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RESUMO

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria comensal do corpo dos seres humanos e animais,
frequentemente associado a processos infecciosos, causando a formagao de feridas persistentes.
Sabe-se que essas feridas sdo de dificil cicatrizagdo, esse fato se deve a presenca de S. aureus
em forma de biofilme, dificultando-se sua erradica¢do utilizando-se os antibidticos
comercialmente disponiveis. Com isso, alternativas sdo sugeridas, como o uso de o6leos
essenciais para o controle desse patégeno. Objetivou-se elaborar curativos tipo manta de poli
acido latico (PLA) e poli alcool vinilico (PVA) incorporados de o6leos essenciais visando o
controle das cepas de Staphylococcus aureus, agente associado a feridas humanas persistentes.
Neste trabalho foram utilizadas as 3 cepas de S. aureus (GL 8702, GL 8548 ¢ GL 5674) sendo
a atividade inibitoria dos 6leos essenciais de horteld do campo (Mentha arvensis L.), ylang
ylang (Cananga odorata (Lam.) Hook. f. & Thomson), geranio do Egito (Pelargonium
graveolens L'Hér.), estragdo (Artemisia dracunculus), canela (Cinnamomum cassia (L.) J.
Presl), lavanda (Lavandula angustifolia Mill.), capim limao (brasil) (Cymbopogon flexuosus
(Nees ex Steud.) W. Watson) e alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia DC.) avaliadas
inicialmente. Dentre esses 6leos os de lavanda, canela, capim limao, geranio e horteld do campo
foram selecionados para continuidade do trabalho, pois apresentaram maior atividade inibitéria
sobre as cepas de S. aureus. As concentragdes minimas bactericidas (CMB) desses 6leos foram
determinadas utilizando-se a técnica de microdilui¢do, com adaptacdes, onde as CBM do 6leo
de canela foram 0,5; 0,25 e 0,25% (v/v), respectivamente, para as cepas GL 8702; GL 8548 ¢
GL 5674, para os 0leos essenciais de horteld do campo, lavanda e capim limao as CMB foram
iguais a 2% e para o 6leo de geranio a CBM foi de 5% para todas as cepas. Utilizando-se o
Planejamento Composto Central Rotacional (DCCR) foram definidos 45 ensaios contendo
diferentes misturas com diferentes concentra¢des dos d6leos essenciais baseando-se nas CMB
obtidas de cada um. Todas as misturas de 6leos essenciais geradas pelo DCCR apresentaram
acdo bactericida das cepas de S. aureus. Dessa forma, foram selecionados trés ensaios para a
elaboragdo das mantas de PLA e PVA, um contendo a menor concentracao de misturas de oleo
(6,4%), outro com 12,9% e o um com a maior concentragdo de misturas de o6leos (14,6%)
testados. Ambas as mantas foram obtidas empregando-se a técnica de fiacao por sopro (SBS) e
adicionadas de mistura de oleos essenciais. Ndo houve diferenca significativa da atividade
antimicrobiana entre as mantas de PLA contendo 12,9 e 14,6% de 6leos essenciais, sendo a
redu¢do observada de cerca de 2,42 Log UFC/mL das cepas de S. aureus. Observou-se o mesmo
comportamento dos microrganismos para as mantas de PVA, cerca de 1,8 Log UFC/mL de S.
aureus. Os espectros de FTIR das duas mantas mostram que hé picos caracteristicos dos 6leos
essenciais contidos nos tratamentos, indicando que houve boa interagdo entre os grupos
funcionais dos polimeros com os 6leos. Conclui-se que a manta fiada por sopro adicionada de
Oleos essenciais tém grande potencial para ser utilizada como curativo antimicrobiano para
auxilio no tratamento de feridas.

Palavras-chave: Antimicrobianos naturais. Cicatrizacdo de feridas. Biopolimeros, Oleos
volateis.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a commensal bacterium found in the body of humans and
animals, often associated with infectious processes, causing the formation of persistent wounds.
It is known that these wounds are difficult to heal, this fact is due to the presence of S. aureus
in the form of a biofilm, making its eradication difficult using commercially available
antibiotics.Therefore, alternatives are suggested, such as the use of essential oils to control this
pathogen. The objective of this work was to develop blanket-type dressings made of polylactic
acid (PLA) and polyvinyl alcohol (PVA) incorporated with essential oils, aiming at controlling
strains of S. aureus, an agent associated with persistent human wounds. Three strains of S.
aureus (GL 8702, GL 8548 and GL 5674) were used, with the inhibitory activity of the essential
oils of field mint (Mentha arvensis L.), ylang ylang (Cananga odorata (Lam.) Hook. f. &
Thomson), Egyptian geranium (Pelargonium graveolens L'Hér.), tarragon (Artemisia
dracunculus), cinnamon (Cinnamomum cassia (L.) J. Presl), lavender (Lavandula angustifolia
Mill.), lemon grass (Brazil) (Cymbopogon flexuosus (Nees ex Steud.) W. Watson) and wild
rosemary (Baccharis dracunculifolia DC.) were initially evaluated. From initial screening,
lavender, cinnamon, lemongrass, geranium and field mint showed significance inhibitory
activity against the strains of S. aureus and were selected for further research activities. The
minimum bactericidal concentrations (MBC) of the oils were determined using the
microdilution technique, with adaptations, where the MBC of cinnamon oil were 0.5; 0.25 and
0.25% (v/v), respectively, for GL 8702 strains; GL 8548 and GL 5674, for the essential oils of
field mint, lavender and lemongrass the CMB were equal to 2% and for the geranium oil the
CBM was 5% for all strains. Using the Rotational Central Composite Design (DCCR), 45 tests
were defined containing different mixtures with different concentrations of essential oils based
on the AMC obtained from each one. All mixtures of essential oils generated by the DCCR
showed bactericidal activities against the strains of S. aureus, with no growth in plaques being
observed for all assays. Thus, three trials were selected for the preparation of PLA and PVA
blankets, one containing the lowest concentration of oil mixtures (6.4%), another with 12.9%
and the one with the highest concentration of oil mixtures (14.6%) and evaluated. Both blankets
were obtained using the blow spinning technique (SBS) and added a mixture of essential oils.
There was no significant difference in antimicrobial activity between PLA blankets containing
12.9 and 14.6% essential oils, with an observed reduction of approximately 2.42 Log CFU/mL
of S. aureus strains. The same behavior of microorganisms was observed for PVA blankets,
around 1.8 Log CFU/mL S. aureus. The FTIR spectra of the two blankets show that there are
characteristic peaks of the essential oils contained in the treatments, indicating that there was a
good interaction between the functional groups of the polymers and the oils. It is concluded that
the blow-spun blanket added with essential oils has great potential to be used as an antimicrobial
dressing to aid in the treatment of wounds.

Keywords: Natural antimicrobials. Wound healing. Biopolymers. Volatile oils.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL

Os cocos gram-positivos formam um grupo heterogéneo de aproximadamente 16
géneros de microrganismos que colonizam os seres humanos. Dentre eles, encontra-se
Staphylococcus aureus. O nome do microrganismo € proveniente da palavra grega, tendo
analogia a sua estrutura semelhante a “cacho de uvas”. A bactéria S. aureus ¢ encontrada na
pele e mucosa dos seres humanos, bem como de outros mamiferos e aves (RIEDEL et al., 2020).
Embora faga parte da microbiota comensal dos seres humanos Staphylococcus pode causar
infeccdes cutaneas, infecgdes oportunistas, doencas das vias urinarias e até doengas
potencialmente fatais (RIEDEL et al., 2020). Especificamente, ao acessar tecidos lesionados,
muitas vezes pode causar processo grave de infeccdo (DOS SANTOS et al., 2007) levando a
formagao de feridas persistentes.

As feridas sdo caracterizadas pelo rompimento do processo normal de regeneracdo da
pele, sendo a regeneragdo um dos fatores relevantes para o impedimento da colonizagao
bacteriana (gram positivas e negativas), o que leva ao processo de cicatrizacdo complicado e
retardado (ALVES D. et al., 2018; DOMINGUES; CARVALHO; KAIZER, 2018).

A presenca de S. aureus em feridas é bem conhecida, encontrada na forma de biofilme,
podendo levar a formagdo de feridas cronicas, de dificil cicatrizacdo (BECKER; DIAS;
MACEDO, 2018; CHEW et al., 2018). No Brasil, as feridas representam problemas de satide
publica, devido ao grande niimero de doentes com alteragdes na integridade da pele. Também
deve ser ressaltado que além do problema de satde publica, gera 6nus e interfere na qualidade
de vida da populacgdo afetada (BARROS et al., 2016).

Um dos fatores que contribuem para a dificuldade de erradicacdo de S. aureus das
feridas € sua capacidade em apresentar resisténcia a varias classes de antibioticos comumente
empregados na medicina, sendo muitas vezes multirresistentes (ALVES D. et al., 2018;
BECKER; DIAS; MACEDO, 2018; CHANDRA et al., 2018; LIMA et al, 2015;
TROMBETTA et al., 2018) e de formar biofilmes sobre o tecido danificado.

A multirresisténcia bacteriana se apresenta tdo critica, que em 2019 foi divulgado pela
Organiza¢ao Mundial da Satde (OMS) um relatorio solicitando o controle severo do uso dos
antibioticos, tanto em seres humanos quanto na agroindustria. Segundo a OMS, as doengas
causadas por bactérias resistentes a drogas poderao causar 10 milhdes de mortes até o ano de
2050 (WORLD ORGANIZATION HEALTH - WHO, 2019).

Diante desse cenario, o panorama mundial demonstra a tendéncia do uso das terapias

complementares, tanto nos paises ocidentais desenvolvidos como nos paises pobres e em
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desenvolvimento e, sobretudo, por estar sendo estimulado pela propria Organizacdo Mundial
de Saude (TOVEY; CHATWIN; AHMAD, 2005). A procura por essas terapias vem de
encontro ao fato de poderem ser utilizadas juntamente a medicacao tradicional, como os
antibioticos. Dentre elas, destaca-se a aromaterapia, ou terapia dos 6leos essenciais, que no
Brasil faz parte das Praticas Integrativas e Complementares utilizada no Sistema Unico de
Saude (SUS), como parte da Politica Nacional (BRASIL, 2018).

Com o apoio do SUS, legislado pela Portaria n® 971, as técnicas que envolvem terapias
complementares ou alternativas podem atender a todos os estados e municipios. A
aromaterapia, ou terapia dos aromas ou aromatologia, ¢ uma terapia holistica, que se baseia no
tratamento das diferentes doengas pela inalacdo ou uso topico de 6leos essenciais ou suas
misturas, em concentracoes adequadas (GNATTA; DORNELLAS; SILVA, 2011).

Os ¢6leos essenciais tém se mostrado eficientes no controle de varios microrganismos,
apresentando atividade bactericida, fungicida, antiviral, dentre outros. Na literatura encontram-
se diversos trabalhos mostrando a atividade antimicrobiana de diferentes 6leos essenciais sobre
ampla gama de microrganismos inclusive sobre cepas de Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (NAJAT et al.,
2016). Em estudo com o o6leo de Baccharis dracunculifolia DC esse apresentou atividade
bacteriostatica e bactericida, principalmente sobre S. aureus, Bacillus cereus ¢ P. aeruginosa,
também apresentou acao fungistatica e fungicida (CAZELLA et al., 2019). Estudos realizados
por Firmino et al. (2018) demonstraram atividade bacteriostatica e bactericida em relagdo a S.
aureus € S. epidermidis utilizando 6leos essenciais contendo cinamaldeido. Também estudos
de Lutz et al. (2008) oleos essenciais de artemisia tiveram efeitos inibitorios sobre o
crescimento de bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis. Igualmente, pesquisa realizada por Upadhyay et al. (2021) 6leos essenciais de
Cananga odorata demonstraram ser antifingico sobre Aspergillus flavus. Também estudos de
Souza et al. (2018) Oleos essenciais Lavandula angustifolia Miller apresenta potencial
antimicrobiano como controle do biofilme dental e outras desordens bucais. Também estudos
de Boukhatem; Kameli; Saidi, (2013) dleos essenciais de Pelargonium graveolens L. exibiu um
efeito antibacteriano promissor contra bactérias Gram positivas mais do que bactérias Gram
negativas.

Os oleos essenciais, que sao produtos naturais obtidos a partir de plantas, contém
compostos organicos volateis que podem ser obtidos de varias partes da planta, como flores,
frutos, sementes, caules e raizes (BAKKALI ez al., 2008). Esses 6leos demonstraram atividades

antioxidantes, inseticidas, antivirais, antibacterianas, antifingicas e antibiofilme (BURT,
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2004). Devido as suas varias atividades bioldgicas podem ser utilizadas em conjunto com outras
medidas para otimizar os tratamentos de doencas diversas dos seres humanos (FIRMINO et al.,
2018).

Com base no exposto acima, o presente estudo teve como objetivo avaliar a otimizacao
da atividade antimicrobiana, contendo diferentes concentragdes desses Oleos essenciais que
apresentaram melhores resultados da concentragdo bactericida minima (CBM), para controle

das cepas de Staphylococcus aureus, agente associado a feridas humanas persistentes.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Staphylococcus aureus

A espécie mais importante do género Staphylococcus € a Staphylococcus aureus
(BHUNIA, 2018, MURRAY, ROSENTHAL; PFALLER, 2009; TRABULSI; ALTERTHUM,
2015). Na area da saude tornou-se muito conhecida por ser uma das espécies de maior
importancia no quadro das infec¢des hospitalares e comunitarias (DOS SANTOS et al., 2007).
Eles sdo habitantes naturais de seres humanos e animais como bovino (agente etioldgico da
mastite), muitas vezes, afetando varios organismos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

Staphylococcus aureus pertence a familia Staphylococcaceae, apresenta-se na forma de

cocos gram-positivo (1 pm de didmetro) em arranjo de cacho de uva (estafilo).

As cepas de S. aureus crescem em meios comuns, caldo ou agar simples, pH
=7, a temperatura 6tima de 37°C. As coldnias formadas em placa, apos 18-24
horas de incubagdo, apresentam-se arredondadas, lisas e brilhantes. A
coloragdo dessas colonias varia desde o acinzentado até o amarelo-ouro, em
que a pigmentacdo aumenta com o tempo de incubagdo prolongado, ndo
chegando a ser formada nos casos de crescimento em condi¢des anaerobicas,
ou na cultura em caldo (DOS SANTOS et al., 2007, p.414).

Eles sdo imodveis e produzem colonias amarelas douradas. S. aureus ¢ um
microrganismo catalase positiva, aerobio facultativo e cresce abundantemente sob condigdes
aerObicas. Em condi¢des aerobicas também produz acetoina como o produto final do
metabolismo da glicose. Ele fermenta manitol, coagula o plasma de coelho, produzem muitas
substancias extracelulares e ¢ sensivel para lisostafina, uma glicilglicina endopeptidase que
cliva especificamente as pontes cruzadas de pentaglicina encontradas no peptidoglicano
estafilococico (WU et al., 2003). E tolerante ao sal (10-15%) e relativamente resistente a
secagem e calor (BHUNIA, 2018).

O Staphylococcus aureus pode produzir varias substancias capsulares como toxinas e
também enzimas extracelulares denominados fatores de viruléncia. O Quadro 1 apresenta em
detalhes o papel desempenhado os tais fatores (medeiam a adesdo das bactérias a célula
hospedeira, que promovem dano e disseminagdo dos tecidos, protegem as bactérias do sistema
imunolégico do hospedeiro) na patogénese, utilizando a classificacdo padrao (ZENDEJAS-

MANZO; AVALOS-FLORES; SOTO-PADILLA, 2014; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).
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Quadro 1 - Fatores relacionados na patogénese de Staphylococcus aureus.

Componentes superficiais Toxinas e enzimas extracelulares

1. Polissacarideo capsular Toxinas com atividade sobre membranas
* Hemolisinas a, B, y, o
* Leucocidina

2. Polissacarideo extracelular Toxinas com atividade de superantigenos

* Enterotoxinas, A-E y G-J

* Toxina da sindrome do choque téxico 1,
TSST-1

* Toxinas epidermoliticas o

exfoliativas, Ay B

3. Proteinas superficiais Enzimas extracelulares

* Proteinas de unido a colageno, Cna * Estafiloquinase

* Proteinas de unido a fibronectina, FnBPA, | ¢« Coagulase

FnBpB * Hialuronidase

* Proteinas de unido a fibrindgeno, CIfA y | ¢ Lipase

CIfB * Protease

* Proteina A, Spa * DNAse termoestavel e
termonuclease
* Catalase

Fonte: Zendejas-Manzo; Avalos-Flores; Soto-Padilla, 2014; Trabulsi; Alterthum, 2015.

1.1.1 Importancia de Staphylococcus aureus em feridas

Staphylococcus aureus ¢ uma das espécies microbianas mais virulentas e conhecidas
desse género, frequentemente relacionada a doencas em seres humanos e animais como
bovinos, porcos, aves; faz parte da microbiota, habitando as membranas mucosas e a pele.
Quando as defesas do sistema imunologico estdo baixas, o individuo pode ser acometido por
doengas que envolvem mucosas e/ou pele, tais como: foliculite, furunculose, conjuntivite,
abscessos profundos, osteomielite, meningite, pneumonia (ZENDEJAS-MANZO; AVALOS-
FLORES; SOTO-PADILLA, 2014; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015; ZHANG et al., 2018).

Ha fatores relevantes que envolvem infec¢des causadas por S. aureus, como aqueles que
envolvem resposta imunoldgica (sindrome de Wiskott-Aldrich; sindrome de Chediak-Higashi),
defeitos na opsonizacao por anticorpos (agamaglobulinemia primaria), defeitos na fagocitose
(doenga granulomatosa cronica), lesdes de pele (queimaduras), presenca de corpos estranhos
(suturas ou proteses), algumas doengas cronicas (diabetes mellitus) e uso de antibioticos, apos
a invasdo do epitélio, S. aureus utiliza diversas estratégias para permitir a sua sobrevivéncia e
proliferagdo no organismo hospedeiro. Dentre essas estratégias encontra-se a inibi¢do das
respostas imunes humoral e celular. (DOS SANTOS et al., 2007, ZENDEJAS-MANZO;
AVALOS-FLORES; SOTO-PADILLA, 2014).
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As feridas sdo definidas como ruptura de qualquer tecido ou integridade celular
(CHAUDHARI et al., 2016). As feridas também podem ser classificadas de acordo com seu
nivel de dano ou lesdo e ainda com espessura parcial ou total. No primeiro caso, a derme
apresenta-se incompleta, e sua reparagao se da pela re-epitelizagao dos anexos epiteliais. Ja as
feridas de espessura total (derme completa), necessitam da formagdo de novo tecido, o tecido
de granulacio (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003; PRESTES et al.
2012).

As feridas cronicas apresentam diversas origens, dentre elas, doengas tais como diabetes
mellitus, infecg¢des renais, presenca de corpos estranhos, desnutri¢do e estado de hospitaliza¢ao
ou imunossupressao do corpo, pacientes cirurgicos e de idade avangada com comprometimento
no processo normal de cicatrizagdo (CARVALHO et al., 2022; CHETTER, 1. et al., 2020;
DOMINGUES; CARVALHO; KAIZER, 2018). As infec¢des cutdneas mais citadas nas
publicagdes cientificas sdo causadas principalmente por: Staphylococcus aureus (39,28%),
Escherichia coli (30,35%), Pseudomonas aeruginosa (19,64%), Staphylococcus epidermidis
(17,85%), Klebsiella spp. (12,50%), Enterobacter spp. (10,71%), Morganella morganii
(8,92%) e Bacteroides spp. (7,14%) (MACHADO, 2020).

A fixagdo de S. aureus a implantes médicos e ao tecido hospedeiro, bem como o
estabelecimento do biofilme maduro desempenham papel importante na persisténcia de
infec¢des cronicas (LISTER; HORSWILL 2014). Sendo tanto S. aureus e S. epidermidis os
principais microrganismos associados a infecg¢des cronicas devido a formagao de biofilme

(COSTERTON et al. 2003 apud BECKER; DIAS; MACEDO, 2018, p. 1).

1.1.2 Staphylococcus aureus e sua capacidade em formar biofilmes

Staphylococcus aureus pode formar biofilmes que sdo definidos como sendo
comunidades bacterianas submersas em matriz extracelular produzida por aqueles que se
somam a uma superficie bidtica ou abiotica. Correspondem a comunidades constituidas por
células sésseis, mono ou multiespécies, adicionadas a um substrato, embutidas em matriz de
polimeros extracelulares (exopolisacaridos - EPS), cujos microrganismos apresentam fenotipos
diferenciados, metabolismo, fisiologia e transcri¢ao genética (DONLAN; COSTERTON, 2002;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2015)

A formagado de biofilmes em superficies ¢ um fendmeno natural que resulta de processos
fisicos, quimicos e biologicos que ocorrem simultaneamente. A Figura 1 ilustra as diferentes

etapas de formacao de biofilme sendo: etapa 1: acesso de células livres no meio liquido para a
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superficie solida e sua subsequente adesdo; etapa 2: crescimento e divisdo das células aderidas
a causa de nutrientes provenientes do liquido circundante, conjuntamente com a producao e
excrecao de EPS; etapa 3: fixagdo de células bacterianas flutuantes (e outras particulas),
contribuindo para a acumulagdo do biofilme; etapa 4: dispersao / liberagdo de material celular
por varios tipos de mecanismos: a. erosdo superficial (perda de células individuais). b.
descolamento (“sloughing off”) c. abrasdo d. ataque por predadores. Os mecanismos
patogénicos destes microrganismos dependem dos seus fatores adesivos, das enzimas

estafilococicas e das suas defesas contra a imunidade (MENOITA et al., 2012).

