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APRESENTAGCAO

A resisténcia antimicrobiana € uma ameaga a saude publica mundial,
gerando preocupacgao para as autoridades e profissionais da saude. Ha evidéncias
de uma progressiva disseminagao de bactérias multirresistentes que, por serem
resistentes a maioria dos tratamentos comercialmente disponiveis, limitam a terapia
e aumentam o indice de mortalidade. Como fator agravante, observa-se tempo
prolongado de hospitalizacdo e utilizagdo de antibidticos de ultima geragcdo em
doses elevadas, aumentando sua toxicidade e contribuindo para a selegao de
bactérias ultrarresistentes, além de elevar os custos hospitalares.

Existe claramente uma crescente necessidade da descoberta de novos
compostos antimicrobianos, em particular antibacterianos, que possam agir contra
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, combatendo os principais tipos de
infeccoes.

Neste sentido, o emprego da nanotecnologia no desenvolvimento de
formulagcbes para a entrega sustentada de antimicrobianos é uma alternativa
promissora. Acredita-se que o desenvolvimento de formulagcbes de carreadores
lipidicos nanoestruturados (NLC) compostas por excipientes naturais e de grande
abundancia no Brasil, como os 6leos essenciais (OE) e vegetais, pode trazer
beneficios e novas perspectivas a terapia antimicrobiana. Além disso, aliados a um
baixo custo de produgdo, possibilidade de escalonamento e sendo
economicamente viavel, poderia ser incorporada ao sistema unico de saude (SUS)
como futuro tratamento e sanitizacdo de ambientes hospitalares.

O objetivo desta dissertacao € apresentar uma visao geral sobre resisténcia
bacteriana e demonstrar o potencial de formulagdes desenvolvidas a partir de
matrizes naturais como parte de uma pesquisa original que almejou desenvolver
uma opgao terapéutica barata e eficaz contra infecgbes por bactérias
multirresistentes. Para fins didaticos, este trabalho foi dividido em dois capitulos. O
primeiro, fornece uma revisdo tedrica contendo informacdes relevantes para a
compreensao do presente trabalho. Ja o Capitulo 2, refere-se ao estudo
experimental que objetivou desenvolver NLC compostos por manteigas vegetais
que encapsularam OE com atividade contra cepas de A. baumannii, P. aeruginosa
e K. pneumoniae isoladas de humanos. Neste capitulo, sdo apresentadas as

metodologias utilizadas, os resultados, discussdes e conclusdes.



CAPITULO I: Fundamentacio Teérica



1 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é uma das principais ameacgas globais a
saude publica do século XXI. Ocorre quando os microrganismos desenvolvem a
capacidade de resistir a acdo dos antimicrobianos, tornando-os menos efetivos ou
ineficientes para combater infecgbes (Murray et al., 2022). Existem evidéncias que
0 uso excessivo de antimicrobianos contribuiu para o desenvolvimento da RAM,
aumentando sua taxa de disseminagao (O’Neill, 2016). A consequéncia é um
cenario extremamente preocupante devido ao aparecimento de bactérias
multirresistentes (MDR) aos tratamentos considerados “dltima linha de defesa”, que
incluem vancomicina, polimixina B, carbapenémicos e colistina (Wang et al., 2022,
Yao et al., 2023).

Ao longo dos anos, as bactérias desenvolveram varios mecanismos de
resisténcia para dificultar a acdo dos antibiéticos. Estes mecanismos envolvem
mutagdes genéticas, transmissao vertical de cromossomos, transmissao horizontal
de plasmideos ou transposons, captura de genes de resisténcia exdgena por
integrons, alteragdes no sitio-ativo do antibiético (Yao et al., 2023), redugéo da
permeabilidade da membrana externa, expressdo de bombas de efluxo e producao
de enzimas para degradar os antibioticos (Andrade; Darini, 2017).

Infecgbes por patégenos multirresistentes estdo associadas a um aumento
consideravel de morbidade e mortalidade em unidades de terapia intensiva (UTI)
em todo o mundo (Braga et al., 2018), além de elevar os custos hospitalares.
Segundo pesquisa realizada por Osme et al. (2020), as infec¢des relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS) causadas por bactérias resistentes aos principais
tratamentos farmacolégicos, representaram um aumento de 75 % no tempo de
internagao dos pacientes, quando comparados aos sem IRAS. Além disso, o custo
direto dos pacientes com IRAS foi 111,5 % maior que o valor reembolsado pelo
Sistema Unico de Saude brasileiro (SUS), com custo direto extra de US$ 11.776
por paciente, extremamente altos principalmente quando envolveram infecgdes
associadas a P. aeruginosa, A. baumannii e K. pneumoniae resistentes aos
carbapenémicos.

Segundo estimativa publicada em 2019, cerca de 1,27 milhdo de mortes

foram atribuidas a resisténcia bacteriana nesse ano, sendo os seis principais
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patdgenos: Escherichia coli, seguida por Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa (Murray et al., 2022). Os desafios para o tratamento
dessas infecgdes sao enormes, principalmente quando biofilmes estdo envolvidos.
Quando as bactérias estdo organizadas em biofilmes, ha um aumento na sua
capacidade de resistir a agcdo dos antibiéticos em comparagdo com as células
plancténicas sendo que, para o estabelecimento efetivo do biofilme, as bactérias se
comunicam por meio do quoérum-sensing (Panda et al., 2022).

Recentemente, o mundo todo enfrentou a pandemia da COVID-19 e varios
relatérios mostraram aumento de infecgbes hospitalares por microrganismos
resistentes neste periodo, com destaque para A. baumannii e enterobactérias
resistentes aos carbapenémicos, Enterococcus ssp. resistente a vancomicina, P.
aeruginosa MDR e S. aureus resistente a meticilina (Micheli et al., 2023). Como
consequéncia, houve um aumento no consumo de antibiéticos de amplo espectro,
como vancomicina e polimixinas B e E (Freire et al., 2023) associados a terapias
antimicrobianas empiricas (Micheli et al., 2023; Rawson; Wilson; Holmes, 2021), o
que potencialmente atua como estimulo para o desenvolvimento de RAM
(Kariyawasam et al., 2022).

A literatura aponta que a maioria dos antibioticos aprovados nos ultimos
anos sao provenientes de pesquisas realizadas antes de 2010 (Yao et al., 2023),
sendo urgente a descoberta de novos tratamentos. Em virtude disso, pesquisas
foram intensificadas para enfrentar esse desafio, buscando desenvolver novas
opcodes terapéuticas que sejam eficazes e seguras. Assim como a estratégia global,
deve-se concentrar na busca de novas opcdes terapéuticas contra tuberculose,
bactérias Gram-negativas MDR e extensivamente resistentes (XDR) a
medicamentos (Tacconelli et al., 2018).

Nesse sentido, alguns materiais poliméricos, peptideos antibacterianos e
sistemas de entrega sustentada de moléculas (DDS) utilizando nanotecnologia tém
demonstrado grande potencial para superar a resisténcia bacteriana (Yao et al.,
2023). Assim, tém sido exploradas abordagens promissoras envolvendo produtos
naturais, como os 6leos essenciais (OE) para combater infecgdes relacionadas com
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e espécies de Enterobacter
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(Panda et al., 2022), mas devido algumas propriedades fisico-quimicas como alta
volatilidade, sensibilidade a luz (Guidotti-Takeuchi et al., 2022), toxicidade (Dajic
Stevanovic et al., 2020), hidrofobicidade e instabilidade causada por hidrolise e
oxidagao (Cimino et al., 2021) sua aplicagdo biomédica é limitada.

Para superar essas desvantagens, algumas abordagens nanotecnoldgicas
que permitem o encapsulamento de moléculas bioativas podem ser aplicadas (Dajic
Stevanovic et al., 2020; Guidotti-Takeuchi et al., 2022). Dessa forma, a natureza
hidrofébica dos OE os torna compativeis para serem encapsulados em carreadores
lipidicos nanoestruturados (NLC) e, consequentemente, os elege como excelentes
candidatos para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas, aliados

ainda ao seu baixo preco e ampla diversidade (Ribeiro et al., 2020b).

2 OLEOS ESSENCIAIS

Desde a antiguidade, substancias derivadas de plantas, tais como OE e
vegetais, sao utilizadas em diversos paises para propositos distintos, conforme a
cultura de cada lugar (Elshafie; Camele, 2017).

A 72 edicao da Farmacopeia Europeia define OE como “produto aromatico
de composigdo complexa, obtido de uma matéria-prima vegetal botanicamente
definida por métodos de arraste por vapor d’agua, destilagido a seco ou por uma
técnica mecanica adequada sem aquecimento”. O OE pode ser separado da fase
aquosa utilizando um método fisico que nao altere sua composi¢ao quimica, como
a extracédo a frio (Asbahani et al., 2015).

As caracteristicas basicas dos OE sao o odor marcante, fotossensibilidade
e o alto pH (bases fortes) (Dajic Stevanovic et al., 2020). Sdo provenientes do
metabolismo secundario das plantas, podendo ser extraidos de diferentes
estruturas vegetais: casca, folhas, flores, brotos, sementes, raizes e frutos. Sua
constituicdo quimica é complexa e varios compostos bioativos podem ser
observados em sua composi¢cdo, que compreende as substancias organicas
volateis de varias classes, como aldeidos, terpenos, terpenoides, ésteres, cetonas,
fendlicos e éteres (Swamy; Akhtar; Sinniah, 2016; Tongnuanchan; Benjakul, 2014).

Em geral, representam uma pequena fracdo da composicdo vegetal e sao
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constituidos, principalmente, por monoterpenos, sesquiterpenos e terpenoides
(Asbahani et al., 2015).

O perfil quimico de um OE esta fortemente relacionado ao procedimento de
extragcdo adotado para sua obtencéo (Elshafie; Camele, 2017), sendo importante
utilizar um método que mantenha a proporcéo natural e a composi¢ao quimica mais
proxima possivel de seu estado original. Existem varios métodos de extragao, os
quais sao classificados em métodos convencionais, baseados na destilacao de
agua por aquecimento, e métodos avangados, que fazem uso de tecnologias
inovadoras como ultrassom e micro-ondas. Como os OE s&o termolabeis, as
técnicas convencionais podem comprometer sua qualidade. Além disso,
apresentam muitas desvantagens como tempo de extragdo mais longo, menor
eficiéncia, necessidade de maiores concentragdes de solventes orgénicos e maior
consumo de energia. Desta forma, os métodos de extragdo avangados representam
uma alternativa para superar as limitacbes dos métodos convencionais e sao mais
eficientes em termos de baixo custo, economia de tempo, energia e necessidade
de solventes (Asbahani et al., 2015; Kant; Kumar, 2022).

Os constituintes quimicos dos OE podem diferir entre as espécies vegetais
e alguns fatores, como localizagao geografica, ambiente e estagio de maturidade
da planta podem afetar a sua composi¢cao (Swamy; Akhtar; Sinniah, 2016). Além
do mais, a quantidade de OE ¢ diferente entre as plantas, e isso determina e
justifica o prego de cada produto (Tongnuanchan; Benjakul, 2014).

