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RESUMO

Os dleos essenciais sao produtos do metabolismo secundario da planta e conhecidos
por suas propriedades antimicrobianas, mas sofrem com as desvantagens de serem
volateis e de dificil incorporagao em solugdes aquosas devido a sua natureza lipofilica.
As nanoemulsdes consistem em goticulas de tamanho nanométrico estabilizadas por
emulsificantes, e apesar de termodinamicamente instaveis sdo mais permeaveis
devido aos seus menores tamanhos de particula e maior area superficial, o que pode
contornar as desvantagens do o6leo essencial e melhorar seus efeitos. Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo antibacteriana do 6leo essencial das folhas
e nanoemulsao da espécie Ayapana triplinervis. As nanoemulsdes com 6leo essencial
foram preparadas por um método de baixo aporte de energia, e sua caracterizagao
fisico-quimica, bem como a distribuicdo do tamanho das particulas foram avaliadas
por eletroforética por espectroscopia de correlagao de fotons (PCS) e carga superficial
(potencial zeta). A atividade antibacteriana foi avaliada usando o método de
microdiluicdo em cepas de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis) e Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa). A concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentragdo bactericida
minima (CBM) foram determinadas usando ensaios com resazurina. A nanoemulsao
do d6leo essencial do morfotipo A apresentou tamanho de particula de 175,37 + 3,60
nm (indice de polidispersividade 0,369 + 0,046 e potencial zeta igual -45,7 £ 4,68 mV),
e a nanoemulsao do 6leo essencial do morfotipo B apresentou tamanho de particula
de 162,20 = 0,66 nm (indice de polidispersividade igual a 0,377 + 0,025 e potencial
zeta de - 42,7 £ 5,08 mV). Os resultados indicaram que o 6leo essencial e o sistema
nanoemulsionado de Ayapana triplinervis nao apresentaram potencial antimicrobiano

nas concentragdes testadas.

Palavras-Chave: Acdo antibacteriana. Oleo essencial. Nanoemulsdes. Ayapana

triplinervis



ABSTRACT

Essential oils are products of secondary plant metabolism and known for their
antimicrobial properties, but suffer from the disadvantages of being volatile and difficult
to incorporate into aqueous solutions due to their lipophilic nature. Nanoemulsions
consist of nano-sized droplets stabilized by emulsifiers, and although
thermodynamically unstable they are more permeable due to their smaller particle
sizes and larger surface area, which can circumvent the disadvantages of the essential
oil and enhance its effects. Thus, the aim of this work was to evaluate the antibacterial
action of the essential oil from the leaves and nanoemulsion of Ayapana triplinervis
species. Nanoemulsions with essential oil were prepared by a low energy input
method, and their physicochemical characterization as well as particle size distribution
were evaluated by photon correlation spectroscopy (PCS) and surface charge (zeta
potential) electrophoretics. The antibacterial activity was evaluated using the
microdilution method on Gram-positive (Staphylococcus aureus and Enterococcus
faecalis) and Gram-negative (Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa)
bacterial strains. The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) were determined using resazurin assays. The
nanoemulsion of the essential oil of morphotype A showed particle size of 175.37 +
3.60 nm (polydispersity index 0.369 + 0.046 and zeta potential equal to -45.7 + 4.68
mV), and the nanoemulsion of the essential oil of morphotype B showed particle size
of 162.20 + 0.66 nm (polydispersity index equal to 0.377 + 0.025 and zeta potential of
- 42.7 £ 5.08 mV). The results indicated that the essential oil and nanoemulsified
system of Ayapana triplinervis did not show antimicrobial potential at the tested

concentrations.

Key-words: Antibacterial action. Essential oil. Nanoemulsions. Ayapana triplinervis
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1 INTRODUGAO

A resisténcia bacteriana aos antibidticos € um problema crescente em todo o
mundo, aumentando a dificuldade no tratamento de infecgdes e representando uma
ameaca a saude publica. Uma das alternativas para o desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos é a utilizagdo de compostos naturais, como os 6leos
essenciais, que possuem propriedades antibacterianas e antifungicas. A
biodiversidade € uma importante fonte de compostos ativos naturais derivados de
plantas, que oferecem grandes avangos na pesquisa terapéutica, e a descoberta de
novas substancias promissoras com atividades biolégicas e farmacoldégicas, incluindo
substancias com potencial acdo antibacteriana.

A espécie Ayapana triplinervis € uma planta nativa da América do Sul, utilizada
na medicina popular para o tratamento de diversas enfermidades, incluindo infecgdes.
Estudos demonstraram que os extratos das folhas de Ayapana triplinervis possuem
atividade antimicrobiana contra algumas bactérias e fungos patogénicos.

A nanotecnologia tem sido utilizada para aumentar a eficacia dos O6leos
essenciais como agentes antimicrobianos, através da producao de sistemas
nanoemulsionados. As nanoemulsdes sado sistemas coloidais constituidos por
goticulas de tamanho de particula de 20 a 200 nanémetros, em que o liquido disperso
€ normalmente um 6leo ou um liquido organico e o meio dispersante € a agua,
conferindo melhor solubilidade e biodisponibilidade ao composto ativo, melhor
penetracdo nas células bacterianas, maior estabilidade e menor toxicidade.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar uma
nanoemulsao formulada a partir do 6leo essencial das folhas de Ayapana triplinervis,
bem como comparar a atividade antibacteriana do o6leo essencial e do sistema
nanoemulsionado através de estudos in vitro contra cepas bacterianas. Para isso, a
metodologia utilizada inclui o método de microdiluicdo em caldo em placa de 96 pogos
que é a técnica utilizada para determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) e a
concentragao bactericida minima (CBM), e para desenvolver a nanoemulsao se utiliza
do método de baixo aporte de energia por inversao de fase. Com isso, espera-se obter
resultados significativos e promissores da nanoemulsdo e do 6leo essencial, bem
como contribuir para os estudos dessa espécie vegetal. Além disso, a descoberta de
novos compostos antimicrobianos é fundamental para o combate as infeccbes

bacterianas, especialmente as multirresistentes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
= Avaliar a agdo antibacteriana do 6leo essencial e de uma nanoemulsdo de

Ayapana triplinervis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Preparar uma nanoemulsao a partir dos 6leos essenciais das folhas de Ayapana
triplinervis;

= Caracterizar as nanoemulsoes preparadas;

= Avaliar a atividade antibacteriana do 6leo essencial das folhas de Ayapana
triplinervis e de sua nanoemulsdo contra bactérias Gram positivas e Gram
negativas;

= Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) e concentragao bactericida
minima (CBM) do d6leo essencial das folhas de Ayapana triplinervis e de sua

nanoemulsao pelo método de microdiluicdo em caldo em placa de 96 pocos;
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS DE PRODUTOS NATURAIS

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (2021), os agentes antimicrobianos
sdo substancias que possuem a capacidade de combater microrganismos, como
bactérias, virus, fungos e parasitas. Eles séo utilizados no tratamento de infecgoes
causadas por esses microrganismos. Exemplos comuns de agentes antimicrobianos
incluem antibioticos e antifungicos, que desempenham um papel na saude publica e
na protecéo contra doengas infecciosas.

