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RESUMO

Os Oleos essenciais sdo compostos volateis produzidos pelo metabolismo secundario vegetal
que frequentemente atuam na defesa das plantas contra patogenos e herbivoros. Devido as
suas caracteristicas naturais, diversos estudos relatam a aplicacdo de Gleos essenciais na
medicina, industria alimenticia e outros. As emulsdes sdo sistemas promissores de transporte
de compostos cujo principal objetivo é promover o encapsulamento de substancias garantindo
a protecédo e o controle de liberagdo. O presente trabalho tem por objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana e antitumoral de nanoemulsbes formuladas com o dleo essencial (OE) de
Tetragastris catuaba (Burseraceae), bem como de seu composto majoritario, o 3-cariofileno.
Para tal, o 6leo essencial foi extraido através de um sistema de hidrodestilacdo e caracterizado
através de cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massas (CG-EM). As
nanoemulsdes foram formuladas a partir de um sistema contendo uma mistura de tensoativos,
liquido i6nico, o Oleo essencial ou o P-cariofileno e agua. A avaliagdo da atividade
antitumoral foi realizada com células de céancer cervical (HelLa) através do ensaio de
citotoxicidade pelo método do MTT, e a avaliagdo do mecanismo de morte foi realizada com
marcadores Anexina V-FITC e lodeto de Propideo. A CG-EM apresentou 54 compostos na
composi¢do do OE, sendo o B-cariofileno o componente majoritario (25,6%). A nanoemulsdo
do OE apresentou tamanho de particula de 23,7+0,37nm e a nanoemulsdo do B-cariofileno de
31,2+1,24nm. As atividades antimicrobiana e antibiofilme revelaram que para o OE livre e
sua nanoemulsdo, houve reducdo significativa (p<0,05) do crescimento plancténico e do
biofilme de L. monocytogenes e E. faecalis. Porém, para o B-cariofileno livre a atividade
antimicrobiana e antibiofilme foi observada apenas contra E. faecalis, e para sua nanoemulséo
apenas reducdo do crescimento planctonico. A atividade citotoxica contra células de cancer
cervical revelou que o OE, o -cariofileno e suas respectivas nanoemulsdes ativam
mecanismos de morte por apoptose nessas células, com valores de CCs, de 28,68 pug/mL para
0 OE, 43,08 pug/mL para o B-cariofileno, 34,60 pg/mL para a nanoemulsdo do OE e 31,67
ug/mL para a nanoemulsdo do B-cariofileno. Dessa forma, os resultados obtidos demonstram
gue o bleo essencial de T. catuaba é uma fonte promissora de compostos antimicrobianos e
anticancerigenos, e que as nanoemulsdes formuladas destes podem ser uma boa alternativa

para futuras aplicagdes no campo da satde e medicina.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Cancer. Biofilmes. Bactérias. Nanoemulsdes.



ABSTRACT

Essential oils are volatile compounds produced by secondary plant metabolism that often act
to defend plants against pathogens and herbivores. Due to their natural characteristics, several
studies report the application of essential oils in medicine, food industry, perfumery,
cosmetics and others. Emulsions are promising systems that transports compounds whose
main objective is to promote the encapsulation of substances ensuring the protection and
control of release. The present work aims to evaluate the antimicrobial and antitumor activity
of nanoemulsions formulated with the essential oil (EO) of Tetragastris catuaba
(Burseraceace), as well as its major compound, -caryophyllene. For this, the essential oil was
extracted through a hydrodistillation system and characterized by gas chromatography
coupled to a mass spectrometer (GC-MS). Nanoemulsions were formulated from a system
containing a mixture of surfactants, ionic liquid, essential oil or B-caryophyllene and water.
The evaluation of antitumor activity was performed with cervical cancer cells (HeLa) through
the cytotoxicity assay by the MTT method and evaluation of the mechanism of death was
performed with Annexin V-FITC and Propidium lodide. GC-MS presented 54 compounds in
the composition of EO, with B-caryophyllene being the major component (25.6%). The EO
nanoemulsion had a particle size of 23.7+0.37nm and the B-caryophyllene nanoemulsion of
31.2 +1.24nm. The antimicrobial and antibiofilm activities revealed that for free EO and its
nanoemulsion, there was a significant (p <0.05) reduction of planktonic growth and biofilm
formation of L. monocytogenes and E. faecalis. However, for the free B-caryophyllene the
antimicrobial and antibiofilm activity was observed only against E. faecalis, and for its
nanoemulsion only reduction of the planktonic growth. The cytotoxic activity against cervical
cancer cells revealed that EO, B-caryophyllene and their respective nanoemulsions activate
mechanisms of apoptosis death in these cells, with CCs values of 28.68 pg/mL for EO, 43.08
pg/mL for B-caryophyllene, 34.60 pg/mL for EO nanoemulsion and 31.67 pg/mL for B-
caryophyllene nanoemulsion. Thus, the results obtained demonstrate that the essential oil of
T. catuaba is a promising source of antimicrobial and anticancer compounds, and formulating
nanoemulsions can be a good alternative for future applications in the field of health and

medicine.

Key words: Essential oils. Cancer. Biofilms. Bacteria. Nanoemulsions.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo capazes de produzir uma grande diversidade de compostos moleculares
conhecidos como metabdlitos secundarios. Diferente dos metabodlitos primarios, que sdo
fundamentais a vida da planta (carboidratos, amino &cidos, lipideos, acidos nucleicos, etc.), 0s
metabdlitos secundarios foram inicialmente considerados ndo essenciais, uma vez que a sua
funcdo era desconhecida (SCHIMIDT; CHENG, 2017). Contudo, milhares de metabdlitos
secundarios ja foram isolados e sabe-se que tais compostos evoluiram em diferentes linhagens
de plantas atuando, por exemplo, como sinalizadores gquimicos para polinizacdo e como
compostos toxicos contra patdgenos e herbivoros, conferindo adaptacdo e defesa a planta em
seu ambiente (PICHERSKY; GANG, 2000). Com o avanco da tecnologia, 0os compostos
naturais se tornaram uma fonte de recursos para a industria e a medicina. Diversos
metabolitos secundarios sdo comercialmente importantes, como por exemplo, a cafeina
(estimulante), a vanilina (flavorizante), os dleos essenciais (aromatizantes), a morfina e a
cocaina (alucinégenos, anestésicos), a piretrina (inseticidas), a vincristina e a vimblastina
(anticancer) (BALANDRIN et al., 1985; ROBBINS, 2000). Além disso, as plantas sao
utilizadas na medicina tradicional ha séculos para o tratamento de enfermidades, e esse
conhecimento etnoboténico tem se tornado a base para a bioprospeccao de novos farmacos de
origem vegetal (GARNATJE; PENUELAS; VALLES, 2017).

De forma geral, os metabolitos secundarios podem ser divididos em trés grandes grupos,
os compostos fendlicos, os terpenos e esteroides, e os alcaloides (BOURGAUD et al., 2001).
Dentre estes grupos, estdo os Oleos essenciais, que em sua maioria sdo constituidos de
terpenos e fenilpropandides (OMONIJO et al.,, 2017). Os Oleos essenciais, também
conhecidos como Oleos volateis, sdo compostos de baixo ponto de ebuligdo, tipicamente
liquidos e oleosos, que conferem caracteristicas aromaticas as plantas (BRENES; ROURA,
2010). Esses Oleos sd@o notaveis por possuirem propriedades bioldgicas, apresentando
atividades antimicrobiana, antifingica, antiviral, anti-inflamatoria, e outras, comprovadas pela
literatura (ACAMOVIC; BROOKER, 2005). A atividade antimicrobiana é bem pronunciada
para 0s 0leos essenciais, e em seu trabalho de revisdo Ayala-Zavala e colaboadores (2009)
listaram 10 6leos essenciais de plantas comestiveis com atividade contra diversas bactérias
gram-positivas e gram-negativas, sugerindo seu uso como conservantes de alimentos. A
atividade contra células tumorais também tem sido bastante estudada, havendo relatos da
atividade de 6leos essenciais contra linhagens celulares de cancer oral, de pulmdo, mama,
ovario, prostata, pele e outros (PATEL; GOGNA, 2015).
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Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas como volatilidade e lipofilicidade, a
aplicacdo dos 0leos essenciais se torna limitada, dessa forma sistemas de encapsulamento que
confiram protecdo a esses compostos podem atuar melhorando a estabilidade, dispersdo e até
mesmo a atividade dos 6leos essenciais (ASBAHANI et al., 2015). Nesse contexto, emulsdes
6leo em 4gua sdo amplamente empregadas como sistemas de transporte de componentes
lipofilicos (MCCLEMENTS; DECKER; WEISS, 2007). Dentre as emulsdes, as
nanoemulsdes destacam-se por serem sistemas com tamanho de particula entre 20 e 100 nm,
apresentando maior estabilidade a separacdo e coalescéncia que emulsdes convencionais
(MCCLEMENTS, 2011, 2015). Esses sistemas tem ganhado importancia em industrias de
alimentos e farmacéutica pela capacidade de encapsular elementos lipofilicos como 6leos,
vitaminas, conservantes e medicamentos (MCCLEMENTS, 2011).

Dessa maneira, no presente trabalho o 6leo essencial de Tetragastris catuaba Cunha.
(Burseraceae) foi extraido e nanoemulsdes foram formuladas a fim de avaliar a atividade

antimicrobiana e citotoxica desses compostos livres e encapsulados.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem por objetivo identificar a composi¢do quimica e avaliar o potencial
antimicrobiano, antibiofilme e citotoxico do 6leo essencial de Tetragastris catuaba Cunha.

(Burseraceae) através da formulagdo e caracterizacdo de nanoemulsGes.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Extrair 6leos esséncias de Tetragastris catuaba através de hidrodestilacdo em aparato
de Clevenger;

e Realizar a identificagdo da composicdo quimica do Oleo essencial através de
Cromatrografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas;

e Elaborar e caracterizar nanoemulsdes do éleo essencial e de seu composto majoritario;

e Avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme do 6leo essencial, seu composto
majoritario e suas respectivas nanoemulsfes, contra bactérias patogénicas que se

destacam em inddstrias de alimentos;



16

Avaliar a atividade citotoxica do Oleo essencial, seu composto majoritario e suas

respectivas nanoemulsdes contra células de linhagem de cancer cervical;

Escrever artigo de revisao sistematica sobre o impacto dos biofilmes bacterianos para
saude.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 TETRAGASTRIS CATUABA: CONSIDERACOES SOBRE FAMILIA, GENERO E
ESPECIE

A familia Burseraceae inclui cerca de 20 géneros e 500 espécies, distribuidas nas
regides tropicais e subtropicais, sendo ainda representada por alguns taxons em regides
temperadas quentes (SOUZA; LORENZI, 2008). No Brasil ocorrem cerca de 60 espécies, das
quais a grande maioria é nativa da regido amazénica (SOUZA; LORENZI, 2008). A familia
pertence a ordem Sapindales e é dividida em trés tribos, Canarieae, Protieae e Bursereae
(WEEKS; DALY; SIMPSON, 2005). Todas as tribos encontram-se distribuidas entre os
tropicos da América, Africa e Indo Asia, possuindo maior diversidade de géneros na regifo

Sul do hemisfério.

Uma das principais caracteristicas diagndsticas para o0 reconhecimento das
Burseraceae € o forte aroma exalado pelas suas cascas e folhas. Algumas de suas espécies sao
conhecidas pela producdo de 6leos essenciais e resinas, sendo essa uma das principais
propriedades de valor econdmico da familia (CRAVEIRO et al., 1981; SOUZA; LORENZI,
2008). Um grande namero de resinas produzidas por espécies da familia Burseraceae sdo
conhecidas como “Elemi”, e sdo utilizadas na preparacao de vernizes e ceras, as quais sao
empregadas na producdo de brinquedos, mdveis e instrumentos (DE LA CRUZ-CANIZARES
et al., 2005). O Elemi brasileiro € uma resina translucida e perfumada, proveniente da
exsudacdo dos troncos de vérias espécies do género Icica e Protium (DE LA CRUZ-
CANIZARES et al., 2005). O género Protium, por exemplo, produz certos tipos de resinas
gue sdo empregadas para fins artisticos, como o balsamo de Protium canara, que é utilizado
para producéo de incensos e vernizes (DE LA CRUZ-CANIZARES et al., 2005).

Os 6leos essenciais de algumas espécies de Bursecareae podem ser extraidos a partir
das resinas exsudadas do tronco das arvores, as quais podem conter cerca de 30% desses 6leos
volateis (RUDIGER; SIANI; VEIGA JUNIOR, 2007). Em sua pesquisa, Silva e
colaboradores (2016) estudaram a composicao dos 0leos essenciais extraidos do breu branco e
do breu preto de seis espécies de Protium, relatando que 0s monoterpenos a-pineno,
limoneno, B-felandreno, p-cimeno e a-termineol foram encontrados em comum no o6leo

essencial das espécies estudadas (Fig. 1).
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Figura 1: Oleoresina exsudada do tronco de espécies de Protium (Familia Bruseraceae). A-
Breu preto; B- Breu branco.

-

Fonte: Silva et al., 2016.

O género Tetragastris pertence a tribo Protieae e € um género estreitamente
relacionado a Protium (DALY, 1990). Tetragastris é geralmente encontrado em florestas
umidas de baixa altitude na América Central, no norte da América do Sul e em algumas partes
do Caribe (DALY, 1990). Em seu estudo, Daly (1990) reconheceu nove espécies para este
género, havendo a ocorréncia de trés espécies no leste do Brasil, sendo estas T.
breviacuminata Swarte (Rio de Janeiro), T. catuaba Cunha (Bahia e Pernambuco) e T.

occhionii (Rizzini) Daly (Bahia) como mostra a figura 2.

Figura 2: Mapa da distribuicdo de espécies de Tetragastris no Leste do Brasil.

e

(J\ | & T. breviacuminata |

- A
+— ® T. occhionii

Fonte: Daly 1990.
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A espécie Tetragastris catuaba é uma arvore de médio a grande porte, rara e
restritamente distribuida em florestas Umidas de baixa latitude (DALY, 1990). Popularmente
esta espécie pode ser conhecida como Catuaba, contudo, existem diferentes espécies com esse
nome popular, pertencentes a diferentes familias botanicas. As mais populares séao
Anemopaegma arvense (Bignoniaceae), Tetragastris catuaba e Trichilia catigua (Maliaceae)
(LORENZI; MATQOS, 2002). A catuaba é frequentemente utilizada na medicina popular no
Brasil devido a suas propriedades analgésicas, de estimulo ao sistema nervoso central, tbnica
e afrodisiaca (DALY, 1990). Porém, estudos investigando as atividades bioldgicas de

Tetragastris catuaba séo escassos.

2.2 OLEOS ESSENCIAIS

Os oOleos essenciais sdo formados por uma mistura complexa de compostos naturais
volateis produzidos por determinadas espécies vegetais, 0s quais conferem suas
caracteristicas aromaticas devido ao seu odor (ALMEIDA; MOTTA,; LEITE, 2003). Esses
0leos geralmente sdo produzidos por estruturas secretoras especializadas tais como tricomas
glandulares, células parenquimaticas, canais oleiferos e bolsas especificas, podendo ser
encontrados em diversos 6rgdos da planta como flores, folhas, cascas, raizes, rizomas, frutos
e sementes, porém a sua composi¢cdo pode variar de acordo com a localizagcdo do tecido
vegetal (SIMOES; SPITZER, 1999).

Os 6leos essenciais fazem parte do metabolismo secundéario vegetal e sdo constituidos
especialmente de monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropandides, ésteres, alcoois, aldeidos e
outras substancias de baixo peso molecular (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993). A grande
maioria dos constituintes quimicos dos 0leos essenciais sdo derivados de fenilpropandides ou
de terpendides, sendo esses Gltimos os mais frequentes (SIMOES; SPITZER, 1999). Os
terpendides originam diversas substancias vegetais, cuja origem biossintética deriva de
unidades de isopreno. Tais unidades pentacarbonadas podem se originar a partir de pelo
menos duas rotas biossintéticas. Na rota 4cido mevaldnico, trés moléculas de acetil CoA se
unem através de uma série de etapas para formar o acido meval6nico, o qual sera modificado
para formar o Isopentenil difosfato (IPP) e posteriormente, o0s esqueletos carbdnicos dos
terpendides sdo formados pela condensacio dessas unidades isoprénicas (SIMOES;
SPITZER, 1999; TAIZ; ZEIGER, 2004). Atraves da rota do metileritritol fosfato o IPP &
formado pela combinacdo de gliceraldeido-3-fosfato e dois carbonos derivados do piruvato,

formando um intermediario que sera convertido em IPP (TAIZ; ZEIGER, 2004). Dessa
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forma, as estruturas contendo Cs, séo classificadas como hemiterpenos, os quais dardo
origem aos monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cy), triterpenos (Csp),
tetraterpenos (C4o) e finalmente os politerpenos (Cn), contendo um grande nimero dessas
unidades (Fig. 3) (GUENTHER, 1948).

Figura 3: Estrutura quimica de monoterpenos e sesquiterpenos comumente encontrados em

0leos essenciais.
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Fonte: O Autor, 2018.

Essa mistura de compostos volateis que formam os 6leos essenciais, frequentemente
atuam na defesa das plantas contra patdgenos e herbivoros (TAIZ; ZEIGER, 2004). Devido
as suas caracteristicas naturais, um crescente interesse em estudar as propriedades dos 6leos
essenciais surgiu, sendo possivel atribuir uma diversidade de atividades bioldgicas a esses
compostos. Sdo conhecidas as atividades antimicrobiana contra fungos e bactérias, antiviral,
citotoxica (BISHOP, 1995; DJIHANE et al., 2017; PEREIRA et al., 2017), além de serem
utilizados na industria alimenticia, perfumaria, cosméticos e medicina (B1ZzZO; HOVELL,;
REZENDE, 2009). O d-limoneno, por exemplo, & um monoterpeno bastante encontrado na
casca de frutas citricas e empregado como agente flavorizante de alimentos e medicamentos,

sendo também aplicado como biosolvente e pesticida “eco-friendly” (CIRIMINNA et al.,
2014).

