

Disco | Atividade | Diametro do halo de inibicdo (mm)
+ Sim 18,0
- N&o ND
1 Sim ND
2 Sim ND
3 Sim ND

Quadro 13 - Apresentacédo de presenca de atividade, valor do didametro do halo em mm e a distancia entre
a borda do disco e borda do halo em mm para o micro-organismo Pseudomona aeruginosa

Figura 15 — Placa 1 de P. aeruginosa com 5 discos e seus respectivos halos de atividade, sendo um o
controle positivo (+), um o controle negativo (-) e trés com o 6leo essencial de N. nitidula (1, 2, 3)

Novamente os halos se encontraram mal definidos, havendo dificuldade para

medicdo dos mesmos.
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MO: Pseudomona aeruginosa - Antibidtico utilizado: Tetraciclina (50pg/mL).

Volume utilizado por disco: 8,0pL.

Disco | Atividade Diametro do halo de inibicao
(mm)
+ Sim 19,0
- N&o 0,0
1 Sim 11,0
2 Sim 11,5
3 Sim ND

Quadro 14 - Apresentacéo de presenga de atividade, valor do didmetro do halo em mm e a distancia entre
a borda do disco e borda do halo em cm para 0 micro-organismo Pseudomona aeruginosa

Figura 16 - Placa 2 de P. aeruginosa com 5 discos e seus respectivos halos de atividade, sendo um o
controle positivo (+), um o controle negativo (-) e trés com o 6leo essencial de N. nitidula (1, 2, 3)

Embora ndo seja o antibiotico correto de acordo com o procedimento, a

tetraciclina apresentou atividade inibitéria em ambas as placas.
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MO: Pseudomona aeruginosa - Antibiotico utilizado: Norfloxacina (20pug/mL).

Volume utilizado por disco: 8,0uL

Disco | Atividade | Diametro do halo de inibicdo (mm)
+ Sim 21,0
- N&o 0,0
1 Sim 10,0
2 Sim ND
3 Sim ND

Quadro 15 - Apresentacéo de presenga de atividade, valor do didmetro do halo em mm e a distancia entre
a borda do disco e borda do halo em mm para o micro-organismo Pseudomona aeruginosa

Figura 17 - Placa 3 de P. aeruginosa com 5 discos e seus respectivos halos de atividade, sendo um o
controle positivo (+), um o controle negativo (-) e trés com o 6leo essencial de N. nitidula (1, 2, 3)
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MO: Pseudomona aeruginosa - Antibiotico utilizado: Norfloxacina (20pug/mL).

Volume utilizado por disco: 8,0uL

Disco | Atividade | Diametro do halo de inibicdo (mm)
+ Sim 22,0
- N&o 0,0
1 Sim 18,0
2 Sim 12,0
3 Sim ND

Quadro 16 - Apresentacdo de presenca de atividade, valor do didmetro do halo em mm e a distancia entre
a borda do disco e borda do halo em mm para o micro-organismo Pseudomona aeruginosa

Figura 18 - Placa 4 de P. aeruginosa com 5 discos e seus respectivos halos de atividade, sendo um o
controle positivo (+), um o controle negativo (-) e trés com o 6leo essencial de N. nitidula (1, 2, 3)
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6.2.3. Leitura dia 06/12/2021
MO: Staphylococcus epidermidis - Antibidtico utilizado: Tetraciclina (50pg/mL).

Volume utilizado por disco: 8,5pL.

Disco | Atividade | Diametro do halo de inibicdo (mm)
+ Sim 27,0
- N&o 0,0
1 Sim 17,0
2 Sim 18,0
3 Sim 16,0

Quadro 17 - Apresentacdo de presenca de atividade, valor do didmetro do halo em mm e a distancia entre
a borda do disco e borda do halo em mm para o micro-organismo Staphylococcus epidermidis

Figura 19 - Placa de S. epidermidis com 5 discos e seus respectivos halos de atividade, sendo um o controle
positivo (+), um o controle negativo (-) e trés com o 6leo essencial de N. nitidula (1, 2, 3)
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6.2.4. Leitura dia 10/12/2021

Em todos os discos foram utilizados 8,5pL.

