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RESUMO

As infeccdes fungicas causadas por Candida albicans sdo um problema global de salde.
Os antifangicos sdo utilizados para tratar as infeccGes causadas por estes fungos, mas
esses fungos estdo desenvolvendo cada vez mais resisténcia a esses medicamentos.
Nanoemulsdes a base de 6leos essenciais vegetais sdo uma nova abordagem promissora
para o tratamento de infeccdes fungicas. O presente estudo teve como objetivo preparar
e caracterizar nanoemulsdes de 6leo essencial de Lippia origanoides, e analisar sua
atividade antifungica contra C. albicans na forma planctonica e biofilme, além de
verificar sua citotoxicidade. Nanoemulsdes de alginato de Sddio foram preparadas em
diferentes concentragGes de 6leo essencial L. origanoides, 6leo de girassol e surfactante
para investigar formulacdes ideais quanto a sua estabilidade e eficiéncia antifingica. Os
resultados mostraram que as nanoemuls@es foram estaveis por mais de 60 dias, com pH
acido, tamanho de particula variando de 180 a 500 nandmetros, potencial zeta negativo
e indice de polidispersao baixo. As fotomicrografias revelaram que a adi¢do de dleo de
girassol ajudou a formar nanoemuls@es. As analises de Espectroscopia de Infravermelho
(FT-IR) mostraram a presenca do polissacarideo alginato. Os resultados antifungicos do
6leo essencial e das nanoemulsdes mostraram que a CIM variou de 0,078 a 0,312
mg/mL e o CFM variou de 0,156 mg/mL a 0,625 mg/mL. A nanoemulsdo foi mais
eficaz que o dleo essencial livre na erradicacdo do biofilme, eliminando até 89,7% de
sua massa. No entanto, as nanoemulsdes também foram consideradas mais citotoxicas.
Em conclusdo, as nanoemulsdes de alginato contendo 6leo essencial de L. origanoides

sdo uma abordagem promissora para o tratamento de infec¢des fungicas por C. albicans.

Palavras-chave: Alginato de Sddio; Candida albicans; Estabilidade; Oleo de Girassol;

Nanoparticulas.



ABSTRATC

Fungal infections caused by Candida albicans are a global health problem. Antifungals
are used to treat infections caused by these fungi, but these fungi are increasingly
developing resistance to these medications. Nanoemulsions based on plant essential oils
are a promising new approach for treating fungal infections. The present study aimed to
prepare and characterize nanoemulsions of Lippia origanoides essential oil, and analyze
their antifungal activity against C. albicans in planktonic and biofilm form, in addition
to verifying their cytotoxicity. Sodium alginate nanoemulsions were prepared in
different concentrations of essential oil, sunflower oil and surfactant to investigate ideal
formulations regarding their stability and antifungal efficiency. The results showed that
the nanoemulsions were stable for more than 60 days, with acidic pH, particle size
ranging from 180 to 500 nanometers, negative zeta potential and low polydispersity
index. Photomicrographs revealed that the addition of sunflower oil helped form
nanoemulsions. Infrared Spectroscopy (FT-IR) analyzes showed the presence of the
polysaccharide alginate. The antifungal results of the essential oil and nanoemulsions
showed the MIC ranged from 0.078 to 0.312 mg/mL and the CFM ranged from 0.625
mg/mL. The nanoemulsion was more effective than the free essential oil in eradicating
the biofilm, eliminating up to 89.7% of its mass. However, nanoemulsions were also
found to be more cytotoxic. In conclusion, alginate nanoemulsions containing L.
origanoides essential oil are a promising approach for the treatment of C. albicans

fungal infections.

Keywords: Sodium Alginate; Candida albicans; Stability; Sunflower Oil,

Nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo fontes de principios ativos com propriedades
terapéuticas, sendo amplamente utilizadas por populacdes que ndo tém acesso aos
medicamentos convencionais para tratamento e cura de doencas (RAFIEIAN-KOPAEI,
2012; MALIK et al., 2022). Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS),
cerca de 80% da populacdo mundial j& fez uso de plantas medicinais como alternativa
terapéutica (FIRMO et al., 2011). No Brasil, dados do Ministério da Satde (2017)
revelam que as plantas medicinais estdo inseridas no Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos - PNPMF, que objetiva o acesso da populacdo brasileira ao
uso seguro e racional de plantas medicinais para o tratamento de enfermidades, onde até
o final de 2016, mais de trés mil unidades de satde, de 900 municipios, ofertavam
produtos fitoterapicos no Sistema Unico de Satde - SUS.

E pertinente destacar que o Brasil representa a flora mais rica do mundo,
onde essa diversidade de plantas representa um grande potencial para a descoberta de
novos farmacos, apesar do pouco investimento e atencdo que é dada ao assunto, existe
um grande potencial na prospeccdo de plantas com acdo farmacoldgica, onde é
necessario aprofundar o conhecimento sobre as propriedades da abundante flora
brasileira (SIMC)ES; SCHENKEL, 2002; BARREIRO; BOLZANI, 2009; JACOB;
ALBUQUERQUE, 2021). Nesse entendimento, as plantas se tornaram materiais de
exploracdo de potenciais bioativos, principalmente pelo baixo custo de cultivo que as
tornaram relevantes fontes de pesquisa na area quimica, fisioldgica, farmacoldgica e
microbioldgica, levando sua aplicacdo no campo medicinal (ARORA et al., 2013;
ALAO et al., 2022).

Dentre as plantas medicinais consolidadas na cultura popular brasileira, a
espécie Lippia organoides Kunth se destaca por apresentar-se como fonte de principios
ativos com propriedades profilaticas e terapéuticas ja conhecidas (GUIMARAES et al.,
2015). Entre seus efeitos bioldgicos ja relatados na literatura, destaca-se sua atividade
antimicrobiana (FONTENELLE et al., 2007; FREIRES et al., 2015), anti-helmintica
(CARVALHO et al., 2012), larvicida (LIMA et al., 2013), antioxidante (NONATO et
al., 2022), antigenotdoxica (BRAGA et al., 2019) e antiviral (MENESES et al., 2009).

A associagdo de nanoemulsbes com bioativos oriundos de plantas
medicinais buscam superar problematicas préprias dessas substancias atreladas a baixa

instabilidade, toxicidade do solvente e a baixa solubilidade desses compostos
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(ANSARI; ISLAM; SAMEEM, 2012). Tais estruturas funcionam como
nanocarreadores dessas substancias naturais e que tém se mostrado excelente ferramenta
de entrega em sitios especificos (APOLINARIO et al., 2020; DAMODHARAN, 2021).

Portanto, as nanoemulsdes se apresenta como uma alternativa para sintese,
caracterizacdo, producdo e aplicacdo de particulas em escala nanométrica, 0s quais
podem ser Uteis na preservacdo das caracteristicas originais de produtos naturais
provenientes de plantas medicinais (AHMED; NABAVI; BEHZAD, 2021). Dentre as
técnicas de formacdo de nanoparticulas, o nanoencapsulamento se destaca, pois tem
sido empregado para melhorar as caracteristicas dos ingredientes ativos quanto a
solubilidade em 4&gua, forma de armazenamento e estabilidade térmica, com
possibilidade de liberacdo controlada em concentragdes reduzidas (PRAKASH et al.,
2018).

A busca por produtos alternativos na medicina convencional estd associada
aos seus efeitos colaterais, por ser ineficientes ou por seu alto custo (KIM et al., 2016).
Diante disto, os nanoprodutos produzidos a partir de produtos naturais tornam-se uma
alternativa de cura frente a doencas, sobretudo das infec¢bes hospitalares que se
manifestam durante a internacdo ou apos alta do paciente (RAJ et al., 2020). Pela sua
gravidade e aumento do tempo de internacdo, é causa de morbidade e mortalidade,
caracterizando-se como um problema de satde publica (TURRINI, 2002).

Entre as infeccBes flngicas a candidiase se sobressai, apresentando como
agente de causa os fungos do género Candida spp. que sdo responsaveis por cerca de
80% das infeccBes flngicas no ambiente hospitalar e que constitui causa relevante de
infeccOes da corrente sanguinea (SENDID et al., 2002). Dentre os fungos deste género,
Candida albicans se destaca devido sua alta prevaléncia em infeccdes hospitalares,
apesar de fazer parte da microbiota humana. Uma vez rompido o equilibrio biologico
entre a microbiota e o organismo hospedeiro, a espécie tem a capacidade de provocar
infeccdes, ocasionando quadros agudos, subagudos ou cronicos, superficiais ou
profundos, onde tal fato esta relacionado aos fatores de viruléncia que o microrganismo
carrega em seu gene (CALDERONE; FONZI, 2001; NAVES et al., 2010).