Os antimicrobianos podem ser classificados em bactericidas ou
bacteriostaticos. Os antimicrobianos bacteriostaticos inibem a sintese proteica das
bactérias, impedindo sua multiplicagdo, mas ndo as matam. Exemplos desses
antimicrobianos incluem a tetraciclina, cloranfenicol e macrolideos. Por outro lado, os
antimicrobianos bactericidas destroem a parede celular das bactérias, interrompem a
sintese de proteinas ou afetam o metabolismo bacteriano, levando a morte das
bactérias. Exemplos desses antimicrobianos podem incluir a penicilina,
cefalosporinas, aminoglicosideos e fluoroquinolonas (GUIMARAES; MOMESSO;
PUPO, 2010).

Além dos diferentes tipos de agentes e efeitos, os antimicrobianos também
possuem alvos especificos de agao:

¢ |Inibicdo da sintese de parede celular: essa classe de antimicrobianos atua
inibindo a sintese da parede celular das bactérias, levando ao enfraquecimento

e a lise celular (YAO; ROCK, 2015).

¢ Inibicdo da sintese de proteinas: esse grupo de antimicrobianos atua inibindo
a sintese de proteinas bacterianas, interrompendo o ciclo de vida da bactéria
(ARENZ; WILSON, 2016).

¢ Inibicdo da sintese de acido nucléico: esses antimicrobianos atuam inibindo a
sintese de acidos nucléicos, impedindo a divisdo celular bacteriana (IYER et

al., 2003).

¢ Inibicdo da atividade enzimatica: essa classe de antimicrobianos atua inibindo
a atividade enzimatica das bactérias, comprometendo sua sobrevivéncia
(MOIR, 2005).
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e Danos a membrana: esses antimicrobianos atuam causando danos a

membrana celular das bactérias, aumentando sua permeabilidade e levando a

morte celular (LI et al., 2017).

A resisténcia antimicrobiana € um desafio significativo na utilizacao de
antimicrobianos, sendo um problema global de saude publica. A resisténcia ocorre
quando os microrganismos nao respondem mais aos medicamentos devido a
mudangas em sua composi¢ao ao longo do tempo, tornando as infecgdes mais dificeis
de tratar e aumentando o risco de disseminagao de doengas graves e mortais. A
resisténcia antimicrobiana torna os antibidticos e outros medicamentos
antimicrobianos menos eficazes no tratamento das infecgdes (OMS, 2021).

Diante desse desafio, a ciéncia busca constantemente atualiza¢des, desde o
uso adequado de antimicrobianos até a busca por novos medicamentos com atividade
antibacteriana. A descoberta e desenvolvimento de novos agentes ativos a partir da
biodiversidade natural € uma abordagem importante para enfrentar esse problema,
com o objetivo de suprimir parcial ou completamente os mecanismos de resisténcia
(SILVA; NOGUEIRA, 2021).

Um estudo investigou a propriedade antimicrobiana do extrato de raiz e das
folnas de Glycyrrhiza glabra (alcaguz) contra bactérias patogénicas, incluindo
Staphylococcus aureus. Os extratos foram avaliados quanto a sua capacidade de
inibir o crescimento bacteriano e os resultados mostraram forte atividade dos extratos,
apresentando agao antimicrobiana significativa contra Candida albicans,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis apresentando
concentragéo inibitéria minima (CIM) contra Staphylococcus aureus de 125 ug/mL. Os
autores concluiram que os extratos de folhas de alcaguz tém potencial como agente
antimicrobiano contra bactérias patogénicas e a maioria dos seus efeitos
antimicrobianos ¢é devido aos componentes isoflavonoides, particularmente
hispaglabridina e B,4'-O-metilglabridina, glabridina, glabriol e 3-hidroxiglabrol (IRANI
et al., 2010).

Outro estudo investigou os efeitos antimicrobianos do extrato metandlico de
folnas de Eucalyptus globulus em bactérias patogénicas isoladas de amostras
clinicas, incluindo Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
pyogenes e Haemophilus influenzae. Os valores de CIM50, CIM90 e CBM variaram
de 16 a64 mg/L, de 32 a 128 mg/L e de 64 a 512 mg/L, respectivamente, dependendo

da espécie. O eucaliptol (1,8-cineol) é o ingrediente ativo do 6leo de eucalipto
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responsavel por suas diversas atividades farmacoldgicas, € um monoterpeno de
grande indice terapéutico. (SALARI et al., 2006).

3.1.1 Classes de metabdlitos vegetais com atividade antimicrobiana

Nos ultimos anos, devido a sua composigcdo quimica e a presenga de
metabdlitos bioativos, as plantas tém sido objeto de investigacdo para o
desenvolvimento de novas drogas destinadas ao controle de infecgbes bacterianas,
representando uma abordagem promissora nesse campo (JAYARAMAN et al., 2010).
Além disso, os compostos apresentam atividades antioxidantes, anti-inflamatdrias,
anticancerigenas, entre outras, que podem contribuir para a prevengao e o tratamento
de diversas doencgas crdnicas, sendo também amplamente estudados em relagao ao
seu potencial nutracéutico (FIGUEIREDO; CARVALHO, 2015).

Entre os principais metabdlitos vegetais com atividade antimicrobiana,
destacam-se os compostos fendlicos, como os flavonoides, tais como a quercetina
encontrada em varias frutas e vegetais; o epigalocatequina galato encontrado no cha
verde (Camellia sinensis) e a rutina encontrada em diversas plantas (CUSHNIE;
LAMB, 2005; ARIMA; ASHIDA; DANNO, 2002; SHIOTA et al., 1999). Os terpenoides,
compostos derivados do isopreno, também apresentam atividade antimicrobiana
contra uma ampla gama de micro-organismos. Exemplos de terpenoides incluem o
timol e o carvacrol, encontrados em 6leos essenciais de plantas como o orégano
(Origanum vulgare) e o tomilho (Thymus vulgaris). Os 6leos essenciais, que sao
compostos volateis encontrados em plantas, também possuem atividade
antimicrobiana contra microrganismos (NASCIMENTO et al., 2000; BAKKALI et al.,
2008).

