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RESUMO

As plantas aromaticas contém Oleos essenciais (OEsS) cujas propriedades estédo
frequentemente associadas ao tratamento de doencas e ao controle de organismos
patogénicos. A eficacia desses OEs decorre da diversidade de seus compostos
quimicos, o que possibilita aplicagdes bioldgicas ativas, muitas das quais ainda ndo
foram suficientemente exploradas. Entretanto, algumas caracteristicas dos OEs, como
sua volatilidade e lipofilicidade, dificultam sua utilizagcdo e aplicacdo efetiva, o que
pode ser contornado pela nanotecnologia. Deste modo, este trabalho teve como
objetivo a caracterizacdo quimica e avaliagdo do potencial biotecnologico de
nanoemulsdes (O/A) incorporadas com 6leo essencial (OE) de Dizygostemon riparius.
O OE foi obtido por hidrodestilagdo, sendo seus parametros analisados. A
nanoemulsdo (NOE) foi formulada por método de inversdo de fases. Ao se realizar a
andlise quimica por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) com detector de ionizacdo de chama, foram identificados 33
constituintes no OE e 24 na NOE, sendo os seus majoritarios o acetato de endo-fenchil
(42,66%, 44,14%), endo-fenchol (34,88%, 37,09%), (E)-cariofileno (3,22%, 3,34%) e
0 O6xido de cariofileno (2,58%, 2,64%). A formulacdo foi caracterizada como
nanoemulsdo estavel com tamanho de particula de 94,12 nm, potencial { -17,14 mV,
PDI de 0,29 e pH 4,35. No bioensaio de toxicidade frente A. salina, o OE foi
considerado atoxico mostrando uma CLso > 250 mg Lt e sua NOE com CLso de 24,9
mg L pode ser considerado altamente toxico. O OE também apresentou atividade
antimicrobiana de concentracao inibitéria minima (CIM) significativa frente todas as
cepas utilizadas no estudo pela técnica de microdiluicdo, com concentracdes que
variaram de 7,812 uyg mL* a 500,0 ug mL?1. No entanto, sua NOE exibiu maior
sensibilidade aos patdégenos: Colletotrichum gloeosporioides, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Bacillus cereus, com concentracdes de 3,12 yg mL?, 1,56
pug mLt, 6,25 uyg mL* e 6,25 ug mL?, respectivamente. No ensaio de atividade anti-
inflamatéria in vitro, obteve-se CEso de 36,59 ug mL* para o OE e 42,84 ug mL™! para
a sua NOE. A NOE demonstrou alto potencial larvicida com uma CLso na dose de
13,289 mg L. O estudo apresentou, uma comparagao entre a composi¢cao quimica
do OE e da sua NOE, evidenciando a preservac¢dao dos compostos majoritarios e de
uma significativa parte dos constituintes, o que pode estar associado ao seu elevado
potencial. Dessa forma, estima-se que tanto o OE quanto a NOE de D. riparius
demonstram comportamento bioativo, configurando-se como alternativas a serem
consideradas nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética, a partir de
investigacOes mais aprofundadas sobre seus mecanismos de acgao.

Palavras-chave: Plantas aromaticas; Nanotecnologia; Toxicidade; Atividade
antimicrobiana; Larvicida.



ABSTRACT

Aromatic plants contain essential oils whose properties are often associated with the
treatment of diseases and the control of pathogenic organisms. The effectiveness of
these EOs stems from the diversity of chemical compounds, which enables active
biological applications, many of which have not yet been sufficiently explored.
However, some characteristics of EOs, such as their volatility and lipophilicity, hinder
their effective use and application, which can be overcome by nanotechnology. The
aim of this study was therefore to chemically characterize and evaluate the
biotechnological potential of nanoemulsions (O/A) incorporated with essential oil (EO)
from Dizygostemon riparius. The EO was obtained by hydrodistillation, and its
parameters were analyzed. The nanoemulsion (NEO) was formulated using the phase
inversion method. Chemical analysis by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS) with a flame ionization detector identified 33 constituents in the
OE and 24 in the NEO, the main constituents were endo-fenchyl acetate (42.66%,
44.14%), endo-fenchol (34.88%, 37.09%), (E)-caryophyllene (3.22%, 3.34%) and
caryophyllene oxide (2.58%, 2.64%). The formulation was characterized as a stable
nanoemulsion with a particle size of 94.12 nm, potential { -17.14 mV, PDI of 0.29 and
pH 4.35. In the toxicity bioassay against A. salina, the EO was considered non-toxic
showing a CLso > 250 mg Lt and its NEO with a CLso of 24.9 mg L™ can be considered
highly toxic. The EO also showed significant minimum inhibitory concentration (MIC)
antimicrobial activity against all the strains used in the study using the microdilution
technique, with concentrations ranging from 7.812 yg mL-! to 500.0 ug mLt. However,
its NEO exhibited greater sensitivity to the pathogens: Colletotrichum gloeosporioides,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus cereus, with concentrations of
3.12 uyg mL-1, 1.56 uyg mL%, 6.25 uyg mL* and 6.25 ug mL1, respectively. In the in vitro
anti-inflammatory activity test, a CEso of 36.59 ug mL* was obtained for the OE and
42.84 ug mL* for its NEO. The NOE showed high larvicidal potential with a CLso at a
dose of 13.289 mg L. The study presented, a comparison between the chemical
composition of OE and its NEO, showing the preservation of the majority compounds
and a significant part of the constituents, which may be associated with its high
potential. In this way, it is estimated that both the OE and the NEO of D. riparius show
bioactive behavior, configuring them as alternatives to be considered in the food,
pharmaceutical and cosmetic industries, based on more in-depth investigations into
their mechanisms of action.

Keywords: Aromatic plants; Nanotechnology; Toxicity; Antimicrobial activity;
Larvicidal.
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1 INTRODUCAO

Evidencia-se que o uso de plantas aromaticas e medicinais (PsAM) € algo
considerado milenar pelas civilizagbes devido as suas propriedades terapéuticas.
Estima-se que no Brasil, aproximadamente, 80% dos habitantes utilizam produtos de
origem vegetal com alguma finalidade terapéutica, e que em relacdo aos paises em
desenvolvimento, 85% da populacédo vem fazendo uso de PsAM para os tratamentos
de doencas, devido aos seus baixos efeitos colaterais e custo-efetividade. O que vem
despertando o interesse em relagéo aos diversos campos da sociedade, destacando-
se a industria alimenticia e farmacoldgica. Uma tendéncia que vem promovendo uma
transicdo do conhecimento popular para abordagens mais fundamentadas no método
cientifico, contribuindo também para um desenvolvimento econémico mais
sustentavel (Ferreira et al., 2019; Oliveira et al., 2019; Fierascu et al., 2021; Pereira;
Da Silva, 2023; Ansari et al., 2024).

Neste sentido, 0s 6leos essenciais (OES) estdo entre os produtos naturais que
sdo empregados para essas finalidades, ndo somente pelo seu aroma caracteristico
e agradavel, mas também devido aos inimeros constituintes quimicos presentes em
sua composicdo, como 0S monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e
fenilpropandides, que capacitam a sua aplicacdo devido ao seu potencial biolégico
impulsionados pela busca de alternativas naturais frente ao uso e exploracdo de
medicamentos e aditivos sintéticos. A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) relatou
que cerca de 80% das pessoas nas areas periféricas dependem de medicamentos
fitoterapicos para varias doencas, com baixos riscos a saude (Seow et al., 2014;
Pavela, 2015; Scheid; Fajardo; 2020; Pereira et al., 2022; Ageel et al., 2023).

Entre as atividades biologicas associadas aos OEs, pode-se destacar a
atividade antimicrobiana e anti-inflamatoria, sendo esses OEs e suas nanoemulsdes
uma alternativa de tratamento de origem vegetal que pode amenizar e solucionar
vérias problematicas em termos de enfermidades que costumam assolar a populagéo,
cOomo a pneumonia, sepse, Ulcera péptica crbnica, tuberculose, desinterias, artrite
reumatoide, entre outras (Santos et al., 2020; Boukhatem et al., 2020; Matulyte et al.,
2020;). Doencgas essas que surgem geralmente pelo contato com microrganismos
presentes em alimentos ou superficies do cotidiano. Além de contaminar as lavouras

existentes no mundo, acarretando uma série de prejuizos ndo somente no segmento
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da saude, mas também no da economia (Mutlu-Ingok et al., 2021; Angane et al., 2022;
Corréa et al., 2023).

Ainda quanto aos problemas atrelados a a¢gdo dos microrganismos, estao os
processos inflamatdrios, que se configuram como uma condicao fisiologica adaptativa
e um processo mecanico de defesa natural contra lesdes provocadas pela acéo e
presenca de microrganismos em seres humanos. Por isso, é crucial explorar as
possibilidades de novos OEs com propriedades anti-inflamatorias e analgésicas. O
que desperta um crescente interesse em explorar 0os potenciais biotecnolégicos dos
produtos naturais, devido a crescente resisténcia antimicrobiana, a grande quantidade
de mutacBes em microrganismos que dificultam o seu controle (Estrela, 2018: Freitas;
De Oliveira, 2020; De Melo et al., 2021).

Nesse contexto, as arboviroses, como a dengue, Zika e chikungunya, também
se destacam entre as doencas que afetam a sociedade. Pesquisas cientificas vém
indicando que o controle de um dos vetores transmissores dessas mazelas, o Aedes
aegypti, pode ser eficazmente realizado por meio do uso de derivados de plantas com
propriedades inseticidas, a exemplo, os OEs e suas bioformulacfes. Essas opg¢des
representam solucdes sustentaveis em relacdo aos inseticidas sintéticos, cujo uso
prolongado ndo apenas prejudica 0 meio ambiente e a saude humana e animal, mas
também contribui para o desenvolvimento de resisténcia a esses produtos quimicos
(Wojciechowska et al., 2016; Balasubramani et al., 2017; Duque et al., 2023; Vanegas-
Estévez et al., 2024).

Contudo, as aplicacbes dos OEs sao limitadas pelas suas propriedades,
incluindo a volatilidade e lipofilicidade. Dessa forma, devido a necessidade de se
contornar tais limitacdes, pesquisas voltadas para o uso da nanotecnologia se
apresentam como uma abordagem promissora através da sintese de bioformulagdes,
como as nanoemulsdes, uma solu¢do que pode ndo somente aumentar a eficiéncia
dos OEs ricos em compostos bioativos, como também ajudar a manter sua
biodisponibilidade e estabilizacdo devido as suas caracteristicas Unicas, tais como
uma maior capacidade de solubilizacdo do que solu¢des micelares simples, (Donsi et
al., 2011; EL Asbahani et al., 2015; Gupta et al., 2016; Pires; Moura 2017).

As nanoemulsdes sdo termodinamicamente estaveis, transparentes (ou até
mesmo ligeiramente turvas) e podem ser produzidas com pouca energia,

apresentando uma longa vida util, apresentando vantagens sobre dispersfes



15

instaveis, como emulsGes e suspensdes. Elas oferecem uma tensédo superficial
ultrabaixa e uma grande area interfacial através de goticulas em nanoescalas
associadas, estabilizadas por um filme interfacial de moléculas de surfactante,
permitindo que o 6leo essencial seja disperso na fase aquosa, um fator importante
para a distribuicdo sustentada que pode potencializar a atividade bioldgica a que esta
sendo direcionada (Donsi et al., 2011; Balasubramani et al., 2017; Mishra et al., 2023).
Pesquisas vém demonstrando uma melhor aplicabilidade e potencializagéo de efeitos
anti-inflamatorios, antimicrobianos e larvicidas de vérios 6leos essenciais, quando
utilizados bioformulacdes (Balasubramani et al., 2017; Li et al., 2023; Peniche et al.,
2022).

Deste modo, diante de toda a diversidade floral do Brasil, tem-se a espécie de
planta aromatica Dizygostemon riparius, recentemente descoberta as margens do Rio
Preto, no municipio de S&o Benedito do Rio Preto-MA, popularmente conhecida como
melosa, com alto potencial para as aplicacbes biolégicas citadas, em razdo dos
constituintes quimicos presentes em seu interior, como é caso dos seus majoritarios
o0 acetato de endo-fenchila e endo-fenchol, além do sinergismo entre eles (Brandéo et
al., 2020; Galvéo et al., 2023).

Mediante o exposto, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e a
caracterizacdo quimica de nanoemulsdes (O/A) formuladas por um método de baixa
energia, incorporando o 6leo essencial de D. riparius com potencial biotecnolégico
para aplicacbes em atividades anti-inflamatérias e antimicrobianas com testes em
diversas cepas fuangicas, Aspergillus niger, Colletotrichum gloeosporioides e
Penicilium chrysogenum, além de cepas bacterianas como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus e Salmonella
typhi. Adicionalmente, com analise da toxicidade do composto em relacdo a Artemia
salina e sua eficacia contra o Aedes aegypti em suas diferentes fases de

desenvolvimento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Desenvolver e avaliar o potencial biotecnoldgico de nanoemulsdes 6leo-em-

agua (O/A) incorporadas com 0leo essencial de Dizygostemon riparius.

2.2 Objetivos Especificos

e Identificar os constituintes quimicos dos 6leos essenciais de Dizygostemon
riparius e nanoemulsdes por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massas (CG/EM) com detector de ionizacdo de chama;

e Formular nanoemulsdes (O/A) do oleo essencial
de Dizygostemon riparius através de método de baixa energia;

e Investigar propriedades fisico-quimica do 6leo essencial e nanoemulsédo
de Dizygostemon riparius.

e Determinar a toxicidade frente Artemia salina Leach para acdo das
nanoemulsdes (O/A) formuladas de Dizygostemon riparius;

e Verificar a atividade antimicrobiana das nanoemulsdes (O/A) produzidas a
partir do 6leo essencial de Dizygostemon riparius;

e Avaliar a acao anti-inflamatéria das nanoemulsées (O/A) produzidas a partir
do 6leo essencial de Dizygostemon riparius;

e Determinar a acdo ovicida, larvicida e adulticida frente Aedes aegypti das
nanoemulsdes (O/A) produzidas a partir do oOleo essencial

de Dizygostemon riparius.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Plantas Aromaticas e Medicinais (PsAM)

As plantas aromaticas e medicinais (PsAM) desempenham um papel
significativo no ramo da fitoterapia e da medicina, devido aos constituintes quimicos
presentes em suas estruturas morfologicas — incluindo folhas, galhos, cascas, raizes,
frutos, flores e sementes — que podem ser utilizados no tratamento de doencas
cronicas e agudas. O conhecimento sobre produtos naturais tem evoluido, sendo
aprimorado tanto pela sabedoria popular quanto pelas ferramentas cientificas
disponiveis. Os resultados positivos desse aprimoramento tém gerado aplicacfes
praticas que beneficiam a sociedade. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima
que 85% da populacdo de paises desenvolvidos utiliza plantas, especialmente
relacionados a saude (Ribeiro et al.,2020; Ageel et al., 2023; Pereira; Da Silva, 2023;
Ansari et al., 2024).