Dessa forma, 0 presente estudo visa produzir nanoemulsdes em diferentes
concentracdes do oOleo essencial da planta L. origanoides e analisar o potencial
antifangico contra cepas clinicas de C. albicans na sua forma planctonica e biofilme.

Onde serdo avaliadas as concentracOes de cada componente da formulagdo, bem como
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as condicbes de emulsificagdo para otimizacdo do processo de obtencdo das

nanoparticulas.
2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

O uso de plantas para tratar e curar doencas data desde os tempos antigos,
onde tal pratica ainda é difundida na cultura popular (ARGENTA et al., 2011;
HEINRICH et al., 2017). As plantas sdo classificadas como medicinais quando
apresentam acdo farmacologica, onde tal fato estd associado com substancias
relacionadas ao metabolismo secundério, que confere a elas defesa e prote¢do contra
predadores e agentes patogénicos (CASANOVA; COSTA, 2017; SA-FILHO et al.,
2021). Dentre tais compostos, destacam-se os alcaloides, flavondides, taninos e 6leos
essenciais (MENEZES et al., 2021).

Os metabdlitos secundarios vegetais se destacam devido seus efeitos
bioldgicos, os fitoesterdis por exemplo sdo responsaveis pela reducdo da absorcdo do
colesterol na dieta, com consequente reducdo nos niveis sanguineos o que reduz o risco
de doencas cardiovasculares (LOTTENBERG et al., 2002). Ja a classe dos flavondides
que tém como representantes as antocianinas, flavondis, flavonas, isoflavonas,
flavononas e flavanas, possuem uma estreita relacdo com acdo antioxidante, anti-
inflamatdria e antitumoral (NIJVELDT et al., 2001; PEREIRA; CARDOSO, 2012). Os
terpenos sdo representados pelas classes dos monoterpenos, sequiterpenos, diterpenos,
triterpenos e os tetraterpenos, 0s monoterpenos em especificos costumam ser
substancias volateis sendo, portanto, denominados de 6leos essenciais e que encontram
consideravel aplicacdo na indastria, além de fortes evidéncias de sua acdo
antimicrobiana, antiviral e inseticida (V1ZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010).

Nesse entendimento é importante salientar que o Brasil detém a flora mais
rica do mundo, com cerca de 56.000 espécies de plantas ja catalogadas de um total
estimado de 550.000, que representa quase 19% do total da flora mundial (GIULIETTI
et al., 2005; SOUZA et al., 2015; FELICIANO; MUCHON; ALMEIDA, 2022). Apesar
que apenas 8% das espécies vegetais brasileiras foram estudadas em busca de
compostos ativos e apenas 1.100 especies foram avaliadas quanto suas propriedades
medicinais (HEINZMANN; BARROS, 2007).
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As plantas medicinais no Brasil sdo regulamentadas pela ANVISA, o6rgéo
responsavel por proteger e promover a saude da populacdo, garantindo a seguranca
sanitaria de produtos e servigos, assim como seu acesso. Nessa perspectiva o Estado
brasileiro instituiu atraves da Portaria n°® 22/1967 e a Resolucdo n® 17/2000 que
classifica as plantas medicinais como medicamentos. Em 2006 foi aprovada a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos — PNPMF, através do Decreto n° 5.813,
no qual estabelece diretrizes relacionadas as plantas medicinais e fitoterapicos voltados
a garantia do acesso seguro e uso racional, ao desenvolvimento de tecnologias e
inovacbes, assim como ao fortalecimento produtivo, ao uso sustentavel da
biodiversidade brasileira (KIRCHNER et al., 2022; SARAIVA et al., 2015.

Dentre as plantas com potencial medicinal e com fortes evidéncias
cientificas quanto sua acdo bioldgica, destacam-se Allium sativum L. (BORRELLI;
CAPASSO; 1ZZ0, 2007), Aloe vera L. (SAHU et al., 2013), Syzygium aromaticum L.
(VICIDOMINI; ROVIELLO; ROVIELLO, 2021), Lippia origanoides Kunth
(BOTELHO et al., 2007; FONTENELLE et al., 2007), Lippia alba (PASCUAL et al.,
2001), Plectranthus amboinicus (Lour) (CHANG et al., 2010), Matricaria chamomilla
L. (HEIDARI; ASADIPOUR; GHAYOUR, 2002), Cinnamomum zeylanicum Breyne
(RANASINGHE et al., 2013; MOTA; DANTAS. FROTA, 2018).

2.2 Lippia origanoides Kunth.

Lippia origanoides Kunth. (Figura 1) pertencente a familia VVerbenaceae, é
conhecida popularmente como alecrim-pimenta e caracteristica da vegetacdo do
Nordeste brasileiro, apesar de também ser encontrada em outras regides do pais como
em paises da América Latina (SIQUEIRA et al.,, 2011; ROCHA et al.,, 2022).
Apresenta-se na forma de arbusto com 0,4-2,5 m de altura, ramificada, com folhas
pecioladas e laminas elipticas, oblongas e ovadas, com consisténcia cartacea, possuem
inflorescéncia na forma tetragonal e flores no formato de célices tubulosos (DURIGAN
etal., 2018).
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Figura 1 — Lippia origanoides Kunth

Fonte: Adaptado de Flora do Brasil (2020).

O dleo essencial das folhas de L. origanoides geralmente é rico em timol
(C1oH140) (Figura 2), moléculas pertencentes ao grupo dos monoterpenos e que
possuem uma estreita relacdo com acgdo antimicrobiana (BRITO et al., 2015). O timol
também conhecido como 2-isopropil-5-metilfenol é isémero do carvacrol, pode ser
extraido como uma substancia aromatica, de coloracdo cristalina branca e odor
agradavel, pouco solivel em agua sendo extremamente solivel em alguns solventes
organicos, apresenta pH neutro e possui caracteristicas alcalinas em solucdes aquosas,
devido a desprotonacéo do fenol (MINA et al., 2010; LOBO et al., 2011).

Figura 2 — Estrutura quimica do Timol

H3

OH

H;C CH;3

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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A espécie se torna importante para a comunidade por apresentar estreita
relagdo com amplo espectro de atividades bioldgicas relevantes, como seu efeito
antinociceptivo (MARCAL et al., 2006), anti-inflamatério (MONTEIRO et al., 2007),
antioxidante (ZANOTTO et al., 2023), antidepressivo (PARENTE et al., 2018) e
neuroprotetor (BARBOSA et al., 2017), assim como atividade antimicrobiana (ASSIS
et al., 2021; FELIX E SILVA et al., 2022), antifangica (TARIQ et al., 2019; BALDIM
et al., 2019), antivirais (WANI et al., 2021), antileishmaniose (MEDEIROS et al.,
2011) e acaricida (CAVALCANTI et al., 2010).

Além das finalidades citadas, diversos ensaios in vitro permitiram constatar
0 potencial antimicrobiano de L. origanoides, sendo alguns desses microrganismos
bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus (CASTRO et al., 2011), Streptococcus
mutans (LOBO et al., 2014), Enterococcus faecalis (ARRUDA et al., 2007), Listeria
monocytogenes (REIS et al., 2011), Clostridium perfringens (COLES et al., 2021),
Bacillus subtilis (OLIVEIRA et al., 2018)), gram-negativas (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium
(SIQUEIRA et al., 2011; VERAS et al., 2017; PINHEIRO, 2021), Aeromonas
hydrophila (PIRES et al., 2021)), fungos dermatéfitos (Microsporum canis,
Trichophyton rubrum (FONTENELLE et al., 2007)), fungos leveduriformes (Candida
spp. (FONTENELLE et al., 2007; FARIAS et al., 2012; FRANCIMAT et al., 2021),
Cryptococcus neoformans (FUNARI et al., 2012), Malassezia furfur (SIQUEIRA et al.,
2011)) e virus (HSV 2 — Virus da Herpes Simples tipo 2) (BOURNE et al., 1999).

E importante salientar que estudos relatam que o timol geralmente apresenta
baixa toxicidade aguda em células de mamiferos, representando como alternativas
promissoras na aplicacdo de tratamento no ambiente clinico (SUNTRES;
COCCIMIGLIO; ALIPOUR, 2015; FERNANDES, 2017).

2.3 Nanoparticulas

A busca por elevar a eficacia de drogas e compostos biotivos dentro da
medicina tém se tornado relevante, onde nanoparticulas ou nanocarreadores lipidicos
(Figura 4) vém mostrando excelentes resultados quanto a eficiéncia de transporte e
entrega dessas substancias medicinais, além de evitar a degradagdo prematura e tornar a
liberacdo controlada (ZHANG et al., 2018).

