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RESUMO

O biofilme pode ser definido como um complexo ecossistema microbiologico séssil, formado
por uma ou mais espécies de bactérias, fungos ou protozodrios, isolados ou em combinagdo,
embebido em uma matriz de substancias poliméricas extracelulares. Dentre os
microorganismos capazes de formar biofilme tem-se a Pseudomonas aeruginosa, bactéria
gram-negativa com amplos fatores de viruléncia e elevada resisténcia a antimicrobianos,
dificultando o tratamento de infec¢des acometidas por ela, sendo uma das principais
responsaveis por infecgdes nosocomiais. Nesse sentido, diante de diversos estudos que
demonstram sua eficdcia, a fitoterapia e os 6leos essenciais apresentam-se COmo promissoras
alternativas terapéuticas frente & microorganismos multirresistentes. A vista disso, o objetivo
da presente pesquisa foi avaliar as atividades antibacteriana e antiaderente dos O6leos
essenciais de FEucalyptus globulus e Eucalyptus citriodora contra a cepas clinicas de P.
aeruginosa, € comparar os seus efeitos antibiofilme com digluconato de clorexidina a 0,12%.
Como metodologia utilizou-se de experimentos em duplicata, sendo que para determinagao da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentragao Bactericida Minima (CBM) dos
6leos foi empregada a técnica de microdiluicio em caldo em placas de 96 pocos.
Concomitantemente, para a determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima de Aderéncia
(CIMA) usou-se da técnica de tubos de vidro inclinados na presenca de 5% de sacarose,
empregando propor¢des correspondentes ao 6leo essencial puro até a diluicao 1:1024, e seu
controle positivo foi com digluconato de clorexidina a 0,12%. Os resultados obtidos
indicaram que os 6leos essenciais de E globulus e E. citriodora variaram entre os efeitos forte
e moderado diante das cepas de P. aeruginosa testadas, assim como entre acio bactericida e
bacteriostatica. Além disso, os 6leos demonstraram efeito antiaderente eficaz e superior ao
controle positivo, destacando-se o E. globulus como mais eficaz.

Palavras-chave: Fitoterapia; Odontologia; Microbiologia.



ABSTRACT

Biofilm can be defined as a complex sessile microbiological ecosystem formed by one or
more species of bacteria, fungi or protozoa, isolated or in combination, embedded in a matrix
of extracellular polymeric substances. Among the microorganisms capable of forming biofilm
is Pseudomonas aeruginosa, a gram-negative bacterium with extensive virulence factors and
high resistance to antimicrobials, making it difficult to treat infections caused by it, and it is
one of the main causes of nosocomial infections. In this sense, in view of various studies
demonstrating their efficacy, phytotherapy and essential oils are promising therapeutic
alternatives to multi-resistant microorganisms. In view of this, the aim of this study was to
evaluate the antibacterial and anti-adherent activities of the essential oils of Eucalyptus
globulus and Eucalyptus citriodora against clinical strains of P. aeruginosa, and to compare
their antibiofilm effects with 0.12% chlorhexidine digluconate. Duplicate experiments were
used to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) of the oils using the broth microdilution technique in 96-well plates. At
the same time, the Minimum Adherence Inhibitory Concentration (MIC) was determined
using the inclined glass tube technique in the presence of 5% sucrose, using proportions
corresponding to the pure essential oil up to a dilution of 1:1024, and its positive control was
0.12% chlorhexidine digluconate. The results obtained indicated that the essential oils of E.
globulus and E. citriodora varied between strong and moderate effects on the P. aeruginosa
strains tested, as well as between bactericidal and bacteriostatic action. In addition, the oils
showed an effective anti-adherent effect and were superior to the positive control, with E.
globulus standing out as the most effective.

Keywords: Phytotherapy; Dentistry; Microbiology.
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1 INTRODUCAO

O biofilme pode ser definido como um complexo ecossistema microbiolégico séssil,
formado por uma ou mais espécies de bactérias, fungos ou protozodrios, isolados ou em
combinacdo (Kasnowski et al., 2010; Meira, 2021). Estima-se que mais de 90% dos
microorganismos vivem sob essa forma de vida, podendo colonizar quase que qualquer
ambiente com condicdes favordveis (Menoita et al., 2012). As bactérias podem viver como
células de vida livre (ou planctonicas) ou como células sésseis, também chamadas de
biofilme, o qual indica o seu teor cronico de formacgao (Da Silva Trentin, Giordani e Macedo,

2013; Ribeiro, 2019).

Essa estrutura encontra-se embebida em uma matriz de substiancias poliméricas
extracelulares, responsdvel pela morfologia, estrutura, coesdo e integridade funcional do
biofilme, no qual se adere a uma superficie bitica ou abidtica. E sabido que a dgua estd
presente em grande propor¢do na composi¢ao do biofilme, preenchendo até cerca de 97% da
matriz, enquanto os microorganismos compdem em torno de 3% dessa organizacao (Da Silva

et al., 2020; Kasnowski et al., 2010; Oliveira, Brugnetra e Piccoli, 2010).

O combate do biofilme pode suceder por meio da inibicdo de sua formacdo, ou do
tratamento do biofilme ja formado. A primeira ocorre através do bloqueio da adesdo
bacteriana a uma superficie ou por meio do rompimento da comunicagdo entre essas bactérias
(Quorum sensing) pelo o uso profilatico de antibidticos e biocidas. J4 o tratamento acontece
mediante a remog¢ao mecanica desse biofilme, o uso de antimicrobianos e a substituicdo dos
dispositivos biomédicos, como cateteres e tubos endotraqueais (Boles e Horswill, 2011;

Carvalho et al., 2019; Castro, 2019; Frasnelli, Oliveira e Cancian, 2011).

Dentre os microorganismos capazes de formar biofilme, encontra-se a Pseudomonas
aeruginosa, uma bactéria gram-negativa em forma de bacilo, com amplos fatores de
viruléncia e intrinsecamente resistente a diversos antibacterianos. Essa espécie é encontrada
principalmente em dispositivos biomédicos implantdveis, sendo uma das principais
responsaveis por infecgdes nosocomiais. Estudos também detectaram a presenga significativa
de P. aeruginosa em biofilme subgengival de pacientes com periodontite e em canal
endodontico (Colombo et al., 2013; Da Silva Trentin, Giordani e Macedo, 2013; Roca, 2014;
Neves et al., 2011; Spezzia, 2019; Vasconcellos et al., 2021).

A Pseudomonas aeruginosa apresenta diversos mecanismos de resisténcia a
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antibacterianos, tanto natural quanto adquirida, dentre elas, a producdo de enzimas [3-
lactamases, as quais inativam drogas betalactamicas como penicilinas, cefalosporinas e
carbapenémicos (Alvarez et al., 2005; Caixeta et al., 2019; Mota, Oliveira e Souto, 2018;
Santos, Nogueira e Mendonga, 2015). As infec¢des causadas por essa bactéria estdo entre as
mais temidas, devido a dificuldade de tratamento consequente da elevada resisténcia dessa
espécie, apresentando assim, um desafio para as op¢des terapéuticas sintéticas (Ndébrega, Do

Carmo Filho e Pereira, 2013).

Destarte, a fitoterapia tem se tornado uma promissora alternativa terapéutica para o
tratamento de microorganismos multirresistentes, visto suas diversas vantagens como menor
custo a populacdo e aos servicos de saide, grande disponibilidade de matéria-prima, boa
aceitacdo popular, menor efeito colateral e melhor tolerancia dos pacientes (Aleluia et al.,
2017; Almeida, 2017). Nesse sentido encontram-se 0s 6leos essenciais, também chamados de
6leos volateis ou esséncias, que se originam do metabolismo secundédrio de plantas e
apresentam-se como misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente

odoriferas e liquidas (Nascimento e Prade, 2020; Sarto e Zanusso Junior, 2014).

Ademais, o eucalipto pode ser encontrado em todas as regides da flora brasileira,
sendo conhecidas cerca de 400 espécies, as quais podem ser aproveitadas desde o seu caule
para extracao de celulose, até suas folhas, onde sdo retirados seus 6leos essenciais (Andrade,
2021; Estanislau et al., 2001). Esses 6leos podem ser divididos em trés grupos substanciais,
que se diferenciam de acordo com a finalidade: medicinal, industrial ou de perfumaria (Vitti e

Brito, 2003).