E relatado a existéncia de aproximadamente mais de 368.000 plantas em nosso
planeta, e mais de 3.000 espécies sdo utilizadas globalmente devido aos seus
potenciais biofarmacoldgicos, baixos efeitos colaterais e custo-efetividade (Ansari et
al., 2024). Assim, o uso de plantas tem se tornado cada vez mais recorrente entre a
populacdo. O uso prolongado dessas plantas gerou informacdes valiosas sobre sua
toxicidade e principios fitoterapicos. Com base nessas informacfes, € possivel
caracterizar as plantas com propriedades benéficas e distinguir aquelas consideradas
toxicas, conforme demonstrado por estudos cientificos que diferenciam substancias
gue promovem a saude daquelas que apresentam efeitos adversos (Franco et al.,
2022; Pereira; Da Silva, 2023).

As PsAM séao frequentemente chamadas de “fabricas bioquimicas naturais”,
possuindo valiosos ativos que podem ser utilizados como potenciais demarcadores
para a sintese de novos farmacos, moldando uma variedade de medicamentos e
estratégias terapéuticas inovadoras. O amplo espectro de constituintes bioativos com
propriedades farmacoldgicas desperta o interesse de grandes polos industriais,
especialmente devido ao seu baixo custo e a auséncia de efeitos colaterais
indesejados associados a sintéticos convencionais (Bacelar, 2020; Ageel et al., 2023;
Ansari et al., 2024; Lima, 2024). Além disso, esses constituintes podem interagir entre
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si, formando associacdes fitoquimicas que intensificam seu sinergismo, promovendo
beneficios a saude possuindo forte apelo antioxidante, antimicrobiano,
anticancerigeno e benéfico para doencas cardiovasculares (Da Costa, 2023; Oliveira
et al., 2022).

Os constituintes quimicos, também conhecidos como metabdlitos secundarios,
desempenham mecanismos de defesa que auxiliam contra agentes patogénicos e
predadores, tornando-se relevantes para diversas atividades biolégicas, como
antioxidante, anti-inflamatéria, larvicida, antibacteriana e antifingica. A atividade
larvicida é particularmente notavel, ja que algumas espécies de plantas apresentam
niveis de toxicidade devido a certos metabdlitos com esse carater, capazes de
modificar a estrutura celular e o metabolismo de humanos e animais. No entanto,
apesar de apresentarem um certo nivel de toxicidade, essas plantas podem ser
empregadas como agentes larvicidas, pois suas concentracfes sdo geralmente
inferiores as dos inseticidas convencionais, com Otima seletividade e menores
impactos ambientais (Soonwera; Phasomkusolsil, 2016; Balasubramani et al., 2017,
Medrano et al., 2021; Duque et al., 2023).

A capacidade das plantas de evoluirem em paralelo com larvas e outros
microrganismos intensifica sua eficiéncia e evita o desenvolvimento de resisténcia. Os
OEs, que sao veiculos propagadores de compostos aleloquimicos e normalmente
derivados de plantas arométicas em quantidades variadas, sdo uma forma comum de
aplicar esses metabdlitos, utilizados historicamente no combate a determinadas
enfermidades, antes mesmo do advento dos sintéticos organicos (Da Silva et al.,
2021; Dos Santos et al., 2023).

3.2 Os 6leos essenciais (OESs)

Os OEs podem ser produzidos no metabolismo vegetal das plantas,
constituidos por uma mistura complexa de compostos organicos volateis,
caracterizados por odor e fragrancia especificos e individuais, que podem ser obtidos
por métodos como hidrodestilacdo, destilacdo por arraste a vapor d’agua, extracao
por solvente, extracéo por fluido supercritico e prensagem a frio (Pavela, 2015). E sado
utilizados em diversas areas, devido as suas propriedades quimicas e biolbgicas,
como microbiologia, para a preservacao de alimentos, controle de pragas e
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microrganismos, além de diversas técnicas terapéuticas (Alves et al., 2022; Angane
et al., 2022; Ageel et al., 2023; Duque et al., 2023).

Eles sdo ha muito valorizados por suas propriedades médicas, culinérias e
aromaticas e propositos biolégicos. Os OEs sdo usados para varios propositos
fisioldgicos, ecologicos e defensivos.

Entre as caracteristicas que permitem a identificacdo dos OEs, destacam-se a
sua tonalidade, volatilidade e aroma intenso e agradavel. Além disso, esses OEs séo,
geralmente, sollveis em substancias organicas e parcialmente sollveis em &agua,
devido as suas complexas e variadas composi¢des quimicas. Existem metodologias
especificas para avaliar suas propriedades fisico-quimicas, com a finalidade de
assegurar o controle de qualidade (Syahadat; Diningsih, 2022).

Além dessas propriedades, é fundamental considerar que fatores exdgenos
podem influenciar a qualidade e o rendimento dos OEs, tais como temperatura,
umidade relativa, sazonalidade, disponibilidade de agua e as condices da area de
cultivo. VariagBes na composicao genética entre as plantas e suas respectivas idades
(fatores endogenos) também afetam a qualidade e o rendimento dos Oleos. E
importante ressaltar que a coleta de plantas que contém OEs deve ser realizada pela
manha ou a noite; a exposicdo intensa ao sol durante a coleta pode resultar em uma
diminuicao significativa da quantidade de 6leo essencial presente no material vegetal
(Rahal et al., 2022; Ageel et al., 2023; De Jesus et al., 2024; Mugao, 2024).

A composicdo quimica dos OEs deve ser analisada em estudos detalhados,
frequentemente utilizando a cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria
de massas. Essa analise cromatografica permite identificar os constituintes quimicos,
gue sao responsaveis por contribuir com resultados e tratamentos para as atividades
bioldgicas (Mutlu-Ingok et al., 2021; Alves et al, 2022).

Devido ao aumento dos casos de doengas transmitidas tanto por agentes
patolégicos quanto por artropodes vetores de arboviroses, a preocupac¢do com seu
controle levou a intensificacdo de estudos e pesquisas baseadas em conhecimentos
empiricos. Esses conhecimentos, transmitidos pelas geracbes mais velhas, sao
fundamentados em um historico de uso e praticas relacionadas as plantas, que sao
posteriormente revisados e avaliados por metodologias cientificas para garantir o
interesse da populacdo mundial. Por meio dessas praticas e estudos, a busca por

novas espécies de plantas para extracdo de OEs se torna uma oportunidade para a
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obtencdo de novos compostos bioativos (Serrano; Figueiredo, 2018; Fronza et al.,
2020).

3.2.1 Oleo essencial de Dizygostemon riparius

Ha um amplo espectro de OEs disponiveis para atividades biotecnologicas
oriundos da diversidade da flora brasileira. Entre esses, 0 da espécie Dizygostemon
riparius tem se destacado. Recém catalogada, esta planta aromatica pertencente a
familia das Plantaginaceae, popularmente conhecida como melosa, descoberta as
margens do Rio Preto no municipio de S&o Benedito do Rio Preto (MA), nordeste do
Brasil. Caracterizada pelo habito herbaceo, tem caules esparsados, folhas
intercaladas espiraladas ou opostas e as suas flores estéo localizadas na parte inferior
do gineceu, com dois carpelos e quatro ou dois estames (Brandao et al., 2020; Teles;
Rocha, 2017; Scatigna et al., 2019).

Figura 1 — Planta da espécie Dizygostemon riparius.

Nota: A- A planta popularmente conhecida como melosa;
B- Margens do Rio Preto no municipio de Sdo Benedito (MA).
Fonte: Autora (2024).

E importante salientar que a espécie D. riparius € a segunda espécie do género
Dizygostemon (Plantaginaceae) e apresenta dois morfotipos, a flor lilas e a flor branca.
O 6leo essencial extraido desta espécie €, predominantemente, composto por acetato
de fenchila e endo-fenchol, ambos monoterpenos oxigenados, além de dois
sesquiterpenos, geralmente dispostos em menor quantidade, o (E)-cariofileno e éxido
de cariofileno (Figura 14) (Brandao, 2018; Scatigna et al., 2019; Brandao et al., 2020).
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Sendo documentado a acdo do 6leo essencial no controle do Aedes aegypti, além de
apresentarem atividades antifingicas e repelentes contra acaros (Corréa et al., 2023;
Ferreira et al., 2024).

3.2.2 O 6leo essencial e sua agéo toxicoldgica

Diante das caracteristicas relevantes discutidas sobre os OEs, a toxicidade
emerge como um aspecto de grande importancia, uma vez que esses compostos
podem apresentar efeitos adversos a saude humana. Esse fato € corroborado por
diversos estudos que visam avaliar a aplicacdo segura de produtos vegetais,
enfatizando a necessidade de rigoroso controle das concentracfes ou doses
especificas. Assim, essas informac¢6es fundamentam uma série de normas destinadas
a garantir um uso seguro, considerando seu potencial toxicolégico. A ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) € o 6rgdo responsavel por regulamentar
essas questdes, classificando as substancias de acordo com o tempo de exposi¢ao
em: toxicidade aguda, subaguda e cronica (ANVISA, 2013; De Araujo et al., 2014;
Lanzerstorfer et al., 2021).

A toxicidade de compostos presentes nos OEs esté intimamente relacionada a
concentracdo a qual os insetos estdo expostos, corroborando o potencial toxicologico
de contra vetores como o Aedes aegypti, que é responsavel por diversas arboviroses
gue afetam a populacdo mundial (Dias; Moraes, 2014). Além disso, esses metabdlitos
tém um impacto sobre microcrustaceos, como a Artemia salina (Figura 2), que é
comumente utilizado como objeto de estudo, devido a sua alta sensibilidade ao
método, baixo custo e facilidade de manuseio, configurando-se como um alvo
promissor para testes in vivo, em estudos que visam suas aplica¢des, principalmente,
em células cancerigenas, oferecendo uma possibilidade de tratamento de doencas
cronicas e agudas (Da Silva et al., 2021; Mallmann et al., 2021; Rahamouz haghighi
et al. 2022).
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Figura 2 — Nauplios de Artemia salina.

_ N

Fonte: Martinez (2024).

Além disso, pesquisas que utilizam A. salina em ensaios toxicologicos
demonstram que a toxicidade observada € semelhante a atividade citotoxica em
tumores humanos, permitindo também a avaliacdo da toxicidade oral em
camundongos. Estudos de toxicidade envolvendo A. salina podem ser direcionados a
outras atividades bioldgicas, classificando-se como pré-testes relevantes para

diversos estudos de toxicidade em geral (Pedroza et al., 2019; Cansian et al., 2021).
3.2.3 O 6leo essencial com acdo antimicrobiana

Outro aspecto importante dos OEs é sua capacidade de acdo antimicrobiana,
que abrange tanto bactérias quanto fungos. Quando em contato com a parede celular
dos microrganismos, os OEs promovem a desnaturacdo e coagulacdo de proteinas,
resultando na desintegracdo das membranas mitocondriais. As alteracbes nha
permeabilidade seletiva da membrana plasmética impactam significativamente a
estrutura celular, afetando atividades vitais, como o fluxo de elétrons no sistema de
transporte de elétrons, a fosforilacdo e reacdes essenciais inibindo a atividade de
enzimas na célula, levando a morte celular. Essa agéo antimicrobiana representa uma
alternativa viavel em raz&o da boa seletividade de determinados OEs em comparacéo
aos produtos sintéticos, como os farmacos convencionais, diminuindo os impactos
ambientais (Lorenzetti et al., 2011; Santos et al., 2020; Hernandes, 2021; Angane et
al., 2022).

E notdrio que doengas causadas por microrganismos tém se tornado cada vez
mais frequentes, especialmente aquelas adquiridas por meio de alimentos,

configurando-se como um problema de saude publica em escala global. Estima-se
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gue aproximadamente 600 milh6es de pessoas sofram consequéncias a saude apos
a ingestao de alimentos contaminados por esses microrganismos. Fungos e bactérias,
frequentemente presentes em produtos como carnes, ovos, aves, leite, cremes e
queijos, também afetam as lavouras, ocasionando ndo apenas problemas de saude,
mas também significativos prejuizos econémicos (De Frias Gongalves; Dos Santos
Garcia-Gomes, 2023).

Em paises em desenvolvimento, essas doencas estdo frequentemente
associadas a falta de uma infraestrutura adequada, de saneamento basico, e
dificuldades no acesso a medicamentos. Historicamente, o uso da etnomedicina nas
areas carentes representava uma alternativa significativa devido ao seu baixo custo e
facil acesso. Uma pratica que se expande também para regides consideradas
desenvolvidas, onde a fitoterapia tem se mostrado eficaz na inibicdo e prevencao do
crescimento de cepas de fungos filamentosos, leveduras e bactérias. Essas
propriedades antimicrobianas sao aplicaveis tanto a seres humanos quanto a animais,
além de terem relevancia na industria alimenticia (Reis et al., 2020).