Atualmente, os OE tém interesse renovado e pesquisas sdo desenvolvidas
para sua utilizagdo pela industria cosmética, agricola, alimenticia e farmacéutica
(Chukwuma et al., 2023; Guidotti-Takeuchi et al., 2022). S&o reconhecidos como
compostos naturais promissores para uso como ativo farmacéutico por
apresentarem diversas propriedades bioldgicas intrinsecas, que incluem atividade
antibacteriana, antifungica, antiviral, antioxidante, anticancerigena, analgésica,
anti-inflamatédria, biopesticida, repelente e dentre outras (Cimino et al., 2021;
Elshafie; Camele, 2017).

Os efeitos antibacterianos e antibiofilme dos OE estéo relacionados a sua
capacidade de penetrar a parede celular bacteriana, afetando sua integridade,
induzindo o extravasamento de ions e a ruptura de enzimas, bem como provocando

alteragdes estruturais e funcionais da célula bacteriana, levando-as a morte (Dajic
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Stevanovic et al., 2020). Outros mecanismos de agao incluem sua capacidade de
afetar a funcao de bombas de efluxo, inibir a formacgao de biofilme e a detecgao de
quorum sensing bacteriano (Panda et al., 2022). E importante destacar que, os OE
demonstraram baixo potencial para o desenvolvimento de resisténcia microbiana,
provavelmente devido sua composi¢cao quimica complexa contendo multiplas
moléculas bioativas (Angane et al., 2022; Lu et al., 2018).

Alguns OE (cassia, canela, cravo, eucaliptol, lavanda, limao, manjerona,
laranja, orégano e hortela - pimenta) e seus componentes quimicos (cinamaldeido,
carvacrol, curcumina e eugenol) demonstraram atividade antimicrobiana
promissora (Patra et al., 2018), sendo interessante aplica-los na prevengao de
infeccbes hospitalares por meio do seu uso no processo de desinfecgdo de
dispositivos médicos e superficies hospitalares (Panda et al., 2022).

Todavia, a aplicacdo de OE na industria farmacéutica é limitada em funcéo
da sua solubilidade reduzida em agua e baixa estabilidade fisico-quimica, devida a
elevada volatilidade e capacidade de oxidacdo (Carbone et al., 2018; Guidotti-
Takeuchi et al., 2022). Ainda, efeitos de toxicidade e irritagdo das mucosas
esofagica e gastrointestinal limitam seu uso pela via enteral, bem como reacdes
alérgicas podem ser observadas na pele se nao forem suficientemente diluidos
(Lammari et al., 2021).

Para superar tais limitagdes, encapsular o OE pode ser uma alternativa
interessante e promissora. Varias técnicas envolvendo o0 emprego da
nanotecnologia para o desenvolvimento de sistemas de liberagdo de moléculas
ativas por carreadores estdo sendo utilizadas com sucesso (Asbahani et al., 2015;
Castro et al., 2021a; Geronimo et al., 2021; Ribeiro et al., 2021; Scioli Montoto;
Muraca; Ruiz, 2020).

3 NANOTECNOLOGIA COMO FERRAMENTA PARA ENTREGA DE
PRODUTOS NATURAIS

A nanotecnologia é um campo promissor a ser empregado no
desenvolvimento de sistemas de liberagdo de moléculas-ativas (Ribeiro et al.,
2016). Sua aplicacdo em conjunto com compostos bioativos vem se destacando

por diminuir problemas relacionados a toxicidade desses compostos, além de trazer
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beneficios em relacdo a solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade das
moléculas, permitindo sua entrega sustentada e direcionada a um alvo especifico
(Guidotti-Takeuchi et al., 2022). Ha evidéncias também de que a associagao de
sistemas de liberagdo com compostos naturais pode ajudar a retardar o
desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos. Portanto, podera desempenhar
um papel importante na selecdo de novos candidatos para o tratamento de
infeccdes (Patra et al., 2018).

No que tange a eficacia antimicrobiana, existem diferentes sistemas de
nanoentrega que demostraram melhorar a poténcia de OE. No entanto, duas
classes de DDS se destacam: nanoparticulas poliméricas, incluindo quitosana,
celulose e alginato de sdédio, e nanoparticulas lipidicas, compreendendo os
carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC), nanoparticulas lipidicas soélidas
(SLN), nanoemulsdes, lipossomas e niossomas. Tais nanoparticulas despertam
interesse por possuirem caracteristicas biodegradaveis, biocompativeis e
ecologicamente corretas (Dupuis et al., 2022). A Tabela 1 ilustra algumas
nanoparticulas a base de lipidios que encapsularam OE e apresentaram atividade
antimicrobiana promissora.

Neste trabalho nos concentramos em nanoparticulas lipidicas (NLC e SLN),
cujos arranjos supramoleculares estao ilustrados na Figura 1. Geralmente, esses
sistemas sao preparados por métodos de emulsificagdo-ultrasonicacdo a quente ou
homogeneizagdo de alta pressao (Araujo; Ribeiro; Paula, 2019), considerados
simples e com facilidade para escalonamento (Lammari et al., 2021). Tais
nanoparticulas lipidicas sao compostas por uma matriz estrutural lipidica,
estabilizada por tensoativo, preferencialmente de natureza ndo-ibnica como os
poloxamers e polisorbatos (Santos et al., 2012). As SLN foram desenvolvidas na
década de 1990, caracterizadas como suspensdes de nanoparticulas lipidicas
compostas por uma matriz formada por lipidios soélidos a temperatura ambiente e
dispersas em meio aquoso. Diferentemente, a matriz dos NLC & composta por uma
mistura de lipidios sélidos e liquidos a temperatura ambiente (Lammari et al., 2021).

Esses sistemas permitem o encapsulamento de moléculas hidrofébicas,
melhorando sua estabilidade fisico-quimica (Cimino et al., 2021), fundamental para
proteger os OE da degradagao, evaporagao e aumentar sua solubilidade em agua,

otimizando assim, sua biodisponibilidade, biodistribuicdo, favorecendo sua
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liberagao sustentada (Katopodi; Detsi, 2021) e, consequentemente, melhorando
sua bioatividade (Dajic Stevanovic et al., 2020).

Os sistemas de NLC representam a segunda geracdo de nanoparticulas
lipidicas e foram desenvolvidos em 1999 para superar as limitacdes das SLN, tais
como: baixa capacidade de encapsulamento de moléculas e expulsdo do composto
ativo durante o periodo de armazenamento. Os NLC apresentam maior capacidade
de encapsular moléculas em comparacgao aos SLN, devido sua estrutura cristalina
imperfeita (Castro et al., 2021b; Lammari et al., 2021; Ribeiro et al., 2021).
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Tabela 1 - Nanoparticulas lipidicas e sistemas de entrega de moléculas (DDS) encapsulando diferentes OE e suas potenciais aplicagdes.

DDS Composigao OE Método usado Tamanho Organismo-alvo Resultado Referéncia
encapsulado de particula
médio (nm)
SLN Metanol, tween Canela Homogeneizagao 337,6 E. coli Potente efeito (Nemattalab et
80, Lecitina, ultrassonica antimicrobiano e al., 2022)
colesterol antibiofilme contra cepas de
E. coli.
Filmes-NLC  Alginato, 6leo de Timol Método de difusao 96,5 E. colie S. aureus  Filmes antimicrobianos com (Karimi-
palma de solvente propriedades de liberagao Khorrami et al.,
hidrogenado, sustentada de timol. 2022)
tween 80
Gel-NLC Precirol, acido Canela Homogeneizagao 108,48 P. aeruginosa Atividade antimicrobiana (Wen et al.,
estearico, de alta pressao significativa, promogao da 2021)
labrafac, tween cicatrizagao de feridas e
80 regeneracgao da pele.
Lipossomas Lipoid S75 Citral puro Hidratagao filme 101 S. mutans Inibiu S. mutans, aceleroua  (Palmas et al.,
lipidico e cicatrizagao da mucosa 2020)
sonicagao oral. Possivel uso como
colutério.
SLN Acido estearico, Cravo Homogeneizagao 397 Salmonella typhi, Atividade antimicrobiana (Fazly Bazzaz
poloxamer 188 de alto P. aeruginosa, S. melhorada contra S. Typhi etal., 2018)
cisalhamento e aureus e Candida e P. aeruginosa e C.
ultrassom albicans albicans.
Nanoemulséo Monooleato de Lemongrass Homogeneizagao <200 C. albicans Potencializagao da (Silva Gundel et
sorbitano, tween em alta poténcia Cryptococcus atividade antimicrobiana. al., 2018)
80 grubii, P.
aeruginosa e S.
aureus
NLC Manteiga de Eucalipto Homogeneizagéo 250 S. aureus e S. Atividade antibacteriana (Saporito et al.,
cacau, azeite de de alto pyogenes aumentada contra 2017)
oliva, lecitina cisalhamento e Streptococcus pyogenes.
ultrassom
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Figura 1 - Imagem ilustrativa de nanoparticulas lipidicas solidas (SLN, acima) e de
carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC, abaixo) encapsulando OE.

ige

Fonte: Adaptado de Cimino et al., 2021.

Acredita-se que os NLC apresentem maior possibilidade de serem
empregados na entrega combinada de OE com farmacos convencionais, o que
pode representar um avango para a nanomedicina com abordagens adjuvantes
para os OE (Cimino et al., 2021). Esta pode ser uma estratégia terapéutica
interessante, j4 que muitos pesquisadores estdo se dedicando a desenvolver
regimes terapéuticos antibacterianos que sejam “resistentes a resisténcia
bacteriana”. Isso significa que esforcos estdo sendo realizados para minimizar o
desenvolvimento de resisténcia e maximizar a destruigdo dos patdgenos
(Batchelder; Hare; Mok, 2023).

Vale ressaltar que, devido a sua natureza complexa composta por multiplas
moléculas bioativas, os OE tém uma atividade multialvo desejavel, nao observada
nos antibioticos convencionais (Panda et al., 2022). Além disso, esses compostos
naturais pertencem a categoria geralmente reconhecida como segura (GRAS) para
uso em humanos monitorada pela agéncia americana Food and Drug
Administration (FDA), que inclui, por exemplo, OE de orégano, cravo, manjericao e
canela (Jackson-Davis et al., 2023). Dessa forma, o uso de OE como molécula
bioativa e estrutural de NLC torna-se mais interessante principalmente devido ao
baixo custo econdmico, biocompatibilidade (Yu et al., 2020), biodegradabilidade
(Guidotti-Takeuchi et al., 2022; Scioli Montoto; Muraca; Ruiz, 2020) e menor
capacidade de estimular o desenvolvimento de resisténcia bacteriana (Lu et al.,
2018).

A via de administracdo mais comumente proposta para nanossistemas a

base de lipidios é a via parenteral, seguida pela via oral e cutanea/transdérmica
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(Scioli Montoto; Muraca; Ruiz, 2020). No entanto, para que nanoformulagdes sejam
aprovadas para a fase clinica e posterior comercializagdo, € necessaria uma
caracterizagao rigorosa de alguns parametros como tamanho de particula,
distribuicdo de tamanho, polimorfismo e encapsulagdo de farmaco, todos criticos
para a estabilidade da formulagédo final e garantia da qualidade, seguranga e
eficacia. Formulagdes de NLC com distribuicdo de tamanho de particula constante
e estreita sdo necessarias para alcancar resultados clinicos satisfatérios (Danaei et
al., 2018; Ribeiro et al., 2020b).