Figura 1 - Ciclo de vida do Biofilme

Meio liquido

Células bacterianas
plancténicas ’ 4b. Perdas de agregados
C\ ’ 4d. ataque por predadores.
3. Adesio < Entrada de nutrientes

P

Saida de produtos

1. Adesao inicial 4a. Perdas por erosio

4c. abrasio

2. Crescimento, divisdo e producio de EPS
por todo o biofilme

Fonte: Adaptado de MENOITA et al. (2012).

1.1.3 Multirresisténcia a antibioticos

Outro aspecto que dificulta o tratamento de feridas persistentes colonizadas por S.
aureus ¢ a multirresisténcia significativa a antibidticos comumente usados no tratamento que a
maioria dos isolados de S. aureus apresenta (DOS SANTOS et al., 2007; HADDAD et al.,
2018; KIM et al., 2018; ROMEO 2008). Togneri ef al. (2017) realizaram revisao retrospectiva
de 12 anos de infec¢des por S. aureus, encontrando 2.125 casos de infec¢do em pacientes
adultos e 361 casos em pacientes pediatricos atendidos no Hospital Interzonal General de
Agudos Evita de Lants; demonstrando que S. aureus continua sendo um patoégeno associado
ao ambiente nosocomial. Além disso, também foi observado pelos autores o aumento nas

infecgdes por S. aureus resistente a meticilina.
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Haddad et al. (2018) encontraram isolados de S. aureus resistente a meticilina (MRSA)
produtores de biofilme com prevaléncias elevadas de alguns genes MSCRAMMs (genes fnbA
e fnbB; que contribuem para a primeira etapa da formagao do biofilme).

Jain et al. (2019) estudaram 174 pacientes com feridas pds-operatorias de implante
ortopédico infeccionadas, sendo a bactéria com maior taxa de isolamento S. aureus (79
isolados) dos quais 50 apresentaram multirresisténcia frequente a eritromicina, clindamicina,
gentamicina, cefuroxima, amoxiclav e ciprofoxacina.

A observacdo do aumento do numero de isolados de bactérias como S. aureus
multirresistentes aos antibioticos comercialmente utilizados, levou a Organizagdo Mundial da
Satde (OMS) em 2014, publica seu primeiro relatério global sobre resisténcia bacteriana —
Global Strategy for Containment of Antimicrobial Resistance — onde a OMS comenta que a

resisténcia aos antibidticos oferece elevada ameaca a satide publica.

A analise de dados de 114 paises sinalizou a situacdo alarmante frente a
resisténcia bacteriana em todas as regides do mundo. “Estamos no rumo da
‘era pos-antibidtico’, em que pessoas morrem de infeccdes simples que sdo
trataveis ha décadas”, concluiu Keiji Fukuda, diretor-geral assistente da OMS
para Seguranga da Satide, na introduc¢do do relatério (AGUIAR, 2.015).

A multirresisténcia bacteriana se apresenta tao critica que em 29 de abril de 2019 a
Organiza¢dao Mundial da Saude (OMS) divulgou um relatdrio solicitando o severo controle do
uso dos antibidticos tanto em seres humanos quanto na agroindustria. Segundo a OMS as
doencas causadas por bactérias resistentes a drogas podem causar 10 milhdes de mortes a cada
ano até 2050, com danos catastroficos a economia, forcando até 2030, até 24 milhdes de pessoas

a pobreza extrema (WORLD ORGANIZATION HEALTH - WHO, 2019).

1.2 Feridas e seu processo de cura

O processo normal de cicatrizagdo de feridas envolve sequéncias metabdlicas bem
coordenadas que abrange ampla gama de eventos, como hemostasia, inflamacao, proliferacao
e remodelacdo da matriz extracelular (MEC). As quatro fases da cicatrizagdo envolvem
interacdes entre diferentes tipos de células, fatores bioativos € um fundo de suporte, geralmente
a MEC nativa secretada pelas células. Este processo de cicatrizacdo normal ¢ anulado devido a
diversas condi¢des, sendo uma delas a proliferacdo de microrganismos (CLARK; GHOSH;

TONNESEN, 2007).
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O processo de cicatrizagdo comega com hemostasia e inflamagao. Esta etapa envolve o
recrutamento de plaquetas sanguineas e células imunes para controlar a perda de sangue e
eliminar patogenos (RODRIGUES et al., 2019). As células imunes inicialmente recrutadas
desempenham um papel fundamental na secrecdo de quimiocinas e fatores de crescimento,
atraindo células e assim promovendo o processo de cicatrizagdo para a proxima fase
proliferativa (CRUVINEL et al., 2010). A fase proliferativa envolve muitos eventos, como
crescimento do tecido de granulacao (formagao da MEC temporal), angiogénese (formagao de
vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes) e remodelacao epitelial (formagao epidérmica
da pele), levando a contragdo da ferida. Essa fase ¢ regulada por ativagdo cruzada entre
diferentes células, principalmente macréfagos, fibroblastos, células endoteliais e
queratinocitos. O estagio final constitui na remodelacdo onde a matriz previamente formada se
transforma lentamente formando pele funcional ou calo semi/ndo funcional. (BALBINO;

PEREIRA; CURI, 2005).

1.3 Caracteristicas botanicas das plantas pesquisadas

Mentha arvensis L. (da familia Lamiaceae), popularmente conhecida como “menta-
japonesa”, “vique”, “hortela-do-brasil” e “mentol”, ¢ uma planta herbacea, estolonifera, semi-
perene, de caule quadrangular, com folhas pilosas, simples, ovaladas, com margens serrilhadas
e filotaxia oposta. Cresce até 60 cm (raramente até 100 cm); as flores sdo purpuras palidas
(ocasionalmente brancas ou rosas). E uma espécie de menta nativa das regides temperadas da
Europa ocidental e central, da Asia, leste do Himalaia e leste da Sibéria. (AMARO et al., 2013;
ANON, 1988; LAWRENCE, 1993 apud NAJAT et al., 2016, p. 908).

Cymbopogon flexuosus (Nees ex Steud) W. Watson (da familia Poaceae = Gramineae)
(Sin. Andropogon flexuosus Nees), popularmente conhecida como “capim-limao”, ¢ uma
graminea que forma touceiras de até 1,5 m de altura, com folhagem verde-escura e altamente
produtora de sementes, € nativa da [ndia, Sri Lanka, Burma e Tailandia, Burma, é amplamente
distribuida no Himalaia, regides da India, prefere principalmente clima tropical e subtropical,
cresce bem a uma temperatura entre 10°C a 33°C, necessita de muita luz solar no plantio para
o desenvolvimento e produgdo de dleo essencial. E sensivel ao frio e ndo suporta geada.
(BHATNAGAR et al., 2020).

Lavandula angustifolia Mill. (da familia Lamiaceae) (Sin. Lavandula vulgaris Lam.),
conhecida popularmente como “lavanda”, “lavanda-verdadeira” e “alfazema”, apresenta habito

arbustivo, densamente ramificado, de 60-70 cm de altura, com folhas lineares verdes de 2 — 2,6
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cm, e sdo aromaticas; apresenta pequenas flores azuis (5 a 8 mm de comprimento e 3 a 4 mm
de diametro). A espécie ¢ nativa do continente europeu, ocorrendo com bastante frequéncia em
Portugal, no nordeste da Espanha, nas Ilhas Canarias, no norte da Italia, no sul da Franca, € no
norte e oeste da Africa. (NOGUEIRA; LOURENCO, 2007; LORENZI 2013; SOUZA et al.,
2018 apud ALVES B. 2018, p.6).

Baccharis dracunculifolia DC. (da familia Asteraceae = Compositae) (Sin. Baccharis
bracteata Hook. & Arn.), conhecida popularmente como ‘“vassourinha”; “vassourinha-do
campo” e “alecrim-do campo” € uma espécie arbustiva, ramificada e perene que pode chegar a
2,0 m de altura, com folhas lanceoladas, com inflorescéncias masculinas e femininas em plantas
separadas, e apresenta cipselas de 1 a 1,5 mm de comprimento. E nativa da América do Sul,
sendo encontrada principalmente em paises como Argentina, Paraguai, Uruguai e Bolivia e
Brasil, e foi considerada uma planta invasora de pastagens e erradicada de muitas regides em
funcdo disto; no Brasil € nativa no bioma Cerrado brasileiro, Mata Atlantica e Pampas, sendo
amplamente distribuida nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais. Atualmente, sabe-se que ¢
por meio da coleta de resina desta planta pelas abelhas € que elas produzem a propolis verde.
(ALENCAR et al., 2005; BARROSO, 1976 apud OLIVEIRA; BASTOS, 1998, p. 432;
BARROSO, 1976; BORGES; FORZZA, 2008; PARK et al., 2004 ¢ SFORCIN et al., 2012
apud CAZELLA et al., 2019, P. 1, 2).

Pelargonium graveolens L’Hér. (da familia Geraniaceae) (Sin. Pelargonium
intermedium Kunth.), conhecida popularmente como “geranium”, “malva-cheirosa”, “malva-
rosa”, é cultivada na Ilha da Reunido, Madagascar, Egito (tipo norte-africano) e China, e mais
recentemente na India, conhecido como geranium; ¢ de tamanho arbustivo, cujos caules, folhas
e peciolos sdo cobertos por pélos glandulares. O talo ¢ grosso e ramificado desde a base. As
folhas podem ser opostas ou alternadas, simples ou composta, ligeiramente lobulada ou com
arestas serrilhadas, peciolada, com cerdas glandulares, e geralmente com estipulas na base. A
superficie da 1amina ¢ curva, de modo que a 4gua desliza em direcao ao peciolo desta. A cor
desta depende da variedade, podendo apresentar faixas de cores diferentes (preto, marrom,
avermelhado, amarelo, etc.). (GOMES; MATA; RODRIGUES, 2004 apud CEBI 2021, p. 811;
INFOAGRO SYSTEMS, 1997 apud AGEXPORT GUATEMALA 2021, p. 7).

Cinnamomum cassia (L.) J. Presl. (da familia Lauraceae) (Sin. Laurus cassia L.),
popularmente conhecida como ‘“cassia”, ‘“‘canela-aromatica”, ‘“canela-chinesa”; apresenta
habito arboreo que cresce até 10 m de altura, com folhas coridceas de apice acuminado e
filotaxia alterna; as flores sdo brancas, pequenas e unissexuais ou bissexuais, geralmente em

paniculas axilares; os frutos sdo pequenos, carnosos, com cerca de 1 centimetro de
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comprimento, de coloragio arroxeada quando maduros. E originaria do sudeste da China e da
Indochina, mas na atualidade é amplamente cultivada no sudeste da Asia (india, Indonésia,
Laos, Malasia, Taiwan, Tailandia e Vietname); (CHARRI 2017 apud VEGA; NAVARRO,
2021, P. 7; RAVINDRAN; NIRMAL; SHYLAIA, 2004 apud YAN-QUN et al., 2013, p. 92;
ZANARDO 2015 apud SILVA 2019, p. 20).

Cananga odorata (Lam.) Hook. f. & Thomson (da familia Annonaceae), conhecida
popularmente como 'ylang-ylang', ¢ originaria do continente asiatico, tornou-se conhecida pelas
populagdes da Malasia, Indonésia, ilhas Comoro, Nossi Be e Madagascar, € uma arvore tropical
perenifdlia de crescimento rapido, considerada de porte médio, que pode atingir 15 metros de
altura, evidenciando longos ramos caidos. (MANNER; ELEVITCH, 2006; SAEDI;
CRAWFORD, 2006; GOODRICH, 2012 apud TAN et al., 2015, p. 1, 2; UPADHYAY et al.,
2021).

Artemisia dracunculus L. (familia Asteraceae = Compositae) (Sin. Artemisia aromdatica
A. Nelson), conhecida popularmente como “estragdo” (o estragdo, também, é conhecido como
“erva-dragdo”), ¢ uma herbacea perene que normalmente atinge de 60 a 150 cm de altura, de
folhas pequenas e estreitas. Ela ¢ encontrada naturalmente em vastas areas do Hemisfério Norte:
do leste da Europa ao centro e ao leste da Asia até o oeste da América do Norte. (AGLAROVA;
ZILFIKAROV; SEVERTSEVA, 2008 apud EKIERT et al., 2021, p. 2; BOCEK 1984 apud
BUCAY; HAIAT; PENALOZA, 2017, p. 130; HABER; CLEMENTE, 2013; HAYAT et al.,
2009 apud HUSSAIN 2020, p. 2; PELARTI et al., 2021).

1.4 Oleos essenciais

Oleos essenciais, 6leos volateis, esséncias ou 6leos etéreos sdo misturas de substancias
odoriferas, liquidas, volateis de diferentes classificagdes quimicas, de natureza lipofilica,
geralmente acidos, com densidade menor que a da agua, reagindo principalmente com a luz,
umidade, oxigénio e metais, (SIMOES et al.; 2007). Segundo a International Organization for
Standardization - ISO (1997) apud Busato et al. (2014, p. 1575), os 6leos essenciais sdo
produtos obtidos de partes de plantas através de destilagdo por arraste a vapor, bem como os
produtos obtidos por processamento mecanico dos pericarpos dos frutos citricos.

Os oleos essenciais também sdo caracterizados como misturas de diferentes classes de
metabolitos secundarios, sendo, os principais, 0s monoterpenos, sesquiterpenos, flavonoides e
fenilpropanoides. Conforme mostra a Figura 2, a biossintese dos 6leos essenciais pode ocorrer

pela via do 4cido chiquimico (fenilpropanoides), do dcido mevaldnico (terpenos), pela via do
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acido citrico (sesquiterpenos) ou por via mista do acido citrico e do acido gélico (flavonoides).
Estes metabolitos sdo produzidos e armazenados em idioblastos, cavidades, canais e tricomas
glandulares na maioria das plantas que produzem o6leo essencial € em canais oleiferos em

plantas da familia Apiaceae (SAITO; SCRAMIM, 2000; SIMOES et al.; 2007).

Figura 2 - Ciclo biossintético dos metabolitos secundarios em plantas
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Fonte: Adaptado de SIMOES et al. (2010).

1.4.1 Fatores que influenciam na composicio quimica dos dleos essenciais

Os fatores que influenciam na composi¢ao quimica dos 6leos essenciais sdo genéticos,
ambientais e técnicos. Os genéticos sdo aqueles que regulam e mantém as caracteristicas
proprias de cada espécie, em relacdo a diversos aspectos, entre eles a sintese de metabdlitos,
conhecido como variabilidade quimica e para identificar cada uma delas recebe o nome de
quimiotipo, refere-se a plantas botanicamente idénticas, mas, que diferem quimicamente entre

si. Por exemplo, Lippia alba que ¢ a erva-cidreira a qual tem quimiotipo 1:29 componentes,
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quimiotipo 2:26 componentes, quimiotipo 3:42 componentes (SILVA et al., 2006; TAVARES
et al., 2005).

Os quimiotipos sao influenciados pelos fatores ambientais que sao a adaptacao as mais
diversas condigdes ambientais (sazonalidade, ritmo circadiano e ontogenia, época do ano, luz,
disponibilidade hidrica, altitude e latitude). As plantas que ocorrem ao longo de um gradiente
ambiental variam sua constitui¢ao genética e atividade fisioldgica, condicionadas pelo processo
de selecao natural, embora pertencendo a mesma espécie, por exemplo, crescimento,
desenvolvimento e germinacdo desuniforme, diferengas morfoldgicas causadas pela
variabilidade genética, densidade de tricomas glandulares e producdo de o6leo essencial em
Mentha spp. (BRANT, 2009; CREUX; HARMER, 2019; DESCHAMPS, 2006; ESMAEILI,
KARAMI; MAGGI, 2018; FARHAT; SOTOMAYOR; JORDAN, 2019; FLAMINI et al.,
2013; GHORBANPOUR; VARMA, 2017; LEE; DING, 2016; MCCLUNG, 2006; SALEM et
al., 2018; YOSR et al., 2013 apud FRANCISCO 2020, p. 86, 91, 92; OLIVEIRA, 1997 apud
SILVA 2005, p. 12; PAULETTI, 2005).

Os fatores técnicos sdo voltados ao gerenciamento de pessoas, ou seja, relacionam-se
com as pessoas encarregadas com a producdo (nutricdo, irrigacdo, espacamento, época de
plantio), colheita (época, horario, altura de corte) e pos-colheita (secagem, tipo de extragdo,

armazenamento) (COSTA et al., 2008).

1.4.2 Atividade antimicrobiana dos oleos essenciais

Ha diversas aplicagdes para os 6leos essenciais, tais como antifingico, antibacteriano,
inseticida e inibidores da acetilcolinesterase, entre outras. O uso de 6leos essenciais em sistemas
biologicos deve ser criterioso pois estes podem apresentar toxicidade elevada, causando reagdes
cutaneas, irritacdo, sensibilizacdo e fotossensibilidade ou agir sobre o sistema nervoso central
com efeitos convulsivantes ou psicotropicos (OLIVEIRA et al., 2010; SIMOES et al., 2010
apud MATOS DOS, 2013, p. 7.)

Dentre muitas espécies de plantas aromaticas, a espécie Lippia alba é citada por Silva
et al. (2006) como uma das plantas medicinais mais utilizadas na populacao brasileira. Estudos
etnobotanicos citam-na como erva-cidreira, usada em tratamentos gastrointestinais e sedativos.
De acordo com Atti-Serafini et al. (2002), tais propriedades se devem a seus 0leos essenciais.

Almeida et al. (2012) ressaltam os efeitos antifungicos dos 6leos essenciais de canela
(C. cassia) e palmarosa (C. martinii) em cepas de Candida albicans isoladas de pacientes HIV

positivos. Bakkali ef al. (2008) corroboram com os autores supracitados em relagao aos efeitos
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antimicrobianos dos 6leos essenciais. Em seu trabalho, os autores caracterizam os compostos
volateis dos dleos essenciais e ressaltam suas propriedades antissépticas, virucida e fungicida,
além de efeitos analgésicos e anti-inflamatorio.

O mecanismo de agao de 6leos essenciais (Figura 3) e de seus componentes majoritarios
depende de sua composi¢do quimica, ¢ a atividade antimicrobiana ndo ¢ atribuida a somente
um mecanismo e, sim, a uma cascata de reagdes envolvendo toda a célula bacteriana (BURT,
2004; CALO et al., 2015; AYALA-ZAVALA; GONZALEZ-AGUILAR; TORO-SANCHEZ,
2009).

Figura 3 - Mecanismos de agao dos 6leos essenciais sobre células microbianas empregando-se
varios sistemas de entrega
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Legenda: (a) Mecanismos comuns propostos de acao e locais-alvo de 6leos essenciais (OEs) ou sistemas
de entrega de EO em células bacterianas: 1. Alteragdo do acido graxo da membrana externa; 2. Danos
na membrana citoplasmatica; 3. Deplec¢do da forga proton-motriz (PMF); e 4. Vazamento de metabdlitos
e ions. (b) OEs a granel e diferentes tipos de sistemas de entrega de OE, incluindo nanoemulsdo,
lipossomas e filmes de biopolimeros.

Fonte: Adaptado de Rao; Chen; McClements (2019).

Oleos essenciais sdo compostos tipicamente lipofilicos e, por isso, sdo capazes de passar
pela parede celular e se acumular na membrana citoplasmatica bacteriana, causando aumento
de sua permeabilidade por danificar a estrutura de diferentes camadas de polissacarideos, acidos
graxos e fosfolipideos (BAKKALI et al., 2008).

De acordo com Hammer e Carson (2011), a difusdo passiva da molécula do 6leo
essencial, por meio da parede celular de bactérias gram-positivas e fungos ou membrana externa

de bactérias gram-negativas, ¢ a interagao inicial entre os componentes dos 0leos essenciais e a
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c¢lula microbiana. La Storia et al. (2011) demonstraram também que pode ocorrer interagdo de
constituintes dos 6leos essenciais com a membrana externa de bactérias gram-negativas.

O aumento da fluidez da membrana parece estar entre os primeiros efeitos
antimicrobianos causados pelo tratamento dos microrganismos com Oleos essenciais
HAMMER; CARSON, 2011. A membrana citoplasmatica representa uma barreira eficaz entre
o citoplasma e o ambiente externo. A absorcao e secre¢do dos metabolitos e ions essenciais
para todas as atividades que acontecem na célula microbiana, ocorrem através da membrana
citoplasmatica (FORSYTHE, 2013). Turina et al. (2006) enfatiza que o efeito de ions
especificos sobre a membrana plasmatica tem forte efeito sobre a for¢ca préton motriz e
atividade global de células microbianas, como transporte de solutos e processo de regulacao do
metabolismo.

A expansao e o aumento da fluidez da membrana citoplasmatica podem levar a quebra
da integridade celular, com consequente perda de pequenos componentes intracelulares, como
hidrogénio, potassio e sodio. A perda destes ions estd associada ao decréscimo do potencial de
membrana, pH intracelular e poo/ de ATP, causado pelo dano ao gradiente de ions que ocorre
entre o interior e o exterior da célula. Concentragdes elevadas de 6leos essenciais ou longos
tempos de exposi¢cdo, podem acarretar danos maiores a8 membrana citoplasmatica, ocasionando
perda de macromoléculas, como DNA e proteinas, estritamente relacionada a morte celular
(HAMMER; CARSON, 2011).

Além disso, a destruicdo da parede celular e da membrana citoplasmatica, danos nas
proteinas de membrana, a liberacao de contetido celular, a coagulagdo do citoplasma, a deple¢ao
da for¢a proton motiva, a inativacao de enzimas essenciais € a perturbagdo da funcionalidade
do material genético sdo também, mecanismos de acdo dos 6leos essenciais (BURT, 2004;
AYALA-ZAVALA; GONZALEZ-AGUILAR; TORO-SANCHEZ, 2009).

