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RESUMO

Introdugdo: A espécie Baccharis dracunculifolia, comumente conhecida como alecrim do
campo no Brasil, tem impulsionado o interesse de pesquisadores, no sentido de investigar suas
propriedades bioldgicas, em especial o seu 6leo essencial. Os 6leos essenciais sdo compostos
de facil degradagdo e uma proposta para preservacao de suas propriedades bioldgicas € por
meio do uso de nanotecnologia. A incorporagdo dos 6leos essenciais em nanoemulsdes além de
proteger o principio ativo contra agdes de degradagdes ambientais, pode aumentar a sua
solubilidade. Objetivos: Considerando o aumento da resisténcia bacteriana, a importancia da
busca por novos compostos com potencial antibacteriano e a as vantagens da nanoestruturacao
dos o6leos essenciais, esse estudo teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e a
composi¢ao quimica do 6leo essencial de B. dracunculifolia de trés regides do Brasil e realizar
a nanoestruturacdo do o6leo essencial por meio da produgcdo de nanoemulsdes para
potencializacdo da agdo antibacteriana. Metodologia: Foram obtidas trés amostras de 6leo
essencial de B. dracunculifolia: uma amostra proveniente da cidade de Brasilia, Distrito Federal
(regido Centro-oeste do Brasil), a segunda amostra foi obtida na cidade de Estiva Gerbi, Sao
Paulo (regido Sudeste do Brasil), e a terceira amostra foi obtida na cidade de Canelinha, Santa
Catarina (regido Sul do Brasil). A atividade antibacteriana dos 6leos essenciais € nanoemulsdes
foi avaliada contra oito cepas bacterianas por determinagdo da Concentracao Inibitéria Minima
(MIC) e da Concentracdo Bactericida Minima (MBC). Os 6leos essenciais foram avaliados
quanto ao teor de compostos fendlicos (Folin-Denis) e atividade antioxidante através da redugao
dos radicais 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) e 4cido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico (ABTS). Também foi realizada a andlise dos 6leos essenciais por espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). As formula¢des de nanoemulsdes contendo
6leo essencial de B. dracunculifolia foram obtidas por ultrasonicagdo e foram avaliadas por
meio de tamanho das goticulas (didmetro), indice de polidispersdo (PDI), potencial Zeta, valor
de pH, condutividade e valor de SOR (razdo 6leo-surfactante). Resultados: Os trés dleos
essenciais de B. dracunculifolia apresentaram atividade antimicrobiana para bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas testadas, com valores de CIM de 0,03 a 0,15 mg/mL e valores de
CBM de 0,05 a 0,30 mg/mL. O 6leo essencial da regido Centro-Oeste do Brasil apresentou
valores de atividade antioxidante mais elevados e estatisticamente significativos em relagdo aos
6leos das regides Sudeste e Sul do Brasil, e os 6leos essenciais das regides Centro-Oeste e Sul
do Brasil apresentaram valores mais elevados e estatisticamente significativos de teor de

compostos fenolicos em relagdo ao 6leo da regido Sudeste do Brasil. Para os valores de CIM
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das nanoemulsdes, estes variaram de <0,03 a 0,08 mg/mL para bactérias Gram-positivas e de
<0,03 a 0,15 mg/mL para bactérias Gram-negativas e os valores de CBM variaram entre 0,10 e
0,20 mg/mL para Gram-positivas e todos os valores foram >0,20 mg/mL para Gram-negativas.
Para a caracterizacdo da nanoemulsdes, estas apresentaram didmetro entre 13,14 +2,65 ¢ 56,84
+ 0,80nm, valores de SOR entre 0,50 e 0,89, valores de PDI entre 0,12 + 0,03 € 0,35 + 0,07,
potencial Zeta entre 4,14 +0,91e 23,03 + 2,15 -mV, condutividade entre 105,70 e 120,80 uS/cm
e pH entre 6,73 e 7,55. Conclusio: O 6leo essencial da regido Centro-Oeste do Brasil foi mais
eficaz sobre todas as cepas bacterianas testadas, com valores de CBM menores e
estatisticamente significantes e apresentou maior capacidade antioxidante em relagdo aos 6leos
das regides Sudeste e Sul do Brasil. Devido as caracteristicas climaticas da regido do Cerrado
brasileiro, marcada pelo inverno seco, ¢ possivel que a baixa umidade relativa do ar e a falta de
precipitagdo no periodo de coleta das folhas tenham favorecido o aumento da atividade
bioldgica para esta espécie. Em relagdo as nanoemulsdes, os testes de caracterizacio
apresentaram resultados considerados adequados para o tipo de sistema formulado, exceto para
os valores de potencial Zeta, fator este que pode estar relacionado ao tamanho diminuto das
goticulas produzidas. Para a avaliacdo antibacteriana, percebe-se resultados satisfatorios com
as nanoemulsdes para seis das oito cepas testadas, nos testes de Concentracdo Inibitéria
Minima, indicando uma potencializagdo da acdo bacteriostatica. Os resultados deste estudo
demonstram que o 6leo essencial de B. dracunculifolia ¢ um composto natural com relevante
atividade antibacteriana e a formulagdo de nanoemulsdes pode promover uma potencializagao

das propriedades biologicas apresentadas por ele.

Palavras-chave: Baccharis dracunculifolia, 6leo essencial, resisténcia bacteriana, CIM, CBM,

nanoemulsio.
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ABSTRACT

Introduction: The species Baccharis dracunculifolia, commonly known as alecrim-do-campo
in Brazil, has boosted the interest of researchers to investigate its biological properties,
especially its essential oil. Essential oils are easily degraded compounds and a proposal to
preserve their properties is using nanotechnology. The incorporation of essential oils in
nanostructures, such as nanoemulsions, helps to protect the active principle against actions of
environmental degradation and can increase its solubility. Objective: Considering the increase
in bacterial resistance, the importance of searching for new compounds with antibacterial
potential and the numerous advantages of nanostructuring essential oils, this study aimed to
evaluate the antibacterial activity and the chemical composition of B. dracunculifolia essential
oil from three Brazilian regions and perform the nanostructuring of the essential oil through the
production of nanoemulsions, to enhance the antibacterial action. Methodology: Three samples
of essential oil of B. dracunculifolia were obtained: one sample from the city of Brasilia,
Distrito Federal (Midwest region of Brazil), the second sample was obtained from the city of
Estiva Gerbi, Sao Paulo (Southeastern region of Brazil), and the third sample was obtained in
the city of Canelinha, Santa Catarina (Southern region of Brazil). The antibacterial activity of
essential oils and nanoemulsions was evaluated against eight bacterial strains by determining
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Bactericidal Concentration
(MBC). The essential oils were evaluated for the content of phenolic compounds (Folin-Denis)
and antioxidant activity by reducing the radicals 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and
2,2'-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6 acid -sulfonic (ABTS). The analysis of essential oils by
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) was also performed. Nanoemulsion
formulations containing B. dracunculifolia essential oil were obtained by ultrasonication and
were evaluated through droplet size (diameter), polydispersion index (PDI), Zeta potential, pH
value, conductivity and SOR value (surfactant-to-oil ratio). Results: The three essential oils of
B. dracunculifolia showed antimicrobial activity for both Gram-positive and Gram-negative
bacteria tested, with MIC values from 0.03 to 0.15 mg/mL and MBC values from 0.05 to 0.30
mg/mL. The essential oil from the Midwest region of Brazil had higher and statistically
significant antioxidant activity values compared to oils from the Southeast and South regions
of Brazil, and essential oils from the Midwest and South regions of Brazil had higher and
statistically significant values of phenolic compounds compared to oil from the Southeast
region of Brazil. For the MIC values of nanoemulsions, these ranged from <0.03 to 0.08 mg/mL

for Gram-positive bacteria and from <0.03 to 0.15 mg/mL for Gram-negative bacteria and for
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CBM values ranged from 0 .10 and 0.20 mg/mL for Gram-positives and all values were >0.20
mg/mL for Gram-negatives. Regarding nanoemulsions characterization, they had diameters
between 13.14 + 2.65 and 56.84 + 0.80nm, SOR values between 0.50 and 0.89, PDI values
between 0.12 + 0.03 and 0 .35 £+ 0.07, Zeta potential between 4.14 + 0.91 and 23.03 + 2.15 -
mV, conductivity between 105.70 and 120.80 uS/cm and pH between 6.73 and 7.55.
Conclusion: The essential oil from the Midwest region of Brazil was more effective on all
tested bacterial strains, with lower and statistically significant MBC values and showed higher
antioxidant capacity in relation to oils from the Southeast and South regions of Brazil. Due to
the climatic characteristics of the Brazilian Cerrado region, marked by the dry winter, it is
possible that the low relative humidity of the air and the lack of precipitation at the time of
collection of leaves have favored the increase in the activity of essential oil for this species.
Regarding nanoemulsions, the characterization tests showed suitable results for the type of
formulated system, except for the Zeta potential values, a factor that may be related to the small
size of the droplets produced. For the antibacterial evaluation, satisfactory results are observed
with the nanoemulsions for six of the eight strains tested, in the Minimum Inhibitory
Concentration tests, which indicates a bacteriostatic action improvement. The results of this
study demonstrate that the essential oil of B. dracunculifolia is a natural compound with
relevant antibacterial activity and the formulation of nanoemulsions can enhance its biological

properties.

Keywords: Baccharis dracunculifolia, essential oil, bacterial resistance, MIC, MBC,

nanoemulsion.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Familia Asteraceae e o Género Baccharis

Asteraceae ou Compositae ¢ uma grande familia de plantas, extremamente difundida,
com mais de 23.600 espécies atualmente aceitas, contendo 1.620 géneros e 13 subfamilias
(KUETE, 2017), sendo a maior familia do grupo das angiospermas (PRUSKI & ROBINSON,
2018). A familia Asteraceae € especialmente diversificada nas regides tropicais e subtropicais
do mundo, incluindo América do Norte, América do Sul (especialmente as regides dos Andes
e Brasil), Africa do Sul, Europa (principalmente a regiio do Mediterrineo), Asia Central e
sudoeste da China (MUKHERIJEE, 2019).

No Brasil, a familia Asteraceae € representada por 290 géneros e mais de 2000 espécies,
distribuidas em todo o territério nacional (BRASIL, 2020). Essas plantas podem ser
encontradas como ervas anuais, bianuais ou perenes, arbustos, subarbustos, € menos
frequentemente como arvores ou lianas (cipds e trepadeiras). Geralmente sdo terrestres,
ocasionalmente sdo epifitas e raramente sdo aquaticas (PRUSKI & ROBINSON, 2018).

A caracteristica geral mais 0bvia e notavel das Asteraceae sdo as flores agrupadas em
inflorescéncias compactas (cabecas) que se assemelham superficialmente a flores individuais.
Uma inflorescéncia dessa familia pode ter mais de 1.000 flores individuais, e as cabegas podem
ser agrupadas em arranjos secundarios mais complexos, chamados capitulescéncias. As folhas
sdo alternas, ocasionalmente opostas, raramente verticiladas, simples, sem estipulas, com
margens inteiras, denteadas, lobadas ou fendidas. O caule geralmente € cilindrico e raramente
alado e os frutos sdo do tipo aquénio ou cipsela (JUDD et al., 2015; FRANGIOTE-PALLONE
& SOUZA, 2014; ROQUE & BAUTISTA, 2008).

As espécies de Asteraceae t€m sido cultivadas pela sua importidncia econdmica,
principalmente relacionada as culturas alimenticias de folhas, caules e sementes para extragao
de 6leo vegetal (SIMPSON, 2009), bem como plantas ornamentais (BURLEC et al., 2017). Nas
ultimas décadas, diferentes espécies desta familia foram estudadas devido a grande variedade e
quantidade de compostos bioativos que sintetizam. Entre eles, os terpenoides e os flavonoides
se destacam por suas atividades biologicas e potenciais beneficios a satide (SULSEN et al.
2017).

Seu uso etnobotanico esta focado principalmente nas espécies conhecidas popularmente

como carquejas, vassourinhas e alecrins, as quais tém sido utilizadas para o tratamento de
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enfermidades como agentes antimicrobianos, antiparasitarios, anti-inflamatérios e
antioxidantes (CAMPOS et al., 2016). As propriedades medicinais da familia Asteraceae sao
reconhecidas mundialmente e as espécies dessa familia estdo incluidas em Farmacopeias de
paises como Alemanha, Republica Tcheca, Franca e Suica (ACHIKA et al., 2014).

Dentre os géneros encontrados nesta familia, pode-se destacar o género Baccharis. O
género Baccharis conta com mais de 500 espécies distribuidas pelo continente norte e sul-
americano. As espécies deste género sdo encontradas principalmente nas regides da Argentina,
Brasil, Chile, Colombia e México (ABAD, BEDOYA & BERMEIJO, 2013).

No Brasil, o género Baccharis estd representado por 179 espécies distribuidas
principalmente nas regides Sudeste e Sul (BRASIL, 2020), incluindo plantas herbaceas,
perenes, arbustos, subarbustos, arbustos escandentes e pequenas arvores (SCHNEIDER, 2009).
A fitoquimica do género Baccharis tem sido extensivamente estudada desde o inicio do século
XX e mais de 150 compostos ja foram isolados e identificados a partir deste género (KARAM
etal., 2013).

Estudos realizados tém demonstrado o grande potencial biologico das plantas do género
Baccharis. O 6leo essencial de Baccharis trimera (conhecida popularmente como carqueja)
demonstrou potencial antifingico contra fungos filamentosos que causam onicomicose
(CANESCHI et al., 2015), e o seu extrato demonstrou atividade anti-helmintica contra vermes
adultos e imaturos de S. mansoni (OLIVEIRA et al., 2014a). O extrato alcdolico de Baccharis
uncinella (conhecida popularmente como arnica) apresentou efeitos anti-inflamatorios contra
as reacOes inflamatorias induzidas pela fosfolipase A2, principalmente pela presenca de
triterpenoides (ZALEWSKI et al., 2011).

O extrato aquoso de Baccharis anomala (conhecida popularmente como cambara-de-
cipd ou uva-do-mato) apresentou atividade antiviral pronunciada quando testado em cepas
HSV-1 VR733 e 29-R resistentes ao Aciclovir (VENTURI et al., 2018). O 6leo essencial de
Baccharis psiadioides (conhecida popularmente como alecrim de folha larga ou vassoura)
demonstrou atividade antibacteriana contra cepas resistentes de E. faecalis e reduziu a
quantidade de biofilme aderida a superficies abidticas, indicando seu papel como um promissor
novo agente antimicrobiano natural (NEGREIROS et al., 2015). O 6leo essencial de Baccharis
darwinii (conhecida popularmente como chilca) demonstrou atividade inseticida promissora
contra Ceratitis capitata (mosca de fruta do Mediterrineo) e atividade repelente contra
Triatoma infestans (inseto vetor da doencga de Chagas conhecido popularmente como barbeiro).

Demonstrou ainda forte atividade antifingica contra leveduras e dermatofitos de relevancia
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clinica, incluindo alguns fungos como Candida spp. e Trichophyton spp. (KURDELAS et al.,
2012).

1.2. Baccharis dracunculifolia

A espécie Baccharis dracunculifolia DC ¢ popularmente conhecida como vassoura,
vassourinha ou alecrim-do-campo. Apresenta-se como uma planta arbustiva, lenhosa, perene
que ocorre que ocorre nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, nos paises do Mercosul
e nos vales elevados da Bolivia e ¢ comum em campos abertos, pastagens abandonadas e areas

de sucessdo. O arbusto cresce em média 2 a 3 metros (SANTOS et al., 2012) (Figura 1).

:‘ oy~ 1

E uma espécie dioica, que se reproduz por sementes (aquénios), com caules bastante
ramificados e densamente recobertos por tricomas (SANTOS et al., 2012). Apresenta plantulas
com uma alta variabilidade fenotipica, que podem desempenhar um papel importante na
capacidade desta espécie para colonizar areas degradadas com solos pouco férteis
(NEGREIROS et al., 2014).

A B. dracunculifolia se destaca pelas suas interacdes com insetos herbivoros e
galhadores (FAGUNDES & FERNANDES, 2011), em especial as abelhas. A propolis verde ¢
produzida a partir de fragmentos vegetativos da B. dracunculifolia, tais como brotos,

primordios foliares e folhas jovens por abelhas da espécie Apis mellifera. Esse material vegetal
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¢ coletado e transportado até as colmeias, onde as abelhas adicionam cera e secre¢des
glandulares ao material resinoso e balsdmico coletado produzindo, assim, a prépolis
(SFORCIN, et al., 2012).

A propolis oriunda da B. dracunculifolia tem despertado grande interesse da industria
farmacéutica por conter principios ativos que apresentam importantes propriedades terapéuticas
e farmacolégicas (LEITE, TOUGUINHA & FRANCA, 2018), como derivados prenilados do
acido fenilpropanoico, tais como a artepillin C e os acidos cafeoilquinicos (COELHO, 2013), o
que vem estimulando vigorosamente a sua producdo (LEITE, TOUGUINHA & FRANCA,
2018).

Assim como a propolis verde, o 6leo essencial e os extratos obtidos da B. dracunculifolia
tém sido estudados em virtude de suas composi¢des quimicas variadas. Estudos relataram a
presenga de compostos como E-nerolidol, espatulenol, 6xido de cariofileno (SANTOS et al.,
2012), limoneno (MIRANDA et al., 2016), B-pineno (CHAABAN et al. 2017), acido cafeico,
4cido p-cumarico (GUIMARAES et al., 2012), entre outros.

Varias pesquisas relatam ainda as propriedades biologicas do 6leo essencial e extratos
das folhas de B. dracunculifolia. O 6leo essencial de B. dracunculifolia apresentou atividade
acaricida contra Rhipicephalus microplus, tornando-o candidato para combater infestagdes em
rebanhos bovinos (LAGE et al., 2015). O 6leo essencial demonstrou ainda potencial atividade
larvicida contra larvas do mosquito Culex quinquefasciatus (ALVES et al., 2018). O extrato
feito de folhas de B. dracunculifolia apresentou efeito anti-inflamatorio em macrdéfagos por
inibir a produgao de citocinas (BACHIEGA et al., 2012).

Compostos isolados da fracdo hexanica bruta de B. dracunculifolia demonstraram
atividade antifingica contra isolados clinicos de Paracoccidioides brasiliensis onde o
linolenato de metila apresentou melhor atividade antifungica e resultou em alteracdes
significativas na morfologia celular de P. brasiliensis (JOHANN et al., 2012). O extrato da
folha de B. dracunculifolia apresentou significativa atividade antimicrobiana contra
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus € Cryptococcus neoformans, sendo este mais ativo
que outros extratos vegetais de outras espécies da familia Asteraceae (FABRI et al., 2011).

No estudo de OLIVEIRA et al. (2014b), a ingestao da solugdo oral de B. dracunculifolia
reduziu os niveis de glicose no sangue em 25% (grupo controle: 99 mg/dL e grupo tratado: 68
mg/dL, p<0,05). Ademais, chés, decocgdes e tinturas preparadas a partir da planta com flores
sdo amplamente utilizados na medicina alternativa para tratar inflamagdes, disturbios hepaticos

e ulceras estomacais (PEREIRA et al., 2015).
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1.3. Oleos Essenciais: aspectos histéricos e usos industriais

Os primeiros registros de 6leos essenciais vém da India antiga, Pérsia e Egito. Na
maioria das culturas antigas, plantas aromaticas ou seus produtos resinosos eram usados
rotineiramente. Nessa época, Grécia e Roma faziam um intenso comércio de dleos e unguentos
aromaticos com os paises do Oriente. Muito provavelmente, esses produtos eram extratos de
flores, raizes e folhas preparados em oleos fixos. Somente com o advento da era de ouro da
cultura arabe foi desenvolvida a técnica de destilagao de 6leos essenciais (AUGUSTYN et al.,
2019).

O conhecimento da destilacdo se espalhou para a Europa durante a Idade Média, e o
isolamento de 6leos essenciais por destilagdo foi descrito durante os séculos XI a XIII. Os 6leos
essenciais se tornaram uma especialidade das farmacias medievais. As teorias do médico e
alquimista sui¢o Paracelso desempenharam um importante papel ao estimular médicos e
farmacéuticos a buscar 6leos essenciais de folhas, madeiras e raizes aromaticas (AUGUSTYN
etal., 2019).

No Brasil, a industria de 6leos essenciais teve inicio no comeco da década de 1920,
quando se iniciou a extragdo do 6leo essencial de pau rosa (4niba rosaeodora) para substituir
a produgdo franco-guianense que vinha diminuindo, em decorréncia da intensa exploragdo da
arvore. Mas foi s6 no final da década de 30, com o inicio da Segunda Guerra Mundial, que a
industria nacional passou a se desenvolver. Isto ocorreu porque a guerra afetou e desorganizou
todo o comércio europeu, fazendo com que as empresas daquela regido buscassem novos
fornecedores (DOS SANTOS & PINTO, 2012).

Foi neste contexto que o Brasil surgiu como uma alternativa, pois possuia uma mao de
obra barata e uma grande diversidade de riquezas naturais que atraia a atencdo do mundo. A
partir de entdo se intensificou a produgao brasileira de 6leos essenciais como: sassafras, hortela,
laranja e eucalipto. Apesar da forga inicial, o Brasil ndo se manteve no mercado internacional,
dado o nivel de concorréncia frente aos paises orientais (como india e Taiwan), produtores
tradicionais de Oleos essenciais e capazes de impor grandes volumes a precos baixos
(ALMEIDA, 2016).

Até o inicio do século XX, os extratos de plantas ainda eram frequentemente rastreados
ela industria farmacéutica quanto a novos compostos ativos, que eram, portanto, purificados a
partir das plantas nativas. Porém a partir deste periodo, a indistria farmacéutica comecou a
produzir esses produtos naturais sinteticamente e usa-los como modelos para gerar analogos

estruturais como meio de obter novos farmacos com a eficacia desejada (MOSES &
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GOOSSENS, 2017). Em meados do século XX, os 6leos essenciais deixam de ter um papel
importante na indistria farmacéutica e passam a ser cada vez mais empregados em perfumes,
cosméticos e aromas alimentares, além de manter o seu uso na medicina alternativa (BILIA et
al., 2014).

Atualmente, no segmento industrial, os 6leos essenciais apresentam um amplo uso.
Muitos 6leos essenciais sdo usados nas industrias de cosméticos € aromas, com consumo de
1000 toneladas por ano para os 6leos mais apreciados, como 6leo de limao e de eucalipto, com
valor estimado de varias centenas de milhdes de euros (REHMAN et al., 2016b). Os 6leos
essenciais sdo largamente incorporados em produtos cosméticos e perfumes, devido ao seu
aroma agradavel. E ainda sdo conservantes quimicos naturais, além de agregar propriedades
bioldgicas aos produtos, oferecendo beneficios para a pele e o corpo (SARKIC & STAPPEN,
2018).

O o6leo essencial de hortela-pimenta (Mentha piperita) ¢ amplamente utilizado em
produtos cosmecéuticos porque tem efeito refrescante devido ao mentol. Assim, este 6leo ¢é
frequentemente usado em formulagdes de higiene, como enxaguantes bucais, dentifricios,
sabonetes, espumas banhos e cremes para os pés (REHMAN et al., 2016b). O 6leo essencial de
lavanda (Lavandula angustifolia) também ¢ comumente usado como ingrediente de fragrancia
em sabonetes, cosméticos e perfumes. Outro 6leo essencial bastante usado ¢ o de camomila
(Matricaria chamomilla L.), frequentemente incorporado em cremes e 6leos para a pele, em
enxaguatorios bucais, pastas de dente e xampus. O 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus
officinalis L.) é frequentemente utilizado como ingrediente de sais de banho, 6leos de banho,
géis e pomadas. Também ¢ utilizado em xampus, pois tem efeito contra a caspa. O 6leo de rosa
(Rosa x. damascene Mill.) ¢ amplamente utilizado como fragrancia em diferentes tipos de
produtos cosméticos (sabonetes, logdes corporais, cremes faciais etc.) e também como agente
aromatizante em produtos alimenticios, como geleia, sorvete, pudim e iogurte (SARKIC &
STAPPEN, 2018).

Além da industria de cosméticos e perfumaria, a indastria alimenticia também utiliza os
6leos essenciais. Hoje, o maior consumidor mundial de 6leos essenciais ¢ a induastria de
aromatizantes, especialmente para refrigerantes, que utilizam os 6leos essenciais citricos. A
industria de bebidas alcoolicas, do mesmo modo é uma consumidora substancial de 6leos
essenciais. Os 0leos essenciais podem ser encontrados em licores, cervejas e bebidas tipicas.
Ainda, destacam-se o setor de fabricagdo de doces, laticinios, confeitos, sobremesas e
panificag@o, para os quais os principais 6leos essenciais utilizados sdo citrinos, canela, cravo,

gengibre e anis (BASER & BUCHBAUER, 2015). Além disso, pesquisas vém incorporando
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6leos essenciais em revestimentos comestiveis, que visam proteger € preservar os alimentos,
devido as suas atividades antimicrobianas e antioxidantes (ANTUNES et al., 2012).

Um uso atual muito abordado dos dleos essenciais ¢ na Aromaterapia. Aromaterapia ¢
uma das terapias complementares que usam Oleos essenciais como 0s principais agentes
terapéuticos no tratamento de varias doencgas (ALI et al., 2015). Na aromaterapia, os 6leos
essenciais podem ser inalados, diluidos em dgua ou em outros 6leos para aplicagdes diretas na
pele. Inimeros métodos e preparagdes aromaterapéuticas estdo disponiveis, oferecendo uma
ampla gama de opg¢des de aplicacdo (MICHALAK, 2019).