Diversos métodos sdo utilizados para extracdo de dleos essenciais. Esses métodos
podem ser classificados em duas categorias, 0s métodos convencionais/classicos e 0os métodos
avancados/inovadores (ASBAHANI et al., 2015). Dentre os métodos classicos destacam-se a

extracdo por hidrodestilacdo, arraste a vapor, extragdo com solventes organicos e prensagem a
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frio, sendo a hidrodestilagdo o mais comumente usado (ASBAHANI et al., 2015). As técnicas
mais avancadas para extracdo de dleos essenciais compreendem a extracdo por fluido
supercritico, liquidos de extracdo subcritica (H, e CO,), extracdo com CO, subcritico,
extracdo assistida por ultrassom e extracdo assistida por micro-ondas (ASBAHANI et al.,
2015). Porém, a desvantagem do uso de tais métodos, é o elevado custo associado aos

equipamentos quando comparado as técnicas tradicionalmente utilizadas.

Quanto a identificagdo da composi¢do quimica dos 6leos essenciais, a cromatografia
gasosa (CG) é uma técnica bastante utilizada que permite a andlise quantitativa e também
qualitativa dos compostos volateis quando acoplada a um espectrometro de massas (EM). A
CG abrange um intervalo de operacdo de massa molecular de 2 a 1500 unidades de massa
atbmica, dessa forma, gases, compostos volateis e semi-gases podem ser separados através
desta analise (BINIECKA; CAROLLI, 2011). Através da técnica de CG-EM é possivel inferir o
tempo de retencdo de cada composto, através do qual os indices de retencdo serdo calculados,
para que juntamente com 0s espectros de massa, cada composto presente no 6leo essencial
seja identificado com auxilio de padrBes comerciais e dados da literatura (DA SILVA et al.,
2015).

Apesar dos O6leos essenciais apresentarem aplicacBes promissoras em diferentes
campos, caracteristicas como volatilidade, reatividade na presenca luz e oxigénio, e baixa
solubilidade em agua, dificultam sua utilizacdo comercial. Dessa forma, faz-se necessario o
estudo de formulagcbes que fornecam estabilidade para esses compostos a fim de aprimorar
suas aplicagdes.

2.3 EMULSOES

As emulsdes podem ser caracterizadas como sistemas heterogéneos de dois liquidos
imisciveis, normalmente 6leo e agua, onde uma fase estd dispersa na forma de goticulas
liquidas em outra fase continua circundante (LI et al., 2012). De acordo com a organizagdo
das fases aquosa e oleosa, os sistemas podem ser classificados como emulsfes 6leo-em-agua
(O/E), quando goticulas de 6leo estdo dispersas em uma fase aquosa, ou emulsfes agua-em-
6leo, quando goticulas de agua estdo dispersas em uma fase oleosa (MCCLEMENTS;
DECKER; WEISS, 2007). De forma geral, é conhecida como fase dispersa, a fase composta
pela substancia que compde as goticulas, e fase continua ou dispersante, a fase composta pela
substancia que compde o liquido circundante (MCCLEMENTS; DECKER; WEISS, 2007).
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A homogeneizagdo é o processo pelo qual as emulsBes sdo formadas. Para produzir uma
emulsdo é necessario agua, 6leo e a aplicacdo de energia, para que ocorra a quebra da
interface Oleo/agua e goticulas menores sejam formadas (HU et al., 2017). As emulsdes sdo
sistemas termodinamicamente instaveis e 0 uso de agentes emulsificantes é necessario para
estabilizar a interface formada e evitar que as goticulas coalescam (JAFARI et al., 2008). O
tempo de estabilidade pode variar dependendo das caracteristicas da interface que separa a
fase dispersa e continua, portanto, as moléculas do emulsificante precisam apresentar
caracteristicas anfifilicas de modo que as partes hidrofilicas e hidrofébicas se associem as
fases polar e apolar do sistema (WILDE, 2000).

Os emulsificantes podem ser classificados como moléculas poliméricas anfifilicas, ou
surfactantes sollUveis em &gua ou 6leo, os quais formam uma fina camada adsorvida
diminuindo a tensdo superficial dos liquidos (WILDE, 2000). Existem diferentes
emulsificantes disponiveis que podem ser usados na formulacdo de emulsdes. O equilibrio
hidrofilo-lipofilo (EHL) descrito por Griffin (1949), é uma técnica que tem sido usada ha
décadas para auxiliar na escolha de um emulsificante ou de uma mistura de emulsificantes
adequados para estabilizar emulsdes (AL-SABAGH, 2002). Neste método, cada emulsificante
apresenta um valor de ELH baseado em sua composi¢do, um emulsificante lipofilico ird
apresentar um baixo valor de ELH, enquanto um emulsificante hidrofilico apresentara um
valor alto de ELH (GRIFFIN, 1949). Segundo Griffin (1949) emulsificantes com ELH entre 4
e 6 sdo apropriados para emulsdes agua em Gleo, e aqueles com valores de ELH entre 8 e 18,
sdo indicados para sistemas Oleo em &gua. A combinacdo dos emulsificantes com ELH
proximo ao da fase dispersa ird fornecer a informacdo necessaria para a escolha de
emulgentes ideais para formular a emulséo.

EmulsGes com diferentes estruturas podem ser produzidas para aperfeicoar o desempenho
de suas aplicacOes. Emulsées maultiplas, micro clusters, emulsdes multicamada,
nanoemulsdes, emulsdes preenchidas com particulas de hidrogel, e outras estruturas podem
ser encontradas como mostra a figura 4 (MCCLEMENTS, 2015).
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Figura 4: Sistemas baseados em emulsdes. (A) Emulsdes, (B) Emulsdes multicamadas, (C)
Emulsdes preenchidas com particulas solidas, (D) Micro clusters, (E) EmulsGes multiplas, (F)
Coloidossomas, (G) EmulsGes preenchidas com particulas de hidrogel, (H) Nanoemulsdes.

Fonte: Extraido de McClements (2015).

As emulsdes convencionais, também conhecidas como macroemulsfes, possuem
diametros de goticula entre 100 nm e 100 um, e apresentam a tendéncia de serem turvas ou
opacas, isto porque as goticulas tém tamanho semelhante ao comprimento de onda da luz
visivel (d = &) (MCCLEMENTS, 2010). As nano e microemulsfes, sdo emulsdes com
tamanhos de goticulas menores, 0 que permite que esses sistemas sejam transparentes e
apresentem melhor estabilidade a separacdo e agregacdo quando comparados as
macroemulsdes (Tabela 1) (MCCLEMENTS, 2010).

Tabela 1: Caracteristicas dos diferentes tipos de emulsdes.

Tipo de Emulsdo Tamanho de particula Estabilidade termodindmica  Aparéncia

Macroemulsdo 0.1-100 pm Instavel Turva/opaca
Nanoemulsado 20 —-100 nm Instavel TranslUcida
Microemulsdo 5—-50 nm Estavel TranslUcida

Fonte: Adaptado de McClements (2010)

As emulsdes podem ser aplicadas como sistemas promissores de transporte de compostos

atuando em diversas areas como industrias de alimentos, cosméticos e farmacia
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(CALLENDER et al., 2017; MCCLEMENTS, 2015). O principal objetivo do sistema de
encapsulamento de substancias ativas € garantir a protecdo e o controle de liberacdo de
compostos. Essa liberacdo pode ser mediada por fatores como temperatura, pH,
biodegradacdo, difusdo e solubilidade no meio, permitindo que a liberacdo de compostos de
interesse possa ser controlada (SUAVE et al., 2006). Muitas substancias ativas exibem baixa
solubilidade em &gua e necessitam da criacdo de veiculos lipidicos adequados para que a sua
administracdo e entrega sejam eficientes (KOROLEVA et al., 2016). Callender (2017) cita em
sua revisao que o uso de microemulsGes como sistemas de entrega de farmacos é direcionado
preferencialmente para drogas lipofilicas, sendo 79,4% das publicacBes dos Gltimos cinco
anos voltadas para esse contexto, enquanto que 15,9% sdo para drogas hidrofilicas. Na
industria de alimentos, por exemplo, o uso de 6leos essenciais como agentes flavorizantes e
antimicrobianos requer o encapsulamento destes agentes antes de serem empregados em
alimentos (MCCLEMENTS, 2015). Porém, apesar dos 0Oleos essenciais serem amplamente
estudados quanto as suas aplicacfes, poucos trabalhos tém sido desenvolvidos direcionados
ao melhoramento de suas aplicagdes. Segundo Donsi e colaboradores (2016) trabalhos
abordando a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais e trabalhos sobre nanoemulsdes,
cresceram exponencialmente ao longo dos anos, enquanto que trabalhos sobre nanoemulsoes
de Gleos essenciais crescem vagarosamente, perfazendo pouco mais de 20 publicagdes por ano
nos ultimos dois anos (considerado o ano de sua publicagdo). Dessa forma, o estudo das
emulsdes e suas diversas aplicacfes ainda permanece um campo amplamente aberto para

estudo, apresentando diversas vantagens e desafios a serem elucidados.

2.4 BIOFILMES BACTERIANOS

Os biofilmes bacterianos séo estruturas formadas pela unido de microrganismos em
uma comunidade, na qual estas unidades unicelulares se acumulam e proliferam envoltas em
uma matriz de exopolissacarideos, formando um aglomerado séssil que pode se desenvolver
sobre superficies bioticas ou abidticas (MAH; O’TOOLE, 2001). A grande maioria das
bactérias podem alternar entre a forma plancténica e séssil, e estima-se que aproximadamente
80% da biomassa microbiana mundial esteja em estado de biofilme (CLAESSEN et al., 2014;
SUH; RAMAKRISHNAN; PALMER, 2010).

Quando aderidas em superficies, as bactérias tendem a produzir uma matriz de

polissacarideos como forma de protecdo, sendo necessario apenas umidade e uma superficie
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de contato para iniciar a formagcdo do biofilme (SANDHOLM; WIRTANEN, 1992). No
biofilme, a massa de seca de microrganismos perfaz menos de 10% do seu peso total e cerca
de 90% corresponde a matriz de material extracelular (FLEMMING; WINGENDER, 2010).
A matriz ajuda na aderéncia do biofilme e na coesdo entre as células, podendo adquirir uma
morfologia diferenciada. A estrutura espacial da matriz restringe a penetracdo de agentes e
substancias nocivas, além de gerar um gradiente de dispersdo de nutrientes e sinais que
impulsionam a diferenciacdo de populagdes (DRAGOS; KOVACS, 2017). De forma geral, a
arquitetura, funcdo e formacdo do biofilme irdo depender de diferentes combinacdes de
fatores que vao desde a morfologia da superficie de adesdo, até condigdes ambientais e fatores
microbioldgicos de cada espécie bacteriana (WHITEHEAD; VERRAN, 2015). Diferentes
tipos de estruturas podem ser encontrados, havendo biofilmes de morfologia lisa, plana,
aspera, esponjosa, filamentosa, porosa, até macro col6nias semelhantes a cogumelos cercados
por canais cheios de &gua que favorecem a circulacdo de substancias (FLEMMING;
WINGENDER, 2010).

Conhecidas como “substancias poliméricas extracelulares” (EPS), essa matriz é
formada por uma mistura de diferentes tipos de biopolimeros como exopolissacarideos,
proteinas extracelulares, DNA extracelular, lipideos e dgua (FLEMMING; WINGENDER,
2010). Os componentes da matriz podem atuar na sinalizacdo entre as células dentro do
biofilme. O eDNA, por exemplo, foi observado atuando como sinalizador de mecanismos de
defesa em Pseudomonas aeruginosa, ele age acidificando o meio e promovendo o fenétipo de
resisténcia a antibioticos (WILTON et al., 2016). Estudos com este mesmo microrganismos
mostraram que o Psl, um polissacarideo presente na matriz desta espécie, atua como um sinal
para induzir a produgdo de um segundo mensageiro molecular intracelular, o c-di-GMP, que

promove o estilo de vida sessil e a producéo do biofilme (IRIE et al., 2012).

O ambiente criado pela matriz torna-se ideal para a troca de material genético, uma
vez que, as células sdo mantidas proximas e a troca horizontal de genes é facilitada
(FLEMMING; NEU; WOZNIAK, 2007). O “quorum sensing” (QS) ¢ usando por muitas
bactérias para comunicagao em sistemas com grande densidade populacional, permitindo que
as suas atividades sejam coordenadas (AGUILAR et al., 2010). Os auto-indutores sédo
pequenas moléculas produzidas pelas celulas bacterianas que se acumulam proporcionalmente
ao crescimento populacional (RUMJANEK et al., 2004). Ao perceber a concentragdo dos
auto-indutores através do sistema do QS, as bactérias podem deduzir o tamanho populacional,

e a partir de determinada concentragéo limite, a transcri¢cdo de genes passa a ser regulada para
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promover beneficios para bactéria (RUMJANEK et al., 2004). O mecanismo QS desencadeia
a expresséo de genes envolvidos em fatores de viruléncia e em etapas distintas da produgéo de

biofilme como adesdo, maturacéo e dispersdo (AGUILAR et al., 2010).

2.4.1 Etapas da formacao do biofilme

A formacdo do biofilme bacteriano pode ser descrita em trés etapas, a adesdo,
maturacdo e dispersdo. O primeiro passo para adesdo envolve a aproximacdo da bactéria a
superficie, gerando um série de forcas de atracdo e repulsdo ocasionadas pela presenca de
cargas na membrana celular bacteriana e na superficie do ambiente (RABIN et al., 2015). A
adesdo pode ser estabelecida quando as for¢as de atracdo vencem a repulséo, isto acontece por
interacdes eletrostaticas, forcas de van der Waals ou mesmo por interacbes mecanicas através
de flagelos e fimbrias que se ligam a superficie (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008). A
adesdo pode ser reversivel quando a adsor¢do das bactérias a superficie se da pela interagédo de
forcas fracas, nesta etapa ainda é possivel que as bactérias apresentem movimentos
Brownianos sendo facil a sua remoc¢édo (OLIVEIRA; BRUGNERA; PICCOLLI, 2010).

Ao passo que varias células permanecem imobilizadas elas tornam-se
irreversivelmente adsorvidas. Isto se da pela presenca de apéndices fisicos como pelos,
flagelos e fimbrias que ao entrarem em contato com a superficie interagem atraves de ligacdes
dipolo-dipolo, pontes de hidrogénio, ligacGes covalentes e idnicas, e interacdes hidrofdbicas,
estabelecendo a ligacdo da célula ao substrato (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008;
OLIVEIRA; BRUGNERA,; PICCOLI, 2010). Neste ponto, a remoc¢do das células requer a
aplicacdo de forcas mais intensas como raspagem ou uso de produtos quimicos que quebrem
estas ligacOes, como enzimas, detergentes, surfactantes e sanitizantes (KUMAR; ANAND,
1998; SINDE; CARBALLO, 2000).

A presenca de nutrientes dispersos no meio permite que as bactérias aderidas cresgcam
e multipliguem, formando uma camada de células sobre a superficie que irdo originar micro
colonias. Em determinado momento, as micro colonias se diferenciam em biofilmes
verdadeiros (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999) e a maturagdo acorre quando
0 biofilme desenvolve-se em uma estrutura organizada e complexa, com a formacdo de
camadas e uma matriz tridimensional. Em cada etapa genes Unicos sdo expressos para induzir
a formacdo da matriz extracelular, que ira ajudar na ancoragem e estabilizacdo do biofilme
(KUMAR; ANAND, 1998).
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A (ltima etapa € a dispersdo, nesta fase ocorre o rompimento das células do biofilme,
resultando na disseminagdo de células agrupadas ou individuais no meio. Antes da dispersao,
células no interior do biofilme sdo lisadas, servindo de nutrientes paras as células que serdo
dispersas, nessa fase, diversos sinais sdo orquestrados para que células especificas sejam
liberadas do biofilme ao final do seu ciclo (KUMAR et al., 2017). Ao mesmo tempo, enzimas
sdo produzidas para digerir os polissacarideos que estruturam o biofilme, e as células que
serdo dispersas interrompem a expressdo de genes que codificam exopolissacarideos e passam
a expressar genes que codificam proteinas e flagelos necessarios para a vida plancténica
(GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008; KUMAR et al., 2017). A figura abaixo representa o

esquema das etapas da formacéo do biofilme.

Figura 5: Esquema ilustrativo das etapas da formacdo de biofilme, sendo representada a
adesdo, maturacéo e disperséo das células. QS: Quorum sensing.
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Fonte: Adaptado de Aguilar e colaboradores (2010).

2.4.2 Biofilmes na indUstria de alimentos

Como é sabido, o biofilme confere protecéo as bactérias contra diversos fatores e de forma
geral, as bactérias aderidas em um biofilme s&o mais resistentes a tratamentos que bactérias
planctdnicas. Células aderidas em um biofilme podem expressar um fendtipo que as tornam
até 1000 vezes mais resistentes a antimicrobianos que células plancténicas (PHILLIPS, 2016).

Para a industria alimenticia, a capacidade de microrganismos patogénicos formarem biofilmes
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sobre superficies de contato com alimentos tem se tornando um problema, uma vez que esses
biofilmes sdo reservatdrios de contaminacdo (SHI; ZHU, 2009). Uma ampla gama de doencas
pode ser transmitida pelo consumo de alimentos contaminados e segundo a Organizacao
Mundial de Saude estima-se que 600 milhdes de pessoas adoecem ap6s consumir alimentos
contaminados, resultando em 420 mil mortes todos os anos, sendo que 40% s&o criangas
menores de cinco anos, chegando a 125 mil mortes anualmente (WHO, 2017a).