A atividade antibacteriana dos 6leos essenciais ¢ uma caracteristica importante destes
compostos que ja foi relatada, in vitro, em inimeros trabalhos (BURT, 2004; OUSSALAH et
al., 2006; SOUZA et al., 2016; TRAJANO et al., 2009). Dessa forma, estudos vém sendo
realizados sobre o emprego de dleos essenciais no controle de microrganismos em alimentos
(DIAS et al., 2015; HAMMER; CARSON, 2011; OLIVEIRA; BRUGNERA; PICCOLI, 2013;
VALERIANO et al., 2012) e as demais aplicagdes na area da saude (ALMEIDA et al., 2012;
BAKKALI et al., 2008; SILVA et al., 2006).
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1.5 Aromaterapia

A aromaterapia ¢ uma terapia holistica que trata tanto do corpo quanto da mente e
espirito do ser humano. Também conhecida como aromatologia ou terapia dos aromas ¢
utilizada desde a antiguidade, com seu uso descrito na Mesopotamia, pelos hebreus, egipcios,
gregos, chineses e indianos (RAPHAEL, 2002).

A aromaterapia moderna teve inicio com Rene-Maurice Gattefosse (1881-1950),
quimico francés, que acidentalmente mergulhou seu braco queimado em um recipiente
contendo Oleo essencial de lavanda, e assim promoveu rapidamente o alivio da dor e a
cicatrizacdo de seu ferimento (TISSERAND; JUNEMANN, 1999; ALBANO, 2010).

Em 1938, o médico Godissart, em Los Angeles, comegou suas atividades na area da
aromaterapia clinica tratando ulceras faciais, cancer de pele, gangrena e outras formas de
infeccdo cutanea com formulagdes a base de 6leos essenciais (BRITO et al., 2014). Também,
o Ministério da Saude, Portaria N° 702, de 21 de marco de 2018 (BRASIL, 2018), junto com o
SUS aprovou a aromaterapia como tratamento auxiliar na saide. A aromaterapia ¢ uma pratica
terapéutica alterna que consiste no uso intencional de concentrados volateis extraidos de
vegetais - os 6leos essenciais (OE) - a fim de promover ou melhorar a satide, o bem-estar e a
higiene (GNATTA et al., 2016).

Na década de 1930, a Franga e a Inglaterra passaram a adotar e pesquisar 0 uso
terapéutico os 6leos essenciais, sendo considerada pratica integrante da aromatologia - ciéncia
que estuda os 6leos essenciais € as matérias aromaticas quanto ao seu uso terapéutico em areas
diversas como na psicologia, cosmética, perfumaria, veterindria, agronomia, marketing e outros
segmentos (BRASIL, 2018).

No Brasil, a aromaterapia ¢ reconhecida como uma pratica integrativa e complementar
com amplo uso individual e/ou coletivo, podendo ser associada a outras praticas como
talassoterapia (utilizacdo do clima marinho e de banhos de mar para o tratamento de doencas)
e naturopatia (medicina natural), e considerada uma possibilidade de interven¢do que
potencializa os resultados do tratamento adotado. Como pratica multiprofissional, tem sido
adotada por diversos profissionais da saude como enfermeiros, psicologos, fisioterapeutas,
médicos, veterindrios, terapeutas holisticos, naturistas, dentre outros, ¢ empregada nos
diferentes setores da area para auxiliar de modo complementar a estabelecer o reequilibrio fisico
e/ou emocional do individuo (BRASIL, 2018).

Somados todos os fatos apresentados, a aromaterapia pode contribuir com o Sistema

Unico de Satude, agregando beneficios ao paciente, ao ambiente hospitalar e colaborando com


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B978012638281550005X?via%3Dihub#!
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a economia de gastos da institui¢do publica por utilizar matéria-prima de custo relativamente
baixo, principalmente quando analisada comparativamente as grandes vantagens que ela pode

proporcionar.

1.5.1 Aromaterapia no auxilio do tratamento de feridas

Os principais métodos usados em aromaterapia sao a inalagdao, o banho aromatico ¢ a
aplicacdo (ANDREI, 2005). Quando o contato ¢ cutdneo. os OE permeiam a barreira da pele
devido a suas moléculas pequenas e de baixo peso molecular, sendo absorvidas através da pele
e caindo na circula¢do sanguinea, que os transporta para os tecidos e 6rgaos do corpo. Quando
um OE ¢ inalado, suas moléculas sdo absorvidas pelas narinas e entram em contato com 0s
nervos olfativos os quais t€ém uma ligacdo direta com o sistema nervoso central e levam o
estimulo ao sistema limbico (GNATTA et al, 2014).

Os principios ativos dos OE apresentam efetivo papel no processo de cicatrizagdo de
feridas (NASCIMENTO et al., 2022). Stea; Beraudi; De Pasquale, (2014) em revisdo
sistematica cita varios trabalhos que sugerem a utilizagdo dos OE como substancia alternativa
aos quimioterapicos comercialmente disponiveis para o tratamento de feridas cirtirgicas bem
como feridas cronicas. Costa et al. (2019) apds revisdo sistemdtica sugerem que 0s
componentes majoritarios de Oleos esséncias timol e carvacrol tem possivel aplicagdo no
tratamento de feridas. Os autores relatam que ambos os componentes majoritarios foram
capazes de atuar nas trés fases da cicatrizagdo das feridas. Na primeira fase, mostraram efeito
modulador das citocinas inflamatdrias, estresse oxidativo e poder antimicrobiano. Na segunda,
promoveram re-epitelizacdo, angiogénese e desenvolvimento de tecido de granulacdo e na
terceira fase, melhoram a deposicdo de colageno e modulam o crescimento de fibroblastos e
queratinocitos.

Outro 6leo de grande importancia na aromaterapia ¢ o de lavanda (Lavandula
angustifolia). Esse oleo ¢ dito ter grande poder no auxilio da cicatrizagdo de feridas, ser
ansiolitico, dentre outras aplicagdes. Estudos realizados por vérios pesquisadores tanto
utilizando ensaios clinicos em humanos quanto em animais e testes in vitro, relatam que a
utilizacao de 6leo de lavanda reduziu o tempo de cicatrizagao de feridas bem como aumentaram
a sintese do colageno, além disso promoveu o aumento de proteinas envolvidas no processo de
remodelagdo de tecidos (SAMUELSON et al., 2020). O 6leo resina de copaiba (Copaifera
reticulata Ducke) uma das espécies de Copaifera mais abundante na Amazonia, também tem

sido utilizado em estudos para reducao de processos inflamatorios em feridas. Esse apresentou
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elevada capacidade na reducao de células inflamatorias em estudos realizados com ratos, sendo
seu efeito similar ao da dexametasona, anti-inflamatorio normalmente utilizado nos tratamentos
convencionais (TEIXEIRA et al., 2017).

Dentre os varios 6leos essenciais utilizados na aromaterapia os tratamentos com OE de
espécies dos géneros Lavandula, Croton, Blumea, Eucalyptus, Pinus, Cymbopogon,
Eucalyptus, Cedrus, Abies, Rosmarinus, Origanum, Salvia e Plectranthus, tém mostrado
resultados positivos em feridas induzidas em roedores. Todos esses OE sdo compostos
principalmente por monoterpenodides — timol, 1,8-cineol, linalol — ou monoterpenos, como
limoneno ou pinenos. Feridas experimentais em roedores mostraram taxa de fechamento mais
rapida, melhor deposi¢io de coligeno e/ou maior proliferagio de fibroblastos (PEREZ-
RECALDE; ARIAS; HERMIDA, 2018).

J4 com advento da nanotecnologia e a disseminac¢do da utilizacdo de biopolimeros nas
mais diversas areas da ciéncia, estudos comecaram a ser realizados com a incorporagdo de 6leos
essenciais € seus componentes majoritarios em biopolimeros, buscando melhores resultados

para o auxilio na cura de feridas persistentes.

1.6 Biopolimeros

Os biopolimeros podem ser classificados de acordo com a origem de seu mondémero
natural ou sintético. Atualmente, o mercado tende a utilizar os biopolimeros naturais, uma vez
que sdo de relativamente rapida degradacdo, ndo promovendo a poluicdo ambiental causada
pelos plésticos derivados de petrdleo. Os biopolimeros naturais sdo obtidos a partir de
substancias naturais de fontes renovaveis e de relativamente rdpida degradagdo por
microrganismos, sendo obtido a partir de cana-de-agucar, amido de milho, quitina, celulose,
dentre outros, ou serem sintetizados por microrganismos, especialmente pelas bactérias
(BRITO et al., 2011).

Virios biopolimeros tém sido usados em grande volume e outros apresentam grande
potencial para utilizacdo na industria de alimentos e de fA&rmacos. Dentre eles pode-se citar o
poli acido latico (PLA) um biopolimero natural e o poli alcool vinilico (PVA) um biopolimero

sintético.
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1.6.1 Poli acido latico (PLA)

O PLA ¢ polimero de origem biologica (derivado de produtos agricolas, disponiveis
comercialmente) (SANUSI et al., 2020); um poliéster alifatico termopléstico; pode ser
sintetizado de duas maneiras: Polimerizagdo por abertura de anel (ROP) de lactideo (LA) (ou
seja, dimero ciclico de LA), e policondensagao direta da AL (Figura 4); LA existe em dois
estereoisdmeros opticamente ativos por causa de seus dois centros quirais: D-lactideo (DLA) e
L-lactideo (LLA). Por isso o mondémero de PLA ¢ enantiomérico, possuindo isdmeros D e L.
A razdo de unidades de D-lactato para L-lactato no PLA ¢ denominada pureza optica de PLA.
O tipo dos enantidomeros de lactideo e a quiralidade diferente nas cadeias de PLA determinam
as propriedades finais do PLA, em vez de seu peso molecular (PUCHALSKI et al., 2019, LO
RE et al., 2014 apud SANUSI et al., 2020, p. 3); € semicristalino, tendo propriedades mecanicas
adequadas para aplicagdo de curto prazo, utilizado como embalagem de alimentos. (LO RE et

al., 2014 apud SANUSI et al., 2020, p. 3).

Figura 4 - Esquema de sintese de poli (acido latico) (PLA) - Policondensacao e polimerizacao
por abertura de anel

CHy
0 Hidrélise 0
HJC% +H20 o
OH  Desidratacdo
. OH -H20 0
Acido latico
0
CH;
Lactida

Acido polilatico (PLA)

Fonte: Adaptado de Fukushima; Kimura (2006).

O PLA apresenta propriedades que sdo comparaveis com os polimeros derivados de
petrdleo convencionais; mas apresenta fragilidade, baixa tenacidade, propriedades de barreira
de gas/vapor pobres, baixa estabilidade térmica e retardamento de chamas, e propriedades
dielétricas pobres (ARJMANDI et al., 2015; HAPUARACHCHI; PEIJS, 2010; BADIA et al.,

2017 apud SANUSI et al., 2020, p. 2). Embora seja semi-cristalino, muitas vezes torna-se
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amorfo apo6s ser processado, devido a sua cristalizacdo extremamente lenta e taxa de
resfriamento rapido; nas técnicas de processamento convencionais, torna-se inerentemente
quebradico (PARK; LEE; KIM, 2013; WEI et al., 2014 apud SANUSI et al., 2020, p. 3).

Sendo o PLA reforcado como nanocompdsitos de polimeros ¢ utilizado em engenharia
de alta tecnologia, medicina regenerativa e engenharia de tecidos, agricultura, dispositivos
elétricos e eletronicos, automotivo, aeronautico, aeroespacial, emergentes de manufatura
aditiva, construcao civil (SANUSI et al., 2020).

O PLA ¢ uma alternativa como polimero biodegradavel, degradabilidade,
biocompativeis (SANUSI et al., 2020; EQUIPE ECYCLE, 2010). Sua biodegradagdao pode
durar de alguns meses a 2 anos (HASSAN; KOYAMA. 2020; WANG; SUN; SEIB, 2001 apud
SANUSI et al., 2020, p. 12).

Uma alternativa industrial a esta pratica convencional de degradagado de residuos s6lidos
¢ a compostagem, ou seja, biodegradagao aerdbia (STLOUKAL et al., 2015; SONG et al., 2009
apud SANUSI et al., 2020, p. 12) a compostagem de PLA envolve degradagdo primaria e
mineralizacdo subsequente. Na degradacdo primaria, as ligagdes éster sao hidroliticamente
clivada em fragmentos de menor massa molecular, que podem ser assimilados por
microrganismos em H>O, CO> e biomassa devido aos processos metabolicos envolvidos

(STLOUKAL et al., 2015 apud SANUSI et al., 2020, p. 12).

As caracteristicas ecologicas do PLA, em termos de renovabilidade,
reciclabilidade, ndo toxicidade e compostabilidade, o tornam muito promissor
na perspectiva de aplicagdes de quimica verde, enquanto sua
citocompatibilidade e a biocompatibilidade de seus produtos de degradacao o
tornam atraente como material para aplicagdes biomédicas e de entrega de
medicamentos (VAN DE VELDE; KIEKENS, 2002 apud por SCAFFARO;
MAIO; NOSTRO, 2020, p. 2).

Embora sua biodegradabilidade seja extremamente lenta em condi¢des acidas e
fisiologicas, a possibilidade de degrada-lo rapidamente em ambientes alcalinos, juntamente
com sua compostabilidade e reciclabilidade (depois de ser esterilizado corretamente de toda
contaminagdo biologica), oferecem ampla variedade de cendrios para seu descarte poOs-
consumo, atendendo assim aos requisitos ecologicos (SCAFFARO et al., 2019¢ apud por

SCAFFARO; MAIO; NOSTRO, 2020, p. 2; OLIVEIRA ef al. 2011).
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1.6.2 Poli alcool vinilico (PVA)

O Poli élcool vinilico (PVA) reticulado ¢ um polimero sintético, hidrofilico que
apresenta boa capacidade de formagao de filmes; boa estabilidade quimica, térmica, mecanica,
permeabilidade a 4gua, potencial anti-incrustante, baixa pressao operacional, ¢ biocompativel,
sendo alternativa como polimero biodegradavel porque até o0 momento tem sido observada sua
degradacao por microrganismo como Fusarium lini, espécies de Pseudomonas, Brevibacterium
incertum, Alcaligenes e Bacillus (BAKER et al., 2012; BOLTO et al., 2009; NORD 1936;
SUZUKI et al., 1973; SAKAL; HAMADA; WATANABE, 1986; WATANABE et al., 1975
apud CHIELLINI et al., 2003, p. 971, 977; FARIA; VERCELHEZE; MALI, 2012).

O PVA nao ¢ produzido por polimerizagao direta do mondmero correspondente, ja que
o alcool vinilico tende a se converter espontaneamente na forma de enol de acetaldeido (HAY;
LYON, 1967 apud CHIELLINI et al., 2003, p. 969).

O PVA ¢ obtido a partir do homopolimero parental poli (acetato de vinil) (PVAc)
(CHIELLINI ef al., 2003) a partir de sua polimerizacao (Figura 5) que ocorre através de um
mecanismo de radicais livres do vinil acetato, geralmente em solugdo alcoolica (metanol,
etanol) (MARTEN; ZVANUT, 1992 apud CHIELLINI et al., 2003, p. 969). O PVA ¢ produzido
em escala industrial pela hidrolise (metandlise) de PVAc, muitas vezes em reator, realizadas
em batelada ou em processos continuos (CHIELLINI et al., 2003).

O peso molecular do PV Ac ¢ geralmente controlado pelo estabelecimento da residéncia
apropriada (tempo no reator de polimerizagdo), alimentacdo de acetato de vinila taxa,
quantidade de solvente (metanol), concentragdo do radical iniciador e temperatura de
polimerizacdo. O grau de hidrolise do PVA também ¢ controlado por tempo de residéncia,
concentrac¢do do catalisador (base) e temperatura da reagdo (CHIELLINI ef al., 2003).

O PVA ¢ utilizado para aplicagdes de tratamento de agua na forma de membranas,
producao de embalagens biodegradaveis (BOLTO et al., 2009), também para alguns dos usos
médicos mais comuns sdo em lentes de contato gelatinosas, colirios, particulas de embolizacao,
barreiras de adesdo tecidual e como cartilagem e meniscos artificiais (BAKER et al., 2012, p.

1451).
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Figura 5 - Representagdo esquematica da sequéncia de reagdo usada na producao industrial de
PVA
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Fonte: Adaptado Chiellini ef al., 2003.

1.6.3 Nanofibras

O conceito de nanotecnologia vem sendo aprimorado de acordo com os
avancos da ciéncia, por isso, ainda ndo ha um conceito internacional
consensual para o termo. Na area da saude, a Furopean Medicines Agency
define nanotecnologia como o uso de pequenas estruturas, aquelas menores
de 1.000 nanometros de didmetro que sdo projetadas para apresentar
propriedades especificas. Particularmente na area de nanotecnologia
farmacéutica e de nanomedicina, os esfor¢os em pesquisa e desenvolvimento
visam, principalmente, desenvolver nanomedicamentos que oferecam
vantagens em relagdo aos seus homologos, principalmente pelas
caracteristicas adquiridas devido ao tamanho reduzido e elevada area
superficial (DIMER et al., 2013, p.1520).

A definicao de “nano-objetos” ¢ resguardada a partir dos seguintes pardmetros:
a) As dimensdes de nano compreendem o intervalo entre 1 € 100 nm;
b) Objetos nano sdo materiais com pelo menos uma de suas dimensdes no dominio

nano.

Dentre os nano-objetos, se encontram frequentemente: as nanoparticulas, nanoplacas e
as nanofibras (unidimensionais, com didmetros menores que 100 nm) (RODRIGUES et al.,

2022).
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As nanofibras sdo compostas de polimeros e utilizadas no processo de nanotecnologia
(RODRIGUES et al., 2022). Permitem alta relacdo area/volume, alto desempenho de
propriedades mecanicas e alta capacidade de funcionalizacao da superficie (PATAQUIVA;
COBA, 2018). Diversos sdao os polimeros utilizados, entretanto, os biopolimeros tém se
destacado uma vez que os biopolimeros, ndo sdo apenas agentes emulsionantes, mas também
conferem as emulsdes algumas caracteristicas desejadas, tais como forca eletrostatica, repulsao
estérica e reologia, capacidade e de carga e resposta ao estresse ambiental (AHMED et al.,
2016; BRETAS; D'AVILA, 2005; CHEN; REMONDETTO; SUBIRADE, 2006).

Nas ultimas décadas, varias formulagdes topicas de barreiras para feridas, como filmes,
hidrogéis, emulsdes e nano/microfibras, t€m sido exploradas, sendo as fibras embebidas em
substancias antimicrobianas candidatas potenciais para cicatrizagao de feridas, pois apresentam
boa barreira devido a grande area superficial especifica (para funcionaliza¢do da superficie),
grande porosidade ~60-90% (para oxipermeabilidade), nanoporosidade reticulada (para
inibi¢do de o microrganismo) e sdo obtidas por métodos avancados de eletrofiacdo, o que
facilita a liberagao sustentada do antimicrobiano. As feridas possuem temperatura de 37°C e
pH de 7,4, o que desencadeiam a liberagdo da droga e a degradacdo das nano/microfibras
simultaneamente. A nano/microfibra incorporada ao antimicrobiano ao outras substancias,
consiste em matriz com excelente biocompatibilidade, taxa de biodegradacao apreciavel (por
exemplo, nanofibra de quitina - degradacdo de 20% em 15 dias) e um antibiotico superior,
propriedade antimicrobiana, além de medicamentos que promovem a vasodilatagdo,
aumentando a permeabilidade vascular levando ao movimento rapido de leucocitos para o
tecido afetado, reduzindo assim o tempo de cicatrizagdo (AMBEKAR;

KANDASUBRAMANIAN, 2019).

Quando esse principio ativo, que ja tem apresentado evidéncias de capacidade
fitoterapica, ¢ associado a membranas contendo nanofibras poliméricas torna-
se um novo curativo biodegradavel que deixa de agredir a natureza ao ser
descartado e também evita a superexposicdo a medicamentos sintéticos
(MACHADO, 2020, p. 30);

Em blendas com biopolimeros, varios 6leos essenciais combinados com quitosana,
alginato, gelatina ou colageno, foram elaborados formando filmes ativos ou nanofibras, com

atividades antioxidante, anti-inflamatoria ou antimicrobiana (GALINDO et al., 2019).
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1.6.3.1 Obtencao de nanofibras: Fiaciao por sopro de solu¢io (SBS)

Entre os métodos de fiagdo que estdo sendo utilizados para a producdo de micro e
nanofibras para aplicagdes biomédicas se encontra a técnica Solution Blow Spinning (SBS) ou
fiacdo por sopro em solugdo por ser de baixo custo (DARISTOTLE et al., 2016) que foi
desenvolvida por Medeiros et al. (2009) como alternativa a técnica electrospinning para a
producao de fibras poliméricas.

SBS depende de certo arranjo de bicos nos quais a solu¢ao polimérica € extrusada por
bocal interno, enquanto um gas (ar, nitrogénio, argonio, etc.) pressurizado flui ao redor da
solugdo polimérica criando fibras que sdo depositadas na dire¢cao do fluxo do géas do bocal
externo (Figura 6) (DOS SANTOS et al., 2020).

Este processo faz uso do principio de Bernoulli onde as variagdes de pressao sao
convertidas em energia cinética, ou seja, como a alta pressao fluxo de gés sai do bocal externo,
a pressdo cai rapidamente aumentando a energia cinética do fluxo e resultando no aumento da
velocidade do gés. Esse aumento promove uma queda na pressdo no centro do jato, criando
uma for¢a motriz responsavel pela aceleragdo da solugdo polimérica. O gas em alta velocidade
também induz o cisalhamento no gas/interface de solucdo que ¢ responsavel por deformar a
solugdo polimérica saindo do bocal interno em um formato conico. Quando a tensao superficial
¢ superada por essas forgas, fluxos finos de solucao de polimero (normalmente 10-20 cm, mas
varia de acordo com a volatilidade do solvente), sdo langados em dire¢do ao coletor. Durante o
v00, 0 solvente evapora rapidamente formando fibras poliméricas que se acumulam no coletor.
As fibras poliméricas sdo depositadas sem secagem, resfriamento ou lavagem necessarios, €
podem ser coletadas em praticamente qualquer alvo, como a pele humana por exemplo
(MEDEIROS et al., 2009).