Estudos demonstram que a aromaterapia pode melhorar as dificuldades na manutencao
do sono e o despertar da manhd em idosos com deméncia (TAKEDA, WATANUKI &
KOYAMA, 2017), auxiliar na redu¢do de ansiedade e estabilizacdo de pressdo arterial em
pacientes em Unidades de Terapia Intensiva (CHO et al., 2017), reduzir dor neuropatica em
pacientes diabéticos (METIN et al., 2017), melhorar sintomas de depressdao (XIONG et al.,
2018), entre outros. A grande evolugcdo no que concerne a pesquisa cientifica acerca da
veracidade da eficacia da Aromaterapia e de seu emprego racional e sustentavel pode abrir
grandes perspectivas ndo so para industria, bem como para a area da satde, do bem-estar e da
qualidade de vida (BRITO et al., 2013).

Recentemente, os avancos das pesquisas em biotecnologia, as transformagdes recentes
no perfil de consumidores (MIGUEL, 2011) e a necessidade da descoberta de novos
medicamentos devido a prevaléncia de muitas doengas sem tratamentos adequados disponiveis
(SIDDIQUI et al., 2014), trazem espago para novas oportunidades e uma das inovagdes
representativas desses processos estd associada ao desenvolvimento de produtos derivados de
compostos ativos naturais da biodiversidade (MIGUEL, 2011). Os o6leos essenciais, que
apresentam variados usos e beneficios, se tornam fortes candidatos neste campo (NAEEM et
al., 2018).

Os oleos essenciais sdo produzidos por mais de 17.500 espécies de plantas de muitas
familias das angiospermas, por exemplo, Lamiaceae, Rutaceae, Myrtaceae, Zingiberaceae €
Asteraceae, mas apenas cerca de 300 deles sdo comercializados (WINSKA et al., 2019). Nos
vegetais, 0s 0leos essenciais agem na atracdo de polinizadores, na protecdo contra predadores
e patdégenos, evitam a perda de dgua, auxiliam no controle da temperatura e desempenham
funcdes ecologicas, especialmente como inibidores de germinagdo. Essas caracteristicas tornam
as plantas que os produzem poderosas fontes de agentes biocidas, fato que ¢ largamente
estudado principalmente em vista das atividades bactericida, fungicida e inseticida (KNAAK

& FIUZA, 2010). Muitos 6leos essenciais apresentam efeito inseticida e afetam o sistema
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nervoso octopaminérgico dos insetos. Nos testes toxicologicos, a auséncia deste local-alvo em
mamiferos e peixes torna os componentes dos 6leos essenciais comparativamente nao toxicos
e, portanto, estes podem ser usados como pesticidas menos perigosos a saide humana
(REHMAN et al., 2016b).

Virias plantas produtoras de 6leo essencial ja foram identificadas por suas propriedades
de controle de pragas como: cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.), capim-limao
(Cimbopogon winteriana), vetiver (Vetiveria zizanoides), eucalipto (Eulcalyptus globulus),
alecrim (Rosemarinus officinalis) e tomilho (7Timo vulgaris). As plantas horteld (Mentha
spicata) e manjericdo (Ocimum basilicum) sdo eficazes em repelir moscas e hortela-pimenta
(Mentha piperita) repele mariposas, moscas, formigas e piolhos. Da mesma forma, também
foram relatadas atividades inseticidas e antifingicas eficazes de 6leos essenciais de plantas
aromaticas como: lavanda (Lavandula angustifolia), Artemisia (Artemesia vulgaris), geranio
(Pelargonium roseum), cedro-vermelho (Juniperus virginiana), citronela (Cymbopogon nardus
e Cymbopogon winterianus) e malaleuca (Melaleuca alternifolia). Assim, muitas pragas podem
ser controladas usando pesticidas ecoldgicos baseados em oOleos essenciais de plantas
(REHMAN et al., 2016b).

A producdo mundial de 6leos essenciais foi estimada em 2017 em mais de 150.000
toneladas avaliadas em cerca de 6 bilhdes de dolares, o que representa o triplo em volume desde
1990 (45.000 toneladas). De acordo com vérias analises econdmicas, a projecao para 2020 seria
de 370.000 toneladas, avaliadas em 10 bilhdes em dolares (BARBIERI & BORSOTTO, 2018).
Vale ressaltar ainda a importancia do gerenciamento de recursos naturais, de modo que se
adotem principios de sustentabilidade, incluindo a questio ambiental no planejamento
estratégico, dentro de um processo de melhoria continua para a redugdo dos impactos

ambientais ao uso destes recursos (BANKUTI & BANKUTIL, 2014).

1.4. Definicdo, composicio e biossintese dos Oleos essenciais e outros metabolitos

secundarios de plantas

O dleo essencial pode ser definido como um produto aromético, de composi¢ao quimica
complexa, obtido por destilagdo a vapor, destilacao a seco ou processo mecanico adequado sem
aquecimento, a partir de uma matéria-prima vegetal definida botanicamente. Os Oleos
essenciais sdo soluveis em alcool, éter e 6leos fixos, mas insoltiveis em dgua. Geralmente sdao
liquidos incolores a temperatura ambiente, apresentam indice de refracdo e atividade Optica

muito alta, baixo peso molecular, alta volatilidade e uma fragrancia caracteristica da fonte da
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qual se originam (BUTNARIU & SARAC, 2018; DHIFI et al. 2016; FERNANDEZ LOPEZ &
MARTOS, 2018).

Os oleos essenciais apresentam uma composi¢do quimica complexa, no qual grande
parte ¢ formada por compostos volateis como os terpenos e alguns compostos da via dos
fenilpropanoides, como fenilpropenos, cumarinas e acidos fenolicos (DHIFI et al., 2016;
STEPHANE & JULES, 2020). Os 6leos essenciais geralmente contem 20-60 componentes
quimicos, podendo passar de 100 compostos, sendo dois ou trés componentes majoritarios, por
exemplo, no 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare) os componentes majoritarios sao
carvacrol (30%) e timol (27%) (BILIA et al., 2014).

O o6leo essencial obtido da espécie B. dracunculifolia apresenta composi¢ao bastante
variada, no entanto vdrios trabalhos citam os terpenos E-nerolidol e espatulenol como
componentes majoritarios. PARREIRA et al. (2010) encontraram o E-nerolidol (33,51%) e o
espatulenol (16,24%) como constituintes predominantes do 6leo essencial de B. dracunculifolia
coletado do municipio de Franca, SP. SANTOS et al. (2012) também identificaram no 6leo
essencial de B. dracunculifolia coletado do municipio de Botucatu, SP os sesquiterpenos E-
nerolidol (33,81%) e espatulenol (18,96%). E no trabalho de SCHOSSLER et al. (2009), os
compostos E-nerolidol (22,80%) e o monoterpeno B-pineno (12,17%) foram os constituintes
majoritarios do oleo essencial de B. dracunculifolia coletado na cidade de Guaiba, RS.

Os Oleos essenciais sdo produzidos pelas plantas através dos seus metabolitos
secundarios, sendo misturas heterogéneas que podem conter centenas de compostos quimicos
em diferentes concentragdes (YAP et al., 2014; ZOUARI et al., 2012). Todos estes compostos
sdo biossintetizados em estruturas especializadas, como osmoforos, tricomas glandulares,
ductos e cavidades. Nessas estruturas, os 6leos essenciais sdo ainda, acumulados e transferidos
para a atmosfera por diferentes mecanismos de secre¢do (REHMAN et al., 2016a).

O metabolismo da planta pode ser subdividido em metabolismo primario (ou central) e
metabolismo secundério (ou especializado) (POTT, OSORIO & VALLARINO, 2019). Os
metabolitos primdrios como fitoesterdis, nucleotideos, aminoéacidos e &cidos orgéanicos sao
encontrados em todas as plantas e desempenham papéis metabolicos essenciais para a
sobrevivéncia (HUSSAIN et al. 2012). Ja4 os metabdlitos secundarios podem ou ndo estar
presentes nos vegetais dependendo das variaveis ecoldgicas. A planta produz estes compostos
para a sua adaptacdo ao meio ambiente (FIOCRUZ, 2018), por meio de mecanismos de defesa
contra patdgenos e herbivoros, protecao contra radiacio UV (SCHREINER et al. 2012), atragao

de insetos polinizadores e dispersdo de sementes, entre outros (WINK, 2018).
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A classificacdo dos metabdlitos secundarios de plantas inclui trés grupos principais: 1)
terpenos, 2) compostos fendlicos (taninos, acidos fenodlicos, cumarinas, estilbenos, lignanas,
lignina e flavonoides) e 3) compostos contendo nitrogénio (alcaloides e glucosinolatos)

(AGOSTINI-COSTA et al., 2012).

1.4.1 Biossintese dos terpenos

Os terpenos e seus analogos oxigenados (terpenoides) representam uma classe bastante
variada e extensa de compostos quimicos. Eles sdo formados por varias unidades de isoprenos
(CsHg) unidas e esses compostos sdo subdivididos em classes de acordo com o niimero de
unidades de isopreno existentes. Os monoterpenos sdo isdmeros compostos por duas unidades
de isoprenos, isto ¢, possuem 10 dtomos de carbono. Os sesquiterpenos sdo formados por trés
unidades de isoprenos, ou seja, 15 carbonos, enquanto, os diterpenos, os triterpenos € os
tetraterpenos (carotenoides) sdo formados, respectivamente, por quatro, seis e oito unidades de
isoprenos. Tanto os triterpenos como o0s tetraterpenos sdo compostos muito pesados
(apresentam elevado peso molecular) e, por essa razao, nao sao encontrados em 6leos essenciais
(que contém somente substincias volateis), mas estdo presentes nos extratos dos vegetais
(MEDEIROS, 2014).

Os terpenos sdo formados por dois precursores iniciais: o isopentenil difosfato (IPP) e
seu isomero dimetilalil difosfato (DMAPP). Ambos sdo produzidos pela via enzimatica
citosolica MVA (via do acido mevalonico) ou pela via plastidica e enzimatica 1-desoxi-d-
xilolose-5-fosfato (DXP), igualmente chamada de via 2-C-metileritritol-4-fosfato (MEP) ou via
nao mevalonica (REHMAN et al., 2016b).

Estes precursores iniciais sdo utilizados como substratos para as reagdes catalisadas
pelas preniltransferases, enzimas responsaveis por condensarem niimeros variaveis de unidades
de isopentenil difosfato (IPP) e dimetilalil difosfato (DMAPP) e originarem o geranil difosfato,
precursor dos monoterpenos (C10), farnesil difosfato, precursor de sesquiterpenos (C15) e
geranilgeranil difosfato, precursor dos diterpenos. Para produzir triterpenos (C30), duas
unidades de farnesil (C15) sdo combinadas, enquanto que para produzir tetraterpenos (C40),
duas unidades de geranilgeranil (C20) sdo combinadas. Sdo resposaveis por essas conversoes,
uma grande familia de enzimas, chamadas terpeno-sintases (TPS) (BUCHANAN, GRUISSEM
& JONES, 2015).

Os terpenos sdo geralmente classificados de acordo com o nimero e organizacio

estrutural das cinco unidades de isopreno de carbono envolvidas em sua sintese. Os terpenos
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podem ainda gerar os terpenoides, isto ¢, terpenos com diferentes grupos funcionais e ter o
grupo metil oxidado movido ou removido em varias posicdes (PERVEEN & AL-TAWEEL,
2018). Essa classe de moléculas ¢ a maior encontrada nas plantas, com mais de 30.000 membros

descritos até o momento (ABDALLAH & QUAX, 2017).
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Figura 2. Esquema biossintético dos terpenos (fonte: BROCKSOM, OLIVEIRA &
DESIDERA, 2017).

A producdo de terpenos ¢ uma caracteristica frequente, mas ndo universal de todas as
plantas. A fungdo dos terpenos na termotolerancia das plantas tem sido amplamente estudada
em varios experimentos. Plantas que secretam terpenos tém melhor capacidade de tolerar curtos
periodos de alta temperatura de luz solar. Essas plantas também t€ém melhor tolerancia contra
muitas espécies reativas de oxigénio e 0zonio, em comparagdo com plantas ndo emissoras de
terpenos (REHMAN et al., 2016b).

Os monoterpenos costumam ser compostos majoritarios de 6leos essenciais, podendo
constituir 90% da composi¢do destes. Os monoterpenos sdo isdmeros compostos por duas
unidades de isoprenos, isto €, possuem 10 atomos de carbono e exibem uma grande variedade
de estruturas quimicas (Figuras 3, 4 e 5), incluindo hidrocarbonetos aciclicos (mirceno e
ocimeno); hidrocarbonetos monociclicos (limoneno, terpinenos, p-cimeno e felandrenos);
hidrocarbonetos biciclicos (pinenos, canfenos e sabinenos); alcoois aciclicos (geraniol, linalol,
citronelol, lavandulol e nerol); 4lcoois monociclicos (mentol, a-terpineol e carveol); alcoois
biciclicos (borneol, fenchol, crisantenol e thuyan-3-ol); aldeidos aciclicos (geranial, neral e
citronelal); cetonas aciclicas (tegetona), cetonas monociclicas (mentonas, carvona, pulegone e
piperitone); cetonas biciclicas (canfora, fenchona e pinocarvone); ésteres aciclicos (linalil
acetato ou propionato e acetato de citronelilo); ésteres monociclicos (mentil ou acetato de a-
terpinil); ésteres biciclicos (acetato de isobornilo); éteres (1,8-cineol e mentofurano); peroxidos

(ascaridol); e fenois (timol, carvacrol) (BILIA et al., 2014).
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Figura 3. Diferentes estruturas quimicas dos monoterpenos (fonte: FELIPE & BICAS, 2017).

Os sesquiterpenos sao formados a partir da reunido de trés unidades de isopreno (C15).
A extensdo da cadeia aumenta o nimero de ciclizagdes que permite uma grande variedade de
estruturas (Figuras 4 e 5). Os sesquiterpenos incluem hidrocarbonetos ([-bisaboleno,
cadinenos, f-cariofileno, farnesenos e zingibereno); alcoois (bisabolol, S-nerolidol, arneso, [5-
santalol e patchoulol); cetonas (germacrona, f-vetinona e turmerones); e epoxido (cariofileno
oxido e epoxido de humuleno) (BILIA et al., 2014).

Estudos recentes revelaram os sesquiterpenos como 0s componentes majoritarios do
6leo essencial de B. dracunculifolia. No estudo de CAZELLA et al. (2019) foram identificados
trinta constituintes no 6leo essencial de B. dracunculifolia proveniente do municipio de
Guaraniagu, PR e suas principais classes foram: sesquiterpenos oxigenados (60,8%),
hidrocarbonetos sesquiterpenos (22,9%) e hidrocarbonetos monoterpenos (9,6%). Os principais
compostos encontrados foram os sesquiterpenos oxigenados espatulenol (27,4%) e trans-
nerolidol (23,1%). Também foram relatados monoterpenos como P-pineno (5,6%) e
hidrocarbonetos sesquiterpenos como trans-cariofileno (4,6%) e germacreno D (4,5%), entre
outros compostos. No estudo de SALAZAR et al. (2018) os compostos mais abundantes do
6leo essencial de B. dracunculifolia proveniente da Mata Atlantica no Estado do Paran4 foram
sesquiterpenos oxigenados (45,7%), seguidos por hicrocarbonetos sesquiterpenos (33,2%) e
hidrocarbonetos monoterpenos (16,5%), sendo o principal constituinte o sesquiterpeno

germacreno D (18,4%).
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Figura 4. Estruturas quimicas dos monoterpenos e sesquiterpenos aciclicos, monociclicos e
biciclicos (fonte: FELIPE & BICAS, 2017).

No estudo de ALVES et al. (2018), a composi¢cdo quimica do 6leo essencial de B.
dracunculifolia proveniente do municipio de Pitangui, MG consistiu em E-nerolidol (30,62%)
como constituinte principal, seguido por germacreno D (9,41%), espatulenol (6,83%), B-
cariofileno (5,77%) e limoneno (4,51%). Entre os constituintes do 6leo essencial 78,57% foram
hidrocarbonetos sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados. No estudo de BARBOSA et al.
(2015), oleo essencial de B. dracunculifolia proveniente do municipio de Botucatu, SP,
apresentou a seguinte composi¢do quimica: nerolidol (25,84%), espatulenol (13,14%),
germacreno B (7,62%), germacreno D (7,09%), limoneno (6,93%), B-pineno (4,24%), 5-cadinol
(4,11%), B-cariofila eno (3,23%), a-pineno (2,53%), PB-mirceno (1,22%) e isocariofileno
(1,21%).

1.4.2. Biossintese dos fenilpropanoides

Outras moléculas aromaticas presentes em menores concentragdes que os terpenos nos
6leos essenciais sdo os fenilpropanoides que compreendem compostos como: aldeidos
(cinamaldeido); alcoois (4lcool cindmico); fenois (chavicol e eugenol); derivados de metoxi
(anetol, estragol e metileugendis); e compostos metilenodioxi (apiole, miristicina e safrole)

(Figura 5) (BILIA et al., 2014).
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Figura 5. Estruturas quimicas de monoterpenos, fenilpropanoides (aldeido cindmico ou
cinamaldeido, safrol e eugenol) e sesquiterpenos (E-nerolidol e E, E-farnesol) encontrados nos
6leos essenciais (fonte: SIMAS et al., 2004).

No que se refere a via de biossintese de fenilpropanoides (Figura 6), esta inclui a via
central dos fenilpropanoides (GPP) e subsequentes vias ramificadas especificas, para a
formagdo de flavonoides, estilbenos, acidos fenolicos, monolignois e cumarinas (DENG & LU,
2017). Na via geral (GPP), o composto precursor ¢ a fenilalanina, originada da via do
shiquimato, e o ponto de entrada que leva a biossintese de fenilpropanoides (BUCHANAN,
GRUISSEM & JONES, 2015; BIALA & JASINSKI, 2018).

Primeiramente, hda uma desaminagdo da fenilalanina pela fenilalanina amonia-liase
(PAL), formando o 4cido cinamico. Em seguida, ocorre a hidroxilagdo do 4cido cinamico para
0 4-cumarato (dcido p-cumarico) pela enzima cinamato 4-hidroxilase (C4H) e por ultimo a
conversao do 4-cumarato (acido p-cumadrico) em 4-coumaroil-CoA (ou p-cumaroil-CoA) pela
4-coumarato-CoA ligase (4CL) (BUCHANAN, GRUISSEM & JONES, 2015; BIALA &
JASINSKI, 2018). O p-cumaroil-CoA se torna o precursor para a sintese dos flavonoides,

estilbenos, monoligndis e cumarinas (DENG & LU, 2017).
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Figura 6. Esquema dos varios pontos de ramificagdo na biossintese dos compostos fendlicos
(SALMINEN & KARONEN, 2011).

1.4.2.1 Biossintese dos flavonoides e estilbenos

Em relacdo a via dos flavonoides, esta se inicia com a condensacdo de uma molécula de
p-coumaroil-CoA com trés moléculas de malonil-CoA (originada do metabolismo primario),
resultando em naringenina-chalcona, onde a reacdo ¢ conduzida pela chalcona-sintase (CHS).
Em seguida, a naringenina-chalcona ¢ rapidamente isomerizada em naringenina pela chalcona
isomerase (CHI) (SUN et al., 2015a), uma flavanona de estrutura central que pode sofrer varias
modifica¢des importantes por meio de enzimas e levar a uma grande diversidade estrutural de
flavonoides, como flavonas, isoflavonas, isoflavanonas, pterocarpanos, di-hidroflavonois,
flavonois, leucoantocianidinas (flavan-3,4-didis), antocianinas, proantocianidinas, flobafenos e
catequinas (flavan-3-ols) (BUCHANAN, GRUISSEM & JONES, 2015). Estes sao
classificados de acordo com o carbono do anel C que estd ligado ao anel B e pelo grau de
insaturagdo e oxidacdo do anel C (PANCHE, DIWAN & CHANDRA, 2016). Além disso, os

flavan-3-ols, quando condensados, originam os taninos condensados, igualmente chamados de
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proantocianidinas. Esses se diferenciam dos taninos hidrolisaveis, no qual a biossintese se inicia
a partir do acido gélico (ONO et al., 2016).

J& os estilbenos, sdo originados através da condensacdo do p-cumaroil-CoA com trés
moléculas de malonil-CoA, pela acdo da enzima estilbeno-sintase (STS) (JOO et al., 2014). Na
presenga de malonil-CoA e estilbeno sintase, o resveratrol é produzido através de uma reacao
aldol (HEALY et al.,, 2018). Uma vez sintetizada, a molécula de resveratrol pode ser
subsequentemente modificada para produzir uma variedade de derivados quimicos
(HENDERSON, 2017). O resveratrol pode ser convertido em pterostilbeno pela O-metil
transferase (CHAN et al., 2019), pode sofrer uma hidroxilagdo e originar o piceatanol
(REZAIRE et al., 2014), sofrer uma glicolizagdo e originar piceide, entre outros

(HENDERSON, 2017).

1.4.2.2. Biossintese dos monoligndis e fenilpropanos

A partir da via do monolignol, serdo derivadas as ligninas (polimeros formados por
acoplamento oxidativo fendlico de mondmeros de alcool hidroxicindmico) e as lignanas
(dimeros formados por acoplamento oxidativo fendlico de mondmeros de alcool coniferilico)
(BEHR et al., 2018).

Em relacdo a lignina, primeiramente O p-coumaroil-CoA ¢ convertido em p-coumaril
aldeido pela O cinamoil-CoA: NADPH oxidoredutase (CCR). Este ¢ entdo transformado pela
alcool-cinamilico desidrogenase (CAD) no monolignol alcool p-cumarilico, precursor das
ligninas H. Para a forma¢do das demais ligninas, o O p-coumaroil-CoA ¢ convertido pela
hidroxicinamoil transferase (HCT) a p-coumaroil shiquimato, que apds sucessivas reagdes
originam os monoligndis alcool coniferil e o alcool sinapil, que serdo precursores das ligninas
G e S, respectivamente. Posteriormente, esses monolignéis sao polimerizados pela peroxidase
(POD) formando as unidades do polimero de lignina: p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil
(S) (PARIZOTTO et al., 2011; BUCHANAN, GRUISSEM & JONES, 2015).

A biossintese das lignanas ocorre pela mesma via das ligninas, com diferencia¢des nas
reagdes dos alcoois (TSOPMO, AWAH & KUETE, 2013), que serdo dimerizados por enzimas
oxidativas, como lacases e peroxidases (ZALESAK, BON & POSPISIL, 2019), formando
assim compostos como o arilnaftaleno, ariltetralina, dibenzilbutano, dibenzilbutirolactona,
tetra-hidrofurano e furofurano (MCCREATH, DELGODA, 2017).

Nesta via, sao ainda formados os fenilpropenos. Os fenilpropenos se originam a partir

do 4lcool cumarilico, coniferilico e sinapilico. Os dalcoois sdo catalisados por uma
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aciltransferase BAHD, que produzird o éster acetilico correspondente. O éster acetilico ¢ entdo
reduzido por um membro da familia IFR/PLR de redutases dependentes de NADPH para
produzir eugenol, chavicol, isoeugenol ou t-anol. Estes sdo ainda modificados pelas enzimas
do citocromo P450 e O-metiltransferases para uma variedade de estruturas (BUCHANAN,

GRUISSEM & JONES, 2015).

1.4.2.3. Biossintese das cumarinas

Existem quatro subtipos principais de cumarinas, classificadas de acordo com suas
estruturas quimicas: as cumarinas simples (compostos formados por dois anéis: benzeno e a-
pirona), furanocumarinas (contém anel furano), piranocumarinas (contém anel pirano) e as
cumarinas com substituintes no anel pirona (JAIN & JOSH, 2012; VENUGOPALA, RASHMI
& ODHAYV, 2013; KUBRAK, PODGORSKI & STOMPOR, 2017).

A biossintese se inicia com a molécula de p-cumaroil-CoA sendo catalisada pela p-
comaroil-CoA 3 hidroxilase (C3°H), gerando cafeoil-CoA. O cafeoil-CoA entdo ¢ metilado pela
Cafeoil-CoA O-methyltransferase (CCoAOMT), originando o feruloil-CoA. O feruloil-CoA
sera catalisado pela feruloil-CoA 6’-hydroxylase (F6H), originando o 6-Hydroxyferuloyl-CoA.
Por uma reacdo espontanea de isomeriza¢do, o 6-Hydroxyferuloyl-CoA ¢ convertido a
escopoletina, uma cumarina simples (BUCHANAN, GRUISSEM & JONES, 2015; SUN et al.,
2015b).

O p-cumaroil-CoA pode ainda sofrear agdo da p-coumaroil 2-hydroxylase (C2°H),
originando 2,4-Dihidroxicinamoil-CoA, que espontaneamente forma umbeliferona, sendo
também uma cumarina simples (HROBONOVA et al., 2013; BUCHANAN, GRUISSEM &
JONES, 2015). A partir da umbeliferona, sdo sintetizadas uma série de cumarinas, como ostenol
(furanocumarina), psoraleno (furanocumarina), esculetina (cumarinas simples) entre outras

(BUCHANAN, GRUISSEM & JONES, 2015).