Figura 3 - Nanoparticulas ou nanocarreadores lipidicos de substancias bioativas
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Fonte: Adaptado de Zorzi et al., 2015

As nanoparticulas possuem em comum seu tamanho, que deverdo
apresentar-se inferiores a 1000 nm (KHANBEIGI et al., 2012). Cada sistema apresenta
suas particularidades, enquanto as nanoparticulas sdo adequadas para o carreamento de
substancias sélidas, as nanoemulsdes sdo indicadas para o transporte de substancias
liquidas (ASSIS et al., 2012).

Algumas nanoformulacgdes tém encontrado sucesso na entrega de farmacos
utilizados no combate a bactérias, fungos e protozoéarios, sendo relevante no combate a
doencas induzidas em animais como salmonelose, brucelose, tuberculose, candidiase e
leishmaniose (COLA et al., 2016). Singh et al. (2014), relatam em seus estudos o
potencial nanoparticulas de vancomicina em matriz polimérica de quitosana, utilizada
como nanocarreadora desta droga para células bacterianas resistentes a forma
tradicional que é administrada, isto mostra o quanto é promissor a aplicagcdo dessas

nanoestruturas no combate a microrganismos resistentes.

2.4 Nanoemulsao
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Sdo sistemas heterogéneos que apresentam particulas submicrémicas e que
estdo em ascensdo em pesquisas para entrega sistémica de agentes biologicamente
ativos com direcionamento controlado, além de fornecer caracteristicas fisico-quimicas
melhoradas e uma maior estabilidade (FAROKHZAD, 2009; SHAH; BHALODIA,
SHELAT, 2010; SINGH et al., 2017). As nanoemuls@es de forma geral sdo formadas de
6leo em agua (O/A) ou agua em 6leo (A/O), onde dependem de um agente emulsionante
para atingir tal consisténcia por um maior tempo (CODEVILLA et al., 2015). A figura
5 representa a esquematizacdo de um sistema nanoemulsionado de O/A com a
estruturacdo de cada componente, onde é possivel observar a fase aquosa, fase oleosa e

0 agente emulsificante.
Figura 4 - Esquematizacdo representativa de nanoemulsdo de 6leo em agua.
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Fonte: Adaptado de Karthik et al., 2015

Os agentes emulsificantes ou tensoativos sdo surfactantes fundamentais para
impedir a agregacdo das nanoparticulas formadas, mesmo ap0s 0 armazenamento
prolongado, sendo responsaveis por promoverem a estabilidade fisico-quimica da
nanoemulsdo (SURASSMO et al., 2010). E importante salientar que os surfactantes sdo
substéncias anfifilicas e que possuem uma regido polar (hidrofilica) e outra apolar
(lipofilica), caracteristica ideal para a formagdo das nanoparticulas de O/A ou A/O
(BOTELHO et al., 2018).

Esses sistemas ainda podem ser caracterizados como nanoemulsdo ou
microemulsdo (Figura 6), a depender do tamanho das particulas formadas no meio. Os

sistemas nanoemulsionados normalmente apresentam particulas com dimensdes de 10 a
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100 nm, e que visualmente tem aspecto translicido, j& as microemulses tém aspecto
leitoso e opaco, cujo os diametros médios das particulas sdo superiores a 100 nm
(MCCLEMENTS, 2012; PEY et al., 2019).

Figura 5 - Sistemas nanoemulsionado e microemulsionado

Fonte: Solans et al., 2005.

As nanoemulsdes apresentam uma maior estabilidade das nanoparticulas
suspensas quando se compara as microemulsdes, onde aparéncia destes sistemas estéo
fortemente relacionadas ao tamanho das particulas formadas (WEISS et al., 2009). A
desestabilizacdo fisica das emulsGes esta relacionada com a tendéncia esponténea para o
espaco minimo interfacial entre as suas fases imisciveis (ANTON; BENOIT;
SAULNIER, 2008). A figura 6 expde os possiveis tipos de instabilidade fisico-quimica
relacionados a sistemas emulsionados.
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Figura 6 - Esquematizacao representativa da desestabilizacdo de nanoemulséo
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Fonte: Adaptado de Costa et al., 2019.

Dentre os processos de desestabilizacdo, destaca-se a formacéo de creaming
que esta mais propenso em ocorrer em nanoemulsdo de O/A, enquanto a sedimentacéo €
mais predominante em nanoemulsdes de A/O (ZHANG; MCCLEMENTS, 2018). O
creaming ou cremeacdo é a formacgdo de uma camada cremosa na superficie da emulséo,
ocorre devido a diferenca de densidade dos componentes da nanoemulsdo e pela
presenca de forcas externas ao sistema como, a forca gravitacional e centrifuga
(REDDY; MELIK; FOGLER, 1981; RABINOVICH et al., 2004). Na sedimentacéo,
assim como no creaming, ocorre devidamente a diferenca de densidade dos materiais e
a sua baixa solubilidade em meio aquoso (TADROS, 2006).

A coalescéncia, a floculacdo e o amadurecimento de Ostwald ocorrem
devido a solubilizacdo parcial da fase oleosa na fase aquosa, assim ocorre a formacéo de
goticulas oleosas maiores dispersas no sistema o que pode acarretar a separacao total
das fases. A floculacdo ainda pode ser entendida como a agregacéo entre as goticulas
oleosas, que consequentemente pode levar a formagdo de goticulas maiores, assim
caracterizando-se como coalescéncia. J& o amadurecimento de Ostwald consiste no
crescimento do raio da goticula e na diminui¢do do nimero total das goticulas dispersas
do sistema (TADROS, 1996; FRANZOL; REZENDE, 2015).

Além dos processos de desestabilizagdo citados, pardmetros como

viscosidade, pH e a analise em microscopio Optico auxiliam na caracterizacdo da
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estabilidade de um sistema nanoemulsionado (NASCIMENTO; COSTA; ABREU,
2020). A viscosidade possui relacdo com o didmetro das goticulas formadas, onde 0s
menores valores da viscosidade podem ser associados aos menores tamanhos de
goticulas, assim evitando os processos de desestabilizacdo (DUAN et al., 2011). O pH é
um importante parametro de monitoramento da estabilidade, pois a alteracdo do seu
valor sugere a ocorréncia de reacdes quimicas que podem comprometer a qualidade
final do produto (MARTINI, 2005). J& a microscopia Optica revela aspectos como 0s
tamanhos, o formato e 0 modo de dispersdo das goticulas dentro do sistema,

caracteristicas que podem revelar a estabilidade do sistema (SIQUEIRA, 2017).
2.5 Matriz polissacaridica (Alginato de S6dio)

O alginato de sodio € um polissacarideo natural derivado de algas marinhas.
E um biopolimero linear formado por unidades de &cido alginico, que sdo unidades de
poli- B — D — mannurato e poli — a — L — guluronato (SACHAN et al., 2009). Seu
arranjo é dado pela relagdo caracteristica de mondmeros de manurdnico e guloronico
(M/G), que é representado pela figura 7. Essa relagdo varia dependendo da fonte do

polissacarideo.

Figura 7 - Estrutura do alginato de Sédio, matriz polimérica

- -m
Fonte: GAO et al., 2009.

O alginato de sddio € um material biocompativel e biodegradavel, o que o
torna um candidato ideal para uma variedade de aplicagdes, incluindo a producéo de
nanoemulsdes. As nanoemulsdo sdo sistemas coloidais que consistem em duas fases

imisciveis, uma aquosa e uma fase oleosa, dispersas em uma escala nanométrica

HO — | "HO —O"
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(YANG et al., 2022). Elas sdo frequentemente usadas em aplicagdes farmacéuticas,

cosméticas e alimenticias.

Esse polissacarideo é um agente emulsificante eficaz porque € capaz de
formar filmes finos e flexiveis em torno das goticulas de 6leo. Esses filmes atuam como
uma barreira que impede a separacdo das fases aquosas e oleosas. Além de suas
propriedades emulsificantes, o alginato de sodio também pode fornecer outras
propriedades benéficas as nanomeulsbes, como estabilidade, biocompatibilidade e
biodegradabilidade (LEE; MOONEY, 2012). Sua biocompatibilidade o faz um material
biocompativel, o que o torna seguro para usos em aplicacbes farmacéuticas e
cosmeéticas. A biodegradabilidade o torna material biodegradavel, que o faz seguro
quanto sua eliminacdo do corpo de forma natural. Além de ajudar a estabilizar as

nanoemulsdes, tomando-as menos propensas a separacdo (FRANK et al., 2018).