MO: Escherichia coli - Antibiético utilizado: Tetraciclina (50ug/mL). Feito em uma

placa media.

Disco | Atividade | Diametro do halo de inibicdo (mm)

+ Sim 28,0
- N&o 0,0
1 Sim 11,0

Quadro 18 - Apresentacéo de presenca de atividade, valor do didmetro do halo em mm e a distancia entre
a borda do disco e borda do halo em mm para o micro-organismo Escherichia coli

Figura 20 - Placa de E. colicom 3 discos e seus respectivos halos de atividade, sendo um o controle positivo
(+), um o controle negativo (-) e o terceiro com o 6leo essencial de N. nitidula (OE)
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MO: Staphylococcus aureus — Antibiético utilizado: Tetraciclina (50ug/mL). Feito

em uma placa grande.

Disco | Atividade | Diametro do halo de inibicdo (mm)

+ Sim 26,0
- N&o 9,0
1 Sim 12,0

Quadro 19 - Apresentacédo de presenca de atividade, valor do didametro do halo em mm e a distancia entre
a borda do disco e borda do halo em mm para o micro-organismo Staphylococcus aureus

Figura 21 - Placa de S. aureus com 3 discos e seus respectivos halos de atividade, sendo um o controle
positivo (+), um o controle negativo (-) e o terceiro com o 6leo essencial de N. nitidula (OE)
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MO: Staphylococcus epidermidis — Antibidtico utilizado: Tetraciclina (50pg/mL).

Feito em uma placa grande.

Disco | Atividade | Diametro do halo de inibicdo (mm)

+ Sim 30,0
- N&o 9,0
1 Sim 18,0

Quadro 20 - Apresentacédo de presenca de atividade, valor do didametro do halo em mm e a distancia entre
a borda do disco e borda do halo em mm para o micro-organismo Staphylococcus epidermidis

Figura 22 - Placa de S. epidermidis com 3 discos e seus respectivos halos de atividade, sendo um o controle
positivo (+), um o controle negativo (-) e o terceiro com o 6leo essencial de N. nitidula (OE)

52



MO: Pseudomona aeruginosa

Feito em uma placa grande.

— Antibiotico utilizado: Tetraciclina (50ug/mL).

Disco | Atividade | Diametro do halo de inibicdo (mm)
+ Sim 15,0
- N&o 0,0
1 Sim 10,0

Quadro 21 - Apresentacédo de presenca de atividade, valor do didametro do halo em mm e a distancia entre
a borda do disco e borda do halo em mm para o micro-organismo Pseudomona aeruginosa

Figura 23 — Placa 1 de P. aeruginosa com 3 discos e seus respectivos halos de atividade, sendo um o
controle positivo (+), um o controle negativo (-) e o terceiro com o 6leo essencial de N. nitidula (OE)
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MO: Pseudomona aeruginosa

Feito em uma placa grande.

— Antibi6tico utilizado: Norfloxacina (20pg/mL).

Disco | Atividade | Diametro do halo de inibicdo (mm)
+ Sim 26,0
- N&o 0,0
1 Sim 12,0

Quadro 22 - Apresentacdo de presenca de atividade, valor do didametro do halo em mm e a distancia entre
a borda do disco e borda do halo em mm para o micro-organismo Pseudomona aeruginosa

Figura 24 - Placa 2 de P. aeruginosa com 3 discos e seus respectivos halos de atividade, sendo um o
controle positivo (+), um o controle negativo (-) e o terceiro com o 6leo essencial de N. nitidula (OE)
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6.2.5. Leitura dia 14/12/2021 (S. epidermidis e S. aureus)

Em todos os discos foram utilizados 7,0pL.