Os fatores mencionados, juntamente com o aumento da resisténcia microbiana
a agentes sintéticos e farmacos produzidos em laboratério, impulsionam o
desenvolvimento de estudos focados na atividade antimicrobiana in vitro dos OEs. Os
microrganismos apresentam uma notavel capacidade de evoluir, mutar e recombinar
geneticamente, resultando em novas variantes com maior viruléncia e resisténcia a
antimicrobianos e a condi¢ées ambientais adversas (Brandl, 2006; Estrela, 2018)

A sensibilidade de microrganismos a determinados constituintes presentes nos
Oleos essenciais pode ser analisada e identificada por meio da concentracao inibitoria
minima (CIM), que se refere a menor quantidade do composto capaz de inibir o
crescimento microbiano. As técnicas empregadas incluem diluicdes ou microdiluicbes
(Figura 2), que podem ser realizadas em placas ou tubos. Os OEs demonstram uma
eficdcia antimicrobiana quando sua concentracdo inibitoria minima é inferior a 1000
pg/mL (Aligiannis et al., 2001; Dalmolin et al., 2022).

Os OEs de plantas tém sido amplamente empregados como flavorizantes em
alimentos e bebidas, além de outras aplica¢cdes. Sua composicdo versatil e amplo
espectro antimicrobiano séo aliados a baixa toxicidade em concentra¢cdes minimas, o
gue os credencia a serem considerados agentes naturais para a conservagao de

alimentos (Mutlu-Ingok et al., 2021, Angane et al., 2022). A literatura cientifica oferece
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diversas referéncias sobre a atividade antimicrobiana dos OEs (Bakkali et al., 2008;
Mutlu-Ingok et al., 2021). Essa atividade vem sendo atribuida a presenca de
compostos fendlicos e terpenos, que em sua forma pura, tém demonstrado eficacia
antibacteriana e antifungica. Isso estimula a pesquisa de novos OEs, como o da

espécie D. riparius, para esses fins.

3.2.3.1 O 6leo essencial com acao antibacteriana

Ressalta-se que a atividade antibacteriana enfrenta um desafio significativo
devido a resisténcia dos microrganismos. Pesquisas indicam que a lentiddo na sintese
de novos antibioticos e no desenvolvimento de terapias eficazes para combater
infeccbes bacterianas esta contribuindo para a evolucdo desses microrganismos em
resposta aos seus sistemas de defesa devido a habilidade de adquirir e transmitir
resisténcia a drogas terapéuticas. Essa situacdo tem gerado intensa preocupacao
entre os profissionais de satude e a OMS, uma vez que dificulta o controle de doencas
infecciosas, eleva a taxa de mortalidade humana e aumenta 0s custos com
tratamentos relacionados a saude, especialmente em paises subdesenvolvidos (De
Brito; Trevisan, 2021; Alves et al., 2022; Brito et al., 2024).

As bactérias podem ser classificadas em dois grupos distintos: Gram-negativas
e Gram-positivas. As Gram-negativas possuem uma membrana externa que lhes
confere uma superficie hidrofilica, devido a presenca de lipopolissacarideos (LPS).
Pequenos solutos hidrofilicos podem atravessar essa membrana externa por meio de
proteinas chamadas porinas, o que faz dessa membrana uma barreira que dificulta a
penetragcdo de macromoléculas e compostos hidrofobicos (Barreiras et al., 2020;
Canci, 2020).

Por outro lado, as bactérias Gram-positivas apresentam uma camada espessa
de peptidoglicano em sua membrana externa, além de &cido lipoteicdico com
extremidades lipofilicas, o que facilita a infiltracdo de compostos hidrofébicos. Outra
forma de identificacdo dessas bactérias esta relacionada a coloracéo obtida durante
0 processo de coloracdo de Gram: as Gram-positivas apresentam uma tonalidade
azul, enquanto as Gram-negativas adquirem uma coloracdo vermelha, refletindo as
diferencas em suas paredes celulares, conforme ilustrado na Figura 3 (Porto et al.,
2024; Moreira et al., 2020).
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Figura 3 — Bactérias em coloracao de Gram.

Gram-negativas Gram-positivas

Fonte: Adaptado de Latham (2021).

De maneira geral, um ponto crucial para a atividade antimicrobiana contra
bactérias, tanto gram-negativas quanto gram-positivas, € a capacidade de atravessar
a membrana externa desses microrganismos. Um exemplo de bactéria gram-positiva
€ a Staphylococcus aureus, que demonstra uma resisténcia significativa a maioria dos
antibioticos direcionados a penicilina. Por outro lado, um exemplo de bactéria gram-
negativa € a Escherichia coli, comumente encontrada no intestino de individuos
saudaveis; no entanto, algumas cepas podem ocasionar infeccbes no sistema
digestivo e urinario (Cussolim et al., 2021; Puvaca, De Llanos frutos, 2021).

Sendo assim, a avaliacdo e a busca por compostos antibacterianos presentes
em plantas e OEs s&o cruciais para 0 combate e a inibicdo da acéo tanto de bactérias
gram-negativas quanto gram-positivas. Os extratos vegetais e os OEs, de maneira
mais especifica, sdo capazes de atravessar a membrana celular causando a
desestabilizacdo de bactérias, provocam a lise celular e a perda de integridade da
membrana devido a saida de ions e a inibicdo da respiracéo celular. Além de outros
fatores relacionados as reacdes enzimaticas, resultando em apoptose ou necrose
celular. (Swamy et al., 2016; Matos et al., 2021; Alves et al., 2022; Di Fonzo, 2024).

Diversos estudos tém utilizado ensaios de atividade antibacteriana. Um
exemplo é o trabalho de Santos et al. (2020), que investigou o 6leo essencial das
folhas da Pimenta dioica contra as cepas bacterianas Escherichia coli (ATCC 25922),
gram-negativa, e Staphylococcus aureus (ATCC 25923), gram-positiva,
demonstrando acéo inibitéria com concentra¢des consideradas baixas. Este resultado
reforca a possibilidade de emprego dos constituintes dos OEs como agentes
antimicrobianos (SANTOS et al., 2020; MARTINS et al., 2021).



26

3.2.3.2 O 6leo essencial com acao antifungica

InfeccBes fungicas configuram um significativo problema de salude publica e
estima-se que 25% da populacdo tem infeccdes (Alves et al.,, 2022). O uso de
substancias com carater e acdo fungicida tem se tornado o foco de estudos e
pesquisas, hdo apenas no ambito farmacologico, mas também na busca por uma
producdo sustentavel de alimentos. Isso implica em sistemas de cultivo menos
dependentes de aplicacdes de agrotoxicos, contribuindo para a agricultura sustentavel
e para o controle de doencas fungicas que afetam as plantas (De Figueiredo et al,
2020; Kenfaoui et al., 2023). Nesse contexto, as atividades com os OEs se destacam
como potenciais aliados para combater as doencas causadas tanto em plantas como
em animais, incididas por microrganismos (Rodrigues, 2024).

Nesta perspectiva, a discussdo sobre o controle alternativo de fungos tem
crescido significativamente, especialmente por meio da aplicacdo de OEs. O uso de
OEs de espécies aromaticas vem ganhando cada vez mais espaco no controle de
fitopatégenos, contribuindo para a diminuicdo dos impactos ambientais associados
aos fungicidas sintéticos (Da Silva et al., 2024; Kenfaoui et al., 2023). A capacidade
antifangica dos OEs deve-se a capacidade de inibir o ciclo celular, afetando as
concentracfes de calcio e hidrogénio. O que leva a perda da permeabilidade da
membrana (Alves et al., 2022). Um exemplo notavel € o fungo Aspergillus niger,
causador do mofo preto, que pode afetar diversas partes das plantas, incluindo frutos,
caules, folhas, sementes e ramos. Esta espécie de fungo foi aplicada pelo estudo de
Nunes et al. (2021), no qual usaram Oleo essencial da planta Thymus vulgaris,
comprovando sua eficacia com concentragdes inibitérias miceliais muito baixas frente
a A. niger.

Outro estudo relevante foi realizado por De Figueiredo et al. (2020), que avaliou
a atividade fungicida do Oleo essencial da espécie Origanum vulgare contra
Colletotrichum gloeosporioides, um fungo considerado um dos mais relevantes
fitopatogénicos em regides tropicais e subtropicais, afetando a producéo e cultivos de
frutas (Tozze Junior et al., 2015). A incorporacéo do 6leo essencial da planta Ba-har
em nanoemulsdes demonstrou eficacia contra Aspergillus niger (ATCC 6275),
Colletotrichum gloeosporioides (ATCC 96723) e Penicillium chrysogenum (ATCC

10106), com resultados que evidenciaram concentracdes inibitorias minimas (CIM)
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baixas, atribuidas a capacidade das bioformulacdes em intensificar e estabilizar a
acao dos constituintes quimicos (Felizardo et al., 2021).

Ademais, o 6leo essencial de Dizygostemon riparius vem se destacando pelos
seus aspectos fungicidas. A acdo desse Oleo tem sido documentada em
concentracdes fungicidas minimas (CFM) em que o 6leo agiu contra Candida albicans,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e Staphylococcus epidermidis
(Monteiro et al. 2022). A espécie de fungo micelial C. gloeosporioides, que provoca
danos significativos nas éreas de cultivo também demostrou sensibilidade (Corréa et
al.,, 2023). O oOleo essencial apresenta caracteristicas que conferem atividade
antimicrobiana, conforme demonstrado no estudo de Dos Santos et al. (2023). Esses
achados indicam que formulacfes a base deste 6leo essencial podem apresentar
grande potencial como agentes fungicidas.

3.2.4 O 6leo essencial com acdo larvicida

Os OEs tém despertado o interesse do segmento industrial em virtude de suas
propriedades inseticidas. Assim, foi necessario organizar e estabelecer parametros
que garantam a aplicacdo segura desses compostos, evitando danos significativos a
saude humana. Nesse sentido, um critério fundamental para que os OEs possam ser
utilizados com fins larvicidas € que apresentem baixas concentracdes de letalidades
e possuam efeitos colaterais minimos. Parametros que asseguram a confiabilidade de
que os materiais de origem vegetal sejam benéficos em comparacao aos inseticidas
sintéticos disponiveis no mercado com a mesma finalidade (Yang et al., 2020; Da Cruz
et al., 2024; Komalamisra et al., 2005; Dias; Moraes, 2014).

Em razao disso, produtos de origem vegetal tém sido avaliados com o intuito
de identificar e isolar compostos biocidas, visando minimizar e substituir inseticidas
organofosforados e piretroides no controle de vetores responsaveis por diversas
doencas. Assim, os OEs sdo considerados alternativas viaveis, fundamentadas na
diversidade de bioatividade assegurada pelos varios componentes ativos em sua
composicao (Tavora et al., 2023).

Essas propriedades séo evidentes em diversos OEs ou extratos de plantas, que
séo classificados como tdxicos em relacdo a diferentes espécies de mosquitos. Um

exemplo relevante é o 6leo essencial da espécie D. riparius, conforme demonstrado
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no estudo de Martins (2022), que utilizou extrato das folhas de D. riparius na fase
larval do mosquito Aedes aegypti. Os resultados mostraram uma taxa de mortalidade
promissora nas larvas expostas, associando esse efeito ao uso do extrato de acetato
de etila, que extraiu compostos apolares em maior quantidade — compostos estes
responsaveis pela atividade biologica observada. Essa relagéo é justificavel, uma vez
gue a escolha do solvente pode influenciar a extracdo de determinados metabdlitos
secundérios, dependendo de suas quantidades (Da Cunha et al., 2024).

A atividade larvicida baseia-se na inibicdo do processo de desenvolvimento de
mosquitos, como A. aegypti, em sua fase juvenil (Figura 4). A acdo contra esses
mosquitos esta alinhada ao seu habitat, pois o controle na fase larval € mais
pragmético e eficaz. Além disso, essa abordagem ndo se fundamenta apenas na
reducdo de impactos ambientais, mas também na resisténcia dos mosquitos aos
inseticidas convencionais, o que deve ser valorizado para promover a sintese de
novas formulacbes a base de materiais vegetais (Martins et al., 2020; Junior et
al.,2024 Sibien et al., 2005).

Figura 4 — Larvas de Aedes aegypti.

Fonte: Autora (2024).

As bases de dados indicam que o Brasil esta entre os paises que mais
consomem produtos agricolas, especialmente agrotoxicos, com uma tendéncia
crescente as propriedades larvicidas, totalizando cerca de 700 mil toneladas de
produtos sintéticos utilizados anualmente. Essa realidade impulsiona a busca por
plantas, com énfase nos OEs, concentrando-se especialmente nos monoterpenos e
sesquiterpenos, com a intencédo de potencializar a avaliacao larvicida em relacéo ao
Aedes aegypti (Hari; Mathew, 2018; Da Silva Santos et al., 2022).
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E importante destacar que, de acordo com a Agéncia Reguladora de Alimentos
e Drogas dos Estados Unidos (FDA - Food Drug Agency) e a OMS, os OEs séo
classificados como produtos biodegradaveis e néo téxicos, fundamentados em fatores
como a toxicidade e a lenta evolucéo da resisténcia das cepas analisadas nos testes
(Oliveira et al., 2011). Dessa forma, as doencas causadas por insetos e
microrganismos costumam desencadear uma série de processos inflamatorios no
organismo humano e animal. Assim, a propriedade anti-inflamatéria dos OEs é

amplamente explorada, oferecendo um potencial terapéutico significativo.
3.2.5 O 6leo essencial com acao anti-inflamatéria

O processo inflamatério, que ocorre na maioria dos organismos, configura-se
como uma resposta bioldégica complexa a presenca de agentes nocivos, como
patégenos, irritantes ou células comprometidas e danificadas. Os processos
inflamatorios sdo classificados em agudos ou crénicos, ambos relacionados aos
eventos bioquimicos que compdem o sistema vascular local, o sistema imunoldgico e
as diversas células presentes em tecidos lesionados (Silva; Macedo, 2011; Zanfirescu
et al., 2020; Frazéo et al., 2023).

A inflamacéo aguda é a resposta inicial e se caracteriza pela ativacdo das
células do sistema imunoldgico inato, principalmente neutréfilos e mondcitos, que
migram do sangue para os tecidos danificados. Por outro lado, a inflamag&o crénica é
marcada por uma alteracdo progressiva no tipo de células presentes na area da
reacao inflamatoria, acompanhada de destruicédo e cicatrizacdo do tecido lesionado.
Dessa forma, os processos inflamatérios atuam como um mecanismo natural de
defesa do organismo, evidenciados pelo aumento do fluxo sanguineo, do metabolismo
celular, pela vasodilatacdo e pela liberacdo de mediadores soluveis, entre outros
(Ferrero-Miliani et al., 2007; Zanfirescu et al., 2020).