1.4.2.4. Biossintese dos Acidos Fenolicos

No que se referem aos acidos fenolicos, estes sao definidos quimicamente como acidos
carboxilicos derivados de esqueletos de cido benzoico (4cidos hidroxibenzdicos) ou cinamico
(acidos hidroxicindmicos) (NEILSON & FERRUZZI, 2012; KUMAR & SHARMA, 2018). A
adicdo de grupos hidroxila no anel fenil ¢ a etapa principal envolvida na biossintese de acidos

fenolicos (SWALLAH et al., 2020).
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Primeiramente, hd uma conversdo da fenilalanina (originada do metabolismo primario)
a acido cinamico pela fenilalanina amonia liase (PAL), que ¢ convertido ao acido p-cumarico
pela cinamato 4-hidroxilase (C4H). A tirosina (originada do metabolismo primario) também
pode formar o acido p-cumarico, através da acdo da enzima tirosina amoénia-liase (TAL)
(DOCIMO et al., 2013). O acido p-cumarico € entdo convertido pela p-coumarato 3-hidroxilase
(C3H) a acido cafeico. O acido cafeico ¢ catalisado pela cafeoil-CoA O-metiltransferase
(CCoAOMT), originando o acido ferulico (RODRIGUES et al., 2015; KIM & PARK, 2019).

O 4cido cafeico pode ainda ser metilado o formar &cido isoferulico, que ¢
adicionalmente metilado para produzir &cido 3,4-dimetoxicindmico. Este entdo ¢ desmetilado,
glicosilado e sofre um encurtamento da cadeia lateral para produzir dcido vanilico (KUNDU,
2017). O acido fertilico pode ainda ser convertido pela ferulato 5-hidroxilase (F5SH) em acido
5-hidroxiferulico, e em seguida ser convertido pela catecol O-metiltransferase (COMT), para
originar o &cido sindpico (BUCHANAN, GRUISSEM & JONES, 2015).

Além disso, o acido cinamico pode perder dois atomos de carbono, se transformando
em acido benzoico, o qual originard mais um grupo de acidos fenolicos (KUMAR & GOEL,
2019), que incluem o &cido galico, o &cido p-hidroxibenzoico, o 4cido siringico e o acido

protocatecuico (CHANDRASEKARA, 2019).

1.5. Fatores que influenciam na produc¢io e composicao dos 0leos essenciais

A producdo dos 6leos essenciais pelas plantas, sua composi¢do quimica e respectiva
qualidade dependerao de diversos fatores que venham a interferir nas plantas de origem, sendo
que estas estdo sujeitas a uma ampla gama de estresses ambientais. Estes fatores ambientais
podem ser categorizados em: estresses abidticos e estresses bioticos. Os estresses abidticos sao
definidos como os impactos negativos de fatores ndo-vivos nos organismos vivos em um
ambiente especifico como: luminosidade (BEN-ARI & LAVI, 2012; LIMA et al., 2017),
temperatura (EBRAHIMI et al., 2011), clima e condi¢des do solo (BASER & BUCHBAUER,
2015).

Os estresses biodticos sdo influéncias negativas causadas por outros organismos vivos e,
na agricultura de producdo, normalmente se referem a danos causados por insetos, nematoides
parasitas de plantas, doengas ou ervas daninhas (O’'SHAUGHNESSY & RUSH, 2014). Além
disso, fatores como o armazenamento do material vegetal, métodos de extragdo e
acondicionamento do 6leo essencial também podem interferir na qualidade dos mesmos

(TUREK & STINTZING, 2013; MOGHADDAM & MEHDIZADEH, 2017).
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1.5.1. Influéncia dos fatores ambientais na producdo e composicio dos o6leos

essenciais e outros metabdlitos secundarios de plantas

A radiagdo solar tem uma grande influéncia no crescimento e metabolismo das plantas
aromaticas e consequentemente na produgdo de 6leos essenciais (SCHMIDT, 2010). A maior
intensidade da luz geralmente favorece a produgdo dos metabdlitos secundarios e do dleo
essencial através de ativagdo de enzimas fotossensiveis envolvidas em vias bioquimicas da
planta (SOUZA et al., 2011). Porém, o contrario pode ocorrer em determinadas espécies de
plantas, no qual as condigdes de sombra natural e ambiente protegido podem propiciar melhor
biomassa da planta e consequentemente maior rendimento de 6leo essencial (LUZ et al., 2014;
OMOBOLANLE et al., 2013).

Da mesma forma, temperatura ¢ um fator de interferéncia na produg¢do de metabolitos
secundarios nas plantas (HASSIOTIS et al., 2014; SOUZA & SOUZA, 2017). O aumento da
temperatura como um fator de estresse abidtico pode exercer uma influéncia consideravel nos
niveis de metabdlitos secundarios nas plantas, pois a planta ird produzir uma maior quantidade
de determinados compostos, como acidos fendlicos, para remover espécies reativas de oxigénio
(EROs) antes que oxidem suas paredes e membranas celulares (SHAMLOO et al., 2017).

Para produgdo de dleos essenciais a temperatura ¢ um importante fator ambiental que
afeta a liberacdo de terpenos de plantas aromaticas. A liberagcdo de 6leos essenciais ¢ mais
intensa em climas quentes. Isso se deve ao fato de que as atividades da maioria das enzimas que
catalisam a sintese de compostos organicos volateis sdo estimuladas por aumento da
temperatura. Assim, a produc¢do de terpenos costuma ser maior nas plantas de regides tropicais
do que na maioria das plantas de ambiente frio ou temperado. Em plantas aromaticas, os
terpenos atuam como uma forma natural de protetor solar, refletindo a luz solar e permitindo
que a planta controle sua temperatura (REHMAN et al., 2016b).

O mesmo ocorre em periodos de seca, onde o estresse hidrico induz a produgdo de
diferentes tipos de EROs, incluindo os radicais livres, como superdxido (O?e"), radicais
hidroxila (*OH), radical peridroxi (HO2) e radicais (RO¢) (IMPA, NADARADJAN &
JAGADISH, 2012). Como mecanismo de defesa, as plantas sintetizam metabolitos que incluem
compostos antioxidantes fenolicos para lidar com danos oxidativos (GILL & TUTEJA, 2010).
O efeito do clima seco na concentragdo de metabolitos secundarios nos tecidos vegetais ¢ muitas

vezes, dependente do grau de estresse e do periodo em que ocorre, sendo que efeitos em curto
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prazo parecem levar a um aumento da producao desses metabdlitos, enquanto em longo prazo
¢ observado um efeito oposto (SOUZA & SOUZA, 2017).

Climas umidos também podem ser benéficos quando associados a temperaturas
elevadas, produzindo condi¢des favoraveis a proliferacdo de parasitas de insetos e de
microrganismos. Isso faz com que as plantas aumentem a produ¢do dos compostos encontrados
nos 6leos essenciais para sua propria prote¢ao (BASER & BUCHBAUER, 2015).

Ja em condicdes de frio, como no inverno, pode haver senescéncia e abscisao foliar nas
plantas. Nesse periodo a espécie mantém poucas folhas, podendo inclusive vir a abscisdo foliar
completa no caso de ocorréncia de geadas, o que diminui o rendimento do 6leo essencial
(PROCHNOW, 2015). Além disso, a redug¢do dos teores de 6leo essencial pode ocorrer pelo
acionamento do mecanismo natural de fonte-dreno, no qual a planta degrada metabolitos
secundarios e direciona seus compostos quimicos para a manutencao do metabolismo primario
(TAIZ & ZEIGER, 2012), este que engloba reagdes e caminhos absolutamente vitais para a
sobrevivéncia (POTT, OSORIO & VALLARINO, 2019).

O oposto pode ocorrer, quando hd um aumento da biossintese de metabdlitos
secunddrios regulada pelas baixas temperaturas, processo que se torna de grande importancia
na coordena¢do da planta na tolerancia ao frio (XU et al., 2014). O estresse causado pelo frio
pode promover a produg¢do de compostos fendlicos e sua subsequente incorporagdo na parede
celular da planta como suberina ou lignina, para um aumento da resisténcia (GRIFFITH &
YAISH, 2004).

A idade e o estagio de desenvolvimento da planta também podem influenciar, niao
apenas na quantidade total de metabdlitos secundarios produzidos, mas na proporcao relativa
destes compostos (GOBBO-NETO & LOPES, 2007). No estagio vegetativo da planta (periodo
entre germinagdo da semente e crescimento, antes da floracdo) (BENFEY & SCHERES, 2016,
MATSOUKAS, 2014), a baixa quantidade de 6leos essenciais pode ocorrer devido a inativagao
parcial das enzimas necessdrias para a biossintese desses compostos (DAGHBOUCHE et al.,
2020), uma vez que neste periodo, algumas espécies de plantas acumulam recursos necessarios
para a floracdo e reprodu¢do (HANGARTER, 2000).

No estagio de floragdo, fase reprodutiva da planta, pode haver um maior acimulo da
quantidade de compostos do o6leo essencial (PADALIA et al., 2013; GRDC, 2015) e uma
possivel explicagdo ¢ que nesta época, os metabolitos secundérios auxiliam na atra¢do de
polinizadores/dispersores, o que levaria a uma produgdo mais intensa desses compostos

(CASTELO, MENEZZI & RESCK, 2012). E ainda durante os processos de polinizagdo, ocorre
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aumento de metabolitos secundédrios como pigmentos coloridos e terpenoides com odores
perfumados (WINK, 2018).

J&4 em um estégio tardio da colheita, com a planta amadurecida, pode-se obter um baixo
rendimento dos 6leos essenciais (SAEB & GHOLAMREZAE, 2012). O envelhecimento das
folhas resulta em uma diminui¢do acentuada no conteudo dos metabdlitos secundarios em
comparagdo com as folhas jovens (GOBBO-NETO et al., 2017). As altera¢cdes metabolicas
durante a senescéncia foliar incluem a hidrdlise de macromoléculas, como proteinas, lipidios,
acidos nucléicos e pigmentos que foram acumulados durante a fase de crescimento
(WATANABE et al., 2013; WOO et al., 2013). As plantas mais jovens produzem mais 6leo
essencial que as mais antigas, mas as plantas mais velhas sdo mais ricas em 6leos mais resinosos
e mais escuros, devido a evaporagdo continua das fracdes mais leves do 6leo essencial
(AUGUSTYN et al., 2019).

Ademais, o material vegetal escolhido se torna um fator determinante da composi¢ao
do ¢dleo essencial (FIGUEIREDO, PEDRO & BARROSO, 2014). Os 6leos essenciais podem
ser extraidos de diversas partes da planta, como folhas (alecrim do campo, alecrim, orégano,
tomilho, eucalipto, horteld, salvia, manjericdo, malaleuca, citronela, etc.), flores (lavanda, rosa,
flor de laranjeira, camomila, cravo-da-india, etc.), caules (canela, sandalo, pau-rosa), frutas
(anis estrelado, frutas citricas), sementes (coentro, alcardvia) e raizes (gengibre, alho,
Ang¢élica), onde cada parte pode apresentar diferentes concentragdes (BUTNARIU & SARAC,
2018). As flores, folhas e caules sdo os d6rgdos vegetais onde, com maior incidéncia, se
encontram estruturas secretoras (tricomas, canais ou bolsas), onde sdo produzidas misturas
complexas de produtos naturais (FIGUEIREDO, PEDRO & BARROSO, 2014). Oleos
essenciais extraidos de flores e caules geralmente contém maiores quantidades de
monoterpenos, enquanto o Oleo essencial proveniente das folhas costuma ter maiores
quantidades de sesquiterpenos (MOHAMMADHOSSEINI et al., 2013).

As condi¢des do solo se tornam outro fator de interferéncia no rendimento do o6leo
essencial. Um solo adubado favorece a estrutura, aeragdo, armazenamento de dgua e drenagem
interna do solo e o seu enriquecimento gradual com macro e micronutrientes (TRANI et al.,
2013) responsaveis pelos processos de crescimento e desenvolvimento das plantas (TORRES-
OLIVER et al., 2014), e consequentemente aumento da quantidade de Oleos essenciais
(MOREIRA & VIEIRA, 2015). Fertilizantes convencionais podem aumentar a produtividade,
enquanto os fertilizantes biologicos alteram positivamente a composi¢do do 6leo essencial,

ambos levando ao aumento da qualidade da colheita (BURDUCEA et al., 2018).
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Em situagdes adversas, como em um solo encharcado, o oxigénio, componente do ar,
ndo estd presente. Dessa maneira, as raizes irdo realizar a chamada respira¢do anaerdbia, que
tem por consequéncia a reducao do crescimento radicular e menos absor¢ao de 4gua e nutrientes
(PES & ARENHARDT, 2015). Conjuntamente, o pH afeta a disponibilidade de nutrientes para
a planta, onde variagdes no pH podem alterar a forma do nutriente no solo (NRCCA, 2016). A
deficiéncia nutricional pode levar a um crescimento atrofiado, morte de tecido vegetal ou
amarelecimento das folhas causadas por uma producdo reduzida de clorofila, um pigmento
necessario para a fotossintese. A deficiéncia de nutrientes pode ainda ter um impacto
significativo na agricultura, resultando em menor rendimento das culturas ou menor qualidade
da planta (MORGAN & CONOLLY, 2013). O nitrogénio, por exemplo, ¢ constituinte de
aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, clorofila e varios metabolitos primdarios e
secundarios, e sua deficiéncia pode causar redu¢do no crescimento radicular, alteracdo na
arquitetura radicular, biomassa vegetal reduzida e fotossintese reduzida (KISHOREKUMAR
etal., 2019).

Vale ressaltar também a importancia do fator genético da planta sobre o 6leo essencial
e sua composi¢do (LAMIEN MEDA et al., 2010). Os metabolitos secundarios das plantas
constituem um grande reservatorio de diversidade quimica natural, o qual ¢ constantemente
gerado por meio de adaptagdes genéticas ao ambiente abiotico e bidtico (CHEZEM & CLAY,
2016). A expressdo génica de resposta aos estresses ¢ regulada em grande parte por fatores de
transcri¢do, que por sua vez sdo submetidos a uma regulacdo muito complexa no nivel da
cromatina, RNA e proteina (BHARGAVA & SAWANT, 2012).

A interagdo entre as caracteristicas genéticas da planta e das condi¢des ambientais levam
a formacao de quimiotipos variados (JANNUZZI et al., 2011), isto ¢, plantas da mesma espécie
com diferengas no metabolismo secundario, variando na estrutura quimica ou na sua
composi¢io (AQUINO, ARAUJO & SILVEIRA, 2017). Estes fatores levam a uma
variabilidade da composi¢ao quimica dos 6leos essenciais e de uma subsequente variabilidade
em sua qualidade (ZOUARI, 2013). Assim, o melhoramento genético seletivo pode ser uma
estratégia eficaz para o desenvolvimento de populagdes que produzam altos teores de dleos

essenciais (TSUSAKA et al., 2019).
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1.5.2. Influéncia dos processos de extracio no rendimento e composicio dos

oleos essenciais

Além dos fatores bidticos e abidticos nas plantas, fatores envolvidos no processamento
do o6leo essencial também podem interferir na qualidade dele. Métodos de extracao inadequados
podem causar danos ou alterar a composicao quimica do 6leo essencial, resultando na perda de
bioatividade e caracteristicas naturais. Em casos graves, pode ocorrer descoloragdo, odor
desagradavel e alteragdes fisicas, como o aumento da viscosidade (TONGNUANCHAN &
BENJAKUL, 2014).

Ha uma variedade de técnicas para a obtengdo do 6leo essencial. Na hidrodestilagdo, a
planta aromatica permanece em contato com a agua, podendo estar completamente imersa ou
flutuando (BUSATO et al., 2014). Este método envolve aquecimento na presenca de agua a
temperaturas mais altas que o ponto de ebuli¢do, para produzir gases misturados que se
expandem e percorrem por um condensador, onde sdo resfriados a menos de 30°C e
condensados em duas fases liquidas separadas (sem mistura); uma fase sendo um hidrolato e a
outra um 6leo essencial. O aparato inclui também um decantador para coletar o condensado e
separar os Oleos essenciais da agua, respectivamente (SADGROVE & JONES, 2015; RASSEM
etal., 2016). O método pode apresentar algumas desvantagens, como falha em condensar o 6leo
essencial, ou se forem observados 6leos condensados, eles poderdo sofrer re-evaporagdo se a
temperatura do hidrolato estiver muito alta. Assim, geralmente ¢ uma prioridade regular a
temperatura de ebuli¢do, a fim de otimizar a hidrodestilacdo para maximizar o rendimento do
6leo essencial (SADGROVE & JONES, 2015).

Na destilagc@o a vapor, os materiais vegetais sdo carregados no alambique e submetidos
ao vapor sem maceragdo em agua. O vapor injetado passa através das plantas da base do
alambique ao topo. A destilagdo a vapor ¢ um método em que o vapor flui através do material.
Esse vapor funciona como agentes que quebram os poros da matéria-prima e liberam o 6leo
essencial. O sistema produz uma mistura de vapor e 6leo essencial. Esse vapor ¢ entdo
condensado e o 6leo essencial ¢ coletado (RASSEM et al., 2016). Este método apresenta
algumas desvantagens, incluindo perdas de compostos volateis, longos tempos de extracdo e
alto consumo de energia (GAVAHIAN et al. 2015).

No método de extragdo por solvente, as amostras de plantas sdo misturadas com
solventes, que serdo extraidos por meio de aquecimento suave da mistura. O processo ¢ seguido
por filtragdo e evaporacdo dos solventes. O filtrado contém uma resina ou a mistura de cera,

fragrancia e 6leo essencial. O 4lcool ¢ combinado com a mistura filtrada para dissolver o dleo
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essencial e, posteriormente, destilado a baixa temperatura. Durante o processo de destilagdo, o
alcool absorve a fragrancia e ¢ evaporado enquanto o 6leo essencial permanece no residuo da
panela (AZIZ et al., 2018). O efeito negativo na utilizagdo de solventes organicos ¢ a dificuldade
de remocao de todo o solvente residual e a extragdo de compostos ndo volateis. A remogao de
todo o solvente necessita de muita energia e alto custo de investimentos em equipamentos, além
disso, os solventes residuais podem provocar alteragdes quimicas nos 6leos e efeitos toxicos
nos consumidores (SARTOR, 2009).

No processo mecanico, geralmente conhecido como prensado a frio, o 6leo essencial é
produzido por um processo de prensagem, sem aquecimento. E aplicado principalmente a frutas
citricas e envolve a extracdo do 6leo do pericarpo e subsequente separacdo por meios fisicos
(FARMACOPEIA EUROPEIA, 2013). Esse processo pode gerar produtos que ndo sao
totalmente volateis, no entanto, eles sdo reconhecidos como o6leos essenciais pelas
Farmacopeias (RASSEM et al., 2016; FARMACOPEIA EUROPEIA, 2013).

Novas técnicas surgiram nos Ultimos anos no intuito de se obter produtos naturais com
qualidade semelhantes ou melhores do que os métodos oficiais (RASSEM et al., 2016). A
extragdo assistida por micro-ondas, por exemplo, ¢ baseada no aquecimento do solvente através
da absor¢do da energia de micro-ondas por moléculas polares, aumentando assim a penetragao
do solvente na matriz da amostra (GUARDIA & ARMENTA, 2011). A extracgao assistida por
micro-ondas ocorre em trés etapas: (1) separacdo do soluto da matriz da amostra sob alta
pressdo e temperatura, (2) difusdo do solvente contra a matriz da amostra e (3) o soluto ¢é
liberado no solvente da matriz da amostra (KALEEM & AHMAD, 2018). Este tipo de extra¢ao
apresenta algumas vantagens como menor tempo de extragdo, menor uso de solventes, maior
taxa de extracdo dos oleos e menor custo, em relagdo aos métodos tradicionais de extragdao
(DELAZAR et al., 2012).

Ademais, ¢ importante que o 6leo essencial mantenha sua estabilidade durante seu prazo
de validade. Os produtos naturais costumam sofrer deterioracdo, principalmente durante o
armazenamento, levando a perda de componentes ativos, producdo de metabolitos sem
atividade e, em casos extremos, producdo de metabdlitos toxicos (THAKUR et al., 2011). No
caso dos 6leos essenciais, a estabilidade depende de fatores internos e externos que possam
levar a alguma reacdo quimica. Os fatores internos incluem alteragdes na estrutura quimica e
impurezas presentes no oleo essencial. Os fatores externos incluem presenca de oxigénio,
exposi¢do a luz, umidade e temperatura (KHAYYAT & ROSELIN, 2018).

Estudos demonstram que o armazenamento do 6leo essencial a temperatura ambiente

pode diminuir os compostos terpénicos, enquanto em temperaturas baixas de armazenamento,
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o0 60leo mantém a sua qualidade primaria (NAJAFIAN, 2014) e a luz pode levar a um processo
de fotodegradagdo, gerando compostos indesejaveis (BELTRAME et al., 2013). E a utiliza¢ao
de materiais inadequados para o acondicionamento do produto vegetal pode influenciar na
qualidade do 6leo, podendo inclusive, levar a uma redugdo no teor (SANTANA et al., 2016).
A vida util média dos 6leos essenciais varia, dependendo do processo de fabricacdo e dos
métodos de conservagao. Se as condi¢des ideais forem atendidas, a maioria dos 6leos podera

ser armazenada por pelo menos trés anos (BUTNARIU & SARA, 2018).

1.6. Atividade antioxidante dos oleos essenciais

Oleos essenciais de plantas como canela (Cinnamomun zeylanicum), noz-moscada
(Myristica fragrans), cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.), manjericdo (Ocimum
basilicum L.) e salsa (Petroselinum crispum) apresentam propriedades antioxidantes. O
potencial antioxidante de um 6leo essencial depende de sua composicao. Esta bem estabelecido
que os compostos fenolicos e metabolitos secundarios com ligagcdes duplas conjugadas
presentes nos 6leos essenciais geralmente conferem propriedades antioxidantes. A atividade
antioxidante dos 6leos essenciais também se deve a certos alcoois, éteres, cetonas, aldeidos e
monoterpenos como: linalol, geranial, citronelal, isomentona e mentona (DHIFI et al., 2016).

Os terpenoides fenolicos como timol e carvacrol sdo componentes majoritarios dos
6leos essenciais de orégano (Origanum vulgare L.) e tomilho (Thymus vulgaris L.), o que
explica porque esses 0leos exibem forte atividade antioxidante (DHIFI et al., 2016). O carvacrol
e seu isdmero timol sdo alguns dos constituintes de 6leos essenciais mais extensivamente
estudados quanto as suas propriedades bioldgicas e os 6leos essenciais ricos em carvacrol e
timol sdo relatados como possuidores de notavel atividade antimicrobiana (LA STORIA et al.;
2011; MAGI et al., 2015; MCETIN et al., 2011).

Uma proporg¢do relativamente pequena de 6leos essenciais ¢ composta de fenilpropenos,
e os fenilpropenos que foram mais completamente estudados sdo safrol, eugenol, isoeugenol,
vanilina e cinamaldeido. O eugenol que exibe propriedades antioxidantes estd presente nos
6leos essenciais de cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.), noz-moscada (Myristica
fragrans), canela (Cinnamomun zeylanicum), manjericdo (Ocimum basilicum L.) e folhas de
louro (Laurus nobilis) (CHOUHAN, SHARMA & GULERIA, 2017). Além das propriedades
antioxidantes, o eugenol apresenta potencial agcdo bactericida e no estudo de HEER et al. (2017)

o eugenol causou a deterioracdo da parede celular e lise de células de Enterobacter aerogenes.
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1.7. Mecanismos de acio antibacteriana dos dleos essenciais

Diversas plantas apresentam 6leos essenciais com atividade antibacteriana (ABAD et
al., 2013; BACHIR & BENALLI 2012; BARBOSA et al., 2015; DIAO et al., 2013; FABRI et
al.,, 2011; HU et al., 2019). A atividade antibacteriana do 6leo essencial depende da sua
composi¢do quimica (NAZZARO et al., 2013), sendo que os mecanismos antimicrobianos
ocorrem por meio de acdo sinérgica dos compostos presentes (KALAIVANI et al., 2011). A
acao dos Oleos essenciais contra as bactérias em baixas concentragdes podem ser apenas de
inibicdo do crescimento bacteriano (efeito bacteriostatico) ou pode ainda em altas
concentragdes ou através de agdo mais eficiente, resultar em morte das células bacterianas
(efeito bactericida) (CHOUHAN, SHARMA & GULERIA, 2017; FALEIRO, 2011).

A atividade antibacteriana dos dleos essenciais pode estar relacionada a um aumento na
permeabilidade da membrana celular, levando ao vazamento de eletrélitos, além de perdas de
proteinas e agtcares redutores. Essas mudancgas resultam em lise celular e morte das bactérias
viaveis (DIAO et al., 2013). Assim, em células procaridticas, o aumento na permeabilidade de
membranas pela exposi¢do a 6leos essenciais estd associado a perda de ions e a redugdo do
potencial de membrana, ao colapso da bomba de prdotons e ao esgotamento do ATP, que ¢
pedido para o meio extracelular (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011). Estes mecanismos
ocorrem devido ao carater hidrofobico dos 6leos essenciais, 0 que permite a sua penetragao e
distribui¢do na membrana celular e nas mitocondrias, o que torna a estrutura celular instavel e
destroi sua integridade (WINSKA et al., 2019).