A configuragdo convencional para a SBS consiste em bicos concéntricos, uma fonte de
gas comprimido como ar, nitrogénio, ar sintético, oxigénio ou argoénio, um sistema de coleta de
fibras e uma bomba de infusdo para controlar a taxa de eje¢ao do polimero, conforme ilustrado

esquematicamente na Figura 6 (DOS SANTOS et al., 2020).



38

Figura 6 - Representacao esquematica do aparelho de fiagdo por sopro de solugdo (SBS) usado
para producdo de fibra
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Legenda: (a) Bomba de infusdo; (b) gas pressurizado; (c) Medidor de pressao; (d) bocal; (¢) nanofibras
poliméricas saindo do bocal e sendo direcionadas para o coletor (f); (g) tapete de nanofibras depositado
no coletor, (h) esteira de nanofibras depositada in situ. Em (d) também ¢é exibida uma vista em corte
transversal ampliada do bocal, exibindo o interior (pelo qual a solugdo de polimero flui) e os bocais
externos (por onde o ar pressurizado flui), bem como o cone de solucdo e as fibras.

Fonte: Adaptado de Dos Santos et al. (2020).

As caracteristicas dos solventes tém que ser capazes de dissolver polimeros em
concentragdes adequadas e apresentar volatilidade adequada para permitir a formacao de fibras
e evitar entupimento da agulha (XUE ef al., 2019 apud DOS SANTOS et al., 2020, p. 45675).
Solventes orgéanicos, incluindo acido féormico, acetona, cloroférmio, diclorometano, alcoois,
dimetilformamida (DMF), dimetilsulfoxido (DMSO), hexafluoroisopropanol (HFIP),
tetrahidrofurano (THF) e trifluoroetanol, entre outros, sio comumente usados para eletrofiacao
(BHARDWAJ; KUNDU. 2010; LUO; NANGREJO; EDIRISINGHE, 2010; LUO; STRIDE;
EDIRISINGHE, 2012 apud DOS SANTOS et al., 2020, p. 45675). Alguns polimeros requerem
uma mistura de diferentes solventes para obter solucdes adequadas para eletrofiagdo (DOS
SANTOS et al., 2018 apud por DOS SANTOS et al., 2020); estudos mostraram que o SBS da

acetona diretamente nas células nao afetou a viabilidade (SANUSI et al., 2020).
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CAPITULO 2 - ATUACAO ANTIMICROBIANA DE OLEOS ESSENCIAIS E SUAS
MISTURAS SOBRE CEPAS DE Staphylococcus aureus

RESUMO

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria proeminente comumente implicada na
patogénese de condigdes infecciosas em feridas humanas. A formagao de biofilmes no tecido
afetado ¢ um mecanismo comum pelo qual bactérias frequentemente contribuem para o
desenvolvimento de feridas cronicas. O manejo do S. aureus esta se tornando cada vez mais
desafiador devido a sua capacidade de desenvolver resisténcia a varios medicamentos. O
objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades antimicrobianas de dleos essenciais derivados
de horteld do campo (Mentha arvensis L.), geranio egipcio (Pelargonium graveolens L'Hér.),
canela (Cinnamomum cassia (L.) J. Presl), lavanda (Lavandula angustifolia Mill.) e capim-
limao (Brasil) (Cymbopogon flexuosus (Nees ex Steud.) W. Watson) com base nos principios
da Aromaterapia. Objetivou-se identificar Oleos essenciais que apresentam atividade
antimicrobiana significativa contra S. aureus e investigar ainda os potenciais efeitos sinérgicos
entre esses 0leos contra S. aureus. A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais foi avaliada
contra trés cepas de S. aureus, nomeadamente GL 8702, GL 8548 ¢ GL 5674. Os o6leos de
lavanda, canela, capim-limdo, geranio e horteld-do-campo foram selecionados para a
investigacdo devido aos seus halos de inibicdo comparéaveis. Esses halos exibiram diametros
variando de 15,06 a 39,51 mm nas trés linhagens. Foram avaliadas as concentragdes
bactericidas minimas (CMB) dos 6leos e observou-se que o 6leo de canela apresentou o menor
CMB. Os valores obtidos para as cepas GL 8702, GL 8548 ¢ GL 5674 foram 0,5%, 0,25% e
0,25% (v/v), respectivamente. A concentracdo de CMB (concentragdo bactericida minima) para
o6leos essenciais de hortela e lavanda foi de 2%, enquanto a concentragdo para 6leo essencial de
geranio foi determinada como sendo de 5% para todas as cepas. Apos a determinag¢dao do CMB,
foram elaborados um total de 45 testes, cada um contendo quantidades variadas de 6leos
essenciais. Esses testes foram elaborados utilizando o método de Planejamento Rotacional
Composto Central (DCCR). Posteriormente, o efeito bactericida dos 6leos essenciais foi
avaliado por meio de avaliagdo in vitro. A atividade bactericida de todas as combinacdes de
Oleos essenciais testadas foi observada contra os trés patdgenos sob investiga¢do. Assim, pode-
se inferir que os Oleos essenciais analisados in vitro exibiram efeito sinérgico, funcionando
como agentes bactericidas contra as trés cepas de S. aureus.

Palavras-chave: Bactéria patogénica. Concentracdo minima bactericida. Oleos volateis.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a prominent bacterium commonly implicated in the
pathogenesis of infectious conditions in human wound sites. The formation of biofilms on the
affected tissue is a common mechanism by which this bacterium frequently contributes to the
development of chronic wounds. The management of S. aureus is becoming progressively
challenging due to its ability to develop resistance to numerous medications. The aim of this
study was to evaluate the antimicrobial properties of essential oils derived from field mint
(Mentha arvensis L.), Egyptian geranium (Pelargonium graveolens L'Hér.), cinnamon
(Cinnamomum cassia (L.) J. Presl), lavender (Lavandula angustifolia Mill.), and lemongrass
(Brazil) (Cymbopogon flexuosus (Nees ex Steud.) W. Watson) based on the principles of
Aromatherapy. Specifically, the objective was to identify essential oils that exhibit significant
antimicrobial activity against S. aureus and further investigate potential synergistic effects
among these oils against S. aureus. The antimicrobial activity of essential oils was assessed
against three strains of S. aureus, namely GL 8702, GL 8548, and GL 5674. Lavender,
cinnamon, lemongrass, geranium, and field mint oils were selected for the investigation due to
their comparable inhibition halos. These halos exhibited diameters ranging from 15.06 to 39.51
mm across the three strains. The minimum bactericidal concentrations (CMB) of the oils were
assessed, and it was observed that cinnamon oil exhibited the lowest CMB. The values obtained
for strains GL 8702, GL 8548, and GL 5674 were 0.5%, 0.25%, and 0.25% (v/v), respectively.
The concentration of the CMB (minimum bactericidal concentration) for field mint and
lavender essential oils was found to be 2%, whereas the concentration for geranium essential
oil was determined to be 5% across all strains. Following the determination of the CMB, a total
of 45 tests were prepared, each containing varying quantities of essential oils. These tests were
designed using the Central Composite Rotational Planning (DCCR) method. Subsequently, the
bactericidal effect of the essential oils was assessed using in vitro evaluation. The bactericidal
activity of all tested essential oil combinations was observed against the three pathogens under
investigation. Hence, it may be inferred that the essential oils analyzed in vitro exhibited a
synergistic effect, functioning as bactericidal agents against the three strains of S. aureus.

Keywords: pathogenic bacteria; minimum bactericidal concentration, volatile oils.
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1 INTRODUCAO

Staphylococcus aureus € uma bactéria pertencente a microbiota dos seres humanos e
animais encontrada comumente na pele e nas mucosas. Embora seja comensal, no organismo
dos seres humanos e animais, isolados de S. aureus podem causar infecgdes de diferentes graus
de gravidade uma vez que tenham acesso ao tecido lesionado formando feridas (LIMA et al.,
2015).

As feridas sdo caracterizadas pelo rompimento do processo normal de regeneragao da
pele, sendo um dos fatores relevantes para o impedimento da colonizacgao bacteriana, o que leva
ao processo de cicatrizagdo complicado e retardado (ALVES D. et al., 2018; DOMINGUES;
CARVALHO; KAIZER, 2018). A presenga de S. aureus em feridas ¢ bem conhecida. Esses
podem ser encontrados na forma de biofilme, infeccionando o ferimento, culminando na
formagao de feridas cronicas. Um dos fatores que contribuem para a dificuldade de erradicagao
de S. aureus das feridas ¢ sua capacidade em apresentar resisténcia a varias classes de
antibioticos comumente empregados na medicina, sendo muitas vezes multirresistente
Trombetta ef al., (2018). Essa caracteristica ¢ motivo de grande preocupagao.

A multirresisténcia bacteriana se apresenta tao critica que em 29 de abril de 2019 a
Organizacao Mundial da Saude (OMS) divulgou um relatério solicitando o severo controle do
uso dos antibidticos tanto em seres humanos quanto na agroindustria. Segundo a OMS as
doencas causadas por bactérias resistentes a drogas podem causar 10 milhdes de mortes a cada
ano até¢ 2050 (WORLD ORGANIZATION HEALTH - WHO, 2019). Diante desse cenario, a
procura por terapias alternativas que possam ser usadas em conjunto as convencionais tém
crescido, principalmente em relacdo ao uso de antibidticos. Dentre eles destaca-se a
Aromaterapia, ou terapia dos Oleos essenciais. A aromaterapia, ou terapia dos aromas ou
aromatologia, € terapia holistica. Essa terapia se baseia no tratamento das diferentes doencas
pela inalagdo ou uso topico de 6leos essenciais ou suas misturas, em concentragcdes adequadas
Raphael (2002). Os oleos essenciais tém se mostrado eficientes no controle de véarios
microrganismos, apresentando atividade bactericida, fungicida, viricida, antiparasitario, dentre
outros (ALMEIDA et al.,2012; DAWOOD et al., 2021; FIRMINO et al., 2018; TROMBETTA
et al., 2005). Também apresentam agdo antioxidante, cicatrizante, anti-sépticas e anti-
inflamatorias (ACEVEDO et al., 2009; GAZIM et al., 2007; SOUSA et al., 2019;
VALERIANO et al., 2012).
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Devido as suas varias atividades bioldgicas, os dleos essenciais podem ser utilizados em
sinergia com outros tipos de tratamento otimizando a cura de diversas doencas dos seres
humanos (GNATTA; DORNELLAS; SILVA, 2011).

A utilizacao dos 6leos essenciais tem sido tdo significativa, que em 2018, no Brasil, o
Ministério da Satide, incluiu a sua pratica no Sistema Unico de Saade (SUS), como parte da
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) (BRASIL, 2018).

Grande destaque se da aos trabalhos mostrando a elevada atividade antimicrobiana de
varios Oleos essenciais, principalmente sobre bactérias, especialmente S. aureus (MACHADO
etal., 2013).

O presente estudo foi realizado com o objetivo de determinar as melhores mistura de
oleos essenciais de horteld do campo (Mentha arvensis L.), ylang ylang (Cananga odorata
(Lam.) Hook.f. & Thomson), gerdnio Egito (Pelargonium graveolens L'Hér.), estragdo
(Artemisia dracunculus), canela (Cinnamomum cassia (L.) J. Presl), lavanda (Lavandula
angustifolia Mill.), capim limao (brasil) (Cymbopogon flexuosus (Nees ex Steud.) W. Watson),
alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia DC.), com atividade bactericida sobre 3 cepas de

Staphylococcus aureus (GL 8702, GL 8548, GL 5674).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais utilizados para a pesquisa foram utilizados por apresentar atividades
antimicrobiana segundo outras pesquisas (BOUKHATEM; KAMELI; SAIDI, 2013;
CAZELLA et al., 2019; FIRMINO et al., 2018; LUTZ et al., 2008; NAJAT et al., 2016;
SOUZA et al.,2018; UPADHYAY et al.,2021), sendo hortela do campo (Mentha arvensis L.),
ylang ylang (Cananga odorata (Lam.) Hook.f. & Thomson), geranio do Egito (Pelargonium
graveolens L'Hér.), estragdo (Artemisia dracunculus), canela (Cinnamomum cassia (L.) J.
Presl), lavanda (Lavandula angustifolia Mill.), capim limao (brasil) (Cymbopogon flexuosus
(Nees ex Steud.) W. Watson) e alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia DC.). Todos
adquiridos da empresa Ferquima Induastria e Comércio LTDA/CNPJ 51.699.205/0001-48
(Vargem Grande, Sao Paulo, SP).

2.2 Microrganismo, manutenc¢ao, padronizagio e obtencio do indculo

Para a realizacdo da pesquisa, utilizaram-se cepas de Staphylococcus aureus (GL 8702,
GL 8548, GL 5674), cedidas pela Embrapa Gado de Leite de Juiz de Fora, Minas Gerais. As
cepas de S. aureus; células vegetativas que sdo comuns nos rebanhos leiteiros, por serem
responsaveis pela mastite (infeccdo da glandula mamaria) no animal (ZAFALON et al., 2007).

As culturas estoquem foram armazenadas em meio de congelamento (glicerol: 15 mL;
peptona bacteriologica: 0,5 g; extrato de levedura: 0,3 g; NaCl: 0,5 g; 4gua destilada: 100 mL)
e congeladas (Consul) durante o periodo de execugao do experimento a -18°C.

A reativacdo das cepas foi realizada inoculando-se 100 pL da cultura estoque em tubos
contendo 10 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth; Merck) e incubagdo (Incubadora
Eletrolab®) a 37°C/24 h.

Os indculos foram padronizados em cerca de 10®° UFC/mL elaborando-se a curva de
crescimento de cada cepa. Apos reativagdo das cepas, 100 puL das culturas foram transferidas
para frascos contendo 500 mL de caldo BHI e incubadas a 37°C. Aliquotas das culturas foram
retiradas periodicamente para determinacdo da absorbancia (D.O. 600nm) em
espectrofotometro UV/VIS bel sp 2000. Simultaneamente aliquotas de 100 pL foram
plaqueadas em TSA (Agar triptona de soja; Merck) e incubadas a 37°C por 24 h (SOUZA et
al., 2016).
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2.3 Atividade antimicrobiana dos oleos essenciais

A atividade antimicrobiana foi avaliada por meio da técnica de disco-difusao (EUCAST,
2019), com modificacdes. Foram utilizados discos de papel de 3 mm de diametro contendo 10
uL de cada dleo essencial puro que foram dispostos em placas de Petri contendo TSA,
previamente inoculados com 100 pL das culturas padronizadas das cepas de S. aureus. As
placas foram incubadas a 37°C por 24 h e os halos de inibi¢do medidos com auxilio de
paquimetro digital (Messen). Os 6leos essenciais que promoveram a formagdo dos maiores
halos de inibicdo em relagdo ao controle foram selecionados para a continuidade do trabalho.
O controle foi constituido de cloranfenicol (disco contendo 30 pg; Sigma —Aldrich). O

experimento foi realizado em duplicata e trés repeticoes.

2.4 Analises quimicas dos o0leos essenciais

As analises quimicas foram realizadas no Laboratdrio de Fitoquimica do Departamento
de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA). As analises foram realizadas em
sistema de cromatografia em fase gasosa Agilent® 7890A, operado com sistema de
processamento de dados HP GC ChemStation Ver. A.01.14, equipado com injetor/amostrador
automatico CombiPAL Autosampler System (CTC Analytic AG, Switzerland) e um Detector
de Tonizacdo em Chama (DIC).

Os oleos essenciais que promoveram a formagdo de maior halo de inibi¢do das cepas de
S. aureus foram preparados diluindo-se cada um deles, em acetato de etila (1%, v/v). O volume
de injecdo foi de 1,0 uL, no modo split a uma razdo de injegdo de 1:50. Empregou-se coluna
capilar de silica fundida HP-5MS (30 m de comprimento x 250 pm de didmetro interno x 0,25
um de espessura do filme) (Califérnia, EUA). Hélio foi utilizado como gés de arraste com fluxo
de 1,0 mL/min. Durante o experimento, as temperaturas do injetor e do detector foram mantidas
em 250°C e 280°C, respectivamente. A temperatura inicial do forno foi de 60°C, seguido por
uma rampa de temperatura de 3°C/min até 240°C, seguida de uma rampa de 10°C/min até 280°C.
As analises foram realizadas em triplicata, e os resultados dos trés constituintes de maior teor
foram expressos pela média da porcentagem de area relativa dos picos cromatograficos + o
desvio padrao.

As andlises por CG/EM foram realizadas em Cromatografo Agilent® 7890A acoplado
a um detector seletivo de massas Agilent® MSD 5975C (Agilent Technologies, Califérnia,

EUA), operado por ionizagdo de impacto eletronico a 70 eV, em modo varredura, a uma
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velocidade de 1,0 scan/s, com intervalo de aquisicdo de massas de 40-400 m/z. As condi¢des
operacionais foram as mesmas empregadas nas andlises por CG-DIC.

Os constituintes foram identificados por comparacao dos seus indices de retengao
relativos a série de n-alcanos (Cg-Czo) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) e por comparagao
dos espectros de massas do banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NIST, 2008) e de
literatura (ADAMS, 2017). Os indices de retengao foram calculados usando a equagao proposta
por Van den Dool; Kratz (1963) e para as atribui¢des foram consultados indices de retengao de

literaturas (ADAMS, 2017).

2.5 Determinaciao da Concentracao Bactericida Minima

A determinac¢do da concentracdo bactericida minima (CBM) foi realizada empregando-
se a técnica de microdiluigdo empregando-se microplacas de poliéster de 96 cavidades
(EUCAST, 2019), com adaptagdes. Foram avaliadas as concentrac¢des de 10; 5; 2; 1; 0,5; 0,25;
0,125; 0,062; 0,03; e 0.015% (v/v) dos oleos essenciais que exibiram maior atividade
antimicrobiana nos testes de disco-difusao.

Aliquotas de 150 pL das solucdes de oleos essenciais foram adicionadas nas cavidades
das microplacas contendo 150 pL de TSB (caldo triptona de soja, Merck) acrescido de 0,5%
(v/v) de Tween 80® (Synth), inoculando-se 10 pL das culturas padronizadas. Em seguida, as
microplacas foram incubadas a 37°C por 24 h; apos esse periodo, aliquotas de 10 pL foram
semeadas em TSA e incubadas a 37°C por 24 h.

A CMB foi definida como a menor concentragao de antimicrobiano utilizada na cultura
onde ndo se observou formagdo de colonias em placas, sendo o experimento realizado em

triplicata e trés repetigoes.

2.6 Otimizacao da atividade antimicrobiana dos dleos essenciais: sinergismo por

misturas

A otimizacdo da atividade antimicrobiana dos O6leos essenciais foi realizada
empregando-se o delineamento composto central rotacional (DCCR) com suas variaveis.
Dentre os 6leos avaliados, foram escolhidos aqueles que apresentaram melhor atividade
antimicrobiana ¢ CBM. A Tabela 1 apresenta cada varidvel para avaliar a atividade

antimicrobiana sobre as cepas de S. aureus.
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Tabela 1 - Variaveis com seus correspondentes valores madximos e minimos dos 6leos essenciais
na avaliacao da atividade antimicrobiana sobre as cepas de S. aureus

Concentracio do d6leo essencial (%)

Variaveis

-1 0 +1

Lavanda A 1 3 5
Canela B 0,1 0,55 1
Capim limao C 0 2,5 5
Geranio D 0 2,5 5
Hortela do campo E 0 2,5 5

Fonte: Do autor (2020).

A Tabela 2 apresenta as diferentes proporcdes de 6leos essenciais que foram utilizadas
em cada ensaio, para cada experimento, separadamente. A mesma foi gerada no programa
Chemoface, versao 1.5, utilizando “Experimental design”, com varidveis -2,37841423; -1; 0;
+1 e +2,37841423, que foram calculadas de acordo com a metade da CBM de cada oleo
essencial.

Em placas de poliestireno com 96 pocos foram adicionados 150 uL. de TSB adicionado
de 0,5% de Tween 80 e 6leos essenciais nas mesmas como de cada ensaio. Em cada pogo foram
inoculados 10 pL de culturas padronizadas. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas.
Apos esse periodo aliquotas de 10 pL de cada cultura foram transferidas para placas contendo
TSA e incubadas a 37°C por 24 horas. Ap6s inoculacdo, foram verificadas presencga ou auséncia

de crescimento.