A espécie Eucalyptus globulus € a principal produtora dos 6leos com fins medicinais,
sendo seu principal componente o monoterpeno cineol, bastante utilizado em produtos
farmacéuticos como inalantes, saborizantes e aromatizantes para medicamentos e produtos de
higiene bucal. Ja o Eucalyptus citriodora é o mais explorado na industria de perfumaria, com
o constituinte predominante sendo o monoterpeno citronelal, utilizado para aromatizar

produtos de limpeza (Azambuja, 2009; Azambuja, 2017; Vitti e Brito, 2003).

Desta maneira, tendo em vista o conhecimento sobre as propriedades dos Oleos
essenciais contra diversos microorganismos, este trabalho propde-se avaliar a potencial
atividade antiaderente dos Oleos essenciais de Eucalyptus globulus e Eucalyptus citriodora

contra a cepa de Pseudomonas aeruginosa.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Biofilme bacteriano

A adesdo bacteriana € a primeira etapa da formacgdo do biofilme (Figura 1), tratando-se
de um processo complexo e dependente de diversos parametros relacionados ao
microorganismo envolvido, ao sitio de adesdo e ao microambiente de ambos como pH,
temperatura e disponibilidade de nutrientes. A adesdo primdria é reversivel e pode ocorrer de
duas maneiras: por meio de interacdes fisico-quimicas ndo especificas entre bactérias e
superficies abidticas; ou através de interacdes moleculares mediadas por ligacdes especificas
(receptor-ligante) em superficies bidticas. Nessa fase os microorganismos estdo fracamente
aderidos a superficie, podendo ser facilmente removiveis (Caixeta et al., 2019; Da Silva
Trentin, Giordani e Macedo, 2013; Ribeiro, 2015).

Sem a desorganizacdo desse biofilme, ocorre um aumento da formagdo dessa
estrutura, onde é possivel estabelecer a adesdo secunddria, irreversivel. Os microorganismos
produzem uma matriz extracelular polissacaridea ou proteica pela qual se aderem a superficie
quando as bactérias planctonicas estdo em elevado grau de agregacdo e se tornam sésseis,
promovendo assim a maturacdo do biofilme. Os polissacarideos extracelulares promovem
fortes ligagdes entre as células e o meio, formando o biofilme propriamente dito e sua
caracteristica irreversivel (Da Silva Trentin, Giordani e Macedo, 2013; Neves et al., 2021;

Venturini, 2017).
Figura 1: Estagios de desenvolvimento do biofilme

5 Liberacdo
Biofilme maduro

: de
Células i Agregados ou <Tul
L : e RS celulas
plancténicas | microcolonias -
i - il
Inicio do S -
e T |
—aw

Adesao reversivel Adesio irreversivel

Fonte: ResearchGate. Disponivel em: https://www.researchgate.net/figure/Figura-4-Estagios-do-
desenvolvimento-dos-biofilmes-adesao-reversivel-com-a-formacao-de figd 260544548. Acesso em: 23 jan.

2023.



https://www.researchgate.net/figure/Figura-4-Estagios-do-desenvolvimento-dos-biofilmes-adesao-reversivel-com-a-formacao-de_fig4_260544548
https://www.researchgate.net/figure/Figura-4-Estagios-do-desenvolvimento-dos-biofilmes-adesao-reversivel-com-a-formacao-de_fig4_260544548

12

A estrutura tridimensional da matriz extracelular mantém as células do biofilme o mais
proéximo possivel, o que permite a interacdo e comunicacdo entre elas. Dessa forma, promove
a estabilidade mecanica e a protecdo dos microorganismos que o compde contra defesas
imunolégicas, cdtions metdlicos, oxidacdo, desidratacio e alguns antimicrobianos,

favorecendo a resisténcia dessa organizagao (Pedraza, 2016; Salamanca, 2017).

Nesse sentido, a resisténcia bacteriana do biofilme pode ocorrer por meio de diversos
mecanismos, dentre eles a alteracio dos canais proteicos inespecificos, as porinas,
influenciando na permeabilidade da matriz e dificultando a penetracdo de farmacos; a
alteracdo da bomba de efluxo, que propicia a expulsio do antimicrobiano para o meio
extracelular; e o mecanismo enzimdtico, capaz de neutralizar ou inibir os efeitos
farmacoldgicos desses agentes. De tal modo, essas ferramentas apresentam-se como
importantes fatores de patogenicidade (Da Silva Trentin, Giordani e Macedo, 2013; Pinto,

2016).

2.2 Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram-negativa, onipresente, movel,
oportunista e hidrofilica, sendo comumente encontrada em ambientes imidos. Essa espécie €
de vida livre e mével devido a presenca de um ou mais flagelos, possui forma de bacilo e
mede aproximadamente de 0,5 a 1 um de didmetro e 1,5 a 5 um de comprimento. Além disso,
a maioria de suas cepas produzem pigmentos fluorescentes capazes de retardar o crescimento
de outras espécies, favorecendo assim, a sua colonizacdo. Classifica-se no grupo de bactérias
aerobias facultativas e ndo fermentadoras, pois obtém energia dos carboidratos a partir da sua
oxidacdo, por fim, geralmente possuem baixa exigéncia nutricional e ndo sdo esporuladas,
podendo sobreviver em condi¢Oes extremas (Assuncdo, Pereira e Abreu, 2018; Dini, 2016;

Paz-Zarza et al., 2019; Roca, 2014).

Os aspectos morfoldgicos e metabdlicos da P. aeuruginosa associados a estrutura de
biofilme (Figura 2) favorecem seus fatores de viruléncia e patogenicidade, assim como sua
resisténcia. Dessa maneira, esse microorganismo se caracteriza como tipico de infec¢des
nosocomiais, sendo um dos principais agentes causadores dessas afeccdes no Brasil. Em razao
da sua elevada resisténcia a antibacterianos adjunto a sua dificil erradicagdo, as infec¢des
causadas por P. aeruginosa t€ém resultado em elevados indices de morbidade e mortalidade

(Cardenas et al., 2017; Neves et al., 2011; Silva, 2016).



13

Figura 2: Biofilme de Pseudomonas aeruginosa

Fonte: Bacteria in Photos. Disponivel em: http://www.bacteriainphotos.com/bacterial-biofilm.html.

Acesso em 25 jan. 2023.

Nessa conjuntura, a prevaléncia de P. aeruginosa é relativamente baixa em individuos
sauddveis, em alternativa, sua colonizacdo é comum em pacientes hospitalizados e
imunossuprimidos, conferindo sua caracteristica de patégeno oportunista (Dini, 2016;
Marconi, 2019; Rodrigues, 2016). A utilizacdo de dispositivos biomédicos como cateteres,
endoscopios, aparelhos de didlise, respiradores e tubos endotraqueais facilitam a colonizacao
desses microorganismos, assim como a negligéncia de cuidados orais, visto que a saide bucal

possui implicagdes na saide geral do paciente (Dini, 2016; Teixeira et al., 2018).

Diversos estudos tém demonstrado aumento da prevaléncia de pneumonia nosocomial
causado por bactérias gram-negativas multirresistentes como a P. aeruginosa, ocorrendo
principalmente em UTI nos pacientes associados a respiradores bucais. Esse fato pode ser
explicado principalmente pela inser¢do no ambiente imido juntamente com a higienizacao
deficiente desses equipamentos, o que auxilia a colonizacdo desses microorganismos

(Assuncao, Pereira e Abreu, 2018; Da Silva, Kimura e Coimbra, 2012; Santi e Santos, 2016).

Naue et al. (2021) coletaram amostras de sangue, aspirado traqueal e urina de
pacientes internados em uma UTI, onde entre esses materiais a maior prevaléncia de culturas
positivas foi obtida do aspirado traqueal. Nesse utensilio a Pseudomonas aeruginosa foi a
terceira mais prevalente, seguida da Acinetobacter baumannii e da Staphylococcus aureus,

respectivamente. De acordo com os autores, a taxa de coloniza¢do da P. aeruginosa em pele e


http://www.bacteriainphotos.com/bacterial-biofilm.html
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mucosas de pacientes hospitalizados que fazem uso de antibiéticos de amplo espectro,
tratamento quimioterdpico ou mecanismos artificiais de respiracdo pode ultrapassar 50%

dessas regides.