Mesmo com a aplicacdo de procedimentos de higienizacdo microrganismos aderidos a
superficies das plantas das industrias alimentares podem ser observados, incluindo superficies
de aco inoxidavel, plastico, vidro, borracha, cimento, madeira, cerdmica,_poliestireno, entre
outras superficies comuns nessas industrias (BANG et al., 2014; DI BONAVENTURA et al.,
2008; FAILLE et al., 2017; JOSEPH et al., 2001; LI; KUDA; YANO, 2014; SINDE;
CARBALLO, 2000; VAN HOUDT; MICHIELS, 2010).

A adesdo a superficies abioticas é afetada pelas propriedades fisicas e quimicas da
superficie das células e do substrato, o qual é modificado por um filme condicionante formado
pelo meio (CHMIELEWSKI; FRANK, 2003). Segundo Chmielewski e Frank (2003) a adeséo
méaxima das bactérias a superficie ird depender da molhabilidade da superficie e da alta
energia livre, superficies com essas caracteristicas como o ago inoxidavel e o vidro, tém a
caracteristica de serem hidrofilicas e permitirem maior adesdo e formacdo de biofilme que
superficies hidrofobicas. A textura lisa ou rugosa da superficie também ira influenciar na
adesdo de bactérias. Porém, estas caracteristicas de superficie (textura, hidrofobicidade e
carga), podem ser alteradas por fatores ambientais que irdo influenciar na formacdo do
biofilme como pH, temperatura, oxigenacdo e nutrientes do meio (GARCIA-GONZALDO;
PAGAN, 2015). Temperaturas ideais, por exemplo, podem propiciar um aumento na
producdo de biofilme. Han e colaboradores (2016) avaliaram o efeito da temperatura na
producdo de biofilme de Vibrio parahaemolyticus, um patdégeno associado a frutos do mar, e
observaram que temperaturas de 15 a 37°C induziram uma forte formacdo de biofilme,
enquanto que temperaturas de 4 a 10°C ocasionaram a aderéncias das bactérias em
monocamadas, indicando que temperaturas mais elevadas (15-37°C) podem gerar condig0es
ameacadoras para seguranca alimentar.

Diversas estratégias e métodos sdo descritos para prevenir ou reduzir a formacdo de
biofilmes nas plantas das industrias de alimentos. Meyer (2003) sugeriu a existéncias de trés
diferentes estratégias para enfrentar problemas com biofilmes: a desinfeccdo “in time”, antes
do biofilme ser formado, a desinfeccdo do biofilme usando desinfetantes agressivos e a

selecdo de superficies de materiais que inibam a adesdo dos microrganismos ou a
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suplementacdo de nutrientes. De forma geral, métodos fisicos (campo magnético, pulso
elétrico, escovagdo), quimicos (ozbnio, cloro, peroxido, &cidos), produtos naturais (6leos
essenciais) e bioldgicos (enzimas) sdo empregados (PHILLIPS, 2016).

A utilizacdo de correntes elétricas em combinacdo ao uso de antibioticos mostrou-se
efetivo no controle dos biofilmes, segundo Costerton e colaboradores (1994) a corrente
elétrica permite que as moléculas de antibi6tico sejam conduzidas através da matriz EPS
atingindo as células bacterianas no biofilme. Agentes quimicos podem reagir com a matriz
EPS, permitindo que a remocdo mecanica dos biofilmes seja melhorada, essas duas técnicas
podem agir sinergicamente para eliminacdo das bactérias (SREY; JAHID; HA, 2013). Um
dos desinfetantes mais utilizados é o peréxido de hidrogénio, ele possui uma alta capacidade
de oxidacdo produzindo radicais livres que afetam a matriz do biofilme (SREY; JAHID; HA,
2013). Contudo, existem trabalhos que relatam a resisténcia de microrganismos em biofilmes
a este agente, como Clostridium perfrigens, que se mostrou tolerante a diversos desinfetantes
utilizados nas industrias de alimentos, como monopersulfato de potéssio, cloreto de aménio
quaternario, peroxido de hidrogénio e glutaraldeido (CHARLEBOIS et al., 2017). O uso de
enzimas combinado a surfactantes também tem se mostrado uma alternativa para o controle
dos biofilmes. No entanto, devido a heterogeneidade da matriz EPS, e da especificidade no
mecanismo de acdo das enzimas, identificar enzimas efetivas para os diferentes tipos de
biofilmes torna a sua aplicacdo complexa, sendo necessaria uma mistura de enzimas para
atuar eficazmente na degradacdo do biofilme (SIMOES; SIMOES; VIEIRA, 2010).

Diversas bactérias sdo capazes de formar biofilmes, e dentre as bactérias patogénicas para
indUstria alimenticia podem ser citadas Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Staphyllococcus aureus, entre outros (GKANA et
al., 2017; KOCOT; OLSZEWSKA, 2017; PICOLI et al., 2017). Dessa forma, é fundamental
entender as caracteristicas peculiares de cada microrganismo, a fim de que medidas efetivas
sejam tomadas para prevencdo e eliminacdo dos biofilmes bacterianos nas inddstrias de

alimentos, evitando gastos financeiros e riscos para saude publica.

2.4.2.1 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes ¢ uma bactéria Gram-positiva associada a diversos surtos de
doengas transmitidas pelo consumo de alimentos contaminados. Conhecida como listeriose, a
doenca causada por L. monocytogenes é caracterizada por septicemia, meningite e aborto em

mulheres gravidas, estimando-se que 95% das infeccdes resultem em hospitalizacdo e que a
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taxa de mortalidade esteja entre 15 a 20% (DATTA; BURALL, 2017). A populagdo mais
susceptivel a listeriose inclui jovens, idosos, mulheres gravidas e pessoas imuno-
comprometidas (DATTA; BURALL, 2017).

Diversos alimentos como produtos lacteos, mariscos, embutidos, carnes, aves e vegetais
contaminados, j& foram reportados dentre os surtos de listeriose (EPELBOIN; BOSSI, 2011).
Devido a sua capacidade de sobrevivéncia em diferentes condigdes ambientais como baixas
temperaturas (4-37°C), altas concentracGes salinas, e baixo pH, o controle de L.
monocytogenes € um desafio para as industrias de alimentos (EPELBOIN; BOSSI, 2011;
SCHODER, 2016). L. monocytogenes pode colonizar superficies de equipamentos, tubos,
correias e pavimentos, sendo capaz de permanecer vidveis por até um ano em plantas de
processamento, podendo atuar na contaminacdo cruzada de alimentos (BERRANG et al.,
2005; KOCOT; OLSZEWSKA, 2017).

Listeria monocytogenes apresenta uma grande heterogeneidade entre as diferentes cepas,
sendo descritos 13 sorotipos nomeados de 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4ab, 4c, 4d, 4e e
7 (RENIER; HEBRAUD; DESVAUX, 2011). Os principais sorotipos causadores de doencas
em humanos sdo 1/2a, 1/2b, e 4b (DATTA; BURALL, 2017). Norwood e Gilmour (1999)
avaliaram a aderéncia de diferentes sorotipos a superficies de aco inoxidavel observando que
0 sorotipo 4b mostrou adeséo significativamente maior que o 1/2a, e segundo McLauchlin
(1987) o sorotipo 4b é encontrado em 59% dos casos de L. monocytogenes em humanos.

A formacdo de biofilme garante a protecdo das células bacterianas e a sua persisténcia no
meio, em L. monocytogenes o uso de flagelos esta associado a aderéncia a superficies, bem
como proteinas e mecanismos moleculares que regulam a formacdo do biofilme (KOCOT;
OLSZEWSKA, 2017). Pan e colaboradores (2006) realizaram um estudo simulando
condicBes de industrias de processamento de alimentos e avaliaram o desenvolvimento de
resisténcia de cepas de L. monocytogenes a sanitizantes utilizados comumente em industrias.
Neste estudo, os autores puderam constatar que ao longo de trés semanas no regime do
experimento, os biofilmes conferiram resisténcia bacteriana ao perdxido de hidrogénio,
amonio quaternério e cloro, e que ndo houve diferenca na susceptibilidade das células livres e
do controle, sugerindo que a resisténcia aos sanitizantes seja atribuida a componentes da

matriz EPS e ndo de atributos intrinsecos da bactéria.
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2.4.2.2 Enterococcus faecalis

Micro-organismo membros do grupo Enterococcus comumente sdo encontrados em
diversos ambientes como o tratado digestivo animal e humano, solo, 4gua e plantas, além de
serem encontrados em uma variedade de alimentos como queijos artesanais e salsichas
fermentadas (LEPAGE et al.,, 2006). Por muito tempo espécies desse género foram
consideradas inofensivas e sem importancia médica, porém espécies como E. faecalis e E.
faecium tém emergido como causadoras de doencas infecciosas, sendo que E. faecalis tém
sido reportada como causadora de 60 a 80% das infecgBes por espécies de Enterococcus
(LEPAGE et al., 2006).

Enterococcus faecalis € uma bactéria gram-positiva anaerdbica facultativa, capaz de se
desenvolver em temperaturas que vao de 5 a 60°C e variacOes de pH de 4.6 a 9.9 (FISHER,;
PHILLIPS, 2009). Gracas a alta tolerancia a variacdes de temperatura e condi¢cGes ambientais
adversas, espécies de Enterococcus sdo capazes de habitar diversos nichos e sua presenga
pode ser um indicador da qualidade sanitaria em alimentos (GIRAFFA, 2002). A presenca de
Enterococcus no trato gastrointestinal de animais é uma das causas de contaminacdo de carne
no momento do abate (FRANZ et al., 2003). Aarestrup e colaboradores (2002) avaliou a
presenca de Enterococcus em carnes de porco e sua resisténcia a antibiéticos, constatando a
presenca de E. faecalis e E. faecium nas amostras coletadas, e a expressao de genes de
resisténcia a antibidticos como eritromicina. Em abatedouros, a presenca de E. faecalis em
carnes de aves se mostrou predominante dentre as espécies de Enterococcus isoladas destas
amostras (TURTURA; LORENZELLI, 1994). E. faecalis pode ser um problema ndo s6 em
alimentos crus, como também em alimentos cozidos, gracas a sua capacidade de sobreviver ao
cozimento em temperaturas de até 60°C, estando envolvida no processo de deterioracdo dos
alimentos (GIRAFFA, 2002). Ademais a capacidade inerente de formar biofilmes permite
adaptacdo a condicGes ambientais severas e € um importante mecanismo de viruléncias em
Enterococcus (KAFIL et al., 2016).

2.5 CANCER CERVICAL

O cancer do colo do atero é o quarto tipo de cancer mais frequente em mulheres ao redor
do mundo, sendo estimada a ocorréncia de 530 mil novos casos em 2012, compreendendo
cerca de 7,9% dos canceres femininos (WHO, 2017b). Aproximadamente 265 mil mortes

ocorrem anualmente, sendo que cerca de 87% das mortes ocorrem em paises pouco
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desenvolvidos, com recursos limitados para tratamento de doencgas (BASU et al., 2017). O
cancer cervical € um tipo de tumor maligno invasivo capaz de se espalhar para outras partes
do corpo e em muitos casos estd associado ao papiloma virus humano (HPV) de alto risco, o
qual é capaz de causar lesdes malignas (MEDINA-ALARCON et al., 2017). As manifestacdes
invasivas sdo mais raras de serem encontradas em mulheres de idade inferior a 30 anos,
havendo maior possibilidade de detectar lesGes de alto grau em mulheres entre 35 e 45 anos
(BASU et al., 2017).

A associacdo entre o cancer cervical e infeccdes por HPV é bem estabelecida e estudos
indicam que o0 DNA do HPV pode ser detectado em 90 a 100% dos casos desse tipo de cancer
(BOSCH et al., 2002). Existem mais de 100 tipos de HPV identificados, dos quais 40 estdo
associados a infec¢bes humanas, sendo classificados como de alto risco ou baixo risco para o
desenvolvimento de cancer cervical (PAAVONEN, 2007). Procedimentos cirurgicos,
quimioterapia e radioterapias sdo os principais métodos usados para o tratamento do cancer
cervical (MEDINA-ALARCON etal., 2017).

A cultura de células surgiu no século XX com o objetivo de estudar o comportamento de
células animais e atualmente é uma técnica amplamente aplicada em investigacdes cientificas
relacionadas ao cancer (CRUZ et al., 2009). A cancerologia experimental in vitro tem se
tornado um importante recurso para pesquisa de moléculas antineoplasicas eficientes e
seguras (ROSAS et al., 2013). Fundado na década de 60 o American Type Culture Collection
(ATCC), é um banco de células que mantém varias colecdes celulares certificadas de onde é
possivel se obter linhagens padrbes para pesquisa (ROSAS et al., 2013). A linhagem celular
de céancer cervical HeLa é um dos modelos experimentais mais utilizados na cancerologia
experimental (ROSAS et al., 2013).

Por mais de 30 anos produtos originarios de plantas tem desempenhado um importante
papel como recursos quimioterapeuticos no tratamento de cancer. Moléculas naturais sdo uma
fonte de novos farmacos e muitas drogas s@o sintetizadas para mimetizar estas moléculas
(FEHER; SCHMIDT, 2003). A vincristina e vimblastina, por exemplo, sdo alcaloides
isolados de Chataranthus roseus, amplamente utilizados no tratamento de linfomas, leucemia,
cancer de mama, cancer de testiculo e sarcoma de Kaposi (PRAKASH et al., 2013). O
Furanodieno, um sesquiterpeno isolado do oOleo essencial de Curcuma wenyujin, e 0 0leo
essencial do rizoma desta planta, sdo capazes de inibir a proliferagdo de células de cancer
cervical HeLa (PATEL; GOGNA, 2015). A timoquinona isolada do 6leo essencial de Nigela
sativa é conhecida por ser ativa contra diversas doencas, e foi capaz de induzir a morte celular

de HeLa por apoptose, estimulando a producdo de genes pro-apopitoticos e reduzindo a
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expressdo de genes anti-apopitoticos (SAKALAR et al., 2013). Ainda segundo Feher e
Schimdt (2003), é possivel que produtos naturais sejam combinados com moléculas sintéticas,
tornando estas moléculas combinadas mais eficientes pela possivel adicdo de centros quirais,
anéis aromaticos, heteroatomos e saturagoes.

Sistemas de entrega localizada de farmacos tém sido bastante estudados para o tratamento
quimioterapico de cancer cervical, oferecendo vantagens como a entrega direta para o local de
acdao, com consequente diminuicdo da dose do farmaco necessaria e reducdo de efeitos
colaterais (MAJOR; MCCONVILLE, 2017). A localizacédo do colo do utero o torna acessivel
a implantacdo de forma ndo invasiva de dispositivos para entrega de farmacos ou
formulagdes, que ao entrarem em contato com o tecido canceroso podem combater as células
tumorais (MAJOR; MCCONVILLE, 2017). Segundo Major e McConville (2017) dispositivos
como tabletes, géis vaginais, anéis vaginais, capsulas e sistemas particulados, como
nanoparticulas e lipossomas tém sido investigados para fins terapéuticos. As nanoparticulas
como sistemas de entrega de farmacos vaginais tem recebido atengdo por permitirem a
liberacdo controlada e a acdo em células alvo, aléem de poderem aumentar a eficiéncia
terapéutica e apresentar propriedades melhoradas atuando como antimicrobianos (ENSIGN;
CONE; HANES, 2014). Nesse contexto, a aplicacdo da nanotecnologia se apresenta como

uma ferramenta promissora aliada ao tratamento do cancer cervical.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme do éleo essencial
(OE) de folhas de Tetragastris catuaba e de seu composto majoritario, o B-cariofileno, através
do desenvolvimento e caracterizacdo de nanoemulsGes. Para tal, a composi¢do quimica do OE
foi identificada através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. As
nanoemulsdes foram formuladas a partir de um sistema contendo uma mistura de tensoativos,
Tween 80 e Span 80, uma fase oleosa, contendo o dleo essencial ou o B-cariofileno, e uma
fase aquosa contendo agua e liquido i6nico. Os componentes foram misturados em agitador
magnético e, posteriormente, em ultrasson de ponta. O Gleo essencial apresentou 54
compostos, sendo o B-cariofileno o componente majoritario (25,6%), seguido do a-Copaeno
(8,3%), a-himachaleno (7,9%), Iso-Silvestreno (5,8%), Linalool butanoato (5.2%), a-Pineno
(5.1%) e Guaieno (4.4%). As nanoemulsdes apresentaram tamanho de particula entre
23,740,37nm e 31,2 +1,24nm, para o OE ¢ o B-cariofileno, respectivamente. As atividades

antimicrobiana e antibiofilme foram observadas principalmente para o OE livre e sua
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nanoemulsdo, apresentando uma reducéo significativa (p<0,05) do crescimento plancténico e
do biofilme de L. monocytogenes e E. faecalis. Para o B-cariofileno livre foi possivel observar
atividade antimicrobiana e antibiofilme contra E. faecalis, porém, para a sua nanoemulsédo
apenas reducdo do crescimento das bactérias planctonicas. O B-cariofileno ndo foi ativo
contra L. monocytogenes. A relacdo observada entre a acdo do 6leo essencial e do B-
cariofileno frente as bactérias estudadas, podem indicar que outros compostos presentes no
Oleo essencial atuam em sinergismo para determinar a sua atividade. Além disso, as
nanoemulsdes baseadas em 6leos essenciais se apresentam como alternativas eficazes para

aplicacdes biotecnoldgicas no controle de microrganismos patogénicos.

Palavras Chave: Catuaba, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis, 6leo essencial, p-

cariofileno, nanoemulséo.