MO: Staphylococcus aureus — Antibiético utilizado: Tetraciclina (50ug/mL). Feito

em uma placa grande.

Disco | Atividade | Diametro do halo de inibicdo (mm)

+ Sim 18,0
- Nao 0,0
1 Sim 12,0

Quadro 23 - Apresentacéo de presenga de atividade, valor do didmetro do halo em mm e a distancia entre
a borda do disco e borda do halo em mm para o micro-organismo Staphylococcus aureus

Figura 25 - Placa de S. aureus com 3 discos e seus respectivos halos de atividade, sendo um o controle
positivo (+), um o controle negativo (-) e o terceiro com o 6leo essencial de N. nitidula (OE)
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MO: Staphylococcus epidermidis — Antibidtico utilizado: Tetraciclina (50pg/mL).

Feito em uma placa grande.

Disco | Atividade Diametro do halo de inibicdo
(mm)
+ Sim 29,0
- N&o 0,0
1 Sim 18,0

Quadro 24 - Apresentacédo de presenca de atividade, valor do didametro do halo em mm e a distancia entre
a borda do disco e borda do halo em mm para o micro-organismo Staphylococcus epidermidis

Figura 26 - Placa de S. epidermidis com 3 discos e seus respectivos halos de atividade, sendo um o controle
positivo (+), um o controle negativo (-) e o terceiro com o 6leo essencial de N. nitidula (OE)
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6.3. Formulagdo nanoparticula

Figura 27 - Formulagdes 1 a 4 (da esquerda para a direita) realizadas com a mistura de Croduret e Span
60 em diferentes propor¢des conforme demonstrado no subcapitulo “Metodologia” e suas consisténcias

6.3.1. Formulacdes 1 a4

As formulacdes 3 e 4 foram para leitura no aparelho Zetasizer
Amostra 3 = 0,159 croduret (3:2) 0,109 span 60

Amostra 4 = 0,29 croduret (4:1) 0,059 span 60

Amostra 3 (Croduret 3:2 Span 60) — diluida 998uL agua:2uL amostra

Tamanho Particula 645 +119

indice Polidispersdo (PDI) | 0,742 + 0,052

Quadro 25 - Apresentacgéo dos valores de tamanho de particula e indice de polidisperséo da amostra 3 com
a diluicdo 998puL:2pL

Amostra 3 (Croduret 3:2 Span 60) — diluida 3000uL agua:2uL amostra

Tamanho Particula 1005 + 586,70

indice Polidispersédo (PDI) | 0,787 + 0,287

Quadro 26 - Apresentacgédo dos valores de tamanho de particula e indice de polidispersdo da amostra 3 com
a diluicdo 3000pL:2uL
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Amostra 4 (Croduret 4:1 Span 60) - diluida 998uL agua:2uL amostra

Tamanho Particula 160,5 + 2,613

indice Polidisperséo (IPD) | 0,428 + 0,068

Quadro 27 - Apresentacgédo dos valores de tamanho de particula e indice de polidispersdo da amostra 4 com
a diluicdo 998uL:2uL

Amostra 4 (Croduret 4:1 Span 60) - diluida 3000uL agua:2pL amostra

Tamanho Particula 219,4 + 63,27

indice Polidisperséo (IPD) | 0,404 + 0,017

Quadro 28 - Apresentacgéao dos valores de tamanho de particula e indice de polidispersdo da amostra 4 com
a diluicdo 3000pL:2puL

6.3.2. Formulagbes 4.1e 4.2
Foram realizadas duas novas formulagdes para leitura no Zetasizer, sendo

nomeadas amostras 4.1 e 4.2
Amostra 4.1 = 0,225g Croduret (4,5:0,5) 0,025g Span 60