Outrossim, estudos de Souto, Silva-Boghossian e Colombo (2014) apontam que
espécies ndo orais como a P. aeruginosa podem estar presentes na microbiota bucal, ndo
sendo considerado um evento transitério, assim, a cavidade oral pode ser capaz de funcionar
como um reservatorio para diversos patdgenos importantes. Adicionalmente, pdde-se observar
uma frequéncia significativamente maior desse microorganismo em saliva e biofilme
subgengival em pacientes com periodontite comparado com pacientes periodontalmente

saudaveis.

Em contrapartida, em trabalhos de Colombo et al. (2013) nao foi possivel observar
diferenca na prevaléncia da quantidade de P. aeruginosa entre individuos com doenca
periodontal e individuos sauddveis, mas sim uma maior propor¢ao dessa espécie em pacientes
com periodontite. Ainda, apesar de ocorrer a presenca de patégenos respiratérios no biofilme
bucal de diversos pacientes internados em UTI, a relacio da doenga periodontal com a
pneumonia nosocomial ainda € bastante controversa, nao havendo ainda estudos conclusivos

que a comprovem (Santi e Santos, 2016).

Destarte, o tratamento convencional contra essa espécie de bactéria pode se da por
meio de diversos firmacos, sendo o tratamento incipiente geralmente caracterizado pelo uso
de antimicrobianos de amplo espectro, entretanto, esse método pode favorecer a obtencdo e
disseminag@o de cepas resistentes. Dentre os principais farmacos utilizado para o combate a
P. aeruginosa encontram-se os antimicrobianos [-lactimicos, penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos, entre outros. Contudo, as caracteristicas morfologicas e metabdlicas da P.
aeruginosa associadas a estrutura de biofilme, dificultam a penetracdo e agdo desses
medicamentos, sendo considerados assim, microorganismos multirresistentes. Diante disso,
torna-se necessario a descoberta de novas alternativas terapéuticas contra estas bactérias (Da

Silva, Kimura e Coimbra, 2012; Dini, 2016).

2.3 Fitoterapia

A vista disso, com as dificuldades encontradas para o tratamento de infeccdes que

envolvem a formagdo de biofilme, a fitoterapia se manifesta como uma alternativa
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terapéutica, sendo caracterizada pela utilizacdo de plantas medicinais e fitoterdpicos em suas
diversas formas farmacéuticas, entre elas os chas, extratos e 6leos essenciais. Dessa forma, as
investigacoes das propriedades biologicas de plantas medicinais t€m crescido juntamente com

a maior aceitacdo popular e médica (Queiroga, 2015; Urquhart et al., 2020).

Nesse contexto, estudos realizados com 6leo de copaiba (Copaifera langsdorffii)
indicam sua a¢do anti-inflamatéria, sendo empregado quando em processos agudos e pds-
cirurgias odontoldgicas, assim como em tratamentos de alveolites. Ainda, tem-se a caléndula
(Calendula officinalis L.), também conhecida popularmente com malmequer ou margarida
dourada, a qual apresenta eficdcia no tratamento para estomatites aftosas e apds exodontias,
devido sua capacidade antisséptica e hemostatica, possibilitando uma melhor cicatrizacao
(Bohneberger et al., 2019). A vista disso, torna-se evidente a potencial aplicabilidade da

fitoterapia no &mbito odontoldgico.

Com efeito, os 6leos essenciais vém sendo amplamente estudados e tém demonstrado
grande potencial terapéutico, incluindo o efeito antimicrobiano sobre microorganismos
patogénicos. A exemplo apresentam-se os 6leos das espécies Cinnamomum cassia (canela) e
Melaleuca alternifolia (melaleuca), os quais demonstraram atividades bacteriostdtica e
antibacteriana em determinadas concentragdes contra cepas de Escherichia coli e

Staphylococcus aureus (De Oliveira et al., 2018).

2.4 Eucalyptus globulus

O Eucalyptus é um género nativo da Austrélia e pertence a familia Myrtaceae, sendo
uma das plantas mais cultivada no Brasil devido sua capacidade adaptativa aos mais diversos
climas e solos, além de ser um importante recurso de madeira para producio de celulose.
Nesse contexto, o Eucalyptus globulus (Figuras 3 e 4), conhecido popularmente como
eucalipto-comum, € uma espécie com darvores de grande porte, com folhas perenes e
lanceoladas cobertas por glandulas oleoliferas, além de flores que variam do branco ao
amarelo, e frutos que crescem em forma de cdpsulas (Holanda, 2022; Barbosa, 2018; Carrillo

et al., 2018).
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Figura 3: Flor e frutos de Eucalyptus globulus

Fonte: Morfologia de Eucalyptus globulus. Disponivel em: https://naturdata.com/especie/Eucalyptus-

globulus/3652/0/. Acesso em 26 jan. 2023.

O 6leo essencial das folhas de E. globulus possui como constituinte marjoritario o
monoterpeno 1,8-cineol (eucaliptol), e tem comprovados efeitos terapéuticos, dentre eles as
atividade antiviral, anti-inflamatdria, analgésica, expectorante e antimicrobiana (Rodrigues,

2018; Rodrigues et al., 2022)

Diversos trabalhos demonstram a eficicia do 6leo essencial de E. globulus como
potencial antibacteriano contra cepas de diferentes microorganismos, possuindo atividade
superior a clorexidina frente a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus (Mota, Turrini e
Poveda, 2015; Alves, Freires e Castro, 2010). Além disso, também apresentou atividade
antiftingica sobre os patégenos Penicillium sp.e Candida spp. no controle do seu crescimento

(Piati, Schneider e Nozaki, 2011; Castro e Lima, 2010).


https://naturdata.com/especie/Eucalyptus-globulus/3652/0/
https://naturdata.com/especie/Eucalyptus-globulus/3652/0/
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Figura 4: Arvore de Eucalyptus globulus

Fonte: Eucalyptus globulus. Disponivel em: https://maestrovirtuale.com/eucalyptus-globulus-

caracteristicas-habitat-importancia-e-usos/. Acesso em 26 jan. 2023.

2.5 Eucalyptus citriodora

A espécie Eucalyptus citriodora (Figuras 5 e 6) é conhecida popularmente como
eucalipto-limdo e desenvolve-se como uma drvore de médio a grande porte, com folhas
lanceoladas com aroma de limdo, inflorescéncias terminais e frutos em forma de cdpsulas
urceoladas ou sinos (Lopez, 2021). O 6leo essencial de suas folhas é copiosamente utilizado
nas industrias quimica e cosmética, e possuem como componente principal o monoterpeno

citronelal, que confere aroma caracteristico (Rodrigues, 2018; Barbosa, 2018).

Ademais, estudos mostram resultados satisfatérios do 6leo essencial de E. citriodora
na inibicdo de bactérias como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella
choleraesuis, indicando a posse de atividade antibacteriana dessa espécie (Estanislau et al.,
2001). Outrossim, de acordo com Dias-Arieira et al. (2010) e Brito (2007) o E. citriodora

manifestou-se também como um eficaz agente antiftingico e antiprotozodrio, respectivamente.


https://maestrovirtuale.com/eucalyptus-globulus-caracteristicas-habitat-importancia-e-usos/
https://maestrovirtuale.com/eucalyptus-globulus-caracteristicas-habitat-importancia-e-usos/
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Figura 5: Flores e frutos de Eucalyptus citriodora

/
/

Fonte: Eucalyptus citriodora. Disponivel em: https://www.etsy.com/listing/954885733/500-eucalyptus-

citriodora-lemon-gum. Acesso em 26 jan. 2023.