Além disso, desenvolver nanocarreadores com baixa ou nenhuma toxicidade
para 0 organismo e 0 meio ambiente € um desafio. De acordo com o sistema de
classificagdo nanotoxicologica sugerido por Keck e Muller (2013), as
nanoparticulas podem ser agrupadas conforme seu tamanho e biodegradabilidade:
classe | (nenhum ou baixo risco) compreende nanossistemas com tamanho acima
de 100 nm e feitos de materiais biodegradaveis; classe Il (risco médio) compreende
nanossistemas com tamanho acima de 100 nm compostos de materiais nao-
biodegradaveis; classe lll (risco médio) compreende nanossistemas com tamanho
inferior a 100 nm a base de materiais biodegradaveis, e classe IV (alto risco)
compreende nanossistemas com tamanho inferior a 100 nm e nao-biodegradavel.
No entanto, muitos outros fatores desempenham um papel determinante na
nanotoxicidade de um sistema, incluindo a via de administragdo escolhida e a dose
administrada (Scioli Montoto; Muraca; Ruiz, 2020), sendo necessario estudos

rigorosos para garantir sua segurancga e eficacia.

4 OPINIAO CRITICA

De fato, a resisténcia antimicrobiana € um grave problema de saude publica
que ameaca gradativamente os humanos e outros animais, sendo urgente a busca
por novas abordagens terapéuticas que sejam seguras, eficazes, escalonaveis e
que possam ser usadas para tratamento, controle e prevencao de infeccdes
causadas por bactérias multirresistentes.

Nesse sentido, os OE se apresentam como uma alternativa promissora a ser
empregada na preparagado de formulagdes antimicrobianas, considerando ainda

seu baixo prego, sustentabilidade, grande diversidade e uso regulamentado pelo
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FDA para aplicacdo em humanos. No entanto, esses compostos apresentam
algumas caracteristicas indesejaveis que limitam seu uso para fins biomédicos. Por
outro lado, conforme sugerido por alguns pesquisadores, encapsula-los em um
sistema capaz de protegé-los da luz, oxidacdo e hidrélise, preservando sua
bioatividade, pode ser uma estratégia muito interessante para garantir sua entrega
ao alvo. Todavia, escolher o sistema ideal e 0 melhor método de preparagao, em
paralelo com a selecdo adequada de OE, é um grande desafio que exige tempo e
recursos financeiros até a obtengcdo de um produto final eficaz e seguro.

De acordo com o levantamento bibliografico, percebe-se que inumeras
pesquisas validam o uso de NLC como potenciais nanosistemas de entrega de
moléculas-ativas, sendo sua principal vantagem a possibilidade de usar excipientes
naturais biocompativeis, biodegradaveis e de baixo custo, como os OE e manteigas
vegetais. Além disso, tais sistemas possuem métodos de preparo simples,
escalonaveis, podem ser armazenados em temperatura ambiente e ainda permitem
a liberagao sustentada de ativos, proporcionando agao prolongada e comodidade
ao usuario, reduzindo a frequéncia de administragao de doses.

Acredita-se que o desenvolvimento de NLC naturais que encapsulem OE e
apresentem atividade contra cepas bacterianas multirresistentes, sem a
necessidade de encapsular um principio ativo sintético, seja uma estratégia
relevante na busca por novas alternativas terapéuticas eficazes, baratas e
ecologicamente corretas. Contudo, sao necessarios mais estudos para
confirmacdes in vitro e in vivo, seguidos de estudos pré-clinicos e clinicos que
possam comprovar a seguranca e a eficacia dessas nanoformulagdes para
aplicagdes clinicas e sanitizacdo de ambientes hospitalares, possibilitando sua
producado em larga escala e disponibilidade para pacientes e servigos de saude,
principalmente da rede publica.

Com o emprego de ferramentas nanotecnoldgicas e bioinformatica, espera-
Se que ocorra um avango na pesquisa microbioldgica, possibilitando em um futuro
proximo, o desenvolvimento de uma formulagao eficaz contra bactérias MDR e

segura para aplicagao terapéutica em humanos.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O aparecimento de bactérias resistentes aos tratamentos farmacologicos
disponiveis representa uma ameaca global a saude publica. Ao longo dos anos, as
bactérias desenvolveram diferentes mecanismos de resisténcia aos antibioticos,
permitindo-lhes colonizar e disseminar-se nos ambientes hospitalares, causando
infeccbes relacionadas a assisténcia a saude, tais como: infec¢gdes de corrente
sanguinea, de cateter venoso central e associadas a ventilagdo mecéanica. Essas
infeccdes causadas por patdgenos multirresistentes estdo associadas a aumentos
significativos nas taxas de morbidade e mortalidade, bem como ao aumento do
tempo de internacdo do paciente e dos custos hospitalares, sendo os principais
patdogenos envolvidos: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae,  Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa.

Uma das abordagens alternativas e bastante promissora € o uso de OE, uma
vez que seus constituintes possuem naturalmente atividade antimicrobiana,
antibiofiime e baixo potencial para estimular o desenvolvimento de resisténcia
microbiana. No entanto, por apresentarem algumas caracteristicas como
solubilidade reduzida em &agua, alta volatilidade, sensibilidade a luz, toxicidade,
odor e sabor intensos, a literatura aponta que encapsular os OE é uma estratégia
relevante para estender sua estabilidade fisico-quimica, protegendo-os da
oxidagdo e da degradagao ocasionada por fatores ambientais como luz e calor,
garantindo sua entrega ao alvo, além de melhorar sua atividade bioldgica.

Alguns sistemas de entrega sustentada de moléculas ativas baseados em
nanotecnologia, tais como as SLN e os NLC, tém atraido atengdo dos
pesquisadores nos ultimos anos. Sua principal vantagem é possivelmente o uso de
constituintes e métodos de preparagédo biocompativeis e ecologicamente corretos.
Além disso, conforme o sistema de classificagdo nanotoxicolégica sugerido por
Keck e Mduller, os nanocarreadores desta categoria podem se enquadrar na classe
de baixo risco dependendo do seu tamanho e do uso de excipientes
biodegradaveis. No entanto, uma avaliagéo criteriosa sobre a seguranca desses
sistemas deve ser realizada antes de progredir para produgdo em escala industrial

e comercializagao.
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CAPITULO II: Nanoparticulas lipidicas baseadas em
matrizes naturais com atividade contra cepas

multirresistentes isoladas de humanos
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RESUMO

A resisténcia bacteriana tornou-se motivo de preocupacao para a saude publica
mundial devido ao aumento de espécies bacterianas multirresistentes, tais como:
Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. Tais
bactérias sao responsaveis por causar infeccbes graves em pacientes
hospitalizados, podendo evoluir para um quadro de infecgdo generalizada, sepse e
obito. Compostos bioativos de origem natural, como os 6leos essenciais (OE), ha
anos sao utilizados pela medicina popular em virtude de suas atividades biologicas
intrinsecas e representam uma alternativa acessivel para novos tratamentos. Seu
encapsulamento em carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC) pode trazer
beneficios. O presente estudo objetivou o desenvolvimento de formulagdes de NLC
compostas por OE e manteiga vegetal que apresentassem estabilidade fisico-
quimica, biocompatibilidade e potencial atividade contra cepas de A. baumannii, K.
pneumoniae e P. aeruginosa isoladas de humanos. Primeiramente, foi realizada
uma triagem de 14 oleos naturais pelo teste de disco de difus&o para selecionar os
mais promissores quanto a atividade antibacteriana. Assim, foram selecionados
quatro OE para serem nanoencapsulados como molécula-ativa e estrutural no
preparo de diferentes formulacées de NLC. Onze NLC foram desenvolvidos e
avaliados quanto a estabilidade fisico-quimica (tamanho de particulas, indice de
polidispersao e potencial Zeta) durante 1 ano (25 °C). Ensaio antimicrobiano in vitro
foi realizado para determinagcdo da concentragao inibitéria minima de cada NLC
contra as cepas estudadas. O sistema mais promissor foi composto por OE de
canela (NLC/CAN). Suas propriedades estruturais foram avaliadas com
metodologias experimentais (espectroscopia da regido do infravermelho por
transformada de Fourier, calorimetria diferencial exploratéria e microscopia
eletrénica de varredura). Por fim, o estudo de nanotoxicidade in vivo em modelo
biolégico alternativo de embrido de galinha determinou que NLC/CAN néo induziu

nanotoxicidade em nenhum dos parametros avaliados.

Palavras-chave: bactérias multirresistentes; carreadores lipidicos

nanoestruturados; lipidios naturais.
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ABSTRACT

Bacterial resistance has become a public health concerning worldwide, due to the
increase in multidrug-resistant bacterial species, such as: Acinetobacter baumannii,
Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa. Such bacteria are
responsible for causing serious infections in hospitalized patients, which can
progress to a generalized infection, sepsis and death. Bioactive compounds of
natural origin, such as essential oils (EO), have been used by popular medicine for
years, due to their intrinsic biological activities, representing a promising alternative
for new treatments. Its encapsulation in nanostructured lipid carriers (NLC) can bring
several benefits. The present study aimed to develop NLC formulations composed
of EO and vegetable butter that present physicochemical stability, biocompatibility
and in vitro activity against strains of A. baumannii, K. pneumoniae and P.
aeruginosa isolated from humans. First, a screening of 14 natural oils was carried
out by the disk diffusion test to select the most promising samples in terms of
antibacterial activity. Thus, 4 EO were selected to be nanoencapsulated as active
and structural compounds in the preparation of different NLC formulations. Then, 11
NLC were prepared and evaluated for physicochemical stability (particle size,
polydispersion index and Zeta potential) for 1 year (25 °C). In vitro antimicrobial
assay was performed to determine the minimum inhibitory concentration of each
NLC against the tested strains. The most promising system was composed of
cinnamon EO (NLC/CAN), and its structural properties were evaluated using
experimental methodologies (Fourier transform infrared spectroscopy, differential
scanning calorimetry and scanning electron microscopy). Finally, the in vivo
nanotoxicity study was carried out through the alternative biological model of
chicken embryo, which determined that NLC/CAN did not induce nanotoxicity in any

of evaluated parameters.

Keywords: multi-resistant bacteria; nanostructured lipid carriers; natural lipids.
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1 INTRODUGAO

Em 2017, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) publicou uma lista
contendo as principais bactérias resistentes aos antibidticos que necessitam
prioridade global no desenvolvimento de pesquisas objetivando a descoberta de
novos medicamentos. Esta lista é composta por um catalogo de 12 familias de
bactérias que representam uma grande ameacga a saude humana e é dividida em
3 categorias de acordo com a urgéncia da necessidade de novos antibiéticos:
prioridade critica, alta e média. O grupo mais critico de todos inclui as bactérias
multirresistentes aos farmacos, ou seja, representam uma ameaga particular em
hospitais, casas de repouso e entre os pacientes cujo cuidado requer dispositivos
como ventiladores e cateteres de corrente sanguinea. Tais espécies incluem
Acinetobacter, Pseudomonas e varias enterobactérias (incluindo Klebsiella, E. coli,
Serratia e Proteus), capazes de causar infecgdes graves com alto indice de
mortalidade, como infecgdes de corrente sanguinea e pneumonia. Essas bactérias
tornaram-se resistentes a um grande numero de antibidticos, incluindo
carbapenémicos e cefalosporinas de terceira geragao (Tacconelli et al., 2018).