No estudo de BOUHDID et al. (2009), a investigacdo das altera¢des funcionais e
morfoldgicas em bactérias Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus induzidas pelo
6leo essencial de orégano (Origanum compactum) mostrou morte celular por mecanismos
como: gradiente de potassio dissipado; membranas despolarizadas e permeabilizadas;
respiracdo celular inibida e estrutura celular afetada apresentando material citoplasmatico
coagulado.

Além disso, os 0leos essenciais podem ainda inibir a producio de toxinas bacterianas.
A secrecao de toxinas pode ser limitada por modificacdes na membrana bacteriana devido a
fixacdo do 6leo essencial que pode perturbar a bicamada fosfolipidica, com consequéncias no
processo de transporte transmembranas, limitando assim a liberacao de toxinas para o ambiente
contiguo (FALEIRO, 2011). No estudo de DE SOUZA et al. (2010), avaliou-se a influéncia do
6leo essencial de orégano (Origanum vulgare L.) na produgdo de enterotoxinas, permeabilidade

da membrana e caracteristicas da superficie celular de S. aureus. Observou-se a inibicdo de
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producdo de enterotoxinas estafilocdcicas nas concentragdes de 6leo de 0,15 a 0,3 pL/mL e em
concentragdes maiores de oleo (0,6 a 1,2 uL/mL) houve perda de potassio. A microscopia
eletronica das células tratadas com 6leo essencial de orégano revelou a formagao de buracos
nas superficies celulares e perda de material do citoplasma, indicando ruptura da membrana
celular. Os autores concluiram que o O6leo essencial de orégano poderia ser aplicado
racionalmente em alimentos para inibir o crescimento de S. aureus e para suprimir a sintese de
enterotoxinas estafilococicas.

Ademais, a produ¢do de ATP em procariontes ocorre tanto na parede celular quanto no
citosol por glicolise. Assim, espera-se que alteragdes no equilibrio intracelular e externo de
ATP sejam afetadas devido a agdo do 6leo essencial na membrana celular. No estudo de PAUL
(2011) as bactérias Bacillus subtilis tratadas com O6leo essencial de cominho ajowan
(Trachyspermum ammi) mostraram perda de ATP para o meio extracelular. A concentragdo de
ATP extracelular nas células de B. subtilis ndo tratadas com 6leo foi de 1,2 ng/mL, enquanto a
concentragdo extracelular de ATP nas células de B. subtilis tratadas com o6leo foi de 12,5
mg/mL, mostrando um significativo aumento da concentracdo de ATP extracelular causada
pela exposicao das bactérias ao 6leo essencial.

Outro fator que pode softrer interferéncia dos 6leos essenciais ¢ o pH. A homeostase do
pH pode ser prejudicada pela acdo dos dleos essenciais na membrana, esta que perde sua
capacidade de bloquear protons, acidificando o meio (FALEIRO, 2011). No estudo de
SANCHEZ et al. (2010) a exposigdo de cepas de Vibrio cholerae ao extrato de manjericdo
(Ocimum basilicum L.) diminuiu o pH do citoplasma de 7,2 para 3,9. No estudo de LAMBERT
et al. (2001) também foi relatada a diminuicdo do pH interno de cepas de S. aureus como
resultado do tratamento destas com 6leo essencial de orégano.

Os 6leos essenciais podem ainda suprimir a comunicagao entre bactérias dependente de
quoérum, conhecido como “Quorum Sensing” (BOUYAHYA et al., 2019). Entdo, os dleos
essenciais suprimem o sistema de comunicag¢do entre bactérias dependente da densidade
populacional, no qual as bactérias produzem, detectam e respondem a compostos sinalizadores
de baixa massa molecular (CAMPOS-GALVAO, 2012). Este sistema de comunicagio esta
envolvido na expressdo de fatores de viruléncia e formacdo de biofilmes (DAMACENO &
FARIAS, 2016). Contudo, a atividade anti “Quorum Sensing” de compostos de origem vegetal
ainda ¢ pouco compreendida, mas ¢ provavel que a atividade antibacteriana seja mediada por:
(1) a inibi¢do da sintese de AHL (homoserina lactona acilada), (2) a inibigdo do transporte e/ou
secrecao de AHL, (3) o sequestro de AHLs, (4) acdo antagonista e (5) a inibicdo de alvos de
ligagdo do receptor de AHL (NAZZARO, FRATIANNI & COPPOLA, 2013).
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No estudo de BOUYAHYA et al. (2019), os autores concluiram que o 6leo essencial de
orégano (Origanum compactum) tem potente atividade antibacteriana contra Escherichia coli e
Bacillus subtilis. Os mecanismos antibacterianos desse 6leo estdo relacionados a perda da
integridade e ao aumento da permeabilidade da membrana celular, o que leva ao vazamento de
materiais (DNA e RNA). Além disso, o 6leo essencial de orégano apresentou atividade anti
“Quorum Sensing”, pois inibiu a formacao de biofilmes tanto de B. subtilis como de E. coli,
apresentando maior atividade para B. subtilis em comparagdo com E. coli.

Compostos como os terpenos que sdo altamente presentes nos 6leos essenciais, parecem
inibir dois processos cruciais essenciais a sobrevivéncia microbiana, incluindo a captagdo de
oxigeénio e a fosforilacdo oxidativa. Microrganismos aerdbicos requerem oxigénio para produzir
energia para o seu crescimento e baixas concentragdes de oxigénio causam limitagdo nas taxas
de respiracdo bacteriana. Enquanto isso, a fosforilagdo oxidativa ¢ um processo bioquimico
crucial responsavel pela respiragcdo celular que ocorre na membrana citoplasmatica. Desta
maneira, a interagdo com compostos terpénicos pode levar a alteracdo na respiragdo celular,
que mais tarde causa desacoplamento da fosforilagao oxidativa no microrganismo (MAHIZAN
etal., 2019).

De acordo SANCHEZ-GONZALEZ et al. (2011), os terpenos, que sio 0s compostos
majoritarios de 6leos essenciais, tém a capacidade de penetrar a estrutura lipidica da membrana
celular das bactérias, levando a desnaturacdo de proteinas e a destruicdo da membrana celular.
LAMBERT et al. (2001) relataram que 6leos essenciais contendo uma alta porcentagem de
compostos fendlicos, como carvacrol (orégano), eugenol (cravo-da-india) e timol (tomilho),
apresentam forte propriedades antibacterianas contra patogenos de origem alimentar. Estes
compostos sdo capazes de desintegrar a membrana externa de bactérias gram-negativas,
liberando lipopolissacarideos e aumentando a permeabilidade da membrana citoplasmatica (LA
STORIA et al.; 2011). Como ¢ possivel observar na Tabela 1 muitos estudos apresentam os
danos causados @ membrana celular como o principal mecanismo de ac¢do bactericida proposto
para diversos 6leos essenciais.

A agdo dos Oleos essenciais pode variar de acordo com a bactéria, sendo que bactérias
gram-positivas sdo mais suscetiveis aos 6leos essenciais do que bactérias gram-negativas
(WINSKA et al., 2019), fato este relacionado as variagdes estruturais das paredes celulares,
onde a parede celular de bactérias gram-positivas permite que moléculas hidrofébicas penetrem
mais facilmente nas células e atuem tanto na parede celular quanto no citoplasma, enquanto a
parede celular de bactérias Gram-negativas limita ou impede a penetragao dos 6leos essenciais

na célula microbiana (NAZZARO et al., 2013). Os lipopolissacarideos da parede celular de
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bactérias Gram-negativas limitam a difusdo de compostos hidrofobicos, enquanto nas bactérias
Gram-positivas a parede celular espessa de peptideoglicano facilita a infiltragdo de compostos

hidrofobicos dos oleos essenciais devido as extremidades lipofilicas do acido teicdico

(CHOUHAN, SHARMA & GULERIA, 2017).

Tabela 1. Mecanismo de agdo antibacteriana proposto para diversos 6leos essenciais.

Oleo essencial Bactéria testada Mecanismo de acio Referéncia
Pimenta do reino preta E. coli Perda de material ZHANG et al.
(Piper nigrum) intracelular (2017)

Canela E. coli Ruptura de membrana ZHANG et al.
(Cinnamomun zeylanicum) S. aureus celular (2016)
Funcho Shigella dysenteriae Perda da integridade da DIAO et al.
(Foeniculum vulgare) membrana celular (2014)
Orégano S. aureus Ruptura de membrana DE SOUZA
(Origanum vulgare) celular et al. (2010)
Orégano E. coli Perda da integridade da BOUYAHYA
(Origanum compactum) B. subtilis membrana celular etal. (2019)
Manjericao Listeria innocua Aumento da permeabilidade = NGUEFACK
(Ocimum gratissimum) da membrana celular et al. (2004)
Cominho ajowan B. subtilis Lise celular PAUL (2011)
(Trachyspermum ammi)
Menta E. coli Dano a parede celular HAFEDH et
(Mentha longifolia) Micrococcus luteus al. (2010)

S. Typhimurium

Oleos essenciais contendo compostos fendlicos, como o carvacrol, o eugenol, o
cinamaldeido e o timol t€m atividades antibacterianas importantes contra um amplo espectro
de bactérias: E. coli, Salmonella enterica, Clostridium jejuni, S. aureus, Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes e Helicobacter pylori. Outros compostos dos 6leos essenciais também
tém propriedades antibacterianas valiosas como os monoterpenos: geraniol, linalol, mentol,
terpineol, tujanol, mircenol, citronelol, canfora, carvona etc. Angélica, bergamota, capim-
limdo, tangerina, horteld, cominho, aipo, citronela, coentro, eucalipto, geranio, pinho, zimbro,
lavanda, limdo, laranja, hortela-pimenta, alecrim, salvia, orégano e tomilho estdo entre os

representantes das plantas com alguns desses compostos (DHIFI et al., 2016).
1.8. Determinac¢ao da atividade antibacteriana dos dleos essenciais

Os principais testes de atividade antibacteriana para 6leos essenciais reportados na

literatura sdo: disco difusdo, determinagdao da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e
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determinagdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) (CHOUHAN, SHARMA &
GULERIA, 2017). De acordo com a CLSI (2015), a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) ¢
definida como a menor concentragdo de um agente antimicrobiano que impede o crescimento
de um microrganismo determinado por turbidez em testes de sensibilidade por dilui¢do em
caldo. E de acordo com a CLSI (1999) a Concentragao Bactericida Minima (CBM) ¢ definida
como a menor concentracdo de um agente antimicrobiano capaz de reduzir a contagem
microbiana em 99,9%.

Assim varios estudos reportam na literatura a atividade antibacteriana de oOleos
essenciais principalmente através da determinagdo de CIM e CBM. Um estudo recente avaliou
a atividade antimicrobiana de seis 6leos essenciais provenientes de condimentos brasileiros
comumente usados: manjericdo (Ocimum basilicum L.), alecrim (Rosmarinus officinalis L),
manjerona (Origanum majorana L), hortela-pimenta (Mentha piperita L), tomilho (Thymus
vulgaris L.) e erva-doce (Pimpinella anisum L) contra a bactéria Clostridium perfringens. O
valor de CIM foi de 1,25 mg mL! para o 6leo essencial de tomilho e 5,0 mg mL! para os 6leos
essenciais de manjerona e manjericdo. Os 6leos essenciais de hortela-pimenta, alecrim e anis
apresentaram valores de CIM de 10 mg mL™! (RADAELLI et al., 2016).

No estudo de SI SAIDA et al. (2016) foi relatado que a atividade antibacteriana do dleo
essencial dos frutos de Eucalyptus globulus mostrou inibi¢ao das bactérias P. aeruginosa, S.
aureus, B. subtilis, E. coli € L. innocua, com um valor de CIM de 3-4 mg mL!. O valor do
efeito bactericida (CBM) variou entre 3,6 € 9,0 mg mL"!, o que demonstrou que todos as
bactérias testadas foram sensiveis ao 6leo essencial de frutos de Eucalyptus globulus. Da mesma
forma, foi relatado que o 6leo essencial de horteld bergamota (Mentha citrata) apresentou
atividade antibacteriana contra as bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermiditis e Streptococcus mutans) e Gram-negativas (Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli € Salmonella Typhimurium), com um
valor de CIM de 0,25-1,00 mg/mL (VERMA et al., 2016).

Em relagdo ao potencial antibacteriano do o6leo essencial alecrim do campo (B.
dracunculifolia), no estudo de SALAZAR et al. (2018) o valor de CIM foi de 0,1 mg/mL para
S. aureus e de 8,1 mg/mL para P. aeruginosa. No estudo de BARBOSA et al. (2015) o 6leo
essencial de alecrim do campo proveniente do municipio de Botucatu, SP mostrou atividade
contra cepas resistentes de S. aureus, sendo o valor de CIM de 6,7-8,4 mg/mL para S. aureus
MRSA (cepas resistentes aos antimicrobianos beta-lactimicos). E no estudo de CAZELLA et
al. (2019) o 6leo essencial de B. dracunculifolia proveniente do municipio de Guaraniagu, PR

apresentou CIM de 0,5-1,1 mg/mL para as bactérias Gram-positivas S. aureus e B. cereus ¢
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CIM de 1,1-6,3 mg/mL para as bactérias Gram-negativas P. aeruginosa ¢ E. coli. Os resultados
dessas pesquisas revelaram que o 6leo essencial alecrim do campo ¢ um promissor produto
natural com potencial antimicrobiano para uso contra bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas.

1.9. Resisténcia Bacteriana

Pode-se definir a resisténcia bacteriana como a capacidade da bactéria de interromper a
acdo de um determinado agente antibacteriano, resultando assim em tratamentos ineficazes,
infecgdes persistentes e a possibilidade de transmitir essa caracteristica a outras bactérias
(WHO, 2020). A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos ¢ atualmente um dos problemas de
saude publica mais relevantes a nivel global, dado que apresenta consequéncias clinicas e
econdmicas preocupantes. (LOUREIRO et al., 2016). O surgimento de resisténcia em
microrganismos ¢ um fendmeno natural, mas a selecdo da resisténcia ¢ impulsionada pela
exposicao aos antimicrobianos em cuidados de satde, agricultura e meio ambiente (HOLMES
et al., 2016).

A resisténcia bacteriana pode ser classificada como intrinseca e extrinseca. A resisténcia
intrinseca ou inerente ¢ uma caracteristica presente no genoma de praticamente todas as
bactérias de uma mesma espécie, ndo ¢ adquirida por transferéncia horizontal de genes e ¢é
independente da existéncia de pressdo seletiva por parte de um antimicrobiano (COX &
WRIGHT, 2013). Esta resisténcia varia amplamente entre os diferentes patdgenos e ¢
determinada pela composicdo geral celular, onde os genes e seus niveis de expressao
estabelecem uma suscetibilidade basal a um antibacteriano (DEAN, DE PASCALE &
BENTON, 2018). Os mecanismos da resisténcia intrinseca sdo codificados pelo cromossomo e
incluem bombas de efluxo ndo especificas (que provavelmente evoluiram como uma resposta
geral a toxinas ambientais), enzimas de inativagdo de antimicrobianos € mecanismos que
servem como barreiras de permeabilidade (PETERSON & KAUR, 2018).

A resisténcia extrinseca, ou adquirida, por sua vez, ¢ o resultado de um processo
evolutivo pelo qual os microrganismos se adaptam aos antimicrobianos por meio de varios
mecanismos, incluindo altera¢do do alvo da droga por mutagdes e transferéncia horizontal de
genes, conhecidos como genes de resisténcia (CLOECKAERT, ZYGMUNT & DOUBLET,
2017). Os genes de resisténcia adquiridos podem conferir resisténcia a uma classe inteira de
agentes antimicrobianos, podem ser especificos para apenas um inico membro de uma classe

de antimicrobianos, ou ainda certos genes de resisténcia adquiridos podem conferir resisténcia
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a membros de diferentes classes de agentes antimicrobianos (SCHWARZ, LOEFFLER &
KADLEC, 2017).

A resisténcia extrinseca pode evoluir por meio de dois mecanismos basicos:
transferéncia vertical e transferéncia horizontal. A transferéncia vertical ocorre pelo surgimento
de mutagdes espontineas no genoma bacteriano e sua subsequente transferéncia para os seus
descendentes. Ja a transferéncia horizontal ocorre pela aquisicdo de genes de resisténcia de
outras bactérias, por meio de transducdo, conjugacdo ou transformag¢do (SOMMER et al.,
2017).

A transducdo ¢ a transferéncia de genes bacterianos por um bacteriéfago de uma célula
para outra (MAHON & MANUSELIS, 2018). Um bacteriéfago se liga a uma célula bacteriana
receptora durante o desenvolvimento de um processo de infec¢do e injeta seu DNA viral, que ¢
entdo integrado ao cromossomo bacteriano. A célula bacteriana eventualmente sofre lise,
liberando um novo bacteriéfago, que efetuard acdo de vetor, infectando novas células
bacterianas, podendo introduzir o DNA com os genes de resisténcia (LIMA et al., 2017;
SOMMER et al., 2017).

Na conjugagao, ocorre o contato fisico de uma bactéria com outra, sendo que uma delas
sera a doadora, que transfere por fimbria ou pilus sexual, o material genético para a bactéria
receptora. O ato de conjugar ¢ geralmente atribuido aos plasmideos, podendo estes possuir
genes de resisténcia, passando para a bactéria receptora uma nova caracteristica (LIMA et al.,
2017).

A transformacdo ¢ a captagdo e incorporacdo de DNA livre, resultado de lise de
microrganismos, por uma célula bacteriana (LIMA et al. 2017; MAHON & MANUSELIS,
2018). Uma vez que o DNA tenha sido absorvido, ele pode ser incorporado ao genoma
bacteriano por recombina¢do. Se o DNA for um plasmideo circular e a célula receptora for
compativel, o plasmideo pode se replicar no citoplasma e ser transferido para células filhas

durante a divisdo celular (MAHON & MANUSELIS, 2018).
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Figura 7. Representagdo dos mecanismos de transferéncia de genes de resisténcia adquiridos
(fonte: SOMMER et al., 2017).

A resisténcia adquirida pode ser mediada por varios mecanismos, que se enquadram em
trés grupos principais: primeiro, aqueles que minimizam as concentra¢des intracelulares do
antibiotico como resultado da baixa absorcao pela bactéria ou pelo efluxo do antimicrobiano;
segundo, aqueles que modificam o alvo do antimicrobiano por mutacdo genética ou
modificacdo pods-traducional do alvo; e terceiro, aqueles que inativam o antimicrobiano por

hidrolise ou modificagdo (BLAIR et al., 2014).
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Figura 8. Mecanismos moleculares de resisténcia aos antimicrobianos (Fonte: PAUTER,
SZULTKA-MLYNSKA & BUSZEWSKI, 2020).
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1.9.1. Resisténcia bacteriana em bactérias Gram-positivas

Bactérias gram-positivas como Staphylococcus aureus apresentam notavel capacidade
de adquirir resisténcia a antimicrobianos (CARACIOLO et al., 2012). A resisténcia a penicilina
em S. aureus foi detectada logo ap6s o inicio de seu uso na década de 40. Essa resisténcia era
mediada pela aquisi¢do de genes que codificavam enzimas, inicialmente conhecidas como
penicilinases, e agora chamadas de -lactamases. Em 1960, a meticilina foi langada no mercado
como alternativa terapéutica para as cepas produtoras de penicilinases, uma vez que essa droga
ndo sofre acdo dessa enzima. Porém, ja em 1961, cepas também resistentes a meticilina
passaram a ser descritas e foram denominadas S. aureus resistentes a meticilina (MRSA)
(BRASIL, 2007). Estudos demonstram que o problema de resisténcia antimicrobiana em
infecgdes hospitalares por MRSA ¢ acompanhado por altas taxas de morbidade e mortalidade.
A prevaléncia de infec¢des por MRSA pode variar de pais para pais e entre hospitais, e varia
entre diferentes unidades do mesmo hospital (RAGBETLI et al., 2016).

Além disso, isolados de S. aureus com resisténcia completa a vancomicina (VRSA)
surgiram nos ultimos anos. A resisténcia de S. aureus a vancomicina ¢ mediada por um grupo
de genes van (sendo o gene vand o mais reportado), que sdo transferidos de enterococos
resistentes & vancomicina. Desde que o primeiro isolado de VRSA foi reportado em Michigan,
EUA, em 2002, outras 52 cepas VRSA carreadoras do gene vanA foram reportadas em paises
como India, Ir3, Paquistdo, Brasil e Portugal (CONG, YANG & RAO, 2019).

A resisténcia presente em cepas de S. aureus pode estar associada a alteracdo do alvo
da droga que impede a ligagdo do inibidor, desrepressdao de bombas de efluxo de resisténcia a
multiplas drogas codificadas cromossomicamente e multiplas mutagdes graduais que alteram a
estrutura e composi¢ao da parede celular e/ou membrana para reduzir o acesso do medicamento
ao seu alvo (FOSTER, 2017).

Em relagdo ao género Streptococcus, este inclui microrganismos gram-positivos que
podem causar infecgdes em humanos e em diversas espécies de animais, incluindo mamiferos
e peixes. Diferentes espécies de estreptococos sdo frequentemente encontradas como bactérias
comensais em mucosas. Ocasionalmente, os estreptococos estdo presentes como microbiota
cutdnea transitoria. Varias espécies exibem um alto potencial de viruléncia, mas mesmo as
espécies estreptococicas altamente patogénicas sdo frequentemente encontradas como cepas
colonizadoras (SPELLERBERG & BRANDT, 2015).

Cepas de Streptococcus spp. podem apresentar resisténcia a macrolideos, lincosamidas

e estreptograminas, através de mecanismos como: (1) modifica¢do do local de a¢do, por meio
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de mutagdo ribossomica nos residuos cruciais para a ligagdo de macrolideos, resultando em
resisténcia cruzada a todos os macrolideos, lincosamidas e estreptograminas B, conferindo o
chamado fen6tipo MLSb; (2) modificagdo da droga, inativando lincosamidas por meio de
adenilagdo na posi¢do 3 por uma 3-lincosamida-O-nucleotidiltransferase, codificada pelo gene
InuB, inativagdo de lincomicina, pela nucleotidiltransferase codificada pelo gene /nuC ou ainda
inativacdo de macrolideos causada por fosfotransferases codificadas pelas familias de genes
mph, com afinidade diferencial para os diferentes tipos de macrolideos e lincosamidas de acordo
com a variante do gene mph expresso; (3) prote¢do do local de agdo, por meio de metilagdo da
adenina na posi¢ao 2058, o que confere um fenotipo de resisténcia MLSb, sendo esta reagao
mediada pelas metilases codificadas pelo familia de genes erm (metilagdo de ribossomo de
eritromicina) e (4) bombas de efluxo, codificadas por genes mef, que conferem resisténcia aos
macrolideos, e genes Isa, que conferem resisténcia cruzada a lincosamidas, estreptogramina A
e pleuromutilinas (HAENNI, LUPO & MADEC, 2018).

Acerca dos enterococos, estes sdo microrganismos ubiquos que podem estar presentes
em diversos ambientes como solo, agua, esgoto e plantas. Além disso, eles sdo conhecidos por
pertencerem & microbiota comensal de humanos e animais (BEN BRAIEK & SMAOUI, 2019).
O género Enterococcus inclui alguns dos mais importantes organismos nosocomiais
multirresistentes, e esses patdgenos geralmente afetam pacientes que estdo debilitados por
outras doencas concomitantes e submetidos a hospitalizagao prolongada (ARIAS & MURRAY,
2012). Esses organismos desenvolveram resisténcia a praticamente todos os antimicrobianos
atualmente usados na préatica clinica, usando um numero diversificado de estratégias genéticas
(MILLER, MUNITA, ARIAS, 2014).

Devido a essa capacidade de recrutar determinantes de resisténcia a antibiodticos,
enterococos MDR (Multi Drug Resistant) exibem um amplo repertério de mecanismos de
resisténcia a antibidticos, incluindo modificagdo de alvos de drogas, inativacdo de agentes
terapéuticos, superexpressdo de bombas de efluxo e uma resposta adaptativa de envelope
celular sofisticada que promove a sobrevivéncia no hospedeiro humano e o ambiente
nosocomial. Os enterococos MDR estdo bem adaptados para sobreviver no trato gastrointestinal
e podem se tornar a flora dominante sob pressdo de antibioticos, predispondo o paciente
gravemente doente e imunocomprometido a infecgdes invasivas (MILLER, MUNITA, ARIAS,
2014).

No que diz respeito aos Bacillus spp., estes sdo bactérias formadoras de esporos,
presentes no solo, alimentos, larvas de insetos e em quase todas as superficies e pele humana

(GLASSET et al., 2018). Normalmente ocorrem como saprofitas, mas algumas espécies, como



50

B. cereus, sao patogénicas em humanos e outros mamiferos (BLACKBURN & MCCLURE,
2009). A bactéria B. cereus pode estar relacionada a intoxicacdes alimentares e induzir
infeccdes locais e sistémicas. As principais condi¢cdes descritas sdo septicemia, endoftalmite,
pneumonia, endocardite, meningite e encefalite, principalmente em individuos
imunossuprimidos como neonatos, resultando no 6bito do paciente em cerca de 10% dos casos
(GLASSET et al., 2018). Informagdes muito limitadas sobre os perfis de susceptibilidade
antimicrobiana de Bacillus spp. estdo disponiveis, mas de forma geral, a maioria dos isolados

de B. cereus sdo resistentes a penicilinas e cefalosporinas como consequéncia da producao de

B-lactamase (ADIMPONG et al., 2012).