Figura 6: Arvore de Eucalyptus citriodora

Fonte: Eucalyptus citriodora (Corymbia citriodora). Disponivel em:

https://www.sitiodamata.com.br/especies-de-plantas/mudas-de-plantas/eucalipto-citriodora-corymbia-

citriodora.html. Acesso em 26 jan. 2023.


https://www.etsy.com/listing/954885733/500-eucalyptus-citriodora-lemon-gum
https://www.etsy.com/listing/954885733/500-eucalyptus-citriodora-lemon-gum
https://www.sitiodamata.com.br/especies-de-plantas/mudas-de-plantas/eucalipto-citriodora-corymbia-citriodora.html
https://www.sitiodamata.com.br/especies-de-plantas/mudas-de-plantas/eucalipto-citriodora-corymbia-citriodora.html
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Avaliacdo das atividades antibacteriana e
antiaderente dos Oleos essenciais de Eucalyptus
globulus e Eucalyptus citriodora contra cepas de
Pseudomonas aeruginosa

Ana Beatriz Bomfim Gomes Ribeiro, Raline Mendonga dos Anjos e Abrahdo Alves de Oliveira

Filho

RESUMO

O biofilme pode ser definido como um complexo ecossistema microbiolégico
séssil, formado por uma ou mais espécies de bactérias, fungos ou
protozoarios, isolados ou em combinac¢io, embebido em uma matriz de
substincias poliméricas extracelulares. Dentre os microorganismos capazes
de formar biofilme tem-se a Pseudomonas aeruginosa, bactéria gram-
negativa com amplos fatores de viruléncia e elevada resisténcia a
antimicrobianeos, dificultando o tratamento de infec¢oes acometidas por ela,
sendo uma das principais responsaveis por infec¢oes nosocomiais. Nesse
sentido, diante de diversos estudos que demonstram sua eficicia, a
fitoterapia e os oJleos essenciais apresentam-se como promissoras
alternativas terapéuticas frente a microorganismos multirresistentes. A
vista disso, o objetivo da presente pesquisa foi avaliar as atividades
antibacteriana e antiaderente dos éleos essenciais de Eucalyptus globulus e
Eucalyptus citriodora contra a cepas clinicas de P. aeruginosa, e comparar os
seus efeitos antibiofilme com digluconato de clorexidina a 0,12%. Como
metodologia utilizou-se de experimentos em duplicata, sendo que para
determinacio da Concentracio Inibitéria Minima (CIM) e da
Concentraciio Bactericida Minima (CBM) dos éleos foi empregada a técnica
de microdiluicio em caldo em placas de 96 pocos. Concomitantemente, para
a determinacdo da Concentracio Inibitoria Minima de Aderéncia (CIMA)
usou-se da técnica de tubos de vidro inclinados na presenca de 5% de
sacarose, empregando proporcoes correspondentes ao dleo essencial puro
até a diluicdo 1:1024, e seu controle positivo foi com digluconato de
clorexidina a 0,12%. Os resultados obtidos indicaram que os éleos
essenciais de E globulus e E. citriodora variaram entre os efeitos forte e
moderado diante das cepas de P. aeruginosa testadas, assim como entre
acao bactericida e bacteriostatica. Além disso, os 6leos demonstraram efeito
antiaderente eficaz e superior ao controle positivo, destacando-se o E.
globulus como mais eficaz.

Palavras-chave: Fitoterapia, Odontologia, Microbiologia.
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Essa estrutura encontra-se embebida em uma matriz de

O biofilme pode ser definido como um complexo
ecossistema microbiolégico séssil, formado por uma ou
mais espécies de bactérias, fungos ou protozodrios,
isolados ou em combinagdo [1, 2]. Estima-se que mais de
90% dos microorganismos vivem sob essa forma de vida,
podendo colonizar quase que qualquer ambiente com
condicdes favordveis [3]. As bactérias podem viver como
células de vida livre (ou planctonicas) ou como células
sésseis, também chamadas de biofilme, o qual indica o seu
teor cronico de formagdo [4, 5].
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substancias poliméricas extracelulares, responsdvel pela
morfologia, estrutura, coesdo e integridade funcional do
biofilme, no qual se adere a uma superficie bidtica ou
abidtica. E sabido que a 4gua estd presente em grande
propor¢do na composi¢do do biofilme, preenchendo até
cerca de 97% da matriz, enquanto os microorganismos
compdem em torno de 3% dessa organizagdo [1, 6, 7].

O combate do biofilme pode suceder por meio da
inibicdo de sua formacfo, ou do tratamento do biofilme ja
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formado. A primeira ocorre através do bloqueio da adesdo
bacteriana a uma superficie ou por meio do rompimento da
comunicac@o entre essas bactérias (Quorum sensing) pelo
o uso profilatico de antibiéticos e biocidas. Ja o tratamento
acontece mediante a remoc¢do mecinica desse biofilme, o
uso de antimicrobianos e a substituicdo dos dispositivos
biomédicos [8-11].

Dentre os microorganismos capazes de formar biofilme,
encontra-se a Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria
gram-negativa em forma de bacilo, com amplos fatores de
viruléncia e intrinsecamente resistente a diversos
antibacterianos. Essa espécie € encontrada principalmente
em dispositivos biomédicos implantdveis, sendo uma das
principais responsdveis por infeccbes nosocomiais.
Estudos também detectaram a presenga significativa de P.
aeruginosa em biofilme subgengival de pacientes com
periodontite e em canal endodontico [6, 12-16].

A Pseudomonas aeruginosa apresenta  diversos
mecanismos de resisténcia a antibacterianos, tanto natural
quanto adquirida, dentre elas, a producdo de enzimas [-
lactamases, as quais inativam drogas betalactimicas como
penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos [17-20]. As
infeccdes causadas por essa bactéria estdo entre as mais
temidas, devido a dificuldade de tratamento consequente
da elevada resisténcia dessa espécie, apresentando assim,
um desafio para as opcdes terapéuticas sintéticas [21].

Destarte, a fitoterapia tem se tornado uma promissora
alternativa  terapéutica para o tratamento de
microorganismos multirresistentes, visto suas diversas
vantagens como menor custo a popula¢do e aos servicos de
saide, grande disponibilidade de matéria-prima, boa
aceitacdo popular, menor efeito colateral e melhor
tolerdncia dos pacientes 22, 23]. Nesse sentido encontram-
se os Oleos essenciais, também chamados de 6leos volateis
ou esséncias, que se originam do metabolismo secundario
de plantas e apresentam-se como misturas complexas de
substancias voldateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e
liquidas [24, 25].

Ademais, o eucalipto pode ser encontrado em todas as
regides da flora brasileira, sendo conhecidas cerca de 400
espécies, as quais podem ser aproveitadas desde o seu
caule para extracdo de celulose, até suas folhas, onde sdo
retirados seus 6leos essenciais [26, 27]. Esses 6leos podem
ser divididos em trés grupos substanciais, que se
diferenciam de acordo com a finalidade: medicinal,
industrial ou de perfumaria [28].

A espécie Eucalyptus globulus é a principal produtora
dos dleos com fins medicinais, sendo seu principal
componente o monoterpeno cineol, bastante utilizado em
produtos farmac€uticos como inalantes, saborizantes e
aromatizantes para medicamentos e produtos de higiene
bucal. J4 o Eucalyptus citriodora é o mais explorado na
industria de perfumaria, com o constituinte predominante
sendo o monoterpeno citronelal, utilizado para aromatizar
produtos de limpeza [28-30].

Desta maneira, tendo em vista o conhecimento sobre as
propriedades dos dleos essenciais contra diversos
microorganismos, este trabalho propde-se avaliar as
potenciais atividades antibacteriana e antiaderente dos
oleos essenciais de Eucalyptus globulus e Eucalyptus
citriodora contra cepas de Pseudomonas aeruginosa.
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II. OBIJETIVOS

A. Geral

Avaliar as atividades antimicrobiana e antiaderente dos
Oleos essenciais de FEucalyptus globulus e Eucalyptus
citriodora contra cepas de Pseudomonas aeruginosa.

B. Especificos

. Analisar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
dos Oleos essenciais de Eucalyptus globulus e de
Eucalyptus citriodora contra as cepas de Pseudomonas
aeruginosa;

. Determinar a Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) dos dleos essenciais de Eucalyptus globulus e de
Eucalyptus citriodora contra as cepas de Pseudomonas
aeruginosa;

. Identificar a Concentragdo Inibitéria Minima de
Aderéncia (CIMA) dos O6leos essenciais de Eucalyptus
globulus e de Eucalyptus citriodora contra as cepas de
Pseudomonas aeruginosa;

. Comparar efeito antiaderente dos 6leos essenciais
do Eucalyptus globulus e de Eucalyptus citriodora com a
clorexidina a 0,12%.

Im. METODOLOGIA

A. Local de estudo

Os testes laboratoriais foram realizados nos laboratérios
de Microbiologia e Bioquimica da Universidade Federal
de Campina Grande, campus de Patos (CSTR), estado da
Paraiba — Brasil.