Um dos principais indicadores de processos inflamatérios € o fator de
transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), que é altamente suscetivel e ativo em regides
inflamatorias associadas a diversas patologias. Este fator pode estimular a transcrigcao
de mediadores pro-inflamatdérios como as citocinas e quimiocinas, a isoforma indutivel
da sintase do 6xido nitrico (iINOS) e da enzima cicloxigenase-2 (COX-2). E sua

ativacado desregulada contribui para varios disturbios inflamatorios, incluindo doencas
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autoimunes, como artrite reumatoide e esclerose multipla, desencadeando reacdes
inflamatorias inapropriadas. A interrupcdo da homeostase marca o inicio das
respostas inflamatérias (Elkotamy et al., 2024; Zanfirescu et al., 2020)

Diante desses processos, tanto voluntarios quanto involuntarios, existe uma
variedade de medicamentos disponiveis para o tratamento de doencas inflamatdrias.
Nesse contexto, as plantas sdo amplamente utilizadas para tratar diversas condicdes
inflamatdrias, oferecendo uma alternativa aos efeitos colaterais associados a muitos
desses farmacos, com a vantagem dos baixos custo e um melhor perfil de seguranca.
Os OEs, como ja mencionado, apresentam um amplo espectro de metabdlitos
secundarios, como taninos, saponinas, alcaloides, flavonoides, terpenos e
glicosideos, que possuem a capacidade de suprimir processos inflamatérios em
diversas patogéneses, contribuindo para a recuperagéo da homeostasia do organismo
(Premakumari; Kumarasway; Manoj, 2020; Zanfirescu et al., 2020; Dhiman et al.,
2022).

Nesse sentido, os OEs provenientes da familia Plantaginaceae destacam-se
pelo seu potencial anti-inflamatério. Um exemplo é a espécie Plantago major L.,
conhecida popularmente como tanchagem, que é frequentemente utilizada para inibir
a tosse bronquica relacionada a inflamacéo das vias respiratérias, além de apresentar
acao cicatrizante e combater inflamacdes da boca, garganta, gengivas e parotidites
(Nogueira et al., 2021). Assim, as plantas da familia Plantaginaceae, incluindo a

espécie D. riparius, revelam caracteristicas anti-inflamatorias significativas.

3.3 O Aedes aegypti, suas caracteristicas e controle

O Aedes aegypti € um mosquito da familia Culicidae, responsavel por transmitir
uma quantidade significativa de arboviroses, como dengue, febre amarela,
chikungunya e Zika. Dados mostram que este mosquito esta relacionado a um elevado
namero de infeccbes em todo o mundo, 0 que torna a situacao critica para a saude
publica. Esses indices sdo mais frequentes em paises tropicais e subtropicais, que
oferecem as condic¢des ideais para o desenvolvimento e a proliferacdo do mosquito
(Gomes et al., 2019; Silvério et al., 2020; Carvalho et al., 2023a).

Dessa forma, o Aedes aegypti demonstra uma significativa capacidade
adaptativa. Originario do continente africano, dispersou-se pelo mundo no século XVII,
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em grande parte devido a alteracdes provocadas pelo ser humano. Essa disperséo é
corroborada por registros de enfermidades em diversas regides, excetuando-se
apenas o continente antartico. No Brasil, os primeiros relatos de surtos de dengue
datam do século XIX, embora o registro oficial tenha sido descrito em 1980, em Boa
Vista, RO (Garcez et al., 2013).

Em 2024 o Brasil chegou a registrar mais de 5 milhdes de casos provaveis de
dengue no primeiro semestre, sendo 6.975 desses casos s6 nho maranhdo (Brasil,
[2025]). Segundo dados do Painel de Monitoramento de Arboviroses do Ministério da
Saude, o pais registrou, ao longo de todo o ano de 2024, aproximadamente 6,5
milhdes de casos provaveis de dengue e 5.972 mortes provocadas pela doenca. O
coeficiente de incidéncia da dengue, até o final do ano, era de 3.193,5 casos para
cada 100 mil habitantes, valores que superaram os obtidos no mesmo periodo do ano
anterior (Brasil, 2025).

Com o intuito de monitorar e controlar esses dados, foi instituido o Programa
Nacional de Controle da Dengue (PNCD) em 2002, que orienta suas acdes na
prevencéao e controle do Aedes aegypti. O programa implementa medidas larvicidas e
inseticidas, além de politicas educacionais, visando conscientizar a populacdo sobre
a importancia de evitar o acumulo de agua em recipientes, como forma de inibir o
crescimento populacional da espécie (Baptista; Campos, 2019).

Em funcdo dessas medidas, destacam-se acdes comunitarias através da
conscientizacdo e mobilizacado social. Essas praticas, embora simples, contribuem
significativamente para o controle do mosquito, incluindo a substituicdo ou remocao
diaria de qualquer recipiente que acumule agua parada, a fim de eliminar os ovos do
Aedes aegypti, aléem de acbes de limpeza e reciclagem em beneficio das cidades. Tais
medidas, juntamente com o controle quimico e mecanico do vetor, sdo fundamentais
para mitigar os impactos na saude humana (Dias et al., 2022; De Sousa et al., 2024).

Além disso, outras técnicas tém se mostrado eficientes no controle da fase
larval do Aedes aegypti, considerada alvo. Entre elas, destaca-se a introducéo de
predadores naturais, como peixes larvofagos das espécies Gambusia affinis e Poecilia
spp., 0 uso de bioinseticidas e inseticidas convencionais, como piretréides,
carbamatos e organofosforados (Voris et al., 2017).

Entretanto, é relevante considerar que o uso prolongado dessas alternativas de

controle pode levar a resisténcia adquirida, o que justifica a necessidade de
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desenvolvimento de novas formulacdes. Essas novas abordagens devem priorizar
caracteristicas como baixa toxicidade, baixo custo e alta seletividade e sensibilidade
em relacdo as diferentes fases do ciclo de vida do Aedes aegypti (Figura 5) (Welbert
et al., 2024; Carvalho et al., 2023a; Moura et al., 2021).

Figura 5 — Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti.
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Ovos

Larva

Fonte: Autora (2024).

3.3.1 Ciclos de vida do Aedes aegypti

3.3.1.1 A fase ovicida

A fase inicial do ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti corresponde a postura
dos ovos, realizada pela fémea da espécie, conforme ilustrado na Figura 6. As
caracteristicas morfologicas desses ovos estao relacionadas ao seu tamanho, que é
equivalente a aproximadamente 1 mm de comprimento, apresentando um contorno
alongado e fusiforme. A postura ocorre de forma individual, uma vez que as paredes
dos depdsitos agregam valor como criadouros, sendo que 0s ovos sdo depositados
proximos a laminas de agua para facilitar sua eclosao (Machado Filho et al., 2020).

Outra caracteristica distintiva refere-se a tonalidade dos ovos, que se modifica
drasticamente com o tempo. Inicialmente, apresentam-se brancos, mas apos 24
horas, tornam-se pretos. Apos 48 horas, o embrido atinge sua formacéo total,
garantindo a estabilidade necessaria para suportar as intempéries de diversos

periodos de dissecacao (Soares-Pinheiro et al., 2016).
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Figura 6 — Ovos do mosquito Aedes aegypti.

-

Legenda: A- Ovos no inicio da postura (Cor brancé); B- Ap6s as 24 horas
da postura dos ovos (Cor preta).
Fonte: Adaptado da Fio Cruz (2024).

Partindo desse principio, os dados fornecidos pela Fundacdo Nacional da
Saude (FUNASA) demonstram que os ovos do Aedes aegypti podem perdurar por
cerca de um ano a 450 dias até atingirem sua época de eclosdo. Com base nessas
informacdes, fica evidente a dificuldade em erradicar essa espécie. Diante dessas
caracteristicas, o transporte dos ovos para uma ampla diversidade de locais, incluindo
recipientes secos e reservatorios pequenos e grandes, torna-se permissivel,
configurando-se como o principal veiculo de dispersdo do mosquito A. aegypti
(Machado Filho et al., 2020; Silvério et al., 2020).

3.3.1.2 Afase larval

O segundo estagio de desenvolvimento do ciclo de vida do mosquito Aedes
aegypti compreende a fase larval, que se inicia com a eclosdo dos ovos, conforme
representado na Figura 7, e se estende até a transicéo para a fase de pupa. Durante
este periodo, as larvas alimentam-se principalmente de matéria organica, como
fungos, algas e protozoarios, de acordo com a disponibilidade no ambiente em que

estdo inseridas (Junior et al., 2024).
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Figura 7 — Larvas do mosquito Aedes aegypti.

Fonte: Fio Cruz (2024).

A fase larvicida é um periodo crucial do ciclo de vida do mosquito, durando
cerca de 5 dias e podendo se estender por algumas semanas em relagcdo ao seu 4°
estagio. Durante essa fase, as larvas sdo especialmente sensiveis a movimentos
bruscos, o que as leva a se refugiar no fundo dos recipientes para minimizar tais
impactos. Em termos morfologicos, as larvas apresentam séo compostas de cabeca,
térax e abdémen, com um sifédo curto, grosso e de colora¢do mais escura (Machado
Filho et al., 2020; Carvalho 2023b).

3.3.1.3 A fase de pupa

O terceiro estagio de vida do mosquito Aedes aegypti € conhecido como a fase
de pupa, conforme ilustrado na Figura 8. Esta fase representa a Ultima etapa do
desenvolvimento no ambiente aquéatico, caracterizando-se pela auséncia de habitos
alimentares e pelo armazenamento de energia proveniente dos processos anteriores.
Durante essa etapa, as pupas permanecem em repouso, movendo-se apenas quando
necessario, Como em resposta a perturbacdes externas. Entram em contato com o ar
através de chifres respiratorios emparelhados. A medida que se aproxima da transi¢&o
para a fase adulta, sua coloracao torna-se mais escura, o que facilita sua mudanca
para o ambiente aéreo, ocorrendo em condigbes adequadas de temperatura,
geralmente entre dois a trés dias (FUNASA, 2001; Chapman et al., 2021; Yamany; et
al., 2024).
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Figura 8 — Pupas do mosquito Aedes aegypti.
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Fonte: Santos (2024).

3.3.1.4 A fase de Adulticida

A fase adulta do mosquito é caracterizada pela transicdo do ambiente aquatico
(ou fase imatura) para a convivéncia no mesmo ambiente que os seres humanos, apos
a passagem pelos estagios de ovo, larva e pupa. Uma vez que 0 mosquito atinge a
fase adulta (Figura 9), € comum que permaneca em repouso por algumas horas, com

o intuito de fortalecer seu exoesqueleto (Reinhold et al., 2018).

Figura 9 — Mosquito Aedes aegypti em sua fase adulta.

Fonte: Getty Images (2024).

Em relacdo as fémeas de Aedes aegypti, elas sdo consideradas responsaveis
pela transmissao de arboviroses por serem hematéfagos, implicando em doencas
como dengue, zika virus e chikungunya. No entanto, nem todas as fémeas herdam o
virus de forma maternal; elas também adquirem a infec¢do durante o processo de

alimentacdo sanguinea. Esse comportamento ocorre exclusivamente durante as



36

manhas e no inicio das noites, com o objetivo de obter aminoacidos essenciais para
arealizacao de suas atividades vitais. Apos alcancarem um nivel de energia adequado
por meio desses amino&cidos, elas podem se infectar ao se alimentar de sangue de
um hospedeiro ja infectado (WORLD HEALTH ORGANIZATION et al., 2009).

3.4 Nanoemulsodes

As emulsdes sdo denominadas como sistemas que consistem em duas fases
imisciveis mantidas juntas com um surfactante e podem ser divididas em dois tipos:
0leo em agua (O/A), quando uma fase de Gleo é dispersa em uma fase continua de
agua, e agua em oleo (A/O), em que a agua se configura como dispersante na fase
continua de 6leo. As nanoemulsdes, um subtipo de emulsdes, sdo caracterizadas por
seu pequeno tamanho de particula em escala nanométrica. Elas podem existir nas
formas O/A e A/O, como pode ser observado na Figura 10, e sdo consideradas
estruturas bioativas. Quanto menor o tamanho da particula em uma nanoemulséo,
mais estavel e transparente ela é, e mais eficaz é a administracdo de medicamentos
ativos. Essas propriedades tornam as nanoemulsdes ideais para incorporar e
preservar as propriedades fisicas, quimicas e biol6gicas do material vegetal
(Yukuyama et al., 2015; Pires; Moura 2017; Mishra et al. 2023).

Figura 10 — Esquema da nanoemulsao (O/A) e (A/O).
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Fonte: Adaptado de Embrapa (2012).

A sintese de nanoemulsdes bioativas requer processos mecanicos especificos
para fornecer a energia necessaria. Equipamentos de alta rotacéo, alta pressao e

ultrassénicos sédo frequentemente usados para cisalhar as goticulas de oleo e
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alcancar o tamanho de particula desejado. Ha uma variedade de métodos para o
desenvolvimento de formula¢des, como os métodos de homogeneizacdo de alta
pressdo e ultrassom, que requerem mais energia e costumam ser utilizados na
industria alimenticia, sendo adequados para a producdo em larga escala. Em
contraste, a emulsificacdo de baixa energia utiliza critérios fisico-quimicos para criar
sistemas de particulas nanométricas, abordagem que consome menos energia,
embora possa ser limitada em capacidade de producéo (Yukuyama et al., 2015; Pires;
Moura 2017; Balasubramani et al., 2017).

As nanoemulsdes sdo caracterizadas pelo tamanho de suas particulas, que
podem ser transparentes e translicidas quando variam de 20 a 200 nm, ou opacas
quando excedem 500 nm. Particulas menores resultam em nanoemulsées mais
estaveis e transparentes, ideais para o transporte de medicamentos ativos e para
aprimorar as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas dos materiais vegetais aos
quais séo incorporadas (McClements, 2012; Mishra et al., 2023).