Tabela 2 - Variaveis codificadas utilizadas ensaios gerados no DCCR para descri¢do das
combinacdes dos oleos essenciais (Continua)

Oleos essenciais (%)

Ensaios

A B C D E
1 -1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1 -1
4 1 1 -1 -1 -1
5 -1 -1 1 -1 -1
6 1 -1 1 -1 -1
7 -1 1 1 -1 -1
8 1 1 1 -1 -1
9 -1 -1 -1 1 -1
10 1 -1 -1 1 -1
11 -1 1 -1 1 -1
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Tabela 2 - Varidveis codificadas utilizadas ensaios gerados no DCCR para descricdo das
combinagdes dos oleos essenciais (Conclusao)

Oleos essenciais (%)

Ensaios

A B C D E
12 1 1 -1 1 -1
13 -1 -1 1 1 -1
14 1 -1 1 1 -1
15 -1 1 1 1 -1
16 1 1 1 1 -1
17 -1 -1 -1 -1 1
18 1 -1 -1 -1 1
19 -1 1 -1 -1 1
20 1 1 -1 -1 1
21 -1 -1 1 -1 1
22 1 -1 1 -1 1
23 -1 1 1 -1 1
24 1 1 1 -1 1
25 -1 -1 -1 1 1
26 1 -1 -1 1 1
27 -1 1 -1 1 1
28 1 1 -1 1 1
29 -1 -1 1 1 1
30 1 -1 1 1 1
31 -1 1 1 1 1
32 1 1 1 1 1
33 -2,37841423 0 0 0 0
34 2,37841423 0 0 0 0
35 0 -2,37841423 0 0 0
36 0 2,37841423 0 0 0
37 0 0 -2,37841423 0 0
38 0 0 2,37841423 0 0
39 0 0 0 -2,37841423 0
40 0 0 0 2,37841423 0
41 0 0 0 0 -2,37841423
42 0 0 0 0 2,37841423
43 0 0 0 0 0
44 0 0 0 0 0
45 0 0 0 0 0

Fonte: Do autor (2020).
Legenda: * onde as letras A, B, C, D ¢ E representam os 6leos essenciais escolhidos comporem a mistura.
Avaliacao da capacidade de formacdo de biofilme in vitro das cepas de S. aureus em microplaca

Os biofilmes de S. aureus foram formados nas cavidades das microplacas pela
inoculacdo de aliquotas de 50 pL de cultura padronizada, em 150 pL. de TSB com posterior

incubacao a 37°C 48 h. Apos esse periodo, a cultura foi removida e as cavidades foram lavadas
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trés vezes com solugdo salina (0,85%) para remoc¢do das células ndo aderidas. Foram
adicionados 200 pL de solugdo de cristal violeta (0,01% m/v; para quantificar a formagao de
biofilme em cada cavidade ja lavada e apds 10 minutos de contato o cristal violeta foi
cuidadosamente retirado sendo as cavidades lavadas trés vezes com solugao salina (KIM et al.,
2018). O controle negativo foi realizado adicionando-se, apenas, 200 pL de TSB nas cavidades.

Os biofilmes, visiveis como anéis corados nas paredes das cavidades, foram
desprendidos ap6s secagem das placas ao ar, pela adicao de 200 pL de etanol 95% (v/v). Apos
10 minutos, os conteudos das cavidades foram homogeneizados e transferidos para novas
cavidades em nova microplaca.

A concentragdo de cristal violeta na fase liquida foi avaliada medindo-se a absorbancia
a 600 nm em espectrofotometro (RCHISTO; infinite M200 PRO) (adaptado de MERRITT;
KADOURI; O'TOOLE, 2005). Para determinar a capacidade de formacao de biofilme, foi
utilizada a seguinte classifica¢do: ndo formadora de biofilme (Doa < Docn), moderadamente
formadora de biofilme (2 x Docn < Doa < 4 x Docn) e fortemente formadora de biofilme (4 x
Docn <Doa). Onde Doa ¢ a densidade 6tica do biofilme e Docn ¢ a densidade 6ptica do controle
de crescimento negativo (STEPANOVIC et al., 2000). Os valores finais foram obtidos pelas

médias aritméticas das absorbancias lidas, sendo realizadas 10 réplicas.

2.7 Analise estatistica

Os resultados da atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade, usando
o software Sisvar (FERREIRA, 2011).

Para o delineamento composto central rotacional (DCCR) envolvendo cinco fatores
diferentes. Os experimentos foram conduzidos de forma aleatoria, contendo um total de 45
experimentos (BALUSU et al., 2005; RODRIGUES; LEMMA, 2009).] BRO DE LA
PROFESORA REIS
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3 RESULTADOS

3.1 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

Na Tabela 3 encontram-se os didmetros dos halos de inibi¢ao das cepas de S. aureus
promovidos pelos 6leos essenciais. Os resultados denotam que ha comportamento diferenciado
significativo da resposta das cepas de S. aureus para os diferentes Oleos essenciais € nao ha
interacdo significativa entre cepas e 6leos essenciais.

Houve diferenca significativa entre os tratamentos, 6leos essenciais e cloranfenicol. Os
Oleos essenciais de capim limdo, canela, lavanda, horteld e geranio apresentaram melhor
atividade antimicrobiana para as 3 cepas avaliadas, enquanto os 6leos de ylang, alecrim e
estragdo apresentaram menor atividade. Os dleos de horteld e lavanda apresentaram atividade

antimicrobiana similar ao cloranfenicol (controle).

3.2 Determinacio da Concentracio Bactericida Minima

Na determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) dos 6leos essenciais,
foram selecionados os 6leos de canela, horteld do campo, geranio do Egito, lavanda e capim
limdo. Alecrim, estrago e ylan-ylang foram excluidos dos testes posteriores.

As CBM do dleo de canela foram 0,5; 0,25 e 0,25% (v/v), respectivamente, para as
cepas GL 8702; GL 8548 ¢ GL 5674. As CBM dos 0leos essenciais de hortela do campo,
lavanda e capim limao foram iguais a 2% para todas as cepas. Ja para o 6leo de geranio a CBM

foi de 5% para todas as cepas.



Tabela 3 - Diametros dos halos de inibi¢ao de cepas de Staphylococcus aureus promovidos pelos 6leos essenciais.

Halos de inibi¢ao (mm)

> aureus Alecrim Canela Capim limdo Estragio geranio Hortela Lavanda Ylang ylang  Cloranfenicol
GL 8702 8,04£0,66e 29,59+497b 39,61+530a 823+1,53e 18,24+4,75d 20,19+4,71¢c 20,41+3,45¢c 1047+2,47¢ 20,18+2,52¢
GL 8548 882+1,81e 29,67+336b 37,44+6,52a 8,94+1,52e¢ 1506+4,13d 19,65£5,89¢c 19,20+ 1,81 ¢c 8,67+1,28¢ 18,48+290c¢c
GL 5674 8,73+£2,05e¢ 29,53+233b 36,16=649a 8,09+0,53e¢ 16,10+3,82d 17,19£5,53¢ 2346+2,11c 9,15+194¢ 17,83+£3,20¢

Fonte: do autor (2020).
Legenda: Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Letras diferentes indicam diferenga estatistica na coluna.

¥9
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3.3 Analises quimicas dos dleos essenciais

A Tabela 4 apresenta a composi¢cdo quimica principais dos 6leos essenciais utilizados

para a determinacao da concentragao minima bactericida (CBM).

Tabela 4 - Composi¢do quimica dos trés componentes principais dos oOleos essenciais
empregados na avaliagdo da concentragdo minima bactericida

Oleos Canela Capim limdo  Geranio do Hortela Lavanda
essenciais Egito
(E)- neral citronelol mentona linalol
cinamaldeido  (30,63+0,01)  (36,67+0,02) (6,68+0,07) (32,46+0,11)
- (81,75+,007)
Constituintes : . . . .
uimicos (E)—o—metom— geraniol geraniol iso-mentona  terpinen-4-ol
quimico: cinamaldeido  (10,66+0,02)  (15,32+0,01) (5,23+0,06) (4,84+0,01)
principais (9.14+,05)
(Area%=DP) 2 . .
(E)-acetato de geranial formiato de mentol acetato de
cinamila (42,92+0,01) nerila (76,18+0,39) linalila
(2,93+0,00) (7,80+0,00) (36,42+0,06)
Area Total (%) 93,82 84,21 59,79 88,09 73,72

Fonte: Do autor (2020).

3.4 Avaliacao da capacidade de formacao de biofilme in vitro das cepas de S. aureus em

microplaca

Na Tabela 5 encontra-se a classificacao das diferentes cepas de estafilococos de acordo

com a formagao de biofilme.

Tabela 5 - Avaliacdo da capacidade de formacao das cepas de S. aureus in vitro

Cepas Docn Doa nao formadora moderadamente fortemente
de biofilme formadora de formadora de
biofilme biofilme
GL 8702 0,05 1,76 - - +
GL 8548 0,05 0,18 - + -
GL 5674 0,05 0,17 - + -

Fonte: Do autor (2020).
Legenda: *Docn: densidade optica do controle de crescimento negativo * Doa: densidade optica do
biofilme.

Os resultados demonstrados na (FIGURA 1) denotam a capacidade diferenciada de

formar biofilme de cada cepa, o que corrobora a classificagdo das mesmas.
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Figura 1 - Tlustracdo do experimento de avaliacdo da capacidade das cepas de S. aureus em
formar biofilmes nas superficies dos pogos das microplacas de poliestireno

Fonte: Do autor (2020).

3.5 Otimizacao da acdo antimicrobiana dos dleos essenciais

A Tabela 6 mostra as variaveis codificadas e reais obtidas pelo delineamento composto
central rotacional (DCCR) apos a determinacdo das CBM dos dleos essenciais.

Nao foi observado crescimento das cepas de S. aureus em placas apos cultivo em todos
os ensaios (FIGURA 2). Sendo assim, houve sinergismo em todas as misturas analisadas;

evidenciando-se a¢do antimicrobiana dos 6leos essenciais.

Tabela 6 - Concentragdo dos 6leos essenciais de lavanda, canela, capim limao, geranio do Egito
e hortela do campo (Continua)

E Oleos essenciais (%) Conc. final
s Lavanda Canela Capim L. Geréanio Hortela (%)
1 -1(2,1) -1(0,1) -1(1,4) -1(1,4) -1(1,4) 6,4
2 1(3,8) -1(0,1) -1(1,4) -1(1,4) -1(1,4) 8,1
3 -1(2,1) 1(0,3) -1(1,4) -1(1,4) -1(1,4) 6,6
4 1(3,8) 1(0,3) -1(1,4) -1(1,4) -1(1,4) 8,3
5 -1(2,1) -1(0,1) 1(3,5) -1(1,4) -1(1,4) 8,5
6 1(3,8) -1(0,1) 1(3,5) -1(1,4) -1(1,4) 10,2
7 -1(2,1) 1(0,3) 1(3,5) -1(1,4) -1(1,4) 8,7
8 1(3,8) 1(0,3) 1(3,5) -1(1,4) -1(1,4) 10,4
9 -1(2,1) -1(0,1) -1(1,4) 1(3,5) -1(1,4) 8,5
10 1(3,8) -1(0,1) -1(1,4) 1(3,5) -1(1,4) 10,2
11 -1(2,1) 1(0,3) -1(1,4) 1(3,5) -1(1,4) 8,7
12 1(3,8) 1(0,3) -1(1,4) 1(3,5) -1(1,4) 10,4
13 -1(2,1) -1(0,1) 1(3,5) 1(3,5) -1(1,4) 10,6
14 1(3,8) -1(0,1) 1(3,5) 1(3,5) -1(1,4) 12,3
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Tabela 6 - Concentragdo dos dleos essenciais de lavanda, canela, capim limao, geranio do Egito
e horteld do campo (Conclusao)

Ens Oleos essenciais (%) Conc. final
" Lavanda Canela Capim L. Geranio Hortela (%)
15 -1(2,1) 1(0,3) 1(3,5) 1(3,5) -1(1,4) 10,8
16 1(3,8) 1(0,3) 1(3,5) 1(3,5) -1(1,4) 12,5
17 -1(2,1) -1(0,1) -1(1,4) -1(1,4) 1(3,5) 8,5
18 1(3,8) -1(0,1) -1(1,4) -1(1,4) 1(3,5) 10,2
19 -1(2,1) 1(0,3) -1(1,4) -1(1,4) 1(3,5) 8,7
20 1(3,8) 1(0,3) -1(1,4) -1(1,4) 1(3,5) 10,4
21 -1(2,1) -1(0,1) 1(3,5) -1(1,4) 1(3,5) 10,6
22 1(3,8) -1(0,1) 1(3,5) -1(1,4) 1(3,5) 12,3
23 -1(2,1) 1(0,3) 1(3,5) -1(1,4) 1(3,5) 10,8
24 1(3,8) 1(0,3) 1(3,5) -1(1,4) 1(3,5) 12,5
25 -1(2,1) -1(0,1) -1(1,4) 1(3,5) 1(3,5) 10,6
26 1(3,8) -1(0,1) -1(1,4) 1(3,5) 1(3,5) 12,3
27 -1(2,1) 1(0,3) -1(1,4) 1(3,5) 1(3,5) 10,8
28 1(3,8) 1(0,3) -1(1,4) 1(3,5) 1(3,5) 12,5
29 -1(2,1) -1(0,1) 1(3,5) 1(3,5) 1(3,5) 12,7
30 1(3,8) -1(0,1) 1(3,5) 1(3,5) 1(3,5) 14,4
31 -1(2,1) 1(0,3) 1(3,5) 1(3,5) 1(3,5) 12,9
32 1(3,8) 1(0,3) 1(3,5) 1(3,5) 1(3,5) 14,6
33  -2,37841(1) 0(0,275) 0(2,5) 0(2,5) 0(2,5) 10,15
34 2,37841(5) 0(0,275) 0(2,5) 0(2,5) 0(2,5) 10,15
35 0(3) -2,37841(0,05) 0(2,5) 0(2,5) 0(2,5) 12,87
36 0(3) 2,37841(0,5) 0(2,5) 0(2,5) 0(2,5) 12,87
37 0(3) 0(0,275) -2,37841(0) 0(2,5) 0(2,5) 10,65
38 0(3) 0(0,275) 2,37841(5) 0(2,5) 0(2,5) 10,65
39 0(3) 0(0,275) 0(2,5) -2,37841(0) 0(2,5) 10,65
40 0(3) 0(0,275) 0(2,5) 2,37841(5) 0(2,5) 10,65
41 0(3) 0(0,275) 0(2,5) 0(2,5) -2,37841(0) 10,65
42 0(3) 0(0,275) 0(2,5) 0(2,5) 2,37841(5) 10,65
43 0(3) 0(0,275) 0(2,5) 0(2,5) 0(2,5) 10,77
44 0(3) 0(0,275) 0(2,5) 0(2,5) 0(2,5) 10,77
45 0(3) 0(0,275) 0(2,5) 0(2,5) 0(2,5) 10,77

Fonte: Do autor (2020).
Legenda: * Entre paréntesis encontram-se as variaveis reais e fora, as codificadas.
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Figura 2 - Tlustracdo dos resultados obtidos nos experimentos de otimizacdo da agdo
antimicrobiana dos 0leos essenciais

Controle Controle
Ensaios positivo negativo

A A A

Legenda: Microplaca contendo as culturas de S. aureus e mistura de 6leos. Controle positivo: cultura de
S. aureus em auséncia de 6leos essenciais (turbidez) e Controle negativo: apenas meio de cultura.
Fonte: Do autor (2020).
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4 DISCUSSAO

A diferenca da sensibilidade entre cepas bacterianas a dado antimicrobiano ¢ conhecida
(MILLEZI et al., 2013; RAO; CHEN; McCLEMENTS, 2019) Varios estudos tém avaliado a
atividade antimicrobiana de Cinnamomum cassia (L.) J. Presl (FREIRE et al 2014), Mentha
arvensis L. (NAJAT et al., 2016), Pelargonium graveolens L'Hér. (BOUKHATEM; KAMELI,;
SAIDI, 2013), Artemisia dracunculus L. (CHALESHTORI et al., 2014) e Baccharis
dracunculifolia DC. (TIMBE et al., 2021). Sendo ja mostrado que a atividade antimicrobiana
de um O6leo estd diretamente relacionada com seu componente majoritario, embora aqueles
minoritarios também possam atuar de forma sinergistico ou aditiva, potencializando essa a¢ao
(BURT, 2004; SABOIA et al., 2022; SOUZA et al., 2016).

Os compostos majoritarios dos d0leos essenciais avaliados contra as cepas de S. aureus
sdo monoterpenos, terpenoides, sesquiterpenos, fenilpropanoides (Tabela 4), os quais possuem
interagdes diferenciadas com as células bacterianas. Essa grande diversidade de componentes
presentes nos 0leos essenciais apresenta diversos mecanismos de agdo, embora seja de consenso
que o principal alvo nas células seja a membrana citoplasmatica (NAZZARO et al., 2013).
Outros fatores preponderantes sobre a maior ou menor atividade antimicrobiana de determinado
0leo essencial sdo as suas propriedades lipofilicas, solubilidade em agua, poténcia dos grupos
funcionais e da mistura de componentes com diferentes propriedades bioquimicas (SABOIA et
al.,2022; SOUZA et al., 2016).

A maior atividade antimicrobiana sobre as cepas de S. aureus foi observada para os
6leos de capim limdo, canela, lavanda e hortela do campo, sendo o de capim limdo (39,61 mm)
muito superior aos demais citados, e controle, cloranfenicol. (Tabela 3).

Segundo as caracteristicas fisicas e quimicas dos compostos do dleo essencial, eles
apresentaram diferentes afinidades de acdo sobre as bactérias; o composto majoritario de
Cinnamomum cassia (L.) J. Presl ¢ E-Cinnamaldeido (E) -3-fenilprop-2-enal) (81,75%) ¢ um
fenilpropanoide de acordo com Gonzéalez-Aguilar et al. (2011); SOUZA et al. (2016). O
mecanismo de agdo tem sido associado a formagdo da base de Schiff como proteinas de
membrana pela reagdo com seu grupo carbonila livre, que causa danos a membrana celular. Sao
alcoois terpenicos iso - Mentol (76,18%) em Mentha arvensis L.; geraniol (10,66%) em
Pelargonium graveolens L'Hér.; (linalol (32,46%), terpinen-4-ol (8,84%), acetato de linalol
(36,42%) em Lavandula angustifolia Mill.

Trombetta et al. (2005) e Nazzaro et al. (2013) citam que o efeito antimicrobiano pode

ser devido a perturbagdo da fracao lipidica das membranas plasmaticas bacterianas, resultando
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em alteracdes em sua permeabilidade e no extravasamento de materiais intracelulares;
atravessando assim as membranas celulares, penetrando no interior da célula e interagindo com
locais intracelulares criticos, porque suas caracteristicas fisico-quimicas (como Lipofilicidade
e solubilidade em agua), parece ser dependente da composicao lipidica e da carga superficial
liquida das membranas plasmaticas bacterianas.

Entre os compostos majoritarios de Cymbopogon flexuosus (Nees ex Steud.) W. Watson
sdo Geranial (42,92%) Neral (30,63%) que sdo aldeidos monoterpénicos. Segundo Souza et al.
(2016) sao estereoisdmeros, € sua mistura resulta no citral, principal elemento responsavel pelo
efeito antimicrobiano, cujo mecanismo de acdo envolve o aumento da permeabilidade da
membrana plasmatica bacteriana por meio de interagdes hidrofoébicas com a membrana;
também estd relacionado aos seus grupos funcionais, e o grupo hidroxila do grupo fenoélico
terpenoides e a presenca de elétrons deslocalizados sdao elementos importantes para sua agao
antimicrobiana (BEN et al., 2006; DORMAN; DEANS, 2000; ULTEE; BENNIK;
MOEZELAAR, 2002 apud NAZZARO et al., 2013, p. 1454).

A maioria dos constituintes dos 6leos essenciais sdo monoterpenos como sao, de acordo
com Sikkema; De Bont; Poolman, (1995) o mecanismo de acdo dos monoterpenos envolve
principalmente efeitos toxicos na estrutura e fun¢do da membrana plasmatica bacteriana. Como
resultado do seu carater lipofilico, os monoterpenos irdo, de preferéncia, deslocar-se da fase
aquosa para as estruturas da membrana. O que resulta em expansao da membrana, aumento da
fluidez e permeabilidade da membrana plasmadtica bacteriana, desordenando as proteinas
embebidas na membrana, inibindo a respiracdo e alterando o processo de transporte de ions
(TROMBETTA et al., 2005).

A atividade antimicrobiana dos fenilpropenos como sdo também depende do tipo e
numero de substituigdes no anel aromatico e é semelhante a maioria dos outros 6leos essenciais,
na cepa microbiana e nas condigdes em que os Oleos essenciais sdo testados. (PAULI;
KUBECZKA, 2010 apud NAZZARO et al., 2013, p. 1456).

A atividade antimicrobiana leva a destruicdo da parede celular ¢ da membrana
citoplasmdtica, a danos nas proteinas de membrana, a liberagdo de conteudo celular, a
coagula¢do do citoplasma, a deple¢do da forca proton motiva, a inativacdo de enzimas
essenciais e a perturbacao da funcionalidade do material genético sdo, também, mecanismos de
acao dos oleos essenciais (BURT, 2004; HAMMER; CARSON, 2011; NAZZARO et al., 2013;
SOUZA et al., 2016; TURINA et al., 2006; AYALA-ZAVALA; GONZALEZ-AGUILAR;
TORO-SANCHEZ, 2009).



71

Varios estudos tém avaliado a atividade antibacteriana de C. cdssia (FIRMINO et al.,
2018; FREIRE et al., 2014), M. arvensis (NAJAT et al., 2016), P. graveolens (BOUKHATEM,;
KAMELI; SAIDI, 2013), 4. dracunculus (CHALESHTORI et al., 2014) e B. dracunculifolia
(TIMBE et al., 2021).

Segundo Costerton et al. (2003); Donlan; Costerton (2002); Firmino et al. (2018);
Lister; Horswill (2014); Menoita et al. (2012); quando S. aureus apresenta a forma de biofilme
maduro, ¢ considerado pela Organizagao Mundial da Satide (OMS) como um dos agentes
patogénicos hospitalares e comunitarias nosocomiais (sdo consequéncias diretas da atencgao
médica e sdo definidas como aquelas que ndo estdo presentes ou no periodo de incubagdo no
momento em que o paciente chega ao hospital. Ponce de Leon et al., 1999, p. S6) persistentes
em feridas cronicas, apresentando resisténcia, sendo o principal conhecido como MRSA (S.
aureus resistente a meticilina) (HADDAD et al., 2018; SHANG et al., 2019; KIM et al., 2018).
Por esse motivo, foi verificada a formagdo de biofilme em cepas de S. aureus. E como foi
observado, todas as cepas formaram biofilme.