B. Substdncias-teste e microorganismos

Os Oleos essenciais de Eucalyptus globulus e Eucalyptus
citriodora foram adquiridos na Industria Quinari ® (Ponta
Grossa - PR). Para a realizacgdo dos ensaios
farmacolégicos, quando necessirio as substancias foram
solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO) e diluido em
dgua destilada. A concentracio de DMSO utilizada foi
inferior a 0,1% v/v. O projeto segue as normas do CGen -
Conselho de Gestdo do Patriménio Genético, cadastrado
na plataforma SISGEN sob o nidmero de protocolo
A25230B. Foram utilizadas trés cepas clinicas de
Pseudomonas aeruginosa (PA 101, PA 104 e PA 109), as
quais foram mantidas em meio Agar Muller Hinton
(AMH) a uma temperatura de 4 °C, sendo utilizada para os
ensaios repiques de 24 horas em AMH incubada a 35° + 2°
C. Os in6culos foram obtidos a partir de culturas overnight
em liquido Muller Hinton (MH) a 35° £ 2° C e diluidas em
solucdo salina estéril para obter a concentracdo final de
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL, ajustado pela
turvagdo comparando-se com o tubo 0,5 da escala
McFarland [31].

C. Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para
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avaliacdo da atividade antimicrobiana foram o meio MH e
0 meio solido Agar Muller Hinton (AMH). O meio de
cultura foi adquirido na Difco® e preparado de acordo
com as instrugdes do fabricante.

D. Determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima
(CIM)

A CIM foi determinada utilizando a técnica de
microdiluicdo em placa de 96 pogos com fundo em “U”.
Em cada placa foram adicionados 100 pL caldo Mueller
Hinton, duplamente concentrado, e 100 pL dos oleos
essenciais de Eucalyptus globulus e Eucalyptus citriodora
previamente solubilizados em DMSO e diluidos em dgua
destilada, e respectivamente, nas concentragdes de 1024 a
16 pg/mL. A determinag@o da CIM foi conduzida com 10
pL dos  microorganismos em cada cavidade,
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL. O peniltimo
contendo 200 pL do caldo foi inoculado com a suspensdo
de microrganismo, sendo o controle do crescimento, € 0
ultimo pogo recebeu apenas 200 uL do caldo, sendo o
controle negativo. O ensaio foi realizado em duplicata. As
placas foram incubadas a 35° + 2° C durante 24 horas [31-
34].

E. Determinagdo da Concentrag¢do Bactericida
Minima (CBM)

Ap6s a leitura dos resultados, foram feitos inéculos (10
pL) de trés dilui¢des a partir da CIM para o meio de caldo
Mueller-Hinton (100 pL/cavidade) em placa de
microdiluicdo esterilizada para a determinacdo da CBM.
Ap6s a incubacdo a 35° + 2° C por 24 horas foi adicionado
20 pL de resarzurina. Os ensaios foram incubados a
temperatura de 35° + 2° C por mais 24 horas para
confirmagao da concentracdo capaz de inibir o crescimento
total das espécies bacterianas, verificado por uma nao
mudanca da colorac@o do corante indicador [35-36].

F. Determinagdo da Concentragdo Inibitdria
Minima de Aderéncia (CIMA)

A Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia
(CIMA) dos dleos essenciais de Eucalyptus globulus e
Eucalyptus citriodora foi determinada na presenca de
sacarose a 5%, de acordo com Albuquerque et al. (2010)
com modifica¢des, usando-se proporgdes correspondentes
ao composto puro até a diluicio 1:1024. A partir do
crescimento bacteriano, as cepas de Pseudomonas
aeruginosa foram cultivadas a 35° + 2° C em caldo
Mueller Hinton (DIFCO, Michigan, Estados Unidos),
depois foram distribuidos 0,9 mL do subcultivo em tubos
de ensaio e, em seguida, adicionado 0,1 mL da solucdo
correspondente as diluicdes dos Oleos essenciais. A
incubagdo foi feita a 35° + 2° C por 24 horas com tubos
inclinados a 30°.

A leitura foi realizada por meio da observagdo visual da
aderéncia das bactérias as paredes do tubo, apds a agitacdo
desse com adicdo de solucdo de fucsina. O ensaio foi
realizado em duplicata. O mesmo procedimento foi
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realizado para o controle positivo, o digluconato de
clorexidina a 0,12% (Periogard®, Colgate-Palmolive
Company, Nova York, EUA). Foi considerada a CIMA a
menor concentracdo do agente em contato com sacarose
que impediu a aderéncia ao tubo de vidro.

IV. RESULTADOS

Os resultados no estudo da CIM indicaram que a menor
concentracdo do 6leo essencial de E. citriodora capaz de
inibir o crescimento bacteriano da cepa PA101 foi de 500
pg/mL, para a cepa PA104 foi de 62,5 ug/mL e para
PA109 de 1000 pg/mL. Quanto ao 6leo de E. globulus a
CIM foi de 1000 pg/mL, 62,5 ug/mL e > 1000 pg/mL
respectivamente, como apresentado nas tabelas I e II.

TABELA I: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM em pg/mL) do dleo
essencial de E. citriodora contra cepas de P. aeruginosa.

E. citriodora

Cepas Concentracao em pg/mL
PA101 500
PA104 62,5
PA109 1000

Fonte: Préprio autor (2023).

TABELA II: Concentrac@o Inibitéria Minima (CIM em pg/mL) do dleo
essencial de E. globulus contra cepas de P. aeruginosa.

E. globulus
Cepas Concentracao em pg/mL
PA101 1000
PA104 62,5

PA109 > 1000

Fonte: Proprio autor (2023).

No que diz respeito ao estudo da CBM, os resultados
expostos nas tabelas III e IV revelam valores para cepa
PA101 sendo > 1000 pg/mL, para PA104 de 250 pg/mL, e
para PA109 de 1000 pg/mL, referentes ao dleo essencial
de E. citriodora. Paralelamente, o 6leo de E. globulus
apresentou CBM > 1000 pg/mL para PA101, e 1000
pg/mL para PA104. Ainda, pode-se observar a agdo de
determinado 6leo em relacdo as cepas, assim, ambos 0s
6leos essenciais apresentaram efeito bacteriostatico frente
as cepas PA10l e PA104. Ademais, o dleo de E.
citriodora demonstrou efeito bactericida diante da cepa
PA109, em contrapartida, ndo foi realizada CBM para esta
cepa com o 6leo de E. globulus, visto que sua CIM obteve
valor > 1000 pg/mL.

Por fim, os experimentos da CIMA indicaram que a
menor concentragdio do O6leo essencial de Eucalyptus
citriodora capaz de inibir a adesdo de Pseudomonas
aeruginosa (PA104) & parede do tubo foi de 1:8. Em
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relacdo ao Oleo essencial de Eucalyptus globulus, a sua TABELA 1V: Concentragio Bactericida Minima (CBM em
menor concentragdo eficaz foi de 1:128. Dessa forma, ZegglL) do Gleo essencial de E. globulus contra cepas de P.
ambos demostraram boa eficiéncia contra a formagio do o
biofilme por esta bactéria, com resultados superiores ao
controle com digluconato de clorexidina 0,12%, o qual
inibiu a formagdo do biofilme até a concentragio 1:4, Concentracio

E. globulus

como descrito nas tabelas V e VI respectivamente. Cepas em pug/mL Efeito
TABELA III: Concentracdo Bactericida Minima (CBM em pg/mL) do PA101 > 1000 Bacteriostatico
dleo essencial de E. citriodora contra cepas de P. aeruginosa.
PA104 1000 Bacteriostatico
E. citriodora
B PA109 - -
oncentracao .
Cepas em pug/mL A Fonte: Préprio autor (2023).
PA101 > 1000 Bacteriostatico
PA104 250 Bacteriostatico
PA109 1000 Bactericida

Fonte: Proprio autor (2023).

TABELA V: Concentragdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) do 6leo essencial de E. citriodora contra cepas de P. aeruginosa.

Eucalyptus citriodora

~ 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
Concentraciao
- - - + + + +
Digluconato de clorexidina 0,12%
~ 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
Concentraciao
- - + + + + +

Legenda: (-) Sem adesdo a parede do tudo (+) Com adesdo a parede do tubo
Fonte: Préprio autor (2023).

TABELA VI: Concentracao Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) do 6leo essencial de E. globulus contra cepas de P. aeruginosa.

Eucalyptus globulus
~ 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
Concentracao i ) ) ) ) ) ) )
Digluconato de clorexidina 0,12%
~ 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
Concentracao
- - - + + + + +

Legenda: (-) Sem ades@o a parede do tudo (+) Com ades?o a parede do tubo
Fonte: Préprio autor (2023).

identificados nesta pesquisa validam que a atividade
antimicrobiana do dleo essencial de E. citriodora exibe
uma forte inibigdo frente as cepas PA101 e PA104 de P.
aeruginosa, e agdo moderada para cepa PA109. O 6leo de
Eucalyptus globulus possui forte efeito contra cepas
PA104 e moderado contra PA101, quanto a cepa PA109,
por meio da metodologia aplicada, ndo foi possivel
determinar sua CIM.