1. Introducéo

Enterococcus faecalis e Listeria monocytogenes sdo bactérias gram positivas
anaerdbias, a primeira com célula do tipo diplococos e a Gltima um bacilo. Ambas apresentam
um alto potencial de causar doencas em humanos (Bakshi, Sarkar, Paul, & Dutta, 2016; Zhu,
Gooneratne, & Hussain, 2017). E. faecalis pode se tornar patogénica causando, por exemplo,
infeccbes do trato urinario, endocardite, meningite entre outras doencas (Vu & Carvalho,
2011). Além disso, a presenca de Enterococcus sp. no trato intestinal de animais é um
importante fator de contaminacdo de carnes no momento do abate, e gracas a capacidade de
tolerar variacOes de temperatura, a presenca de E. faecalis em carnes tem sido associada a
deterioracdo desses produtos (Franz, Holzapfel, & Stiles, 1999). L. monocytogenes encontra-
se disseminada em diversos ambientes, como &gua e solo, além de serem achadas em
inimeros alimentos, como vegetais, produtos lacteos, mariscos, embutidos e carnes (Epelboin
& Bossi, 2011). Esse patogeno é capaz de infectar humanos causando listeriose, doenca que
ocorre exclusivamente ap0s a ingestdo de alimentos contaminados, podendo causar septicemia
e meningocefalite em individuos com imunidade comprometida (Schuppler & Loessner,
2010).

As bactérias em geral adotam dois estilos de vida, sendo um deles de vida livre ou
planctdnica que permite a dispersdo para novos ambientes, e a forma de vida sessil, ou
biofilme que as torna tolerantes as condi¢cdes ambientais adversas (Malafaia et al., 2017,
Trentin, Giordani, & Macedo, 2013). Gragas a estas vantagens, recentemente os biofilmes tém
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atraido uma atengdo notavel devido ao seu impacto na medicina e saude publica (Silva et al.,
2015).

A investigacdo de novos agentes antimicrobianos, com acdo tanto nas bactérias
plancténicas como em biofilmes, tem sido estimuladas dado o acimulo de resisténcias pelo
uso indiscriminado de antibidticos. Nesse contexto, 0s 6leos essenciais sd&o compostos
voléteis, de natureza lipofilica, produzidos pelo metabolismo secundario vegetal que sdo
amplamente investigados quanto as suas propriedades bioldgicas (Bilia et al., 2014). Porém,
caracteristicas como baixa solubilidade em &gua, volatilidade e susceptibilidade a
decomposicdo sob condi¢bes ambientais, tornam a aplicabilidade dos o6leos essenciais
limitada, sendo o encapsulamento desses compostos uma alternativa eficaz para aumentar a
sua estabilidade fisica (Bilia et al., 2014). A familia Burseraceae apresenta uma variedade de
plantas aromaticas produtoras de 6leos essenciais com atividades biologicas como inseticida,
antimicrobiana, antiproliferativa, repelente, antifungica, e outras (Nagawa, Béhmdorfer, &
Rosenau, 2015; Prakash, Mishra, Kedia, & Dubey, 2014; VVuuren, Kamatou, & Viljoen, 2010;
Yagi, Babiker, Tzanova, & Schohn, 2016; Younoussa, Nukenine, Pierre, Danga, & Esimone,
2016). A espécie Tetragastris catuaba pertence a familia Burseraceae, e o 0leo essencial
produzido por ela é descrito pela primeira vez neste trabalho.

Nanoemulsdes sdo sistemas formados usualmente pela mistura de dois liquidos
imisciveis, que devido ao seu pequeno tamanho de particula, exibem grande estabilidade
fisica (Singh et al., 2017). Esses sistemas se apresentam como uma alternativa potencial para
o encapsulamento de compostos lipofilicos bioativos, promovendo maior protecdo e
solubilidade em meios aquosos (Arancibia, Miranda, Matiacevich, & Troncoso, 2017). Nesse
contexto, as nanoemulsdes sdo estruturas amplamente empregadas como sistemas de entrega
controlada de substancias, e podem ser aplicadas em diferentes campos, como em industrias
de alimentos, farmacéutica e cosméticos (Callender, Mathews, Kobernyk, & Wettig, 2017;
Singh et al., 2017). Dessa forma, o objetivo do presente estudo é caracterizar o 0leo essencial
de Tetragastris catuaba e avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme do 6leo essencial e
de seu composto majoritario encapsulados em nanoemulses contendo liquido i6nico, para

aplicagdes biotecnologicas contra Enterococcus faecalis e Listeria monocytogenes.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Material vegetal

Folhas de Tetragastris catuaba foram coletadas na Usina S&o José (coordenadas
7°46°55.5”S 35°00°33.6”W) municipio de Goiana, Pernambuco, Brasil, em fevereiro de 2015.
A espécie foi identificada no herbario do Instituto Agronémico de Pernambuco e um
exemplar foi depositado sob exsicata de nimero 96.789. O material foi coletado em sacos

plasticos e armazenado sob refrigeracdo (-24 °C) até a extracdo do 6leo essencial.

2.2 Extragdo dos 6leos essenciais

A técnica empregada para a extracdo do Oleo essencial foi a hidrodestilagdo com
aparato de Clevenger. A cada extracdo, eram pesadas 5009 de folhas moidas e adicionado
2,5L de agua destilada. O tempo de extracdo foi de 4 h. Ao término da extracdo o Oleo
essencial foi coletado e tratado com sulfato de sédio anidro para a retirada total da agua
presente na amostra. O 6leo essencial foi armazenado em recipientes de vidro tipo ambar sob

refrigeracdo (-20 °C) até uso nos experimentos.

2.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Os compostos volateis foram analisados através de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/EM) em um sistema Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra com
detector seletivo de massa, equipado com uma coluna apolar Rxi®-5ms (Crossbond® 5% de
difenil / 95% de dimetilpolisiloxano) (10 m x 0,10 mm ID x 10 pum df). Para a analise o
volume de injecao da amostra foi de 0,5 pL. de solucao diluida (1/100) de 6leo essencial em n-
hexano. A temperatura do forno foi programada de 40 a 250°C a uma taxa de aquecimento de
25°C/min para fins de integracdo. As temperaturas do injetor e do detector foram ajustadas
em 260°C. O hélio foi usado como gas de arraste a uma taxa de fluxo de 1 mL/min e pressao
de entrada de 30 p.s.i. no modo split (1:30). Os espectros de massa foram registrados em
70eV (em modo EI) com uma velocidade de escaneamento de 0.5 scan-s e fragmentos de 40 a
550 Da.

A partir da analise dos tempos de retencdo dos componentes da amostra do 6leo e dos
padrbes de n-alcanos C8-C40, foi calculado o indice de retencéo para cada composto, segundo
a equacao de Van den Dool and Kratz (1963). Os compostos foram identificados a partir de

comparacdo de seus espectros de massa e indices de retencdo com aqueles de padrdes
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auténticos disponiveis na biblioteca de referéncia NIST 98 e WILEY e dados da literatura de
publicada em Adams (2009).

2.4 Obtencao do liquido iénico

O liquido iénico (LI) dicatiénico foi sintetizado e cedido pela Dra. Clarissa Piccinin
Frizzo, do Departamento de Quimica, do Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Dados referentes a caracterizagdo encontram-

se disponiveis nos Apendices | ao IV.

2.4.1 Sintese

Resumidamente, 5 mmol de 1-metilimidazol e acetonitrila (50 mL) foram adicionados
a um baldo conectados a um condensador de refluxo sob atmosfera inerte e agitado por 2 min.
A seguir, 25 mmol of 1,10-dibromodecano foi lentamente adicionado. A mistura foi mantida a
70 °C por 72 h. Ao final, o solvente foi evaporado a pressao reduzida, lavado com dietileter, e
seco sob vacuo (4 mbar, 50 °C, 48 h) e o produto foi obtido com alta pureza. Para a reacao de
troca do anion o hidréxido de 1,10-bis(3-metilimidazolineo-1-il) decano foi preparado a partir
do brometo de 1,10-bis(3-metilimidazolineo-1-yl) decano em agua, usando resina de troca
ibnica (IRN78). Finalmente, o LI dicatiénico foi obtido pela adi¢do lenta do hidroxido de
1,10-bis(3-metilimidazolineo-1-il) decano em agua a um leve excesso de hidrocloridrato de
serina em agua. A mistura foi agitada a 25°C por 12h. O solvente foi evaporado a 70°C sob
vacuo. Um volume de 9 mL de acetonitrila e 10 mL de metanol foram adicionados a mistura
sob agitacdo vigorosa. A mistura foi entdo filtrada para remover o excesso de aminoacido. O

filtrado foi evaporado para remocao dos solventes e o produto seco a vacuo por 48h a 70 °C.
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Figura 1. Estrutura quimica do liquido iénico dicatidnico derivado de serina.

2.5 Preparo das nanoemulsdes

Para o preparo das nanoemulsdes, o volume de 6leo essencial ou B-cariofileno (Sigma-

Aldrich) foi fixado em 2% do volume total da formulacéo e a concentracdo do liquido idnico
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fixada em 1 mg/mL, a fim de manter uma concentracdo suficiente de éleo para aplicacdes
biolégicas e evitar a toxicidade do liquido ibnico. Para determinar as proporcdes de
tensoativos foram feitas formulagGes contendo proporgdes 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3.7, 2:8
e 1.9 (v/iv) de Tween® 80 (Dindnimica) e Span® 80 (Sigma-Aldrich), respectivamente,
utilizando o B-cariofileno como fase oleosa. As emulsdes foram avaliadas através dos
aspectos visuais apos 24h e a formulacdo que se apresentou limpida, translicida e sem
separacdo de fases foi selecionada. Apos selecionada a melhor proporcdo de tensoativos, a
nanoemulsdo contendo 06leo essencial como fase oleosa foi elaborada. As formulagdes foram
produzidas em duas etapas: primeiramente uma aliquota do 6leo foi submetida a agitacdo
magnética durante 5 min. juntamente com o Tween 80 e 0 Span 80 para homogeneizagdo dos
componentes. Em seguida, foi adicionado uma solucéo aquosa do liquido iénico a 1 mg/mL,
mantendo-se a agitagdo por mais 30 min. Por fim, a mistura foi submetida a homogeneizagéo
em ultrasonicador de ponta (Qsnica Sonicators, Ultrasonic Processor 125 Watt, 20 kHz) por 3
min a 60% de amplitude e 4s de pulso. Ap6s o processo, as formulagdes limpidas foram
estocadas em temperatura ambiente até uso. Uma mistura contendo apenas B-cariofileno e as
proporcOes estabelecidas de Tween 80 e Span 80 (MF1) foi preparada, bem como uma
formulagdo contendo apenas B-cariofileno e a solucdo aquosa do liquido idnico (MF2), para

verificar a estabilidade dos sistemas separadamente.

2.6 Caracterizacdo das nanoemulsbes

2.6.1 Anadlises térmicas

As curvas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) e termogravimetria (TG)
foram obtidas no analisador térmico simultaneo NETZSCH STA 449 F3 Jupiter. As analises
foram realizadas em cadinhos de aluminio contendo cerca de 2 mg das amostras, sob
atmosfera de azoto dindmico (50 mL/min) e taxa de aquecimento de 10°C/min no intervalo de
temperatura de 40°C - 600°C. Os resultados foram analisados no software Proteus® da
NETZSCH.

2.6.2 Tamanho de particula e potencial zeta

O tamanho de goticula, o indice de polidispersdo (PDI) e o potencial zeta das
nanoemulsdes foram medidos utilizando um Zetsizer ZS90 (Malvern Instruments) a

temperatura de 25°C. As amostras foram diluidas em uma proporcdo 1: 20 com agua Milli-Q
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e submetidos a andlise. O equipamento foi calibrado usando solucdo padrdo Silica Coloidal
(ERM-FD102). Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

2.6.3 Medida de pH

O pH das nanoemulsdes foi avaliado em um pHmetro digital (Hanna Instruments HI
2221) equipado com eletrodo de vidro e sensor de temperatura. As anélises foram realizadas
em triplicata.

2.6.4 Microscopia eletronica de transmisséo

A morfologia das nanoemulsdes foi avaliada em microscopio eletrénico de
transmisséo de alta resolucdo (FEI TECNAIG2 200 kV). Uma gota da amostra foi depositada
sobre um grid Holey Carbon (Sigma-Aldrich) e posteriormente contrastado com &acido
fosfotungstico (Agar R1213) a 2%. Em seguida cada amostra foi lavada com agua Milli-Q

para retirada do excesso de contrastante.

2.7 Isolados bacterianos e condicdes de cultura

As atividades antimicrobiana e antibiofilme foram testadas em Enterococcus faecalis
ATCC 29212 e Listeria monocytogenes ATCC 7644, cultivados em BHI &gar e mantidos em
estufa por 24h a 37°C. A partir do cultivo foram preparadas suspensdes em solugdo salina
(0,9% NaCl), correspondendo a 0,5 na escala de McFarland, para serem usados nos

experimentos.

2.8 Ensaios antimicrobianos e antibiofilme

Para este teste foi empregado o protocolo de Trentin e colaboradores (2011),
utilizando cristal violeta em placas de microtitulagdo estéreis de poliestireno de fundo chato.
Foram testados o 6leo essencial puro e o B-cariofileno e suas respectivas nanoemulsdes. Aos
pocgos das microplacas foram adicionados 80 pl da suspensdo bacteriana, 80 pl das solucGes
testes (concentracdo final variando de 8 a 0,3 mg/ml para os testes com Gleo essencial e 4 a
0,03 mg/ml para o B-cariofileno) e 40ul de meio BHI caldo. Um controle substituindo o
volume de solucdo de teste por agua foi realizado. Apds incubacdo a 37 °C por 24 h, o
contetdo dos pogos foi removido e 0os mesmos lavados trés vezes com solucéo salina a fim de
remover as células ndo aderidas. As bactérias aderidas foram termofixadas em estufa a 60 °C
por 1 h. A camada de biofilme formado foi corada com cristal violeta a 0,4% por 15 min a

temperatura ambiente, em seguida o corante foi descartado e lavado com &gua até que restasse
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apenas o0 que estava impregnado no biofilme. O corante ligado foi solubilizado com etanol
99,5% e ap6s 30 min a absorbancia foi medida a 570 nm. O crescimento plancténico das
bactérias foi avaliado por diferenca entre a absorbancia medida a 600 nm no final e no inicio
do tempo de incubacdo das placas de microtitulacdo. Tanto a formacao de biofilme quanto o
crescimento planctonico no controle foi considerada como 100%. Valores superiores a 100%
representam estimulacdo da formacéo de biofilme ou crescimento planctonico em comparacao

com o controle.

2.9 Microscopia electronica de varredura

Biofilmes foram cultivados como descrito no item 2.7 com um slide de Thermanox™
Coverslips (Thermo Fisher Scientific) em cada poco. Apds 24h de incubacdo a 37 °C, 0s
slides foram removidos, lavados com solucéo salina e fixados em Glutaraldeido 2,5 % em
tamp&o cacodilato 0,1 M, em seguida as amostras foram desidratadas em concentragdes
crescentes de acetona P.A (30 %, 50 %, 70 %, 90 % e 100 %). Os slides de ThermanoxTM
foram secos por CO; ponto critico (CDP030 BALTEC) e fixados em stubs de aluminio para
metalizacdo com ouro. A densidade da formacdo de biofilme foi analisada em microscopio
eletronico de varredura (QUANTA 200 FEG).

2.10 Andlises estatisticas

Todos os ensaios foram realizados em triplicatas experimentais. Os resultados foram
expressos como média da percentagem * desvio padrdo. Diferencas entre grupos tratados e
controle foram avaliadas por teste t ndo pareado e foram considerados estatisticamente
significantes para p < 0,05.

3. Resultados e discussao

3.1 Composigao quimica do 6leo essencial

Através das anélises cromatogréaficas foram identificados 54 compostos no 6leo essencial
das folhas de T. catuaba. Os quais estdo distribuidos em duas classes, sendo 0s sesquiterpenos
a classe dominante perfazendo cerca de 79,5% do 0Oleo essencial, seguido dos monoterpenos
com 18,8%. O composto majoritario do oOleo essencial de T. catuaba ¢ o PB-cariofileno,
constituindo cerca de 25,6% do teor do 6leo. Dentre os compostos de menor proporgao, se
destacam 0 a-Copaeno (8,3%), a-himachaleno (7,9%), Iso-Silvestreno (5,8%), Linalool
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butanoato (5.2%), a-Pineno (5.1%) e Guaieno (4.4%). Compostos entre 1 e 3% perfazem
cerca de 19,8% do 6leo e compostos com menos de 1% constituem cerca de 15,8% (tabela 1).

Tabela 1. Identificagdo dos constituintes do 6leo essencial obtido de folhas de Tetragastris
catuaba.