Essas nanoemulsdes sdo particularmente Uteis para incorporar OEs em
produtos alimenticios, superando os desafios hidrofébicos e reativos, solucionam a
baixa solubilidade dos OEs em &gua e traz mais estabilidade aos seus constituintes
guimicos, prolongando sua eficicia. Esse potencial tem atraido atencao significativa
em diversos setores, como quimico, medicinal, cosmético, agricola e alimenticio. Suas
propriedades Unicas permitem criar de diferentes tipos de produtos, como géis,
cremes e aerossois. (Preeti et al., 2023; Jamir et al., 2024).

As pesquisas atuais tém se concentrado na otimizacdo de formulacbes de
nanoemulsdo com o objetivo de melhorar os resultados terapéuticos, uma vez que,
dispondo de ingredientes aprovados, garantem a seguranca se tornando adequadas
para tratamentos (Jamir et al., 2024; Mustafa et al., 2024; Tanuku et al., 2024; Chavda
et al.,, 2024). A literatura vem mostrando um aumento de investigagdes sobre as
atividades farmacolégicas de nanoemulsdes produzidas com diversos Oleos
essenciais (Tabela 1), abordando uma potencializacdo de seus efeitos quando

utilizadas como bioformulacoes.
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Tabela 1 — Nanoemulsdes produzidas a partir de diferentes 6leos essenciais com
diversos tipos de acdo e propriedades biolégicas, além de apresentar o meio
dispersante/surfactante, o tamanho de particula e o efeito potencializado das

nanoemulsoées.

Género / Dispersante/ Tamanho/

Espécie do OE  Surfactante Potencializacéo Tipos de acdo Ref.

Antibacteriana,

Cymbopogon Agua / Tween 327_511nm /A Antinflamatoria, Agnish et al.,
pendulus 80/ Etanol / - . 2022.
Antidiabetico
Agua/ e Felizardo et
Ba-har Tween 20 Al+ Antifungica al.. 2021.
Aeollanthus < - Lopes
suaveolens Mart. Agua/ 126,73 nm/ + Lgrvmdg Martins et
Tween 80 Toxicologica
ex Spreng al., 2021.
Thymus vulgaris,
Foeniculum
vulgare, Citrus Agua / 56,8—-224,9 nm / Larvicida Lietal.,
medica, Tween 80 + 2023.
Camellia
sinensis
Agua / 21,86-115,15 N Rahman et
Lavanda Tween 80 am / + Antimicrobiana al.. 2024,
Aqua/ Antimicrobiana; Balasubrama
Vitex negundo Polissgrbato 80 200 nm/ + Antioxidante; ni et al.,
Larvicida 2017.
Syzygium Agua / . Lima et al.,
aromaticum Tween 20 Al+ Antifungica 2021.
Lantana camara Agua / 147,62 nm / + Larvicida, Sonter et al.,

Tween 20 pupicida 2024
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Agua /
. monooleato :
Hyptis sorbitan ou <200 nm/+ Larvicida Peniche et
suaveolens . . al., 2022
trioleate sorbitan
/Polissorbato 20
Agua / o
Myrtus‘ Tween 80 / 200 nm/ + Larvicida Firoozlyan et
communis al., 2022
Span 20
Eucalyptus Agua/ dOd?C!l Antibacteriana, Sham_"a;
Globulus sulfato de sédio 80-200 nm / + Antinflamatoria Kaur; Singh,
/ Tween 20 ’ 2021
Lippia Agua/ . Kotwiski, et
B . 167 - Antif
origanoides Polissorbato 80 67,5nm/ ntifungica al., 2024
Ocimum
bascilicum, Agua / 215-446,2 nm / Larvicida Mahran,
Cuminum Tween 80 + 2022
cyminum,
Syzygium
aromaticum;
Lawsonia Agua / 273,9-996,4 nm Larvicida Mahran,
inermis; Tween 80 / - 2022
Zingiber
officinalis

Legenda: (+) - Agdo potencializada na forma de nanoemulsées; (-) - A¢do ndo potencializada ou
indiferente na forma de nanoemulséo; (A) — Ausente; Ref. - Referéncias.
Fonte: Autora (2024).

Dado seu potencial para aumentar a eficacia de diversos produtos, as
nanoemulsdes permanecem sendo uma area promissora para exploracdo e
desenvolvimento, especialmente no controle de agentes patdgenos e vetores

transmissores de doencas por meio do uso de produtos de origem natural.
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4 METODOLOGIA
4.1 Coleta do Material Vegetal

Foram obtidas amostras das folhas de Dizygostemon riparius (Figura 11)
coletadas em fevereiro de 2024 no municipio de S&o Benedito do Rio Preto,
Maranhéao (Figura 12), Brasil, coordenadas 03° 20" 01" S, 43° 31' 42" W. Sendo a
identificacdo botéanica feita a partir da comparacdo com as exsicatas ja depositadas
no Herbério da Universidade Estadual de Campinas, com n°® 182792. A autoriza¢ao
para a coleta e estudo cientifico foi registrada no Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o cadigo
A0B272D. As amostras foram acondicionadas e transportadas até o Laboratorio de
Quimica de Produtos Naturais (LQPN) da Universidade Federal do Maranhdo —
UFMA. Posteriormente, foram trituradas e tiveram sua massa mensurada para
calculos de rendimento. A umidade inicial (u.a.) das amostras foi avaliada por
analisador de umidade (FARMACOPEIA, 2019).

Figura 11 — Folhas e flor da cor lilas de exemplares de Dizygostemon riparius.

| Dy - -

Fonte: Autora (2024).
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Figura 12 — Local de coleta das amostras de Dizygostemon riparius.

ESTADO DO MARANHAO

M s&o Benedito do Rio Preto (MA)
Demais municipios (MA)

Fonte: Autora (2024).

4.2 Extracdo dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais foram extraidos das folhas (300g) utilizando a técnica de
hidrodestilagcdo com um extrator de Clevenger modificado de vidro acoplado a um
baldo de fundo redondo acondicionado em manta elétrica como fonte geradora de
calor (Figura 13), utilizando-se 4gua destilada como solvente na proporcao de 1:10. A
hidrodestilacao foi conduzida a aproximadamente 100 °C por 2h30min recolhendo-se
0 Oleo essencial extraido, sendo centrifugado e secos por percolagdo com sulfato de
sédio anidro (Na2SO4). As amostras foram armazenadas em ampolas de vidro ambar

sob refrigeracé@o a 4 °C. Posteriormente sendo submetido as anélises.
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Figura 13 — Processo de extracdo de OE das folhas de D. riparius.

Fonte: Autora (2024).

4.3 Anadlises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas seguiram os padrfes da Farmacopeia Brasileira
(2019). Posteriormente sendo submetido as andlises de densidade, solubilidade em
etanol, indice de refracao, cor e aparéncia. A densidade do OE foi determinada com
0 emprego de um picndmetro de 1,0 mL previamente seco, tarado e aferido, sendo
adicionado a amostra de OE a 25 °C e entdo pesado. A andlise da solubilidade em
etanol 70% foi realizada partindo-se de um volume constante do 6leo essencial, sendo
adicionados volumes proporcionais da solucdo de alcool etanol (70% em volume) até
uma solubilizacdo completa. A leitura do indice de refracado foi realizada a 25 °C com
gotas do 6leo essencial sendo adicionados diretamente sobre o prisma de Flint do
refratbmetro Abbe. A coloragéo e aparéncia foram avaliadas utilizando a técnica visual
comparando-se a cor da amostra de Oleo essencial com as cores descritas na
literatura especializada e testes sensoriais no que se referi a transparéncia e limpidez.
O rendimento (%) dos 6leos essenciais extraidos da biomassa vegetal foi calculado
pelo método de BLU (base livre de umidade).
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4.4 Caracterizacdo quimica do 6leo essencial e nanoemulsao

O oleo essencial e nanoemulsdo foram caracterizados quimicamente por
Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM),
utilizando um equipamento analitico modelo QP 2010 Plus (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan) em conjunto com uma coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm)
compreendendo uma fase ligada DB-5 (espessura do filme, 0,25 um). sendo utilizada
a técnica de amostragem head-space para a hanoemulsao.

Utilizou-se hélio como gas de arraste, com vasdo de 1,0 mL min?. As
temperaturas do injetor e do detector foram ajustadas em 220 e 240 °C,
respectivamente. A amostra foi injetada em um volume de 0,5 L, diluida em hexano
(1%) e com uma razéo de particdo do volume de injecao (split) de 1:100. A rampa de
temperatura comecou em 60 °C, com um aumento a uma taxa de 3 °C min! para 240
°C, seguido por aumento de 10 °C min? até atingir 300 °C, com a temperatura final
mantida por 7 min. A pressao da coluna foi de aproximadamente 71,0 kPa.

O espectrometro de massa foi operado com um potencial de ionizacdo de 70
eV e uma temperatura da fonte de ions de 200 °C. A andlise de massa foi realizada
no modo de varredura completa, variando de 45 a 500 Da, taxa varredura de 1000 Da
s™! e intervalo de varredura de 0,5 fragmentos s™. Os dados foram obtidos e
processados usando o software Lab Solutions LC/GC Workstation 2.72 (Shimadzu,
Kyoto, Japan).

Os indices de retencdo dos compostos foram calculados em relacdo a uma
série homéloga de n-alcanos (nC9 — nC18), utilizando a equacéo de Van den equation
Dool e Kratz (VAN DEN DOOL & KRATZ, 1963). A identificagdo dos compostos foi
conduzida comparando os indices de retencdo calculados com aqueles
documentados na literatura (ADAMS et al., 2017). Além disso, foram feitas
comparacdes entre os espectros de massa obtidos e aqueles existentes nas
bibliotecas FFNSC 1.2, NIST107 e NIST21.

Uma analise quantitativa foi conduzida via cromatografia gasosa com um
detector de ionizacédo de chama (CG-DIC), utilizando equipamento modelo GC-2010
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). As condi¢cdes experimentais foram idénticas

as empregadas na analise qualitativa, exceto pela temperatura do detector que foi de
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300 °C. As porcentagens relativas de cada constituinte foram obtidas através do uso

do método de normalizacdo de area.

4.5 Preparo, estabilidade e caracterizagdo das nanoemulsdes

O preparo das nanoemulsdes foi realizado de acordo com as metodologias
adaptadas descritas por Lima et al. (2020), Costa et al. (2014), Sugumar et al. (2014)
e Rodrigues et al. (2014), através do método de baixa energia de inversao de fases.
As formulacdes de nanoemulséo foram preparadas com 6leo essencial, surfactante
nao ibnico e agua (v/v). Sendo as composi¢des obtidas por planejamento experimental
compreendo o 6leo essencial na faixa de 2,5% — 5%, surfactante (Tween 80, Tween
20) na faixa de 2% — 15% e &gua destilada (80% — 95,5%) (Tabela 4). A
homogeneizacgao final foi finalizada mantendo a formulacdo em agitacao constante a
6000 rpm, até atingir a reducao da temperatura para 25 °C + 2 °C.

Para comprovar a estabilidade, as formulaces foram submetidas a diferentes
testes de estresse durante 90 dias: centrifugacéo, ciclo de aguecimento-resfriamento
e estresse de congelamento-descongelamento de acordo com o método descrito por
Shafig et al (2007). A distribuicdo do tamanho da particula (Dh nm) e o indice de
polidispersao (PDI) da nanoemulsdo foram determinadas usando um instrumento de
espalhamento dindmico de luz (Zetasizer Nano ZS90). Este instrumento determina o
tamanho da particula a partir das flutuacdes de intensidade-tempo de feixe de laser
(632,8 nm) espalhado por uma amostra em um angulo de 90°. A amostra foi diluida
usando agua destilada (1:100) antes da realizacdo da medicdo para evitar os efeitos

de espalhamento multiplo. O pH também foi verificado utilizando um pHmetro.

4.6 Toxicidade frente a organismo Artemia salina

A toxicidade dos Oleos essenciais e nanoemulsdes foi avaliada através do
bioensaio de letalidade frente Artemia salina Leach conforme a metodologia adaptada
descrita por Meyer et al. (1982), inicialmente foi preparada uma solucéo salina estoque
(30 g L' NaCl) do ¢leo essencial e nanoemulsdo na concentracdo de 5.000 mg L,
sendo processadas por diluicdes seriadas obtendo-se no final concentracfes de 20,
40, 100, 400 e 800 mg L para o 6leo essencial, e 10, 25, 250 e 2500 mg L para a
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nanoemulsdo. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas, onde dez larvas na
fase nauplios foram transferidas para cada uma das concentracdes finais, realizando-
se 0s controles necessarios, para o branco utilizou-se 5 mL da solugdo salina (pH 8-
9), para o controle positivo K2Cr207 e para o controle negativo 5 mL de uma solugao
4 mg L de Tween 20.

Apés 24 horas de exposicdo, foi realizada a contagem das larvas vivas,
considerando-se mortas aquelas que ndo se movimentam durante a observacéo e
nem com a leve agitacdo do frasco. A Concentracdo Letal 50% (CLso) e andlise
estatistica para o 6leo essencial e nanoemulsédo foi calculada com base no método de
Reed&Muench (1938). Adotou-se o critério estabelecido por Dolabela (1997) para
classificacdo da toxicidade do 6leo essencial, sendo considerado produto altamente
toxico quando CLso < 80 mg L, moderadamente toxico para 80 - 250 mg Lt e com
baixa toxicidade ou atdxico quando CLso 2 250 mg L baseadas também em Meyer
(1982) e Vinatea (1994).

4.7 Padronizacdo do in6culo microbiano para testes de sensibilidade

Foram utilizadas cepas de bactérias: Escherichia coli (ATCC 25922)
e Staphylococcus  aureus (ATCC  25923), Pseudomonas  aeruginosa (ATCC
15442, Bacillus cereus (ATCC 11778) e Salmonella typhi (ATCC 700623) e
fungos: Aspergillus  niger (ATCC 6275), Colletotrichum  gloeosporioides (ATCC
96723), Penicillium chrysogenum (ATCC 10106), identificadas e confirmadas por
testes bioquimicos.