IV. DISCUSSAO

De acordo com Sartoratto ef al. [38] (2004), a atividade
antimicrobiana dos oOleos essenciais é classificada de
acordo com o valor da CIM, podendo ser forte quando
estes apresentarem uma CIM de at¢ 500 pg/mlL,
moderada para valores entre 600 a 1500 pg/mL e fraca
para acima de 1500 pg/mL. Deste modo, os resultados
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Com efeito, os resultados obtidos a partir do dleo
essencial de E. citriodora na presente pesquisa Sao
validados pelo trabalho de Bezerra et al. [39] (2020),
visto que este demonstrou os efeitos antibacteriano forte e
bacteriostatico contra P. aeruginosa pela acdo do
monoterpeno citronelal, o qual é composto majoritario do
entdo 6leo essencial, com a CIM correspondendo a 512
pg/mL. Além disso, obteve-se seguimento similar ao
resultado da CIMA do mesmo dleo, sendo eficaz na
menor propor¢do de 1:8, e superior ao controle positivo.

Em experimentos realizados por Monteiro et al. [40]
(2021) com o 6leo essencial de E. globulus para verificar
seu potencial antibacteriano contra E. coli, E. fecalis e S.
aureus, foi possivel observar que o Oleo em sua
concentracdo médxima apresentou inibicdo superior que a
do controle positivo com digluconato de clorexidina
0,12% ante as duas primeiras espécies, e semelhante ao
controle quando usado contra S. aureus. Ainda, em sua
concentracdo de 50% obteve eficdcia igual ao controle
para E. fecalis. Tais resultados ratificam a sua aclo
antimicrobiana frente as principais bactérias da cavidade
oral.

Estudos na literatura j4 demonstram a atividade
antibacteriana do O6leo essencial de E. globulus, a
exemplo, Merghni ef al. [41] (2018) avaliaram o efeito
antimicrobiano desse 6leo e de seu componente principal,
1,8-cineol, contra cepas de S. aureus resistentes a
meticilina, e entdo evidenciaram a eficacia de ambos em
inibir o desenvolvimento de biofilme pela bactéria
analisada, bem como a elevada atividade anti-quorum
sensing do dleo, mesmo em baixa concentragcdo. Assim,
os resultados supracitados encontrados na pesquisa
desenvolvida sdo embasados por achados cientificos
documentados na literatura.

Segundo Hafidh et al. [42] (2011), para uma substancia
ser considerada bactericida a sua CBM deve ser igual ou
duas vezes maior que a CIM, ji para ser considerada
bacteriostdtica, a CBM deve ser maior que duas vezes a
CIM. Logo, os resultados encontrados nesse estudo
indicam que o 6leo essencial de E. citriodora apresenta
um potencial bactericida frente a cepa PA109, e
bacteriostédtico para as cepas PA101 e PA104. No que se
refere ao 6leo essencial de E. globulus, observou-se que
este possui acdo bacteriostdtica para as cepas PA101 e
PA104.

Nesse sentido, Insuan e Chahomchuen [43] (2020) em
seus estudos analisaram a atuacdo do dleo essencial de E.
citriodora contra as cepas bacterianas Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, sendo estas
de origem distinta das cepas da presente pesquisa.
Obtiveram, por meio de técnicas de difusdo em disco e
microdiluicdo, resultados positivos para atividade
antibacteriana em todas as espécies testadas. Destacando-
se seu efeito contra P. aeruginosa, o 6leo demonstra sua
acdo bactericida, com desempenho na sua parede e
membrana celular, visto que apds determinado periodo de
incubacdo dessa bactéria com o 6leo observou-se graves
alteracdes morfoldgicas.

Outrossim, um estudo realizado por Resende et al. [44]
(2022) avaliou o potencial antimicrobiano e antibiofilme
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do dleo essencial de E. globulus contra cinco cepas
bacterianas, dentre elas, a P. aeruginosa, essa sendo de
diferente linhagem das cepas desta pesquisa. Foi possivel
verificar que o O6leo apresentou efeito bacteriostatico
contra essa espécie, e ainda, por meio da técnica em
microplacas com pogos de fundo chato, inibiu a aderéncia
celular inicial, tornando a classifica¢do dessa de “muito
aderente” para “aderéncia moderada”, com taxa de
inibicdo de 75,85%. Ainda nessa pesquisa, foi analisado o
efeito do 6leo associado a antimicrobianos comerciais
através da técnica de difusdo em disco, dessa forma, foi
possivel observar que o 6leo apresentou efeito sinérgico
de acfo quando associado a ciprofloxacino e a
gentamicina, comparado com o efeito isolado de cada
antimicrobiano.

Ademais, quanto ao efeito antiaderente do dleo de E.
globulus, o presente estudo corrobora com os resultados
positivos obtidos em trabalhos de Matos [45] (2021) e
Ramalho et al. [46] (2020), nos quais a concentracio
inibitéria minima de aderéncia (CIMA) desse déleo contra
a cepa de Staphylococcus aureus e de Klebsiella
pneumoniae, respectivamente, foi eficaz na sua propor¢ao
de 1:8, sendo semelhante ao éxito do digluconato de
clorexidina a 0,12%, em ambos os experimentos. Em
contrapartida, nas mesmas andlises, o 6leo essencial de E.
citriodora ndo apresentou atividade antiaderente contra as
bactérias testadas em nenhuma concentracao.

V. CONCLUSAO

Em suma, mediante a metodologia utilizada, conclui-se
que os Oleos essenciais de Eucalyptus globulus e
Eucalyptus citriodora demonstraram efeito antibacteriano
contra as cepas de Pseudomonas aeruginosa testadas,
variando entre os efeitos bactericida e bacteriostatico,
bem como, apresentaram efeito antiaderente contra essas
bactérias, sendo superior ao controle positivo com
digluconato de clorexidina 0,12%, destacando-se o 6leo
de E. globulus como mais eficaz.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Em suma, mediante a metodologia utilizada, conclui-se que os 6leos essenciais de
Eucalyptus globulus e Eucalyptus citriodora demonstraram efeito antibacteriano contra as
cepas de Pseudomonas aeruginosa testadas, variando entre os efeitos bactericida e
bacteriostitico, bem como, apresentaram efeito antiaderente contra essas bactérias, sendo
superior ao controle positivo com digluconato de clorexidina 0,12%, destacando-se o dleo de
E. globulus como mais eficaz.

Com base nesses dados, observa-se o potencial farmacolégico dos 6leos essenciais
estudados, sendo necessdrios mais estudos para evolucdo no desenvolvimento de futuros

medicamentos com atividade antibacteriana contra cepas de Pseudomonas aeruginosa.
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copie a imagem para a drea de transferéncia do Windows e
depois Editar | Colar Especial | Imagem (com "Flutuar
sobre o texto" desmarcado).

A revista reserva-se o direito de efectuar a formatacao
final do seu artigo

A. Fase de Revisdo

Envie o seu manuscrito electronicamente para revisao.

B. Fase Final

Quando apresentar a sua versao final, depois de o seu
trabalho ter sido aceite, prepare-o em formato de duas
colunas, incluindo figuras e tabelas.

C. Figuras

Como ja foi dito, para inserir imagens no Word,
posicione o cursor no ponto de inser¢do e utilize Inserir |
Imagem | Do ficheiro ou copie a imagem para a drea de
transferéncia do Windows e, em seguida, Editar | Colar
especial | Imagem (com "Flutuar sobre o texto"
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desmarcado).

Os autores dos manuscritos aceites receberdo um
formulario de direitos de autor, que deverd acompanhar a
sua apresentacgdo final.

III. MATEMATICA

Se estiver utilizando o Word, utilize o Microsoft
Equation Editor ou o suplemento MathType
(http://www.mathtype.com) para equacdes no seu artigo
(Inserir | Objecto | Criar novo | Microsoft Equation ou
MathType Equation). A op¢do "Flutuar sobre o texto" ndo
deve ser seleccionada.