N° do pico  Compostos IR? IR %
1 a-Pineno 932 928 5.19
2 Sabineno 969 960 0.34
3 S-Pineno 974 971 2.62
4 Mirceno 988 985 0.25
5 0-2-Careno 1001 999 0.20
6 p-Menta-1(7),8-dieno 1003 1001 3.84
7 Iso-Silvestreno 1007 1005 5.88
8 a-terpineno 1014 1011 0.35
9 Terpinen-4-ol 1174 1172 0.14
10 o-Elemeno 1335 1331 0.44
11 a-Cubebeno 1345 1343 0.98
12 a-Ylangeno 1373 1370 0.37
13 a-Copaeno 1374 1375 8.33
14 2-Epi-p-funebreno 1411 1410 0.32
15 S-lonol 1412 1414 0.90
16 p-Cariofileno 1417 1418 25.66
17 p-Cedreno 1419 1419 0.52
18 S-Ylangeno 1419 1420 0.17
19 S-Duprezianeno 1421 1421 0.36
20 Linalool butanoato 1421 1421 5.20
21 S-Copaeno 1430 1428 0.46
22 S-Gurjuneno 1431 1433 0.42
23 y-Elemeno 1434 1434 1.06

N
N

Guaieno 1437 1437 4.45
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26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
o1
52
53

Aromadendreno
6,9-guaiadieno
a-himachaleno
Amorfa-4,11-dieno
Cis-Cadina-1(6),4-dieno
Aristolocheno
a-Cupreneno
y-Cadineno
0-Cadineno
y-cupreneno

Elemol
Epi-longipinanol
Maaliol

Longipinanol

Oxido de Cariofileno
Thujopsan-2-a-ol
Viridiflorol
Cubeban-11-ol
Cis-dihidro-maiurono
Rosifoliol

Cedrol

Ledol
5-epi-7-epi-a-eudesmol
p-Atlantol
1,10-di-epi-cubenol
Isolongifolan-7-a-ol
10-epi-y-eudesmol
Eremoligenol

Gymnomitrono

1439
1442
1449
1449
1461
1487
1505
1513
1522
1532
1548
1562
1566
1567
1582
1586
1592
1595
1595
1600
1600
1602
1607
1608
1618
1619
1622
1629
1631

1438
1441
1445
1450
1458
1482
1501
1510
1519
1533
1542
1565
1566
1567
1580
1588
1501
1592
1594
1508
1600
1601
1605
1606
1619
1620
1621
1630
1632

1.33
0.70
7.95
0.48
2.37
0.25
0.62
0.22
0.36
0.28
2.62
0.14
0.42
0.35
0.93
2.24
1.30
0.72
0.22
0.46
0.13
0.25
0.41
0.70
0.32
0.60
1.06
0.46
1.41

44
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54 Epi-a-cadinol 1638 1635 0.55
Monoterpenes 18.81
Sesquiterpenes 79.49
Total 98.30

*Indice de Retencdo da literatura Adams (2009). *Indices de Retencdo calculados através dos tempos
de retencdo em relacdo aqueles da série de n-alcanos em uma coluna capilar apolar Crosshond®.

Frequentemente os compostos derivados de terpenos constituem a maior parte da
composi¢do dos 6leos essenciais, como monoterpenos e sesquiterpenos (Simdes & Spitzer,
1999). Para o género Tetragastris poucos trabalhos abordam a andlise quimica de 6leo
essenciais, porém em seu estudo Zoghbi e colaboradores (1998), avaliaram a composi¢do
quimica da resina de T. panamensis encontrando como principais constituintes o f-
cariofileno, a-pineno, 6xido de cariofileno e 6-cadinene, sendo compostos também presentes
em T. catuaba. O B-cariofileno € um sesquiterpeno comumente presente em 6leos essenciais
vegetais, e a literatura apresenta diferentes aplicacdes bioldgicas descritas, como atividade
anestésica, anti-inflamatoria, anticncer, antimicrobiana além de usos em cosméticos e
fragrancias (Dahham et al., 2015; Ghelardini, Galeotti, Cesare, Mazzanti, & Bartolini, 2001,
Skolld, Karlberg, Matura, & Borje, 2006; Tambe, Tsujiuchi, Honda, Ikeshiro, & Tanaka,
1996). No Brasil, Tetragastris catuaba também conhecida como Catuaba, apresenta
aplicacdes na medicina popular com relatos de propriedade analgésicas, tonica, afrodisiaca e
de estimulo ao sistema nervoso central (Daly, 1990). Dessa forma, Tetragastris catuaba e
seus metabdlitos podem ser potencialmente investigados quanto as suas propriedades

bioldgicas.

3.2 Estabilidade das nanoemulsdes

A partir da identificacdo da composicéo quimica do 6leo de T. catuaba foi possivel definir
a elaboracdo das nanoemulsGes do o6leo essencial e do seu composto majoritario, o [-
cariofileno. Diferentes concentracfes de tensoativos foram testadas a fim de determinar um
nivel 6timo de suas proporcdes, sendo a proporcéo 9:1 (Tween 80: Span 80) a mais estavel em
suas caracteristicas macroscopicas. As nanoemulsdes formuladas se apresentaram como
sistemas transparentes ou levemente turvos (Figura 2), caracteristicas que definem esse tipo
de emulsdo dado o tamanho reduzido de suas particulas (Mcclements, 2011). Dessa forma,
depois de avaliadas por 24 h, ndo havendo sinal de separacdo de fase ou agregacdo, a

composicao final das nanoemulsdes foi definida em 2 % de fase oleosa (6leo essencial ou f3-
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cariofileno), 3 % de tensoativos e 95 % de fase aquosa contendo liquido idnico. O mesmo nao
foi observado para as misturas MF1 e MF2, havendo quebra da estabilidade ap6s 24 h, como

visto na figura 3.

Figura 2: Aparéncia visual das nanoemuls6es preparadas com o 6leo essencial de Tetragastris
catuaba (A) e seu composto majoritario, B-cariofileno (B). Formulagdo contendo Tween 80,
Span 80 e Liquido Iénico.

Figura 3: Aspectos visuais das nanoemulsdes formuladas com B-cariofileno em Oh (A) e ap6s
24h (B). 1: Nanoemulsao B-cariofileno, 2: Formulagdo B-cariofileno, Tween 80, Span 80 e
agua (MF1), 3: Formulagao B-cariofileno, agua, liquido iénico (MF2).
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3.3 Caracterizacao fisico-quimica das nanomulsdes

3.3.1 Analises térmicas

Através das analises de TG e DSC foi possivel avaliar estabilidade térmica do 0leo
essencial de T. catuaba, do B-cariofileno e de suas respectivas nanoemulsfes. As curvas de
TG do ¢leo essencial e do B-cariofileno livres estdo demonstradas na figura 4. O Oleo
essencial mostrou um evento de degradacdo acentuada em 200°C com perda de massa de
74,17%, seguido de um platd na curva com degradacao da amostra e perda de massa de 16,2%
até 600°C. Comportamento semelhante pode ser observado para o B-cariofileno apresentando
um pico de perda de massa de 86,36% em 203°C, com consequente degradacao de 13,65% até
600°C. Ambos apresentam boa estabilidade térmica entre 40 e 100°C com perda de massa de
1,95% ¢ 0,61%, para o 6leo essencial e B-cariofileno, respectivamente. As curvas de DSC
apresentam dois picos exotérmicos em 125,5°C e 483,3°C para o 0leo essencial e 126,6°C e
472.,4°C para o B-cariofileno, podendo ser relacionado a oxidacéo de componentes da amostra
e consequente degradacdo oxidativa na maior temperatura, corroborando com dados da
literatura que afirmam que a decomposi¢do termo-oxidativa € uma reacdo exotérmica em
oOleos e gorduras vegetais (Pardauil et al., 2011). O pico endotérmico em 200,8°C para 6leo e
207,3°C para o B-cariofileno podem estar relacionados a evaporacdo dos compostos volateis
com consequente perda de massa, o que pode ser confirmado pela analise de TG com picos de
degradacdo na mesma faixa de temperatura.
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Figura 4: Curvas de termogravimetria (TG) e calorimetria diferencial de varredura (DSC) das
amostras do 6leo essencial e Tetragastris catuaba e p-cariofileno livres. A e B: TG e DSC do
Oleo essencial de T. catuaba, respectivamente. C e D: TG e DSC do B-cariofileno,
respectivamente.

Para as nanoemulsdes, as curvas de TG do dleo essencial e f-cariofileno se mostraram
bastante semelhantes com picos de degradacdo em 127°C para ambas as amostras e perda de
massa de 86,39% e 86,67% para as nanoemulsdes do o6leo ¢ P-cariofileno, respectivamente
(Figura 5). Comportamento semelhante foi obtido nas curvas de DSC, no qual um pico
endotérmico pode ser observado nas duas amostras, em 129,2°C para a nanoemulsédo do 6leo e
126,6°C para a nanoemulsdo do B-cariofileno. Este evento pode estar relacionado a perda de
agua, uma vez que esta constitui 95% da amostra. O mesmo foi detectado por Zhang e
colaboradores (2013) onde formulagdes contendo mais de 65% de agua apresentaram apenas
um pico endotérmico, ndo sendo possivel observar os demais componentes devido a grande
proporcao de dgua. As diferencas entre as curvas de TG e DSC das amostras de 6leo e -
cariofileno livres e suas respectivas formulagdes, podem confirmar a formacédo de um sistema
nanoemulsionado, com caracteristicas de uma formulagdo 6leo em agua, onde a face externa

do sistema é constituida por agua.
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Figura 5: Curvas de termogravimetria (TG) e calorimetria diferencial de varredura (DSC) das
amostras das nanoemulsdes do 6leo essencial e Tetragastris catuaba e do p-cariofileno. A e
B: TG e DSC das nanoemulsdes do 0leo essencial de T. catuaba, respectivamente. Ce D: TG
e DSC das nanoemulsdes do B-cariofileno, respectivamente.
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3.3.2 Tamanho de particula, indice de polidispersividade, potencial zeta e pH

O tamanho de particula é um importante parametro para avaliar a estabilidade das
nanoemulsdes. Um pequeno tamanho de particula confere vantagens como boa estabilidade
contra a separacao gravitacional e agregacao, aléem de permitir uma boa biodisponibilidade da
substancia encapsulada proporcionando melhor permeabilidade e penetracdo para diversas
aplicacdes (Oca-Avalos, Candal, & Herrera, 2017). As nanoemulsdes do 6leo essencial de T.
catuaba e B-cariofileno apresentaram tamanho de particula de 23,7£0,37nm e 31,2 £1,24nm,
respectivamente, com indices de polidispersividade (PDI) menor que 0,3 para as duas
amostras (Tabela 2). O PDI indica a distribuicdo do tamanho das particulas, indices com
valores proximos a 1 indicam um sistemas com uma ampla diversidade de tamanhos de
particula, enquanto que valores menores sdo caracteristicos de sistemas monodispersos
(Valderrama, Robles, & Serena, 2007). Dessa forma, as nanoemulsdes formuladas no presente
estudo apresentam padrdo monomodal, com tamanhos de particula homogéneos.

O potencial zeta mede o potencial existente entre a superficie da goticula e do liquido
dispersante, e também se apresenta como uma importante referéncia para avaliar a
estabilidade de emulsdes (Nor, Woi, & Ng, 2017). Seus valores indicam a existéncia de forgas
repulsivas entre as goticulas do sistema, conferindo estabilidade a frmulacédo (Salvia-trujillo,
Rojas-gral, Soliva-fortuny, & Martin-belloso, 2014). As nanoemulsdes do 6leo essencial de
T. catuaba e p-cariofileno apresentaram potencial zeta de -14,63+£1,2 e -11,04+1,9,
respectivamente (Tabela 2), sendo suficiente para evitar a fusdo das goticulas e manter a

estabilidade da formulacéo.

Tabela 2: Propriedades fisicoquimicas nanoemulsdes formuladas com o 6leo essencial de
Tetragastris catuaba e p-cariofileno.

Nanoemulséo Tamanho de particula (nm) PDI Potencial Zeta pH
Oleo essencial 23,7+0,37 0,186 -14,63+1,2 7,7+0,02
[-cariofileno 31,2 £1,24 0,247 -11,04+1,9 7,2 +0,05

A determinacdo do pH das formulacGes € um importante parametro para avaliar a
compatibilidade do sistema com as aplicacbes desejadas. Para emulsGes aplicadas em
alimentos, por exemplo, o pH geralmente abrange faixas de 2,5 a 7,5 (McClements, 2015). O

pH das nanoemulsdes formuladas neste estudo, apresentou um carater neutro a levemente
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basico com valores de 7,7+0,02 para nanoemulsdo do 6leo e 7,2 £ 0,05 para a nanoemulsao

do B-cariofileno, indicando possiveis aplica¢cbes em industrias de alimentos (tabela 2).

3.3.3 Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

A morfologia das goticulas das nanoemuldes foi investigada através de MET. A figura 6
ilustra as imagens das nanoemulsdes formuladas com o 6leo essencial e o B-cariofileno,
respectivamente. E possivel observar pequenas goticulas agregando-se em forma de clusters
na nanoemulsdo formulada com o 6leo essencial, como mostrado pela seta na figura 6A. No
entanto, as goticulas formadas pela nanoemulsdo do B-cariofileno apresentam-se dispersas,
com particulas esféricas (Figura 6B). Essa diferenca morfoldgica entre as duas amostras, pode
ser decorrente da complexidade da composicdo do 6leo essencial quando comparado a
formula¢do com um composto puro, o B-cariofileno.

Tais resultados confirmam a capacidade dos tensoativos utilizados reterem a fase oleosa
dentro das goticulas, tipico de formulacbes Oleo em agua. Resultados semelhantes foram
descritos por Hussein e colaboradores (2017) ao elaborar nanoemulsdes contendo carvacrol,
um monoterpeno comum em 06leos essenciais. Em seu estudo também foi possivel observar a
formacdo de pequenas goticulas da nanoemulsdo envolvidas pelo surfactante tween 80,

formando um aglomerado de pequenas particulas envoltas pelo surfactante, semelhante ao

encontrado no presente estudo.

Figura 6. Micrografias obtidas por MET de nanoemulsdes contendo o 6leo essencial de T.
catuaba (A) e B-cariofileno (B). Seta: Formagdo de pequenas goticulas.
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3.4 Atividade antimicrobiana e antibiofilme

As atividades antimicrobiana e antibiofilme do dleo essencial e de sua nanoemulséo se
mostraram mais pronunciada frente E. faecalis e L. monocytogenes que a atividade do seu
composto isolado, o B-cariofileno (tabela 3). Na presenca do Oleo essencial, E. faecalis
apresentou crescimento e biofilmes reduzidos em mais de 50% nas concentracdes de 8 a 4
mg/mL, sendo que na menor concentracdo houve uma inibicdo de 60%=1,4 de bactérias
plancténicas e 52%+2,5 do biofilme. A nanoemulsdo do 6leo essencial permitiu uma reducdo
no crescimento microbiano até a concentracdo 2 mg/mL (inibicdo de 62,1%), e promoveu
uma forte inibicdo do crescimento bacteriano de 83,9%z1,2 e da formacao de biofilme em
58,7%% 2,1 em 6mg/mL. Também foi observado atividade para o p-cariofileno na
concentracdo de 4 mg/mL, demonstrando inibi¢do do crescimento microbiano de 64,5%5,1
e formacdo de biofilme de 53,98%x6,4, e para a nanoemulsdo apenas agdo antimicrobiana em
2mg/mL (53,5%=1,2).

Para L. monocytogenes o 6leo essencial foi capaz de inibir a formacéo de biofilme em
mais de 50% para todas as concentragOes testadas, porém em 6 mg/mL é possivel observar a
acdo antimicrobiana e antibiofilme simultaneamente, com inibicdo de crescimento de
49,6%2=0,6 e biofilme de 65,1%=2,4. Para a nanoemulsdo a concentracdo de 8mg/mL impediu
0 crescimento de 71,6%=1,8 e do biofilme de 58,94%z=1,6. Ndo houve acdo antimicrobiana e
antibiofilme constatada nos testes com o B-cariofileno e sua nanoemulsdo, como pode ser
observado na tabela 3.

Os oleos essenciais sdo formados por uma mistura complexa de compostos em
diferentes propor¢oes, dessa forma é dificil atribuir a acdo antimicrobiana a apenas um
composto. Compostos em menores concentracfes podem ser altamente importantes para
definir a atividade biologica do dleo essencial, alem de atuarem em sinergismo com 0s demais
componentes da mistura (Ayala-Zavala, Gonzalez-Aguilar, & Toro-Sanchez, 2009).
Possivelmente componentes de menor propor¢do podem atuar em sinergismo no o6leo
essencial de T. catuaba para promover a agdo antimicrobiana e antibiofilme, sendo a causa da
auséncia de atividade do B-cariofileno frente L. monocytogenes. As diferencas quimicas entre
0s componentes do 6leo também podem apresentar tempos de liberacdo diferentes no sistema
nanoemulsionado. Abu-Fayyad e colaboradores (2018) observaram que o tempo de liberacdo
de farmacos pode ser diferente dependendo das caracteristicas lipofilicas dos componentes

encapsulados. Nesse contexto, a biodisponibilidade de cada componente do Oleo de T.
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catuaba através das nanoemulsdes pode ser diferenciada influenciando no comportamento da

atividade antimicrobiana e antibiofilme.
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Tabela 3: Atividade biologica de 6leo essencial (OE), 3- Cariofileno (BC) e suas respectivas nanoemulsdes contra a formacéo de biofilme e crescimento de

Enterococcus faecalis e Listeria monocytogenes.