3.2 OLEOS ESSENCIAIS

Atualmente, ha um interesse em compostos naturais, e 0s 6leos essenciais
(OEs) tém sido objeto de investigacdo como recursos promissores e sustentaveis para
o desenvolvimento de novos antimicrobianos (CHOUHAN et al., 2017). Os OEs séo
compostos lipofilicos volateis, representados principalmente por monoterpenos e
sesquiterpenos, com um amplo espectro de propriedades bioldgicas, incluindo
atividades antibacterianas e antifungicas (SEOW et al., 2013). A Tabela 1 apresenta

alguns compostos de OEs com atividade contra micro-organismos.
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Tabela 1 - Atividade antimicrobiana de compostos de 6leos essenciais contra diferentes micro-

organismos.
OLEO ESSENCIAL COMPOSTO MICRORGANISMOS
PRINCIPAL
Atividade Hortela-pimenta e Mentol Staphylococcus aureus
Antibacteriana Oleo de menta Escherichia coli
Streptococcus mutans
Aggregatibacter
actinomycetemcomitans
Oleo de limdo e Linalol Staphylococcus aureus
Canela Escherichia coli
Oleo de cravo Eugenol Staphylococcus aureus
Escherichia coli
Bacillus cereus
Salmonella typhimurium
Oleo de Gengibre Gingerol Porphyromonas gingivalis
Porphyromonas endodontalis
Prevotella intermedis
Oleo de Mostarda Isotiocianato de  Staphylococcus aureus
alila (ITCA) Listeria monocytogenes
Salmonella enteritidis
Atividade Antifangica Oleo de cravo Cladosporium

cladosporioides
Chaetomium globosum
Asperqgillus fumigatus

Oleo de Tea Tree

Epidermophyton floccosum
Microsporum canis
Aspergillus niger
Penicillium spp.

Alternaria spp.

Candida albicans

Orégano

Chaetomium globosum
Aspergillus fumigatus
Alternaria alternata

Fonte: Adaptado de ALJAAFARI et al., 2021

A volatilidade, baixa solubilidade em agua e instabilidade na presencga de calor,

luz e oxigénio sao fatores limitantes para diversas aplicagdes dos OEs. Essas

caracteristicas podem influenciar a durabilidade e a eficacia dos OEs, o que pode

requerer formulagdes especiais, técnicas de encapsulamento para utilizacao efetiva
em determinadas aplicagbes (TUREK; STINTZING, 2012).
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A extracao de OEs pode ser uma estratégia econdmica para valorizar espécies
de plantas pouco utilizadas ou pouco conhecidas, o que pode contribuir para a
conservagao de ecossistemas e a diversidade biologica. Além disso, os OEs tém sido
considerados como alternativas aos conservantes sintéticos na industria alimenticia,
ajudando na redugdo do uso de aditivos quimicos prejudiciais a saude humana
(ALONSO, 2022).

Estudos tém investigado a atividade de Oleos essenciais contra patégenos,
como bactérias, virus e fungos. Por exemplo, um estudo conduzido por El Atki et al.
(2019) investigou a atividade antibacteriana e os mecanismos de agdo do dleo
essencial da casca de Cinnamomum cassia (canela) contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Os resultados mostraram que o
oleo essencial de canela foi capaz de inibir o crescimento de todas as cepas testadas,
com concentracao inibitéria minima (CIM) relatada de 4,88 ug/ml para E. coli e S.
aureus, e 19,53 ug/ml para P. aeruginosa. O estudo mostrou que o 6leo essencial de
canela atua contra as bactérias através de multiplos mecanismos, incluindo a inibicdo
da sintese de proteinas e de acidos nucléicos, além de causar danos a membrana
celular e aumentar a permeabilidade da membrana apresentando forte potencial como
agente antimicrobiano.

O dleo essencial de Vernonia chalybaea e seu principal constituinte, o -
cariofileno, também foram avaliados em relagdo a sua atividade antimicrobiana em
diferentes espécies de fungos patogénicos. Os resultados mostraram que tanto o 6leo
essencial quanto o B-cariofileno apresentaram atividade antifungica significativa,
especialmente contra Candida albicans e Cryptococcus neoformans. Além disso, o
Oleo essencial e o B-cariofileno demonstraram atividade antioxidante, o que sugere
seu potencial uso como conservante natural em produtos alimenticios (SOBRINHO et
al., 2020).

De acordo com Torres-Alvarez et al. (2020), a baixa solubilidade dos d6leos
essenciais em agua pode afetar sua atividade antimicrobiana, uma vez que os
compostos presentes nesses 6leos ndo conseguem penetrar facilmente na membrana
celular de bactérias e fungos em meio aquoso. Como mencionado por Garcia (2013)
em um estudo que avaliou a solubilidade em agua de diversos 6leos essenciais e sua
relagdo com a atividade antimicrobiana, a baixa solubilidade em agua dos 6leos

essenciais pode limitar a eficacia em certas aplicagdes, como em formulagdes a base
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de agua. Os autores também discutiram estratégias para melhorar a solubilidade em

agua dos oleos essenciais, como a utilizagao de surfactantes e a microemulsificagao.

3.3 A ESPECIE Ayapana triplinervis

A Ayapana triplinervis (M. Vahl) R.M.King & H.Rob, é conhecida popularmente
como japana, japana branca, japana roxa e erva-de-cobra, uma planta herbacea
perene que possui ampla distribuigdo geografica na América Latina. Ela é comumente
encontrada em areas de cerrado e mata atlantica no Brasil e em outros paises da
regiao, como Porto Rico, Trinidad Tobago, Peru, Equador, Guiana Francesa, Guiana,
Suriname e Argentina. Além disso, € possivel encontrar a planta em algumas regides
da Asia, como india, Vietna, Bangladesh, Indonésia e China. A. triplinervis também
pode ser encontrada em algumas ilhas ao leste de Madagascar, como as llhas
Mauricio e a Reunido (MORAES et al., 2022).

Ayapana triplinervis, pertencente a familia Asteraceae, pode ser encontrada na
literatura como Eupatorium triplinerves e Eupatorium ayapana, que s&o sinonimias
cientificas. Trata-se de uma erva bastante delicada, perene, que mede cerca de 20 a
30 cm, com caule ereto semi-lenhoso na base, ferrugineo e glabro. Suas folhas séo
aromaticas, simples, opostas, longas, lisas, lanceoladas, acuminadas e triplinervadas,
medindo de 5 a 10 cm. As hastes possuem coloragdo marrom-avermelhada, enquanto
a inflorescéncia apresenta-se em forma de capitulos brancos, com didmetro de 6 a 12
mm e 20 a 30 flores reunidas em capitulos dispostos terminalmente. Seu fruto € do
tipo aquénio, alongado, anguloso, estriado e diminuto, com papilho do mesmo
tamanho (MORAES et al., 2022; NERY et al., 2014).

A espécie pode ser encontrada em dois morfotipos: Japana-branca
(identificada como morfotipo A) e Japana-roxa (identificada como morfotipo B) (Figura
1) (NERY et al., 2014).
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Figura 1 - Tipos de Ayapana triplinervis: Branca (A, C e D) e Roxa (B, E e F)

Fonte: Adaptado de NERY et al. (2014)

Os estudos acerca da fitoquimica da planta Ayapana triplinervis determinou que
grande parte dos constituintes, pertencem a classe das cumarinas e de compostos
organicos obtidos a partir do 6leo essencial. A caracterizagdo do 6leo essencial de
Ayapana triplinervis, em todos os estudos levantados, foi realizada por cromatografia
gasosa acoplada a espectrofotometria de massa (CG/EM) (PAIXAO, 2016).