1.9.2. Resisténcia bacteriana em bactérias Gram-negativas

A resisténcia em bactérias gram-negativas também tem se tornado preocupante. Estas
bactérias usam amplamente os quatro mecanismos gerais de resisténcia, que incluem a
limitacdo da absor¢ao do medicamento, a modificacdo do alvo do medicamento, a inativagao
do medicamento e o efluxo ativo do medicamento, sendo ainda muito capazes de transferéncia
horizontal de elementos de resisténcia (REYGAERT, 2017). Os mecanismos de resisténcia sao
originados por meio de mutagdes nas localizagdes génicas de proteinas alvo ou aquisi¢do de
elementos genéticos moveis que transportam genes de resisténcia, como plasmideos, integrons
e transposons (ABATCHA et al., 2014).

A exemplo, bactérias da familia Enterobacteriaceae sdo responsaveis por uma grande
propor¢ao de infeccdes graves e potencialmente fatais, e a resisténcia a multiplos antibidticos
nesses organismos ¢ um problema crescente de satide publica global (PARTRIDGE, 2015). A
resisténcia de bactérias da familia Enterobacteriaceae aos antibidticos, é cada vez mais
dominada pela mobilizacdo de genes inicos continuamente expressos que codificam enzimas
modificadoras de drogas eficientes, como o gene bla, responsavel pela codificacdo de enzimas
B-lactamases, que hidrolisam o anel B-lactdmico, resultando em inativa¢ao dos antibioticos do
grupo B-lactamicos (PARTRIDGE, 2015; IREDELL, BROWN & TAGG, 2016).

Dessa forma, a resisténcia aos antibidticos aumentou muito em microrganismos como
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, que sdo importantes causadores de sepse grave.
Algumas partes do mundo relatam que 60% ou mais de cepas isoladas de E. coli e K.
pneumoniae sdo resistentes a importantes antibidticos P lactdmicos hospitalares, como
cefalosporinas de terceira geracdo (por exemplo, cefotaxima), e que viajantes importam

regularmente resisténcia para paises com prevaléncia mais baixa (IREDELL, BROWN &
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TAGG, 2016). Os mecanismos de resisténcia também podem ser encontrados no género
Salmonella. A pressao seletiva devido ao uso indevido de agentes antimicrobianos em humanos
e animais domésticos levou ao surgimento de cepas de S. enterica multirresistentes, incluindo
resisténcia a quinolona, fluorquinolonas e cefalosporina de terceira geragdo, que sdo as drogas
atualmente de escolha para o tratamento da salmonelose em casos severos (EL-TAYEB et al.,
2017).

Em relacdo a Pseudomonas aeruginosa, este ¢ um patdgeno oportunista que
normalmente habita o solo e as superficies em ambientes aquosos. Sua adaptabilidade e alta
resisténcia intrinseca aos antibidticos permitem que ele sobreviva em uma ampla variedade de
outros ambientes naturais e artificiais, incluindo superficies em instalagdes médicas. As
infeccdes graves por P. aeruginosa sdo frequentemente nosocomiais € quase todas estdo
associadas a defesas do hospedeiro comprometidas. As infec¢des por P. aeruginosa sao
notoriamente dificeis de tratar devido a sua capacidade intrinseca de resistir a muitas classes de
antibidticos, bem como sua capacidade de adquirir resisténcia. Todos os mecanismos
conhecidos de resisténcia aos antibidticos podem ser exibidos por esta bactéria (intrinseco,
adquirido e adaptativo) e as vezes, todos no mesmo isolado (GELLATLY & HANCOCK,
2013).

1.10. A busca por novos agentes antibacterianos

A descoberta de agentes antimicrobianos foi uma das maiores contribuigdes para a
medicina no século XX. Quando introduzidos, eles tiveram um impacto imediato e draméatico
nos resultados de doengas infecciosas, tornando as infecgdes antes letais prontamente curaveis.
Infelizmente, o surgimento de patdgenos resistentes a antimicrobianos agora ameaga esses
avancos. A resisténcia ¢ uma séria ameaca a saude que afeta o resultado clinico dos pacientes,
bem como resulta em taxas mais altas de eventos adversos e custos de saude (FILE JR,
SRINIVASAN & BARTLETT, 2014).

Ha relatos de niveis de resisténcia alarmantes em paises de todos os niveis de
rendimentos, o que dificulta o tratamento das doengas mais comuns e torna mais arriscado
executar procedimentos médicos mais criticos. Atualmente, as doencas ocasionadas por
resisténcias antimicrobianas ja causam, pelo menos, 700.000 mortes por ano, em todo o mundo,
um numero que poderd aumentar para 10 milhdes de mortes por ano, em todo o mundo até
2050, no cenario mais alarmante de total inativagdo. Aproximadamente 2,4 milhdes de pessoas

poderdo morrer nos paises de elevados rendimentos, entre 2015 e 2050, se nao forem realizados
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esforcos sustentados para conter a resisténcia antimicrobiana. Ademais, até 2030, a resisténcia
antimicrobiana pode levar a extrema pobreza até 24 milhdes de pessoas (OMS, 2019).

Esta situagdo resulta em uma necessidade muito premente de descoberta de novos
antimicrobianos e planos de tratamento, cujo desenvolvimento provavelmente serd um desafio
chave para a quimica medicinal do século XXI (O’CONNELL et al., 2013). Abordagens
multidisciplinares sdo necessarias em todos os ambientes de saude, bem como nos setores de
meio ambiente e agricultura. Esfor¢os abrangentes sdo fundamentais para a minimizag¢ao do
ritmo de resisténcia, mediante estudos de microrganismos emergentes, mecanismos de
resisténcia e estratégias de novos agentes antibacterianos (ASLAM et al., 2018).

A escolha dos compostos quimicos no inicio do processo de descoberta dos farmacos ¢
de suma importancia para o sucesso de novos medicamentos (WRIGHT, 2014). Os produtos de
origem natural podem ser 6timas fontes para a triagem, uma vez que estes fornecem elementos
unicos de diversidade molecular e funcionalidade biologica. Cientificamente, sabe-se que os
produtos naturais t€m maior nimero de centros quirais do que moléculas sintéticas, oferecem
estereoespecificidade e variados quimiotipos, fatores importantes para a elaboracdo de
medicamentos (LAHLOU, 2007).

Os produtos de origem natural podem ser utilizados como: 1) fonte direta de agentes
terapéuticos (tanto como farmacos puros quanto fitomedicamentos); 2) fonte de matéria-prima
para o desenvolvimento de drogas semissintéticas complexas; 3) prototipos para projeto de
moléculas; 4) como marcadores taxonomicos para descoberta de novos farmacos. O mercado
global anual de medicamentos vale cerca de 1,1 trilhdo de dolares americanos, sendo 35%
desses medicamentos originados direta ou indiretamente de produtos naturais, como plantas,
microrganismos e animais (CALIXTO, 2019).

As plantas tém tradicionalmente fornecido uma fonte de novas entidades quimicas e
numerosos estudos clinicos comprovaram o valor terapéutico das moléculas de origem vegetal
no organismo humano. Atualmente, os produtos derivados de plantas representam
aproximadamente 25% dos medicamentos em uso clinico atual. Metabolitos secundarios de
plantas (fitoquimicos) demonstram seu potencial como antibacterianos quando usados
isoladamente, como sinergistas ou potencializadores de outros agentes (ABREU, MCBAIN &
SIMOES, 2012).

Dentre os metabolitos secundarios, os 6leos essenciais derivados de plantas medicinais
aromaticas (erva-doce, hortela-pimenta, tomilho e lavanda) contendo misturas de substancias
volateis, como monoterpenos, sesquiterpenos e/ou fenilpropanoides, foram relatados como

ativos em bactérias gram-positivas e gram-negativas. A atividade antibacteriana promissora dos
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6leos essenciais encorajou pesquisadores a usa-los junto com nanomateriais, 6leos essenciais
de outras plantas, componentes isolados e associados com antimicrobianos convencionais. Esta
nova geracdo de fitofarmacos pode expandir o desenvolvimento de novos regimes
farmacoldgicos no combate a resisténcia aos antibidticos, se tornando futuramente terapias

amplamente utilizadas no dominio médico moderno (SAVOIA, 2012; YAP et al., 2014).

1.11. Nanocompostos

A Nanotecnologia pode ser definida como o design, caracterizagdo, produgdo e
aplicacdo de estruturas, dispositivos e sistemas controlando a forma e o tamanho na escala
nanométrica. A escala nanométrica ¢ convencionalmente definida como 1 a 100 nm. Um
nandmetro é um bilionésimo de um metro (10 m). A faixa de tamanho é normalmente definida
como um minimo de 1 nm para evitar que 4&tomos inicos ou grupos muito pequenos de atomos
sejam designados como nano-objetos (FILIPPONI & SUTHERLAND, 2013).

Os nanocompostos sdo sintetizados por diferentes métodos com base nos tipos € na
natureza dos nanomateriais. Em um sentido amplo, "de cima para baixo" e "de baixo para cima"
sdo0 os dois métodos principais para a sintese. No método de cima para baixo, os materiais sao
reduzidos a nanomateriais e, no caso do método de baixo para cima, os nanomateriais sao
sintetizados a partir do nivel elementar. Os diferentes métodos que estdo sendo usados para
sintetizar nanomateriais sdo métodos de deposi¢do de vapor quimico, decomposicao térmica,
sintese hidrotérmica, método solvotérmico, abla¢ao por laser pulsado, método de modelagem,
método de combustdo, sintese de micro-ondas, método de fase gasosa e método Sol-Gel

convencional, entre outros (KHAN, 2020).
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Figura 9. Escala comparativa do tamanho de determinados materiais. Os nanomateriais tem
uma dimensao caracteristica na faixa de tamanho de 1 a 100 nm (Fonte: WARD, 2014).

Os beneficios dessas novas estruturas nanométricas podem ser constatados pela rapida

disseminagdo de resultados em 4reas como aerondutica, biotecnologia, materiais,
nanoeletronica, meio ambiente, saide e seguranca nacional. Atualmente, algumas das areas de
pesquisa em nanociéncia e nanotecnologia ativas incluem nanolitografia, nanodispositivos,
nanorobdtica, nanocomputadores, nanopos, catalisadores nanoestruturados, materiais
nanoporosos, fabricagdo molecular, nanocamadas, nanotecnologia molecular e nanomedicina
(MANSOORI, 2017).

Na area da saude, os nanocompostos sdo considerados tecnologias promissoras. Devido
ao seu tamanho diminuto, os nanomedicamentos podem facilmente atingir locais de dificil
acesso com melhor solubilidade e biodisponibilidade e efeitos adversos reduzidos, melhorando
também o transporte de determinados compostos para os locais-alvo. Portanto, a nanomedicina
pode ser usada para alcangar o mesmo efeito terapéutico em doses menores do que suas
contrapartes convencionais ¢ pode oferecer solucdes impressionantes para varias doencas
potencialmente fatais. Embora certas questdes tenham sido levantadas sobre os potenciais
toxicidades dos nanocompostos, prevé-se que os avangos na nanomedicina fornecerdo
esclarecimentos para muitos dos problemas nao resolvidos da medicina moderna (GAURAB et
al., 2015).

A nanotecnologia também pode ajudar na incorporagao de compostos de origem natural.
A incorporacdo de nanoparticulas em um sistema de entrega de produtos naturais pode ser um
grande avanco nos esforgos para o aumento dos efeitos terapéuticos. Recentemente, avangos

foram feitos demostrando que as nanoparticulas podem aumentar significativamente a
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biodisponibilidade de produtos naturais tanto in vitro quanto in vivo (WATKINS et al., 2015).
O uso de nanocarreadores, como nanoparticulas lipidicas e poliméricas, nanoemulsoes,
lipossomas e micelas poliméricas pode possuir inimeras vantagens sobre as formulagdes como:
liberacdo sustentada do elemento ativo; solubilizacdo de moléculas lipofilicas; uso para
diferentes vias de administracdo; protecdo contra degradacdo quimica e enzimatica de
moléculas labeis; reducdo da volatilizacdo de 6leos vegetais, reducdo de efeitos colaterais e
reducdo de dosagem (BAJERSKI et al. 2016).

O uso desses nanosistemas se tornam uma ferramenta bastante atrativa e vantajosa para
os Oleos essenciais (BILIA et al., 2014). Existem alguns fatores que podem limitar a aplicagao
dos Oleos essenciais como candidatos a tratamentos farmacoterapéuticos, o que demanda
solucdes de estudos de tecnologia farmacéutica. A exemplo, a exposi¢ao da pele diretamente
aos oOleos essenciais pode levar a reagdes alérgicas. Além disto, considerando que os principais
constituintes dos 6leos essenciais possuem cadeias de carbono insaturadas, sabe-se a sua
susceptibilidade a oxida¢do mediada por luz ou calor. Os produtos de oxidagdo de terpenos,
especialmente os sesquiterpenos oxidados com anéis lactonicos, terpenoides e outros
metabolitos vegetais tém demonstrado alta atividade alergénica. A alta volatilidade dos
componentes do 6leo essencial também desencoraja seu uso livre, ou seja, sem um veiculo
farmacéutico. Além disso, a baixa solubilidade aquosa também limita as possiveis vias de
administracdo. A baixa solubilidade aquosa dos 6leos essenciais em fluidos bioldgicos impede
sua absorcdo, levando a uma biodisponibilidade muito baixa. Assim, a tecnologia de
nanoencapsulamento tem sido citada como uma alternativa para contornar esses problemas
(SAO PEDRO et al., 2013).

Dentre estas tecnologias, pode-se destacar as nanoemulsdes, definidas como dispersdes
bifasicas de dois liquidos imisciveis: gotas de d4gua em 6leo (A / A) ou 6leo em agua (O / A)
estabilizadas por um surfactante anfifilico. Estes aparecem como dispersdes ultrafinas cuja
carga diferencial de droga; as propriedades viscoelasticas, bem como visuais, podem atender a
uma ampla gama de funcionalidades, incluindo a administracdo de drogas. As nanoemulsdes
sdo: inerentemente resistentes aos mecanismos desestabilizadores normais persistentes nas
emulsdes; geralmente sdo transparentes, o que lhes confere um apelo cosmético e apresentam
muitas oportunidades de aumentar a biodisponibilidade de medicamentos fortemente lipofilicos
(SINGH et al., 2017).

Estudos j& demonstraram os efeitos positivos da nanotecnologia aplicada aos 6leos
essenciais. A atividade antibacteriana do dleo essencial de Thymus daenensis contra E. coli

aumentou consideravelmente quando ele foi convertido em uma nanoemulsdo, o que foi
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atribuido ao acesso mais facil dos 6leos essenciais as células bacterianas (MOGHIMI et al.,
2016). O oleo essencial de Melaleuca alternifolia exerceu potente agdo bactericida em peixes
infectados experimentalmente com P. aeruginosa, principalmente quando nanoencapsulado. A
nanoencapsulagdo foi capaz de melhorar a acdo bactericida do 6leo essencial, que apresentou
100% de efeito curativo, e pode ser considerada uma importante abordagem para prevenir e/ou
tratar efetivamente animais infectados com este importante patogeno de peixes (SOUZA et al.,
2017).

O desenvolvimento de nanoemulsdes permitiu melhorar a estabilidade do dleo essencial
de P. anisum aumentando sua eficdcia contra pragas de graos armazenados e contribuindo para
reduzir o uso de inseticidas sintéticos prejudiciais (HASHEM et al., 2018). As nanoparticulas
revestidas com 6leo essencial de R. officinalis inibiram fortemente a capacidade de aderéncia e
o desenvolvimento de biofilme das cepas testadas de C. albicans e C. tropicalis a superficie do
cateter (CHIFIRIUC et al., 2012).

O encapsulamento com nanolipossomas do 6leo essencial de Eucalyptus citriodora
aumentou a sua estabilidade e permitiu o seu uso a nivel industrial (LIN et al., 2019). A
nanoemulsdo de contendo o6leo essencial de Nigella sativa reduziu significativamente a
viabilidade das células de cancer de mama MCF-7, indicando claramente a indugdo de apoptose
nas cé¢lulas (PERIASAMY, ATHINARAYANAN & ALSHATWI, 2016). O encapsulamento
do oleo essencial de Baccharis dracunculifolia melhorou a biodisponibilidade dos compostos
ativos e, em condig¢des de laboratorio, o produto desenvolvido mostrou-se uma alternativa nao

sintética promissora para o controle de larvas de C. hominivorax (SEUGLING et al., 2019).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve como objetivos avaliar a atividade antibacteriana e a composicao
quimica de 6leos essenciais de B. dracunculifolia de trés regides do Brasil (Centro-oeste, Sul e
Sudeste) e formular nanoemulsdes contendo 6leo essencial de alecrim do campo para

potencializacdo da a¢do antibacteriana.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Testar a atividade antibacteriana de trés amostras de Oleos essenciais de B.
dracunculifolia de diferentes regides do Brasil: uma amostra da cidade de Brasilia
(Distrito Federal, regido Centro-Oeste), outra amostra da cidade de Mogi Mirim (Sao
Paulo, regido Sudeste) e a terceira amostra da cidade de Canelinha (Santa Catarina,
regido Sul) pelo método de difusdo em disco, pela Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM);

e Determinar a composicao quimica dos trés 6leos essenciais por FTIR;

e Testar a atividade antioxidante dos trés 6leos essenciais;

e Produzir as nanoemulsdes contendo 6leo essencial de alecrim do campo e avaliar as
suas caracteristicas, por meio do tamanho das particulas (didmetro), indice de
polidispersdo (PDI), potencial zeta, valor de pH e condutividade e valor de SOR (razdo
6leo-surfactante).

e Auvaliar a atividade antibacteriana das nanoemulsdes (método de difusao em disco, CIM

e CBM).
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3. METODOLOGIA

3.1. Amostras de dleos essenciais de B. dracunculifolia

Para a produgao de 6leo essencial da regido Centro-Oeste do Brasil, folhas da planta de
B. dracunculifolia foram coletadas em agosto de 2019 na Fazenda Agua Limpa da
Universidade de Brasilia, Brasilia, Distrito Federal, Brasil (15°56°00S e 47°56’00W). A planta
foi identificada pelo botanico e professor Christopher William Fagg. As folhas foram lavadas
em agua corrente e depois foram secas a temperatura ambiente durante 7 dias. A amostra de
0leo essencial foi obtida a partir de 50 g de folhas secas por hidrodestilagdo por 4 h em
aparelho do tipo Clevenger e o processo foi repetido até conseguir o volume de 6leo necessario
para as analises. A segunda amostra de 6leo essencial foi de uma marca comercial obtida no
municipio de Estiva Gerbi, Sao Paulo, regido Sudeste do Brasil (22°1621S e 46° 56'46W). E
a terceira amostra de 6leo essencial foi uma marca comercial obtida em Canelinha, Santa

Catarina, regido Sul do Brasil (27°15'54S e 48°46'04W).

3.2. Determinaciao da atividade antibacteriana das trés amostras de 6leos essenciais
de B. dracunculifolia e das nanoemulsdes contendo Oleo essencial de B.

dracunculifolia

3.2.1. Preparo dos inoculos

Foram utilizadas as seguintes cepas bacterianas: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Bacillus cereus ATCC 14579, Streptococcus mutans ATCC 25175, Enterococcus faecalis
ATCC 29212 (Gram-positivas) e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella
pneumoniae ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-140, Escherichia coli ATCC
25922 (Gram-negativas). O indculo bacteriano foi preparado utilizando suspensdo direta de
crescimento microbiano em caldo Mueller Hinton com turbidez equivalente a 0,5 na escala
McFarland (1,0x10% UFC/mL), ajustado entre 0,08 e 0,10 na densidade optica de 625 nm no

espectrofotometro.

3.2.2. Atividade antimicrobiana avaliada pelo método de difusao em disco

O método de ensaio de difusdo em disco foi realizado utilizando protocolo recomendado

pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Para realizar o ensaio de
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difusdo em disco, com o auxilio de swab estéril, o indculo microbiano foi semeado na superficie
de uma placa de 4gar Miiller-Hinton, até¢ a obten¢do de um esfregago uniforme. Apos a secagem
do in6culo, foram aplicados discos de papel de filtro, com 6 mm de didmetro, impregnados com
10 pL dos o6leos essenciais de B. dracunculifolia. As leituras foram realizadas apds 24 h de
incubagdo a 37°C, por meio da medic¢ao dos halos de inibi¢ao do crescimento em milimetros de
diametro. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos em média + desvio

padrao.

3.2.3. Determinacio da Concentra¢io Inibitoria Minima (CIM) e da

Concentracido Bactericida Minima (CBM)

As atividades de CIM e CBM dos oleos essenciais de B. dracunculifolia foram
realizadas utilizando o método de microdilui¢do em caldo, conforme recomendacao do Clinical
and Laboratories Standards Institute (CLSI, 2015), com adaptagdes. O indculo bacteriano com
turbidez equivalente a 0,5 padrdo McFarland (1,0x10® UFC / mL) foi diluido em caldo Mueller
Hinton na proporgdo de 1:150, resultando em uma concentragdo de 1,0x10° UFC/mL. Em
seguida, as amostras de 6leos essenciais de B. dracunculifolia foram diluidas em diferentes
concentragdes em caldo Mueller Hinton por diluicdo seriada (as concentragdes variaram de 0,30
a 0,03 mg/mL). O volume de 0,1 mL das suspensdes de indculo a 1,0x10° UFC/mL foi
distribuido em uma placa de microtitulagdo de 96 pogos contendo 0,1 mL das diferentes
concentracdes de amostras de dleos essenciais de B. dracunculifolia, resultando em uma
concentragdo bacteriana final de 5,0x10 > UFC/mL.

Para determinar a CBM, aliquotas de 100 pL de cada amostra incubada foram semeadas
em placas de agar Mueller Hinton por 18-24 h, a 37°C. A CBM foi determinada como a a
menor concentragcdo do 6leo essencial que ndo permitiu o crescimento bacteriano visivel no
agar. Os ensaios foram realizados em triplicata para cada concentracdo testada dos oOleos
essenciais de B. dracunculifolia. Para determinar a CIM, o crescimento bacteriano foi avaliado
pela adicdo de 20 pL de corante resazurina (0,01% p/v) a cada pogo. A resazurina ¢ um
indicador de oxirreducdo usado para avaliar o crescimento celular. Possui uma cor azul nao
fluorescente que se torna rosa e fluorescente quando reduzida a resorufina por oxidorredutases
dentro de células vidaveis (SARKER et al., 2007). A menor concentragdo de 6leo essencial que
ndo apresentou alteragdo na cor foi definida como CIM, ou seja, os valores de CIM foram
definidos como a menor concentracdo de um determinado 6leo essencial de B. dracunculifolia

que inibiu o crescimento bacteriano.



60

3.3. Analises de composicio quimica das trés amostras de o6leos essenciais de B.

dracunculifolia

3.3.1. Determinacio de compostos fenolicos e atividade antioxidante

O contetdo fendlico total foi determinado pelo método de Folin Denis (FOLIN & DENIS,
1912). A curva padrao de acido galico foi usada para calcular o contetido fenoélico total nas
amostras de Oleos essenciais de B. dracunculifolia, e os resultados foram expressos em mg
GAE/mL. A atividade antioxidante foi avaliada usando o ensaio de eliminagao de radicais livres
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) de acordo com KIM et al. (2002) e ensaio de eliminagdo de
radicais livres ABTS (4cido 2,2-azinobis-3- etilbenztiazolina-6-sulfonico) conforme descrito
por RE et al. (1999). Os resultados foram expressos em mmol Trolox equivalentes por mL de
amostra (mM TE/mL) e como % de inibi¢ao do radical DPPH. Os testes foram realizados em

triplicata e os resultados expressos em média + desvio padrao.

3.3.2. Analise de Espectroscopia no infravermelho por transformada de

Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR das amostras de o6leos essenciais de B. dracunculifolia foram
analisados por meio do espectrofotometro de infravermelho ThermoFisher Scientific. As
amostras de 6leos essenciais foram colocadas diretamente na superficie de par de placa
retangular de cloreto de sddio a temperatura ambiente e as medidas foram realizadas na regido
do IV na faixa de 4000-600 cm™! com resolugdo de 4 cm™'. Os espectros foram analisados

usando o software OMNIC.
3.4. Nanoemulsodes contendo 6leo essencial de B. dracunculifolia
3.4.1. Preparo das Nanoemulsoes
Para o preparo das nanoemulsdes, foi utilizado o 6leo essencial de B. dracunculifolia
(marca comercial obtida no municipio de Estiva Gerbi, Sdo Paulo, regido Sudeste do Brasil.)

como fase oleosa, Tween 80 como surfactante e 4gua ultrapura como fase aquosa. As

concentragdes do 6leo essencial variaram entre 2,5 e 20% (m/m). O surfactante foi mantido em
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uma concentracao fixa de 20% e a 4gua ultrapura foi ajustada para cada uma das nanoemulsdes,

como demonstra a Tabela 2.

Tabela 2. Composicao das nanoemulsdes contendo 6leo essencial de B. dracunculifolia.

Composicao Nanoemulsoes
(%) 1 2 3 4 5 6
Agua 60 65 70 72,5 75 77,5
Oleo 20 15 10 7,5 5 2,5
Tensoativo 20 20 20 20 20 20

As nanoemulsodes foram produzidas por meio de um processador ultrassonico (Vibra-Cell
VC 750 - Sonics & Materials, Inc., Newtown, EUA). As formulag¢des foram sonicadas por 10
min, onde, cada ciclo consistiu em pulsos de 30 s ligados e de 30 s desligados, como descrito
por PRAKASH et al. (2019). Para controle do calor gerado durante o processo de sonicagao,
foi colocado um recipiente com gelo sob o frasco com as amostras. Apds o preparo, as

nanoemulsdes foram mantidas sob refrigeracao (Figura 1).