Enterococcus faecalis

Listeria monocytogenes

Concentragao Oleo Essencial Nanoemulsdo OE Oleo Essencial Nanoemulsdo OE
(mg/mi) Formacdo de  Crescimento Formacao de Crescimento Formacdo de  Crescimento Formacdo de  Crescimento
biofilme bacteriano biofilme bacteriano biofilme bacteriano biofilme bacteriano
8 46,1 + 1 4* 28,2 +0,6* 34,9+1,2* 8,0+15* 38,1+2,7* 50,0 £ 0,9* 41,1 +1,6* 28,5+1,9*
6 46,2 +1,8* 27,3+1,0* 41,3+2,1* 16,1 +1,2* 35,0 £2,5* 50,4 £0,7* 51,2+2,1* 46,3 £1,2*
4 47,7 + 2, 5* 39,9+14* 69,5 + 6,4* 29,3 +52* 37,7+28* 77,8+6,3* 67,3 +3,4* 63,5+2,1*
2 59,2 +£3,1* 47,7 £ 2,0* 83,5+6,1 379 +3,1* 35,8 +£2,8* 88,5+6,3 78,7 £3,7* 82,7 £4,0*
1 66,1 + 5,6* 60,9 +1,7* 77,6 £2,7* 53,0+2,1* 29,8 +1,7* 80,7 +2,8* 67,7+ 2,3* 93,2+45
0,5 86,3 £5,8* 61,8+1,1* 102,0+8,2 56,2 £ 2,5* 276+1,1* 77,8 £3,4* 65,9 £ 2,2* 88,1+2,2
0,25 88,1+55 70,5 + 2,0% 1185+10,2 69,0+ 35* 28,6+08*  755+14* 61,3 +2,4* 90,5+1,1
0,125 80,9+3,9* 818%22* 101,8 3,5 72,4 +37* 31,9+22%  774+26* 60,9 + 2,4* 92,6 +1,5
0,6 87,5+1,8* 97,3+25 86,6 + 5,4 81,4 +3,5* 39,3+1,7*  781+21* 62,2 +2,1* 91,4+1,2
0,3 79,9 + 3,8* 98,1+1,7 86,9 + 3,8 104,1+1,8 40,7 £ 2,4* 91,8+4,6 75,9 + 3,8* 999+1,2
B-Cariofileno Nanoemulsdo BC B-Cariofileno Nanoemulséo BC
Concentragdo  Formacdo de  Crescimento Formacgdo de  Crescimento Formagdo de  Crescimento Formacgdo de  Crescimento
(mg/ml) biofilme bacteriano biofilme bacteriano biofilme bacteriano biofilme bacteriano
4 46,0 + 6,4* 35,5 +5,2* 88,2+26 51,1+ 2,6* 68,5 +1,3* 67,4+21* 73,3+ 3,8* 82,9+14*
2 70,1 £ 5,5* 42,7 £ 3,4* 74,7 +4,1* 46,6 £1,3* 73,0+£2,7* 66,7 £ 2,2* 73,8 £ 3,9* 93,1+4,7
1 70,4 £ 3,7* 47,7 +4.4* 77,2 £ 3,5* 50,7 £ 2,2* 83,4 +2,0* 76,9 +5,7* 75,2 + 3,6* 97,755
0,5 78,7 £5,8* 51,5 +4,5* 86,1 +4,8* 65,6 +4,5* 79,9 +1,8* 73,8 £5,7* 68,9 + 4,5* 88,2+7,1
0,25 79,6 £7,2* 59,6 +3,2*% 89,7 +6,6 51,7 + 4,1* 785+2,0%  724+26% 63,3+2,9*  77,2+27*
0,125 81,7+1,8*  520+4,0* 105,0 + 1,6 51,4 + 4,6* 755+2,6*  735%45*% 59,9 +2,7*  742+28*
0,6 72,2+82*  51,9+38* 100,7 +2,8 62,7 + 4,4* 67,9+22%  749+49* 575+19*  758+3,0*
0,3 81,6 £4,1* 579+21* 100,0+ 2,4 76,6 £ 3,2* 716+1,7* 74,6 £ 3,3* 61,4 + 3,6* 975+6,2

*Diferenca significativa em relacdo ao controle (p<0,05).
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3.5 Microscopia eletronica de varredura

A fim de observar a formacdo do biofilme entre os diferentes tratamentos,
micrografias foram obtidas através de MEV. As imagens mostram a formacao de uma camada
densa e uniforme dos biofilmes formados por E. faecalis e L. monocytogenes nas superficies
ndo submetidas ao tratamento (Fig. 7 A e E). Por outro lado, os biofilmes tratados com os
compostos que foram ativos apresentaram uma reducdo significativa na densidade de
bactérias aderidas, formando pequenos agregados espacados (Fig. 7). Tais resultados
corroboram com os dados obtidos pelo ensaio com cristal violeta. Ainda é possivel observar
que para E. faecalis os tratamentos provocaram uma modificacdo estrutural na célula
bacteriana, apresentando células arredondadas e com parede celular deformada (Fig. 7 B, C e
D).
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Figura 7. Microscopia eletronica de varredura de biofilmes de Enterococcus faecalis e
Listeria monocytgenes. (A) Controle E. faecalis ndo tratado. (B, C e D) E. faecalis tratado
com B-cariofileno 4 mg/ml, 6leo essencial 4mg/ml, e nanoemulséo do 6leo essencial 6 mg/ml,
respectivamente. (E) Controle L. mnocytogenes ndo tratado. (F e G) 6leo essencial 6 mg/ml e
nanoemulsdo Oleo essencial 6 mg/ml, respectivamente. Barra de escala: Magnificacdo de
60.000 X (Nas imagens inseridas: (1) magnificacdo de 15000 X, (2) magnificacdo de 7000X).
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4. Conclusotes

O oleo essencial de Tetragastris catuaba se mostrou efetivo no controle de bactérias
planctonicas e em biofilme, porém a sua atividade pode estar relacionada a compostos
presentes em menor concentracdo em sua COMpPOSICA0, uma Vvez que O Seu composto
majoritario, o B-cariofileno, ndo foi efetivo contra L. monocytgenes. As nanoemulsdes
formuladas se apresentaram estaveis, e se mostraram um 6timo meio de dispersdo do 6leo
essencial para a sua aplicacdo. Os resultados de quantificacdo de biofilme por cristal violeta
foram corroborados pelos achados por microscopia eletronica de varredura, sendo observado
a reducdo significativa na densidade dos biofilmes submetidos ao tratamento com o dleo

essencial e sua nanoemulsao.
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Resumo

O presente estudo investigou o potencial anticancer do 6leo essencial de Tetragastris catuaba,
de seu composto majoritario, o B-cariofileno, e de nanoemulsbes formuladas a partir dos
mesmos frente células de cancer cervical humano. O éleo essencial foi extraido a partir da
técnica de hidrodestilacdo. A viabilidade celular foi determinada através do ensaio de
citotoxicidade pelo método MTT. E a avaliacdo do mecanismo de morte foi definida através
dos marcadores Anexina V-FITC/lodeto de Propideo. A morfologia celular foi evidenciada
corando-se as células com Azur-eosina-azul de metileno segundo Giemsa e observando-se em
microscopia Optica. Os resultados obtidos evidenciaram a atividade citotdéxica dos compostos
estudados com valores de CCsp de 28,68 ug/mL para o 6leo essencial, 43,08 pg/mL para o B-
cariofileno, 34,60 pg/mL para a nanoemulsdo do 6leo e 31,67 pg/mL para a nanoemulséo do

B-cariofileno. Os estudos revelaram acgdo citotdxica via apoptose dos compostos avaliados e
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tais resultados foram corroborados pelas imagens obtidas por microscopia Optica. Os
resultados sugerem que o Oleo essencial e suas formulagbes derivadas, podem ser
potencialmente estudados quanto ao seu uso como agentes terapéuticos no tratamento do

cancer cervical.

Palavras Chave: Nanoemulsao, 6leo essencial, HeLa, Apoptose, Citotoxicidade.

1. Introducgéo

O cancer de colo do Utero esta classificado como o quarto tipo de cancer mais frequente
em mulheres no mundo (Bruni et al., 2017). Estima-se que 2.784 milhGes de mulheres com
idade igual ou superior a 15 anos estejam sob risco de desenvolver a doenca, sendo que cerca
de 527.24 mulheres sdo diagnosticadas anualmente com o cancer, e aproximadamente
265.672 chegam a 6bito (Bruni et al., 2017). Grande parte dos casos de cancer cervical
ocorrem em paises menos desenvolvidos (cerca de 85%), sendo 0 mais comum entre mulheres
em paises da Africa Oriental e Africa Central (Ferlay et al., 2015). O papiloma virus humano
(HPV) é encontrado em 99% dos casos de cancer cervical e é considerado a causa desse tipo
de cancer em infec¢des persistentes pelo virus (Newton and Mould, 2016). Os subtipos de alto
risco 16, 18, 31 e 45 estdo associados a inicializacdo intraepitelial e invasiva do cancer
cervical, sendo que os tipos HPV 16 e HPV 18 sdo encontrados em cerca de 70% dos casos
(Mahantshetty et al., 2017; Saranath et al., 2002).

O cancer cervical pode se apresentar de duas formas, como um carcinoma de células
escamosas (75%) ou como um adenocarcinoma que surge do tecido intraepitelial glandular
(20%) (Newton and Mould, 2016). Esse tipo de cancer pode se espalhar para outros tecidos do
organismo, e alguns fatores de risco como grau, tamanho e profundidade de invaséo do tumor,
podem determinar o risco de metastase (Newton and Mould, 2016). Dependendo do estagio
da doenca, o tratamento pode ser feito por cirurgia radical e/ou por quimio-radioterapia
(Wuertz et al., 2017). Nesse contexto, novas abordagens terapéuticas tém sido investigadas
para o tratamento dessa doenga e a nanotecnologia tem se apresentado como uma nova
plataforma no tratamento do cancer. A nanotecnologia aborda o desenvolvimento de
estruturas menores que 100 nm e apresentam vantagens como area superficial elevada,
quimica de superficie variada e possibilidade de combinacdo com farmacos para entrega
controlada, diminuindo a toxicidade sistémica e efeitos adversos (Sajja et al., 2009). As

nanoemulsdes sdo emulsdes convencionais de tamanho nanométrico (20 a 100 nm) e assim
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como outros sistemas nanoestruturados, apresentam vantagens semelhantes (McClements,
2010). As nanoemulsbes sdo dispersdes, normalmente 6leo em &gua, estabilizadas por
moléculas de surfactantes que formam um filme interfacial entre as diferentes fases. Diferente
das emulsbes convencionais, esses sistemas sdo mais estaveis, transparentes ou translucidos, e
apresentam maior vida util devido ao reduzido tamanho de particula (Shafiq et al., 2007).
Gragas a sua eficacia em solubilizar drogas hidrofobicas, as nanoemulsGes tém sido
investigadas como veiculos para aplicacbes farmacéuticas, incluindo a administracdo
parenteral de medicamentos (Ganta et al., 2014). No tratamento do céancer, por exemplo,
nanoemulsdes formuladas com Clorambucil, medicamento utilizado para o tratamento de
diferentes tipos de cancer, apresentaram eficacia terapéutica melhorada sem aumento de
toxicidade, sugerindo que esses sistemas podem produzir um perfil farmacocinético otimizado
(Ganta et al., 2010).

Compostos produzidos por vegetais podem apresentar um especial potencial
antineoplasico e sdo facilmente encontrados na natureza (Xie et al., 2016). Os 6leos essenciais
sd0 uma mistura complexa de compostos volateis produzidos por plantas aromaéticas de
diferentes espécies. Diversos trabalhos na literatura comprovam os efeitos anticancerigenos
dos 6leos essenciais através de dados experimentais in vitro, in vivo e clinicos (Patel and
Gogna, 2015). Para o cancer cervical, a atividade citotoxica tem sido relatada para 6leos
essenciais e para compostos isolados destes (Bardaweel et al., 2014; Sakalar et al., 2013;
Santana et al., 2012; Sun et al., 2009).

A familia botanica Burseraceae inclui espécies aromaticas produtoras de oOleos
essenciais de valor econémico (Vuuren et al., 2010). A espécie Tetragastris catuaba pertence
a familia Buseraceae e € uma arvore de médio a grande porte, encontrada nos estados da
Bahia e Pernambuco no Brasil, porém estudos sobre o potencial biotecnologico desta espécie
é escasso (Daly, 1990). No presente estudo, foi avaliado o potencial citotoxico contra uma
linhagem de cancer cervical humano (HelLa), do Gleo essencial de T. catuaba, de seu
composto majoritario (B-carifileno) e de nanoemulsdes formuladas com os mesmos. O
mecanismo de morte celular também foi avaliado para 0s compostos com atividade citotoxica

significativa.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Obtencgdo do material vegetal

Amostras T. catuaba foram coletadas na Usina Sdo José, municipio de Goiana,
Pernambuco. O material foi identificado e uma exsicata de numero 96.789 foi depositada no

Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA).

2.2 Extragéo do 6leo essencial

Para obtencdo do 6leo essencial (OE) de T. catuaba foram utilizados cerca de 500 g de
folhas frescas, as quais foram trituradas juntamente com 2,5 L de agua destilada. O material
foi transferido para um baldo volumétrico de fundo redondo de 5 L, e mantido em uma manta
aquecedora a temperatura de 160 °C — 170 °C. O baldo foi acoplado a um aparato de
Clevenger conectado a um condensador durante um periodo de 4h para o processo de
hidrodestilagdo. O 6leo extraido foi coletado, tratado com sulfato de sodio anidro para retirada

da agua remanescente e mantido sob refrigeracdo (-24 °C) até o uso nos experimentos.

2.3 Preparo das nanoemulsdes

O preparo e a caracterizacdo das nanoemulsdes ja foi descritos previamente em

trabalho produzido pela autora (Silva et al., 2018; Capitulo 1).
2.4 Cultivo de células HelLa

Células de cancer cervical humano HeLa (ATCC CCL-2) foram cultivadas a 37 °C,
em atmosfera com 5% de CO, em meio DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina. Culturas com confluéncia de 70% ou mais foram
tratadas com solugéo de Tripsina 0,5% - EDTA 0,025% por 5 min a 37 °C, a fim de soltar as
células aderidas ao frasco de cultura. Apds a incubacdo, as células desprendidas foram
coletadas e meio de cultura suplementado com SFB foi adicionado para inibir a acao
proteolitica da Tripsina. A densidade celular foi estimada através da contagem do nimero de
células em camara de Neubauer. Para experimentos bioldgicos foi utilizado uma densidade

celular de 1 x 10° células/mL.
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2.5 Avaliacdo da morte celular por MTT

Para avaliacdo da atividade citotoxica do OE, seu composto majoritario (B-
cariofileno), e suas respectivas nanoemulsdes foi realizado o ensaio pelo método MTT (3-
(4,5-dimethylthiazole-2-yl)2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma Aldrich), que consiste
na reducdo do MTT por meio de redutases mitocondriais de células metabolicamente ativas,

formando cristais azuis de formazan.

Para o ensaio, as células foram incubadas em placas de 96 pocos durante 24h para
promover a adesdo celular. Apds esse periodo, o meio de cultura foi removido e 0s pocos
foram lavados com solucdo tampdo fosfato salina (PBS). As solucdes de teste foram
preparadas em diferentes concentracdes (60-1,87 pg/mL) e diluidas em meio de cultura. As
células tratadas e um controle contendo apenas meio de cultura foram incubadas a 37 °C e 5%
de CO, por 72h. Apds a incubacdo, o meio de cultura foi removido e 100 pL de meio
contendo 10 puL de MTT (5 mg/mL) foi adicionado. Apds 3h de incubacédo a solucdo contendo
MTT foi removida e os cristais de formazan formados foram solubilizados por agitacédo
durante 15 min com dimetilsulfoxido (DMSO). A viabilidade celular foi medida pela

comparagao da absorbancia (A=595 nm) entre os grupos tratados e o controle ndo tratado.
2.6 Ensaio Anexina V/ lodeto de Propideo

A anélise de citometria de fluxo foi conduzida com o objetivo de avaliar a via de
morte celular. Para o experimento, as células foram incubadas em placas de 24 pocos durante
72h conforme descrito no item 2.5. As células foram submetidas ao tratamento com
concentracdes equivalentes a CCsy (concentracdo capaz de inibir o crescimento de 50% das
células). Apos 72h de incubacdo, o meio de cultura foi retirado e os pocos foram lavados com
PBS para retirada do material remanescente. Posteriormente, as células foram desprendidas
com 100 pL de Tripsina e centrifugadas com meio de cultura por 2 min. a 3400 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido com PBS. O material foi centrifugado
conforme condicOes prévias. O pellet obtido foi ressuspendido em 200 puL do tampédo de
ligacdo (100 mM HEPES/NaOH, pH 7.5, 1.4 M NaCl, 25 mM CacCl,) e transferido para um
tubo de citdmetro devidamente marcado. Anexina V-FITC (Sigma Aldrich) (1:500) e lodeto
de Propideo (IP - 20 pg/mL) foram adicionados e o material foi mantido em temperatura
ambiente por 10 min na auséncia de luz. As analises foram conduzidas em um Citémetro de
fluxo (BD Accuri™ C6, Becton Dickinson). Um total de 20.000 células foram quantificadas

em cada experimento apds excitacdo a 488 nm. A emissdo foi detectada com o filtro de
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passagem de banda em 530/40 nm para a deteccdo de Anexina V e também 585/20 nm para
iodeto de propidio e os dados coletados foram processados pelo software C6 (Becton-
Dickinson). Células em processo apoptético foram marcadas apenas com Anexina V-FITC.
Células necroticas foram marcadas com IP e Anexina V-FITC. Células vivas ndo foram

marcadas com nenhum dos corantes.