Pela grande variedade geografica da espécie, muitos estudos realizados
tiveram diversos compostos obtidos e diferentes resultados. A analise do 6leo
essencial obtido das folhas de Ayapana triplinervis coletada na india identificou os
compostos majoritarios selina-4(15%), 7(11)-dien-8-ona (36,6%); [p-cariofileno
(14,7%); 6-elemeno (5,9%); B-sesquifelandreno (4,7%) (GUPTA et al., 2004).

O dleo essencial obtido das folhas e caules da espécie Ayapana triplinervis,
colhida no estado do Amapa, no norte do Brasil, foi analisado em um estudo realizado
por Maia (1999), onde foi identificado que o 6leo essencial € composto principalmente
por éter dimetilico timohidroquinona ou 2,5-dimetoxi-p-cimeno (69,7%) e B-cariofileno
(19,7%). Em um estudo mais recente realizado por Rodrigues et al. (2021) no mesmo
estado, a planta foi separada em dois morfotipos, Japana-branca (morfotipo A) e

Japana-roxa (morfotipo B), e 0 6leo essencial extraido das folhas de ambos os
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morfotipos apresentou como constituintes majoritarios o éter dimetilico
timohidroquinona (32,93% para o Morfotipo A e 84,53% para o morfotipo B) e 3-
cariofileno (45,93% para o Morfotipo A e ndo detectado no morfotipo B). Outros

constituintes também foram identificados e podem ser vistos na Tabela 2.

Tabela 2 - Constituintes de 6leo essencial Ayapana triplinervis

Composigao Morfotipo A Morfotipo B

Porcentagem (%)

a-Pineno 0.93 1.25
B-Pineno 2.16 2.26
Eter de Timol Metil 0.68 -
a-Gurjunene 0.98 0.41
B-Cariofileno 45.93 -
Eter Dimetilico TimoHidroquinona 32.93 84.53
a-Humuleno 1.60 1.11
Acifileno 0.53 -
B-Selineno 0.88 0.41
a-Muurolene 0.45 -
Valenceno - 0.53
y-Gurjunene 0.64 -
Oxido de Cariofileno 0.76 0.67
2,5-Di-Terc-Butil-1,4-Benzenoquinona 4.22 1.82
a-Cedreno Epdxido - 0.93

Fonte: Adaptado de RODRIGUES et al. 2021

Gauvin-Bialecki e Marodon (2008), realizaram um estudo com o 6leo essencial
obtido das folhas de A. triplinervis coletada em diferentes estagios de desenvolvimento
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em trés regides distintas na llha da Reunido (Réunion), territério francés localizado ao
leste de Madagascar. Neste estudo, 47 compostos foram identificados em trés
amostras de Oleo essencial, sendo o derivado aromatico éter dimetilico
timohidroquinona, o composto predominante, totalizando 89,9-92,8%, seguido pelo
hidrocarboneto sesquiterpénico B-selineno com 2,1-3.4%. Todos os compostos
quimicos, dos estudos quimicos de A. triplinervis citados acima podem ser vistos na

Figura 2.

Figura 2 - Principais compostos identificados no 6éleo essencial de Ayapana triplinervis.
(1) a-felandreno, (2) a-terpineol, (3) B-cariofileno, (4) B-selinene, (5) B-sesquifelandreno, (6) borneol, (7) acetato

de bornil, (8) 6-elemene, (9) limoneno, (10) isougenol, (11) linalol, (12) sabineno, (13) selina-4(15),7(11)-dien-8-
one, (14) 2-terc-butil-1,4-dimetoxibenzeno, (15)éter dimetil timohidroquinona.
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Fonte: MORAES et al. (2022)

Os estudos relatam principalmente o uso das folhas de A. triplinervis, sendo
utilizadas para infusbes e decocgdes para uso interno, e 0 sumo/suco para uso

externo. Abaixo, a Tabela 3 que descreve a utilizagado popular em varios paises.
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Tabela 3 - Uso popular da Ayapana triplinervis em diferentes paises do mundo

Pais

Alegacéo de uso

Argentina

Promover a menstruagéao; tratamento de tumores

Brasil

Adstringente; aftas; angina; cicatrizagao; célera; depurativo; diarreia;
digestivo; disenteria; dor de cabeca; emoliente; escorbuto;
estimulante; expectorante; febre; gengivite; gripe; hemorroida; dor
urinaria; inflamacao na garganta; insénia; malaria; nauseas; picadas
de cobra; problemas oftalmicos; problemas no ouvido; resfriados;
sudorifico; tétano; tbénico; tosse; tuberculose; irritacbes bucais;
Ulcera gastrica; verminose; vomito.

Bangladesh

Febre

Estados Unidos

Colera; indigestao; complicagdes respiratérias

Guianas

Digestivo; dor de cabeca; febre; gripe; hipertensao arterial, nauseas;
resfriado; sudorifico; irritacdes bucais; vémitos

Ilha da Reuniao

Malaria

Ilhas Mauricio

Cicatrizagao; colite; diarreia; digestivo; dor estomacal; dor de
cabeca; inflamacao; resfriado; verminose; vomito

india Acne; anemia; antisséptico; cicatrizagdo; constipagao intestinal;
digestivo; dor nas articulagdes; estimulante; estimulante cardiaco;
hemorragia; hemostatica; hipertensao arterial; sudorifico; tonico

Filipinas Febre; sudorifico; tbnico

Paquistao Adstringente; digestivo; dor de cabeca; escorbuto; febre; gripe;
problemas nos ouvidos; tosse; ulceras

Peru Adstringente; cicatrizacdo; colica; depurativo; diarreia; dor

estomacal; edema estimulante hemorragia; dor urinaria; picada de
cobra; sudorifico; tétano; tumor

Trinidad e Tobago

Promover a menstruagcdo; verminose; gripe; constipagao;
pneumonia; febre amarela.

Fonte: Adaptado de PAIXAO, 2016.
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Os 6leos essenciais dos diferentes morfotipos de A. triplinervis sao suscetiveis
a volatilizagcao e oxidagao por oxigénio e luz, afetando a atividade biolégica de seus
constituintes. Uma forma de prevenir a degradacao e oxidagao é por meio do uso de
sistemas de nanoemulsdes, que oferecem vantagens como facilidade de manuseio,
estabilidade, protegao antioxidante, melhor distribuicdo e liberagdo controlada
(RODRIGUES et al., 2021).

3.4 SISTEMA NANOEMULSIONADO

Uma das aplicagbes mais promissoras da nanotecnologia € a formulacao de
nanoemulsdes. Segundo Solans e Solé (2012), as nanoemulsées sado sistemas
coloidais constituidos por dois liquidos imisciveis na qual a fase interna esta em escala
nanomeétrica, usualmente entre 20 a 200 nm. Os métodos de baixo aporte de energia
sdo especialmente interessantes, incluindo-se a emulsificagdo espontadnea e os que
envolvem inversao de fases. A adicdo de um emulsificante € fundamental para a
criacao de gotas de tamanho pequeno, pois diminui a tensao interfacial entre as fases
oleosa e aquosa da emulsdo, permitindo que as gotas sejam dispersas
uniformemente. O emulsificante também desempenha um papel na estabilizagao das
nanoemulsdes, por meio de interagdes eletrostaticas repulsivas e impedimento
estérico (ASSIS et al., 2012).