Devido a confirmagdo de que as cepas de S. aureus de células planctonicas foram
utilizadas nesta pesquisa possuirem a capacidade de formar biofilmes, optou-se pela utilizagao
de maiores concentragdes de Oleos essenciais ¢ aqueles que apresentaram maior atividade
antimicrobiana, utilizando o DCCR. Todas as misturas realizadas, os 45 ensaios do DCCR,
apresentaram acao bactericida, mostrando agao potencializada das misturas, pois para o calculo
de cada variavel foi utilizada a metade da CBM. Esse efeito pode ser sinergistico ou aditivo
pois ambos aumentam a atividade bactericida observada de determinado 6leo essencial quando
aplicados em conjunto e ndo individualmente, devido aos seus diferentes metabolitos
secundarios, sendo principalmente monoterpenos, sesquiterpenos, propanos, propanoides e
fenilpropanoides; e as diferentes concentracgdes utilizadas (HOLLEY; PATEL, 2005).

Os Oleos essenciais podem afetar tanto o ambiente externo quanto na membrana
plasmatica bacteriana, atuando inicialmente na membrana plasmatica bacteriana e em diferentes
partes simultaneamente, afetando o transporte de solutos € o processo de regulacdo do
metabolismo; desequilibrando os fatores que medeiam sua adesdo a célula hospedeira, que
promovem dano e dissemina¢do do tecido e protegem as bactérias do sistema imunologico do
hospedeiro, que sdo capsulares, polissacarideos extracelulares, proteinas de ligacdo ao
colageno, fibronectina, fibrinogénio, proteina de ligagdo a laminina trés proteinas sdr (sdrC,
sdrD e sdrE); terminando em lise e morte celular. Isso ocorre devido aos seus componentes
hidrofébicos e lipofilicos, facilitando sua disseminacao por difusdo passiva através da bicamada

fosfolipidica, aumentando sua permeabilidade, danificando sua estrutura de diferentes camadas
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de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipideos (BAKKALI et al., 2008; HAMMER;
CARSON, 2011; ZENDEJAS-MANZO; AVALOS-FLORES; SOTO-PADILLA, 2014;
NAZZARO et al., 2013; TURINA et al., 2006). Varios estudos tém avaliado a atividade de
sinergismo por misturas (FIRMINO et al., 2018; VALERIANO et al., 2012).
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5 CONCLUSAO

Esse trabalho mostrou que todas as combinagdes dos 45 ensaios obtidos do DCCR dos
Oleos essenciais de canela, horteld do campo, geranio, lavanda e capim limdo apresentam
potencial antimicrobiano e confirmamos a capacidade de S. aureus de formar biofilmes que sdo

uma das razdes de sua viruléncia em ser MRSA.
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CAPITULO 3 - CURATIVO TIPO MANTA DE POLI ACIDO LATICO (PLA)
INCORPORADO DE OLEOS ESSENCIAIS COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
SOBRE Staphylococcus aureus

RESUMO

Staphylococcus aureus € uma bactéria comumente encontrada na microbiota de
humanos e animais, prevalentemente comprometida na patogénese de feridas persistentes; a
formacao de biofilme por essa bactéria no tecido lesionado contribui significativamente para o
desenvolvimento de feridas cronicas na maioria dos pacientes. A dificuldade do manejo de
Staphylococcus aureus ¢ um desafio significativo devido a sua resisténcia inerente aos
antibidticos disponiveis no comércio. O trabalho teve como objetivo a fiagdo de mantas de
nanofibras de poli acido latico (PLA) incorporado de 6leos essenciais pela técnica por sopro de
solugdo para avaliagdo da atividade antimicrobiana sobre cepas de Staphylococcus aureus,
agente associado a feridas humanas persistentes. As mantas foram fiadas com trés
concentragdes de misturas dos Oleos essenciais de lavanda (Lavandula angustifolia Mill.),
canela (Cinnamomum cassia (L.) J. Presl), capim limao (Cymbopogon flexuosus (Nees ex
Steud.) W. Watson), geranio do Egito (Pelargonium graveolens L'Hér.) horteld do campo
(Mentha arvensis L.) em diferentes propor¢des. Foram utilizadas as concentragdes totais de
Oleos essenciais de 6,4%, tratamento A; 12,9%, tratamento B e¢ 14,6%, tratamento C. A agao
antimicrobiana das mantas foi avaliada sobre as cepas de Staphylococcus aureus GL 8702; GL
8548 e GL 5674. A avaliac¢ao antimicrobiana das mantas mostrou que o valor médio do nimero
de S. aureus em meio liquido foi de 9,5+0,195 Log UFC/mL para as mantas contendo 12,9% e
14,6% e para as trés cepas, onde o valor do controle foi de 11,92+0,45 Log UFC/mL, dessa
forma a redugdo foi cerca de 2,42 Log UFC/mL. Através das microscopias de varredura foi
observado que o didmetro médio da manta de PLA pura foi de 255,5 nm, sendo estatisticamente
maior aos tratamentos contendo oOleos essenciais. O didmetro das mantas de PLA contendo
Oleos essenciais ndo apresentaram diferencas significativas entre si. A maioria das fibras ficou
com didmetros entre 200 e 400 nm, sendo também produzidas fibras com 100 nm, sendo poucas
as que ultrapassaram os 400 nm. Os Espectros de FTIR mostraram que houve incorporacao dos
6leos essenciais, com uma boa interacao entre os grupos funcionais do polimero e os compostos
dos 6leos essenciais. Dessa forma, conclui-se que os 0leos essenciais podem ser utilizados na
fiagdo de mantas de PLA por SBS apresentando acdo antimicrobiana contra S. aureus.

Palavras-chave: Antimicrobianos naturais. Cicatrizacdo de feridas. Biopolimeros. Oleos
volateis.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a bacterium that is commonly found in the microbiota of both
humans and animals. It is primarily associated with the pathogenesis of persistent wounds. The
formation of biofilms by this bacterium in injured tissue is a significant contributing factor to
the development of chronic wounds in the majority of patients. Managing Staphylococcus
aureus is a significant challenge due to its inherent resistance to commonly used antibiotics in
the market. The objective of this work was the spinning of polylactic acid (PLA) nanofiber
blankets incorporated with essential oils using the solution blowing technique to evaluate the
antimicrobial activity on strains of Staphylococcus aureus, an agent associated with persistent
human wounds. The blankets were spun with three concentrations of mixtures of essential oils
of lavender (Lavandula angustifolia Mill.), cinnamon (Cinnamomum cassia (L.) J. Presl),
lemongrass (Cymbopogon flexuosus (Nees ex Steud.) W. Watson), Egyptian geranium
(Pelargonium graveolens L'Hér.), and field mint (Mentha arvensis L.), in different proportions.
The total concentrations of essential oils of, 6.4%, treatment A; 12.9%, treatment B and 14.6%,
treatment C. The antimicrobial action of the blankets was evaluated on the against strains of
Staphylococcus aureus GL 8702; GL 8548 and GL 5674. The antimicrobial evaluation
activities of the blankets showed that the average number of S. aureus in liquid medium was
9.5+0.195 Log CFU/mL for the blankets containing 12.9% and 14.6% and for the three strains,
where the control value was 11.92+0.45 Log CFU/mL, thus the reduction was about 2.42 Log
CFU/mL. Through scanning microscopies, it was observed that the mean diameter of the pure
PLA blanket was 255.5 nm, being statistically greater for treatments containing essential oils.
The diameter of the PLA blankets containing essential oils did not differ significantly from each
other. Most of the fibers had diameters between 200 and 400 nm, and fibers with 100 nm were
also produced, with few exceeding 400 nm. The FTIR spectra showed incorporation of essential
oils, with a good interaction between the functional groups of the polymer and the compounds
of essential oils. Thus, it is concluded that essential oils can be used in the spinning of PLA
blankets by blow spinning technique (SBS), presenting antimicrobial action against S. aureus.

Keywords: Natural antimicrobials. Wound healing. Biopolymers. Volatile oils.
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1 INTRODUCAO

Os cocos gram-positivos formam um grupo heterogéneo de aproximadamente 16
géneros de microrganismos que colonizam os seres humanos. Dentre eles, encontra-se
Staphylococcus aureus, € encontrada na pele e mucosa dos seres humanos, bem como de outros
mamiferos e aves (RIEDEL et al., 2020). Entretanto, ao ter acesso a tecido lesionado, muitas
vezes pode causar processo grave de infecgdo; ¢ encontrada na forma de biofilme, podendo
levar a formacao de feridas cronicas, de dificil cicatrizagdo (BECKER; DIAS; MACEDO,
2018; CHEW et al., 2018). No Brasil, as feridas representam problemas de satde publica,
devido ao grande nimero de doentes com altera¢des na integridade da pele (BARROS et al.,
2016).

Um dos fatores que contribuem para a dificuldade de erradicacdo de S. aureus das
feridas ¢ sua capacidade em apresentar resisténcia a varias classes de antibidticos comumente
empregados na medicina (CHANDRA et al., 2018; FREIRE et al., 2014; YIN et al., 2019).

Diante desse cenario, dentre elas, destaca-se a aromaterapia, ou terapia dos o6leos
essenciais. Inclusive, a utilizacdo de oleos essenciais foi incluida como pratica no Sistema
Unico de Saude (SUS), como parte da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (BRASIL, 2018).

Os o6leos essenciais, que sdo produtos naturais obtidos a partir de plantas, contém
compostos organicos volateis que podem ser obtidos de varias partes da planta, como flores,
frutos, sementes, caules e raizes (BAKKALI et al., 2008). Os 6leos essenciais tém se mostrado
eficientes no controle de varios microrganismos, apresentando atividade bactericida, fungicida,
antiviral dentre outros. (BOUKHATEM; KAMELI; SAIDI, 2013; CAZELLA et al., 2019;
FIRMINO et al., 2018; LUTZ et al., 2008; NAJAT et al., 2016; SOUZA et al., 2018;
UPADHYAY et al., 2021) e atividades antioxidantes, inseticidas, antivirais, antibacterianas,
antifingicas e antibiofilme (BURT, 2004). Devido as suas varias atividades biologicas podem
ser utilizadas em conjunto com outras medidas para otimizar os tratamentos de doencgas diversas
dos seres humanos (FIRMINO et al., 2018).

O tratamento de feridas, inclui tratamentos clinicos e cirurgicos, sendo o “curativo” o
tratamento clinico mais utilizado para auxiliar na reparacao tecidual (VOINESKOS et al.,
2009). A escolha do tipo de curativo e sua composi¢do podem ser essenciais para a cicatrizagao

e recuperacao tissular (SMANIOTTO et al., 2012).
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Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi elaborar um curativo tipo manta de PLA
contendo misturas de 6leos essenciais e avaliar suas caracteristicas bem como sua agao

antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Oleos essenciais

A partir dos resultados obtidos do DCCR descrito no Capitulo 2 foram selecionadas trés
concentracoes totais de misturas de 6leos essenciais: menor, média e elevada, sendo os ensaios
1 (6,4% de oleos essenciais, denominado de tratamento A); 31 (12,9% de dleos essenciais,
denominado de tratamento B); 32 (14,6% de 6leos essenciais, denominado de tratamento C)

mostrados na Tabela 1.

2.2 Produc¢ao da manta de poli acido latico (PLA) com dleos esséncias

O processo de elaboragao da manta de PLA se deu no Laboratério de Desenvolvimento
Tecnoldgico do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

As mantas de nanofibras foram produzidas a partir de uma solugao polimérica contendo
poli acido latico (NatureWorks® 3251D) diluido em cloroféormio (Vetec) na concentracao de
12% (p/v). Para cada manta foi preparado 20 mL da solugdo em béquer que foi mantido fechado
para impedir a volatilizagdo do solvente. A solucdo foi diluida com o auxilio de agitador
magnético por aproximadamente 40 minutos (BRETAS; D'AVILA, 2005). Ap6s a completa
dilui¢ao do PLA, foram adicionadas as combinacdes dos dleos essenciais de lavanda, canela,
capim limdo, geranio e horteld nas concentragdes mostradas na Tabela 1, na propor¢ao de 15%
em relacdo ao peso do polimero utilizado e homogeneizados com auxilio de agitador magnético
por 15 min. Cabe ressaltar que a manta controle nio foi adicionada de 6leos essenciais. Em
seguida, a solucao polimérica foi transferida para uma seringa de vidro de 20 mL e, conectada

ao sistema de fiacao por sopro de solu¢do. (BRETAS; D"AVILA, 2005).

Tabela 1 - Concentragao dos oleos essenciais em cada mistura utilizada em cada curativo de

PLA
Tratamento Oleos es‘senfziais (%) '
Lavanda Canela Capim limao Geranio Hortela
A 2,1 0,1 1,4 4 1,4
B 2,1 0,3 3,5 3,5 3,5
C 3.8 0,3 3,5 3,5 3,5

Fonte: do autor (2021).
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2.2.1 Fiac¢ao por sopro de soluciao

O sistema de fiag@o por sopro de solugdo (Figura 1) consistiu em bocal concéntrico no
qual a solugao polimérica foi alimentada pelo bocal interno e o ar pressurizado foi alimentado
pelo bocal externo por um compressor (CHIAPERINI MC 12 BPV 150L). A distancia de
protusdo do bocal interno em relagdo ao externo foi mantida em 4 mm. O controle da taxa de
alimentag¢do da solugdo polimérica foi realizado por uma bomba de seringa (NE - 300; New Era
Pump Systems), na qual uma seringa de vidro de 20 mL (Artiglass) contendo a solucdo
polimérica foi acoplada e conectada ao bocal interno. A taxa de inje¢ao da solucdo polimérica
foi de 6 mL.h! e a pressdo do ar utilizada foi de 25 Psi. A pressio do ar foi controlada por um
regulador de pressao conectado ao bocal externo. Um coletor, sob rotacdo, foi colocado a uma
distancia de 30 cm em relagdo ao bocal concéntrico (distancia de trabalho). As fibras foram
depositadas no coletor, recoberto previamente com papel aluminio. (MEDEIROS et al., 2009

com modificagdes).

Figura 1 - Sistema de fiagdo por sopro de solu¢do (SBS) utilizado para a producdo de
nanofibras

Legenda: Aparato usado na fiagdo por sopro de solucdo. A: sistema de tubos concéntricos; B: Detalhe
da protusdo do tubo interno em relagdo ao externo; C: Detalhe da concentricidade dos tubos interno e
externo; D: Sistema de SBS; E: Sistema de injeg¢@o da solugdo polimérica; F: Coletor e G: compressor.
Fonte: Do autor (2021).
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2.3 Atividade antimicrobiana da manta de PLA sobre S. aureus

Foram utilizadas amostras de mantas recém fiadas submetidas ao processo de
esterilizacao a luz UV (360nm) por 5 minutos € sem o processo de esterilizagao.

A avaliagdo da ac¢do inibitoria das mantas de PLA contendo a combinacao de 6leos
essenciais dos tratamentos A; B e C foram realizadas por duas metodologias, sendo a primeira
a técnica de disco-difusao EUCAST (2019) com modificagdes; foram utilizados os filmes de 1
cm de diametro com um peso de 0.050 gramas aproximadamente, contendo os trés tratamentos
A, B e C sobre as trés cepas de S. aureus.

Na segunda metodologia empregada (submersdo), aliquotas de 20 pL das culturas
padronizadas em cerca de 10® UFC/mL das cepas GL 8702; GL 8548 ¢ GL 5674 foram
dispensadas em tubos tipo Falcon contendo 5 mL de caldo BHI (caldo infusdo cérebro coragdo)
e os filmes com um peso de 0.050 gramas aproximadamente, sendo em seguida, incubados a
37°C por 24 h. Apos esse periodo, as aliquotas de cada tubo foram plaqueadas em TSA (agar
triptona de soja) e agar Baird Parker e incubadas a 37°C por 24 h.

2.4 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As analises de Microscopia Eletronica de Varredura foram realizadas no Laboratorio de
Microscopia Eletronica e Andlise Ultraestrutural, situado no Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras — MG.

As amostras foram realizadas apos trés meses da confeccdo das mantas, que foram
coladas em stubs de aluminio com o auxilio de fita dupla face de carbono, recobertas com ouro
e auxilio de um aparelho evaporador de ouro (BALTEC-050) e analisadas em Microscopio
eletronico de varredura de ultra alta resolugdo, livre de campo FEG-SEM (Tescan Clara,

Republica Tcheca).

2.5 Caracterizacao por Espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier

(FTIR)

As andlises foram realizadas no laboratdrio de espectroscopia de infravermelho com
transformada de fourier, situado no Departamento de Quimica da Universidade Federal de

Lavras (UFLA), Lavras — MG.
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Para a caracterizagdo dos grupos funcionais dos compostos organicos contidos na manta
de PLA realizada depois de trés meses, contendo a combinacdo de Oleos essenciais dos
tratamentos A; B e C e sua interagdao com os diferentes oleos utilizados na producgao das fibras,
bem como avaliar a incorporacao dos 6leos essenciais na matriz polimérica produzida através
da fiagdo por sopro, foram realizadas andlises de espectroscopia vibracional no infravermelho
empregando um espectrometro FT-IR Varian 600-IR com transformada de Fourier (FTIR), com
acessorio GladiATR da Pike Technologies acoplado para medidas por reflectancia total
atenuada (ATR) a 45° com cristal de seleneto de zinco. A faixa espectral analisada foi de 400

a4.000 cm™, resolucdo de 4 cm™ e 32 varreduras (LOPES; FASCIO, 2004).

2.6 Analise estatistica

Os resultados dos diametros das mantas de PLA contendo a combinacdo de o6leos
essenciais dos tratamentos A, B e C calculados ao 15% em relagdo ao peso do polimero foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade, usando no software Sisvar (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 A¢ao antimicrobiana da manta de PLA fiada com dleos essenciais sobre S. aureus

A Figura 2 ilustra os resultados obtidos da acdo inibitéria da manta de PLA contendo a
combinagdo dos 6leos essenciais dos tratamentos A; B e C contra as cepas de S. aureus pela
técnica de disco — difusdo. Sendo selecionados com menor concentracdo (6,4%), média
concentragdo (12,9%) e elevada concentracio (14,6%). Percebe-se que em todos os ensaios
houve crescimento de S. aureus. Determinou-se ndo avaliar mais o tratamento A para os
experimentos seguintes.

Esses resultados indicaram inicialmente que as mantas de PLA fiada com o6leos
essenciais ndo apresentaram nenhuma agdo antimicrobiana contra S. aureus; podendo ser
devido a técnica de analise empregada; porque as nanofibras s6 tinham contato sobre um lado
de sua superficie com o agar, fazendo que os 6leos essenciais encapsulados nao fossem

liberados adequadamente (WANDERSON DA SILVA, M. et al., 2021).

Figura 2 - Avaliacdo da acdo inibitoria das mantas de PLA contendo a combinagdo de 6leos
essenciais dos tratamentos A; B e C

Legenda: A: Placa contendo cultura e manta fiada com mistura de 6leos essenciais do tratamento A
(6,4% de oleos); B: Placa contendo cultura e manta fiada com mistura de 6leos essenciais do tratamento
B (12,9% de o6leos); C: Placa contendo cultura e manta fiada com mistura de 6leos essenciais do
tratamento C, (14,6% de 6leos) D: Placa contendo cultura e a manta controle.

Fonte: Do autor (2021).

Assim, foi utilizada outra técnica de avaliagdo da atividade antimicrobiana das mantas,

a de submersdo. Através da técnica de submersdo, na Figura 3 pode ser observada redugdo no
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crescimento celular dos tratamentos B e C em relacdo ao controle. O tratamento A, com menor

concentragdo de 6leos essenciais ndo foi efetivo.

Figura 3 - Ilustracdo da avalia¢do da ag@o inibitoria da manta de PLA contendo a combinagdo
dos oleos essenciais do tratamento C (técnica de submersao)

i — % Y
E‘ o) //
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Legenda: Onde A: Tubo tipo Falcon contendo os tratamentos ¢ o controle, onde 1: controle; 2: cultura
adicionada de manta fiada com mistura de 6leos essenciais do tratamento C (14,6% de 6leo); 3: controle
negativo (apenas meio de cultura). B: Plaqueamento das culturas dos tubos tipo Falcon onde 1 e 2
correspondem ao plaqueamento de aliquotas do tubo Tipo Falcon de nimero 2; a placa de n° 3
corresponde ao plaqueamento de aliquota da cultura do controle positivo e placa de n° 4 corresponde ao
controle negativo (auséncia de crescimento); C: A placa contendo agar Baird Parker inoculado com S.
aureus; onde os pontos pretos se observam espacos brancos (auséncia da cepa avaliada).

Fonte: Do autor (2021).

A Figura 4 ilustra os resultados obtidos da agdo inibitéria da manta de PLA contendo
0leos essenciais dos tratamentos B e C contra as cepas de S. aureus pela técnica de submersao.

Os resultados demonstraram a a¢ao antimicrobiana das mantas.

Figura 4 - Ilustragdo do experimento da avaliacdo da acgdo inibitoria da manta de contendo a
combinacao de oleos essenciais dos tratamentos B ¢ C

Fonte: Do autor (2021).
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Nao houve interacdo significativa entre os tratamentos € as cepas, nem entre o0S
tratamentos e nem entre as cepas, sendo que o valor médio do nimero de S. aureus em meio
liquido foi de 9,5+0,195 Log UFC/mL para as mantas contendo 12,9% e 14,6% e para as trés
cepas. O valor do controle foi de 11,92+0,45 Log UFC/mL, dessa forma a reducao foi cerca de
2,42 Log UFC/mL. Nao foi observada diferenca significativa da acdo antimicrobiana das
mantas ap6s exposi¢ao a luz UV, sendo o valor médio obtido de 9,540,765 Log UFC/mL.