Amostra 4.2 = 0,175g Croduret (3,5:1,5) 0,075g Span 60

Amostra 4.1 (Croduret 4,5:0,5 Span 60) - diluida 998uL agua:2juL amostra

Tamanho Particula 152,0 + 4,670

indice Polidisperséo (IPD) | 0,374 + 0,021

Quadro 29 - Apresentacdo dos valores de tamanho de particula e indice de polidispersédo da amostra 4.1
com a diluigdo 998uL:2pL

Amostra 4.2 (Croduret 3,5:1,5 Span 60) - diluida 998uL agua:2uL amostra

Tamanho Particula 153,9 + 0,2887

indice Polidisperséo (IPD) | 0,437 + 0,065

Quadro 30 - Apresentacao dos valores de tamanho de particula e indice de polidispersédo da amostra 4.2
com a diluigdo 998puL:2uL
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7. Discussao
A primeira extragéo foi realizada com folhas secas da planta N. nitidula, que
foram colhidas aproximadamente um ano antes do processo, se encontrando,
entdo, secas. Foi observado que as folhas ndo apresentavam manchas
caracteristicas de bolor, podendo-se suspeitar de atividade antifungica. A
atividade citada nédo foi testada. Por se encontrarem secas, as folhas nao
produziram quantidade satisfatéria de Oleo essencial (Quadro 3), sendo
necessaria uma nova destilacdo, porém desta segunda vez com folhas frescas,
cujo volume foi apresentado no Quadro 4. Pode-se observar que em alguns
casos a obtencao diaria foi menor e pode-se supor que isso aconteceu devido
as folhas terem sido fragmentadas no dia anterior ao seu uso (descritos na

coluna 6 do Quadro 4).

Durante a segunda extracdo de Oleo essencial (a partir do dia 13/10/2021),
ocorreu a presenca de uma solucéo de aparéncia leitosa, possivel observar nas
Figuras 7, 28 e 29. Supde-se que ocorreu a emulsdo do 6leo essencial com a
agua presente na seringa coletora, causando tal impressao. A emulsdo pode ter
ocorrido devido ao aquecimento da agua presente na seringa coletora do
aparelho destilador e, em contato com o 06leo essencial que gotejava do
condensador, acabou preparando a base da emulséo, que se solidificou ao
entrar em contato com a superficie fria da pipeta de Pasteur e do frasco
acondicionador do o¢leo essencial (que se encontrava em geladeira para
armazenamento).

Embora nao fosse possivel limpar a pipeta de Pasteur e a seringa coletora com
agua guente e detergente, foi possivel retirar a camada amarelada com acetona.
E possivel que tal alteracéo no 6leo essencial obtido possa ter surgido devido
falhas de manuseio do aparelho destilador, como a desatencdo ao controle de

temperatura do condensador presente no topo do aparelho.
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Figura 28 - Pipeta de Pasteur de vidro com camada amarela que surgiu na seringa coletora do aparelho
destilador a partir do dia 13 e a partir de 3h do processo de extracao

Figura 29 - Seringa coletora do aparelho destilador com camada formada durante o processo de extragdo
a partir do dia 13 e a partir de 3h do processo

Quanto a atividade apresentada pelo 6leo essencial com relagdo aos micro-
organismos escolhidos, o teste realizado foi o Teste de Sensibilidade em Disco,
gue foi inicialmente idealizado por Bauer (BAUER et al., 1966; SEJAS et al.,
2003), chamado método de disco-difuséo, que consiste no uso de um disco de
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papel-filtro impregnado com antibiético em uma placa de 4gar semeada com a
bactéria determinada. Com esta preparacéo, por meio de difusdo o antibiético
forma um halo que indica a inibicdo do crescimento bacteriano. A medi¢cédo do
halo é realizada com uma régua ou com um paquimetro calibrado apos a
incubacdo da placa durante a noite. E anotado o valor do didmetro do halo,

considerando-se o disco de papel filtro utilizado (BAUER et al., 1966).