Culturas microbianas puras mantidas em Agar TSA foram picotadas para caldo
de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e incubadas a 35 °C até atingirem a fase de
crescimento exponencial (4 — 6h). Apés esse periodo, os cultivos tiveram sua
densidade celular ajustada em solugéo salina estéril 0,85%, de forma a obter turbidez
comparavel a da solucdo padrado de McFarland 0,5, que resulta em uma suspenséo
microbiana contendo aproximadamente 1,5 x 108 UFC mL* de acordo com as normas
do Clinical and Laboratory Standards Institute (2020).

4.8 Determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima
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Para a determinac&o da Concentracdo Inibitéria Minima, utilizou-se a técnica
de microdiluicdo em meio de cultura em placa de 96 pocos, em que se avaliou a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da amostra de Oleo essencial e da
nanoemulsdo, sendo a formulagéo diluida diretamente no meio de cultura, conforme
metodologia adaptada descrita por Dos Santos Filho et al. (2019). Primeiramente foi
preparada uma solucéo estoque do éleo essencial (2000 pg. mL1) utilizando-se etanol
70%, sendo preparadas diluicbes seriadas em caldo BHI (200 uL), que foi preparado
conforme as recomendacdes do fabricante para 0s ensaios, resultando em
concentracées que variaram de 0,488281 a 1000 ug mL™.

A nanoemulsao foi utilizada sem diluicdo prévia, sendo adicionada a aliquota
(200uL) no pogo inicial, realizando-se diluicbes seriadas com concentragcdes que
variaram de 0,024414 a 50 uyg mL*. A cada concentragdo foram adicionadas 10uL de
suspensdes microbianas contendo 1,5 x 108 UFC mL™? das cepas. As placas foram
incubadas estaticamente a 37 °C por 24 horas para detec¢céo das cepas microbianas.
Foram realizados controles de esterilidade e crescimento para o teste realizado. Apos
o periodo de incubacdo utilizou-se a resazurina 0,01%, aplicando-se 20 uL da solugao
em cada poco e foi verificada CIM. sendo definido como a menor concentracédo que
inibiu do 6leo essencial e das nanoemulsdes. Os ensaios foram realizados em

triplicata.

4.9 Atividade anti-inflamatdria in vitro por desnaturacéo proteica de albumina

A atividade anti-inflamatéria foi avaliada pelo método de desnaturacéo proteica
de albumina (Padmanabhan; Jangle, 2012). A mistura reacional (4 mL) consistiu em
1 mL de diferentes concentracdes (8 — 1000 pug mL) removidas da solucéo estoque,
solucéo esta preparada com 20 pL do oleo essencial diluidos em 10 mL de Tampé&o
salino fosfato (PBS; pH 6,4) e homogeneizada em banho ultrassonico. E adicionadas
a um tubo de ensaio 3 mL de uma solugao a 10% de albumina (ovo fresco de galinha)
e incubado a (37 £ 1) °C por 15 minutos. A desnaturacgéo foi induzida mantendo a
mistura de reacdo a 70 °C em um banho-maria de agua por 5 minutos. Apos o
resfriamento por 10 minutos, a absorbancia foi medida em 660 nm em
espectrofotdometro UV-Vis, utilizando agua destilada como branco e 3 mL de albumina
10% como controle. Assim, as concentracdes do 6leo essencial foram: 8; 16; 31; 63;
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125; 250; 500 e 1000 pg mL*. O procedimento se repetiu para a nanoemulsdo, com
isencdo da preparacéo de solucédo estoque, sendo as concentracdes 10; 20; 39; 78;
156; 313; 625; 1250 ug mL™L. A inibicdo da desnaturacdo proteica foi expressa em
percentual conforme a equacao 1, e obtendo-se os valores para a equacao linear
calculou-se a Concentragdo Eficiente 50% (CEso) capaz de inibir 50% da

desnaturacdo (equacdo 2) expressa em ug mL2.

% Inibicdo = (AC;—A“) x 100 (Equacdo 1)

c

Onde:
Ac = absorbancia de controle.
Aa = absorbancia da amostra.

CE5qy, = 10((50-b)/a) (Equaco 2)
Onde:
a = coeficiente angular.

b = coeficiente linear.
4.10 Coletade Aedes aegypti e atividade ovicida, larvicida e adulticida

Os ovos foram coletados em S&o Luis-MA, através de armadilhas denominadas
ovitrampas. Estas consistem em baldes marrons (500 mL), de polietileno, com 1 mL
de levedura de cerveja e 300 mL de agua corrente e inserida duas palhetas de Eucatex
para a ovoposicdo do mosquito. As armadilhas foram inspecionadas semanalmente
para a substituicdo das palhetas e recolhimento dos ovos e encaminhados para o
Laboratorio de Pesquisa e Aplicacdo de Oleos Essenciais (LOEPA) do Pavilhdo
Tecnologico da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). Os ovos foram
agrupados em 10 para realizagdo com ensaios de mortalidade frente ao 6leo essencial
e a formulacdo produzida em concentracées de 10 — 1000 mg L com avaliacéo de
exposicao a cada 24h.

Para os ensaios larvicidas, inicialmente, os ovos do Aedes aegypti foram
colocados para eclodir a temperatura ambiente em um aquario circular de vidro

contendo agua mineral. A identificacdo da espécie seguiu a metodologia proposta por
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Forattini (1962). As larvas obtidas foram alimentadas com racéo de gato conforme a
metodologia de Silva (1995) até atingirem o terceiro e quarto estadio, idade em que
foram feitos os experimentos.

Os ensaios para atividade larvicida foram realizados de acordo com a
metodologia adaptada proposta por Silva (2006). Inicialmente, foi preparada uma
solucéo estoque de 1000 mg L do 6leo essencial sendo diluida em solugéo de DMSO
2%. Os testes para o0 0leo essencial foram realizados nas concentra¢des de 50, 250
e 500 mg L1. E com ampla gama de concentracdes (2,5; 7,5; 12,50; 17,50; 20; 22,50
e 25 mg L) para a amostra de nanoemulséo (isenta de diluicdo prévia em DMSO),
com base nos resultados. A cada concentracdo foram adicionadas 10 larvas na
propor¢cdo 1 mL por larva. Todos os testes foram realizados em triplicatas e como
controles negativos foram utilizadas solucbes de DMSO e de Tween 20, e controle
positivo uma solucédo de temefds a 100 ppm, equivalente a concentracdo utilizada pela
Fundacao Nacional de Saude (FUNASA) para o controle larvicida do vetor. Apés 24h
foi realizada a contagem de vivas e mortas, sendo consideradas mortas, as larvas que
ndo reagem ao toque apOs 24 horas do inicio do experimento. As larvas foram
identificadas através de microscopio Optico de acordo com as instrucbes e
caracteristicas especificas descritas no manual de treinamento (Almeida et al., 2018).

Para os ensaios adulticidas, grupos de dez mosquitos no estagio adulto e
mantidos em gaiolas entomoldgicas, foram expostos a diferentes concentracfes de
10 — 1000 mg L* com avaliacdo de exposicdo a cada 24h pelas formulacdes
produzidas em estado de spray inseticida. Para quantificacdo da eficiéncia dos 6leos
essenciais e nanoemulsfes nos testes acima foi aplicado o teste estatistico de Probit
(Finney, 1952) e classificacdo da acao por Komalamisra et al. (2005) e Dias; Moraes
(2014).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial

A Tabela 2 fornece uma visdo ampla dos parametros fisico-quimicos que foram
abordados para a amostra de 6leo essencial (OE) de D. riparius.

Tabela 2 — Parametros fisico-quimicos do éleo essencial

Parametros fisico-quimicos D. riparius
Densidade (g mL™?) 0,9377
indice de refracdo (nD 25°) 1,464
Solubilidade em etanol a 70% (v/v) 1:5
Cor Amarelo
Aparéncia Limpido
Odor Caracteristico e forte
Rendimento (%) 1,54

Fonte: Autora (2024).

O dleo essencial extraido das folhas de D. riparius apresentou um rendimento
médio de 1,54%, uma densidade de 0,9377 g mL* e uma coloragdo limpida, que se
adequa a cor de outros 6leos essenciais, e um odor forte e marcante. Brand&o (2018)
encontrou parametros semelhantes para amostras de 6leo essencial de D. riparius
também com flores do tipo lilas (rendimento médio de 1,3 — 1,54% e densidade 0,9377
g mL?), além de um indice de refragdo de 1,467 nD 25 °C com valor aproximado ao
deste estudo, sendo possivel inferir a ndo alteracdo de algumas das caracteristicas
intrinsecas do 6leo essencial.

De forma distinta, Hammami et al. (2020) apontam que as partes aéreas secas
de Plantago afra (pertencente a familia Plantaginaceae) produziu um 6leo essencial
com rendimento de 0,025%. Embora sejam da mesma familia, a grande variagédo
genética de cada espécie que regulam a secrecdo e biodisponibilidade do o6leo
essencial € um dos fatores abordados por Mugao (2024), que afetam diretamente o

rendimento dos 6leos essenciais.
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A andlise do 6leo essencial em relacdo a solubilidade em etanol 70% mostra
gue o OE foi soluvel na proporcao de 1:5, sendo necessario 5 volumes de alcool etanol
para produzir uma solugdo limpida/clara, vale ressaltar que quando adicionou-se 4
volumes do alcool etanol foi observada a presenca de uma turvacdo. A literatura
aponta que os diversos processos biolégicos podem estar diretamente ligados a
solubilidade das substancias organicas (Martins; Lopes; Andrade, 2013; Chen et al.,
2014).

As caracteristicas dos 6leos sao fatores fundamentais para a sua utilizacao,
especialmente nas industrias farmacéuticas e de cosméticos, uma vez que nao
apenas garantem seus beneficios terapéuticos, como também protegem o0s
consumidores de possiveis efeitos colaterais (Ordoudi et al., 2022; Sindle et al., 2021).
Todavia, € preciso que sejam feitas analises mais aprofundadas para confirmar essas
afirmacées. E importante salientar que, na literatura, ha poucos estudos sobre as

propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial de D. riparius.
5.2 Constituintes quimicos do 6leo essencial e nanoemulsao

A analise CG-EM-DIC identificou e quantificou os constituintes quimicos
presente no OE de D. riparius e em sua nanoemulsdo. Foram identificados 33
compostos no OE, enquanto apenas 24 compostos se mantiveram presentes em sua

formulacédo (Tabela 3).

Tabela 3 — Constituintes quimicos identificados por CG-EM-DIC no 6leo essencial de
D. riparius e sua nanoemulséo.

n  Constituintes quimicos IR IR ¢ OE (%) 2 NOE (%) @
1 (E)-Hex-2-enal 841 840 0,41 -

2 (2)-Hex-3-enol 843 842 0,36 -

3 Santolina trieno 902 901 1,55 -

4 a-tujeno 920 919 0,35 0,41

5 a-pineno 927 926 0,67 0,73

6 a-fencheno 938 939 0,48 0,54

7 B-pineno 968 969 0,31 0,37

8 p-cimeno 1016 1017 0,80 0,86
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9
10
11
12
13
14
15

16

17
18
19

20

21

22

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

Limoneno
(2)-B-Ocimeno
y-Terpineno
Linalol
endo-Fenchol
a-Terpineol
neoiso-Isopulegol
acetato de endo-
Fenchil
Nerol
p-Cimen-8-ol
Carvacrol
acetato de neoiso-
isopulegila
Metil-eugenol
acetato de neoiso-
dihidrocarveol
acetato de trans-mirtanol
(E)- Cariofileno
trans-Nerone
(E)-nerolidol
a-Humuleno
Epodxido de italiceno
Viridiflorol
Epoxido de humuleno I
Espatulenol
Oxido de cariofileno
Pogostol

1022
1030
1051
1091
1108
1166
1173

1176

1181
1188
1292

1307

1349

1353

1394
1417
1442
1443
1450
1549
1565
1572
1574
1583
1621

1021
1029
1050
1093
1110
1168
1175

1178

1183
1186
1290

1305

1347

1351

1392
1419
1444
1445
1452
1551
1566
1573
1575
1584
1622

1,09
0,44
0,34
0,37
34,88
0,48
0,68

42,66

0,48
0,38
0,38

0,48

0,32

0,98

0,14
3,22
1,38
0,31
0,88
0,48
0,36
0,41
0,88
2,58
0,47

1,15

0,50

0,40

0,43
37,09
0,54

0,74

44,14

0,54
0,44
0,44

0,38

3,34
1,44

0,94

0,47
0,94
2,64
0,53

Legenda: 2Porcentagens obtidas por normalizacdo de area de pico FID; indices de retencdo Kovats

lineares (coluna DB-5) experimental; ¢indices de retencéo Kovats lineares tedrico.

Fonte: Autora (2024).

Quantidades significativas de monoterpenos oxigenados foram identificadas

como compostos majoritarios para o OE e NOE, o acetato de endo-fenchil (42,66% e
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44,14%, respectivamente) e endo-fenchol (34,88% e 37,09%, respectivamente),
seguidos do Sesquiterpeno (E)-Cariofileno (3,22% e 3,34%, respectivamente) e do
Sesquiterpeno oxigenado, 6xido de Cariofileno (2,58% e 2,64%, respectivamente),
sendo as suas estruturas representadas na Figura 14. E possivel notar uma variag&o
no teor de todos 0s constituintes que se mantiveram presentes na nanoemulséo, que
embora alguns estejam em minoria, sdo considerados de grande importancia para as

atividades abordadas.

Figura 14 — Estruturas dos componentes majoritarios no OE e NOE de D. riparius.

he

') OH

acetato de endo-fenchil endo-fenchol

EN

Oxido de cariofileno (E)-cariofileno

Fonte: Autora (2024).

Outros estudos avaliaram a composi¢cdo do OE de D. riparius. Resultados
parecidos foram observados por Galvao et al., (2023) que avaliaram as analises
cromatograficas realizadas em CG/EM dos 0leos essenciais das folhas de D. riparius,
em um estudo circadiano e sazonal, onde foi possivel detectar os constituintes
primarios: acetato de endo-fenchil (30,5 — 42,1%) e endo-fenchol (31,6 — 37,4%), (E)-
cariofileno (2,8 — 7,6%), a-fencheno (3,3 — 6,5%), p-cimeno (0,7 — 4,5%) e 6xido de
cariofileno (1,4 — 2,7%). Brand&o et al. (2020) também identificaram a presenca de o
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acetato de fenchil (42,8% — 48,0%) e endo-fenchol (33,3% — 35,0%) como majoritarios
nas amostras de 0leo coletada no interior do Maranh&o.