IV. UNIDADES

Utilizar o ST (MKS) ou o CGS como unidades primadrias.
(As unidades inglesas podem ser utilizadas como unidades
secunddrias (entre paréntesis). Isto aplica-se a trabalhos em
armazenamento de dados. Por exemplo, escreva "15
Gb/cm2 (100 Gb/in2)". Uma excepcdo é quando as
unidades inglesas sdo usadas como identificadores no
comércio, como "3% in disk drive". Evitar combinar
unidades SI e CGS, tais como corrente em amperes €
campo magnético em oersteds. Isto leva frequentemente a
confusdo porque as equacdes ndo se equilibram
dimensionalmente. Se tiver de utilizar unidades mistas,
indique claramente as unidades de cada quantidade numa
equagao.

A unidade SI para a intensidade do campo magnético H
¢ A/m. No entanto, se pretender utilizar unidades de T,
refira a densidade do fluxo magnético B ou a intensidade
do campo magnético simbolizada como pOH. Utilize o
ponto central para separar unidades compostas, por
exemplo, "A-m2".Helpful Hints

A. Figuras e Tabelas

Uma vez que a formatacio final do seu documento é
limitada em termos de escala, é necessdrio posicionar as
figuras e tabelas no topo e no fundo de cada coluna. As
figuras e tabelas de grandes dimensdes podem abranger
ambas as colunas. Coloque as legendas das figuras por
baixo das figuras; coloque os titulos das tabelas por cima
das tabelas. Se a sua figura tiver duas partes, inclua as
etiquetas "(a)" e "(b)" como parte do trabalho artistico.
Verifique se as figuras e tabelas que menciona no texto
existem efectivamente. Nao coloque margens no exterior
das suas figuras. Utilize a abreviatura "Fig." mesmo no
inicio de uma frase. As figuras sdo numeradas com
algarismos arabes. Ndo abrevie "Tabela". As tabelas sdo
numeradas com algarismos romanos.

Inclua uma nota com o seu trabalho final indicando que
solicita a impressdo a cores. Nao utilize cores a ndo ser que
sejam necessdrias para a correcta interpretacdo das suas
figuras.

As etiquetas dos eixos das figuras sdo muitas vezes uma
fonte de confusdo. Utilize palavras em vez de simbolos.
Por exemplo, escreva a quantidade "Magnetizacdo", ou
"Magnetizacio M", e ndo apenas "M". Coloque as
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unidades entre parénteses. Nao rotule os eixos apenas com
unidades. Como na Fig. 1, por exemplo, escreva
"Magnetizacdo (A/m)" ou "Magnetizacdo (A m-1)", e ndo
apenas "A/m". Nao escreva os eixos com uma relagio de
quantidades e unidades. Por exemplo, escreva
"Temperatura (K)" e ndo "Temperatura/K".

Os multiplicadores podem ser especialmente confusos.
Escreva "Magnetizacao (kA/m)" ou "Magnetizagdo (103
A/m)." Nao escreva "Magnetizacdo (A/m) x 1000" porque
o leitor ndo saberia se a etiqueta do eixo superior na Fig. 1
significa 16000 A/m ou 0,016 A/m. As etiquetas das
figuras devem ser legiveis, com um tipo de letra de
aproximadamente 8 a 12 pontos. O formato dos nimeros
decimais deve ser o mesmo para os eixos (por exemplo,
1.0, 1.2, endo 1, 1.2). Inserir graficos editdveis. Ndo insira
tabelas como imagens. O texto das tabelas ndo deve ser
envolvido. As figuras devem ser inseridas em linha com o
texto. As figuras devem ser de alta qualidade. O texto nas
figuras deve ser distinto e ndo desfocado.

TABELA I: DISPOSICAO DOS CANAIS

Canais Grupo 1 Grupo 2 Grupo ¢
Canal principal Canal 1 Canal 2 Canal ¢
Canal assistente Canal 2 Canal 3 Canal 1

ﬂe T T T
] . v
£ ° °
E 12 .. -
\xd ﬂu - L]
- -
S 3 «*
T i «* T
N .
g 4.
= o
2= i
a
D L L L L
v 1 2 2 4 5

Applied Field (104 A/m)

Fig. 1. Magnetizacdo em fungio do campo aplicado.

B. Referéncias

Utilize o estilo de referéncia de Vancouver. As
referéncias devem ser numeradas consecutivamente na
ordem em que sdo mencionadas pela primeira vez. Colocar
cada nimero de referéncia entre parénteses rectos [1] em
todo o texto, tabelas e legendas. Se a mesma referéncia for
usada novamente, reutilize o nimero original. A pontuac¢do
da frase segue os paréntesis [2]. As referéncias multiplas
[2], [3] s@o numeradas com paréntesis separados [1]-[3].
Quando citar uma seccdo de um livro, indique os nimeros
das paginas correspondentes [2]. Nas frases, referir
simplesmente o nimero de referéncia, como em [3]. Ndo
use "Ref. [3]" ou "referéncia [3]" excepto no inicio de uma
frase: "Areferéncia [3] mostra " Quando os nomes dos
autores sdo usados na citagdo de texto, siga as seguintes
regras: até 3 autores - nomeie 3 autores e depois coloque a
referéncia, por exemplo, "Smith, Jones e McDonald [1]
relataram que "; mais de 3 autores - por exemplo, "Smith
et al. [1] relata..." Numerar as notas de rodapé
separadamente em sobrescritos (Inserir | Nota de rodapé).
Colocar a nota de rodapé na parte inferior da coluna em
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que ¢é citada; ndo colocar as notas de rodapé na lista de
referéncias (notas finais). Utilizar letras para notas de
rodapé de tabelas.

Tenha em atengdo que as referéncias no final deste
documento estdo no estilo de referéncia preferido. Indique
os nomes de todos os autores; ndo utilize "ef al.", excepto
se houver seis ou mais autores. Utilize um espago apds as
iniciais dos autores. Os trabalhos que ndo tenham sido
publicados devem ser citados como "ndo publicados". Os
trabalhos que foram submetidos para publicacdo devem ser
citados como "submitted for publication". Os trabalhos
aceites para publicacdo, mas ainda ndo especificados para
um ndmero, devem ser citados como "a publicar". Por
favor, indique as afiliagcdes e enderecos para comunicagdes
privadas.

Apenas a primeira palavra do titulo do artigo deve ser
escrita em maiudsculas, excepto no caso de nomes proprios
e simbolos de elementos. No caso de artigos publicados em
revistas de traducdo, indicar primeiro a citacdo em inglés,
seguida da citagdo original em lingua estrangeira.

C. Abreviaturas e Acrénimos

Definir as abreviaturas e acrénimos na primeira vez que
forem utilizados no texto, mesmo depois de jd terem sido
definidos no resumo. Abreviaturas como SI, ac, e dc ndo
precisam de ser definidas. Abreviaturas que incorporam
pontos ndo devem ter espacos: escreva "C.N.R.S.", e ndo
"C.N. R. S.". Nao utilize abreviaturas no titulo, excepto se
forem inevitdveis (por exemplo, "title" no titulo deste
artigo).

D. Equagoes

Numere as equagdes consecutivamente, com 0s
ntiimeros das equagdes entre parénteses, alinhados com a
margem direita, como em (1). Primeiro, utilize o editor de
equacdes para criar a equagdo. Em seguida, seleccione o
estilo de marcacio "Equacdo". Prima a tecla tab e escreva
o nuimero da equacdo entre parénteses. Para tornar as suas
equacdes mais compactas, pode utilizar o sélido ( /), a
funcdo exp ou expoentes apropriados. Utilize parénteses
para evitar ambiguidades nos denominadores.

| Frg)drdy=(or,/(2um)]
j: exp(—M| 2, =z | W (A ) J (A )d .
(D

Certifique-se de que os simbolos da sua equagido foram
definidos antes de a equacdo aparecer ou imediatamente a
seguir. O tamanho dos simbolos nas equacdes deve ser de
tamanho de letra 10. Coloque os simbolos em itédlico (T
pode referir-se a temperatura, mas T € a unidade tesla).
Referir-se a "(1)" e ndo a "Eq. (1)" ou "equacdo (1)",
excepto no inicio de uma frase: "A equagdo (1) é ... ".

E. Outras Recomendagdes

Utilize um espaco a seguir aos pontos e aos dois pontos.
Hifenizar modificadores complexos: "magnetizacio
arrefecida a campo zero". Evite participios pendentes, tais
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como: "Usando (1), o potencial foi calculado." [Escreva,
em vez disso, "O potencial foi calculado usando (1)" ou
"Usando (1), calculamos o potencial".