2.6 Candida spp.

O género Candida estd inserido taxonomicamente no reino Fungi, filo
Ascomycota, classe Saccharomycetes e familia Saccharomycetaceae (SILVA, 2015).
No que concerne a aspectos morfoldgicos, este fungo é considerado polimorfico,
podendo se apresentar como levedura ovoide (blastoconideo) com cerca de 3 a5 pum, ou
mesmo, como pseudo-hifas e hifas filamentosas (BARBEDO; SGARBI, 2010).
Possuem uma estrutura celular composta por uma parede celular rica em quitina,
polissacarideos de glicose e polimeros de manose ligados de maneira covalente a
manoproteinas, seguido de uma membrana fosfolipidica constituida por proteinas, que
agem como enzimas, e ergosterol (ROCHA et al., 2021).

Sabe-se que as leveduras desse género podem estar presentes na microbiota
normal de individuos saudaveis, colonizando principalmente, o trato gastrointestinal, a
cavidade oral, a pele e a mucosa geniturinaria (OLIVER et al., 2019). No entanto,
quaisquer alteracdes no sistema imunologico do hospedeiro podem acarretar em
dishiose, e consequentemente, em manifestacdes clinicas mais agressivas. Desse modo,
este género € formado por leveduras oportunistas, acometendo de maneira direta,
aqueles individuos imunocomprometidos, bem como, aqueles que fazem uso de
antibacterianos de amplo espectro (PAPPAS et al., 2018).

Como uma das infecgdes mais associadas a esses patdgenos, a candidiase

como é conhecida, afeta cerca de 250.000 pessoas por ano em todo o mundo, com
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variadas manifestacdes clinicas dependente da resposta imunoldgica do paciente
(CLEVELAND et al., 2015). Desse modo, as infeccbes ocasionadas por
microrganismos do género Candida podem variar desde superficiais, leves até mesmo
infeccdes invasivas de dificil tratamento (DADAR et al., 2018). No caso das infec¢bes
superficiais, sdo relatadas aquelas cutaneas de facil tratamento, como a candidiase oral e
vulvovaginal (RODRIGUES et al., 2013). No que se refere a infecgdo invasiva, esta é
decorrente da disseminacdo do microrganismo pela corrente sanguinea (candidemia),
sendo verificado a alta capacidade de adaptacdo da levedura aos diferentes nichos do
hospedeiro (ROSCETTO et al., 2018). De fato, a candidemia esta diretamente associada
a utilizacdo de implantes médicos, como proteses, stendes, tubos endotraqueais, dentre
outros (PAPPAS et al., 2018).

Dentre as espécies desse género, Candida albicans tem se destacado,
tornando-se a espécie mais estudada devido a frequéncia em que é isolada de sitios de
infeccdo, todavia, devido a utilizagdo indiscriminada de antifungicos aliado a baixa
atividade fungicida, outras espécies ndo-albicans tém sido descritas (SALCI et al.,
2018). Espécies como C. krusei, C. parapsilosis, C. glabrata, C, tropicalis estdo sendo
cada vez mais isoladas em sitios de infeccdo, apresentando fendtipos de resisténcia aos
principais antifngicos. Além dessas, nos ultimos anos foi observado o surgimento de
outra espécie multirresistente, C. auris, descrita em diversos paises inclusive no Brasil
(ZAMITH-MIRANDA, 2021).

Nessa perspectiva, tendo em vista as inumeras espécies patogénicas
presentes nesse género, € de grande relevancia a correta identificacdo do
microrganismo, visando conhecer seus fatores de viruléncia associados a infec¢cdo em
questdo e o perfil de sensibilidade, garantindo assim, as melhores escolhas para a terapia

antifangica.

2.7 Candida albicans

Candida albicans tem sido relatada como um dos patégenos fungicos mais
prevalentes em seres humanos, acometendo individuos em todo o mundo, seja a partir
de infec¢Ges endogenas ou exogenas. Essa espécie possui a capacidade de colonizar
diversos nichos, possuindo uma alta resisténcia ao ambiente externo, além de sobreviver
com certas variabilidades de nutrientes, niveis de CO2 e pH (WITCHLEY et al., 2019).
Outra caracteristica dessa espécie, € a sua capacidade de transitar entre a forma

leveduriforme, para pseudo hifas e hifas filamentosas, de acordo com as condig¢des
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ambientais em que estd inserida, se tornando um mecanismo de adaptacdo para
sobrevivéncia (Figura 8) (CHEN et al., 2020).

Figura 8 — A - Candida albicas na forma leveduriforme; B - Desenvolvimento de hifas

filamentosas em Candida albicans

Y7

Fonte: Wouda-van der Tuin, 2016.

Em relagdo aos aspectos moleculares, C. albicans apresenta uma
significativa diversidade genética e fenotipica, contribuindo para o seu perfil infeccioso
(POULAIN, 2013). Ademais, estudos apontam uma instabilidade genética nessa
espécie, sendo capaz de modular o comportamento frente ao hospedeiro, como por
exemplo, a resisténcia a alguns fatores imunoldgicos, a morfologia e o perfil de
crescimento (BRAUNSDORF, GUT-LANDMANN, 2018).

Dentre as espécies do género Candida, C. albicans se destaca por apresentar
diversos fatores de viruléncia que auxiliam na entrada do microrganismo no hospedeiro,
bem como, seu estabelecimento nos sitios de infec¢do, tais como a transicdo
morfoldgica, a expressdo de algumas moléculas que auxiliam na adesdo a substratos,
secrecdo de enzimas hidroliticas, trigmotropismo, formacéo de biofilmes, dentre outras
caracteristicas (MAYER; HUBE; WILSON, 2013).

Tais fatores suportam a prevaléncia dessa espécie em ambientes
hospitalares, sendo o principal patdgeno dentro do género Candida, a ser isolado de
hemoculturas (LAMOTH et al., 2018). Infec¢Bes nosocomiais por C. albicans esta
intimamente relacionado a utilizacdo de antimicrobianos, corticoides, quimioterapia,

neoplasias hematoldgicas, cirurgia gastrointestinal. Alem da infeccéo cruzada ja ter sido
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relatada a partir das maos dos profissionais e superficies em ambientes de UTIs (ARITA
etal., 2019).

No entanto, este microrganismo também estd associado a infecgdes
envolvendo individuos imunocomprometidos, dentre as quais, infeccdo oral
pseudomembranosa, candidiase eritematosa, candidiase hiperplasica, queilite angular,
candidiase muco cuténea cronica, candidiase vaginal, além do acometimento de alguns
orgdos, como rins, figado, baco e cérebro (ROSSI et al., 2011; OLIVEIRA, 2012).
Desse modo, C. albicans se torna o microrganismo modelo para estudos envolvendo o

género Candida.

2.8 Biofilme de C. albicans

A formacdo de biofilmes é uma das estratégias mais importantes de
sobrevivéncia de C. albicans, se tornando capaz de aderir a superficies bidticas e
abidticas e formar aglomerados resistentes. Estes aglomerados possuem grande
organizacao, totalmente distinto a forma de vida planctonica, com protecédo atribuida a
camada de matriz exopolissacaridica que envolve todo o biofilme (ALIM; SIRCAIK;
PANWAR, 2018). E de conhecimento que a formacdo do biofilme envolve quatro

etapas principais: adeséo, proliferagdo, maturacgéo e dispersdo (Figura 9).

Figura 9 - Fases da formagao do biofilme de C. albicans
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A primeira fase consiste na interacao da levedura com o substrato a partir de
forcas eletrostaticas e hidrofobicidade, sendo mediado por genes relacionados a
adesinas (PIERCE et al., 2017). Na fase de proliferacdo é iniciado o desenvolvimento
de pseudo hifas e hifas filamentosas, conferindo robustez ao biofilme (MITCHELL et
al., 2017). No processo de maturacdo, no entanto, € visto a producdo da matriz
exopolissacaridica conferindo maior protecdo ao biofilme, esta é composta
principalmente por glicoproteinas e carboidratos (ZARNOWSKI et al., 2014). Por fim,
na fase de disperséo é verificado a liberacdo de células das camadas mais superficiais do
biofilme para colonizar outras superficies, € importante ressaltar que essas células
liberadas possuem um perfil de patogenicidade mais virulento (UPPULURI et al.,
2018).