Os sistemas nanoemulsionados permitem a penetracado rapida de espécies
ativas, pois gotas de tamanho pequeno permitem que elas sejam depositadas
uniformemente no substrato, aprimoradas pela baixa tensao superficial e baixa tensao
oleo/agua (O/A). No entanto, em muitos casos, a preparagao de nanoemulsdes requer
técnicas especiais de aplicagdo, cuja produgao é cara (AGNIHOTRI et al., 2019).

As nanoemulsdes O/A sdo compostas por pequenas goticulas de dleo
dispersas em um meio aquoso, enquanto as nanoemulsdes agua/dleo (A/O), séo
caracterizadas por pequenas goticulas de agua dispersas em um meio oleoso. Nas
nanoemulsées O/A, as gotas sdo tipicamente revestidas por um emulsificante
hidrofilico, enquanto nas nanoemulsées A/O, as gotas sao revestidas por um
emulsificante lipofilico (McCLEMENTS; JAFARI, 2018).

Os métodos de preparagao podem ser divididos em dois grupos principais:
métodos de alto aporte de energia e métodos de baixo aporte de energia. Entre os
métodos de alto aporte de energia, a homogeneizagdo de alta presséo e a
ultrassonificagdo sao os mais utilizados (ZHANG et al., 2018; ZHOU et al., 2019).
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Esses métodos utilizam uma grande quantidade de energia para diminuir o tamanho
das particulas, o que pode afetar a estabilidade da emulsdo (LIU et al., 2019). Por
outro lado, os métodos de baixo aporte de energia sdo mais suaves e utilizam
propriedades especificas do sistema para formar as nanoemulsdées. O ponto de
inversao de emulsao e a temperatura de inversao de fase sdo exemplos de métodos
de baixa energia que podem produzir nanoemulsdes estaveis e com tamanho
uniforme (ZHOU et al., 2019; WANG et al., 2021).

Para formular nanoemulsdes, a fase oleosa utilizada pode ser composta por
componentes hidrofébicos, como os 6leos essenciais; a fase aquosa é tipicamente
composta principalmente de agua e adiciona-se um emulsificante, que é uma
molécula anfifilica de superficie ativa que durante a homogeneizagao, reduz a tensao
interfacial. Nanoemulsdes geralmente ndo podem ser formadas simplesmente
homogeneizando as fases de 6leo e agua em conjunto, porque o sistema se separa
rapidamente em suas fases componentes (WILSON et al., 2021).

Uma das vantagens dos sistemas nanoemulsionados para atividade
antibacteriana é a sua capacidade de aumentar a eficacia dos agentes
antibacterianos, uma vez que a redugao do tamanho das particulas aumenta a area
de contato entre o agente ativo e a bactéria-alvo. Além disso, as nanoemulsdes
possuem estabilidade e uniformidade, o que permite uma melhor distribuicdo do
agente antimicrobiano no local de aplicagdo (AGNIHOTRI et al.,2019).

Outra vantagem é que as nanoemulsdes possuem uma alta capacidade de
penetracdo em membranas celulares bacterianas devido ao seu tamanho
nanomeétrico, o que aumenta a interagdo do agente ativo com as células-alvo. Além
disso, a baixa tensdo superficial das nanoemulsdes permite que elas penetrem
facilmente na superficie da bactéria, aumentando ainda mais a eficacia antibacteriana
(LYRA, 2019).

3.5 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DAS NANOEMULSOES DE OLEOS
ESSENCIAIS

Estudos demonstraram que as nanoemulsdes sdo adequadas para aumentar
a eficacia dos 6leos essenciais contra uma ampla gama de microrganismos, incluindo
bactérias, ao converter o 6leo essencial em goticulas nanométricas. Panpalia et al.
(2019) investigou e avaliou a atividade antibiofiime de uma nanoemulsédo a base de

Oleo de cravo contra Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus resistentes
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a meticilina. A nanoemulsao foi preparada utilizando o método de emulsificagdo de
alta pressao e foi caracterizada quanto ao tamanho de particula, potencial zeta e
microscopia eletrbnica de transmissdo. Os resultados do estudo indicaram que a
nanoemulsao de 6leo de cravo foi eficaz na inibigdo do crescimento e formacao de
biofilme dos microrganismos testados, sugerindo seu potencial como uma alternativa
aos antimicrobianos convencionais.

O estudo de Lyra (2019) avaliou a atividade antibacteriana do 6leo essencial de
palmarosa e seu principal componente, o geraniol. As nanoemulsdes testadas contra
a bactéria Cutibacterium acnes indicaram atividade contra a bactéria.

Sugumar et al. (2014) também investigaram a eficacia de nanoemulsdes
contendo 6leo essencial de eucalipto na inibicdo do crescimento de Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, utilizando a técnica de emulsificagdo por microfluidizagao
de alta pressao, os resultados indicaram que as nanoemulsées foram capazes de
inibir o crescimento bacteriano em concentragdes baixas, apresentando potencial
aplicagado como alternativa ao uso de antibiéticos convencionais.

Outro estudo feito por Moghimi et al. (2016) investigou o uso de conservantes
naturais em alimentos, com foco em O6leo essencial de Thymus daenensis. A
formulacdo da nanoemulsdo utilizou ultrassom de alta intensidade. Os resultados
mostraram que a atividade antibacteriana do 6leo essencial contra Escherichia coli foi
consideravelmente aumentada quando nanoemulséo, o que foi atribuido ao acesso
mais facil dos 6leos essenciais as células bacterianas.

Sendo assim, os estudos citados demonstram que as nanoemulsdes
apresentam grande potencial como agentes antibacterianos, sendo uma alternativa
promissora para a formulacdo de novos medicamentos. A nanoestruturacido dos
sistemas pode melhorar a eficacia dos compostos ativos, reduzir a toxicidade e
aumentar a estabilidade quimica e fisica, tornando esses sistemas uma alternativa

segura e eficiente para o controle de microrganismos patogénicos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 AQUISICAO DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Ayapana triplinervis

O laboratorio de Farmacognosia e Fitoquimica da UNIFAP cedeu os oleos
essenciais das folhas de Ayapana triplinervis, os morfotipos A e B foram coletados no
distrito de Fazendinha (S 0°03'69.55 W 51°11'03.77), em Macapa, Amapa. As
amostras foram identificadas pelo doutor Patrick Cantuaria e depositadas no
Herbarium Amapaense (HAMAB) do Instituto de Pesquisa Cientifica e Tecnoldgica de
Amapa (IEPA) sob os codigos ABLRO01-HAMAB e ABLR002-HAMAB. O acesso as
amostras da planta foi autorizado pelo Conselho Brasileiro de Gerenciamento do
Patriménio Genético sob o numero de registro AC90152.