Na presente pesquisa, 0s primeiros discos foram realizados em triplicata para
verificacdo de presenca de atividade, enquanto os seguintes foram realizados
com apenas um disco contendo 6leo essencial para melhor medicdo dos halos
de atividade presente nas placas, visto que ocorreram casos de mistura de

atividade entre os halos.

De acordo com o tamanho formado do halo, é possivel classificar o0 micro-
organismo em “Resistente” (representado pela letra R), “Intermediario” (I) ou
“Sensivel” | “Susceptivel” (S) (SEJAS et al., 2003), segundo os valores das
tabelas apresentadas nas Figuras 30, 31 e 32, retiradas de (CLINICAL AND
LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2020).

O micro-organismo é classificado como “S” quando o diametro da sua zona de
inibicdo apresenta valor igual ou superior ao definido na tabela, indicando que o
micro-organismo € inibido pela concentracdo usualmente utilizada do antibiético,
guando este € empregado no tratamento de infecgdes, resultando entdo em
provavel eficacia clinica. A categoria “I” indica que o didametro do halo de inibicao
apresenta valor intermediario aos apresentados na tabela e a classificagao “R”
indica que o diametro do halo de inibicdo se encontra igual ou abaixo aos
apresentados nas tabelas das figuras 30 a 32, indicando que ha resisténcia
microbiana e/ou o0 agente antimicrobiano ndo apresente eficacia clinica
comprovada (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2020).
O valor também pode ser indicado pela concentragdo minima inibitéria
(CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2020), porém para

o presente trabalho, o valor considerado foi o de diametro de zona de inibic&o.
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Table 2A. Enterobacterales (Continued)

Zone Mameter Breakpoints,

IMafprative Categories and

Interprative CAlAgonias and
MIC Breakpoints,

{44) Organsmes that ane suscepiile o letracycine a

TestiReport Antirmicrobial Disk nearast whale mm pgimbL
Grap Agent Canbent 1 500 ¢ ] i R 5 SO0 ;1 ! R ©
BACROLIDES
Inw. Azhramicin 16 pig EXE] - - =12 =1E - - a2 143] 5 anterica sar. Typhi anly;

breakpoints ang based on MIC
destribubon data and limied dinical data.
For & flaxnen and 5. sonned, sea
Moperdix G, Table G1.

TETRACYCLINES

re also considened susceplible ko docyoyckne and minocydine. However, same argarisms thad are inbesmediate or resstant b

Figura 30 - Tabela indicando o uso de antibiéticos e seus valores para classificacdo de micro-organismos
de acordo com o tamanho do halo de inibicdo medido em milimetros (mm), sendo considerados, para esta

=00 -

-5

bt ine mavy b susceptinls io doayeyoline, minooydine. ar both,

= Tatracyeding A g 215 - 12-14 =11 4 - 8 =16

5] Domycycling 30 =14 - 1113 =10 4 - 8 =18

[5] Minccycling 30 =16 - 1315 %12 <d - 8 =16
QUINOLONES AND FLUDROQUINCLONES for axcepd 5. spp. (Please refer to Glossary L)

B | Ciprofiaatin 5 | 521 s - [ 21 | 145]) Breshpointa far ciprofloesdin are

tabela, o micro-organismo Escherichia coli, considerando o uso do antibiético padronizado tetraciclina