Dentre as vantagens na formacdo desses biofilmes pelos microrganismos,
estd a protecdo contra os fatores imunologicos do hospedeiro e as terapias antifungicas,
além do favorecimento da captacdo de nutrientes e crescimento celular (TAFF et al.,
2012). Todavia, na perspectiva médica, estas comunidades representam um grande
desafio, tendo em vista que estas podem ser até 1000 vezes mais resistentes comparado
a forma de vida plancténica (HACIOGLU et al., 2018). Desse modo, 0

desenvolvimento de terapias alternativas tem sido o foco de diversas pesquisas.
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3 OBJETIVO
3.1 Objetivo geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar a acdo antifingica de nanoemulsées em
funcdo de sua composicao, contendo 6leo essencial de Lippia origanoides Kunth contra

Candida albicans
3.2 Objetivos especificos

o Realizar coleta, extracdo e verificar a composi¢do quimica do 6leo essencial
da planta L. origanoides;

o Encapsular o 6leo essencial de L. origanoides em diferentes concentracoes
variando a composi¢do da nanomeulsdo usando o dleo de girassol em matriz
polimérica de alginato;

o Caracterizar e avaliar a estabilidade das formulacdes produzida em
diferentes concentracdes;

o Investigar o potencial antifangico do 6leo essencial e da nanoemulsédo de L.
origanoides em isolados clinicos de C. albicans na forma planctdnica e de
biofilme;

o Analisar citotoxicidade do Oleo essencial de L. origanoides e das

nanoemulsoes.
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RESUMO

A busca por agentes antimicrobianos alternativos vem atraindo crescente interesse
cientifico. Os produtos naturais de origem vegetal sdo fontes de diversas substancias
com atividades biologicas comprovadas, incluindo atividade antimicrobiana. O
encapsulamento desses produtos na forma de nanoemulsdo busca superar problemas
inerentes a esses produtos, como instabilidade e degradacdo. Com base nessas
consideracdes, realizamos um levantamento bibliogréafico de nanoemuls6es produzidas
a partir de substancias derivadas de plantas, como 6leos essenciais e extratos, com
potencial antimicrobiano, com foco nas atividades antibacteriana, antifingica e
antiviral. Foram utilizados artigos e documentos publicados em periddicos de relevancia
cientifica, bem como palavras-chave classificadas nos Descritores em Ciéncias da
Salde. Todos os documentos relevantes para esta pesquisa relataram que as
nanoemulsdes carregadas com 6leos essenciais e extratos vegetais de diferentes espécies
botanicas apresentaram atividade antimicrobiana in vitro contra diferentes
microrganismos de importdncia médica, além de potencializar os efeitos
antimicrobianos desses bioprodutos. Portanto, antimicrobianos nanoestruturados com
6leos essenciais e extratos de plantas podem ser considerados op¢fes de tratamento para
doencas microbianas: devido as suas propriedades fisico-quimicas, atuam como
melhores veiculos de entrega de produtos naturais com boa biodisponibilidade,
reduzindo a toxicidade e prolongando a vida util desses antimicrobianos naturais |,
melhorando assim o tratamento de doencas humanas infecciosas.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana; Nanoparticulas; Produtos alternativos.
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ABSTRACT

The search for alternative antimicrobial agents is attracting increasing scientific interest.
Natural products of plant origin are sources of several substances with proven biological
activities, including antimicrobial activity. The encapsulation of these products in the
form of a nanoemulsion seeks to overcome problems inherent to these products, such as
instability and degradation. Based on these considerations, we carried out a
bibliographical survey of nanoemulsions produced from plant-derived substances, such
as essential oils and extracts, with antimicrobial potential, focusing on antibacterial,
antifungal and antiviral activities. Articles and documents published in scientifically
relevant journals, as well as keywords classified from Health Sciences Descriptors, were
used. All documents relevant to this search reported that nanoemulsions loaded with
essential oils and plant extracts from different botanical species had in vitro
antimicrobial activity against different microorganisms of medical importance, in
addition to enhancing the antimicrobial effects of these bioproducts. Therefore,
nanostructured antimicrobials with essential oils and plant extracts can be considered
treatment options for microbial diseases: due to their physicochemical properties, they
act as better delivery vehicles for natural products with good bioavailability, by
reducing toxicity and prolonging the useful life of these natural antimicrobials, thus
enhancing treatment for infectious human diseases.

Keywords: Antimicrobian activity; Nanoparticles; Alternative products.

1 INTRODUCTION

Infectious diseases occupy fourth place in the ranking of diseases that
caused the most hospitalizations and deaths in the world between 2000 and 2019
(PAHO 2020). This fact is directly related to the presence of infectious microorganisms
(bacteria, fungi, protozoa and viruses) that cause damage to the host (MADIGAN et al.
2016; TORTORA et al. 2016). These diseases are generally treated with antimicrobials,
substances of natural origin (antibiotics) or synthetic (chemotherapeutics), which act on
the microorganisms, inhibiting their growth or causing their death (SAEZ-LLORENS et
al. 2000).

Despite the need to use antibiotic therapy to treat infections, there are risks
to the health of patients related to the high toxicity of these drugs, some of which are
nephrotoxic (KALOYANIDES, 1994), hepatotoxic or ototoxic (OUN et al. 2018). They
also have a narrow therapeutic window and high teratogenic potential
(KALEELULLAH; GARUGULA, 2021). In addition to these drugs’ toxicity, another
rising problem is microbial resistance, in which these microorganisms develop

mechanisms that inactivate the active principle responsible for the antimicrobial action,
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which may be related to the action of enzymes, changes in the binding sites, physical
barriers or action of efflux pumps (REYGAERT, 2018; KEMBER et al. 2022).

Due to these drawbacks of antimicrobial therapy, the need has arising to
develop new bioactive substances by molecular alteration of existing drugs or the
discovery of new substances with antimicrobial potential (SPELLBERG et al. 2015).
Among these new substances, the standouts are crude plant-derived substances (isolated
by extractive methods) or substances that actively participate in green synthesis
processes (GALIE et al. 2018).

The effects of active ingredients of plant origin can vary according to the
extraction method used, with emphasis on essential oils, aqueous extracts and ethanolic
extracts. These methods are responsible obtaining various chemical compounds from
the secondary metabolism of plants (WALLACE, 2004). Secondary metabolites have
various therapeutic activities, such as antimicrobial and antioxidant (YANG et al. 2018;
ISAH, 2019).

The encapsulation of these plant compounds in the form of an emulsion has
strategic advantages by improving Kinetic stability, preserving organoleptic
characteristics, and enhancing penetration power, thus enhancing the desired effect
(CHINNAIYAN et al. 2022; SAHU et al. 2018). In addition, they promote greater
bioavailability, increase solubility in water of poorly soluble substances and allow their
controlled release (KARIM et al. 2022).

Therefore, we carried out a bibliographic survey of nanoemulsions
produced from active ingredients of plant origin, such as essential oils and
extracts, with antimicrobial potential, focusing on antibacterial, antifungal and
antiviral activities. The results can contribute to new studies to identify efficient
nanoemulsions that can be applied to treat infectious diseases. The information
reported here fills in the gaps in knowledge and makes these substances more
readily available for future applications in the field of health, thus overcoming the
limitations of conventional antimicrobials.

The bibliographic survey was carried out between June and November
2022, in the databases Google Scholar (<https://scholar.google.com.br>),
PUBMED (<https://pubmed.ncbi.nim. nih.gov/>), SciElo
(<https://www.scielo.org/>), Science Direct (<https://www.sciencedirect.com/>),
Scopus® (<https://www. scopus.com/>), LILACS (<https://lilacs.bvsalud.org/>)
and BDTD (<https://bdtd.ibict.br/>). To search for articles, keywords were used
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that were classified from the Health Sciences Descriptors
(<https://decs.bvsalud.org/>): “Nanoemulsion”, “Polymeric Nanoparticles”, “Lipid
Nanoparticles”, “Biological Products”, “Anti-Infective Agents”, “Anti-Bacterial
Agents”, “Antifungal Agents” and ‘“Antiviral Agents”, for sample refinement.
Avrticles that addressed the topic in question, in Portuguese or English, published in
journals present in the platforms mentioned above between 2012 to 2022 were
selected for reading in full.

2 DEVELOPMENTS

2.1 Natural products of plant origin

Extracts, isolates and oils extracted from natural sources are widely used for
biomedical purposes, since many of them have antimicrobial properties (BOIRE et al.
2013; SAMBER et al. 2015; MOSTAFA et al. 2018; D'AGOSTINO et al. 2019).
Although natural products have generally presented good results for application in
health care, their use faces some limiting factors, such as sensitivity to physical
changes, since they are vulnerable to heat, humidity and oxygen. Among the resulting
problems are hydrolysis and oxidation reactions, causing structural changes
(BHARGAVA et al. 2015; GHANI et al. 2018; BEDOYA-SERNA et al. 2018).