Figura 10. Nanoemulsdes de 6leo essencial de B. dracunculifolia nas concentra¢des de dleo
essencial em 20% (1), 15% (2), 10% (3), 7,5% (4), 5% (3) € 2,5% (6).
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3.4.2. Caracterizaciao das nanoemulsoes

O tamanho das goticulas (diametro), o indice de polidispersdo (PDI) e o potencial zeta
foram mensurados utilizando o aparelho Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, EUA). As
analises foram feitas com 1 mL de cada nanoemulsao logo apds o preparo. O valor de pH foi
mensurado por pHmetro digital, previamente calibrado com solugdo de calibragdo ¢ a
condutividade foi mensurada por condutivimetro digital, ambas as medicdes feitas imergindo a
ponta dos eletrodos no recipiente com as nanoemulsdes, em temperatura ambiente (27°C).

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.5. Analise Estatistica

Os dados foram analisados com auxilio do software STATISTICA®, versdo 10.0. A
analise de variancia (ANOVA) foi realizada para detectar diferengas significativas entre as
médias e, quando as diferencas foram estatisticamente significativas, o teste de Tukey foi

aplicado para as comparagdes das médias.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Atividade antibacteriana dos dleos essenciais de B. dracunculifolia

A Tabela 3 apresenta os resultados para a atividade antibacteriana das trés amostras de
6leos essenciais de B. dracunculifolia avaliadas pelo método de difusdo em disco em agar. Os
6leos essenciais apresentaram atividade antibacteriana para S. aureus, B. cereus, S. mutans ¢ E.
faecalis (halos de inibi¢ao de 19,4-33,0 mm), porém, ndo houve atividade antimicrobiana para
as bactérias Gram-negativas testadas.

Normalmente, as bactérias Gram-positivas sdo mais suscetiveis aos 0leos essenciais do
que as bactérias Gram-negativas. As bactérias Gram-negativas possuem uma membrana externa
composta por lipopolissacarideos na parede bacteriana, que limita a penetragdo e o acimulo de
6leo essencial, enquanto nas bactérias Gram-positivas, a camada espessa de peptideoglicano na
parede celular facilita a infiltragdo de compostos hidrofobicos de 6leos essenciais, devido as
extremidades lipofilicas do acido teicbico (CHOUHAN et al., 2017; WINSKA et al., 2019).

Outro ponto importante a ser considerado ¢ que os 6leos essenciais apresentam dificuldade de



63

difusdo homogénea no meio de cultura devido a sua natureza hidrofobica, tornando o método
da difusdo em disco questiondvel na determinacdo de sua atividade antimicrobiana (INOUYE

et al., 2006).

Tabela 3. Atividade antimicrobiana dos o6leos essenciais de B. dracunculifolia avaliada pelo
método de difusdo em disco.

Didmetros da zona de inibi¢do (mm)

Cepas Oleo da regiio  Oleo da regiio  Oleo da regiio
Centro-oeste Sudeste Sul
S. aureus ATCC 25923 24,0 £0,20? 19,4+0,57° 25,0+£0,012
B. cereus ATCC 14579 32,0+£0,152 21,0+0,11° 33,0+2,642
S. mutans ATCC 25175 21,7+0,432 23,0+£0,10? 26,7+ 0,88"
E. faecalis ATCC 29212 22,3+£0,60? 20,7+0,57? 23,0 £0,642
P. aeruginosa ATCC 27853 N N N
K. pneumoniae ATCC BAA-1706 N N N
S. enterica ATCC 14028 N N N
E. coli ATCC 25922 N N N

N = Sem inibi¢do do crescimento. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo
de trés repeticdes. Letras diferentes dentro da mesma linha significam diferengas significativas

em p <0,05 de acordo com o teste de Tukey no nivel de confianga de 95%

Os valores de CIM e CBM das cepas bacterianas estdo apresentados na Tabela 4 e os
trés oleos essenciais de B. dracunculifolia mostraram atividade antimicrobiana para bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas testadas. O 6leo da regido Centro-Oeste do Brasil foi mais
eficaz em todas as cepas bacterianas testadas, com valores de CBM menores e estatisticamente
significantes em relagdo aos dleos das regides Sudeste e Sul do Brasil. Ja o 6leo da regido Sul
do Brasil apresentou valores menores e estatisticamente significativos de CBM em relagdo ao
6leo da regido Sudeste do Brasil para as bactérias S. aureus, B. cereus, S. mutans, P. aeruginosa

e K. pneumoniae.
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Tabela 4. Concentragdes Inibitorias Minimas (MIC) e Concentracdes Bactericidas Minimas
(MBC) dos 6leos essenciais de B. dracunculifolia.

Oleos essenciais de B. dracunculifolia

Cepas Regido Centro-Oeste  Regido Sudeste Regiao Sul
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

CBM CIM CBM CIM CBM CIM
S. aureus ATCC 25923 0,102 0,05° 0,20¢ 0,10* 0,30¢ 0,102
B. cereus ATCC 14579 0,052 0,032 0,15° 0,10¢ 0,08¢ 0,052
S. mutans ATCC 25175 0,102 0,05° 0,20¢ 0,10 0,15¢ 0,102
E. faecalis ATCC 29212 0,102 0,05° 0,20¢ 0,15¢ 0,20¢ 0,102
P. aeruginosa ATCC 27853 0,08 0,05° 0,20¢ 0,10 0,15¢ 0,102
K. pneumoniae ATCC BAA-1706 0,08 0,05° 0,20¢ 0,05°® 0,15¢ 0,10
S. enterica ATCC 14028 0,08 0,05° 0,15¢ 0,10* 0,15¢ 0,10*
E. coli ATCC 25922 0,10 0,082 0,15° 0,10* 0,15 0,10°

Letras diferentes dentro da mesma linha significam diferencas significativas em p <0,05 de

acordo com o teste de Tukey no nivel de confianga de 95%

Os resultados da CIM do presente estudo para a bactéria S. aureus (0,05-0,10 mg/mL)
foram semelhantes aos relatados por SALAZAR et al. (2018) que encontraram CIM de 0,10
mg/mL para S. aureus utilizando 6leo essencial de B. dracunculifolia proveniente de uma
reserva da Mata Atlantica no estado do Parana, regido Sul do Brasil. Os resultados de CBM
deste estudo para bactérias S. aureus variaram de 0,10 a 0,30 mg/mL. VEIGA et al. (2017)
relataram valores de CBM de 0,30 mg/mL para S. aureus utilizando um extrato etandlico de B.
dracunculifolia, mostrando que o extrato obtido das folhas da planta também apresenta
atividade antimicrobiana. BARBOSA et al. (2015) relataram que o 6leo essencial de B.
dracunculifolia da cidade de Botucatu, Sdo Paulo (regido Sudeste do Brasil) apresentou
atividade contra cepas de S. aureus MRSA (cepas resistentes a antimicrobianos beta-
lactamicos), com valores de CIM de 6,7-8,4 mg/mL.

No presente estudo, os valores de CBM de 0,05-0,30 mg/mL para S. aureus, B. cereus,
E. coli e P. aeruginosa foram inferiores aos relatados por CAZELLA et al. (2019), que
observaram os seguintes valores de CBM: 2,10 mg/mL para S. aureus, 1,50 mg/mL para B.
cereus, 8,43 mg/mL para E. coli e 2,10 mg/mL para P. aeruginosa, usando 6leo essencial de B.

dracunculifolia proveniente da cidade de Cascavel, estado do Parand, regido Sul do Brasil.
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Os trés 6leos essenciais de B. dracunculifolia no presente estudo apresentaram valores
de CIM (0,03-0,15 mg/mL) e CBM (0,05-0,30 mg / mL) comparaveis a outros 6leos essenciais
que foram estudados por sua reconhecida atividade antimicrobiana, como: 6leo essencial de
canela (Cinnamomun zeylanicum) (valores de CBM de 0,25 mg/mL para S. aureus, S. enterica
e E. coli e 0,80 mg/mL para P. aeruginosa) (BARBOSA et al., 2015); 6leo essencial de cravo
(Syzygium aromaticum) (valores CIM de 0,02 mg/mL para S. aureus, S. enterica e E. coli;
valores de CBM de 0,35 mg/mL para S. enterica e E. coli e de 0,40 mg/mL para S. aureus)
(FARIAS et al., 2019); 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare L.) (valores CIM de 0,15
mg/mL para Acinetobacter baumannii e de 0,59 mg/mL para K. pneumoniae e Serratia
marcescens) (VASCONCELOS et al., 2019) e 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris)
(valores de CIM de 0,81 mg/mL para K. pneumoniae ¢ de 0,95 mg/mL para E. coli)
(FOURNOMITI et al., 2015).

Nao hé consenso na literatura sobre os valores de CIM em relagdo a poténcia de sua
atividade antimicrobiana. SILVA et al. (2013) adotaram a seguinte escala para classificar o
efeito antibacteriano: valores de CIM variando de 0,1 a 0,5 mg/mL foram classificados como
ativos; valores de CIM variando entre 0,5 ¢ 1 mg/mL foram considerados moderadamente
ativos e valores de CIM acima de 2 mg/mL foram classificados como inativos. AIRES et al.
(2016) apresentaram a seguinte classificagdo: valores de CIM < 0,1 mg/mL foram classificados
como de forte atividade antibacteriana; valores de CIM entre 0,6 ¢ 1,5 mg/mL foram
classificados como atividade antibacteriana moderada e valores de CIM> 1,0 mg/mL foram
classificados como nulos (sem atividade antibacteriana). Os resultados do presente estudo
mostraram valores de CIM entre 0,03 e 0,15 mg/mL e, portanto, os 6leos essenciais de B.
dracunculifolia foram classificados como tendo atividade antibacteriana ativa ou moderada

para todas as cepas bacterianas testadas.

4.2. Propriedades quimicas dos oleos essenciais de B. dracunculifolia

A Tabela 5 apresenta os resultados da atividade antioxidante determinada pelos métodos
DPPH e ABTS e do teor de compostos fenolicos para os trés 6leos essenciais de B.
dracunculifolia. O 6leo essencial da regido Centro-Oeste do Brasil apresentou valores de
atividade antioxidante mais elevados e estatisticamente significativos em relagdo aos 6leos das
regides Sudeste e Sul do Brasil. E os 6leos essenciais das regides Centro-Oeste e Sul do Brasil
apresentaram valores mais elevados e estatisticamente significativos de teor de compostos

fenolicos em relagdo ao 6leo da regido Sudeste do Brasil. Os compostos fendlicos sdo uma das
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classes mais importantes de antioxidantes naturais e estdo intimamente relacionados com a
atividade antioxidante das plantas (CHRYSARGYRIS et al., 2020).

Poucos estudos relatam a atividade antioxidante do 6leo essencial de B. dracunculifolia.
LUCHESI et al. (2020) encontraram um valor de atividade antioxidante muito baixo de 0,012
mM TE/mL medido pelo método DPPH de um 6leo essencial de B. dracunculifolia do estado
do Parand, na regido Sul do Brasil. PAROUL et al. (2016) analisaram a atividade antioxidante
pelo método DPPH dos oleos essenciais de B. dracunculifolia e B. trimera da cidade de
Erechim, no estado do Rio Grande do Sul, regido Sul do Brasil e relataram resultados
semelhantes aos resultados do presente estudo com 53,78% de inibi¢ao do radical DPPH pelo
6leo essencial de B. dracunculifolia e 43,51% da inibig¢do do radical DPPH pelo 6leo essencial

de B. trimera.

Tabela 5. Atividade antioxidante e conteido de compostos fendlicos dos 6leos essenciais de
B. dracunculifolia.

Oleos essenciais DPPH DPPH % ABTS Compostos Fendlicos

(mM TE/mL) Inibicao (mM TE/mL) (mg GAE/mL)

Centro-oeste 5,77+0,18% 50,82+1,59*  113,63+2,66° 2,83+0,01°
Sudeste 0,64+0,05°  40,56+3,69°  98,91+0,16° 1,24+0,05°
Sul 2,15£0,02°¢  49,40+0,47°¢  102,62+2,73° 3,06+£0,01¢

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de trés repetigdes. Letras diferentes
na mesma coluna significam diferencas significativas em p <0,05 de acordo com o teste de

Tukey no nivel de confianga de 95%.

As trés amostras de 6leos essenciais apresentaram capacidade antioxidante semelhante
ou superior a outros 0leos essenciais relatados na literatura. MARIN et al. (2016) analisaram a
atividade antioxidante usando o método DPPH dos 6leos essenciais de erva-doce (Foeniculum
vulgare), salsa (Petroselinum crispum) e lavanda (Lavandula officinalis) provenientes da
Espanha e os resultados mostraram que o 6leo essencial de salsa apresentou a maior atividade
antioxidante, com 64,28% de inibi¢do do radical DPPH, seguido pelo 6leo essencial de lavanda
(33,54%) e o6leo essencial de erva-doce (21,17%). SEMENIUC et al. (2018) determinaram a

capacidade antioxidante dos dleos essenciais de salsa, manjericao e tomilho usando o radical
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ABTS e a maior capacidade antioxidante foi observada no 6leo essencial de tomilho (197,0 uM
TE/mL), seguido de manjericao (105,0 uM TE/mL) e salsa (39,4 uM TE/mL).

VEIGA et al. (2017) relataram valores semelhantes de compostos fendlicos totais
(aproximadamente 2,00 mg/mL) no extrato alcodlico de B. dracunculifolia da cidade de
Bambuli, no estado de Minas Gerais, regido Sudeste do Brasil, em compara¢ao com os valores
encontrados para os Oleos essenciais neste estudo (1,24-3,06 mg/mL). De acordo com
CAMPOS et al. (2016), B. dracunculifolia apresenta alta proporcao de acidos fendlicos como
acido cafeico, acido ferulico, acido p-cumarico, artepillin C, drupanina e dacido 2,3-
dihidrocindmico. MARIN et al. (2016) relataram resultados semelhantes para o conteudo
fenolico total dos 6leos essenciais de salsa (3,88 mg GAE/mL), erva-doce (2,63 mg GAE/mL)
e lavanda (1,38 mg GAE/mL).

No presente estudo, o 6leo essencial de B. dracunculifolia da regido Centro-Oeste do
Brasil apresentou melhor atividade antibacteriana e capacidade antioxidante do que os dleos
essenciais de B. dracunculifolia das regides Sudeste e Sul do Brasil. Devido as caracteristicas
climaticas da regido do Cerrado brasileiro, marcada por inverno seco e verdo chuvoso
(FERREIRA et al., 2003), associadas aos resultados obtidos, ¢ possivel que a coleta de folhas
no inverno tenha levado a um aumento na eficiéncia da o6leo essencial. De acordo com
CHRYSARGYRIS et al. (2020), diferentes condicdes ambientais resultaram em diferencas
significativas na composicdo quimica e atividade antioxidante para a maioria dos Oleos
essenciais das plantas estudadas. Essas descobertas podem ser usadas para introduzir o cultivo
dessas plantas em ecossistemas especificos para produzir produtos de alto valor agregado
(CHRYSARGYRIS et al., 2020).

A Figura 11 mostra os espectros de FTIR de dleos essenciais de B. dracunculifolia. Os
compostos dos Oleos essenciais apresentam muita complexidade e diversidade, porém, os
espectros para todas as amostras na faixa de 4000-600 cm! sdo bastante semelhantes. O
espectro de FTIR dos 6leos essenciais de B. dracunculifolia indica picos posicionados em ~
2900 cm™!, ~ 1466 cm!, ~ 1380 cm™ € 900 cm™!. Outros sinais IR aparecem na regido ~ 1600-

600 cm™! junto com o0 pico menor evidente em ~ 1600 cm'!.
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Figura 11. Espectros de FTIR de: A) 6leo essencial de B. dracunculifolia da regido Centro-
Oeste do Brasil; B) 6leo essencial de B. dracunculifolia da regido Sudeste do Brasil; C) 6leo
essencial de B. dracunculifolia da regido Sul do Brasil.

As bandas posicionadas em ~ 2900 cm ~! correspondem aos trechos C — H assimétricos
e simétricos (CH3 e CH2) dos hidrocarbonetos ligados ao oxigénio (TARAIJ et al., 2017) e
podem ser atribuidas a presenga de nerolidol (MADHUSUDHANAMURTHY et al., 2013) e
espatulenol (ORDOUDI et al., 2020), os principais compostos sesquiterpenos do 6leo essencial
de B. dracunculifolia (BARBOSA et al., 2015; CAZELLA et al., 2019).

Os trechos C=C aparecem em ~ 1660-1630 cm-1, portanto, o IR em ~ 1600 cm™' pode
pertencer ao pineno (CIKO et al., 2016) e/ou limoneno (AUTA et al., 2018). E conhecido que
os grupos isopropil e gem-dimetil dao origem a um modo guarda-chuva dividido com dois picos
no espectro de IV posicionados em ~ 1385 a 1365 cm ~!. A divisdo é causada pela interagdo
vibracional entre os modos guarda-chuva dos dois grupos metil. Além disso, a banda em ~ 1466
cm!indica a presenga de um CH3, um CH2 ou ambos os grupos. As estruturas quimicas de
cariofileno e germacreno consistem em grupos isopropil ou isobutil, portanto, os picos em ~
1466 cm™' e em ~ 1380 cm™! podem pertencer a cariofileno e germacreno (TARAJ et al., 2019).
CAZELLA et al. (2019) relataram que os principais compostos do Oleo essencial de B.
dracunculifolia da cidade de Guaraniagu, no estado do Parand, regido Sul do Brasil foram:
espatulenol (27,4%), nerolidol (23,1%), pineno (5,6%), cariofileno (4,6%) e germacreno
(4,5%). E ALVES et al. (2018) mostraram que a composi¢ao quimica do dleo essencial de B.

dracunculifolia da cidade de Pitangui, no estado de Minas Gerais, regido sudeste do Brasil, era
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composta por: nerolidol (30,6%), germacreno (9,4%), espatulenol (6,8 %), cariofileno (5,8%)
¢ limoneno (4,5%).

A presenca de terpenos nos dleos essenciais de B. dracunculifolia tem sido comumente
associada a sua acdo antimicrobiana, uma vez que os terpenos tém efeito toxico na estrutura e
funcdo das membranas celulares, resultando em aumento da fluidez e permeabilidade e
alteracdo do processo de transporte idnico, levando a morte celular (WINSKA et al., 2019;

VEIGA et al., 2017).
4.3.Caracterizacao das nanoemulsdes contendo oleo essencial de B. dracunculifolia

As seis diferentes formulagdes de nanoemulsdes contendo oleo essencial de B.
dracunculifolia apresentaram diametro com médias entre 13,14 e 56,84 nm, valores
apresentados na Tabela 6. De acordo com JAFARI e MCCLEMENTS (2018), para serem
consideradas nanoemulsdes, o tamanho das goticulas deve estar abaixo de 200 nm. E segundo
SHETH et al. (2020), as nanoemulsdes devem apresentar goticulas com didmetro de 100 nm ou
menores. Desta forma, todas as seis formulagdes apresentaram goticulas com tamanhos

adequados para serem consideradas nanoemulsdes.

Tabela 6. Caracterizagcdo das nanoemulsdes contendo 6leo essencial de B. dracunculifolia.

Tamanho Potencial  Condutividade
Formulacdes SOR PDI pH
(nm) Zeta (-mV) (nS/cm)
1 56,84+0,80 0,50 0,29+0,02 4,14+091 105,70 7,55
2 42,89+0,43 0,57 035+0,07 12,77+2,10 110,80 7,01
3 20,45+0,27 0,67 0,18+0,01 9,82+0,99 116,00 6,95
4 16,62 +£0,15 0,73 0,20+£0,01 23,03+2,15 119,60 6,92
5 2246+3,88 0,80 042=+0,11 22,67+1,67 120,80 6,84
6 13,14+£2,65 0,89 0,12+0,03 19,87 +4,90 120,50 6,73

SOR: Razio 6leo-surfactante. PDI: Indice de Polidispersao.

No estudo de SEUGLING et al. (2019), as nanoemulsdes contendo 6leo essencial de B.
dracunculifolia apresentaram goticulas maiores, variando de 168,20 a 181,70 nm. Isso também
foi reportado no estudo de MOGHIMI et al. (2015), onde foram obtidas nanoemulsdes de 6leo

essencial de tomilho (Thymus daenensis) com goticulas de 143 nm.
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Ja no estudo de PERIASAMY, ATHINARAYANAN e ALSHATWI (2016), as
formulagdes contendo 6leo essencial de cominho (Nigella sativa L.) apresentaram goticulas
com tamanhos menores, similares aos resultados do presente estudo, variando entre 20 ¢ 50 nm
de didmetro. De acordo com NIRMALA et al. (2020) um tamanho menor ajuda a suprimir a
coalescéncia e a precipitagao das goticulas, minimizando, assim, a quebra da nanoemulsao.

No estudo de NIRMALA et al. (2020), foi verificado a influéncia da concentracdo do
surfactante e do tempo de sonicagdo no tamanho das goticulas das nanoemulsdes contendo 6leo
essencial de salsdo (Apium graveolens). Observou-se que o aumento da concentragdo do
surfactante resultou em goticulas menores (no periodo de sonicacdo de 20 min. foram
observados didmetros de goticula de 54,5, 27,4 e 23,4 nm para as relagdes de oleo: surfactante
de 1:1, 1:2 e 1:3, respectivamente). E um tamanho de goticula reduzido também foi notado com
o aumento no tempo de sonica¢do (para a formulacao onde a razio dleo: surfactante foi de 1:
3, didmetros de 29,2, 26,3 e 23,4 nm foram observados nos tempos de sonicacdo de 10, 15 e 20
min, respectivamente). No presente estudo, a concentracdo de surfactante e o tempo de
sonicacdo foram fixados e, portanto, ndo foram varidveis que interferiram no tamanho das
goticulas das nanoemulsdes.

No trabalho de ANWER et al. (2014), as nanoemulsdes contendo 6leo essencial de
cravo-da-india, apresentaram bastante variagdo de tamanho das goticulas (29,1-136,9 nm) entre
as diferentes formulacdes testadas e observou-se que as formulacdes contendo maiores
concentragdes de fase oleosa apresentaram goticulas com tamanhos maiores. No nosso estudo
observou-se que as nanoemulsdes formuladas com as maiores concentragdes de 6leo essencial
de B. dracunculifolia apresentaram tamanhos de goticulas maiores que as formulacdes que
utilizaram menores concentragoes de 6leo essencial.

Essas variagdes no tamanho das goticulas nas diferentes formulagdes das nanoemulsdes
podem ocorrer devido a diferenga entre os procedimentos utilizados para a formulacdo das
nanoemulsdes, onde o tamanho das goticulas tende a diminuir com o aumento do tempo de
sonicagdo ou pela pressdo utilizada na homogeneizacao, pela qualidade e composi¢ao de cada
6leo essencial, uma vez que cada 6leo apresenta caracteristicas fisico-quimicas distintas,
incluindo solubilidade, densidade, gravidade especifica e indice de refragdo variados, bem
como, pela concentragdo de surfactante utilizada, uma vez que uma maior concentracdo de
surfactantes nas nanoemulsdes pode diminuir o diametro das goticulas (ARTIGAS-ARTIGAS

etal., 2019; NIRMALA et al., 2020).
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A propor¢ao de surfactante na nanoemulsdo pode ser verificada pelo valor da razao 6leo-

surfactante (SOR) (Figura 2), valor este que se encontra abaixo de 1 em nanoemulsdes (JAFAR

e MCCLEMENTS, 2018; PAVONI et al., 2020).

% Tensoativo

(% Tensoativo + % dleo essencial)

Figura 12. Calculo da razio 6leo-surfactante (SOR).

No presente trabalho, os valores de SOR variaram entre 0,50 e 0,89, desta forma os
valores estdo adequados para nanoemulsdes. Percebe-se ainda que em cinco das seis
formulagdes, quanto maior o valor de SOR, menor o tamanho das goticulas, como apresentado
na Tabela 2. Este fato ocorre visto que um aumento na propor¢do de surfactante pode levar a
uma adsor¢do na interface das goticulas, formando uma camada protetora, evitando assim o
processo de coalescéncia, ou seja, processo pelo qual duas ou mais goticulas se fundem para
formar uma goticula maior (JAFARI et al., 2018). Em relagdo a formulagdo 5, um aumento no
valor de SOR nao correspondeu a goticulas de menor tamanho como esperado. Esta variacao
pode ter ocorrido por erros durante a leitura ou no preparo da nanoemulsao.

No estudo de DUARTE et al. (2015), a nanoemulsao feita com 5% de 6leo essencial de
alecrim (Rosmarinus officinalis) e 5% de Tween 20 apresentou SOR de 0,50, valor igual ao
valor na formula¢do 1 do presente trabalho preparada com 20% de o6leo essencial de B.
dracunculifolia e 20% de Tween 80. No estudo de Moghimi et al. (2016), também foi obtido
um valor de SOR de 0,50, com uso de 2% de 6leo essencial de tomilho (Thymus daenensis) e
2% de Tween 80. As diferencas nos valores de SOR estdo relacionadas as diferentes propor¢des
de oleo/surfactante utilizadas para cada formulagdo, conferindo caracteristicas distintas para
cada nanoemulsdo, como variagdes no tamanho médio e na morfologia das goticulas (GUPTA
et al., 2016; KIRUTHIGA, KRISHNAKUMAR e KANNAN, 2019).