Os resultados demonstram que a técnica empregada foi melhor por contato direto da
manta de PLA com as cepas de S. aureus avaliadas; por ter facilitado a liberagao dos compostos
dos oleos essenciais contidos nas nanofibras; projetando a ensaios futuros ¢ uma simulacao da
ferida com o curativo, porque o corpo segrega substancias que fazem parte do sistema
imunoldgico para acelerar a cicatrizagdo (MOHAMMAD et al., 2020).

De modo geral, as mantas de PLA apresentaram atividade antimicrobiana contra as
cepas de S. aureus, demonstrando o desempenho dos combinados dos compostos dos dleos
essenciais incorporados na escala nano pela producdo das nanofibras e estas como um bom
suporte seguem suas caracteristicas fisicas e mecanicas. Outros estudos com PLA utilizaram
nanoparticulas de prata (AgNP) apresentando propriedades antibacterianas contra S.
haemolyticus, € Pseudomonas. (SANUSI et al., 2020).

Além disso, a acdo antimicrobiana da manta demonstra que os 6leos essenciais nao
foram afetados pelo solvente, como foi encontrado no estudo de Bilbao-Sainz et al. (2014) apud
Sanusi et al. (2020, p. 8); onde a producdo das nanofibras de PLA contendo
hidroxipropilmetilcelulose e cloridrato de tetraciclina foram fiadas em solucao de dois solventes
diferentes: cloroférmio/acetona (CA, 80:20 v/v) e 2,2,2-trifluoroetanol (TFE), sendo avaliadas
contra Escherichia coli e Listeria monocytogenes apresentaram atividade antimicrobianas.

Estudos realizados por Sanusi et al. (2020) e igualmente neste trabalho o PLA puro (sem
6leo essencial) ndo mostrou atividade antimicrobiana dentro do tempo estudado; podendo
afirmar que os 6leos essenciais em escala nano também apresentam atividade antimicrobiana

(PEREZ-RECALDE; ARIAS; HERMIDA, 2018).

3.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Micrografias obtida na magnitude de 10000 x (Figura 5) e a medida do didmetro das
nanofibras (TABELA 2) da manta de PLA correspondentemente por meio do sistema de fiacao
por sopro de solugdo (SBS) possibilitaram a observagao de fibras em disposicao aleatoria e com

diametros variados e a presenca de esferas em todos os tratamentos.
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Figura 5 - Micrografias das mantas de PLA

Legenda: Onde: (A) Controle; e com 6leos essenciais. Tratamento A (B); Tratamento B (C); Tratamento
C (D).
Fonte: Do autor (2021).

Tabela 2 - Diametro das mantas de PLA contendo a combinagdo de dleos essenciais dos
tratamentos A; B e C calculados ao 15% em relacdo ao peso do polimero

Ensaios M¢dia dos didmetros (nm)
A (6,4%) 209,4+66,8 a
B (12,9%) 208,6+56,4 a
C (14,6%) 222,5+51,4 a
Controle 255,5+98,5b

Fonte: Do autor (2021).

O didmetro médio das mantas de PLA pura foi de 255,5 nm, sendo estatisticamente
maior aos tratamentos contendo Oleos essenciais. As mantas de PLA ndo apresentaram

diferencas entre elas.
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O histograma da Figura 6 permite visualizar que o tamanho das mantas de PLA denotam
que a maioria das fibras ficou com didmetros entre 200 e 400 nm, sendo também produzidas

fibras com 100 nm, sendo poucas as que ultrapassaram os 400 nm.

Figura 6 - Distribui¢do dos didmetros das mantas de PLA
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Legenda: Onde: (A) Controle; e com os tratamentos A (B); B (C) e C (D).
Fonte: Do autor (2021).

Segundo Oliveira et al. (2011) citando a Eling; Gogolewski; Pennings, 1982; Kase;
Matsuo, 1965 e Katayama; Nakamura; Amano, 1968 “Em comparagdo com outros carreadores
de drogas, as nanofibras tém eficiéncia superior de encapsulamento de drogas e estabilidade
estrutural”. Os resultados deste estudo sdo promissores, mostrando que mais estudos devem ser
realizados e assim desenvolver um curativo apropriado com bom desempenho e econdmico.

A evaporacao rapida do solvente ¢ uma forma de garantir que as mantas de PLA nao
sejam toxicas, e a solidificagdo do polimero garante a separacdo de fases e melhora a
compatibilidade do polimero pelo processo SBS (OLIVEIRA et al., 2011). Os resultados

obtidos confirmam que as mantas produzidas apresentaram boas nanofibras tanto em didmetro
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quanto no comprimento; isto permite que as porcentagens utilizadas na incorporagdo dos 6leos

essenciais sejam Otimas.

3.3 Caracterizacio por espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier

(FTIR)

A Figura 7 apresenta os resultados da caracterizagdo pela anélise de FTIR da manta de
PLA correspondentemente por meio do sistema de fiagdo por sopro de solucdo (SBS),
observando-se as caracteristicas proprias do polimero (manta de PLA controle; cor preto) e a
presenca da combinagao dos 6leos essenciais dos ensaios A (6,4%vermelho); B (12,9%azul) e

C (14,6%verde).

Figura 7 - Espectros de FTIR das mantas de PLA
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O espectro de FTIR de PLA puro (FIGURA 7) mostra a presenga dos picos
caracteristicos de PLA, onde as bandas a 2995 e 2944 cm™' referem-se ao alongamento
assimétrico e simétrico C-H, respectivamente. O alongamento da carbonila (~C=0) do grupo
éster ¢ observado como uma banda intensa a 1752 cm™ e a flexdo do grupo —C=0 é observado
em 1265 cm™. Os picos a 1182, 1130, 1084 e 1042 cm! sdo atribuidos ao alongamento C-O.
As frequéncias de deformacao simétrica do grupo -CHj3 foram identificadas a 1380 e 1360 cm”
! e a deformacio assimétrica do grupo -CHj foi identificada a 1454 cm™. A banda a 755 cm™ é
atribuida ao estiramento C-C da fase cristalina, enquanto o pico a 867 cm™ ¢ atribuido ao
estiramento C-C da fase amorfa do polimero. Conforme mencionado na literatura (AHMED et
al., 2016; CHIENG et al., 2013; FU et al., 2018; GRANADOS-HERNANDEZ et al., 2018;
IGLESIAS et al.,2019; JOHARI et al., 2016; MARRA; CIMMINO; SILVESTRE, 2017; QIN
et al.,2017; YOUNES; COHN, 1988 apud NORBERTO, 2020, p. 48, 49).

Para que a producdo da manta de PLA tivesse as melhores propriedades fisicas e
quimicas na incorporacdo dos Oleos essenciais, tendo uma boa interagdo entre os grupos
funcionais do polimero e os compostos dos 6leos essenciais, levaram-se em conta todas as
variaveis: taxa de alimentagdo, pressao do ar, temperatura ambiente da camara, concentragao
da solugdo e o peso molecular do polimero, entre outros, fatores listados como importantes na
literatura (MEDEIROS et al., 2009; NORBERTO 2020).

Na Figura 8, encontram-se os Espectros de FTIR dos picos caracteristicos proprios das
combinagdes dos Oleos essenciais dos ensaios A (6,4%; preto), B (12,9%; vermelho) e C
(14,6%; azul).

Na Figura 9 encontram-se os Espectros de FTIR dos picos caracteristicos proprios de
cada dleo essencial incorporado na producao da manta de PLA.

Comparando as duas figuras, observa-se que os espectros da Figura 8 se assemelham
aos espectros mostrados na Figura 9, confirmando uma boa interagdo entre os grupos funcionais
do polimero e os compostos dos 6leos essenciais; como € o pico 2956, 2922, 1693, 1473, 1376,

849 cm™! os quais sdo proximos a Figura 8 do PLA puro.
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Figura 8 - Espectros de FTIR das mantas elaboradas com as misturas de 6leos essenciais nas
concentracdes finais de: A (6,4%), B (12,9%) e C (14,6%)
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Fonte: Do autor (2022).
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O espectro de FTIR do 6leo essencial da canela puro (FIGURA 9) mostra a presenga
dos picos caracteristicos de grupos funcionais; observando-se na faixa entre 1800-600 cm™ os
picos 1675 e 1628 cm’!, correspondem a vibragdo de estiramento de um aldeido carbonilico -
C=0 e C=C, correspondendo a altos niveis de cinamaldeido e derivados; o pico em 1451 cm’!
é caracteristico de uma absorcio de vibragdo de flexdo de dlcool C=OH; o pico em 1252 cm’!
corresponde a vibracao de estiramento de um éster de 4cido aromatico C-O-C; o pico em 1119
cm’! ¢ atribuido as vibragdes de estiramento de -C=0 e as vibragdes de deformacdo de C=OH;
o pico em 973 cm™! ¢ atribuido a vibracio de flexdo C-H absorgio, € os picos em 746 e 689 cm”
! s30 atribuidos a absor¢do de vibragdo de C-H do anel de benzeno. Conforme encontrado na
literatura (YAN-QUN et al., 2013).

O espectro de FTIR do 6leo essencial de lavanda puro (FIGURA 9) mostra a presenca
dos picos caracteristicos de seus grupos funcionais; o pico de 3000 cm™! correspondeu ao
alongamento O-H de grupos hidroxila (dlcoois, fenois e acidos) e também de estiramento N-H
em aminas I, II e amidas. Os picos entre 2896 e 2838 cm™! ocorrem devido & vibragdo C-H
(estiramento) de grupos alifaticos. A banda em 1630 cm™! foi atribuida a vibracio -C=0 de
cetonas, aldeidos, quininos e ésteres conjugados ligados. As bandas em 1229, por volta de 1000
e aquele em 912 cm™! sdo atribuidos ao alongamento de C —Oem C - OeHe C— O em
ligagcdes C — O e C, respectivamente. Conforme na literatura (SZYMCZYCHA-MADEJA;
WELNA; ZYRNICKI, 2013; PELISSARI et al., 2012; POLA et al., 2016; WEN-QIONG; YI-
HONG; YING, 2013 apud RASHED et al., 2019, p. 73).

O espectro de FTIR do dleo essencial de geranio puro (FIGURA 9) mostra a presenca
dos picos caracteristicos de seus grupos funcionais; observando-se na faixa de 2979-737 cm™.
O pico em 2979 cm™! pode ser devido ao alongamento O-H, vibragdes de alcoois. O pico em
2912 cm! ¢ resultado das vibragdes do anel C=C—C de compostos voldteis. As bandas em
1724 cm™ podem ser atribuidas ao estiramento de carbonila (-C=0) vibragdes do formiato de
nerila. Os picos agudos em 1458 e 1375 cm™ podem corresponder a deformagio CH> e
vibragdes de deformagao -CHj3 assimétricas dos monoterpenoides. A banda aguda em 1182 cm”
! pode ser atribuida ao C-O, vibragdes de alongamento. As bandas em 1052 e 825 cm™' podem
corresponder as vibragdes de metileno e vibragdes de flexdo fora do plano C-H,
respectivamente, conforme citado na literatura Conforme na literatura (CEBI; ARICI;
SAGDIC, 2021b; TAYLAN; CEBI; SAGDIC, 2021; AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2020;
BERECHET et al., 2015 apud NUR CEBI, 2021, p. 812).

O espectro de FTIR do 6leo essencial de hortela puro (FIGURA 9) mostra a presenca

dos picos caracteristicos dos grupos funcionais; observando-se os picos 2948 cm™!, 1675 cm’!
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¢ 2838 cm! respectivamente. No entanto, uma banda de estiramento C-H fortemente ligada e
pequeno harmonico devido a banda -C=0. Conforme na literatura (KAUR et al., 2018).

O espectro de FTIR do 6leo essencial de capim limdo puro (FIGURA 9) mostra a
presenca dos picos caracteristicos dos grupos funcionais; observando-se uma banda na forma
de tripleto, entre 2963 cm™' e 2844 cm™ que pode ser atribuida a grupos metilicos (CHs3),
metilénicos (CHz) e metinicos (C-H), confirmados pelo dubletos proximo a 1675 cm™,
equivalente as deformacdes angulares do grupo. A banda intensa ocorre entre 1630 ¢ 1375 cm”
! caracteristica da carbonila (-C=0). Conforme na literatura (PRADO, 2019).

As analises FTIR forneceram evidéncias da presenca dos compostos de 6leos essenciais
na manta de PLA feitas pelo processo SBS; confirmando, uma vez mais, que o polimero
utilizado neste estudo € promissor para futuras pesquisas.

De forma geral, as mantas de PLA apresentam o mesmo comportamento em seu
espectro quando adicionada de dleos essenciais, ou seja, uma boa miscibilidade entre o
polimero e os compostos dos Oleos essenciais empregados na producdo das mantas, isso
assegura a entrega dos compostos dos 6leos essenciais durante as andlises microbioldgicas
feitas, sendo, dessa forma, bom suporte para os mesmos.

A vida 1til da manta adicionada dos 6leos essenciais, avaliada apos trés meses de
armazenamento, foi avaliada utilizando-se as analises de MEV e FTIR e os resultados
mostraram que esse polimero mantém os Oleos essenciais durante a vida util dos 6leos nesse
periodo de estocagem. Porém, ndo foram realizadas analises microbiologicas para verificagdo

da atividade antimicrobiana da manta.
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4 CONCLUSAO

Esse trabalho mostrou que a produ¢ao do curativo elaborado com a manta fiada com
PLA e 6leos essenciais de canela, horteld do campo, geranio, lavanda e capim limao apresentam
potencial antimicrobiano sobre cepas de S. aureus. Vale ressaltar que existem poucos relatos
na literatura onde a manta de PLA foi fixadas juntamente com Oleos essenciais. Dessa forma

esse trabalho apresenta carater inovador.
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CAPITULO 4 - INCORPORACAO DE MISTURAS DE OLEOS ESSENCIAIS EM
MANTA DE POLI ALCOOL VINILICO (PVA): CARACTERISTICAS E
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA SOBRE Staphylococcus aureus

RESUMO

Staphylococcus aureus ¢ uma das bactérias mais envolvidas em processos infecciosos
em feridas em seres humanos e animais. Por serem oportunistas sobre o tecido lesionado, essa
bactéria tem a capacidade de formar biofilmes, causando na maioria das vezes feridas
persistentes. Por apresentar multipla resisténcia a antibidticos, o controle de S. aureus se torna
cada vez mais dificil. Assim, baseando-se nos principios da aromaterapia, o trabalho visou obter
manta de poli alcool vinilico (PVA) pela técnica de SBS com as misturas dos 6leos essenciais
de lavanda (Lavandula angustifolia Mill.), canela (Cinnamomum cassia (L.) J. Presl), capim
limao (Cymbopogon flexuosus (Nees ex Steud.) W. Watson), geranio do Egito (Pelargonium
graveolens L'Hér.) horteld do campo (Mentha arvensis L.), apresentando efeitos antimicrobiano
sobre as cepas de S. aureus, no que concerne com o objetivo proposto em fungdo do controle
de infecgdes persistentes de feridas, apresentando carater viavel e inovador. As mantas fiadas
apresentaram-se com em escala nano, lisas e com pouco emaranhados (defeitos) tanto com
quanto sem Oleos essenciais. Houve a¢do antimicrobiana sobre S. aureus. Entretanto, mais
estudos devem ser conduzidos para aumentar essa atividade.

Palavras-chave: Aromaterapia. Antimicrobianos naturais. Patogeno cutineo. Cicatrizagdo de
feridas. Biopolimeros. Oleos volateis.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is one of the bacteria mostly involved in infectious processes in
wounds in humans and animals. These pathogens are opportunistic thus have the ability to form
biofilms, most often causing persistent wounds. Due to its multiple resistance to antibiotics, the
control of S. aureus becomes increasingly difficult. Thus, based on the principles of
aromatherapy, the work aimed to obtain a polyvinyl alcohol (PVA) blanket using the blow
spinning technique SBS technique with mixtures of essential oils of lavender (Lavandula
angustifolia Mill.), cinnamon (Cinnamomum cassia (L.) J. Presl), lemongrass (Cymbopogon
flexuosus (Nees ex Steud.) W. Watson), Egyptian geranium (Pelargonium graveolens L'Hér.),
and field mint (Mentha arvensis L.), presenting antimicrobial effects on the strains of S. aureus,
with regard to the proposed objective based on the control of persistent wound infections,
presenting a viable and innovative character. The spun blankets were on a nano scale, smooth
and with little tangles (defects) both with and without essential oils. There were antimicrobial
activities on S. aureus. However, more studies should be conducted to increase this activity.

Keywords: Aromatherapy. Natural antimicrobials. Skin pathogen. Natural healing. Wound
healing. Biopolymers. Volatile oils.
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1 INTRODUCAO

Staphylococcus aureus € uma bactéria pertencente a microbiota dos seres humanos e
animais encontrada comumente na pele e nas mucosas; isolados de S. aureus podem causar
infeccdes de diferentes graus de gravidade uma vez que tenham acesso ao tecido lesionado ou
ferida (LIMA et al., 2015). Esses podem ser encontrados na forma de biofilme, infeccionando
o ferimento, culminando na formacgao de feridas cronicas (curso prolongado de cura e ameaga
de recorréncia da lesio (JOAQUIM et al., 2017 apud ARAUJO et al., 2020, p. 2). Um dos
fatores que contribuem para a dificuldade de erradicagcdo de S. aureus das feridas ¢ sua
capacidade em apresentar resisténcia a varias classes de antibioticos comumente empregados
na medicina, sendo muitas vezes multirresistentes (ALVES D. et al., 2018; BECKER; DIAS;
MACEDO, 2018; CHANDRA et al., 2018; LIMA et al., 2015; TROMBETTA et al., 2018).

A multirresisténcia bacteriana se apresenta tdo critica que recentemente foi divulgado
pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) divulgou um relatério solicitando o severo controle
do uso dos antibidticos tanto em seres humanos quanto na agroindustria. Diante desse cendrio,
a procura por terapias alternativas, dentre elas destacam-se a Aromaterapia, ou terapia dos 6leos
essenciais; os 6leos essenciais tém se mostrado eficientes no controle de varios microrganismos,
apresentando atividade bactericida, fungicida, antiviral, antiparasitario, dentre outros
(ALMEIDA et al.,2012; DAWOOD et al., 2021; FIRMINO et al., 2018; TROMBETTA et al.,
2005). Também apresentam agdo antioxidante, cicatrizante, anti-sépticas e anti-inflamatorias
(ACEVEDO et al.,2009; GAZIM et al., 2007; SOUSA et al., 2019; VALERIANO et al., 2012).
A utilizacao dos 6leos essenciais tem sido tdo significativa, que em 2018, no Brasil, o Ministério
da Satde, incluiu a sua pratica no Sistema Unico de Saude (SUS), como parte da Politica
Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) (BRASIL 2018).

O tratamento de feridas, inclui tratamentos clinicos e cirurgicos, sendo o “curativo” o
tratamento clinico mais utilizado para auxiliar na reparacao tecidual (VOINESKOS et al.,
2009). A escolha do tipo de curativo e sua composicao podem ser essenciais para a cicatrizagao

e recuperacao tissular (SMANIOTTO et al., 2012).

O conceito de nanotecnologia vem sendo aprimorado de acordo com os
avancos da ciéncia, por isso ainda ndo ha um conceito internacional
consensual para o termo. Na 4rea da saude, a European Medicines Agency
define a nanotecnologia como o uso de pequenas estruturas: menores de 1.000
nanometros de didmetro que sdo projetadas para apresentar propriedades
especificas. Particularmente nas areas de nanotecnologia farmacéutica e de
nanomedicina, os esfor¢cos em pesquisa e desenvolvimento (P&D) visam
principalmente projetar nanomedicamentos para oferecerem vantagens em
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relacdo aos seus homologos, principalmente devido as caracteristicas
adquiridas devido ao tamanho reduzido e elevada area superficial (DIMER et
al., 2013, p.1520).

As nanofibras s3o compostas de polimeros e utilizadas no processo de nanotecnologia
(RODRIGUES et al., 2022). Permitem alta relagdo area/volume, alto desempenho de
propriedades mecanicas e alta capacidade de funcionalizacdo da superficie (PATAQUIVA;
COBA, 2018).

Entre os métodos de fiagdo que estdo sendo utilizados para a producdo de micro e
nanofibras para aplicagdes biomédicas se encontra a técnica Solution Blow Spinning (SBS) ou
fiacdo por sopro em solugdo por ser de baixo custo (DARISTOTLE et al., 2016) que foi
desenvolvida por Medeiros et al. (2009) como alternativa a técnica electrospinning para a
producao de fibras poliméricas.

Virios sdo os polimeros que podem ser utilizados para a obtencdo de nanofibras, dentre
eles destaca-se o Poli alcool vinilico (PVA).

O PVA ¢ um polimero sintético, hidrofilico que apresenta boa capacidade de formagao
de filmes; boa estabilidade quimica, térmica, mecanica, permeabilidade a dgua, potencial anti-
incrustante, baixa pressdo operacional, ¢ biocompativel, sendo alternativa como polimero
biodegradavel porque até o momento tem sido observada sua degradacdo por microrganismo
como Fusarium lini, espécies de Pseudomonas, Brevibacterium incertum, Alcaligenes e
Bacillus (BAKER et al., 2012; BOLTO et al., 2009; NORD, 1936; SAKAI;, HAMADA;
WATANABE et al., 1986; WATANABE, 1975 apud CHIELLINI et al., 2003, p. 971, 977,
FARIA; VERCELHEZE; MALLI, 2012).