Therefore, they need greater care in their storage, packaging and transport,
to assure there are no changes in their properties. In order to protect bioactive
compounds, nanotechnology can be applied, with benefits such as bioavailability,
protection against degradation, increased apparent solubility, and better physical and
chemical biocompatibility of the active principle, thus enhancing the pharmacological
action and protecting against toxicity (RAO; KHANUM, 2016; BAZANA et al. 2019).

Nanoencapsulated bioactive compounds offer various advantages, such as
increased physicochemical stability, better antimicrobial activity, and minimization of
side effects (HERCULANO et al. 2015; DONSI; FERRARI, 2016).

Encapsulation is a technique widely used in the pharmaceutical, chemical,
food and biomedical sectors, in order to promote protection and make products of
natural origin more manageable in formulations. Among the encapsulation techniques,
the formation of nanoemulsions stands out for the production of drugs, by providing
significant protection of these bioactive compounds (BHARGAVA et al. 2015; GHANI
et al. 2018).
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2.3 Nanoemulsions

Nanoemulsions are dispersions of two immiscible liquids stabilized by a
surfactant, where the size of the dispersed droplets is on a nanometric scale (20 to 500
nm). A nanoemulsion’s transparency is directly related to the diameter of the dispersed
droplets (translucent < [1 200 nm > milky) (QUINTAO et al. 2013; NASCIMENTO et
al. 2020). Figure 1 represents the behavior of three nanoemulsions with different

diameters of dispersed oily particles.

Figure 1 - Nanoemulsions and their behavior against the different diameters of their

particles.

- N
Source: Authors' private collection (February 2023)

Nanoemulsions are classified as water-in-oil (W/O) or oil-in-water (O/W),
depending on the hydrophilicity or lipophilicity of the dispersing medium (WANG et al.
2007). The surfactant acts as a stability barrier of nanoemulsions, characterized as an
amphiphilic compound that is positioned between the two phases of the emulsion (W/O
or O/W), creating an interfacial film that stabilizes the system (KUMAR; MANDAL,
2018). Figure 2 represents the layout of an O/W nanoemulsion system with the structure
of each component, where it is possible to observe the aqueous phase, oil phase and

emulsifying agent.
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Figure 2 - Representative schematic of oil-in-water nanoemulsion.
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A) Macroscopic view of nanoemulsion (O/W); B) Nanoemulsion scanning eletron microscopy; C)
Schematic representation of a micelle, containing the oil phase inside, surrounded by the

surfactant. Source: Authors' private collection (February 2023).

The addition of texture modifiers such as polymeric matrices of natural
origin to the aqueous phase has often been used to improve the stability of
nanoemulsions, since they have surfactant properties, thus possessing emulsifying and
thickening capacity. They also coat the individual droplets, reducing their movement
and avoiding the destabilization of emulsions and nanoemulsions due to the decrease of
the gravitational movement of the oil droplets. This delays or prevents the droplets’
coalescence due to the increased viscosity of the aqueous phase (GUERRA-ROSAS et
al. 2016; MAPHOSA; JIDEANI, 2018).

Emulsifiers or surfactants are fundamental to prevent the aggregation of
nanoparticles, even after prolonged storage, by promoting the physicochemical stability
of the nanoemulsion (SURASSMO et al. 2010). Surfactants are amphiphilic substances
and have a polar (hydrophilic) and a nonpolar (lipophilic) region, an ideal characteristic
for the formation of O/W or W/O nanoparticles (BOTELHO et al. 2018).

Nanoemulsions have good stability of suspended nanoparticles, and the
appearance of these systems is strongly related to the size of the formed particles
(WEISS et al. 2009). The physical destabilization of emulsions is related to the
spontaneous tendency to occupy the minimum interfacial space between their
immiscible phases (ANTON et al. 2008). Figure 3 shows the possible types of

physicochemical instabilities related to nanoemulsion systems.
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Figure 3 - Representative schematic of nanoemulsion instability.
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Source: Authors' private collection (February 2023)

Among the destabilization processes, creaming stands out. It is more likely
to occur in O/W nanoemulsions, while sedimentation is more prevalent in W/O
nanoemulsions (ZHANG; MCCLEMENTS, 2018). Creaming is the formation of a
creamy layer on the surface of the emulsion, which occurs due to the difference in
density of the nanoemulsion components and the presence of forces external to the
system, such as gravitational and centrifugal forces (REDDY et al. 1981;
RABINOVICH et al. 2004). In both sedimentation and creaming, the difference in the
density of the materials and their low solubility in an aqueous medium occur
(TADROS, 2006).

Coalescence, flocculation and Ostwald ripening occur due to partial
solubilization of the oil phase in the aqueous phase, thus forming larger oil
droplets dispersed in the system, which can lead to total phase separation.
Flocculation can also be understood as the aggregation between the oil droplets,
which consequently can lead to the formation of larger droplets, characterized as
coalescence. Ostwald ripening, on the other hand, consists of an increase in the
droplet size and a decrease in the total number of dispersed droplets in the system
(TADROS, 1996; FRANZOL, REZENDE, 2015).

2.3 Antimicrobial potential of nanoemulsions produced with plant-based bioactive

and compounds
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The nanoemulsions synthesized with different essential oils and plant
extracts have been tested in vitro against different microorganisms of medical
Importance, such as bacteria, viruses and fungi, as shown in Table 1. It summarizes
the main reported findings regarding the active plant components, dispersing
medium, surfactant, particle size of the nanoemulsions and the species of

microorganisms.
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Table 1 - Nanoemulsions produced from different plant extracts with antibacterial, antifungal and antiviral properties, in addition to presenting

the dispersant medium, surfactant, particle size and the potentiated effect of nanoemulsions.

Plant Antimicrobial

Dispersant/
Surfactant

Size/
Potentiation

Antimicrobian Activity

Ref.

Allium sativum Oil

Artemisia annua Oil

Azadirachta indica
Qil

Cinnamomum spp.
oil

Citrus limonum Oil

Citrus paradisi Oil

Copaifera
langsdorffii Oil

Croton cajucara Oil

Cymbopogon martini
Oil

Eucalipto globulus

Water/ Tween
80

Water/ Tweem
80

Water/ Tween
20

Water/ Tweem
80

Water/ Tweem
80

Water/ Tweem
80

Water/ Tweem
80

Water/ Pluronic

Water/ Tween
80

Sorbitan

36,6 nm/ -

130-160 nm / -

70 nm/ +

2040-40,4 nm/ -

181,5 nm/ +

173,9-0,105 nm/
+

641,3-29,98 nm/ -

45,56 nm/ -

118-12 nm/ +

100 nm/ -

Staphylococcus aureus, Escherichia coli.

E. coli, S. aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus pyogenes, Schizosaccharomyces pombe, Candida
albicans, C. tropicalis, C. dubliniensis, C. krusei.

Vibrio vulnificus

E. coli, S. aureus

S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium,
Enterococcus faecalis, Photobacterium damselae, Vibrio vulnificus,
Proteus mirabilis, Serratia liquefaciens, Pseudomonas luteola

E. coli, S. aureus

Paracoccidioides lutzii, P. brasiliensis, P. americana, P. restrepiensis

Absidia cylindrospora, Cunninghamella elegan, Mucor circinelloide, M.

muceno, M. ramosissimo, Rhizopus microsporu, R. oryzae,
Syncephalastrum racemosum, C. albicans

E. faecalis

P. aeruginosa, C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata

HASSAN; MUJTABA (2019)

DAS et al. (2020)

JEROBIN et al. (2015)

VALIZADEH et al. (2018)

YAZGAN et al. (2019)

WANG et al. (2022)

SILVA et al. (2020)

AZEVEDO et al. (2021)

MARINKOVIC et al. (2022)

QUATRIN et al. (2017)
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Plant Antimicrobial

Dispersant/

Size/

Antimicrobian Activity

Ref.