A maior preocupagao esta justamente relacionada ao surgimento de isolados
bacterianos resistentes aos carbapenémicos, uma vez que as opcoes
farmacolégicas se tornam limitadas e a probabilidade de sucesso terapéutico
reduzida (World Health Organization, 2021). Essa situagdo tende a se agravar
gradativamente, pois o surgimento de bactérias resistentes supera a introducéo de
novas opg¢oes terapéuticas capazes de combaté-las (Batchelder; Hare; Mok, 2023).

Em 2019, as estimativas indicaram que 4,95 milhdes de mortes foram
associadas a bactérias resistentes a antibioticos, sendo E. coli responsavel pela
maioria dessas mortes, seguida por K. pneumoniae, S. aureus, A. baumannii, S.
pneumoniae e M. tuberculosis (Murray et al., 2022). Conforme o relatorio de O’Neill
(2016) intitulado “Tackling drug-resistant infections globally: final report and
recommendations”, estima-se que até 2050 o 6nus das mortes por microrganismos
resistentes a antibidticos podera ser de 10 milhées de vidas a cada ano, caso nao
sejam tomadas medidas urgentes.

As espécies de Acinetobacter sao importantes patdégenos Gram-negativos

relacionados a infecgdes hospitalares graves, podendo causar meningite, infecgao
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de corrente sanguinea e pneumonia associada a ventilagdo em pacientes de
Unidades de Tratamento Intensivo (Pormohammad et al., 2020). O interesse sobre
A. baumannii deve-se, principalmente, a sua capacidade de adquirir resisténcia a
antibidticos e formar biofilmes sob materiais e superficies (Colquhoun; Rather,
2020). Isolados de A. baumannii tém alta capacidade de disseminacgao e elevado
potencial de causar surtos devido a sua habilidade de sobreviver durante meses
sob superficies como ceramica, plastico, aco inoxidavel e borracha. Dessa forma,
muitos surtos tém sido relacionados a disseminacdo ambiental associada a
transmissao por equipamentos médicos contaminados e pelas méaos dos
profissionais de saude (ANVISA, 2021).

Por outro lado, Klebsiella pneumoniae é o patégeno mais frequente que
causa pneumonias entre as bactérias Gram-negativas e atinge comumente
pessoas debilitadas e malnutridas (Kumar et al., 2016), também capaz de formar
biofilme. O biofilme de K. pneumoniae clinicamente aparente é formado no cateter
e na superficie interna dos dispositivos invasivos, podendo levar a colonizagao nos
tratos respiratorio, gastrointestinal e urinario, bem como desenvolver infecgoes
invasivas, como pneumonia e abscesso hepatico, especialmente em pacientes
imunocomprometidos. O surgimento e disseminagao de cepas multirresistentes
(MDR) é um problema de saude publica urgente a ser resolvido (Wang et al., 2020).

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa capaz de
sobreviver em muitos ambientes, sendo reconhecida como um patdégeno
oportunista associado a infecgdes hospitalares e pneumonia associada a ventilagao
mecénica. Causa alta morbidade e mortalidade em pacientes com fibrose cistica
(FC) e individuos imunocomprometidos (Pang et al., 2019). Tende a invadir os
vasos sanguineos com consequente disseminagao extrapulmonar. A septicemia
por P. aeruginosa € uma doenga extremamente fulminante (Kumar et al., 2016).

A nanotecnologia € um campo promissor a ser empregado no
desenvolvimento de sistemas de liberagdo de moléculas-ativas (DDS). O objetivo
desta linha de conhecimento € aumentar a biodisponibilidade, reduzir a toxicidade
e melhorar a eficacia de moléculas-ativas encapsuladas, adsorvidas ou
intercaladas por nanocarreadores. (Ribeiro et al., 2016). A segunda geragao de
nanoparticulas lipidicas, conhecidas como carreadores lipidicos nanoestruturados

(NLC), consiste em uma mistura de dois ou mais lipidios sélidos e liquidos a
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temperatura ambiente, estabilizados por pelo menos um surfactante (Castro et al.,
2021b). Nos ultimos anos, tem sido empregado com éxito na liberagéao sustentada
de moléculas hidrofébicas, exibindo excelentes propriedades estruturais, tempo de
prateleira minimo de 1 ano (25 °C), perfl de liberagdo sustentado,
biocompatibilidade e eficacia comprovada em modelos alternativos de animais e
mamiferos (Ribeiro et al., 2017, 2021).

Os 6leos essenciais (OE) tém sido amplamente encapsulados por NLC
atuando como promissores antimicrobianos, anti-inflamatérios, antineoplasicos e
analgésicos (Geronimo et al., 2021; Ribeiro et al., 2020b, 2021).

O OE de canela (Cynnamomum zeylanicum), por exemplo, tem demonstrado
atividade antimicrobiana promissora contra algumas bactérias de interesse clinico.
Pesquisas mostraram que o OE obtido da casca de C. zeylanicum é rico em
compostos bioativos, sendo seu principal constituinte quimico o cinamaldeido.
Apresenta excelente atividade antioxidante e efeito antibacteriano (Alizadeh
Behbahani et al., 2020).

Ja o OE de orégano (Origanum vulgare) € bastante conhecido devido seu
sabor agradavel e o amplo espectro de atividades biolégicas: antioxidante,
antimicrobiana, antifungica, antiparasitaria, anti-inflamatéria, antitumoral e anti-
hiperglicémica. Tais propriedades estdo relacionadas principalmente com a
presenca dos compostos ativos carvacrol e timol. Estudos demonstraram que o OE
de orégano representa uma alternativa eficaz como agente antimicrobiano contra
cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo as multirresistentes
S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e K. pneumoniae (Lombrea et al., 2020). Ensaios
antibacterianos monstraram sua atividade contra Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, onde a maior suscetibilidade foi encontrada frente a S. aureus (Plati; Papi;
Paraskevopoulou, 2021).

Outro OE que vem se destacando é extraido de Melaleuca alternifélia,
apresentando atividade antimicrobiana significativa contra E. coli, S. aureus, P.
aeruginosa, P. italicum Wehmer e P. digitatum Sacc. As bactérias Gram-positivas
foram mais sensiveis ao OE que as Gram-negativas e fungos (Zhang et al., 2018).
A literatura relata que o composto majoritario do OE de melaleuca é o terpinen-4-

ol. No entanto, é possivel sugerir que sua atividade antimicrobiana resulte de uma
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interacdo complexa e sinérgica entre os seus diferentes componentes (Brun et al.,
2019).

Desta forma, o presente trabalho objetivou desenvolver formulagdes de NLC
compostas por manteigas naturais encapsulando diferentes OE com atividade
antimicrobiana contra cepas de Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae e

Pseudomonas aeruginosa isoladas de humanos.

2 MATERIAIS

A manteiga de ucuuba e os 6leos naturais utilizados, a saber: OE de canela
casca (Cynnamomum zeylanicum), OE de orégano (Origanum vulgare), OE de
melaleuca (Melaleuca artenifolia), OE de hortela-pimenta (Mentha Piperita), OE de
alecrim (Rosmarinus officinalis), OE de cravo (Eugenia caryophyllus), OE de
gengibre (Zingiber officinale), OE de salvia (Salvia sclarea), OE de basilicdo
(Ocimum basilicum), OE de citronela (Cymbopogon nardus), OE de anis-estrelado
(Mlicium verum), OE de olibano (Boswellia carteri), candeia (Eremanthus
erythropappus) e copaiba (Copaifera officinalis) foram obtidos comercialmente da
empresa Engetec/Engenharia das Esséncias®. Poloxamer (Kolliphor® P188) foi
adquirido da empresa Sigma-Aldrich, USA. A agua deionizada (18 MQ) foi obtida
de um purificador de agua ultrapura Milli-Q® Direct 8.

Os isolados bacterianos de A.baumannii (65JF, OXA-23 e POA4-28), K.
pneumoniae (ATCC700603, Sensivel e Bactray) e P. aeruginosa (IMP-1 e PAO-1)
foram obtidos da coleg¢ao do laboratério de Microbiologia Molecular da Universidade
Federal de Uberlandia, onde: K. pneumoniae ATCC700603 € uma amostra padrao,
K. pneumoniae Sensivel foi isolada de paciente do Hospital de Clinicas-UFU; as
demais cepas foram isoladas de pacientes atendidos em outros hospitais.

Os meios de cultura utilizados foram: agar Triptona de Soja (Isofar, Brasil),
Agar MacConkey (lon, India), Agar Mueller Hinton (Laboratérios Conda S.A.,
Espanha) e Caldo Mueller Hinton (Biolog®). Além disso, foram utilizados discos
impregnados de antibiético Polimixina B (Cefar Diagnostica Ltda, Sdo Paulo,

Brasil).
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3 METODOLOGIA

O trabalho foi desenvolvido sob orientacédo da Prof.? Dra. Ligia Nunes de
Morais Ribeiro e coorientacdo da Dra. Luciana Machado Bastos, no Laboratério de
Nanobiotecnologia Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho do Instituto de Biotecnologia,
no Laboratério de Doengas Infectocontagiosas e no Laboratoério de Incubagao de
aves (coordenados pela Dra. Belchiolina Beatriz Fonseca) da Faculdade de
Medicina Veterinaria, pertencentes a Universidade Federal de Uberlandia. As
cepas bacterianas analisadas foram cedidas pelo laboratério de Microbiologia
Molecular da Universidade Federal de Uberlandia em colaboragdo com a Prof.2 Dra.

Rosineide Marques Ribas.

3.1 Screening dos 6leos naturais

Foi realizada uma triagem com 12 OE (alecrim, hortela-pimenta, canela,
cravo, gengibre, orégano, melaleuca, salvia, basilicdo, citronela, anis-estrelado,
olibano) e 2 dleos vegetais (candeia e copaiba) através do teste de susceptibilidade
antimicrobiana por disco de difusdo. Foi utilizado como controle positivo discos
comerciais impregnados com Polimixina B, com o intuito de selecionar os oOleos
mais promissores para serem encapsulados em formulacées de NLC, com base
nos maiores halos de inibicdo (mm) obtidos.