Apos a coleta, as folhas foram desidratadas em estufa com circulagao de ar a
36 °C antes de serem submetidas a extragao por hidrodestilagdo em um aparelho do
tipo Clevenger a 100 °C durante duas horas (BRASIL, 2010).

4.2 REAGENTES E MEIOS DE CULTURA
e Polissobarto 80 (Twenn 80) (Sigma-Aldrich)
e Polissorbato 20 (Twenn 20) (Praid — Sao Paulo, Brasil)
e Agar Muller-Hinton (HiMedia, India)
e Agar MacConkey (HiMedia, India)
o Agar Sal Manitol (HiMedia, India)
e Caldo Nutriente (HiMedia, India)

e Resazurina (Sigma, Aldrich)

4.3 PREPARO DA NANOEMULSAO

As nanoemulsdes foram preparadas com o 6leo essencial de A. triplinervis
(morfétipos A e B) pelo método de baixa energia por emulsificagdo por inversao de
fase (Oliveira et al., 2017), que envolve a titulagao de uma fase aquosa em uma fase
organica com agitagao constante a temperatura ambiente. A fase organica foi formada
pela adi¢do do surfactante ao 6leo e homogeneizada por 30 minutos a 750 rpm. Em
seguida, a fase aquosa foi adicionada no sentido horario e submetida a um agitador
magnético por 60 minutos. A concentragao final de 6leo essencial foi de 25.000 pg.mL

e a razao surfactante / 6leo ( SOR ) igual a 1: 1. Uma mistura de surfactantes nao
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ibnicos com valor de equilibrio hidrofilico-lipofilico variavel (Polissorbato 80 HLB:15,
Polissorbato 20 HLB: 16,7) foi usado para atingir o valor de EHL 16.

4.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

A analise de espectroscopia de correlagao de fétons (PCS) foi realizada usando
equipamento Zetasizer Nano Zs (Malvern, Reino Unido) com laser vermelho de 10
mW (X = 632,8 nm). As nanoemulsdes foram diluidas em agua deionizada (1:25, v/v)
e analisadas no angulo 90°. Tamanho do goticulas, indice de polidispersidade,

potencial zeta foram avaliados em triplicata e expressos como média e desvio padrao.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO OLEO ESSENCIAL E DA
SUA NANOEMULSAO

Para avaliagcdo da atividade antibacteriana, foram utilizadas cepas padrao
American Type Culture Collection (ATCC) de bactérias Gram-positivas,
Staphylococcus aureus (6538) e Enterococcus faecalis (29212), e bactérias Gram-
negativas, Escherichia coli (8739) e Pseudomonas aeruginosa (25853). Todas as
cepas utilizadas na pesquisa foram fornecidas pela FIOCRUZ e mantidas em solugao

de glicerol em ultrafreezer a -80°C.

4.6 PREPARO DO INOCULO BACTERIANO

Apds 24 horas de incubagdo da placa, o indculo foi ajustado para
aproximadamente 2x108 UFC/mL, utilizando-se uma leitora de microplacas, que
corresponde a 0,5 na escala de McFarland (CLSI, 2012). Para isso, foram coletadas
3-4 colbnias da placa de Petri, ressuspendidas em 3 mL de caldo nutriente e levadas
para leitura no espectrofotometro em um comprimento de onda de 630 nm. O branco
utilizado para leitura foi o caldo nutriente. Apds o ajuste na concentragao ideal para a
continuidade da analise, o indculo foi incubado por 1 hora a 37°C £ 2°C em estufa. E
posteriormente o indculo foi diluido a concentragdo de 102 UFC/mL, concentragdo

adequada para se realizar o experimento.

4.7 DILUICAO DAS AMOSTRAS A SEREM TESTADAS
Os dleos essenciais de A. triplinervis (morfotipo A e B) foram diluidos em Tween
20 (10%), na concentracdo de 25 mg/mL, assim como as nanoemulsdes.

Posteriormente foram preparadas solugdes mae na concentragcao de 1000 pg/mL, que
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foi diluida de maneira seriada para alcangar as concentragées de 1000, 500, 250, 125,
62,5 e 31,25 pg/mL.

4.8 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA - CIM

O ensaio para a determinacdo do CIM foi realizado pelo método de
microdiluicdo em caldo. A CIM é definida como a menor concentracdo de um extrato
ou fragdo que inibe o crescimento de microrganismo e foi adaptada do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Em uma microplaca foram adicionados
100 pL do inéculo (com aproximadamente 103 UFC/mL), e 100 uL de cada uma das
concentragdes definidas do 6leo essencial e da nanoemulsao. O controle positivo foi
constituido de Cloranfenicol (60ug/mL) para Gram positivas e Gentamicina (10 ug/mL)
para Gram negativas; o controle negativo, de 100 pL do inéculo bacteriano em 100uL
de TWEEN 20 a 10%. As placas foram cobertas com papel aluminio para evitar a
fotodegradacao do 6leo essencial e seguiram para 24 horas de incubagao a 37°C +
2°C em estufa bacteriologica. Apds esse periodo, foi adicionado 30uL de resazurina
0,01% (fenoxazin-3-ona), incubando novamente a placa a 37°C + 2°C por 3 horas. Em
seguida, foi realizada a leitura visual para identificacdo da CIM, considerando-se a
manutencao da coloragdo de azul como auséncia de crescimento, enquanto que a
mudanga para coloragdo rosa indicou a reagao quimica de Oxido-redugdo da
resazurina em resofurina, sendo interpretada como presenca de células viaveis
(MONTEIRO et al.,, 2012). A CIM foi lida pela menor concentragdo do oleo e

nanoemulsdo em que ocorreu alguma mudancga de coloragao.

4.9 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA - CBM

A CBM foi definida como a menor concentracdo da amostra que resultou em
nenhum crescimento ou menos do que trés coldnias (99,9% de morte) das bactérias,
e foi determinada a partir da retirada de 10uL do conteudo do pogo analisado como
positivo apos a determinagédo do CIM e incubadas em placa com agar Mueller-Hinton
a 37°C £ 2°C por 24 h.

4.10 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e a diferenga entre

as amostras foi avaliada segundo o teste de Tukey a 5% de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES

As nanoemulsées com a mistura de surfactantes em EHL 16 do 6leo essencial
dos morfotipos A e B mostraram-se macroscopicamente estaveis e foram
consideradas o6timas, conforme Figura 3. A analise das caracteristicas das
nanoemulsoées revelou que a nanoemulsao do morfotipo B apresentou menor tamanho
de goticulas em comparagdo com a nanoemulsdo do morfotipo A. Em geral, emulsdes
com goticulas de menor diametro tendem a ser mais estaveis do ponto de vista fisico
(Bruxel et al., 2012). Ambas as nanoemulsdes nao apresentaram sinais de cremagem,
floculagdo ou sedimentagao, que sao fendmenos de instabilidade (McCLEMENTS;
JAFARI, 2018). No entanto, nanoemulsées contendo 6leos essenciais podem ter
menor estabilidade a longo prazo devido a fendbmenos de desestabilizagdo, como o
amadurecimento de Ostwald (McCLEMENTS; RAO, 2011; RYU et al., 2018).