2.7 Analise de morfologia celular

A andlise da morfologia celular foi conduzida em um microscopio Optico Leica
DM500 (Version 2.0.0) acoplado a cAmera Leica ICC50 HD. Para o ensaio células foram
cultivadas em placas de 24 pocos segundo descrito no item 2.5 por 72h. As células foram
submetidas ao tratamento com concentracdes equivalentes a CCso. Laminulas de vidro
estéreis foram dispostas no fundo da placa como substrato para a adesdo celular. Ap6s o
periodo de incubacéo, as laminulas foram removidas e lavadas com PBS. As células aderidas
foram fixadas com fixador Bouin (75% de &cido picrico, 20% de formol e 5% de acido
acetico) por 5 min. Posteriormente, as laminulas foram lavadas com agua destilada, seguido
de uma lavagem com etanol 70%, e uma lavagem com metanol por 2 min. As células foram
coradas com Azur-eosina-azul de metileno segundo Giemsa (Merck) por 20 min. Apés secas,
as laminulas foram fixadas em laminas de vidro e observadas em microscépio para obtencao

das imagens.
2.8 Estatistica

A significancia estatistica da atividade citotoxica das amostras testadas foram
analisadas por teste t ndo pareado e expressas como a media £ DP, usando o software
GraphPad Prism 5. Os experimentos foram conduzidos em no minimo duplicatas
experimentais. Os valores de CCs, foram calculados pela curva dose-resposta usando o
modelo de regressdo modelo Probit no software PASW Statistics 18. Valores de p<0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.
3. Resultados e Discussdo

Em estudo conduzido previamente, reportamos a composic¢ao quimica do 6leo essencial e
as propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes utilizadas no presente trabalho (Silva et al.,
2018, Capitulo 1). A analise desses dados revelaram as seguintes conclusdes gerais: a analise
quimica do oleo essencial indicou que o 6leo de T. catuaba é rico em sesquiterpenos, sendo o

B-cariofileno o composto predominante, representando 25,6% do teor do 6leo, seguido do a-
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Copaeno (8,3%) e a-himachaleno (7,9%). No total 54 compostos foram descritos. As
nanoemulsdes formuladas com o 6leo essencial e o B-cariofileno apresentaram tamanho de
particula de 23,7+£0,37nm e 31,2+1,24nm, respectivamente, e um perfil de distribuicdo de
particulas monomodal. Além disso, o potencial zeta revelou uma carga de superficie negativa,
sendo o potencial da nanoemulsdo do 6leo essencial de -14,63+1,2 e do B-cariofileno de -
11,04+1,9. Ap0s a obtencdo desses dados o presente estudo foi conduzido.

Na avaliacdo de citotoxicidade os resultados indicam que ap6s 72h de incubacdo a
atividade citotdxica se apresentou dose-dependente, havendo uma alta taxa de mortalidade nas
maiores concentracdes frente as células HelLa (Figura 1). Para o 6leo essencial e o B-
cariofileno livres houve uma taxa de mortalidade de 72,8+3,9% e 65,9+3,6% na concentracdo
de 60 pg/mL, respectivamente (Figura 1A). Para as nanoemulsfes a mesma concentracdo
revelou uma mortalidade de 89,8+1,8% para a nanoemulsdo do 6leo e 95,92+0,4% para a
nanoemulsdo do B-cariofileno (Figura 1B). Através da andlise estatistica foi possivel prever a
concentracdo capaz de causar um efeito citotoxico em 50% das células (CCsp), a qual foi
determinada em 28,68 pg/mL para o 6leo essencial, 43,08 pg/mL para o B-cariofileno, 34,60

pg/mL para a nanoemulséo do éleo e 31,67 pg/mL para a nanoemulsao do B-cariofileno.

125 4

HOE
HBC

ENE_OF
ENE_BC

Viabilidade celular (%)

Controle 60 30 15 75 3,75 1,87 Controle 60 30 15 75 3,75 1,87
Concentragdo (pg/mL) Concentragdo (pg/mL)

Figura 1. Efeito citotoxico em células HelLa submetidas ao tratamento em diferentes
concentragcdes das amostras apos 72h de incubacdo. OE: 6leo essencial; BC: B-cariofileno;
NE_OE: Nanoemulsdo do 6leo essencial; NE_BC: Nanoemulsdo do B-cariofileno. * médias

significativamente diferentes do controle (p<0,05).
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A atividade citotoxica dos 6leos essenciais tem sido reportada na literatura e devido a sua
variada composicao, eles tendem a apresentar um efeito anticancerigeno multifacetado (Patel
and Gogna, 2015). Em virtude da sua natureza lipofilica, esses 6leos sdo capazes de passar
pela membrana citoplasmatica rompendo camadas de polissacarideos, &cidos graxos e
fosfolipideos, permeabilizando essas estruturas (Bakkali et al., 2008). Dentro da célula, os
6leos essenciais podem atuar na despolarizacdo da membrana mitocondrial afetando canais
ibnicos e reduzindo o pH, prejudicando a bomba de prétons e o pool de ATP (Bakkali et al.,
2008). De forma geral, a citotoxicidade dos 6leos essenciais parece estar atribuida a danos na

membrana, tornando-as facilmente permeaveis (Bakkali et al., 2008).

As nanoemulsdes elaboradas também se apresentaram como excelentes veiculos de
dispersdo desses compostos, havendo diminuicdo de 11,41 pg/mL na concentracdo do CCsy
para a nanoemulsdo do B-cariofileno quando comparado com sua forma livre. J& para a
nanoemulsdo do 6leo houve um pequeno acréscimo de 5,92 pg/mL na concentragdo do CCsy.
As nanoemulsdes tém sido amplamente investigadas quanto ao seu uso na entrega controlada
de farmacos, e gracgas ao seu tamanho submicron elas sdo facilmente direcionadas para a area
do tumor (Lovelyn and Attama, 2011). Como carreadores de compostos lipofilicos por via
venosa, por exemplo, esses sistemas apresentam vantagens como reducdo da irritacdo e da
toxicidade no tecido ndo alvo, melhora na solubilidade e estabilidade do farmaco, e entrega
direcionada do medicamento (Hippalgaonkar et al., 2010). O direcionamento do
nanocarreador para o tecido tumoral pode se dar por via passiva, uma vez que essa regiao
apresenta aumento de angiogénese, tornando-a mais permeavel (Koo et al., 2005). Estima-se
que tecidos tumorais apresentam poros de diametros entre 380 a 780 nm enquanto que tecidos
sadios de aproximadamente 2 nm, dessa forma, € possivel que esses nanosistemas penetrem o
tumor e realizem a entrega da droga no tecido alvo (Drummond et al., 1999; Hobbs et al.,
1998).

A fim de avaliar o possivel mecanismo de morte celular induzida pelo 6leo essencial de T.
catuaba, seu majoritario e suas respectivas nanoemulsdes, as analises de citometria de fluxo

foram conduzidas como demonstrado na figura 2.
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Figura 2. Anélise de citometria de fluxo para determinacdo d mecanismo de morte célula em
células de HelLa submetidas a diferentes tratamentos por 72h. OE: 06leo essencial; NE_OE:
Nanoemulsdo do dleo essencial; BC: B-cariofileno; NE_BC: Nanoemulsdo do B-cariofileno,
AN: Anexina V-FITC; IP: lodeto de propideo.

Os histogramas representados na figura 2, expressam as porcentagens de populacdes
celulares de HelLa marcadas com marcadores envolvidos na morte celular por apoptose
(Anexina V-FITC) e por necrose (IP), tratadas com concentracdes de CCsy ap0s 72h de
incubacéo. Os resultados obtidos sugerem que os tratamentos induziram a morte celular por
apoptose, uma vez que a porcentagem de células marcadas com anexina foi superior em todos
os tratamentos. No entanto, para a nanoemulsdo do B-cariofileno é possivel observar também
um aumento na populacdo de células necroticas, caracteristico de estimulos citotoxicos mais
intensos. Assim como foi evidenciado no nosso estudo, o perfil pro-apoptotico em células de
linhagem tumoral foi determinado para 6leos essenciais de outras espécies, tais como o 6leo
essencial de Pamburus missionis e o B-cariofileno obtido do 6leo essencial de Aquilaria
crassna (Dahham et al., 2015; Pavithra et al., 2017). Diferente da morte celular por necrose, a
apoptose se caracteriza por um processo que ocorre na célula individual, onde um programa
genético é iniciado culminando na fragmentacdo do DNA e formacgdo de fragmentos de
membrana chamados de corpos apoptéticos, nesse processo, a integridade da membrana
plasmatica é mantida, impedido o extravasamento do material celular (Kannan and Jain,
2000). Por outro lado, na necrose, ocorre a lise celular, uma vez que a integridade da
membrana € seriamente comprometida, podendo haver uma resposta inflamatoria do tecido

adjacente pela liberagdo de componentes citoplasmaticos para o espago extracelular (Kannan
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and Jain, 2000).

A avaliacdo da morfologia celular mostrada na figura 3 revela as alteragdes celulares
sofridas apds os tratamentos nas concentragdes de CCsy. Observa-se na imagem do controle
ndo-tratado (figura 3A) a morfologia poligonal regular da HelLa com algumas projecdes
normais de sua superficie celular. Ap6s o tratamento com o 6leo essencial, o B-cariofileno e
as nanoformulagbes, muitas células HeLa foram encontradas flutuando, caracteristico de
morte celular, assim como foi observado por Devrnja et al., (2017) apds o tratamento dessas
mesmas células com extratos metanélicos de folhas e flores de Tanacetum vulgare. E possivel
observar nas imagens das figuras 3B a 3E a diminuicdo da densidade celular quando
comparado com o controle (figura 3A) e o encolhimento celular de células isoladas,
caracteristica tipica de apoptose, com citoplasma mais denso e células ovaladas (como
mostrado pelas setas na figura 3). Nesse processo, ocorre a picnose, resultado da condensacéo
da cromatina, seguido da fragmentacdo do nucleo, formando os corpos apoptéticos (Elmore,
2007). Esses corpos ainda possuem membrana plasmaética intacta e serdo posteriormente
fagocitados por macréfagos (Elmore, 2007). Tais resultados corroboram com os achados
anteriores pela marcacdo com Anexina V-FITC sugestivos da acdo citotoxica dos compostos

estudados pela inducdo ao processo apoptotico.
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Figura 3. Morfologia celular de HelLa submetidas a diferentes tratamentos ap6s 72h de
incubagdo. A- Controle ndo tratado; B- Oleo essencial de T. catuaba; C- Nanoemulsio do

6leo essencial; D- B-cariofileno; E- Nanoemulséo do B-cariofileno. Seta: Corpos apoptoticos.

4. Conclusodes

O o6leo essencial de T. catuaba e seu composto majoritario, o B-cariofileno,
apresentaram efeito antiproliferativo contra a linhagem de células tumorais Hela,
contribuindo com informacdes importantes na busca por novos compostos para o tratamento
do cancer em estudos futuros. As nanoemulsfes formuladas se apresentaram como excelentes
meios de dispersdao desses compostos, e gracas ao seu reduzido tamanho de particula podem
ser potencialmente exploradas como sistemas de “drug delivery”. Através das analises de
citometria de fluxo e caracteristicas morfoldgicas celulares observadas por microscopia foi
possivel inferir que a apoptose é o principal mecanismo de morte envolvido na acdo citotdxica
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desses compostos. Esse mecanismo apresenta vantagens em relagdo a necrose por ndo gerar
inflamacdo do tecido adjacente, uma vez que ndo ha extravasamento do contetdo celular

citoplasmatico.
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4 CONCLUSOES

O oOleo essencial de T. catuaba apresenta 54 compostos sendo o B-cariofileno o
composto presente em maior proporcao;

As nanoemulsdes formuladas se apresentaram estaveis e uma alternativa eficaz para
veiculacdo do 0Oleo essencial e do seu composto majoritario, o B-cariofileno;

O oleo essencial, o B-cariofileno, e suas respectivas nanoemulsdes foram capazes de
atuar no controle de crescimento e biofilme de E. faecalis;

Apenas o Oleo essencial atuou no controle de L. monocytogenes, ndo havendo
atividade evidenciada para o p-cariofileno, podendo indicar que a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial esta ligada a acdo sinergética dos seus constituintes
ou de compostos em menor proporcao;

O oleo essencial, o B-cariofileno, e suas respectivas nanoemulsdes induziram a morte
celular de linhagem de cancer cervical e seu principal mecanismo de morte é via

apoptose.
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Implants

Infections are one of the main reasons for removal of implants from patients, and usually
need difficult and expensive treatments. Staphylococcus aureus and Staphylococcus
epidermidis are the most frequently detected pathogens. We reviewed the epidemiology
and pathogenesis of implant-related infections. Relevant studies were identified by
electronic searching of the following databases: PubMed, ScienceDirect, Academic
Google, and CAPES Journal Portal. This review reports epidemiological studies of implant
infections caused by S. aureus and S. epidermidis. We discuss some methodologies used in
the search for new compounds with antibiofilm activity and the main strategies for
biomaterial surface modifications to avoid bacterial plaque formation and consequent
infection. S. aureus and S. epidermidis are frequently involved in infections in catheters
and orthopaedic/breast implants. Different methodologies have been used to test the
potential antibiofilm properties of compounds; for example, crystal violet dye is widely
used for in-vitro biofilm quantification due to its low cost and good reproducibility.
Changes in the surface biomaterials are necessary to prevent biofilm formation. Some
studies have investigated the immobilization of antibiotics on the surfaces of materials
used in implants. Other approaches have been used as a way to avoid the spread of
bacterial resistance to antimicrobials, such as the functionalization of these surfaces with
silver and natural compounds, as well as the electrical treatment of these substrates.

© 2017 The Healthcare Infection Society. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

technological advances in the development of biomaterials
have shown rapid growth in order to maintain a demand at the
population level; the biomaterials can replace or restore the

Biomaterials are natural or synthetic materials, including
polymers and metals, used to replace any living tissue that has
undergone some accidental damage or destruction due to some
pathology or even plastic surgery repair [1]. Researches and
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shape and function of a compromised tissue, improving
people’s quality of life and longevity [2].

Cytocompatibility and preservation of the differentiated
phenotype of the cells surrounding the implants are funda-
mental properties of the biomaterials designed to be inte-
grated to tissues, such as orthopedic implants, whose main
objective is the osseointegration [3]. Despite the benefits that
implants can offer, they are susceptible to several problems
such as lack of integration, inflammatory process, total

0195-6701/@ 2017 The Healthcare Infection Society. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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rejection by the receiving individual, and bacterial infection,
which is the main cause of implant loss [4]. Bacteria may
adhere to form biofilms in foreign bodies placed in patients,
such as central and peripheral venous catheters, and in breast/
orthopaedic implants, thus establishing infection [5]. In addi-
tion, bacteria embedded in biofilms may exhibit greater
resistance to environmental conditions as result of the high
degree of horizontal gene transfer among them, including
antibiotic resistance genes, favouring the infection [6].

Implant infections are most usually caused by staphylococci
(about four cases in five). Two species, Staphylococcus aureus
and S. epidermidis, account for around two-thirds of infections
[7]. A strategy to eradicate implant infections is prolonged
treatment with high doses of antibiotics, often using
antimicrobials that act through different mechanisms [8].
However, in clinical practice, infected implants usually require
their surgical removal in addition to long-term antibiotic
therapy. These problems have stimulated advances in implant
surface engineering research, in order to produce implants
more resistant to bacterial colonization [9]. One of the most
widely adopted strategies is the coating of surfaces with anti-
biotics; however, this is potentially a hazardous approach due
to the risk of selection of drug-resistant micro-organisms, such
as meticillin-resistant S. aureus (MRSA) [10].

This review aims to clarify mechanisms of S. aureus and
S. epidermidis pathogenicity in implant infections, and to
highlight some alternative approaches to preventing infections
related to modifications on implant surfaces that could be used
in the manufacture of biomaterials.

Methods

Studies were searched in electronic databases according to
article titles, abstract contents, and relevance in the field of
staphylococcal implant infections. The databases used in this
research were PubMed, ScienceDirect, Academic Google and
CAPES Journal Portal. The main terms applied were S. aureus,
S. epidermidis, catheter, orthopedic implant, breast implant,
infection, biofilm, antibiofilm activity and antibacterial
implant surfaces. Articles were sought that provided new
knowledge about the epidemiology of implant infections, the
pathogenicity of S. aureus and S. epidermidis in these in-
fections, and approaches to the prevention of implant-related
infections. Each publication identified in the electronic
searches was evaluated against these criteria by four authors
(W.F.0., P.M.S.S., R.C.S.S. and G.M.M.S.); the selected articles
were finally verified and approved by the other authors (G.M.,
L.C.B.B.C., and M.T.S.C.).

Microbial epidemiology of infections in intravascular
catheter and orthopaedic/breast implants

The incidence of local or bloodstream infections associated
with intravascular catheters is generally low. However, in-
fections are important, because they are inconvenient to
treat, and because serious infectious complications may occur,
including sepsis and septic shock, infective endocarditis, and
other metastatic infections [11].

Santarpia et al. studied 172 patients who had a total of 238
central venous catheters (CVC) used for home parenteral
nutrition. Ninety-four of the catheters were associated with

catheter-related bloodstream infection (CRBSI). Coagulase-
negative staphylococci (CoNS) were the most frequent causa-
tive agents (52.8%); Gram-negative bacteria accounted for
18.6% of infections; 7.1% were caused by fungi, and 15% were
by polymicrobial infections [12]. In another study of 85 patients
receiving parenteral nutrition, 19% developed CRBSI. Again,
Staphylococcus spp. (44%) were the most frequent species,
followed by Candida spp. (25%) [13]. In a recent study by Wu
et al., 8% of patients with CVC following gastrointestinal sur-
gery developed CRBSI, and once again CoNS were the most
frequent cause of infection [14].

The main micro-organisms that cause infections in ortho-
paedic implants are Gram-positive bacteria such as S. aureus,
S. epidermidis, and less frequently, Propionibacterium acnes;
streptococci and enterococci tend to occur in later infections,
and Gram-negative bacteria are seen far less frequently [15].
Montanaro et al. studied the microbial aetiologies of in-
fections in 242 orthopaedic patients with infections, to
investigate their aetiology. Overall, staphylococci accounted
for ~75% of all isolates. S. epidermidis was the main pathogen
in patients with knee and hip arthro-prostheses, whereas
S. aureus was the main pathogen in patients with infections
associated with internal and external fixation systems and in
patients without implants [16]. A study of 163 patients aged
19—94 years with infected implants in the main joints or long
bones of the lower limbs showed a predominance of
S. epidermidis (51.5%), with 43.6% caused by S. aureus
(43.6%), and both pathogens isolated from 4.9%. Older patients
had a higher mortality rate and higher frequency of infection
with meticillin- or multidrug-resistant bacteria [17]. In another
study of 115 patients with S. aureus orthopaedic implant in-
fections, those who had implants for bone fixation had a lower
rate of MRSA infection than those who had arthroplasties.
Other risk factors for MRSA were having an open fracture,
nursing home residence, renal failure and hospitalization in an
intensive care unit. This research raised the possibility of
adapting antimicrobial prophylaxis for these higher-risk groups
of patients [18].