As cepas de interesse foram inoculadas em meio de cultura agar Triptona de
Soja (TSA) ou agar MacConkey e incubadas a 37 °C por 24 h. Apds esse periodo,
3 a 5 colbnias isoladas do mesmo tipo morfolégico (espécie) foram colhidas e
dispersas em 10 mL de solucdo salina estéril 0,9 % até uma concentracao final de
1,5 x 108 unidades formadoras de col6nias (UFC) mL" (Ribeiro et al., 2021). Os
in6culos bacterianos resultantes foram empregados no teste de disco de difusao
em agar. Placas contendo agar Mueller Hinton foram preparadas antecipadamente
e avaliadas quanto a esterilidade. Com um swab estéril, um inéculo de cada
bactéria testada (A. baumannii, P. aeruginosa e K. pneumoniae) com turbidez de
0,5 na escala de MacFarland foi espalhado uniformemente sobre a superficie do
agar e as placas foram deixadas em repouso a temperatura ambiente por

aproximadamente 5 minutos. Em seguida, discos impregnados com Polimixina B
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(controle positivo) e o respectivo OE foram depositados nas placas previamente
identificadas, em duplicata e incubadas em estufa a 37 + 1 °C por 24 h (Ribeiro et
al., 2020a). Por fim, os halos de inibicdo do crescimento (mm) foram medidos
utilizando régua milimetrada. Os testes estatisticos One way ANOVA/Tukey post
hoc foram empregados para avaliar diferengas estatisticas intergrupo (p < 0,05),

através dos softwares Microsoft Excel Professional Plus 2019 e Action versao 2.9.

3.2 Preparo dos carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC)

O método da emulsificacdo-ultrasonicacdo a quente foi utilizado para o
preparo das diferentes formulacdes de NLC. A fase lipidica das NLC foi composta
por manteiga de ucuuba (lipidio sélido) e OE (lipidio liquido), com concentragao de
lipidios totais de 10 % (m/v) em uma propor¢ao de lipidios liquidos para lipidios
totais de 0,1:1. Em banho-maria, a fase lipidica foi aquecida 10 °C acima da
temperatura de fusao do lipidio sélido (manteiga de ucuuba, ponto de fusdo = 45,3
°C). Concomitantemente, a fase aquosa composta por uma solugédo de poloxamer
5 %, foi aquecida na mesma temperatura da fase lipidica. Em seguida, a fase
aquosa foi adicionada gota-a-gota a fase lipidica, sob agitagcado de 10.000 rpm por
2 min, em homogeneizador da alta pressao Ultra-Turrax (Ultra-turrax® T18) para a
formacao da microemulsdo. A microemulsao formada foi imediatamente submetida
a ultrasonicagao por 20 minutos em um sonicador de ponta Vibracell (Sonics & Mat.
Inc., Danbury, EUA) operado a 500 W e 20 kHz, com ciclos de 30 segundos ligado
e 30 segundos desligado. Apods finalizada esta etapa, a nanoemulsado formada
foi arrefecida em banho de gelo até alcancar 25 °C, a fim de solidificar as

nanoparticulas (Ribeiro et al., 2021).
3.3 Estudo da estabilidade fisico-quimica

As medidas de tamanho de particula (nm), indice de polidispersédo (PDI) e
potencial Zeta (mV) foram realizadas pela diluicdo das formulag¢des (1:1000 v/v) em

agua deionizada. Foi utilizado o equipamento de espalhamento dinamico de luz

Litesizer (Anton Paar Instruments, Anton Paar, Berlim, Alemanha). Os mesmos
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parametros foram acompanhados durante 12 meses em armazenagem em
temperatura ambiente, em triplicata (Ribeiro et al., 2017).

Os testes estatisticos One way ANOVA/Tukey post hoc foram empregados
para avaliar diferengas estatisticas intragrupo ao longo do tempo (p < 0,05),

calculados pelo software GraphPad Prism 8.

3.4 Caracterizacao estrutural das formulagoées de NLC

A técnica de transformada de Fourier foi utilizada para registrar os espectros
de absorgao na regiao do infravermelho (FTIR-ATR). Os registros foram realizados
na regido compreendida entre 4.000 e 650 cm™'. Essa técnica permite o estudo das
possiveis interagdes entre os excipientes utilizados nas formulagdes, revelando
informacdes importantes acerca da nova estrutura preparada.

Foram realizados testes de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
utilizando um equipamento marca TA, modelo Q20. As amostras foram analisadas
por Calorimetro Diferencial de Varredura, em um porta-amostra padrao de aluminio
selado. As analises foram feitas em atmosfera de nitrogénio, a um fluxo de 50 mL
min-', na faixa de temperatura de 0 a 100 °C, com rampa de aquecimento de 10
°C/min. As curvas de analise térmica sao uteis para demonstrar mudangas
termodinamicas das formulagdes em relagéo aos excipientes empregados.

Para a elucidacdo da morfologia das NLC, foi realizada analise de
microscopia utilizando um Microscopio Eletronico de Varredura (MEV), marca
Tescan, modelo VEGA 3 LMU. Para o preparo das amostras, uma gota de cada
amostra foi aderida a uma laminula de vidro previamente fixada a um porta-amostra
de aluminio (stub). Apés a completa evaporagcao do solvente, os stubs foram
submetidos ao processo de sputtering durante 120 s a 30 kV e armazenados em
dissecador até a anadlise. As amostras foram visualizadas em microscopio
eletrénico de varredura com detectores de elétrons secundarios e retroespalhados,

operando em alto vacuo sob tenséo de 20 kV.
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3.5 Teste da Concentragao Inibitéria Minima

Para realizacdo do teste, foram utilizadas 3 cepas de Acinetobacter
baumannii, 2 cepas de Pseudomonas aeruginosa e 3 cepas de Klebsiella
pneumoniae isoladas de humanos. Os indculos bacterianos foram preparados
conforme detalhado anteriormente na etapa de screening dos OE.

Os NLC preparados foram avaliados quanto sua atividade antimicrobiana,
através do teste de microdiluicdo para determinagcao da Concentragcao Inibitéria
Minima (CIM). Este experimento foi realizado em placas de 96 pocos e em triplicata.
A suspensédo bacteriana preparada anteriormente foi adicionada em cada poco da
placa a uma concentragdo final de 1 x 108 UFC-mL'. Em seguida, diluigbes
contendo diferentes concentracdes das formulagdes foram adicionadas em pogos
previamente definidos até um volume final de 0,1mL. Utilizou-se como controle
negativo caldo Mueller Hinton sem bactérias. A placa de 96 pocos foi incubada a
37 °C por 24 h. A CIM de cada formulagdo de NLC foi determinada com base na
menor concentragdo capaz de inibir o crescimento bacteriano das cepas de A.
baumannii, P. aeruginosa e K. pneumoniae. Os testes estatisticos One way
ANOVA/Tukey post hoc foram os métodos adotados para avaliar diferencas
estatisticas intergrupo (p < 0,05), determinados pelos softwares Microsoft Excel

Professional Plus 2019 e Action versao 2.9.

3.6 Ensaio de nanotoxicidade in vivo em modelo de embrido de galinha

A nanotoxicidade das formulacbes de NLC e seus respectivos OE
emulsificados foi avaliada em modelo in vivo de embrido de galinha de acordo com
0s seguintes parametros: viabilidade (%), alteracdo do peso do embrido (g) e dos
anexos (gema, membrana corion alantoide e amnio).

No ensaio, diferentes solugdes controle foram adotadas para comparagao
dos resultados, a saber: Solugdo salina 0,85 % como controle negativo (CN);
Emulsdo de OE composta por OE e Poloxamer nas concentragbes de 10 % (m/v)
e 5 % (ml/v), respectivamente; e Formulagdo de Nanoparticulas Lipidicas Sdélidas

(SLN) composta de lipidio sélido na propor¢ao de 10 % (m/v) e surfactante 5 %
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preparada pelo método da emulsificacdo-ultrasonicacdo a quente. Para fins
didaticos, esta formulagao foi denominada de NLC controle.

Foram utilizados 80 ovos de Gallus gallus, linhagem W-36. Antes das
analises, os ovos foram submetidos a ovoscopia para garantir a viabilidade dos
embrides com 7 dias de desenvolvimento. Os ovos foram pesados e divididos em
10 grupos (n = 8): controle negativo (CN), onde os ovos foram tratados com solugéo
salina; NLC controle (sem adigao de OE); emulsao de OE de canela; NLC contendo
OE de canela. Todos os tratamentos foram testados nas seguintes concentragdes
de lipidios: 5, 3 e 1 % (m/v).

Os ovos foram entédo incubados por 7 dias. A mortalidade dos embrides foi
analisada diariamente para determinar a viabilidade (%). Aos 14 dias de
desenvolvimento embrionario, os ovos foram pesados utilizando uma balanca de
precisdo Bel Engineering®, Modelo MW503, Resolugdao 0,001g para analise da
alteracao de peso. Em seguida, o embrido e seus anexos foram pesados.

A alteracao de peso do embridao e anexos foi calculada através da diferenga
entre o peso dos ovos antes e depois dos tratamentos de acordo com a seguinte
equacao:

aW = (ce.ysW x 50) + ieW (Equacéo 1)

onde: aW: peso do ovo ajustado para 50 g; ce.ysW: peso do embrido ou
anexo; ieW: peso inicial do ovo.

Os testes estatisticos ANOVA/Tukey post hoc foram empregados para
avaliar diferencas estatisticas intergrupo com relagcéo ao peso de embrido e anexos
considerando um p < 0,05. Para o teste de viabilidade embrionaria foi usado o teste
do qui-quadrado seguido do teste da diferencga entre duas propor¢des considerando
o controle negativo e todos os outros grupos o p < 0,05. Foi utilizado o software

GraphPad Prism 8 para as analises.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado obtido na triagem dos 6leos naturais quanto a suscetibilidade
antimicrobiana identificou aqueles cujas cepas estudadas foram resistentes ou

sensiveis. Na Tabela 1 sdo apresentados os OE que demonstraram possuir
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capacidade de inibir o crescimento bacteriano com os respectivos halos de inibigao
em comparagao com o controle positivo (polimixina B).

Para a espécie de A. baumannii, os halos obtidos com OE de canela e
orégano foram estatisticamente significativos e superiores a polimixina B, que
apresentou halo médio de 13,5 mm (p < 0,05) em 100 % das cepas bacterianas
testadas. O OE de canela exibiu valor médio de 33,0 mm e o OE de orégano 28,2
mm. O tratamento com OE de hortela-pimenta, basilicdo, melaleuca e cravo que
em cepa POA4-28 resultou em halos de inibicdo médio de 25,0, 24,0, 20,0 e 19,0
mm, respectivamente (Tabela 1 e Figuras 1 a 3). Outros estudos também
apontaram propriedades antibacterianas significativas para OE de canela, que
inibiu o crescimento de A. baumannii, P. aeruginosa e K. pneumoniae (El-Kattan;
Allam, 2021; Gani¢ et al., 2022) apresentando halos de inibicdo acima de 22 mm
de didmetro frente a A. baumannii, especificamente (Kaskatepe et al., 2016).