Brandao et al. (2020) descrevem a falta de dados cientificos sobre essa espécie
recém catalogada e a particularidade de ndo se encontrar trabalhos na literatura que
relatem a presenca de acetato de endo-fenchil e endo-fenchol nas matrizes de dleo
essencial de outros géneros da mesma familia. No entanto, o acetato de endo-fenchil
é descrito como um dos compostos predominantes presente em outras plantas como
as do género Strobilanthes (Upadhyay et al., 2023; Murali Sharma et al., 2023).

Em seu estudo, Murali Sharma et al. (2023) abordam sobre os 6leos essenciais
ricos em acetato de endo-fenchil terem acdes biolégicas, como a antimicrobiana, os
efeitos alelopaticos que inibem o crescimento, a anti-inflamatéria e até mesmo o
potencial larvicida. Sugerindo esse composto como um fator influenciador dessas
interacbes. O que torna este trabalho ainda mais relevante, uma vez que o Oleo
essencial de D. riparius e sua nanoemulsdo contém o acetato de endo-fenchil
presente, majoritariamente, em suas composigdes.

O dleo essencial e a nanoemulsdo de D. riparius abordados nesse estudo
apresentaram um perfil terpénico e complexo. Estudos demonstram que os 6leos
essenciais com esse perfil complexo podem ndo somente combater eficazmente
patdgenos relacionados a dieta alimentar como também ter os seus compostos ativos
modificados e assim aumentado por outros, tanto principais quanto os disponiveis em
concentra¢gfes mais baixas, atuando aditivamente ou até mesmo de forma sinérgica,
impactando nos diversos potenciais de acdo e bioativos (Lopes Martins et al., 2021;
Hamidian et al., 2024).

5.3 Estabilidade termodinamica

A andlise da estabilidade termodinamica das formulag¢des constituidas com OE
de D. riparius, foi realizada através da centrifugacéo, do ciclo de aguecimento e
resfriamento e do ciclo de congelamento e descongelamento. As formulagbes

encontram-se dispostas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Diferentes composi¢cdes % (v/v) de 6leo essencial, surfactantes e agua,
presentes nas formulacoes.

Identificacao OE? Tween 802  Tween 202 H20 2
NOE 1 2,5 - 2 95,5
NOE 2 2,5 0,2 1,8 95,5
NOE 3 2,5 0,4 1,6 95,5
NOE 4 2,5 0,6 1.4 95,5
NOE 5 2,5 0,8 1,2 95,5
NOE 6 2,5 1 1 95,5
NOE 7 2,5 1,2 0,8 95,5
NOE 8 2,5 1,4 0,6 95,5
NOE 9 2,5 1,6 0,4 95,5
NOE 10 2,5 1,8 0,2 95,5
NOE 11 2,5 2 - 95,5
NOE 12 5 - 5 90
NOE 13 5 - 10 85
NOE 14 5 - 15 80

Legenda: ?Porcentagens (%) fixas.
Fonte: Autora (2024).

A formulag&o composta por 10% de surfactante Tween 20, 6leo essencial (5%)
e 85% de agua, descrita na tabela 4 e ilustrada na Figura 15, foi a que apresentou um
aspecto homogéneo em termos macroscopicos, e apresentou o melhor desempenho
em andlises iniciais. As outras formulacdes apresentaram instabilidade com relagéo a
separacdo de fases, em também em curtos espacdes de tempo (20 dias) e néo
apresentaram resultados satisfatorios, ndo sendo utilizadas em ensaios posteriores.
O comportamento termodinamico das emulsdes pode estar relacionado ao tipo de
surfactante utilizado, e a termoestabilidade é o que distingue as nanoemulsdes ou
microemulsdes das emulsdes que possuem estabilidade cinética (Gharibzahedi;
Mohammadnabi, 2016; Garcia Vior et al., 2011).
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Figura 15 — Formulacédo de nanoemulsédo com 5% de OE; 10% de Tween 20 e 85%

agua.

[
{
\

Fonte: Autora (2024).
5.4 Caracterizagcao das nanoemulsdes

A Tabela 5 fornece uma visdo dos valores de tamanho médio de particula,
potencial zeta (0), indice de polidisperséo (PDI) e pH da nanoemulsdo que passou nos
testes de estabilidade termodinamica, parametros esses que servem para avaliacao
da instabilidade das nanoemulsdes (Oliveira et al., 2017).

A caracterizacdo da nanoemulséo revelou um tamanho de particula de 94,12
nm, o que sugere uma formulacéo caracterizada como nanoemulsdo devido ao seu
tamanho < 500 nm, o que reflete em sua aparéncia translicida. E sabido que o
tamanho de particula tem um impacto direto na consisténcia, aparéncia,
biodisponibilidade e na textura do produto (MOHAMMED et al., 2020; MISHRA et al.,
2023).

Tabela 5 — Caracterizacdo da nanoemulsao com 6leo essencial de D. riparius

NOE

Tamanho de particula (hnm) 94,12

Potencial ¢ (mV) -17,14
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NOE
indice de Polidisperséo 0,29
pH 4,35

Fonte: Propria autora (2024).

A nanoemulsdo (NOE) apresentou um PDI relativamente baixo (<0,3) indicando
uma solucao com baixa polidispersividade, demonstrando uma distribui¢éo estreita do
tamanho das particulas, inferindo uma maior estabilidade fisica, uma vez que de
acordo com Gibis et al. (2013), um PDI >0,5 indica uma distribuicdo de particula
grande. Ao analisar o potencial hidrogenidnico (pH), a nanoemulsdo apresentou um
pH acido (4,35), o que afeta o potencial { da nanoemuls&o. O pH da formulacdo pode
estar sendo influenciado pelos excipientes (Ferreira et al., 2016).

O pH acido ligado a um potencial ¢ negativo, sugere que a nanoemulsdo
permaneceu estavel e resistiu a agregacao, fator esse crucial para a sua eficacia como
sistemas de liberag&o. Um valor absoluto mais alto do potencial ¢ (+t30 mV) geralmente
se correlaciona com uma maior estabilidade, pois ajuda a evitar a agregacao das
particulas impedindo a coalescéncia, e o valor encontrado nesse estudo de -17 mV é
caracteristico de nanoemuls@es do tipo 6leo em agua (Junior et al., 2013; Mohammed
et al., 2020; Mustafa et al., 2024). Os parametros de caracterizacdo analisados, sao
de extrema importancia para o comportamento da nanoemulsdo em analises
bioldgicas, principalmente nas In vivo (Yazgan 2020, Mishra et al., 2023). A

nanoemulsao foi usada para as demais atividades.

5.5 Toxicidade

Os resultados para a toxicidade frente A. salina encontram-se expressos na
Figura 16 e Tabela 6. Em relagéo a avaliagdo da mortalidade de nauplios, o percentual
nas maiores concentracées do 6leo essencial (800 mg L) foi equivalente a 78% e
87% para a nanoemulsdo (2500 mg L), em 24 horas de exposicdo. Os valores
mostram um efeito dependente da dose, evidenciado por um aumento exponencial na
taxa de mortalidade (Figura 16), o que reforca essa relacdo e influencia diretamente
na concentracao letal 50% das amostras de estudo.
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Figura 16 — Gréfico do log da concentracao versus mortalidade da A. salina frente

ao (A) oleo essencial e (B) nanoemulsao de D. riparius.
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Fonte: Autora (2024).

Tabela 6 — Toxicidade frente a A. salina com CLso para a¢do de D. riparius.

Conc. (mg L?) % Mortalidade CLsomg L

m 800 78

=)

3 400 50

= 420,2

= 100 30

L

O 40 20
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Conc. (mg L?) % Mortalidade CLsomg L
20 20
° 2500 87
zg 7
5 = 250 73
E 3 24,9
o T 25 63
g O
Z 10 30
Controle positivo 2 Todos os nauplios inativos
Controle negativo ° Todos os nauplios ativos

Legenda: 2Dicromato de potassio, PTween20 e solugéo salina.
Fonte: Autora (2024).

E perceptivel que o OE apresentou uma concentracéo letal 50% superior,
sendo considerado atéxico por apresentar CLso > 250 mg L e a nanoemulséo exibiu
um valor muito inferior, apresentando alta toxicidade no bioensaio ocasionando
letalidade em A. salina, o que pode refletir nas atividades biolégicas a que for
submetida.

Devido a presenca majoritaria de compostos oxigenados, a analise de
toxicidade do OE e NOE de D. riparius € um grande apoio para as diversas atividades
bioldgicas, servindo de parametro para estudos toxicoldégicos mais profundos que
venham indicar o grau de toxicidade a nivel celular (citotoxico, mutagénico e
genotdxico) (Mallmann et al., 2021).

Os estudos na literatura referente a toxicidade pelo bioensaio de A. salina, que
fazem uso do 6leo essencial e nanoemulsdo de D. riparius, ainda se encontram
escassos e pouco divulgados. No entanto, resultados relacionados a toxicidade
obtidos por Godinho (2024) demonstraram ndo haver toxicidade para os extratos
aquoso das folhas de D. riparius do morfotipo branco e baixa toxicidade (337,6 ug mL"
1) para o acetato de etila. J& Martins (2022) relatou alta toxicidade em seus extratos
de acetato de etila e metandlico para as folhas de D. riparius do morfotipo lilas, com
ClLso< 100 mg L * e em relacédo ao extrato aquoso sua CLso > 2000 mg L 1, sendo
considerado atoxico. Em estudos de plantas da mesma familia (Plantaginaceae),

Rahamouz haghighi et al. (2022) comprovaram baixa toxicidade para os Oleos
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essenciais de Plantago lanceolata (CLso = 2242,57 ug mL™Y e Plantago major (CLso =
1783,7 ug mL?) frente a A. salina.

O estudo das plantas toxicas vem ganhando importancia, pois ndo apenas
esclarece diversos aspectos dos casos de intoxicagdo, como também oferece
compostos em potencial para o desenvolvimento de medicamentos. Apesar de serem
benéficas, algumas plantas e seus derivados podem apresentar propriedades toxicas,
dependendo do seu estagio de desenvolvimento e concentracdo, interligada a
presenca e consequente variagdo dos seus metabolitos, sendo necessério avaliagdes
de toxicidade (Cruz et al., 2020; Ebadollahi-Natanz; Arab-Rahmatipour, 2023).

5.6 Atividade antimicrobiana

A agdo antimicrobiana do OE de D. riparius e NOE foram analisadas ao todo
em 8 patégenos sendo determinado seus valores de Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) (Tabela 7).

Tabela 7 — Concentracao Inibitéria Minima do 6leo essencial e nanoemulséo de D.

riparius.

Patogenos OE NOE
Fungos

Aspergillus niger 31,25 ug mL? NI
Colletotrichum gloeosporioids 15,62 ug mL+ 3,12 ug mL1
Penicillium chrysogenum 15,62 pg mL NI
Bactérias

Escherichia coli 62,50 ug mL? 1,56 ug mL+t
Staphylococcus aureus 15,62 ug mL+ NI
Pseudomonas aeruginosa 500,0 pg mL? 6,25 ug mL1
Bacillus cereus 31,25 pg mL? 6,25 ug mL1
Salmonella typhi 7,812 pg mL? NI

Legenda: NI — ndo teve inibigédo perceptivel.
Fonte: Autora (2024).
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O d6leo essencial e a nanoemulsdo exibiram efeitos inibitorios. Dessa forma,
todos os resultados apresentados foram considerados de alto potencial devido aos
baixos valores de CIM em comparagdo com a literatura de padronizacdo de
Aligiannis et al. (2001) que determinaram inibicado forte com valores abaixo de 500 ug
mL! e inibicdo moderada com CIM’s entre 600 e 1000 ug mL*. O 6leo essencial
de D. riparius apresentou atividade frente a todas as cepas testadas tanto para as
gram-negativas quanto as gram-positivas, destacando-se o melhor efeito de inibicdo
frente a cepa bacteriana S. typhi (7,812 yg mL?), seguido por S. aureus (15,62 ug mL-
1) e aos fungos: C. Gloesporioides (15,62 ug mL?) e P. chrysogenum (15,62 ug mL™%).

A nanoemulsdo diminuiu consideravelmente as concentracbes de acao
inibitéria minima, porém néo teve efeito sobre S. aureus, S. typhi, P. chrysogenum, e
A. niger, ndo sendo perceptivel acdo de inibicdo. A E. coli apresentou sensibilidade
excessiva, uma vez que uma concentracdo menor de nanoemulsédo foi necessaria
com CIM de 1,56 uyg mL* em comparacdo com o 6leo essencial (CIM de 62,50 ug mL-
1). Uma outra bactéria gram-negativa, a P. aeruginosa, também exibiu forte
sensibilidade ao uso da nanoemulsédo (CIM de 6,25 yg mL') enquanto para o 6leo
essencial s6 se observou acdo inibitéria com concentragdo CIM de 500 ug mL™.
Todavia, em relacdo as cepas fungicas, so foi perceptivel efeito inibitério contra C.
Gloesporioides com CIM de 3,12 uyg mL*. Martins et al. (2021) discutem a dificuldade
de se prever 0 quao suscetivel um microrganismo € e qual o motivo de variacdes de
suscetibilidade entre as cepas, devido a variedade de alvos que os constituintes
guimicos apresentam.