Surfactant Potentiation
Oil monooleate/
Tween 80
Jasminum humile L. Water/ Tween 12-8 nm/ - HAV (Virus Hepatite A), HSV (Herpes Virus) MANSOUR et al. (2022)
Oil 80
Jasminum

grandiflorum L. Qil

Lippia sidoides
Cham Oil

Mauritia flexuosa
Lf. Total Oil

Melaleuca
alternifélia Oil

Mentha pulegium
Oil
Mentha spicata L.
Oil

Poiretia latifélia Oil

Satureja hortensis
Oil

Syzygium
aromaticum Oil

Stenachaenium
megapotamicum Oil

Compritol 888/
Sodium Odecyl
Sulfate

Water/ Tween
80

Water/ Tween
80

Water/ Tween
80

Water/ Tween
80

Water/ Tween
80

Water/ Tween
80

Water/ Tween
80

Water/Tween
80

445,5-213,1/ +

270-196 nm/ -

500-100 nm/ -

125 nm/ -

51,46 nm/ +

219 nm/ -

210 nm/ +

Candida auris

E. coli

E. coli

E. coli, S. typhi, S. aureus, Listeria monocytogenes

S. typhimurium, S. aureus, E. coli, Bacillus cereus, L. monocytogenes

C. albicans, Candida krusei, C. tropicalis, C. glabrata, M. canis,
Microsporum gypseum, T. rubrum, T. mentagrophyte

K. pneumoniae, P. aeruginosa, Serratia marcencens, E. coli, S. typhi, S.
aureus, L. monocytogenes, Staphylococcus haemolyticus

A. niger, Colletotrichum gloeosporioides, Penicillium chrysogenum.

Epidermophyton floccosum, Scytalidium dimidiatum, T. rubrum

BALDIM et al. (2022)

LEAO et al. (2019)

WEI et al. (2022)

DAMANI et al. (2022)
ZAMANIAHARI et al. (2022)
PAIM et al. (2018)
MACCELLI et al. (2020)
LIMA et al. (2021)

DANIELLI et al. (2013)
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Plant Antimicrobial

Dispersant/
Surfactant

Size/
Potentiation

Antimicrobian Activity

Ref.

Thymus vulgaris Oil

Myrtus commnis L.
Qil

Matricaria
chamomilla L. Oil

Capsicum annum
L.Ethanol Extract

Cuphea ignea
Ethanol Extract

Curcuma spp.
Extract

Pimpinella anisum
Oil

Pimpinella anisum
Ethanol Extract

Ginkgo biloba
Ethanol Extract

Coriadrum sativum
Qil

Water/ Tween
80

Water/ Tween
80

Water/ Tween
80

Water/ Tweem
80

Water/ Tween
80

Water/
Cremophor
RH40

Water/ Tween
80

Water/ Tween
80

Water/ Tween
80

Chitosan/
Tween 80

127 nm/ +

179 nm/ +

20 nm/ +

119 nm/ +

40 nm/ +

117-275 nm/ +

400 nm/ +

97 nm/ +

80-57 nm/ +

C. albicans, C. glabrata, Candida parapsilosis, A. fumigatus, T.
tonsurans, T. rubrum, T. mentagrophytes, M. canis

Staphylococcus sp., Enterococcus sp., Escherichia sp., Pseudomonas sp.

E. coli, S. aureus

E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis, S. aureus, S. pyogenes, S. pombe, C.
albicans, C. tropicalis

E. coli, S. aureus, C. albicans, Aspergillus niger.

SARS CoV-2 (COVID-19)

DENG-1, DENG-2, DENG-3, DENG-4 (DENGUE VIRUS)

E. coli, L. monocytogenes

S. aureus, B. cereus, L. monocytogenes, E. coli, S. typhimurium, P.
aeruginosa, Yersinia enterocolitica

H3N2 (Virus influenza), HBV (Hepatitis B virus)

A. Niger, Aspergillus fumigatus, A. sydowii, A. repens, A. versicolor, A.

luchuensis, Alternaria alternata, Penicillium italicum, P. crysogenum,
P. spnulosum, Mycelia sterilia, Clasoaporium herbarum, Fusarium

MOAZENI et al. (2021)

SIENKIEWICZ et al. (2012)
ROOZITALAB et al. (2022)

DAS et al. (2019)

EL-NAGGAR et al. (2020)

MAHMOUD et al. (2021)

NABILA et al. (2020)

TOPUZ et al. (2016)

GHAZY et al. (2021)

WANG et al. (2015)

DAS et al. (2019)



Plant Antimicrobial  Dispersant/ Size/ Antimicrobian Activity Ref.

Surfactant Potentiation
poae, F. oxysporum.

Eucalipto citriodora  Chitosan/ 1271-388 nm/ + S. aureus, S. typhimurium ABREU et al. (2020)
Oil Tween 80
Ocimum Cashew gum/ 500-10 nm/ + E. coli, S. aureus, Salmonella enterica, Mycobacterium smegmatis, OKONKWO et al. (2020)
gratissimum Linn. Tween 80 Mycobacterium bovis,
Qil
Psidium guajava Chitosan/ 96-40 nm/ + K. pneumoniae ZHANG et al. (2020)
L.Oil Tween 80
Phyllanthus niruri Sodium 192 nm/ + E. coli, K. pneumonia, S. aureus. S. typhimurium, Streptococcus mutans, PATHANIA et al. (2022)
Methanolic Extract  Alginate/ B. subtilis, Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes.

Tween 80

®Enhanced antimicrobial effect of plant products in the form of nanoemulsions; ©Effects not potentiated or indifferent in the form of nanoemulsion.

Source: Authors' (February 2023)



43

Among the studies analyzed in this review, 91.34% involved nanoemulsions
produced with water as the aqueous phase, while the remaining 8.66% involved natural
polymer matrices, with chitosan being most prevalent in the formulations. Among the
hydrophilic surfactants, Tween 80 is the predominant one, due to its excellent solubility
of essential oils and water miscibility. Among the most frequent natural products,
essential oils stood out (91.34%), although ethanolic and hydroalcoholic extracts
(8.66%) were also observed as active principles in some formulations.

Essential oils are aromatic compounds of natural origin with recognized
biological activities. They are used as flavoring additives in foods and stabilizers in
cosmetics. Their use as medicinal agents is variously due to their insecticidal,
antioxidant, anti-inflammatory, anti-allergic and anticancer activities. Many essential
oils also have antibacterial, antiviral and antifungal activities, stimulating their
application also as natural antimicrobials in foods and beverages (DONSI; FERRARI,
2016).

Over the years, a plethora of research has shown the potent in vitro
antimicrobial activity of various essential oils and their constituents against a wide
range of microorganisms. However, as discussed earlier, the use of essential oils in
biomedical systems is challenging due to their low stability and sensitivity to physical
changes, since they are highly vulnerable to heat, moisture and oxygen. These problems
can be overcome by encapsulating essential oils in suitable delivery systems, helping to
improve their stability and biological activity (BHARGAVA et al. 2015; GHANI et al.
2018; BEDOYA-SERNA et al. 2018).

Research has shown that nanoemulsion formulations containing essential oil
of Mentha pulegium (pennyroyal) (DAMANI et al. 2022), Capsicum annum L. (pepper)
(EL-NAGGAR et al. 2020), Myrtus communis L. (myrtle) (ROOZITALAB et al. 2022),
Allium sativum (garlic) (HASSAN; MUJTABA, 2019), Cinnamomum spp. (cinnamon)
(VALIZADEH et al. 2018) and Citrus paradisi (grapefruit) (WANG et al. 2021) have
shown antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. It is
important to note that the authors reported that the nanoemulsions based on the essential
oils of M. pulegium, C. annum, M. communis, A. sativum and Cinnamonum spp. showed
no enhancement effect in comparison with the free form of essential oils in antibacterial
tests. In contrast, the nanoemulsion based on the essential oil of C. paradisi had a
significantly lower minimum inhibitory concentration (MIC) than the free essential oil.

In this respect, many reports have shown that the conversion of spice extracts or
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essential oils into nanoemulsions greatly improves their antibacterial activity,
presumably because the small lipid droplets interact better with microbial cells.

In this respect, it is relevant to highlight the research data of Zamaniahari et
al. (2022), when investigating the antimicrobial effect of Mentha spicata (mint) against
pathogens of medical importance. The researchers found that the MIC of the free
essential oil was greater than that of the nanoemulsion against S. typhimurium, with
concentrations of 6 mg/mL of the essential oil in free form and 2 mg/mL in
nanoemulsion form. They also reported similar results for S. aureus (5mg/mL vs.
2mg/mL), E. coli (6mg/mL vs. 2mg/mL), B. cereus (4mg/mL vs. 2mg/mL) and Listeria
monocytogenes (5mg/mL vs. 1Img/mL), respectively. The authors further stated that the
bacterial cells were greatly disintegrated and that levels of cell membrane damage were
caused by the nanoencapsulated oil against all bacterial species in this study.