Table 2B-1. Pseudomonas aeruginosa (Continued)
Interpretive Categories and Interpretive Categories and
Zone Diameter Braakpoints, MIC Breakpoints,
Test/Report Antimi Disk nearest whole mm pgimL
Group ent Content 5 1 ! R 5 ! 1 ! R Comments
AMINOGLYCOSIDES
A Gentamicin 10 ug >15 , 13-14* 512 <4 i =16
A Tobramycin 10 ug =15 1 13-14% 1 =12 =4 B* =16
B Amikacin 30 pg =17 0 1516 1 =14 <16 1 32 1 =64
o] Metilmicin 30 pg =15 | 13-14* | =12 =8 164 =32
FLUCROQUINCLONES
Cipraflaxacin Sug =25 1 19-24% =18 =0.5 1 (23) Breakpaints are basad on a dosage
. regimen of 400 mg IV administered every 8 h.
B Levofloxacin S5ug =22 1 15214 =14 =1 an (24) Breakpoints are based on a dosage
| ragimen of 750 mg administerad every
24 h.
o Lomefloxacin 10 ug =22 18-214 =18 =2 48 =8 (25) For testing and reporting of urinary tract
isolates only.
o Norfloxacin 10 pg =17 13-16 =12 zd 8 =16 See comment (25).
0 Ofloxacin 5ug =16 13-154 =12 <2 s =8
[5] Gatifloxacin 5ug =18 1517~ =14 =2 an =8

Abbreviations: ATCCT, American Type Culture Collection; CAMHB, cation-adjusted Mueller-Hinton broth; CAT, colistin agar test; CBDE, colistin broth disk
elution; |, intermediate; MHA, Mueller-Hinton agar; MIC, minimal inhibitory concentration, PK-PD, pharmacokinetic-pharmacodynamic; QC, quality control;

R, resistant; S, susceptible.

Figura 31 - Tabela indicando o uso de antibiéticos e seus valores para classificacdo de micro-organismos
de acordo com o tamanho do halo de inibicdo medido em milimetros (mm), sendo considerados, para esta

tabela, o micro-organismo Pseudomona aeruginosa e o antibiético norfloxacina

Table 2C. Staphylococcus spp. (Continued)

Interpretive Categories and
Zone Diameter Breakpoints,

Interpretive Categories and
MIC Breakpoints,

tetracyeline may be susceplible o doxycycline, minocycline, or both.

Test/ phy nearest whole mm pgimbL
Report Antimicrobial spp. Disk 1 8D ! !
Group Agent Indications Content 5§ | D | | ' R s SDD I R Comments
MACROLIDES
{26) Not routinely reported on organisms isolated from the urinary ract.
A Azithromycin All staphylococecl 15 ug =18 | 14=17 =13 =2 ! ! 4 =8
or H H H H
A clarithromycin 15 ug =18 ! 14-17 <13 =2 V4 ]
or
A enythromyein 15 pg =23 14-22 <13 <05 1-4 =8
5] Dirithromyein 15 ug =19 - 16-18 =15 =2 - 4 =8
TETRACYCLINES
{27) Organisms that are susceptible to tetracycline are also considered susceptible to doxycycline and minocyeline. However, some organisms that are intermediate or resistant to

. Testin:

after initiation of theray

Figura 32 - Tabela indicando o uso de antibiéticos e seus valores para classificacdo de micro-organismos
de acordo com o tamanho do halo de inibicdo medido em milimetros (mm), sendo considerados, para esta
tabela, os micro-organismos Staphylococcus aureus e S. epidermidis, considerando o antibidtico

padronizado tetraciclina.

De acordo com os valores obtidos e apresentados no tépico 5.1.2, para a
bactéria E. coli, com seus resultados apresentados nos quadros 9, 10 e 18 e
comparados os valores com a Figura 30, a bactéria apresentou atividade

classificada como “R” (resistente), assim como a P. aeruginosa, com seus

B Tetracycline Al staphylococci 30 ug =19 | 15-18 1 =14 =4 ! ! 8 =16

B Daxycydine 30 ug =16 + — 1 1315 | =12 <4 . - . 8 =16

B Minocycline 30 ug =19 15-18 | =14 =4 | H 8 =16 See comment (26).
FLUOROQUINOLONES