Figura 3 - Nanoemuls&o do morfétipo A (A) e Nanoemulsdo do morfétipo B (B) em EHL 16

Fonte: Autoria prépria (2023)

A analise de espectroscopia de correlacdo de fétons indicou que a
nanoemulsao do 6leo essencial do morfotipo A apresentou tamanho de particula de
175,37 £ 3,60 nm, indice de polidispersividade 0,369 + 0,046 e potencial zeta igual -
457 + 4,68 mV, enquanto que a nanoemulsdo do d6leo essencial do morfotipo B
apresentou didametro hidrodinamico de 162,20 + 0,66 nm, indice de polidispersividade
igual a 0,377 + 0,025 e potencial zeta de - 42,7 + 5,08 mV, como demonstrado na

Figura 4.



31

Nanoemulsdes sao caracterizadas por diametros de particulas variando entre
20 e 200 nm. Nesse intervalo, possuem estabilidade contra cremacgéo, floculagéo e
sedimentacdo. Na analise das amostras, observou-se que o tamanho das goticulas
foi menor que 200 nm, e os valores de indice de polidispersao (Pdl), o que indica uma
distribuicdo homogénea do tamanho das particulas (McCLEMENTS; JAFARI, 2018;
SOLANS; SOLE, 2012).

Quando a distribuicdo de tamanho de particula em uma nanoemulsdo é
monomodal, o Pdl de 0,3 ou menos indica uma distribuigdo homogénea de goticulas
(Danaei et al.,, 2018). Nas nanoemulsdes dos morfotipos A e B, o indice de
polidispersao, indica que as particulas possuem tamanho uniforme e distribuicao
homogénea, tornando a nanoemulsdo estavel contra o amadurecimento de Ostwald.

O potencial zeta, é influenciado pela distribuicdo superficial de cargas em
nanoemulsdées, um indicativo da estabilidade eletrostatica do sistema. Valores em
torno de 30 mV sugerem repulsédo eletrostatica entre as particulas, evitando a
floculagdo em nanoemulsdes (Neves et al., 2016). Portanto, do ponto de vista do

potencial zeta, as nanoemulsdes mostraram-se estaveis ao longo do tempo.

Figura 4 - Distribuicdo de tamanho de particula (A) e Potencial Zeta (C) da nanoemulsao do 6leo
essencial do morfotipo A, e Distribuicdo de tamanho de particula (B) e Potencial Zeta (D) da
nanoemulséo do 6leo essencial do morfotipo B de Ayapana triplinervis.
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5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO OLEO ESSENCIAL DAS
FOLHAS DE A. triplinervis E SUA NANOEMULSAO CONTRA CEPAS
BACTERIANAS

Os resultados obtidos a partir da avaliacdo do 6leo essencial das folhas de A.
triplinervis e sua nanoemulsao indicaram que nao houve atividade antibacteriana
significativa contra as bactérias testadas, uma vez que em todas as concentragdes
avaliadas, ndo foi observada inibicdo do crescimento bacteriano. Além disso, a
coloragdo rosa na aplicacao da resazurina indica que as bactérias permaneceram
metabolicamente ativas.

A Figura 5 apresenta os resultados da avaliacdo antibacteriana do o6leo
essencial e da nanoemulséo de A. triplinervis sobre a cepa de Staphylococcus aureus.
Observou-se que nem o 6leo essencial nem a nanoemulsdo afetaram a viabilidade
celular, sugerindo que ambos nao tiveram efeito sobre a bactéria, nas concentragdes

avaliadas.

Figura 5 - Resultado da avaliagdo antibacteriana do 6leo essencial e nanoemulsao de Ayapana
triplinervis sobre a cepa de S. aureus.
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Para verificar o crescimento da bactéria em condicdes favoraveis e, assim,
permitir uma comparacéao, foi realizado o teste de controle de crescimento, cujos

resultados sédo apresentados na figura 6.
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Figura 6 - Resultado do crescimento microbiano S. aureus.
A - OE de Japana branca. B - OE de Japana roxa. C - Nanoemulsdo OE de Japana branca. D -
Nanoemulsdo OE de Japana roxa. E - Controle negativo. F - Controle positivo.

= =

Fonte: Autoria propria (2

023)
No experimento realizado com Enterococcus faecalis, a presencga de bactérias

viaveis foi detectada apds a aplicagao da resazurina. Isso significa que as bactérias

estavam vivas e metabolicamente ativas (figura 7).

Figura 7 - Resultado da avaliagéo antibacteriana do 6leo essencial e nanoemulséo de A. triplinervis
sobre a cepa de E. faecalis.
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Foi realizado o teste de controle de crescimento, para verificar o crescimento

da bactéria em condi¢des favoraveis e assim comparar (figura 8).
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Figura 8 - Resultado do crescimento microbiano P. aeruginosa.
A - OE de Japana branca. B - OE de Japana roxa. C - Nanoemulsdo OE de Japana branca. D -
Nanoemulsdo OE de Japana roxa. E - Controle negativo. F - Controle positivo

Fonte: Autoria propria (2023)

Quando avaliado o comportamento do oleo essencial das folhas de A.
triplinervis quanto sua nanoemulsdo sobre o crescimento de bactérias Gram-
negativas, como Escherichia coli, verificou-se que nenhuma concentragéo foi capaz

de inibir ou atuar de forma bactericida (figura 9).

Figura 9 - Resultado da avaliagdo antibacteriana do 6leo essencial e nanoemulsao de A. triplinervis
sobre a cepa de E. coli.
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Fonte: Autoria prépria (2023)
Foi realizado o teste de controle de crescimento para verificar o crescimento da

bactéria em condi¢des favoraveis e, assim, permitir uma comparagéao (Figura 10).
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Figura 10 - Resultado do crescimento microbiano E. coli
A - OE de Japana branca. B - OE de Japana roxa. C - Nanoemulsdo OE de Japana branca. D -
Nanoemulsdo OE de Japana roxa. E - Controle negativo. F - Controle positivo.
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Fonte: Autoria propria (2023)

Em relagcdo a Pseudomonas aeruginosa, os resultados indicam que o sistema
nanoemulsionado do 6leo essencial das folhas de A. ftriplinervis também néo
apresentou atividade antibacteriana. Apds a aplicacdo da resazurina na placa em
incubacao por 24 horas, foi observada uma mudancga na coloragdo dos pog¢os para
rosa, indicando a presenca de bactérias viaveis, por meio da ocorréncia da reagcao de

oxido-reducado da resazurina em resofurina (figura 11).