The majority of isolates from breast-implant infection cases
are Staphylococcus spp., particularly S. aureus and
S. epidermidis [19,20]. A study with 37 cases of breast implant
infection (81% silicone implants and 19% saline implants)
showed that the most frequent aetiological agent was S. aureus
(18 cases) [21]. However, Darragh et al. performed two retro-
spective audits: one with 86 patients undergoing 106 implant-
based reconstructions, and another with 89 patients who un-
derwent 105 implant-based reconstructions. In the first audit,
bacteria were isolated in three cases, all of which were Gram
negative (Escherichia coli, two cases; Pseudomonas aerugi-
nosa, one case). In the second audit there were five infections,
three caused by Gram-negative bacteria and one each caused
by S. aureus and S. epidermidis [22].

Adhesion and biofilm formation: pathogenicity in
medical devices

Multidrug-resistant nosocomial pathogens are the most
common micro-organisms in medical device infections. They
colonize the external and internal region of the catheters and
proliferate at a rate of 0.5 cm of surface area per hour, being
able to form a thick biofilm in 24h on the surface of these
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plastic devices, from an inoculum with a small number of
bacteria [23].

CoNS are important endogenous pathogens of intravascular
catheters. Infections tend to be subacute or chronic, whereas
infections with S. aureus are more likely to be acute due to its
ability to stimulate an acute immune response in the host [24].
Figure 1 shows the routes of infection via CVCs, and the
mechanism of biofilm formation. The most usual route of
infection in short-duration catheters is by migration of micro-
organisms from the skin at the insertion site to reach the
catheter tip [25]. Catheter hub contamination by contact with
contaminated hands, fluids or devices may also lead to an
intraluminal colonization of the device [25,26]. More rarely the
catheter may be contaminated via the haematogenous route;
occasionally, contaminated infusate may introduce micro-
organisms into the catheter lumen [26].

Biofilm growth occurs through a series of physical, chemical,
and biological processes [27]. The ability of S. aureus to adhere
to eukaryotic cells and abiotic surfaces through the proteins of
its cell wall with subsequent biofilm formation are character-
ized as important virulence factors in infections associated
with implanted biomaterials. The cell-to-cell attachment in
the biofilm is known as cohesion [27,28]. Biofilm formation is
divided into three steps (Figure 1): initial adhesion to a surface,
microcolony formation and biofilm maturation with detach-
ment of bacterial cells. The initial micro-organism adhesion to

Insertion site

i g in the vein
Exit site out
of skin

Catheter
tail

Cap

Central venous catheter

surfaces in which the planktonic cells become sessile
(Figure 1a) strongly depends on the conditioning layer formed
by the adsorption of (macro)molecules on the substrate. The
composition of this biofilm favours bacterial adhesion and
varies according to the environment to which those surfaces
are exposed [29,30]. S. aureus and S. epidermidis express
several microbial surface components that recognize and bind
to extracellular matrix molecules, such as fibrinogen and
fibronectin proteins, acting in the first stage of biofilm forma-
tion in the human body. The matrix proteins are also adsorbed
on the surface of medical devices after implantation and may
be targets for specific binding to the surface components of
staphylococci [31,32]. The initial bacterial adhesion to surfaces
is mediated by reversible interactions whose associated phys-
ical forces are van der Waals forces and steric—electrostatic
interactions [24,27]. Subsequently the bacterial cells adhere
irreversibly to the substrates through hydrogen bonds, ionic
bonding, and dipole—hydrophobic interactions. Bacterial cell
surface structures such as lipopolysaccharides (LPS) and exo-
polysaccharides also participate in these irreversible in-
teractions [24]. For example, the production of slime
exopolysaccharide by S. epidermidis is indispensable for its
direct adhesion on implants [33].

The secretion of an extracellular polymeric substance (EPS)
consisting of extracellular DNA, proteins, lipids and mainly
polysaccharides (homo- and heteropolysaccharides) facilitates

) Contaminated
Contaminated infusate

catheter hub

Skin
micro-organisms

|

Haematogenous
(from distant
infection)
Biofilm formation

Figure 1. Schematic illustration of central venous catheter infection, showing the main access routes of micro-organisms to cause

infection and biofilm formation.
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the adhesion between cells and surfaces [24,30]. Bacteria
adsorbed on surfaces grow in microcolonies (Figure 1b) and
secrete EPS, becoming encapsulated in a hydrogel layer that
forms a physical barrier between the microbial community and
the extracellular environment [30]. In biofilm development,
microcolonies increase progressively and when several layers
of cells accumulate on the surface the third stage of formation
is reached, indicated by the presence of a mature biofilm
(Figure 1c) which is characterized by the presence of macro-
colonies surrounded by channels that help to distribute nutri-
ents and signalling molecules. Finally, in order to survive when
there is a limitation of nutrients or to spread and colonize other
niches, some cells detach from the biofilm individually or in
agglomerates [24]. EPS from staphylococci biofilms are
composed of extracellular DNA, proteins, amyloid fibrils and
polysaccharides such as the polysaccharide intercellular
adhesin (PIA) known as poly-B(1—6)-N-acetylglucosamine
(PNAG), which is the main component responsible by inter-
cellular adhesion in staphylococci. PIA is the primary poly-
saccharide involved in the formation of S. aureus and
S. epidermidis biofilms, contributing significantly to infections
in medical devices and to the evasion of host immune responses
[31,34,35]. PIA is synthesized by enzymes encoded by the
icaADBC locus consisting of four genes, the first and the second
being icaA and icaD, respectively, which together synthesize a
transmembrane enzyme with N-acetylglucosaminyl transferase
activity, since this enzyme is only catalytically active with the
junction of the products of these two genes. The icaC product
appears to translocate PIA to the bacterial surface and the icaB
product promotes deacetylation of the molecule. Another
gene, icaR, known as the intercellular adhesin locus regulator,
encodes a product that regulates negatively the icaADBC locus
[35]. The deacetylation of the N-acetylglucosamine residues in
PIA is of great biological importance, since its free amine group
confers positive charge to the molecule. This is then electro-
statically attracted to the negative charge on the bacterial cell
surface, mainly due to the presence of teichoic acids,
contributing to the staphylococci adhesion in biofilms on
certain surfaces [31]. The auto-inducing molecule called Al-2,
which is a product of the LuxS gene and belongs to the LuxS
quorum sensing system, regulates negatively the expression of
the ica gene at the transcriptional level in S. epidermidis [36].
In S. aureus the Spx protein (global regulator of stress response
genes) induces icaR gene expression, which promotes down-
regulation of icaADBC expression, whereas the protein Rbf
(protein regulator of biofilm formation) inhibits the expression
of icaR, leading to an upregulation of icaADBC [37]. Bacteria in
the biofilm may be 500—5000 times more antimicrobial resis-
tant than planktonic bacteria. Though biofilm initiates the
antigenic response in the host by stimulating the production of
antibodies, these communities are not yet affected by the host
immunogenic response [38,39]. Several mechanisms contribute
to biofilm resistance to antimicrobials, such as low penetration
of the antimicrobial agent due to biofilm matrix barrier func-
tion, presence of persistent dormant cells, and small, highly
resistant variant colonies. Reduction of antibiotic susceptibil-
ity also occurs: stress-adaptative responses of the bacterial
cells in the biofilm may lead to delayed drug penetration or
slow cell growth, to changes in the chemical micro-
environment within the biofilm, and to upregulation of
several biofilm-specific resistance genes [40—42].

Assays applied in the investigation of biofilm
formation

Several methods are used to evaluate biofilm formation by
bacteria and therefore may be applied to evaluate new com-
pounds with antibiofilm action which may have potential value
in implant functionalizations. Among these methods we high-
light the tissue culture plate (TCP), tube method (TM), Congo
Red agar method (CRA), bioluminescence assay, and fluores-
cent microscopic examination [43]. Christensen et al. were
pioneers in investigating the formation of S. epidermidis bio-
films on smooth surfaces as plastic tubes (by the TM method)
and 96-well tissue culture plates (by the TCP method) [44,45].
The TCP method using microtitre plates is one of the most used
to evaluate the formation of bacterial biofilms [46]. Knobloch
et al. carried out a comparative study to evaluate the biofilm
formation by S. aureus using the TCP, TM, and CRA methods.
They verified that among 128 strains analysed, around 57%
showed biofilm formation by the TCP method, and the addition
of glucose and/or sucrose to the media (brain—heart infusion
and tripticase soy broth) strongly influenced biofilm production
among the strains. This study also showed that the CRA method
is not indicated to evaluate the biofilm formation by S. aureus,
and the TM method yielded a good correlation with the TCP
test, but the classification by TCP test was difficult for biofilm-
forming weak strains [47].

Biofilm formation may be quantified by different methods,
including the use of dyes such as crystal violet. Dyes are often
employed due to the low cost and good reproducibility. Crystal
violet binds to negative charges, revealing the total biofilm
biomass by the affinity to the bacteria and the EPS [48]. In
addition to the total biomass quantification methods, there are
assays that quantify the total number of bacterial cells, the
number of viable cells, the amount of proteins and poly-
saccharides, presenting advantages and disadvantages that
vary between cost and detection efficiency [48]. It is also
possible to analyse the patterns of biofilm formation and to
evaluate the activity of bioactive compounds through micro-
scopy. Confocal laser scanning microscopy (CLSM) enables
observation of whether the adhered cells forming the biofilm
are alive or dead, using dyes such as SYTO-9, which is a fluo-
rescent green dye that binds to nucleic acids and stains live and
dead cells. Propidium iodide, which is a fluorescent red dye
that penetrates damaged cells, stains dead cells [49].

Trentin et al. tested the antibiofilm activity of different plant
extracts against S. epidermidis at concentrations of 4 and
0.4 mg/mL and evaluated the minimum inhibitory concentration
(MIC) that kills 100% of the bacteria [50]. It was observed that the
extracts actively inhibited the biofilm formation and that for the
Commiphora leptophloeos extract the highest concentration
tested was also bactericidal, suggesting that the biofilm inhibi-
tion at this concentration was due to the death of bacteria [50].
It is important to analyse the effect of the active agent on
planktonic bacteria concomitantly to determine whether the
compound acts to impede bacterial adhesion and/or biofilm
destruction, or whether it kills bacteria, thereby reducing
biofilm production. The nematode Caenorhabditis elegans is
often used as an experimental model for in-vivo assay. Bak-
kiyaraj and Pandian tested the in-vivo and in-vitro antibiofilm
activity of a coral-associated actinobacteria (extract CAA-3)
against S. aureus [51]. In their study, C. elegans was infected
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with different strains of S. aureus and submitted to the treat-
ment with CAA-3. Intestinal colonization of C. elegans was
observed by CLSM and measured by Z-stack analysis. The
conclusion was that intestinal colonization by S. aureus was
reduced to ~70% when compared with the control.

The functionalization of nanostructured surfaces with
bioactive compounds has attracted considerable interest for
several applications. In a study by Qi et al., multiple-wall
carbon nanotube surfaces (MWNTs) were covered with a pep-
tide with antimicrobial potential known as nisin, in order to
observe S. aureus biofilm formation. A decrease of up to 95% in
S. aureus biofilm formation was observed, compared with a
reduction of only 37% for MWNTs alone. In this context, the
surface modification used in implants, as functionalization with
compounds that have antibiofilm activity, may be an effective
alternative in the prevention of post-surgical infections [52].

Strategies for prevention of staphylococcal infections:
catheter and implants

Some implant coatings have been used together with anti-
biotics in preoperative patients to prevent staphylococcal in-
fections [53]. However, studies have also been carried out in
order to add antibiotics or other biomolecules to the implants
as a preventive action of possible postoperative infections [54].
The surface of implants may be functionalized with compounds
having antibiofilm activity to promote a local effect of pre-
venting bacterial adhesion and biofilm formation (Figure 2).
This modification of surfaces in biomaterials has been an
innovative strategy to be applied in the manufacture of
implants.

A film composed of chitosan and gentamicin on titanium (Ti)
nanotubes was studied by Feng et al. to evaluate the antibiotic
effect against S. aureus [55]. Antibacterial effect was not
observed with the Ti nanotubes without the coating on the
bacterial colony. The results indicated that nanotubes coated
with gentamicin and chitosan have high resistance to adher-
ence of S. aureus, showing an antibacterial activity close to
100%. The coating of chitosan and gentamicin showed excellent
antibacterial activity and may be applied to implants [55].

The use of synthetic and natural compounds as an alterna-
tive to antibiotics on biomaterial surfaces has also been
investigated. Kuehl et al. examined the preventive effect on
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of the implant and arrival of staphylococcus

D Implant surface

® Compound with antibiofilm activity

biofilm production of an implant using a silver-coated tita-
nium—aluminium—niobium metal alloy. The in-vivo tests
showed that the compound formed by the Ag-coated alloy was
effective in the prevention of postoperative infection by
S. epidermidis, especially in conjunction with perioperative
antibiotic prophylaxis. On the other hand, such silver-coated
implants showed only limited effect in the prevention of
S. aureus infections [9]. Ti alloys are suitable for various
requirements of implants [2]. Silver has bactericidal and
bacteriostatic properties, and then its controlled release can
be obtained with the use of silver nanoparticles. These nano-
particles have been immobilized on medical implant surfaces
such as Ti and diamond-like carbon, enabling the prevention of
S. aureus and S. epidermidis biofilm formation, including at the
transcriptional level [56,57].

The biomolecules polymethyl methacrylate and polystyrene
are widely used in the composition of biomaterials. When these
materials were coated with the essential oil from the plant
Ocimum tenuiflorum, the prevention of bacterial adhesion and
S. aureus biofilms formation on these substrates was observed
[58]. The enzyme deoxyribonuclease | (DNase ), capable of
degrading extracellular DNA, was immobilized on Ti surfaces
and showed a preventive role for S. aureus adhesion and its
consequent biofilm formation [59].

Venous catheters can be treated with electrical conduction
in order to prevent S. aureus biofilm formation, but there are
no in-vivo assays due to the lack of patients willing to perform
the tests. The applied electrical parameters are safe, avoiding
the emergence of arrhythmias. Catheters were submitted to an
electric current in units ranging from 4 to 8 pA and a reduction
of 90% of viable bacteria was observed when the current was
4 A for a 24 h period. However, the application of a current of
8 UA did not show a reduction proportional to the current in-
crease [60]. The results appeared encouraging for developing
solutions that avoid the contamination of catheters.

Conclusion

Staphylococcus aureus and S. epidermidis are frequently
involved in infections in catheters and orthopaedic/breast
implants. Planktonic bacteria become sessile cells capable of
forming microcolonies after adhering to surfaces, secreting
biomolecules that make up the EPS where they are embedded.
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Figure 2. Compounds with antibiofilm activity can be immobilized on the surface of implants. The composites prevent the formation of
biofilm, (a) stopping the growth or causing the death of the bacterium; (b) inhibiting the bacterial adhesion on the surface without
exerting bacteriostatic/bactericidal effect; (c) and repressing the expression of the genes located in the icaADBC locus and stimulating
the expression of icaR genes which consequently does not promote the production of polysaccharide intercellular adhesin (PIA).
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S. aureus and S. epidermidis synthesize PIA by the expression
of genes located in the icaADR locus, and the deacetylation of
this adhesin promotes the adhesion of these bacteria to the
biomaterial surfaces and the consequent infection. In the
mature biofilm, bacteria can establish communication with one
another, receive nutrients and water through channels,
contributing to their survival on the biomaterial surfaces until
they detached and become free-living cells capable of
contaminating other locations. Bacteria in biofilm achieve
greater resistance to antibiotics and to the immune system of
the infected host. Due to the difficulty in treating implant in-
fections, different methodologies have been used to test the
potential antibiofilm of compounds; for example, crystal violet
dye for in-vitro biofilm quantification offers low cost and good
reproducibility. Changes in the surface biomaterials are
necessary to prevent biofilm formation. Some studies have
investigated the immobilization of antibiotics on the surfaces
of materials used in implants. Other approaches have also been
used as a way to avoid the spread of bacterial resistance to
antimicrobials, such as the functionalization of these surfaces
with silver and natural compounds, as well as the electrical
treatment of these substrates.
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APENDICIDE B - DADOS DE RMN DE *H DO LiQUIDO IONICO

RMN de H sdo: 9.4 (s, 2H), 7.8 (s, 2H,), 7.75 (s, 2H), 4.18 (t, 4H, 2CH2),3.86 (6H, 2Me),
3.46 (6H, 2CH2 + 2H, serina), 1,76 (m, 4H), 1.23 (m, 14H).
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APENDICIDE C - ESPECTROS DE MASSA DO LIiQUIDO IONICO

Figura 1. Espectro de massas do Liquido idnico derivado da serina. Modo negativo.
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Fonte: O Autor, 2018.

Figura 2. Espectro de massas do Liquido iénico derivado da serina. Modo positivo.
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Fonte: O Autor, 2018.

Fragmentos:

Modo negativo: 104 (anion); 616 (um cation e trés anions); 326 (um cation sem imidazol e

dois

anions).

Modo positivo: 221 (caion sem imidazol); 408 (cation e um anion); 386 (cation e um

imidazol).



APENDICIDE D - ANALISE TERMOGRAVIMETRICA DO LIiQUIDO
IONICO

Figura 3. Andlise termogravimétrica do Liquido idnico derivado da serina.
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Fonte: O Autor, 2018.

Temperatura de decomposicdo: 233°C
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APENDICIDE E - CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL DO
LIQUIDO IONICO

Figura 5. Andlise exploratoria diferencial do Liquido i6nico derivado da serina.
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Fonte: O Autor, 2018.

Temperatura de fusdo ou transic¢do vitrea: -2,94°C