(28) Staphylococcus spp. may develop resistance during profenged therapy with quinolones. Therefore, isclates that are initially phi
ing of repeat isolates may be warranted.
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valores apresentados nos quadros 6, 7, 13, 14, 15, 21 e 22 e comparados a
Figura 31, com excegédo do quadro 16, cujos resultados deram “S” (sensivel) e
“I” (intermediaria). Quanto a S. aureus, os valores apresentados nos quadros 8,
11, 19 e 23 e comparados a Figura 32, indicaram atividade “R”. A bactéria S.
epidermidis também teve seus resultados comparados a Figura 32, porém nos
quadros 12 e 24 apresentou atividade classificada como “S” nos testes

“I”

realizados no disco e nos quadros 17 e 20, atividade

Para conferéncia de valor, € sabido que o disco originalmente utilizado na
pesquisa de (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2020)
possui 6mm de diametro, enquanto o disco utilizado neste trabalho possuia 8mm
de diametro. Com isso, o valor da distancia da borda do disco até a borda do
halo de inibicdo foi considerado, para que houvesse menos interferéncias

possiveis no caso da bactéria S. epidermidis.

As placas contendo o0 micro-organismo S. aureus ndo apresentaram halos bem
definidos ao redor dos discos contendo o 6leo essencial (é possivel observar o
fendmeno nas Figuras 10, 13, 21, 25). Devido a este motivo, os volumes iniciais
de 10pL. de OE e controles foram alterados durante os testes de sensibilidade
em disco, para evitar problemas em que o 0leo estivesse escorrendo pelo agar.
Valores menores do que 7,0uL também foram testados nos discos, porém ele
nao se mantinha completamente Umido, possuindo partes que permaneciam
secas apos a aplicacdo. Como a diminuicdo do volume de 6leo essencial nos
discos néo alterou a irregularidade dos halos, supfs-se, entdo, que 0 mesmo

possa ter volatilizado, causando tal situacao.

Das quatro nanoformulagcGes preparadas, apenas as de numero trés e quatro
foram consideradas para leitura no aparelho Zetasizer devido, inicialmente, sua

aparéncia mais aguosa quando comparadas com as de numero um e dois.

Apos leitura e obtencdo dos resultados apresentados, mais duas formulacfes
foram preparadas (4.1 e 4.2), com propor¢cdes semelhantes ao preparo 4.
Quando os valores foram comparados aos da formulacdo 3, observou-se que,
além do tamanho da particula ser menor, o indice de polidispersdo também o

era, o que indica maior homogeneidade da solugao.
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8. Concluséo
A pesquisa teve como intuito avaliar a atividade biologica do 6leo essencial de
Nectandra nitidula para que este pudesse ser utilizado em formulacbes
farmacéuticas e este foi alcancado. Para tal, definiram-se alguns objetivos
especificos, como a destilacdo do 6leo essencial por arraste a vapor, verificando-
se que apresentou 6timos resultados com a planta fresca ao invés de seca e a
analise microbiolégica por teste de sensibilidade em disco dos micro-organismos
P. aeruginosa, E. coli, S. aureus e S. epidermidis. Tal andlise permitiu concluir
gue apenas esta Ultima bactéria se mostrou sensivel ao 6leo essencial, sendo

as outras trés resistentes e/ou intermediarias a atividade do OE.

Quanto a formulagéo preparada, a de niumero 4 se apresentou, de acordo com
os resultados, mais propensa a ser considerada nanoestruturada, sendo, por
este motivo, realizada mais duas formula¢cées com proporc¢des de tensioativos

semelhantes.

9. Consideracdes finais
Para pesquisas futuras, um teste a ser realizado € o de cromatografia gasosa
acoplado a espectrébmetro de massas, para identificacio dos compostos
presentes no Oleo essencial estudado neste trabalho apresentado, além da
pesquisa de concentracdo minima inibitéria com o micro-organismo S.

epidermidis, ja que o0 mesmo apresenta sensibilidade quando exposto ao OE de
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N. nitidula concentrado. Além disso, aumentar a gama de micro-organismos a

serem testados, com semelhancgas estruturais a S. epidermidis, por exemplo.
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