No que diz respeito ao indice de polidispersao (PDI), este fornece informagdes sobre a
homogeneidade da distribui¢do dos tamanhos das goticulas nas nanoemulsoes (NIRMALA et
al., 2020). O valor numérico de PDI varia de 0,0 (para uma amostra perfeitamente uniforme em
relacdo ao tamanho das goticulas) a 1,0 (para uma amostra altamente polidispersa com
populagdes de diferentes tamanhos de goticulas) (DANAEI et al., 2018; GURPREET e SINGH,
2018).

Segundo DANAEI et al. (2018), valores de PDI menores que 0,05 podem ser vistos

principalmente em amostras altamente monodispersas (uma distribuicdo totalmente
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monodispersa significa que todas as goticulas apresentam o mesmo tamanho) e valores de PDI
maiores que 0,7 indicam que a amostra tem uma distribui¢do altamente polidispersa, ou seja,
com populagdes de diferentes tamanhos de goticulas. No presente trabalho, os valores de PDI
variaram de 0,12 a 0,42 e desta forma, as nanoemulsoes estdo com valores de PDI aceitaveis.

Resultados similares ao do presente trabalho podem ser encontrados na literatura. No
estudo de SEUGLING et al. (2019), a nanoemulsdo produzida com de 6leo essencial de B.
dracunculifolia apresentou PDI de 0,23. No estudo de YAZGAN (2020), a nanoemulsao
contendo 6leo essencial de salvia (Salvia officinalis) apresentou PDI de 0,12, valor idéntico ao
valor da nanoemulsao 6. E no estudo de OZOGUL et al. (2020), a nanoemulsao contendo 6leo
essencial de tomilho (7Thymus vulgaris) apresentou PDI de 0,16.

No que se refere ao potencial Zeta, este ¢ utilizado para medir a carga superficial de
nanogoticula quando colocadas em um liquido (GURPREET e SINGH, 2018). A superficie de
uma goticula carregada atrai uma fina camada de carga oposta e se liga firmemente a ela,
formando uma fina camada liquida; quando a goticula se difunde em solug¢do, ela serd envolvida
por uma camada difusa externa que consiste em ions fracamente associados e como resultado
final ¢ criada uma dupla camada elétrica. O potencial Zeta ¢ o potencial elétrico dessa camada
dupla e ¢ determinado através da medi¢do da velocidade das particulas carregadas que se
movem em direcdo ao eletrodo através da solugdo de amostra na presen¢a de um campo elétrico
externo. O potencial Zeta das nanogoticulas pode variar de + 100 a -100 mV e a sua medida ¢
utilizada para prever a estabilidade da dispersdo e seu valor depende das propriedades fisico-
quimicas do composto, presenga de eletrolitos e sua adsorcao (SHNOUDEH et al., 2019).

Nanogoticulas com valores de potencial Zeta > +25 mV ou < —25 mV geralmente tém
alto grau de estabilidade da dispersao (SHNOUDEH et al., 2019). A magnitude do potencial
zeta permite a avaliacdo da estabilidade das goticulas em suspensao, pois se todas as goticulas
exibirem um alto valor negativo ou positivo desse potencial, eles repelirdo e impedirdo a
agregacdo. Quando o potencial zeta tem um valor proximo a zero, esta auséncia de carga
superficial pode facilitar as interagdes entre goticulas, e promove processos de floculacido ou
agregacao, em alguns casos (SEIBERT et al., 2018).

No presente trabalho, para todas as formula¢des de nanoemulsdes, foram observadas
cargas superficiais negativas (—4,14 a —23,03 mV), entretanto nenhuma delas foi menor que
—25 mV, indicando uma possivel baixa estabilidade das nanoemulsdes. Entretanto, de acordo
com Kumar e Dixit (2017), goticulas de tamanho muito pequeno, como as goticulas do presente
trabalho, tém alta mobilidade e baixa propriedade de dispersdo de luz, o que pode levar a uma

interferéncia na leitura do potencial Zeta.
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No estudo de SEUGLING et al. (2019), o potencial Zeta da nanoemulsdo contendo dleo
essencial de B. dracunculifolia foi < —35,4 mV. No trabalho de ANWER et al. (2014), foram
observados valores de potencial Zeta na faixa de —48,6 a —31,4 mV para as nanoemulsdes
contendo Oleo essencial de cravo-da-india. No trabalho de SEIBERT et al. (2018), a
nanoemulsdo formulada com o6leo essencial de capim-santo (Cymbopogon densiflorus)
apresentou um valor de —8,98 mV para o potencial Zeta, e apesar de ndo ser um valor ideal, a
nanoemulsdo se manteve estavel no estudo de estabilidade acelerada.

No que diz respeito a condutividade, este parametro ¢ utilizado para a medida da
passagem da corrente elétrica (MORADI, BARATI, 2019). O valor de condutividade determina
o nimero de ions livres no sistema indicando, portanto, a capacidade da nanoemulsdo para
conduzir eletricidade. Estudos relatam que sistemas 6leo/agua (O/A) possuem medigdes de
condutividade mais altas do que sistemas agua/oleo (A/O), porque a fase externa ¢ a agua
(AZHAR, ASHARI, SALIM, 2018).

Nao ha valores estabelecidos na literatura para a condutividade de nanoemulsdes,
entretanto um valor mais alto de condutividade da nanoemulsdo demonstra mais conteudo de
agua, que fornece mais espacos para os movimentos dos ions (MORADI, BARATI, 2019). Os
valores de condutividade apresentados no presente trabalho variaram entre 105,70 a 120,80
uS/cm e desta forma as nanoemulsdes podem ser classificadas como O/A.

No trabalho de SEIBERT et al. (2018), a nanoemulsdo formulada com 6leo essencial de
capim-santo (Cymbopogon densiflorus) apresentou condutividade de 159,86 uS/cm, indicando
ser uma nanoemulsao do tipo O/A. No estudo de MORADI e BARATI (2019), a condutividade
das nanoemulsdes variaram de 140 a 777 uS/cm, indicando que a 4gua era a fase continua das
nanoemulsdes preparadas com o6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.), Zataria
multiflora e alecrim (Rosmarinus officinalis L.). No estudo de EL-EKIABY (2019), a
nanoemulsdo de 6leo essencial de manjericao foi classificada como 6leo em 4gua, apresentando
condutividade de 203,5 uS/m.

Em relacdo ao pH, este ¢ um importante parametro para determinar a estabilidade da
formulagdo, uma vez que a flutuagdo do pH pode indicar a ocorréncia de reagdes quimicas que
podem afetar a qualidade do produto (MORADI, BARATI, 2019). No presente trabalho, as
nanoemulsdes apresentaram valores de pH entre 6,73 e 7,55. Valores similares podem ser
observados no trabalho de MORADI e BARATI (2019), onde o pH das nanoemulsdes com
6leos essenciais de tomilho (Thymus vulgaris L.), Zataria multiflora e alecrim (Rosmarinus
officinalis L.) apresentaram pH nos valores de 6,75 a 7,93 sem grandes variagdes em dois

meses, indicando formulagdes estaveis. No estudo de NARAWI et al. (2020), as nanoemulsodes
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com Oleo essencial de noz-moscada apresentaram pH de 5,6 e 5,3, indicando valores adequados

para administrag@o topica na pele, uma vez que o pH da pele ¢ levemente acido, na faixa de 6,0.

4.4. Atividade antibacteriana das nanoemulsoes contendo oleo essencial de B.

dracunculifolia

Os valores de CIM e CBM para as nanoemulsdes contendo 6leo essencial de B.
dracunculifolia estdo apresentados na Tabela 7. Foram obtidos valores de CIM de <0,03 a 0,08
mg/mL para bactérias Gram-positivas e de <0,03 a 0,15 mg/mL para bactérias Gram-negativas.
Resultados comparaveis de CIM foram observados no estudo de SUNDARARAJAN et al.
(2018), onde a nanoemulsdo de manjericao (Ocimum basilicum) apresentou valores de CIM de
0,02 mg/mL para Enterococcus faecalis ¢ 0,01 mg/mL para Staphylococcus aureus e

Salmonella Paratyphi.

Tabela 7. CIM e CBM das nanoemulsdes formuladas com 6leo essencial de B. dracunculifolia.

Nanoemulsoes (mg/mL)

Cepas CIM CBM

S. aureus ATCC 25923 0,08 0,20

B. cereus ATCC 14579 <0,03 0,20

S. mutans ATCC 25175 <0,03 0,10

E. faecalis ATCC 29212 0,08 0,20

P. aeruginosa ATCC 27853 0,05 >0,20

K. pneumoniae ATCC BAA-1706 0,15 >0,20
S. enterica ATCC 14028 <0,03 >0,20

E. coli ATCC 25922 0,05 >0,20

Os valores de CIM das nanoemulsdes do presente estudo demonstram atividade
antibacteriana superior quando comparados a outros trabalhos. No estudo de YAZGAN,
OZOGUL e KULEY (2019), as nanoemulsdes contendo 6leo essencial de limao (Citrus
limonum), apresentaram valores de 3,12 mg/mL para S. aureus e 6,25 mg/mL para Klebsiella
pneumoniae. No estudo de GHADERI et al. (2017), a nanoemulsdo formulada com oleo
essencial de tomilho (Thymus daenensis), apresentou CIM de 2 mg/mL para Pseudomonas
aeruginosa. Nas analises de HASSANSHAHIAN, SAADATFAR e MASOUMIPOUR (2020),

a nanoemulsdo contendo 6leo essencial de Alhagi maurorum apresentou CIM de 1,75 mg/mL
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para B. cereus, 3,25 mg/mL para P. aeruginosa, 1,75 mg/mL para E. coli, 6,25 mg/mL para K.
pneumoniae ¢ 6,25 mg/mL para S. aureus. E no estudo de PRAKASH et al. (2019), a atividade
antibacteriana de nanoemulsdes de diferentes dleos essenciais foi testada frente a Salmonella
enterica, sendo que a nanoemulsdo de capim-limao apresentou valor de CIM de 1 mg/mL e a
nanoemulsdo de 6leo essencial de coentro apresentou valor de CIM de 2 mg/mL.

Em relagdo a CBM, os valores variaram entre 0,10 e 0,20 mg/mL para Gram-positivas
e todos os valores foram >0,20 mg/mL para Gram-negativas. No estudo de
HASSANSHAHIAN, SAADATFAR ¢ MASOUMIPOUR (2020), a nanoemulsao contendo
6leo essencial de Alhagi maurorum apresentou CBM de 6,25 mg/mL para B. cereus e 3,25
mg/mL para E. coli. Os valores de CBM do presente trabalho mostraram atividade bactericida
superior para bactérias Gram-positivas em relacao as Gram-negativas.

No estudo de YAZGAN, OZOGUL e KULEY (2019), as nanoemulsdes contendo dleo
essencial de limao (Citrus limonum), apresentaram valores de CBM >25 mg/mL para S. aureus,
E. faecalis e K. pneumoniae, indicando a necessidade de testes com maiores concentragdes de
6leo essencial nas nanoemulsdes para atingir os valores de CBM. Nas andlises d¢ GHADERI
et al. (2017), a nanoemulsdo formulada com oleo essencial de tomilho (Thymus daenensis),
apresentou valor de CBM >8 mg/mL para Pseudomonas aeruginosa, indicando também a
necessidade de testes com maiores concentracdes de 6leo essencial nas nanoemulsdes para
atingir os valores de CBM.

As variagdes dos valores de CIM ¢ CBM entre as nanoemulsoes estdo relacionadas a
diversos fatores, inicialmente, as proprias caracteristicas de cada oleo essencial utilizado na
formulagdo. Os o6leos essenciais podem ser extraidos de uma grande variedade de plantas,
apresentando-se como uma complexa combina¢ao de metabdlitos secundarios volateis, sendo
que a sua composi¢do varia junto com fatores abiodticos locais (topografia, umidade,
temperatura e fatores edaficos), fatores seletivos bioticos (fauna e flora associadas), tratamento
pos-colheita, métodos de extragdo e condigdes de conservacdo, levando a uma variedade de
propriedades biologicas (FOKOU, DONGMO e BOYOM, 2019).

O outro ponto de interesse ¢ a formulacdo da nanoemulsdo. A depender das
concentragdes de 6leo/agua/surfactante e da eficiéncia do equipamento de emulsificagao usado
para obter um tamanho de gota reduzido, a emulsdo final pode ter caracteristicas diferentes e
propriedades diferentes, uma vez que 6leos essenciais dispersos em diferentes nanoformulagdes
podem atuar por meio de diversos mecanismos de agio (ECHEVERRIA, ALBUQUERQUE,
2019). As goticulas de tamanho reduzido da nanoemulsdo apresentam maior area de superficie,

proporcionando maior absor¢do, fato este que ¢ observado nas formulagdes do presente
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trabalho. E sabido também que o surfactante utilizado também pode alterar o efeito
antimicrobiano de nanoemulsdes, posto que a permeabilidade da membrana e absor¢ao celular
¢ “surfactante dependente” ja que a carga de goticulas é conhecida por influenciar a eficacia de
antimicrobianos nanoemulsionados (LYRA, 2019).

A vantagem de se usar a nanoemulsdo em relagdo aos 6leos essenciais in natura, pode
ocorrer pelo fato que produtos naturais hidrofobicos podem precipitar apos dilui¢do com agua,
e a solubilidade deles pode ser melhorada com o uso de veiculos, como as emulsdes. Isso
envolve o uso de um surfactante ou emulsificante, que auxilia a dispersar o produto natural por
todo o meio de ensaio, promovendo o contato com as células bacterianas e reduzindo o risco de
resultados falso-negativos (CUSHINIE et al., 2020).

A Tabela 8 traz a comparagdo entre os resultados de disco-difusdo encontrados para a
nanoemulsdo e para os dleos in natura. Percebe-se que a nanoemulsdo apresentou halos de
inibicdo somente para trés cepas (S. aureus, B. cereus € S. mutans), enquanto os 6leos essenciais
in natura apresentaram resultados para quatro das oito cepas testadas (S. aureus, B. cereus, S.

mutans e E. faecalis), sendo estas Gram-positivas.

Tabela 8. Comparagdo entre os resultados de disco-difusdo encontrados para a nanoemulsdo e
para os 0leos in natura.

Diametro dos halos em milimetros

Oleo do Oleo do )
Microrganismos Testados Nanoemulsao Oleo do Sul
Centro Oeste  Sudeste
S. aureus ATCC 25923 18,5+0,21% 24,0+0,20° 19,4+0,57* 25,0+0,01°
B. cereus ATCC 14579 19,5+021% 32,0+0,15> 21,0+0,11* 33,0+2,64°
S. mutans ATCC 25175 20,0+0,14% 21,7+0,43%> 23,0+£0,10° 26,7 +0,88°¢
E. faecalis ATCC 29212 NI 22,3+0,60* 20,7+0,57* 23,0+0,64°
P. aeruginosa ATCC 27853 NI NI NI NI
K. pneumoniae ATCC BAA-1706 NI NI NI NI
S. enteritidis ATCC 14028 NI NI NI NI
E. coli ATCC 25922 NI NI NI NI

NI: Nao houve inibicdo. Letras diferentes dentro da mesma linha significam diferencas

significativas em p< 0,05 de acordo com o teste de Tukey no nivel de confianca de 95%.

Resultados similares podem ser vistos no estudo de LEE et al. (2019), onde foi obtido

uma zona de inibi¢ao de 19 mm para S. aureus com a nanoemulsdo de 6leo essencial de orégano.
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No trabalho de HASSSANZADEH, ALIZADEH ¢ BARI (2018), as nanoemulsdes de oleo
essencial de alho apresentaram zonas de inibi¢do para S. aureus variando entre 17,6 e 22,5 mm.
Ja no estudo de YAZGAN (2020), a nanoemulsdo com 06leo essencial de salvia, conseguiu
apresentar zona de inibi¢do para E. faecalis, com o valor de 11,6 mm. No estudo de LU et al.
(2018), a nanoemulsao de dleo essencial de citral apresentou zona de inibi¢ao de 19,2 mm para
S. aureus e 10,2 mm para E. faecalis.

A Tabela 9 traz a comparacdo entre os resultados de CIM encontrados para a

nanoemulsdo e os valores de CIM encontrados com os 0leos in natura.

Tabela 9. Comparagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) da nanoemulsdo e dos 6leos
in natura.

Nanoemulsdo Centro-oeste Sudeste Sul

Cepas CIM CIM CIM CIM
(mg/mL)

S. aureus ATCC 25923 0,08 # 0,05° 0,10 0,10
B. cereus ATCC 14579 <0,03 0,032 0,10° 0,052
S. mutans ATCC 25175 <0,03 0,052 0,10° 0,10°
E. faecalis ATCC 29212 0,08 # 0,05° 0,15°¢ 0,10
P. aeruginosa ATCC 27853 0,052 0,052 0,10° 0,10°
K. pneumoniae ATCC BAA-1706 0,152 0,05° 0,05" 0,10°¢
S. enterica ATCC 14028 <0,03 0,052 0,10° 0,10°
E. coli ATCC 25922 0,05 0,08° 0,10° 0,10°

Letras diferentes dentro da mesma linha significam diferencas significativas em p< 0,05 de

acordo com o teste de Tukey no nivel de confianga de 95%.

Para a cepa de S. aureus, o valor de CIM da nanoemulsdo ndo foi estatisticamente
relevante quando comparado aos valores dos 6leos do Sudeste e do Sul. E houve diferenca
estatistica quando comparado ao 6leo do Centro-oeste, entretanto o dleo in natura apresentou
melhor agao.

Para as cepas de B. cereus, S. mutans e S. enterica ndo foi possivel calcular a diferenga
estatistica, uma vez que os valores de CIM da nanoemulsdo ndo foram determinados (<0,03),

mas percebe-se que estes valores serdo menores do que os valores de CIM dos 6leos in natura,
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demonstrando-se assim a capacidade de potencializagdo da atividade antibacteriana com a
nanoemulsdo. Faz-se necessario novos testes com concentragdes menores.

Para a cepa de E. faecalis, ndo houve diferenca estatistica do valor de CIM da
nanoemulsdo quando comparado ao 6leo do Sul. Porém, houve diferenga estatistica quando
comparado ao 6leo do Sudeste, demostrando maior poténcia, e quando comparado ao 6leo do
Centro-oeste, a nanoemulsao foi menos potente.

Em relagdo a cepa de P. aeruginosa, o valor de CIM da nanoemulsao foi estatisticamente
relevante quando comparado aos 6leos do Sul e Sudeste, demonstrando uma maior agao
antibacteriana, entretanto nao houve diferenga estatistica quando comparado ao 6leo do Centro-
oeste. Para a cepa de K. pneumoniae, a nanoemulsao demonstrou-se menos potente do que todos
os 6leos in natura. Para a cepa de E. coli, o valor de CIM da nanoemulsdo foi estatisticamente
relevante quando comparado aos trés 6leos, demonstrando uma maior acao antibacteriana.

A Tabela 10 traz a comparacdo entre os resultados de CBM encontrados para a

nanoemulsdo e valores de CBM encontrados com os 0leos in natura.

Tabela 10. Comparag¢do da Concentragdo Bactericida Minima (CBM) da nanoemulsdo e dos
6leos in natura.

Nanoemulsdo Centro-oeste Sudeste Sul

Cepas CBM CBM CBM CBM
(mg/mL)

S. aureus ATCC 25923 0,202 0,10° 0,202 0,30 ¢
B. cereus ATCC 14579 0,202 0,05° 0,15¢ 0,08 ¢
S. mutans ATCC 25175 0,102 0,102 0,20° 0,15¢
E. faecalis ATCC 29212 0,202 0,10° 0,202 0,202
P. aeruginosa ATCC 27853 >0,20 0,082 0,20° 0,15¢
K. pneumoniae ATCC BAA-1706 >0,20 0,082 0,20° 0,15¢
S. enterica ATCC 14028 >0,20 0,08 0,15° 0,15°
E. coli ATCC 25922 >0,20 0,102 0,15° 0,15°

Letras diferentes dentro da mesma linha significam diferencas significativas em p< 0,05 de

acordo com o teste de Tukey no nivel de confianc¢a de 95%.

Para a cepa de S. aureus, ndo houve diferencga estatistica quando comparado os valores

da nanoemulsdo aos valores do 6leo do Sudeste. Houve diferenga estatistica quando comparada
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aos 0leos do Centro-oeste e Sul, sendo a nanoemulsiao mais potente do que o 6leo do Sul e menos
potente do que o 6leo do Centro-Oeste. Para a cepa de B. cereus, a nanoemulsdo teve a menor
eficacia quando comparada a todos os dleos.

Para a cepa de S. mutans, ndo houve diferenca estatistica entre a CBM da nanoemulsao
e 0leo do Centro-oeste, entretanto, o valor de CBM da nanoemulsdo foi significativamente
relevante quando comparado aos valores do 6leo do Sudeste e do Sul, mostrando-se mais
potente. Para a cepa de E. faecalis, o valor de CBM da nanoemulsao ndo foi significativamente
relevante quando comparado aos valores do Sudeste e do Sul. Houve diferenca estatistica
quando comparado ao 6leo do Centro-oeste, entretanto a nanoemulsao foi menos eficaz.

Para as bactérias Gram-negativas, os valores de CBM para nanoemulsdes ndo foram
determinados, ndo sendo possivel realizar o célculo estatistico, entretanto percebe-se que as
concentragdes necessarias serdo maiores que os valores de CBM ja encontrados com os 6leos
essenciais in natura, indicando uma menor poténcia da nanoemulsdo para acdo bactericida. Faz-
se necessario novos testes com maiores concentragdes.

Em relagdo aos testes de Concentracdo Inibitéria Minima, percebe-se resultados
satisfatorios com as nanoemulsdes para seis das oito cepas testadas, onde estas obtiveram
resultados com concentragdes menores e significativamente relevantes quando comparadas a
pelo menos um dos oleos in natura testados, indicando uma potencializagdo da acdo
bacteriostatica. Entretanto, para os testes de Concentracdo Bactericida Minima, as
nanoemulsdes apresentaram resultados com concentracdes menores e significativamente
relevantes apenas para S. aureus e S. mutans, demonstrando que a nanoemulsdo ndo foi capaz
de potencializar a ag@o bactericida para a maioria das cepas testadas quando comparadas aos
6leos essenciais in natura.

Resultados similares podem ser vistos no estudo de OZOGUL, OZOGUL e KULAWIK
(2021), onde a incorporagdo de 6leo essencial de toranja no sistema de nanoemulsdo resultou
em aumento da poténcia bacteriostatica, entretanto, nenhum efeito bactericida foi observado, o
que provavelmente foi devido a concentracdo muito baixa de 6leo essencial no sistema de
nanoemulsdo. No estudo de EL-SAYED e EL-SAYED (2021), ¢ relatado que as nanoemulsdes
podem apresentar agdo bactericida e bacteriostatica, a depender das concentracdes de Oleo
essencial utilizadas, sendo que para a ag¢do bactericida, se faz necessario o uso de maiores
concentragdes. E no estudo de SHAHABI et al. (2021), efeitos bacteriostaticos e bactericidas
foram observados, dependendo do tipo de bactéria, da concentracdo da nanoemulsdo e do tempo

de exposicao.
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A diferenca entre o efeito bacteriostatico e bactericida das nanoemulsdes pode estar
relacionada a diversos fatores: (1) Estudos de liberagao de nanoemulsdes in vitro mostram um
efeito inicial rapido seguido por uma liberagao lenta. Assim, foi demonstrado que nanoemulsdes
podem ser usadas para controlar o comportamento de liberacdo do dleo essencial. A liberacao
de doses controladas gera concentracdes que ao longo de 24 horas podem levar a um controle
do crescimento bacteriano, ocasionando um melhor efeito bacteriostitico (PANKEY e
SABATH, 2004; GUPTA e VARIYAR, 2016). (2) Compostos considerados bacteriostaticos
podem atuar em concentragdes mais baixas, enquanto aqueles considerados bactericidas podem
necessitar de concentragdes mais altas (BAQUERO e LEVIN, 2021). (3) A morte bacteriana ¢
dependente da concentragdo e tempo: a morte bacteriana dependente da concentragdo ocorre
quando a taxa e extensdo da morte aumenta com o as concentracdes antibacterianas
progressivamente mais altas e a morte bacteriana dependente do tempo ocorre quando o
aumento das concentragdes antibacterianas maiores que os valores de CIM ndo resulta em
aumentos proporcionais na morte (PANKEY e SABATH, 2004). (4) As distintas propriedades
fisico-quimicas das formulagdes podem alterar as propriedades antimicrobianas das

nanoemulsdes (OZOGUL, OZOGUL e KULAWIK, 2021).
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5. CONCLUSAO

Os trés oleos essenciais de B. dracunculifolia avaliados no presente estudo apresentaram
atividade antibacteriana para as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas testadas. As
amostras de 6leo essencial de B. dracunculifolia apresentaram elevada atividade antioxidante
em ambos os ensaios de DPPH e ABTS. O 6leo essencial de B. dracunculifolia da regiao
Centro-Oeste do Brasil apresentou melhor atividade antibacteriana e capacidade antioxidante
do que os 6leos essenciais das regides Sudeste e Sul do Brasil. E possivel que o estresse hidrico
no inverno do Cerrado brasileiro tenha favorecido o aumento das atividades biologicas para
esta espécie.