Utilizar um zero antes das casas decimais: "0,25", e ndo
",25". Utilizar "cm3" e ndo "cc". Indique as dimensdes da
amostra como "0,1 cm+ 0,2 cm," e ndo "0,1+0,2 cm2."
Utilize um espago entre o niimero e a unidade: 0,1 cm, e
ndo 0,1cm. A abreviatura de "segundos" € "s" e ndo "sec".
Nao misture grafias completas e abreviaturas de unidades:
use "Wb/m2" ou "webers por metro quadrado”, e ndo
"webers/m2". Quando expressar um intervalo de valores,
escreva "7 a9" ou "7-9", e ndo "7~9".

Uma declara¢do parentética no final de uma frase é
pontuada fora do paréntesis de fecho (assim). (Uma frase
parentética é pontuada dentro dos parénteses.) No inglés
americano, os pontos e as virgulas estdo entre aspas, como
"this period". A restante pontuacdo estd "fora"! Evite
contraccdes; por exemplo, escreva "do not" em vez de
"don't". A virgula em série € preferivel: "A, Be C" em vez
de "A,BeC".

Se desejar, pode escrever na primeira pessoa do singular
ou do plural e utilizar a voz activa ("Eu observei que..." ou
"N6s observamos que..." em vez de "Observou-se que...").
Nao se esqueca de verificar a ortografia. Se a sua lingua
materna ndo for o inglés, peca a um colega de lingua
materna inglesa para rever o seu trabalho.

V. ALGUNS ERROS COMUNS

A palavra "dados" estd no plural, ndo no singular. O
subscrito para a permeabilidade do vacuo p0 é zero, e ndo
uma letra mindscula "o0". O termo para magnetizacio
residual é "remanéncia"; o adjectivo é "remanescente"; ndo
se escreve 'remanescente” ou "remanescente". Utilize a
palavra "micrémetro" em vez de "micron". Um gréfico
dentro de um gréfico ¢ um "inset", ndo um "insert". A
palavra "alternativamente" ¢é preferivel a palavra
"alternadamente” (a ndo ser que queira realmente dizer
algo que alterna). Utilize a palavra "whereas" em vez de
"while" (a menos que esteja a referir-se a eventos
simultaneos). Nao utilize a palavra "essencialmente" para
significar "aproximadamente" ou "efectivamente". Nio
utilizar a palavra "questdo” como eufemismo para
"problema". Quando as composi¢des ndo sdo
especificadas, separe os simbolos quimicos por tragos; por
exemplo, "NiMn" indica o composto intermetélico
Ni0.5Mn0.5, enquanto "Ni-Mn" indica uma liga de
composi¢do NixMnl-x.

Tenha em aten¢do os diferentes significados dos
homéfonos "afectar" (geralmente um verbo) e "efeito"
(geralmente um substantivo), "complemento” e "elogio",
"discreto" e ‘"discreto", ‘"principal" (por exemplo,
"investigador principal”) e "principio" (por exemplo,
"principio de medi¢do"). Nao confundir "implicar" e
"inferir".

Prefixos como "non", "sub", "micro", "multi" e "ultra"
nido sdo palavras independentes; devem ser unidos as
palavras que modificam, geralmente sem hifen. Nao ha
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ponto final apds o "et" na abreviatura latina "et al."
(também estd em itdlico). A abreviatura "i.e." significa
"isto €", e a abreviatura "e.g." significa "por exemplo"
(estas abreviaturas nao estdao em italico).

Um excelente manual de estilo e fonte de informacao
para escritores cientificos é [9].

VI. PoOLITICA EDITORIAL

O autor que submete o artigo € responsavel por obter o
acordo de todos os co-autores e qualquer consentimento
necessario dos patrocinadores antes de submeter um artigo.
E obrigacio dos autores citar trabalhos anteriores
relevantes. Os autores de artigos rejeitados podem rever e
voltar a submeté-los a revista.

VII. PRINCIPIOS DE PUBLICACAO

O conteudo da revista é revisto por pares e arquivado. A
revista publica artigos académicos de valor arquivistico,
bem como exposi¢Oes tutoriais e recensdes criticas de
temas cldssicos e tépicos de interesse actual.

Os autores devem ter em conta os seguintes pontos:

1) Os artigos técnicos submetidos para publicacdo
devem avancar o estado do conhecimento e devem citar
trabalhos anteriores relevantes.

2) A extensdo de um artigo submetido deve ser
proporcional a importancia, ou apropriada a complexidade,
do trabalho. Por exemplo, uma extensdo débvia de um
trabalho publicado anteriormente pode ndo ser apropriada
para publicacdo ou pode ser tratada adequadamente em
apenas algumas paginas.

3) Os autores devem convencer os revisores € os editores
do mérito cientifico e técnico de um artigo; os padrdes de
prova sdo mais elevados quando sdo comunicados
resultados extraordindrios ou inesperados.

4) Como a replicagdo é necessdria para O progresso
cientifico, os artigos submetidos para publicagdo devem
fornecer informagdes suficientes para permitir que os
leitores realizem experiéncias ou cdlculos semelhantes e
utilizem os resultados relatados. Embora nem tudo precise
de ser divulgado, um artigo deve conter informag@o nova,
utilizdvel e completamente descrita. Por exemplo, a
composicdo quimica de uma amostra ndo precisa de ser
comunicada se o principal objectivo de um artigo for
introduzir uma nova técnica de medigdo. Os autores devem
esperar ser questionados pelos revisores se os resultados
ndo forem apoiados por dados adequados e pormenores
criticos.

VIII. CONCLUSAO

Nao ¢ necessdria uma sec¢do de conclusdo. Embora a
conclusdo possa rever os pontos principais do artigo, ndo
se deve reproduzir o resumo como conclusio. A conclusdo
pode desenvolver a importincia do trabalho ou sugerir
aplicacdes e extensoes.

APENDICE

Os apéndices, se necessdrios, aparecem antes do
agradecimento.
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AGRADECIMENTO

The A grafia preferida da palavra "acknowledgment" em
inglés americano ¢ sem um “e¢” depois do “g”. Utilizar o
titulo no singular, mesmo que haja muitos agradecimentos.
Evite expressdes como "Um de nds (S.B.A.) gostaria de
agradecer ...." Em vez disso, escreva "F. A. O autor
agradece ...”

FINANCIAMENTO

Os agradecimentos ao patrocinador e ao apoio
financeiro podem ser colocados nesta sec¢ao.

CONFLITO DE INTERESSE

Os autores declaram nado ter qualquer conflito de
interesses.
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(Todos os autores podem incluir biografias com fotografias no
final dos trabalhos).

Primeiro A. Autor e os outros autores
podem incluir biografias no final dos seus
trabalhos regulares. O primeiro pardgrafo pode
conter o local e/ou a data de nascimento
autor (enumere o local e depois a data). De seguida,
apresenta-se a formag@o académica do autor.
Os graus académicos devem ser enumerados
com o tipo de grau, a drea, a institui¢do, a
cidade, o estado ou o pais e 0 ano em que o grau
foi obtido. A drea de estudo principal do autor deve ser apresentada
em minusculas.

O segundo pardgrafo utiliza o pronome de pessoa (ele ou ela) e ndo
o apelido do autor. Enumera a experiéncia militar e profissional,
incluindo empregos de Verdo e bolsas de estudo. Os titulos dos
empregos sdo escritos em maitsculas. O emprego actual deve ter uma
localizacdo; os empregos anteriores podem ser indicados sem
localizacdo. Podem ser incluidas informagdes relativas a publicagdes
anteriores. Tente ndo listar mais de trés livros ou artigos publicados.
O formato para listar as editoras de um livro dentro da biografia é o
titulo do livro (cidade, estado: nome da editora, ano) semelhante a uma
referéncia. Os interesses de investigacdo actuais e anteriores terminam
o pardgrafo.

O terceiro pardgrafo comeca com o titulo e o apelido do autor (por
exemplo, Dr. Smith, Prof. Jones, Sr. Kajor, Sra. Hunter). Enumerar os
membros de outras sociedades profissionais para além da IAENG. Por
dltimo, indique eventuais prémios e trabalhos em comités e
publicagdes. Se for fornecida uma fotografia, a biografia serd
indentada a volta da mesma. A fotografia € colocada no canto superior
esquerdo da biografia. Os passatempos pessoais serdo eliminados da
biografia.

Foto formal do
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