Em relagcdo as cepas de K. pneumoniae, observamos que somente 3 OE
(canela, orégano e hortela-pimenta) demonstraram atividade estatisticamente
significativa e superior a polimixina B (p < 0,05), que apresentou halo médio de 14,5
mm. Todas as cepas analisadas dessa bactéria tiveram crescimento inibido por OE
de canela e orégano, com halos de inibicado médio variando entre 30,5 a 40,0 mm
para o OE de canela e de 20,5 a 39,5 mm para o OE de orégano. Por outro lado,
em cepas Bactray somente o tratamento com OE de hortela-pimenta, que obteve
halo médio de 26,0 mm, demonstrou atividade estatisticamente significativa e
superior a poliximina B (p < 0,05), com halo médio de 13,5 mm (Tabela 1 e Figuras
6 a 8). Outros estudos relataram atividade antibacteriana satisfatéria do OE de
canela e in vitro verificou-se que este OE exibiu maior atividade antibiofilme contra
K. pneumoniae, seguido do OE de hortela-pimenta (Sarwar; Ali; Ahmed, 2022). Man
et al. (2019) conduziram um estudo na Itdlia para investigar a atividade
antibacteriana de 6 OE (tomilho, olibano, murta, liméo, orégano e lavanda) contra
algumas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo cepas de K
pneumoniae, e constataram que o OE de orégano € um dos mais promissores
bactericidas frente as bactérias estudadas, conseguindo efeito significativo em
concentracdes baixas.

Por fim, os diferentes tratamentos com OE de canela, hortela-pimenta,

orégano e citronela contra P. aeruginosa demonstraram atividade estatisticamente
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significativa e superior a polimixina B com halo médio de 14,5 mm (p < 0,05) (Tabela
1 e Figuras 4 e 5). As duas cepas analisadas, PAO-1 e IMP-1, tiveram seu
crescimento inibido por OE de canela apresentando halo de inibigdo de 21,0 e 34,5
mm, respectivamente. Somente a cepa IMP-1 teve seu crescimento inibido pelos
tratamentos a base de OE de hortela-pimenta, orégano e citronela, que obtiveram
halos de inibicdo de 33,0, 30,0 e 18,5 mm, respectivamente. Resultado semelhante
foi descrito em um estudo realizado na Roménia, que teve como objetivo avaliar a
atividade antibacteriana de 16 OE contra isolados clinicos de P. aeruginosa MDR,
constatando que o OE de canela inibiu o crescimento de 100 % das cepas
bacterianas analisadas, apresentando halos de inibicdo com didmetro médio igual
24,72 mm (Coseriu et al., 2023).

A partir dos resultados obtidos nesta triagem dos OE, foi observado que os
OE de canela (casca) e orégano eram capazes de inibir todas as cepas das
espeécies bacterianas testadas, demonstrando uma possivel atividade de amplo
espectro. O OE de canela exibiu halo de inibicado variando de 21,0 a 37,50 mm
enquanto o OE de orégano foi responsavel por halos que variaram de 9,50 a 39,50
mm. Ja polimixina B exibiu halo médio de 14,1 mm, considerando todas as cepas
das espécies bacterianas avaliadas.

A identificacdo de compostos bioativos que representem uma alternativa
eficaz aos antibidticos € um passo importante da ciéncia na tentativa de minimizar
a iminente resisténcia bacteriana (Kaskatepe et al., 2016). No presente trabalho, os
resultados demonstraram que houve semelhangca no comportamento do OE de
canela e orégano frente as cepas de A. baumannii e K. pneumoniae. No entanto,
os maiores halos de inibicado foram exibidos pelo OE de canela. Em relacdo a P.
aeruginosa, o desempenho do OE de orégano foi cepa-dependente, uma vez que
um isolado bacteriano demonstrou resisténcia. Um estudo desenvolvido na
Roménia encontrou resultado semelhante e relatou que isolados clinicos de P.
aeruginosa com fenotipo de resisténcia semelhante e testados nas mesmas
condigbes apresentaram respostas diferentes ao mesmo OE (Coseriu et al., 2023),
0 que poderia explicar o motivo pelo qual o tratamento desse tipo de infeccao é tao
dificil.

Nesse teste preliminar, o OE mais promissor foi de canela. O ensaio também

mostrou que OE de hortela-pimenta e OE de melaleuca eram capazes de inibir o
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crescimento bacteriano, produzindo halos de inibicdo variando de 10,0 a 33,0 mm
e 10,5 a 20,0 mm, respectivamente.

Com bases nos resultados obtidos in vitro através do teste de disco-difusao
em agar (Tabela 1 e Figuras 1 a 8), foram selecionados 4 OE para serem
nanoencapsulados como moléculas-ativas e estruturais dos NLC, sendo eles: OE

de canela, OE de hortela-pimenta, OE de melaleuca e OE de orégano.

36



Tabela 1 - Halo de inibicdo de crescimento de diferentes espécies bacterianas tratadas com distintos OE puros.

HALO MEDIO DE INIBIGAO DE CRESCIMENTO BACTERIANO (mm)

TRATAMENTO A. baumannii  A. baumannii  A. baumannii K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae P. P.

(OE) 65JF OXA-23 POA4-28 ATCC700603 bactray sensivel aeruginosa aeruginosa

IMP-1 PAO-1

Alecrim 0,00+0,00 0,00+£0,00 9,00+1,41 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 2,00+0,00
Anis-estrelado ~ 9,50+0,70 0,00+0,00 14,00+0,00***  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Basilicao 14,50+2,12*** 12,50£0,70*** 24,00+1,41* 4,50+0,70 13,50+0,70*** 9,00+0,00*** 11,00+1,41**  0,00£0,00
Canela 30,00+£0,00*  37,50+3,53*  31,50+0,70* 30,50+0,70* 40,00+1,41* 31,00£1,41* 34,50£6,36*  21,00%1,41*
Citronela 10,00+0,00 0,00+£0,00 13,00£1,41***  0,00+0,00 18,00+2,82*** 0,00+0,00 18,50+2,12 ** 0,00£0,00
Cravo 12,50£2,12*** 11,50+0,70*** 19,00+1,41** 9,50+0,70 14,00+1,41*** 15,00£0,00** 15,00£0,00**  0,00£0,00
Hortela-pimenta  13,50+0,70***  0,00+0,00 25,00+7,07* 0,00+0,00 26,00+1,41** 10,00£1,41**  33,00+4,24*  0,00+0,00
Melaleuca 15,00£0,00*** 14,00+2,82*** 20,00+11,31**  10,50£0,70 13,00%1,41 13,00+0,00** 16,00+0,00*  0,00+0,00
Orégano 22,50£0,70**  26,50+4,94**  35,50+6,36* 20,50+0,70** 39,50+0,70* 30,00+0,00* 30,00£0,00*  9,50+0,70**
Sélvia 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 17,00£1,41*** 0,00+0,00 9,50+0,70**  6,00+1,41***
Polimixina B 15,00£0,00** 12,50+2,12*** 13,00£0,00***  15,00+0,00***  13,5042,12*** 15,00£0,00** 14,00£0,00**  15,00+0,00*

Médias na mesma coluna seguidas de asteriscos distintos diferem estatisticamente entre si p < 0,05 (One-way ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de
Tukey);

* representa os maiores valores de médias semelhantes entre si;
** representa os segundos maiores valores de médias semelhantes entre si;

*kk

representa os terceiros maiores valores de médias semelhantes entre si.
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Figura 1 - Halos de inibicdo da cepa A. baumannii OXA-23 sob tratamento com diferentes
OE.

OE de orégano (a), OE de canela (b), OE de hortela-pimenta (c), OE de melaleuca (d) e Polimixina
B (e).

Figura 2 - Halos de inibicdo da cepa A. baumannii POA4-28 sob tratamento com diferentes
OE.

— . - s < L' L

OE de orégano (a), OE de canela (b), OE de hortela-pimenta (c), OE de melaleuca (d), Polimixina B
(e), OE de Cravo (f) e OE de basilicao (g).

OE de orégano (a), OE de canela (b), OE de hortela-pimenta (c), OE de melaleuca (d) e Polimixina
B (e).

Figura 4 - Halos de inibicao da cepa P. aeruginosa PAO-1 sob tratamento com diferentes
OE.

w —

d) e Polimixina

=

O de orégano (a), OE de canela (b), OE de hortela-pimenta (c), OE de melaleuca (
B (e).
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Figura 5 - Halos de inibigdo da cepa P. aeruginosa IMP-1 sob tratamento com diferentes
OE.

(e) OE de Citronela (f).

Figura 6 - Halos de inibicdo da cepa K. pneumoniae Bactray sob tratamento com diferentes
OE.

OE de orégano (a), OE de canela (b), OE de hortela-pimenta (c), OE de melaleuca (d) e Polimixina
B (e).

Figura 7 - Halos de inibicdo da cepa K. pneumoniae Sensivel sob tratamento com
diferentes OE.

B (e).

Figura 8 - Halos de inibigao da cepa K. pneumoniae ATCC700603 sob tratamento com
diferentes OE.

N

OE de orégano (a), OE de canela (b), OE de horteld-pimenta (c), OE de melaleuca (d) e Polimixina

B (e).
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Apods a selecdo dos principais OE e buscando avaliar um possivel efeito
sinérgico entre os compostos bioativos, foram preparadas formulagées de NLC com
diferentes composicdes e concentragdes lipidicas, resultando em um total de 10
nanoformulagdes. Uma formulagdo com a mesma composicgao lipidica sélida, mas
sem OE, foi preparada como controle (Tabela 2). A escolha da manteiga de ucuuba
como lipidio sdlido foi fundamentada em sua capacidade de encapsular moléculas
hidrofdbicas, além de possuir um ponto de fusao superior a temperatura fisioldgica
conforme dados publicados anteriormente (Castro et al., 2021b; Ribeiro et al.,
2021).

As formulacdes resultantes foram armazenadas individualmente em tubos
Falcon a temperatura ambiente (25 °C) e apresentaram aspecto leitoso,
homogéneo e fluido a inspecéo visual, aspecto que se manteve durante todo tempo

de acompanhamento.

Tabela 2 - Composigao e concentragao do total de lipidios (TL), manteiga de ucuuba (LS),
6leos essenciais (OE) e surfactante empregados em cada uma das formulagées de NLC.

NLC TL (%) LS (%) OE (%)
F1 10 90 Canela, 10 %
F2 10 90 Orégano, 10 %
F3 10 90 Hortela-pimenta, 10 %
F4 10 90 Melaleuca, 10 %
F5 10 90 -
F6 10 90 Canela e Orégano, 10 %
F7 10 90 Canela e Hortela-pimenta, 10 %
F8 10 90 Canela e Melaleuca, 10 %
F9 10 90 Orégano e Hortela-pimenta, 10 %
F10 10 90 Orégano e Melaleuca, 10 %
F11 10 90 Melaleuca e Hortela-pimenta, 10 %

TL= LS+OE; Todos NLC foram estabilizados com poloxamer 5 % (m/v).

O estudo da estabilidade fisico-quimica de sistemas particulados é
fundamental para garantir o controle de qualidade das formulagdes. Por meio dele
€ determinado o prazo de validade do produto, sendo preconizado por diferentes
farmacopeias e exigido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria via Resolugao
- RDC N° 318, de 6 de novembro de 2019 (ANVISA, 2019). Sendo assim, logo apos
0 preparo e em tempos pré-determinados ao longo de 365 dias, o tamanho de

particula (nm), o indice de polidispersédo (PDI) e o potencial Zeta (mV) das
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formulagdes foram monitorados. As analises foram realizadas em triplicata (25 °C)
para todas as amostras.