Os resultados estdo de acordo com o estudo de Balasubramani et al. (2017)
gue relataram que o crescimento bacteriano de E. coli foi inibido por uma nanoemulséo
de Vitex negundo L. com valores CIM de 0,68 ug mL, enquanto o 6leo essencial
apresentou valor CIM de 3,28 ug mL? para o patégeno. A acédo antimicrobiana de
D. riparius, embora ainda pouco explorada, ja vém sendo analisada através dos seus
extratos e Oleo essencial. Em comparagéo, Dias et al. (2018) obtiveram valores
diferentes com uma CIM de 1,34 mg mL* do éleo essencial de D. riparius tanto para
E. coli quanto para S. aureus. Em estudos direcionados por Corréa et al. (2023) o OE
de D. ripariusinibiram o desenvolvimento do fungo C. gloeosporioides in

vitro (concentragdo de 4ul mL1), e em variaces dos frutos de manga.
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No entanto, os extratos de acetato de etila, metandlico e aquoso de D. riparius
avaliados por Martins (2022) apresentaram valores de CIM de 12,50 mg mL™* para E.
coli e P. aeruginosa e CIM que variaram de 1,56 a 12,50 mg mL™* para S. aureus. No
estudo realizado por Huong et al. (2021), o 6leo essencial dos rizomas de Elettariopsis
triloba (Zingiberaceae) que contém 23% de Canfeno e 12,7% de acetato de fenchil
também demonstrou atividade antimicrobiana frente as bactérias gram-positivas de S.
aureus e B. cereus com valores de CIM de 256 pug mL? e 32,0 ug mL7,
respectivamente, e ndo exibiu CIM em relagdo as gram-negativas: E. coli e P.
aeruginosa.

Segundo Balasubramani et al. (2017), os compostos lipofilicos dos 6leos
essenciais podem promover danos a membrana celular, o que afeta fortemente a
homeostase do pH e o equilibrio dos ions inorganicos. Lima et al., (2017) demonstram
gue o carvacrol, gue esta presente na matriz do 6leo essencial e nanoemulsao deste
estudo, pode exercer um efeito potencializador da atividade antimicrobiana, sugerindo
que essa ac¢ao bioldgica se deve as deformacdes da membrana celular causadas por
este composto. Relatando também que a atividade antimicrobiana pode ser favorecida
devido a existéncia de nucleos aromaticos com grupos polares que podem
estabelecer ligacdes de hidrogénio com enzimas microbianas.

De acordo com a literatura, os 6leos essenciais e as nanoemulsfes tém uma
acdo antimicrobiana ndo especifica, ao contrario dos antibiéticos que tém uma
atividade antibacteriana particular, porém as nanoemulsdes permitem uma ac¢ao de
grande alcance, ao mesmo tempo em que reduz o risco de resisténcias, sendo
adequadas para tratamentos tépicos e descontaminacéo de superficies (Mustafa et
al., 2024).

5.7 Capacidade anti-inflamatoria

A Tabela 8 informa os resultados referente a capacidade anti-inflamatoéria do
OE e nanoemulséo (O/A) estavel obtidos em Concentracao Eficiente 50% de inibicéo
da desnaturacdo proteica de albumina com avaliacdo espectrofotométrica. Sendo
também corroborado pelo aumento da turbidez que as solucbes analisadas

apresentaram.
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Tabela 8 — Capacidade anti-inflamatdria do 6leo essencial e nanoemulséo.

o CEso Parametros da 5
D. riparius 4 ~ R
Mg mL equacgao
a= 17,995
OE 36,59 + 0,05 0,9970
b= 21,868
a=9,3572
NOE 42,84 + 0,09 0,9902
b= 34,73

Fonte: Autora (2024).

A partir da tabela 6, notou-se que o 6leo essencial (36,59 + 0,05 yg mL?) e a
nanoemulsédo (42,84 + 0,09 ug mL*) mostraram capacidade de inibir a desnaturacédo
da proteina, sendo avaliados como tendo um potencial anti-inflamatério bastante ativo,
de acordo com Jonville et al. (2011), que classificaram o potencial de atividade anti-
inflamatéria ativo ao ter uma CEso < 130 ug mLt. Apesar de a CEso do OE ter se
destacado em relag@o a nanoemulséo de D. riparius, a bioformulacéo ainda apresenta
concentracdo proxima e se destaca pelo diferencial na biodisponibilidade terapéutica
de aplicacdo, além de consumir menos ingredientes ativos, mantendo-se como um
sistema de entrega promissor.

Os componentes bioativos presentes no 6leo essencial e nas nanoemulsdes
podem ter uma ligacdo direta com a atividade anti-inflamatéria, protegendo os
diferentes mecanismos de desnaturacdo que podem envolver alteracdes na ligacéo
eletrostatica, de hidrogénio, dissulfeto ou hidrofébica (Agnish et al., 2022; Belkhodja
et al., 2022). Infere-se que o potencial anti-inflamatério do 6leo essencial e da
nanoemulsdo de D. riparius pode ser atribuido a presenca de compostos como o
acetato de fenchil e (E)-cariofileno, encontrados também em outras plantas e
relatados anteriormente como possuidores de atividade anti-inflamatéria
(Chandrakanthan et al., 2020; Lorenconi et al., 2020; Umaru et al., 2020).

Ainda sdo poucos os estudos sobre a atividade anti-inflamatoria do 6leo
essencial de D. riparius e nanoemulsao, que utilizam o método de desnaturacdo de
proteina. Assim, os resultados foram comparados a pesquisas que mostraram o
acetato de fenchil como majoritario. Upadhyay et al. (2023) em seus estudos

comprovaram a agao anti-inflamatoria do 6leo essencial de Strobilanthes angustifrons
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(ICs0 9,6 + 0,57 yL mL') e Strobilanthes glutinosa (ICso 22,08 + 0,43 pyL mL?),
constituidos de acetato de fenchil (72% e 41,7%, respectivamente) utilizando também
o0 método de desnaturacéo.

A atividade anti-inflamatéria por desnaturacdo de albumina também pode ser
observada em formulac¢des. Segundo Najda et al. (2022), a nanoemulséo de extrato
de Woodfordia fruticosa exibiu acao inibitéria da desnaturacdo de proteina com
variacées de 55,36% - 83,58% para concentracdes de 20 — 100 yg mL*. Nesse
mesmo sentindo, Bogéa et al. (2024) encontraram resultados préximos com uma
CEso/ICso de 31,59 ug mL! para microemulséo de Attalea speciosa.

Dessa forma, as propriedades anti-inflamatérias in vitro do oOleo essencial
de D. riparius e sua nanoemulsdo sdo reforcadas, demonstrando ser possivel
prosseguir com investigagdes in vivo, uma vez que a liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios no organismo esta vinculada a desnaturacdo, que atua em processos
inflamatorios. Esses mediadores causam danos teciduais, resultando em doencas e
sindromes inflamatorias (Chen et al., 2018; Yesmin et al., 2020; De Freitas Rocha,
2023).

5.8 Atividade ovicida, larvicida e adulticida

Os testes realizados neste estudo revelaram resultados promissores para o OE
e NOE de D. riparius, que estdo relacionados a acédo contra o Aedes aegypti. No
entanto, o OE e sua formulag&o ndo mostraram concentragdes efetivas de inibicdo da
viabilidade dos ovos de Aedes aegypti, ndo sendo possivel determinar uma ICso €
determinar sua eficicia para o controle de ovos.

Na Tabela 9 estdo descritas as Concentracdes Letais do OE e NOE de D.
riparius para inibir 50% da populacdo de Aedes aegypti em sua fase larval e adultos.
Os ensaios larvicidas e adulticidas foram conduzidos sob condicbes controladas,

sendo os parametros estatisticos aferidos pelo método estatistico Probit.
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Tabela 9 — Concentracdes de Letalidade de D. riparius frente a A. aegypti.

D. riparius ClLsomg L X2 R?
5 OE 371,676 + 0,44 0,999 0,890
[&]
2
© NOE 13,289 £ 0,62 0,591 0,890
©
% OE 1094,12 + 5,11 0,9988 0,9922
E
< NOE 995,14 + 4,11 0,9912 0,9988
Controle negativo? Todos permaneceram Vivos.

Legenda: aTween20 e DMSO. PTodos morreram no controle positivo: Temefés.
Fonte: Autora (2024).

A partir da Tabela 9 é possivel observar que o 6leo essencial de D. riparius
demonstrou agao significativa frente a fase larval de Aedes aegypti, com uma CLso
correspondente a 371,676 + 0,44 mg L, apresentando uma acéo larvicida efetiva. A
nanoemulséo de D. riparius teve sua ClLso estabelecida em 13,289 + 0,62 mg L7,
indicando uma atividade com alto potencial larvicida e sugerindo que concentracdes
relativamente menores da NOE podem levar a mortalidade substancial das larvas,
sendo classificada como muito ativa por apresentar ClLso < 50 mg L, pois
Komalamisra et al. (2005) e Dias; Moraes (2014) consideraram produtos que
apresentam CLso < 50 mg L* como altamente ativos, 50 mg L < CLso < 100 mg L+
como ativos, 100 mg L < CLso < 750 mg L* como eficazes e CLso > 750 mg L' como
inativos, no que se refere a larvas de Aedes aegypti.

O potencial larvicida eficiente do género Dizygostemon vem sendo estudado
dentro da literatura nos ultimos anos o que refor¢a a importancia desse estudo. Teles
et al. (2019) observaram uma CLso de 456,3 + 5,8 ug mL* para o 6leo essencial de D.
riparius, enquanto Brand&o et al. (2020) ja encontrou as CLso 296.5 mg L%, 311,2 mg
L-1e 329,6 mg L para o 6leo essencial de D. riparius e seus majoritarios (acetato de
Fenchila e Fenchol), respectivamente, em relacdo ao Aedes albopictus. Percebe-se

com isso que o Oleo essencial de D. riparius desse estudo apresentou valores
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contundentes e que o potencial dessa espécie pode estar relacionado diretamente as
sinergias e as combinacdes envoltas dos seus compostos.

Foi possivel estabelecer uma CLso para o OE e NOE de D. riparius (1094,12 +
5,11 mg L' e 995,14 + 4,11 mg L%, respectivamente) a respeito da populacédo adulta
de Aedes aegypti. Contudo, ambos tiveram uma atividade adulticida/inseticida
apontada como limitada, pois revelaram valores de CLso maiores que os encontrados
por Tavora et al. (2023) em relagéo ao 6leo essencial de Cymbopogon citratus (234,24
g mL™1) e os por Duque et al. (2023), em que todos os 6leos essenciais testados no
periodo de 24h exibiram uma CLso < 100 pg mL.

Ndo foram encontrados estudos que versem sobre a bioatividade
inseticida/larvicida da NOE de D. riparius frente ao vetor transmissor de arboviroses,
Aedes aegypti. Entretanto, Balasubramani et al. (2017), ao avaliar a atividade larvicida
do OE de Vitex negundo L. em relacdo a sua hanoemulsdo desenvolvida pelo método
de baixa energia, obtiveram uma CLso de 77,35 mg L™* maior para o OE e uma CLso
28,84 mg Lt menor para a nanoemulsdo, o que corrobora com a questdo de que o
uso de bioformulacdes tende a aprimorar a acado de produtos naturais.

O tamanho da particula da nanoemulsédo, bem como a presenca de compostos
como B-cariofileno, canfora e a-humuleno sdo apontados como fatores que podem
estar relacionados a atividade larvicida, compostos estes que também se fazem
presente no OE abordados nesse estudo e se mantém presentes em sua
nanoemulsdo (Balasubramani et al., 2017; Oliveira et al., 2016). Dessa forma, 0
mecanismo de acdo do OE e seu bioproduto podem estar relacionados a uma
interacdo com as células do vetor, causando efeitos neurotoxicos e levando até a uma
possivel deformacao larval (Soonwera; Phasomkusolsil, 2016; Balasubramani et al.,
2017; Duque et al.,, 2023). No entanto, mais estudos sS&0 necessarios para

confirmacédo dessas hipéteses.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos permitem concluir que € viavel desenvolver uma
nanoemulsado incorporada com o 6leo essencial de Dizygostemon riparius, sugerindo
a preservacgdo dos compostos predominantes, como acetato de endo-fenchila, endo-
fenchol, 6xido de cariofileno e (E)-cariofileno. A nanoemulsdo, com um tamanho de
particula reduzido (< 500 nm), potencial ¢ -17,14 mV e um baixo indice de
polidispersao (0,29), demonstrou um potente efeito larvicida contra larvas de Aedes
aegypti nos estagios de terceiro e quarto instar.

Adicionalmente, a nanoemulsdo apresentou a¢ao antimicrobiana, uma vez que
todas as cepas testadas foram sensiveis ao efeito antimicrobiano do 6leo essencial.
Contudo, embora a formulacéo tenha demonstrado uma inibicdo superior, observou-
se uma certa seletividade em relacdo as cepas, ndo apresentando inibicdo em
Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, Staphylococcus aureus e Salmonella
typhi. Os resultados incentivam a continuidade de estudos mais aprofundados sobre
0s mecanismos de a¢do e de usabilidade do 6leo e sua formulacdo no controle de
determinados patégenos, dado o impacto significativo na populacdo microbiana
analisada.

A concentracao eficiente para a acdo anti-inflamatodria, avaliada pelo método in
vitro de desnaturacdo da albumina, apresentou valores promissores para o 0Oleo
essencial com CEso de 36,59 + 0,05 ug mL* e a nanoemulsdo com CEso de 42,84 +
0,09 ug mL?! da espécie de D. riparius, sugerindo que ambas podem minimizar o
potencial de reacdes inflamatorias, sendo que o 6leo essencial demonstrou melhor
atividade nessa categoria. Todos os resultados alcancados foram satisfatorios e
resolutivos para o0s parametros e atividades avaliadas, representando uma
contribui¢cdo inédita para o estudo da nanoemulsdo. A ampliagdo dos estudos com
analises mais diretas pode ajudar a esclarecer a sua atuagdo em outras proteinas que
estdo relacionadas as reacoes inflamatorias.

Neste contexto, este estudo possibilitou o desenvolvimento de uma
bioformulacdo com potencial biotecnolégico para aplicacdo ecoldgica, eficiente e de
baixo custo, que com mais analises visando sua utilizacdo de forma segura, podera
se tornar um aliado na luta do controle e combate a microrganismos patogénicos e

vetores transmissores de arboviroses. Além disso, nossos resultados fornecem novas
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informacbes sobre essa espécie da familia Plantaginaceae, ainda pouco explorada
pela comunidade cientifica, ressaltando sua importancia e incentivando o progresso
de pesquisas mais aprofundadas sobre a aplicacdo do éleo essencial de D. riparius e
suas bioformulagbes. Esses produtos bioativos tém se mostrado cada vez mais

promissores para a ampliacdo do estudo de seu potencial biotecnologico.
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