O PVA ¢ obtido a partir do homopolimero parental poli (acetato de vinil) (PVAc)
(CHIELLINI et al., 2003) a partir de sua polimerizagdo que ocorre através de um mecanismo
de radicais livres do vinil acetato, geralmente em solucdo alcodlica (metanol, etanol)
(MARTEN; ZVANUT, 1992 apud CHIELLINI et al., 2003, p. 969). O PVA ¢ produzido em
escala industrial pela hidrdlise (metandlise) de PVAc, muitas vezes em reator, realizadas em
batelada ou em processos continuos (CHIELLINI ez al., 2003), sendo utilizado para aplicagdes
de tratamento de dgua na forma de membranas, produ¢do de embalagens biodegradaveis
(BOLTO et al., 2009), também para alguns dos usos médicos mais comuns sdo em lentes de
contato gelatinosas, colirios, particulas de embolizacao, barreiras de adesdo tecidual e como
cartilagem e menisco artificial (BAKER et al., 2012). Dessa forma, o objetivo deste trabalho
foi obter mantas de nanofibras de PVA fiadas com diferentes misturas de oleos essenciais e

avaliar sua atividade antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Oleos essenciais

A partir dos resultados obtidos do DCCR descrito no Capitulo 2 foram selecionadas trés
concentracoes totais de misturas de 6leos essenciais: menor, média e elevada, sendo os ensaios

1 (6,4%); 31 (12,9%); 32 (14,6%) mostrados na Tabela 6 do Capitulo 2.

2.2 Produc¢ao da manta de poli alcool vinilico (PVA) com dleos essenciais

O processo de elaboracdo das mantas de PVA se deu no Laboratério de
Desenvolvimento Tecnoldgico do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Lavras
(UFLA).

As emulsdes foram realizadas com os ensaios 31 ¢ 32 (CAPITULO 2), utilizando-se os
resultados gerados pelo DCCR da Tabela 6. Cada uma das emulsdes fora misturada em um tubo
Falcon, sendo compostas por 6leos essenciais até completar um volume de 5 mL de agua
destilada estéril com Tween 80® a uma concentragdo de 0,5% (v/v), e em seguida,
homogeneizada com o auxilio de agitador tipo vortex.

As solugdes poliméricas foram preparadas contendo poli alcool vinilico (PVA) diluido
em agua destilada e nas nanoemulsdes anteriormente preparadas com a concentracao de 12%
(m/v). Para cada tipo de nanofibra foram preparados 20 mL da solu¢do em um béquer que foi
mantido fechado para impedir a volatilizacao do solvente. A solucdo polimérica foi preparada
em banho maria a 90°C, e, sob agitacdo magnética por, aproximadamente, 50 minutos. Apds a
completa diluicdo do polimero, a solucdo foi submetida a andlise de reologia, sendo
posteriormente transferida para uma seringa de plastico de 20 mL e conectada ao sistema de

Solution Blow Spinning (SBS) (BRETAS; D'AVILA, 2005).

2.2.1 Sistema de fiacdo por sopro de soluciao (SBS)

As fibras poliméricas de PVA em dgua (PVA) e emulsdes com as diferentes
concentragdes de 6leos essenciais foram produzidas a partir da técnica sistema de fiagdo por
sopro de solucdo (SBS), utilizando suas respectivas solucdes poliméricas e o aparato padrao

descrito por Medeiros et al. (2009), com algumas modificacdes.
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O sistema de SBS consistiu em um bocal concéntrico no qual a solu¢do polimérica foi
alimentada pelo bocal interno e o ar pressurizado foi alimentado pelo bocal externo por um
compressor (CHIAPERINI MC 12 BPV 150L), com a utilizagdo de ar pressurizado aquecido e
solucao polimérica aquecida, ambos com temperatura controlada.

No processo de fixacdo a distdncia de protusdo do bocal interno em relagdo ao externo
foi de 15 mm. O controle da taxa de alimentagdo da solucdo polimérica foi realizado por uma
bomba de seringa (NE - 300; New Era Pump Systems), sendo que a taxa de injecao da solugao
polimérica aplicada foi de 4 mL.h™!' e a pressdo do ar foi 70 Psi. A umidade do ambiente foi
mantida em 41 £ 1 % e as temperaturas do ambiente, da seringa de plastico contendo a solugao
polimérica e do ar pressurizado foram 37 + 1°C, 45 + 2°C e 40 + 2°C, respectivamente. Além
disso, um coletor fabricado a partir de tela de arame, sob rotagao, foi colocado a uma distancia
de trabalho (WD) de 40 cm em relagdo ao bocal concéntrico de acordo com Medeiros et al.
(2009) com modificacdes.

As fibras produzidas coletadas no coletor pesaram aproximadamente um gramo; foram
divididas em duas partes, a primeira foi imediatamente avaliada contra as cepas de S. aureus
GL 8702, GL 8548 e GL 5674; a segunda foi armazenada em potes herméticos (coletadas em
papel de aluminio), sob refrigeracdo a 8°C e ao abrigo de luz até serem utilizadas nas analises
de microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de infravermelho com

transformada de fourier (FTIR).

2.3 Atividade antimicrobiana do filme de PVA sobre S. aureus

Para a agao inibitéria do filme de PVA contendo a combinagado de 6leos essenciais dos
ensaios 31 e 32 foi realizada através da técnica de submersao e visualizados em placas de TSA
e Baird Parker (BP); também sendo os filmes de PVA testado simultaneamente submetido por
5 minutos a ldampada UV com o proposito de ser esterilizado e sem perder sua propriedade
antimicrobiana. Se houvesse menor crescimento da cepa, a analise da atividade antimicrobiana
seria realizada através da diluicdo das amostras que por turbidez apresentaram menor
crescimento de acordo com o controle positivo.

A técnica de submersdo consistiu em aliquotas de 20 puL da cultura padronizada em
cerca de 10® UFC/mL das cepas GL 8702; GL 8548 e GL 5674 foram dispensadas
respectivamente em cada tubo Falcon contendo 5 mL de caldo BHI e os filmes, sendo em

seguida, incubados a 37°C por 24 h. Apds esse periodo, foram acrescentados 5 mL de caldo
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BHI aos tubos Falcon e incubados a 37°C por 24 h. Apo6s esse periodo, foi observada a presenga
ou auséncia de crescimento das cepas de S. aureus.

Os resultados foram comparados segundo o controle, € os tubos que ndo apresentaram
turbidez ou menor turbidez, foram semeadas e espalhadas em placas de Petri e incubadas a

37°C por 24 h. Apds esse periodo, foram contadas. Fonte: Do autor (2021).

2.4 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As andlises de Microscopia Eletronica de Varredura foram realizadas no Laboratério de
Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural, situado no Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras — MG.

As amostras foram realizadas no tempo zero, coladas em stubs de aluminio com o
auxilio de uma fita dupla face de carbono, recobertas com ouro e auxilio de um aparelho
evaporador de ouro (BALTEC-050) e analisadas em Microscopio eletronico de varredura de

ultra alta resolucdo, livre de campo FEG-SEM (Tescan Clara, Republica Tcheca).

2.5 Caracterizacao por Espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier

(FTIR)

As andlises foram realizadas no laboratorio de espectroscopia de infravermelho com
transformada de fourier, situado no Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), Lavras — MG.

Para a caracterizagao dos grupos funcionais dos compostos organicos contidos na manta
de PVA realizadas no tempo zero, contendo a combinacao de 6leos essenciais dos ensaios 31 e
32 e sua interagdo com os diferentes 6leos utilizados na produgdo das fibras, bem como avaliar
a incorporagao dos 6leos essenciais na matriz polimérica produzidas através da fiagao por sopro,
foram realizadas andlises de espectroscopia vibracional no infravermelho empregando um
espectrometro FT-IR Varian 600-IR com transformada de Fourier (FTIR), com acessorio
GladiATR da Pike Technologies acoplado para medidas por reflectancia total atenuada (ATR)
a 45° com cristal de seleneto de zinco. A faixa espectral analisada foi de 400 a 4.000 cm™,

resolugdio de 4 cm™! e 32 varreduras (LOPES; FASCIO, 2004).
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2.6 Analise estatistica

Os resultados dos diametros das mantas de PVA contendo a combinag¢ao de dleos
essenciais dos ensaios 31 e 32; calculados ao 12% (m/v) foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade, usando no software
Sisvar (FERREIRA, 2011).
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3 DISCUSSAO DE RESULTADOS
3.1 A¢ao antimicrobiana da manta de PVA fiada com dleos essenciais sobre S. aureus

Através da técnica de submersdo, pode ser observada uma redug¢do no crescimento

celular nos ensaios 31 e 32 em comparacdo ao controle positivo (FIGURA 1).

Figura 1 - Tlustracdo da avaliagdo da acdo inibitéria da manta PVA contendo a combinagdo de
0leos essenciais do ensaio 32 (técnica de submersao)

Legenda: Onde A: O tubo Falcon de 150 mL que se encontra a esquerda € o controle positivo (presencga
do microrganismo); do meio, tem cultura e manta fiada com mistura de 6leos essenciais do ensaio 32
(14,6% de 6leo) e o seguinte é o controle negativo (auséncia do microrganismo); B: Sdo as placas
semeadas dos tubos Falcon de 150 mL, onde de esquerda para direita, a primeira e terceira placa
corresponde ao tubo do meio. A segunda placa ¢ o controle positivo e a quarta placa ¢ o controle
negativo; C: A placa mostra o crescimento da cepa avaliada de S. aureus, onde os pontos pretos se
observam espacos brancos (auséncia da cepa avaliada).

Fonte: Do autor (2021).

A Figura 2 ilustra os resultados obtidos da a¢d@o inibitéria da manta de PVA contendo
6leos essenciais dos ensaios 31 ¢ 32 gerados pelo DCCR da Tabela 6 (CAPITULO 2) sobre as
cepas de S. aureus pela técnica de submersdo. Os resultados demonstraram a agdo

antimicrobiana da manta.
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Figura 2 - Ilustra¢do do experimento da avaliacdo da ac¢do inibitdria da manta de PVA contendo
a combinacao de oleos essenciais dos ensaios 31 e 32

Fonte: Do autor (2021).

Ja, a Tabela 1 traz os resultados que apresentaram menor crescimento da cepa na
avaliacdo da acdo inibitoria da manta de PVA contendo diferentes concentracdes de 6leos

essenciais dos ensaios 31 e 32 segundo a Tabela 6 do DCCR do Capitulo 2.

Tabela 1 - Avaliagdo da acdo inibitéria da manta de PVA contendo a combinagao de 6leos
essenciais do ensaio 32 para a cepa GL 8702 (técnica de submersao)

LOG UFC/mL
S. aureus Manta
Controle (PVA) PVA de 14,6% com 0.125 gr
GL 8702 10,24+0,33 8.4+0,595

Fonte: Do autor (2021).

A Figura 2 e Tabela 1 confirmam a diminui¢do de 1,8 Log UFC/mL para a cepa GL
8702 de S. aureus, demonstrando que a técnica empregada foi melhor por contato direto da
manta de PVA com as cepas de S. aureus avaliadas; por ter facilitado a liberagdo dos compostos
dos oleos essenciais contidos nas nanofibras; projetando a ensaios futuros ¢ uma simulacao da
ferida com o curativo, porque o corpo segrega substancias que fazem parte do sistema
imunologico para acelerar a cicatrizagdo (MOHAMMAD et al., 2020).

De modo geral, a manta de PV A apresentou atividade antimicrobiana sobre as cepas de
S. aureus, demonstrando o desempenho dos combinados dos compostos dos 6leos essenciais
incorporados na escala nano pela producao das nanofibras e estas como um bom suporte seguem

suas caracteristicas fisicas € mecanicas.



113

Além disso, a agdo antimicrobiana da manta demonstra que os 6leos essenciais nao
foram afetados pelo solvente com a técnica de SBS, como foi encontrado no estudo de Bilbao-
Sainz et al. (2014) apud Sanusi et al. (2020, p. 8); onde a producdo das nanofibras de PLA
contendo hidroxipropilmetilcelulose e cloridrato de tetraciclina foram fiadas em solucdo de dois
solventes diferentes: cloroformio/acetona (CA, 80:20 v/v) e 2,2,2-trifluoroetanol (TFE), sendo
avaliadas contra Escherichia coli e Listeria monocytogenes apresentaram atividade

antimicrobianas.

3.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A andlise de microscopia eletronica de varredura (MEV) facilitou a caracterizacdo da
morfologia. Micrografias obtidas na magnitude de 10000 x (Figura 3) e do diametro (Tabela 2)
da manta de PVA correspondentemente por meio do sistema de fiacdo por sopro de solugao
(SBS).

Figura 3 - Micrografias das mantas de PVA

Legenda: Onde: (A) Controle; e com oleos essenciais segundo os resultados gerados pelo DCCR da
Tabela 6 (CAPITULO 2) dos ensaios: 1 (B); 31 (C).
Fonte: Do autor (2021).

As micrografias acima possibilitaram a observagdo de fibras em disposi¢do aleatéria e

com didmetros variados.
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Um dos fatores que influenciou sob a produ¢do da nanofibra de PVA para apresentar

boa estrutura sendo lisas e poucos bea

ds (defeito na fibra) (FIGURA 3) observados nas analises

MEYV, se deve a viscosidade; segundo trabalho realizado por Oliveira ef al. (2011).

Tabela 2 - Diametro das mantas de PVA contendo a combinacao de 6leos essenciais dos ensaios
31 e 32; calculados ao 12% (m/v)

Ensaios Conc. de 6leos (%) Meédia dos didmetros (nm)
B 12,9 395,3497,2 b
C 14,6 352,5+118,7 a
Controle 0 347,2490,2 a

F

onte: Do autor (2021).

O diametro médio da manta de PVA sem adig@o de 6leos essenciais foi de 347,2 nm,

sendo estatisticamente menor que o tratamento B, contendo Oleos essenciais, o qual foi

significativamente maior que o diametro das fibras do tratamento C, sendo esse de didmetro

significativamente semelhante ao controle.

O histograma da Figura 4 permite visualizar o tamanho das mantas de PV A, foi possivel

constatar que a maioria das fibras ficou com didmetros entre 200 ¢ 600 nm, sendo também

produzidas fibras com 100 nm, sendo

poucas as que ultrapassaram os 600 nm.

Figura 4 - Distribui¢do dos didmetros das mantas de PVA
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Legenda: Onde: (A) Controle; e com 6leos essenciais segundo os resultados gerados pelo DCCR da
Tabela 6 (CAPITULO 2) dos ensaios 31 (B); 32 (C).

Fonte: Do autor (2021).
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Para que a produg¢do da manta de PVA tivesse as melhores propriedades fisicas e
quimicas na incorpora¢do dos 6leos essenciais dos ensaios 31 e 32, tendo uma boa interagdo
entre os grupos funcionais do polimero e os compostos dos Oleos essenciais, se tiverem em
conta todas as variaveis: taxa de alimentagao da solucao polimérica, pressao do ar, temperatura
ambiente da cadmara, concentragdo da solugdo e o peso molecular do polimero, entre outros.

(BRETAS; D'AVILA, 2005).

3.3 Caracterizacio por espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier

(FTIR)

A Figura 5 apresenta os resultados da caracterizacao pela andlise de FTIR da manta de
PVA correspondentemente por meio do sistema de fiacdo por sopro de solucdo (SBS),
observando-se as caracteristicas proprias do polimero (manta de PVA controle; cor preto) e a
presenga da combinagdo dos 6leos essenciais dos ensaios 31(12,9%; vermelho) e 32(14,6%;

azul).

Figura 5 - Espectros de FTIR das mantas de PVA.
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Fonte: Do autor (2022).

O espectro de FTIR de PVA puro mostra a presenca dos picos caracteristicos de PVA,
encontrando-se na faixa 1730 — 830 cm™! sendo aproximadamente, 1730, 1410 ,1090 e 830 cm"

! referentes as vibracdes de estiramento de -C=0, de C-O-C, vibracdes de dobramento de CH;
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e vibragdes de estiramento de C-C, respectivamente. Conforme na literatura (KUMAR et al.,
2014; MANSUR et al., 2008).

A Figura 6 apresenta os espectros de FTIR dos picos caracteristicos proprios so das
combinagdes dos 6leos essenciais dos ensaios 31 (12,9%; vermelho) e 32 (14,6%; azul).
Mostrando que os espectros da Figura 5 encaixa com os espectros da Figura 6, confirmando
uma boa interacdo entre os grupos funcionais do polimero e os compostos dos 6leos essenciais;

como s30 os picos 1693, 1473, 1059 e 844 cm! sendo proximos a Figura 5 do PVA puro.

Figura 6 - Espectros de FTIR das combinagdes dos 6leos essenciais dos ensaios 31 e 32
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Fonte: Do autor (2022).

Figura 7 - Espectros de FTIR dos diferentes oleos essenciais utilizados para a producdo da
manta de PVA
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Fonte: Do autor (2022).



117

O espectro de FTIR do 6leo essencial da canela puro (Figura 7) mostra a presencga dos
picos caracteristicos dos grupos funcionais; observando-se na faixa de 1800-600 cm™ os picos
1675 e 1628 cm™!, correspondem a vibragdo de estiramento de aldeido carbonil -C=0 e C=C
correspondendo a altos niveis de cinamaldeido e derivados; o pico em 1451 cm™'é caracteristico
de absorcdo de vibragio de flexdo de alcool C=OH; o pico em 1252 cm™! corresponde a vibragio
de estiramento de um éster de 4cido aromético C-O-C; o pico em 1119 cm™ ¢ atribuido a as
vibragdes de estiramento de C-O e as vibragdes de deformacio de C=OH; o pico em 973 cm’!
¢ atribuido a vibracdo de flexdo C-H absorcdo, e os picos em 746 e 689 cm™! sdo atribuidos a
absorc¢ao de vibracdo de C-H do anel de benzeno. Conforme na literatura (YAN-QUN et al.,
2013).

O espectro de FTIR do 6leo essencial de lavanda puro (Figura 7) mostra a presenca dos
picos caracteristicos dos grupos funcionais; o pico de 3000 cm™ correspondeu ao alongamento
O-H de grupos hidroxila (alcoois, fenois e acidos) e também de estiramento N-H em aminas I,
II e amidas. Os picos entre 2896 e 2838 cm™! foram devidos a vibragio C-H (estiramento) de
grupos alifaticos. A banda em 1630 cm™! foi atribuida a vibragio -C=0 de cetonas, aldeidos e
ésteres conjugados ligados. As bandas em 1229, por volta de 1000, e em 912 cm! atribuido ao
alongamento de C—Oem C—-O—He C—0 em ligagdes C — O — C, respectivamente. Conforme
na literatura (SZYMCZYCHA-MADEJA; WELNA; ZYRNICKI, 2013; PELISSARI et al.,
2012; POLA et al., 2016; WEN-QIONG; YI-HONG; YING, 2013 apud RASHED et al., 2019,
p. 73).

O espectro de FTIR do 6leo essencial de geranio puro (Figura 7) mostra a presenca dos
picos caracteristicos dos grupos funcionais; observando-se na faixa de 2979 - 1052 cm™!. O pico
em 2979 cm! pode ser devido ao alongamento O-H vibragdes de dlcoois. O pico em 2912 cm”
I ¢ resultado das vibragdes do anel C=C—C de compostos volateis. As bandas em 1724 cm’!
podem ser atribuidas ao estiramento de carbonila (-C=0) vibragdes. Os picos agudos em 1458
e 1375 cm! podem corresponder a deformacio CH» e vibragdes de deformagio -CHs
assimétricas. A banda aguda em 1182 cm™ pode ser atribuida ao C-O as vibragdes de
alongamento. A banda em 1052 cm™ pode corresponder as vibragdes de metileno e vibragdes
de flexao fora do plano C-H, respectivamente. Conforme na literatura (CEBI; ARICI; SAGDIC,
2021b; TAYLAN; CEBI; SAGDIC, 2021; AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2020;
BERECHET et al., 2015 apud NUR CEBI, 2021, p. 812).

O espectro de FTIR do 6leo essencial de horteld puro (Figura 7) mostra a presenga dos

picos caracteristicos dos grupos funcionais; observando-se os picos 2948 cm™, 2838 cm™! e
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1675 cm™! respectivamente. No entanto, uma banda de estiramento C-H fortemente ligada e ao
alongamento devido a banda -C=0. Conforme na literatura (KAUR et al., 2018).

O espectro de FTIR do 6leo essencial de capim limao puro (FIGURA 7) mostra a
presenca dos picos caracteristicos dos grupos funcionais; observando-se uma banda na forma

e 2844 cm™ que pode ser atribuida a grupos metilicos (-CH3),

de tripleto, entre 2963 cm’
metilénicos (CH,) e metinicos (CH), confirmados pelo dubletos proximo a 1675 cm™,
equivalente as deformacdes angulares do grupo. A banda intensa ocorre entre 1630 ¢ 1375 cm”
! caracteristica da carbonila (-C=0). Conforme na literatura (PRADO, 2019).

As andlises FTIR de PVA forneceram evidéncias da presenga dos compostos de 6leos
essenciais feitas pelo processo SBS; confirmando uma vez mais que os polimeros utilizados
neste estudo sdo promissores para futuras pesquisas.

Em forma geral a Figura 5 das mantas de PVA apresentam um mesmo comportamento
em seu espectro, ou seja, uma boa miscibilidade entre o polimero e os compostos dos dleos
essenciais empregados na producdo das mantas, isso assegura a entrega dos compostos dos
Oleos essenciais durante as andlises de microbiologia feitas, e assim mesmo indicam que sdo
um bom suporte para 0s mesmos.

Depois de trés meses foram feitas as analises de MEV e FTIR para a manta de PVA
(FIGURAS 3 e 5); se pode dizer que este polimero conserva a vida util dos dleos essenciais na

manta.
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4 CONCLUSAO

Esta pesquisa mostrou que a producao do curativo elaborado com a manta fiada com e
PVA e 6leos essenciais de canela, hortela do campo, geranio, lavanda e capim limao apresentam
potencial antimicrobiano. Vale ressaltar que existem poucos relatos na literatura onde a manta

de PVA foi fixada com 6leos essenciais. Dessa forma esse trabalho apresenta carater inovador.
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