A Figura 9 mostra os resultados do monitoramento da estabilidade fisico-
quimica a longo prazo das formulagdes. Pode-se observar que apos 365 dias de
monitoramento, a formulagdo controle (F5) exibiu tamanho de particula igual a
303,5 £ 46,3 nm, estatisticamente maior (p < 0,05) que os demais NLC analisados,
com maior flutuagao de tamanho das particulas em fungao do tempo.

Em relacdo ao tamanho de particula, apenas a formulagcdo F8 néo
apresentou alteragdes estatisticamente significativas (p = 0,09) ao longo do tempo.
No entanto, nenhum sistema a base de OE monitorado tendeu a aumentar de
tamanho ao longo do tempo, que indicaria algum processo de instabilidade fisico-
quimica, como aglutinagédo de nanoparticulas. Deve-se ressaltar que flutuagdes nos
valores de parametros biofisicos sdo esperadas em formulagdes coloidais, uma vez
que sao complexamente organizadas e governadas por elevada energia cinética.
Os tamanhos médios das particulas iniciais foram: F1 =246,9 + 5,6 nm, F2 = 251,2
+5,3nm, F3=259,8+1,4nm, F4 =265,6 £+ 16,4 nm, F5 =299,4 + 33,4 nm, F6 =
258,9+6,9 nm, F7 =245,8 + 11,0 nm, F8 = 262,3 + 23,6 nm, F9 = 238,2 + 2,5 nm,
F10=242,1£5,0nm e F11 = 265,8 £ 24,4 nm. Apds 365 dias de monitoramento,
os tamanhos médios foram: 248,5 + 10,9 nm (F1), de 245,1 £ 6,4 nm (F2), de 255,8
1+ 13,2 nm (F3), de 254,5 £ 17,3 nm (F4), de 303,5 + 46,3 nm (F5), de 247,6 + 17,7
nm (F6), de 265,3 + 24,4 nm (F7), de 261,0 + 11,4 nm (F8), de 254,6 + 18,7 nm
(F9), de 232,0 + 15,2 nm (F10) e de 261,5 + 30,5 nm (F11).

O PDI tem um papel importante na estabilidade fisica e na uniformidade dos
sistemas nanoparticulados (Shimojo et al, 2019). Uma formulagdo de
nanocarreadores lipidicos bem sucedida requer a preparacdo de um sistema
contendo particulas de tamanhos homogéneos (monodispersas), ou seja, com grau
de uniformidade em relacdo ao tamanho. Seus valores devem ser os mais baixos
possiveis para garantir estabilidade a longo prazo, sendo valores iguais ou
inferiores a 0,2 usualmente aceitos para descrever uma distribuicido monodispersa,
conforme o requerido para sistemas de DDS (Danael et al., 2018).

No que tange aos valores de PDI, as formula¢des apresentaram distribuigao
monodispersa, que apds 365 dias apresentaram valores médios variando de 0,11

a 0,23 entre os sistemas contendo OE em sua estrutura, enquanto a NLC controle
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apresentou PDI médio de 0,24. Nesse parametro, as formulagdes F1 (p = 0,36), F2
(p=0,45), F3 (p =0,08), F6 (p = 0,05) e F8 (p = 0,22) ndo apresentaram mudangas
significativas ao longo do tempo. No entanto, todos os sistemas apresentaram
distribuicao uniforme dos tamanhos apos 365 dias de analise.

Formulagdes de nanocarreadores com distribuicdo de tamanho constante e
estreita estdo correlacionadas com melhores resultados clinicos (Danaei et al.,
2018). Ainda, a presenca de OE além da bioatividade, também faz parte da prépria
estrutura do NLC, o que proporciona menor viscosidade e cristalinidade a matriz
lipidica. Desta forma, o OE foi responsavel por diminuir e tornar mais uniforme a
distribuicdo de tamanhos das particulas nas nanoformulagdes. Isso garante seu
papel estrutural além de ser bioativo no sistema (Ribeiro et al., 2021).

O potencial Zeta também permite fazer previsdes sobre a estabilidade de
dispersdes aquosas coloidais (Souto et al., 2004). Em geral, uma boa estabilidade
€ alcangada com valores de potencial Zeta acima de 25 mV, garantindo a
estabilizacao eletrostatica total da dispersao coloidal (Thatipamula et al., 2011).
Para sistemas estericamente estabilizados, ou seja, que utilizam surfactantes néo-
ibnicos como o poloxamer, os valores de Zeta estdo mais relacionados a
composi¢cdo da amostra, tendendo a apresentar valores ligeiramente ou
moderadamente negativos (Scioli Montoto; Muraca; Ruiz, 2020). Espera-se que
nao haja tendéncia de queda nos valores obtidos ao longo do tempo, indicando
uma estabilidade eletrocinética coloidal desejavel.

Apos 365 dias de monitoramento, o valor médio do potencial Zeta da
formulagao controle foi de -35,7 mV. Entre os sistemas contendo OE, os valores
variaram de -32,2 a-35,2 mV. Neste parametro, todos NLC apresentaram variacoes
estatisticamente significativas (p < 0,05) ao longo do tempo. Porém, exibiram
valores distantes de zero, demonstrando boa repulsdo eletrocinética entre
particulas, sugerindo excelente estabilidade fisico-quimica das amostras
armazenadas a 25 °C por pelo menos 12 meses. Além disso, durante avaliagcio
visual nao foi observada separagao de fases nas formulagdes durante o periodo

analisado.

42



Figura 9 - Estabilidade fisico-quimica das formulacées NLC em termos de tamanho (A),
PDI (B) e potencial Zeta (C), ao longo de 365 dias a 25 °C (n = 3).
PDI: Indice de Polidispersao.
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One way ANOVA/Tukey foram usados para analisar diferengas estatisticas intragrupo; *p < 0,05.
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Uma vez que a estabilidade fisico-quimica garantiu o controle de qualidade
das formulagdes, o proximo passo foi avaliar a eficacia in vitro destes sistemas.
Assim, as formulagbes de NLC preparadas foram submetidas a ensaios
microbiologicos in vitro para determinagéo da CIM, relacionada a sua capacidade
antimicrobiana frente as cepas multirresistentes de A. baumannii (cepa OXA-23;
cepa POA4-28 e cepa 65JF), K. pneumoniae (cepa ATCC700603, cepa Sensivel e
cepa Bactray) e P. aeruginosa (cepa IMP-1 e cepa PAO-1).

A Tabela 3 exibe as formulagdes que demostraram atividade contra as cepas
bacterianas selecionadas e seus respectivos valores de CIM. Assim, o ensaio de
microdiluicdo mostrou que as formulacdes F1, F6, F7 e F8 demonstraram atividade
antimicrobiana contra todas as cepas das espécies bacterianas testadas. Os
valores de CIM encontrados para as formulagdes foram: F1 = 0,80 a 1,19 mg/mL"",
F6 = 1,25 a 5,00 mg/mL", F7 = 1,20 a 4,81 mg/mL"'e F8 = 1,25 a 5,00 mg/mL"".
Desta forma, F1 foi a formulagao mais eficaz contra o crescimento de A. baumannii,
P. aeruginosa e K. pneumoniae.

No que tange a sensibilidade microbiana, os dados mostram que o isolado
A. baumannii POA4-28 foi o unico que teve seu crescimento inibido por todas
formulagdes contendo OE de orégano encapsulado (F2, F9 e F10), exibindo valores
de CIM de 1,25 a 3,27 mg/mL™". Além disso, este isolado de A. baumannii foi o mais
sensivel ao tratamento com formulagbes que continham OE de canela
encapsulado. Essas formulagbes obtiveram as menores CIM (F1 = 0,80 mg/mL™",
F7 =1,20 mg/mL™", F6 e F8 = 1,25 mg/mL™") entre as NLC testadas.
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Tabela 3 - Concentragao inibitéria minima (mg/mL-') de NLC frente as diferentes cepas
bacterianas.

Espécies Tratamento mg/mL"
Cepas F1 F2 F6 F7 F8 F9 F10
A. baumannii
OXA-23 1,19+0,00 > 5,00 3,33+2,89 1,60+2,78 3,33%1,44 > 4,90 > 5,00
POA4-28 0,80+0,34 1,25+0,00 1,25+0,00 1,20+0,00 1,25+0,00 3,27+2,83 2,08+0,72
65JF 1,1940,00 0,00+0,00 5,00+0,00 3,20+1,39 2,50+0,00 > 4,90 > 5,00

K. pneumoniae

ATCC700603 1,19+0,00 > 5,00 5,00+0,00 4,81+0,00 5,00+0,00 > 4,90 > 5,00
bactray 1,19+0,00 > 5,00 2,50+0,00 2,40+0,00 2,50+0,00 > 4,90 > 5,00
sensivel 1,19+0,00 > 5,00 2,50+0,00 2,40+2,41 2,50+0,00 >4,90 > 5,00

P. aeruginosa
IMP-1 1,19+0,00 > 5,00 2,50+0,00 2,40+0,00 2,50+0,00 > 4,90 > 5,00
PAO-1 1,19+0,00 > 5,00 5,00+0,00 4,81+0,00 4,17+1,44 > 4,90 > 5,00

O ensaio microbiolégico apontou que, de todos os sistemas analisados, a
formulagcédo F1 composta por OE de canela, manteiga de ucuuba e estabilizada por
poloxamer, apresenta-se como o tratamento mais promissor a ser empregado
futuramente contra as infecgdes bacterianas multirresistentes de cepas
semelhantes as espécies testadas, uma vez que foi capaz de inibir todas as cepas
analisadas, na menor concentragao possivel. Em testes subsequentes, esta
formulacao passou a ser denominada NLC/CAN e seu correspondente controle de
NLC.

Um estudo semelhante conduzido por pesquisadores da Universidade de
Belgrado também revelou que o OE de canela apresentou atividade antibacteriana
promissora e preveniu tanto a formacao de biofiime quanto a erradicagdo de
biofilmes pré-formados de cepas de A. baumannii. Apontou também que os efeitos
antibacteriano e antibiofiime foram potencializados devido o processo de
nanoemulsificacéo (Gani¢ et al., 2022).

Cepas de Pseudomonas aeruginosa também demonstraram sensibilidade
ao OE de canela em concentragdes muito baixas, sendo o efeito bactericida do OE
da casca de canela superior ao da folha, provavelmente devido a presencga de Z-
cinamaldeido, seu majoritario componente (85,3 % da composigao total do OE da
casca). Além disso, este OE induziu a morte rapida de P. aeruginosa PAO-1 com

uma redugdo significativa na densidade bacteriana dentro de 30 minutos de
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exposicao ao OE em concentragdes = 0,25 % (v/v), possivelmente devido ao
comprometimento da membrana celular bacteriana (Elcocks; Spencer-Phillips;
Adukwu, 2020). Isolados clinicos de P. aeruginosa com altos niveis de resisténcia
a antibidticos convencionais tiveram seu crescimento inibido pelo OE de canela,
supostamente devido a uma agao sinérgica entre as moléculas bioativas que
compdem o OE, afetando a expressao génica e a atividade das bombas de efluxo
bacteriana. Alguns genes mex da bomba de efluxo foram subexpressos na
presenca do OE de canela, resultando em morte bacteriana apds 16 a 18 h (Coseriu
et al., 2023).