Em relagdo as formulagdes de nanoemulsdes contendo oOleo essencial de B.
dracunculifolia, a caracterizagdo apresentou resultados considerados adequados para o tipo de
sistema formulado, exceto pelo potencial Zeta que foi acima do esperado, o que pode ser
explicado pelo pequeno tamanho das goticulas analisadas. Em relagdo aos testes de
Concentracdo Inibitéria Minima, percebe-se resultados satisfatorios com as nanoemulsdes para
seis das oito cepas testadas, onde estas obtiveram resultados com concentragdes menores e
significativamente relevantes quando comparadas a pelo menos um dos 6leos in natura testados,
indicando uma potencializa¢cdo da a¢do bacteriostatica.

Conclui-se que o 6leo essencial de B. dracunculifolia ¢ um composto natural com
atividade antibacteriana promissora e o uso de nanotecnologia pode auxiliar na melhoria das

propriedades biologicas apresentadas por ele.
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Abstract

This study evaluated the antibacterial and chemical properties of the essential oils of Baccharis
dracunculifolia from three regions of Brazil: one sample from Midwest region, another sample
from Southeast region and the third sample from South region. The three essential oils showed
antimicrobial activity for both Gram-positive and Gram-negative bacteria tested, with MIC
values from 0.03 to 0.15 mg/mL and MBC values from 0.05 to 0.30 mg/mL. The essential oils
showed in the chemical composition a predominance of sesquiterpenes bicyclogermacrene and
(E)-nerolidol) and of monoterpene limonene, however there was variation in the majority
composition of these terpenes for each essential oil. The essential oil from the Midwest region

of Brazil showed higher concentration of oxygenated sesquiterpenes and was more effective on
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all tested bacterial strains, with lower and statistically significant CBM values and showed

higher antioxidant activity in relation to oils from the Southeast and South regions of Brazil.

Keywords: Baccharis dracunculifolia; antimicrobial activity; antioxidant activity; essential oil

composition

1. Introduction

Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae) is a native plant of South America (Machado et al.,
2015; Veiga et al., 2017) and in Brazil is found in biomes of Brazilian Savanna, Atlantic
Rainforest and Pampas (Cazella et al., 2019; Campos et al., 2016). The B. dracunculifolia leaves
contain many glandular trichomes that secrete high amounts of resinous material, terpenes and
essential oil and it is used by the bees to produce the Brazilian green propolis (Machado et al.,

2015; Veiga et al., 2017).

B. dracunculifolia essential oil is recognized medicinally because of their various biological
activities such as: antibacterial (Salazar et al., 2018; Pereira et al., 2016), antiviral (Campos et
al., 2016), antifungal (Cazella et al., 2019), antiprotozoarian (Campos et al., 2016), larvicidal
(Alves etal., 2018), antioxidant (Veiga et al., 2017), anti-inflammatory and immunomodulatory

(Campos et al., 2016).

The B. dracunculifolia essential oil antimicrobial activity can be attributed to the high presence
of chemical constituents (Salazar et al., 2018). The composition of B. dracunculifolia essential

oil can vary and depends on the geographic region and the season in which the leaves were
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collected, however, some studies mention the sesquiterpenes as major components (Alves et

al., 2018; Barbosa et al., 2015; Cazella et al., 2019).

Although some studies have already been carried out with essential oil of B. dracunculifolia,
there are still no studies that compare the antimicrobial activity of essential oils of this plant
from different regions of Brazil. Then, the aim of the present study was to evaluate the
antibacterial and chemical properties of three samples of B. dracunculifolia essential oils from
different regions of Brazil: one sample from the Midwest region, another sample from the

Southeast region and the third sample from the South region.

2. Experimental

2.1.  B. dracunculifolia essential oils samples

The essential oil was obtained from 50 g of dried leaves by hydrodistillation for 5 h using a
Clevenger-type apparatus. To produce essential oil from the Midwest region of Brazil, leaves
of the B. dracunculifolia plant were collected at Agua Limpa Farm, Brasilia, Federal District,
Brazil. The second sample of essential oil was from the city of Estiva Gerbi, Sdo Paulo,
Southeast region of Brazil. And the third sample of essential oil was from the city of Canelinha,

Santa Catarina, South region of Brazil.

2.1. Bacterial strains and inoculum preparation

The following bacterial strains were used: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus
cereus ATCC 14579, Streptococcus mutans ATCC 25175, Enterococcus faecalis ATCC 29212
(Gram positive bacteria), and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae

ATCC BAA-1706, Salmonella enterica ATCC 14028, Escherichia coli ATCC 25922 (Gram
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negative bacteria). The bacterial inoculum was prepared using direct suspension of microbial
growth in Mueller Hinton broth with turbidity equivalent to 0.5 McFarland standard (1,0x10%

UFC/mL), adjusted between 0.08 and 0.10 of optical density to 625 nm on a spectrophotometer.

2.2. Determination of Minimal Inhibitory Concentration (MIC) and Minimal

Bactericidal Concentration (MBC)

The MIC and MBC activities of B. dracunculifolia essential oils samples were carried out using
a broth microdilution method as recommended by Clinical and Laboratories Standards Institute
(CLSI, 2015), with adaptations. Briefly, the bacterial inoculum with turbidity equivalent to 0.5
McFarland standard (1,0x10® UFC/mL) were diluted in Mueller Hinton broth at the ratio of
1:150, resulting in a concentration of 1,0x10° UFC/mL. Then, the essential oils samples were
diluted in different concentrations in Mueller Hinton broth using serial dilution (the
concentrations ranged from 0.30 to 0.03 mg/mL). The volume of 0.1 mL of the inoculum
suspensions at 1,0x10% UFC/mL were distributed in to a 96-well microtiter plate containing 0.1
mL of the different concentrations of essential oils samples, resulting in a final bacterial
concentration of 5,0x10° UFC/mL. The positive control (with bacterial growth) consisted of 0.1
mL of the bacterial inoculum and 0.1 mL of Mueller Hinton broth. The negative control
(inhibition of bacterial growth) consisted of 0.1 mL of essential oils samples and 0.1 mL of
Mueller Hinton broth. The plates were incubated for 24 h at 37°C. To determine MBC, 50 uL
aliquots of each incubated sample were seeded on Mueller Hinton agar plates for 18-24 h, at
37°C. MBC was determined as the lowest concentration that allowed no visible bacterial growth
in agar. The assays were realized in triplicate for each concentration of the essential oil samples
tested. To determine MIC, bacterial growth was assessed by adding 20 pL of resazurin dye

(0.01% w/v) to each well. Resazurin is an oxidation reduction indicator used to assess cell
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growth. It has a non-fluorescent blue color that becomes pink and fluorescent when reduced to
resorufin by oxidoreductases within viable cells (Sarker et al., 2007). The lowest concentration
that showed no change in color was defined as MIC, that is, the MIC values were defined as
the lowest concentration of a given essential oil of B. dracunculifolia that inhibited bacterial

growth.

2.3. Determination of phenolic compounds and antioxidant activity

The total phenolic content was determined using the Folin Denis method (Folin & Denis, 1912),
and the results were expressed as mg GAE/mL. The antioxidant activity was evaluated using
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) free radical scavenging assay according to Kim et al.
(2002) and ABTS (2,2-azinobis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) free radical
scavenging assay as described by Re et al. (1999). The results were expressed as mmol Trolox
equivalents per mL of sample (mM TE/mL) and as % of inhibition of DPPH radical. The tests

were performed in triplicate and the results were expressed as mean =+ standard deviation.

2.4. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) analysis

FTIR spectra of the samples were carried out with a ThermoFisher Scientific Infrared
Spectrophotometer. The samples were placed directly on the surface of pair of rectangular
sodium chloride plate at room temperature and the measurement were performed in the IR
region at 4000-600 cm™! range with a resolution of 4 cm™!. The spectra were analyzed using

OMNIC software.

2.5.  GC-FID analysis
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Quantitative GC analysis were carried out using a PerkinElmer Clarus 500 GC apparatus
equipped with a flame ionization detector (FID) and a non-polar DB-5 fused silica capillary
column (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) (J & W Scientific). The oven temperature was
programmed from 60 to 240°C at a rate 3°C min™'. Injector and detector temperatures were 260
°C. Hydrogen was used as the carrier gas at a flow rate of 1 mL min™! in split mode (1:30). The
injection volume was 1.0 pL of diluted solution (1/100) of oil in n-hexane. The amount of each
compound was calculated from GC-FID peak areas in the order of DB-5 column elution and

expressed as a relative percentage of the total area of the chromatograms.

2.6. GC-MS analysis

Qualitative Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) analysis were carried out using
a CG-EM QP2010 SE Plus Shimadzu Chromatograph system with a mass selective detector,
mass spectrometer in EI 70 eV with a scan interval of 0.5 s and fragments from 40 to 550 Da.
fitted with the same column and temperature program as that for the GC-FID experiments, with
the following parameters: carrier gas = helium; flow rate = 1 mL min!; split mode (1:30);

injected in auto injector AOC-20i a volume = 1 pL of diluted solution (1/100) of oil in n-hexane.

2.7. Identification of components

Identification of the components was based on GC-MS retention indices with reference to a
homologous series of C8-C40 n-alkanes calculated using the Van der Dool and Kratz equation
(Van den Dool and Kratz, 1963) and by computer matching against the mass spectral library of

the GC-MS data system (NIST 14 and WILEY 14th) and co-injection with authentic standards
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as well as other published mass spectra (Adams, 2017). Area percentages were obtained from
the GC-FID response without the use of an internal standard or correction factors. All
monoterpenes (a-pinene, [-pinene, myrcene, limonene, p-terpinene, and terpinolene) and
sesquiterpenes (f-caryophyllene, aromadendrene, a-humulene, bicyclogermacrene, (E)-
nerolidol and spathulenol) used in the identifications of volatile components were purchased

from Sigma-Aldrich - Brazil.

2.8.  Statistical analysis

All data were treated with the aid of the STATISTICA® software. Analysis of variance
(ANOVA) was performed to detect significant differences between the analyzes and when

differences were statistically significant, Tukey’s test for mean comparisons was used.

3. Results and discussion

3.1. Antibacterial activity of B. dracunculifolia essential oils samples

The MIC and MBC values of bacterial strains are shown in Table 1. Using the broth
microdilution method, the three essential oils of B. dracunculifolia showed antimicrobial
activity for both Gram-positive and Gram-negative bacteria. The oil from the Midwest region
of Brazil was more effective on all tested bacterial strains, with lower and statistically
significant CBM values in relation to oils from the Southeast and South regions of Brazil. Then
the oil from the South region of Brazil showed lower and statistically significant values of CBM
in relation to oil from the Southeast region of Brazil for bacteria S. aureus, B. cereus, S. mutans,

P. aeruginosa and K. pneumoniae.



124

The MIC results of the present study for S. aureus bacteria (0.05-0.10 mg/mL) were similar to
those reported by Salazar et al. (2018) that found a MIC of 0.10 mg/mL for S. aureus using B.
dracunculifolia essential oil from a reserve of the Atlantic Forest in the state of Paran4, in the
South region of Brazil. The MBC results of this study for S. aureus bacteria ranged from 0.10
to 0.30 mg/mL. Veiga et al. (2017) reported MBC values of 0.30 mg/mL for S. aureus using B.
dracunculifolia ethanolic extract, showing that the extract obtained from the leaves of the plant
also presented antimicrobial activity. Barbosa et al. (2015) reported that B. dracunculifolia
essential oil from the city of Botucatu, Sdo Paulo (Southeast region of Brazil) showed activity
against resistant strains of S. aureus MRSA (strains resistant to beta-lactam antimicrobials),

with a MIC values of 6.7-8.4 mg/mL.

In the present study, the MBC values of 0.05-0.30 mg/mL for S. aureus, B. cereus, E. coli and
P. aeruginosa were lower than that reported by Cazella et al. (2019), who observed the
following MBC values: 2.10 mg/mL for S. aureus, 1.50 mg/mL for B. cereus, 8.43 mg/mL for
E. coli and 2.10 mg/mL for P. aeruginosa, using B. dracunculifolia essential oil from the city

of Cascavel, in the state of Parand in the South region of Brazil.

The three essential oils of B. dracunculifolia in the present study showed MIC (0.03-0.15
mg/mL) and MBC values (0.05-0.30 mg/mL) comparable to other essential oils that have been
widely studied for their recognized antimicrobial activity such as: cinnamon (Cinnamomun
zeylanicum) essential oil (MBC values of 0.25 mg/mL for S. aureus, S. enterica and E. coli and
0.80 mg/mL for P. aeruginosa) (Barbosa et al., 2015); clove (Syzygium aromaticum) essential
oil (MIC values of 0.02 mg/mL for S. aureus, S. enterica and E. coli and MBC values of 0.35

mg/mL for S. enterica and E. coli and of 0.40 mg/mL for S. aureus) (Farias et al., 2019); and
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thyme (Thymus vulgaris) essential oil (MIC values of 0.81 mg/mL for K. pneumoniae and of

0.95 mg/mL for E. coli) (Fournomiti et al., 2015).

3.2. Chemical properties of Baccharis dracunculifolia essential oils samples

Table 2 presents the results of the antioxidant activity determined by DPPH and ABTS methods
and the content of phenolic compounds for the three essential oils of B. dracunculifolia. The oil
from the Midwest region of Brazil showed higher and statistically significant values of
antioxidant activity in relation to oils from the Southeast and South regions of Brazil. And the
oils from the Midwest and South regions of Brazil showed higher and statistically significant
values of phenolic compounds content in relation to the oil from the Southeast region of Brazil.
Few studies have reported the antioxidant activity of the essential oil of B. dracunculifolia.
Luchesi et al. (2020) found a very low antioxidant activity value of 0.012 mM TE/mL measured
by the DPPH method of a B. dracunculifolia essential oil from state of Parand, in the South
region of Brazil. Paroul et al. (2016) analyzed the antioxidant activity using DPPH method of
B. dracunculifolia and B. trimera essential oils from the city of Erechim, in the state of Rio
Grande do Sul, South region of Brazil and reported similar results to our study with 53.78% of
inhibition of DPPH radical by B. dracunculifolia essential oil and 43.51% of inhibition of DPPH

radical by B. trimera essential oil.

Veiga et al. (2017) reported similar values of total phenolic compounds (approximately 2.00
mg/mL) in the alcoholic extract of B. dracunculifolia from the city of Bambui, in the state of
Minas Gerais, Southeast region of Brazil, compared to the values found for the essential oils in

this study (1.24-3.06 mg/mL). According to Campos et al. (2016), B. dracunculifolia presents
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high proportion of phenolic acids like caffeic acid, ferulic acid, p-coumaric acid, artepillin C,

drupanin and 2,3-dihydrocinnamic acid.

Figure S1 shows FTIR spectra of B. dracunculifolia essential oils. The essential oils compounds
exhibit much complexity and diversity, however, the spectra for all the samples in the range of
4000-600 cm™! are similar. FTIR spectrum of the B. dracunculifolia essential oils indicates
peaks positioned at ~2900 cm™!, ~1466 cm™!, ~1380 cm™! and 900 cm™!. Other IR signals appear

in the region ~1600-600 cm™! along with minor peak evident at ~ 1600 cm’!.

The bands positioned at ~2900 cm™! correspond to the asymmetric and symmetric C-H
stretches (CH3z and CH>) of the hydrocarbons attached to oxygen (Taraj et al., 2017) and can be
attributed to the presence of nerolidol (Madhusudhanamurthy et al., 2013) and/or spathulenol
(Ordoudi et al., 2020). The C=C stretches appear at ~1660-1630 cm™!, therefore the IR at ~1600
cm! can belong to pinene (Ciko et al., 2016) and/or limonene (Auta et al., 2018). It is known
that isopropyl and gem-dimethyl groups give rise to a split umbrella mode with two peaks in
the IR spectrum positioned at ~1385 to 1365 cm™'. The splitting is caused by vibrational
interaction between the umbrella modes of the two methyl groups. Additionally, the band at ~
1466 cm™! indicate the presence of a CHs, a CH> or both groups. The chemical structures of
caryophyllene and germacrene consists of isopropyl or isobutyl groups, therefore the peaks at

~1466 cm! and at ~1380 cm! can belong to caryophyllene and germacrene (Taraj et al., 2019).

Table S3 shows that the most abundant compounds in all samples of essential oils were
sesquiterpenes (59.88-89.29%) and monoterpenes (7.66-38.41%), representing 96.95-98.66%
of essential oils composition. Twenty-five compounds were identified in the essential oil from

Midwest region with the (£)-nerolidol (28.15%) and spathulenol (17.68%), both oxygenated
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sesquiterpenes, as mains compounds. Twenty-seven compounds were identified in the oil of B.
dracunculifolia from Southeast region with monoterpene limonene (19.36%), oxygenated
sesquiterpene (E)-nerolidol (12.75%) and sesquiterpene bicyclogermacrene (10.76%) as the
mains constituents. In the oil of B. dracunculifolia from South region twenty-eight compounds
were identified with bicyclogermacrene (14.21%), (E)-nerolidol (13.95%) and limonene
(10.49%) as the mains constituents. It is interesting to note that bicyclogermacrene is the
precursor of spathulenol, an oxygenated sesquiterpene that can be formed by enzymatic

oxidation of bicyclogermacrene (Nascimento et al., 2018).

The results of the composition of essential oil from Midwest region was in agreement with
Cazella et al. (2019), who reported that the main compounds of the essential oil of B.
dracunculifolia from the state of Parand, South region of Brazil were spathulenol (27.4%) and
nerolidol (23.1%). Barbosa et al. (2015) also reported nerolidol (25.84%) and spathulenol
(13.14%) as main components of the essential oil of B. dracunculifolia from the state of Minas
Gerais, Southeast region of Brazil. The results from the essential oil from Southeast region were
comparable to the results of Luchesi et al. (2020) that reported nerolidol (17.58%) and limonene
(10.54%) as the main components of the B. dracunculifolia essential oil from the state of
Parand, South region of Brazil. And the results from the essential oil from South region were
similar to Alves et al. (2018) that showed that the main composition of B. dracunculifolia
essential oil from the state of Minas Gerais, Southeast region of Brazil consisted of nerolidol

(30.6%) and bicyclogermacrene (9.4%).

The presence of terpenes in the B. dracunculifolia essential oils has been commonly associated
with its antimicrobial action, since terpenes have a toxic effect on the structure and function of

the cell membranes, resulting in increased fluidity and permeability and alteration of the ionic
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transport process, leading to cell death (Winska et al., 2019; Veiga et al., 2017). In this study,
B. dracunculifolia essential oil from the Midwest region of Brazil presented higher
concentration of oxygenated sesquiterpenes (£)-nerolidol and spathulenol and showed better
antibacterial activity than B. dracunculifolia essential oils from the Southeast and South regions
of Brazil. According to Nascimento et al. (2018) the presence of an oxygenated function in

terpene enhances its antibacterial activity.

According to Chrysargyris et al. (2020), different environmental conditions resulted in
significant differences in the chemical composition for most of the essential oils of the plants.
These findings can be used to introduce cultivation of these plants in specific ecosystems to

produce high added value products (Chrysargyris et al., 2020).

4. Conclusion

The three essential oils of B. dracunculifolia showed antimicrobial activity for tested Gram-
positive and Gram-negative bacteria. The oil samples showed high antioxidant activity in both
DPPH and ABTS assays and a high content of total phenolic compounds. The main compounds
of the three essential oils in this study were the oxygenated sesquiterpene (£)-nerolidol, the
sesquiterpene bicyclogermacrene and the monoterpene limonene, however there was variation
in the majority composition of these terpenes for each essential oil. The essential oil of B.
dracunculifolia from the Midwest region of Brazil showed higher concentration of oxygenated
sesquiterpenes and better antibacterial activity than the essential oils from the Southeast and
South regions of Brazil. The chemical composition of an essential oil affects its biological

activities and depends on geographic region of the plant.
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Table 1. Minimum Inhibitory (MIC) and Minimum Bactericidal (MBC) concentrations of B.

dracunculifolia essential oils samples

B. dracunculifolia essential oils

Bacterial strains

Midwest region

Southeast region

South region

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
MBC MIC MBC MIC MBC MIC
S. aureus ATCC 25923 0.10@  0.05° 0.20°¢ 0.102  0.30¢ 0.10°
B. cereus ATCC 14579 0.052 0.03* 0.15% 0.10¢  0.08¢ 0.05*
S. mutans ATCC 25175 0.102  0.05° 0.20°¢ 0.102  0.15¢ 0.10°
E. faecalis ATCC 29212 0.102  0.05° 0.20°¢ 0.15¢  0.20° 0.10?
P. aeruginosa ATCC 27853 0.08%  0.05° 0.20°¢ 0.10®  0.15¢ 0.10°
K. pneumoniae ATCC BAA-1706 0.082  0.05° 0.20°¢ 0.05% 0.15¢ 0.10?
S. enterica ATCC 14028 0.082  0.05° 0.15¢ 0.10*  0.15¢ 0.10*
E. coli ATCC 25922 0.10° 0.08 0.15° 0.10°  0.15° 0.102

Different letters within the same row mean significant differences at p < 0.05 according to

Tukey’s test at the 95% confidence level
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Table 2. Antioxidant activity and content of phenolic compounds of essential oils from B.

dracunculifolia species from three regions of Brazil

Essential oils DPPH DPPH % ABTS Phenolic compounds
(mM TE/mL) Inhibition (mM TE/mL) (mg GAE/mL)
Midwest region 5.77+0.18 2 50.82+1.592 113.63+2.66* 2.83+0.01°2
Southeast region 0.64+0.05° 40.56+3.69 ° 98.91+0.16° 1.2440.05°
South region 2.15+£0.02°¢ 49.40+0.47°¢ 102.62+2.73° 3.06+£0.01%

The results were expressed as the mean + standard deviation of three repetitions. Different

letters within the same column mean significant differences at p < 0.05 according to Tukey’s

test at the 95% confidence level



Table S3. Percentage composition of essential oils from B. dracunculifolia species from three

regions of Brazil
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Midwest  Southeast South Method of
Compounds RI? RIP
region region region identification

1 Tricyclene 920 921 - 0.35 - RI, MS
2 o-Pinene 931 932 1.65 5.69 3.87 RI, MS, CI
3 Sabinene 966 969 - 0.39 0.35 RI, MS
4 [-Pinene 972 974 1.78 9.58 9.67 RI, MS, CI
5  Myrcene 988 990 0.22 2.26 1.18 RI, MS, CI
6 Limonene 1020 1024 4.01 19.36 10.49 RI, MS, CI
7  y-Terpinene 1059 1059 - 0.51 0.41 RI, MS, CI
8  Terpinolene 1086 1086 - 0.27 - RI, MS, CI
9  a-Cubebene 1347 1348 - 0.41 0.12 RI, MS
10 p-Elemene 1389 1390 - 0.49 0.72 RI, MS
11 p-caryophyllene 1414 1417 3.02 6.43 8.74 RI, MS, CI
12 Aromadendrene 1435 1439 2.12 2.96 1.44 RI, MS, CI
13 a-Humulene 1452 1452 0.74 1.51 1.47 RI, MS, CI
14 p-Santalene 1457 1457 1.75 1.50 1.52 RI, MS
15 Cabreuva oxide C 1465 1466 1.88 1.20 0.52 RI, MS
16  y-Gurjunene 1477 1475 - 6.18 6.17 RI, MS
17  y-Muurolene 1480 1479 1.74 0.41 0.57 RI, MS
18 Bicyclogermacrene 1499 1500 1.21 10.76 14.21 RI, MS, CI
19 a-Muurolene 1501 1500 - 1.30 - RI, MS
20 Trans-f-guaiene 1503 1502 - 0.60 0.47 RI, MS
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21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

y-Cadinene
o-Cadinene
y-Cuprenene
o-Calacorene
(E)-nerolidol
Caryolan-8-ol
Spathulenol
[-Copaen-4-a-ol
1,10-di-epi-Cubebol
1-epi-Cubebol
Eremoligenol
y-Eudesmol
o-Muurolol
Cubebol
7-epi-a-Eudesmol
Total
Monoterpenes

Sesquiterpenes

1510

1520

1532

1545

1564

1571

1578

1590

1614

1624

1625

1632

1645

1649

1668

1513

1522

1532

1544

1561

1570

1577

1590

1618

1627

1629

1630

1644

1646

1666

1.47

4.05

1.39

0.44

28.15

1.73

17.68

8.31

2.24

0.33

2.86

3.37

0.87

3.94

96.95

7.66

89.29

1.41

542

12.75

4.30

1.53

0.33

0.39

98.29

38.41

59.88

1.10

3.47

0.37

13.95

0.47

9.51

2.00

1.49

2.45

1.14

0.91

98.66

25.97

72.69

RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, CI
RI, MS, CI
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS

RI, MS

RI? = Retention indices calculated from retention times in relation to those of a series C8—C40

of n-alkanes on a 30m DB-5 capillary column. RI® = Retention indices from the literature. RI =

Retention Indices, MS = Mass Spectroscopy and CI = Co-injection with authentic compounds.
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Fig. S1. FTIR spectra of: 1) B. dracunculifolia essential oil from the Southeast region of Brazil;

2) B. dracunculifolia essential oil from the Midwest region of Brazil; 3) B. dracunculifolia

essential oil from the South region of Brazil
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