Figura 11 - Resultado da avaliagcéo antibacteriana do éleo essencial e nanoemulsao de Ayapana

triplinervis sobre a cepa de P. aeruginosa.
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Foi realizado o teste de controle de crescimento para verificar o crescimento da
bactéria em condigbes favoraveis e, assim, permitir uma comparagao (figura 12).
Figura 12 - Resultado do crescimento microbiano P. aeruginosa.

A - OE de Japana branca. B - OE de Japana roxa. C - Nanoemulsdo OE de Japana branca. D -
Nanoemulsdo OE de Japana roxa. E - antfple negativo. F - Controle positivo.

I

ria (2023)

Os resultados mostraram que o 6leo essencial e a nanoemulsdo do 6leo
essencial de A. triplinervis nao apresentaram atividade antibacteriana contra as cepas
testadas. No entanto, pesquisas adicionais s&o necessarias para determinar se o 6leo
essencial e a nanoemulsao do 6leo essencial de A. triplinervis tém atividade potencial
contra outras cepas ou em combinagao com outros agentes antimicrobianos.

Embora ndo tenham sido observados resultados da atividade antibacteriana do
O0leo essencial e da nanoemulsido de A. ftriplinervis neste estudo, a atividade
antibacteriana da A. triplinervis foi relatada em estudos anteriores.

Lopes et al. (2014) utilizaram diferentes extratos de partes de A. triplinervis e
avaliaram seu potencial antibacteriano. O extrato hidroalcéolico (obtido das folhas)
apresentou melhor atividade para bactérias Gram negativas, com CIM de 94ug/mL,
enquanto que o extrato metandlico exibiu melhor atividade tanto contra bactérias
Gram negativas quanto Gram positivas. Contra Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aureus, o extrato apresentou valores de CIM de 62 e 75 mg/mL,
respectivamente. Ja contra as Gram negativas, a CIM foi de aproximadamente
125mg/mL. Quando avaliado o fracionamento do extrato, as fracdes hexano e
diclorometano/acetato de etila exibiram os melhores valores de CIM e CBM contra

Escherichia coli a 16 e 31 mg/mL, respectivamente. A fragdo de diclorometano, foi a
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mais eficaz contra E. coli e Pseudomonas aeruginosa, com valores de CIM de 31 e 62
mg/ml, respectivamente, e o valor de CBM de pelo menos 12,5 mg/mL.

Sugumar et al. (2015) também realizaram um estudo sobre a atividade
antibacteriana do 6leo de A. triplinervis em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
usando a técnica de disco difusdo, obtendo melhores resultados contra Salmonella
tiphi e Shiguella sonnei com halos de inibicdo de aproximadamente 20mm. O estudo
também constatou que, dentre as bactérias selecionadas para o experimento com
uma concentragao de 20ul por disco, a inibigdo foi mais significativa em Salamella
typhi (21 mm), seguida de Shiguella sonnei (18 mm). Em relagcado a Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Vibrio cholerae e
Escherichia coli, o 6leo essencial apresentou uma concentragdo inibitéria minima
(CIM) mais alta (21000 ppm), o que demonstrou que o O6leo exibiu atividade
antibacteriana.

Além disso, Unnikrishnan et al. (2014) avaliaram a atividade antibacteriana do
Oleo essencial de A. triplinervis e do composto majoritario isolado, o éter dimetil
timohidroquinona, contra Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Penicillium chrysogenum, Candida albicans,
Aspergillus niger, Aspergillus flavus. A concentragcao de 4 mg/disco do 6leo essencial
apresentou atividade contra todos os microrganismos testados, exceto Aspergillus sp.
O composto majoritario, éter dimetil timohidroquinona exibiu menor atividade
antimicrobiana quando comparado ao 6leo essencial, sugerindo que o fitocomplexo
presente no 6leo essencial pode atuar sinergicamente para a atividade antimicrobiana.

No dleo essencial de A. triplinervis, foram identificados como compostos
principais o éter dimetil timohidroquinona e o B-cariofileno (RODRIGUES et al., 2021).
O pB-cariofileno € um sesquiterpeno encontrado em varias espécies da familia
Astereaceae, e tem sido relatado por outros estudos como possuindo atividades anti-
inflamatadria, antibiotica, inseticida, antioxidante e anticarcinogénica (LIMA et al., 2020;
TOSCAN, 2014).

Em outro estudo realizado por Haddad et al. (2019), o dleo essencial de A.
triplinervis e o éter dimetil timohidroquinona foram investigados quanto ao seu
potencial antiviral contra o virus Zika (ZIKV). Os resultados mostraram que o 6leo
essencial e o éter dimetil timohidroquinona foram capazes de inibir a infeccéo pelo
ZIKV em células humanas, em concentragdes nao citotoxicas, sugerindo que podem

ser considerados como novos compostos potentes contra o ZIKV.
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As atividades biolégicas dos OEs estdo correlacionadas a complexas
interacbes entre as muitas substancias que fazem parte da sua composigdo. No
entanto, fatores externos, como variagbes geograficas e sazonais, condi¢des
ambientais, momento da colheita, processos de secagem, técnica de extragdo e
armazenamento, podem levar a mudangas na composi¢cao quimica dos OEs (LIANG
et al., 2004).

Além disso, a polaridade dos extratos e compostos também pode influenciar a
eficacia antimicrobiana, com estudos sugerindo que compostos polares sao mais
eficazes contra bactérias Gram-negativas, enquanto compostos apolares sao mais
eficazes contra bactérias Gram-positivas (CAVALCANTE, 2012). E importante
ressaltar, no entanto, que a atividade antimicrobiana é influenciada por diversos
fatores, como a concentragcao do extrato ou composto, o tempo de exposicao e a cepa

bacteriana ou fungica.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Por meio do presente estudo, objetivou-se avaliar o potencial de atividade
antimicrobiana do 6leo essencial e da nanoemulsédo de Ayapana triplinervis, visando
explorar o potencial de ativos naturais como alternativa para o uso de antimicrobianos,
especialmente no combate a microrganismos resistentes. Entretanto, os resultados
dos testes realizados com A. triplinervis, tanto em relagdo ao seu o6leo essencial
quanto a nanoemulsao, utilizando a metodologia de microdiluigdo em caldo contra as
bactérias Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, nao se mostraram promissores, e a hipbétese de que a
nanoemulsao potencializaria a atividade antimicrobiana do éleo essencial foi refutada,
uma vez que as concentragdes da nanoemulsdo contendo o 6leo essencial nao
demonstraram eficacia frente as bactérias testadas até o momento.

Contudo, é importante ressaltar que esta pesquisa contribui para o acervo de
registros cientificos acerca dos 6leos essenciais e de seu sistema nanoemulsionado,
assim como as potenciais atividades bioldgicas relacionadas ao uso da Ayapana
triplinervis. Os trabalhos publicados evidenciam a necessidade de prosseguir com
pesquisas a fim de se compreender plenamente o potencial farmacoldgico desta

planta.
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