Apos avaliar a atividade antimicrobiana e identificar a nanoformulagédo mais
efetiva contra as bactérias analisadas, foi realizada a caracterizacao estrutural da
formulacado que encapsulava OE de canela, da formulagao controle (sem OE) e de
todos os excipientes.

A Figura 10A ilustra os espectros obtidos na analise FTIR-ATR. Esta técnica
objetiva identificar as possiveis interagdes ocorridas entre os excipientes utilizados
no preparo das nanoparticulas. O espectro do OE de canela revelou bandas de
absorgdo intensas em 1672 cm™ (estiramento C=0 do aldeido), 1628 cm'
(estiramento C=C do alceno), 1450 cm™' (C-C no anel aromatico) (Bashiri et al.,
2020; Ribeiro et al., 2020b). Este perfil de espectro foi atribuido a presenca de
cinamaldeido como componente do OE de canela (Gende et al., 2008).

No espectro vibracional da manteiga de ucuuba, apresentam-se bandas
caracteristicas centradas em 2915 cm™ e um conjunto de bandas entre 1393 e
1177cm, correspondentes a vibragdo —CH2. Também foram evidenciadas bandas
acentuadas centradas em 1732 e 2848 cm™' relacionadas a vibragdo C=0 e O-CH2,
respectivamente (Ribeiro ef al., 2021).

O surfactante poloxamer apresentou bandas tipicas de éteres de cadeia
alifatica centradas em 2880 e 1348 cm™', associadas as vibragcdes uO-CH2 e uO-
C-0O, respectivamente. Neste mesmo espectro, foram evidenciadas bandas
caracteristicas da deformacdo simétrica d3CH2 em 1470 cm™', bem como o
estiramento axial do CO (uCO) em 1098 cm™' (Ribeiro et al., 2016).

Os espectros de NLC/CAN e de NLC revelaram bandas caracteristicas
desses sistemas resultantes da sobreposi¢ao da maioria das bandas de manteiga

de ucuuba e poloxamer, conforme o esperado (Ribeiro ef al., 2021).
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No entanto, o espectro de NLC/CAN demonstrou que a banda de absorgao
nas regides 2852 - 2883 cm™ tornou-se menos intensa quando comparada ao
espectro de 2850 - 2916 cm™' de NLC, indicando o encapsulamento do OE, que
também exibiu bandas de absorcdo em 2860 — 2880 cm'. Ainda, no espectro
NLC/CAN foi detectada auséncia das bandas de absorcao em 1672, 1628 e 1450
cm™' observadas no OE de canela, sugerindo que houve uma excelente
miscibilidade entre a manteiga de ucuuba e o OE, revelando que o OE, além do
papel bioativo exerce também papel estrutural na formagao do NLC.

A Figura 10B exibe os termogramas de todos os excipientes, formulagao de
NLC controle (sem OE de canela) e NLC contendo OE de canela. A formulagao
NLC/CAN apresentou perfil térmico compativel com sua matriz lipidica sélida e
semelhante ao ponto de fusdo da manteiga de ucuuba em 45,5 °C (Ribeiro et al.,
2021), com ponto de fusdo centrado em 47,1 °C, maior que a temperatura
fisiolégica ou patoldgica, além de manter-se termicamente estavel até 100 °C, sem
nenhum evento térmico relacionado a degradagao de acidos graxos, conforme o
requerido para este tipo de sistema.

A Figura 11 mostra as imagens MEV de NLC/CAN e de NLC. Ambas
formulagcbes apresentaram nanoparticulas em formas esféricas e com contornos
bem delimitados, conforme esperado para este tipo de sistema. Além disso, as
imagens revelaram que a presenga de OE na estrutura do NLC contribuiu para a
obtencdo de uma nanoparticula com superficie aparentemente mais uniforme,
confirmando que o OE também é parte da propria estrutura do NLC e confere menor

cristalinidade para a matriz lipidica (Ribeiro et al., 2021).
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Figura 10 - Espectros de FTIR-ATR na regido compreendida entre 4000-500cm- (A) e

termograma obtido por DSC (B) de NLC/CAN, NLC e seus excipientes.
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Figura 11 - Microscopia Eletrénica de Varredura de NLC contendo OE de canela (A) e de
NLC controle, sem OE (B). As imagens estdo disponiveis em duas magnificacdes
diferentes: 3.000 vezes (esquerda) e 5.000 vezes (direita).

SEM HV: 10.0 kV WD: 14.70 mm | VEGA3 TESCAN SEMHV: 10.0 kV WD: 14.70 mm | VEGA3 TESCAN|

View field; 69.2 ym Det: SE 20 pm View field: 41,5 pm Det: SE 10 pm
SEM MAG: 3.00 kx Date(m/dly): 06/14/23 UFU SEM MAG: 5.00 kx | Date(m/dly): 06/14/23 UFu

SEM HV: 10.0 kV WD: 14.56 mm | VEGAJ TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 14.56 mm 1 VEGA3J TESCAN

View field: 69.2 ym Det: SE 20 pm View field: 41.6 um Det: SE 10 pm
SEM MAG: 3.00 kx Date(m/dly): 06/14/23 UFU SEM MAG: 4.99 kx | Date(m/dly): 06/14723 UFU

De acordo com as analises realizadas para caracterizagao estrutural, os
excipientes e ativos selecionados para o preparo das formulagdes de NLC do
presente trabalho demonstraram compatibilidade entre si.

Assim, o préximo passo foi elucidar a sua seguranga através de teste de

nanotoxicidade por modelo bioldgico in vivo alternativo de embrido de galinha. Este
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ensaio foi realizado para fornecer resultados factiveis da possivel toxicidade das
formulagdes desenvolvidas. Utilizou-se como amostra controle OE de canela
emulsionado com poloxamer (ambos na mesma concentragdo da formulagao de
NLC) em comparagao com NLC/CAN e NLC. Além disso foi possivel determinar a
dose segura a ser utilizada em um futuro ensaio de eficacia in vivo da formulagao.

A Figura 12 mostra o grafico de viabilidade dos embrides tratados com: OE
de canela emulsificado, solugao salina (controle negativo - CN), NLC/CAN e NLC
controle. O ensaio demostrou que nao houve diferenga estatistica entre NLC/CAN
e o0 CN e nem em relaggo a NLC controle, garantindo a seguranca da
nanoformulagdo. Além disso, entre os embrides vivos ndo foram detectadas
alteragdes macroscopicas estatisticamente significativas em relagdo ao CN.

Em contrapartida, a emulsdo do OE de canela nas concentragdes de 5, 3 e
1 %, apresentou alta toxicidade em comparagao ao CN (p < 0,05), resultando em
uma taxa de mortalidade embrionaria de 100, 100 e de 62,5 %, respectivamente,
apoés 24 h da inoculagéo.

Os OE sao misturas complexas cujas caracteristicas basicas sdo aroma e
sabor intensos. Sao constituidos principalmente por compostos organicos que
apresentam diversas atividades biologicas, como antioxidante e antimicrobiana,
mas que devido a sua elevada volatilidade, toxicidade, sensibilidade a temperatura,
luminosidade, oxidagao e hidrolise tém aplicagéo clinica reduzida (Katopodi; Detsi,
2021).

Entretanto, em virtude de suas atividades bioldgicas, o encapsulamento dos
OE em nanosistemas é um pré-requisito para garantir sua protecdo e entrega
segura, permitindo assim sua aplicagdo biomédica. O aprisionamento de OE em
carreadores aumenta sua estabilidade oxidativa, termoestabilidade,
fotoestabilidade e tempo de prateleira. Além disso, permite a liberagao controlada
dos compostos bioativos, aumenta sua solubilidade e estabilidade em agua,
melhora a biodisponibilidade, bioatividade e reduz eventuais efeitos toxicos (Dajic
Stevanovic et al., 2020). Ainda, existem evidéncias de que a exposigao continua de
bactérias a diferentes OE, como o OE de canela, ndo aumenta a resisténcia
bacteriana ao composto natural. Acredita-se que isso se deva a estrutura complexa

dos OE e seus diferentes mecanismos de agéo (Becerril; Nerin; Gémez-Lus, 2012).
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Figura 12 - Viabilidade de embrides de galinha tratados com NLC/CAN, NLC, OE de canela
emulsificado (OE) em diferentes concentragdes.
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n = 8; CN = solugado salina 0,8 %. O teste estatistico qui-quadrado seguido da analise da
diferenca entre duas proporgdes foi empregado em relagado ao CN e todos os outros grupos.

Com relacédo as alteragdes de peso, a Figura 13A demonstra que houve
diferenca estatistica (p < 0,05) no peso dos embrides tratados com OE emulsificado
em relacao ao CN. Os resultados mostram ainda que o grupo tratado com o OE de
canela emulsificado teve o menor ganho de peso embrionario em relagdo aos
demais tratamentos, com diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) em
relacdo ao grupo tratado com NLC controle 5 % e aos grupos tratados com
NLC/CAN de diferentes concentracdes. Finalmente, ndo foi detectada diferenca
estatistica significativa em relacdo a alteracdo do peso dos anexos em todos os

tratamentos em relacdo ao CN (Figura 13B).
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Figura 13 - Alteracdo do peso dos embrides de galinha (A) e dos seus anexos (B) sob
tratamento com NLC/CAN, NLC, OE de canela emulsificado (OE) em diferentes
concentragoes.
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n = 8; CN = solucédo salina 0,8 %. Foi usado o teste estatistico ANOVA seguido pelo teste post
hoc de Tukey considerando um p < 0,05.

Acreditamos que NLC/CAN €& um sistema promissor que contribui para a
saude publica mantendo ativa a pesquisa cientifica direcionada ao
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas eficazes contra bactérias
multirresistentes, sendo economicamente viavel para ser empregado na
sanitizagdo de ambientes hospitalares. No entanto, mais estudos sao necessarios
para permitir sua produgédo em larga escala e disponibilizagdo para os servigos de

salde.

5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos até o presente momento indicam que as formulagdes
de NLC que encapsularam OE apresentaram excelente estabilidade a longo prazo
(um ano, a 25°C). Com relagdo ao potencial antimicrobiano contra Acinetobacter
baumannii, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, a formulagao
NLC/CAN foi o sistema mais promissor para ser empregado como futuro tratamento

de infecgdes bacterianas causadas pelas bactérias estudadas.

52



As caracterizacbes estruturais confirmaram compatibilidade entre os
excipientes e organizagao supramolecular compativel com formulagdées de NLC,
além de estabilidade térmica por até 100 °C, tornando os sistemas aptos a serem
utilizados em aplicagcdes biomédicas.

A avaliacdo da nanotoxicidade em embrides mostrou que a formulacdo de
NLC/CAN foi segura em todas as condigdes testadas, exercendo um efeito protetor
frente a nanotoxicidade dos OE livres. Com base nesses resultados, pretende-se
seguir com estudos de eficacia in vivo para dar continuidade na busca de uma
opgao terapéutica eficaz, segura e de baixo custo contra infecgdes por bactérias

multirresistentes.
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