Wei et al. (2022) analyzed the antimicrobial effects of nanoemulsions
carried with the essential oil of Melaleuca alternifolia (melaleuca) and conjugated with
antibiotics against six clinical strains of multiresistant E. coli. They observed, curiously,
that the antibacterial activity of unblended nanoemulsion showed similar results for all
multidrug resistant strains of E. coli and the reference strain (E. coli ATCC 25922) with
MIC values of 1 mg/mL. The results of the synergism assays of the nanoemulsion
combined with the standard drug had synergy with several antibiotics against multidrug-
resistant E. coli strains. The researchers also stated that the nanoemulsion combined
with doxycycline exhibited bactericidal activity, and that usually bactericidal agents can
be clinically recommended instead of bacteriostatic agents, since they can reduce the
development of resistance and the spread of infection.

Nanoemulsions prepared with the essential oil of Artemisia annua
(chamomile), using Tween 80 as surfactant agent, had particles with an average
diameter of 160 nm. These were tested to characterize their antimicrobial activity in
gram-positive and gram-negative bacteria, as well as in Candida species. The
nanoemulsions exhibited notable antibacterial and antifungal activities against various
microbial strains, with MICs ranging from 1.42+0.64 pg/mL to 3.15+0.16 pg/mL
against bacterial strains and from 3.62 + 0.65 pg/mL to 4.29 = 0.82 pg/mL against
yeasts (DAS et al., 2020). They also observed antimicrobial effects of nanoemulsions
based on essential oil of Citrus limonum (lemon), Tween 80 and water, which generated
nanoemulsions with a mean particle diameter of 181.5 nm. These had minimum

inhibitory concentrations ranging from 3,125 to 25 mg/mL against the bacteria S.
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aureus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, Enterococcus faecalis,
Photobacterium damselae, Vibrio vulnificus, Proteus mirabilis, Serratia liquefacien and
Pseudomonas luteola (YAZGAN et al. 2019).

Some authors have suggested that the size of the droplets forming the
nanoemulsion can affect the desired biological effect, among them the antimicrobial
activity, and that this effect depends not only on the individual chemical components
used in the formulations, but also on the system’s structure (BAKER et al. 2003).

Marinkovic et al. (2022), investigating the activity against E. faecalis of
nanoemulsions composed of the essential oil of C. martinii (palmarosa) in different
concentrations, observed that the most and least efficient nanoemulsions were those
with concentrations of 6 mg/mL and 2.5 mg/mL, which had respective droplet sizes of
87 nm and MIC of 0.37 mg/mL versus droplets of 12 nm in diameter and MIC of 2.45
mg/mL. Thus, they noted that the size of the particles was linked to the amount of
essential oil used in the formulations, and the antimicrobial effectiveness was not
always linked to smaller particle size.

Nanoemulsions with antifungal activity have also been analyzed. Silva et al.
(2020) evaluated the antifungal activity of nanoemulsions of the essential oil of
Copaifera langsdorffii (copaiba), using Tween 80 and water, resulting in nanoparticles
with an average diameter ranging between 641.3 and 29.98 nm, which showed
inhibitory activity against the species Paracoccidioides lutzii, P. brasiliensis, P.
americana and P. restrepiensis. The nanoemulsion presented MIC value of 125 pg/mL
for all studied species. The encapsulation of Coriandrum sativum (coriander) essential
oil in a chitosan nano-matrix, with an encapsulated nanoparticle size of 57-80 nm, was
studied against the fungal species Aspergillus spp., Alternaria alternata, Penicillium
spp., Mycelia sterilia, Clasoaporium herbarum and Fusarium spp., and the oil-
encapsulated nanoemulsion showed antifungal efficacy by hampering the biosynthesis
of ergosterol, the main component of the fungal cell membrane, by providing fluidity
and permeability to the membrane (DAS et al. 2019).

The antifungal activity of nanoemulsions containing the essential oil of
Croton cajucara (sacaca), using pluronic as surfactant, generating droplets with an
average size of 40 nm, was evaluated against the fungal species Absidia cylindrospora,
Cunninghamella elegan, Mucor spp, Rhizopus spp, Syncephalastrum racemosum and C.
albicans, with minimum inhibitory concentrations ranging from 12.21 to 195.31 pg/mL
against the studied fungal species (AZEVEDO et al. 2021).
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The essential oil of Lippia sidoides (alecrim pepper) was loaded into lipid-
based systems, such as oleic acid along with compritol and sodium dodecyl sulfate. The
authors determined a particle size range of 213.1-445.5 nm. Lipid nanoparticles loaded
with the essential oil of L. sidoides showed minimum inhibitory concentrations between
281 and 563 pg/mL against multiresistant C. auris (BALDIM et al. 2022).

The potential has been studied of nanoemulsions synthesized from the
ethanolic extract of Cuphea ignea (flor-de-santo-antonio), in addition to formulations
with the essential oil of Jasminum humile L. (jasmine) and ethanolic extract of Ginkgo
biloba, with findings of antiviral activity against important viruses that cause human
infections: SARS CoV-2 (Covid-19) (MAHMOUD et al. 2021), HAV (hepatitis A
virus), HSV (herpes virus) (MANSOUR et al. 2022), H3N2 (influenza virus) and HBV
(hepatitis B virus) (WANG et al. 2015).

The investigation of physicochemical properties and the carrying capacity of
nanoparticle emulsions has led to successful antiviral applications administered by
different routes in several in vitro and in vivo studies. A recent in vitro study showed
that the cationic particles of a nanoemulsion loaded with Curcumin spp. (golden ginger)
increased the antiviral activity of Curcumin spp. against dengue virus serotypes and
improved biocompatibility with target cells (NABILA et al. 2020). The cationic
surfaces of the particles facilitated binding to negatively charged infected and
uninfected cells, improving load delivery and therapeutic efficiency.

Traditional antiviral drugs are limited by their low solubility, rapid
clearance profiles, low bioavailability, nonspecific targeting, and high toxicity
(SHAH, 2021). Nanoemulsions can overcome these limitations because these
systems are adjustable, with versatile oil cores, improved encapsulation capacity,

easy surface modification and flexible dosage forms (DELSHADI et al. 2021).

2.3 Nanoemulsions as carriers of natural products and their mechanism of

antimicrobial action

Most natural products have low solubility, posing one of the biggest
obstacles to the development of usable drugs, such as antimicrobials. This causes
extremely low bioavailability, high dosage level and low selectivity (NIELSEN et al.
2004). For an antimicrobial compound to be effective, it must interact with the specific
target and have minimal interactions with unwanted targets, to increase its potency and

reduce adverse effects.
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Several studies have sought to avoid these effects by encapsulating
antimicrobials in colloidal delivery systems, such as nanoemulsions (WEISS et al.
2009; ACEVEDO-FANI et al. 2017b; KHANEGHAH et al. 2018). Encapsulation
involves trapping substances within small micelles to enable their antimicrobial
effect (EL-KADER; ABU HASHISH, 2020). Figure 4 represents the interaction of
nanoparticles of a nanoemulsion with the microbial cell membrane through simple

diffusion.

Figure 4 - Scheme of delivery of nanoemulsion nanoparticles to the microbial cell

membrane
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The literature suggests that the internalization of substances present in
nanoparticles into microbial cells occurs through simple diffusion, a process that is
caused by the passive movement of nanoparticles from a more concentrated place to a
less concentrated one, without energy expenditure (HARUN et al. 2018; TO et al.
2023).

Their use as drug carriers is promising because it allows the controlled
release of an active principle at a specific place in the body for a longer period of time
than conventional administration, maintaining the proper therapeutic concentration and
avoiding the need for repeated administration (PARK et al. 1999; KUMAR, 2000;
KSHISAGAR et al. 2005). Figure 5 shows a comparison of plasma drug levels achieved
in conventional therapeutic administration and via controlled release administration.

The benefits include increased selectivity and reduced side effects
(KSHISAGAR, 2005; WANG et al. 2008; BEDIN et al. 2011), increased apparent
solubility, biocompatibility and protection against physical and chemical degradation of
the active principle, inducing increased pharmacological action and protection against
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toxicity, increased dispersibility in water, resistance to environmental conditions, and
antimicrobial potency (RAY et al. 2016; FERREIRA; NUNES, 2019).

The hydrophobicity of dispersants and surfactants together with the
phytochemicals present in essential oils collectively contribute to the antimicrobial
activities of nanoemulsions. These activities occur due to action on one or more binding
targets in the microbial cell. Knowing the target of action is of fundamental importance
to ensure that nanoemulsions have specificity for pathogens and that they will not bind
to host cells causing unwanted effects.

Currently known antimicrobials act mainly on membrane and cell wall
targets. In bacteria, the targets are inhibition of cell wall precursors, binding to
ribosomes to prevent synthesis of essential proteins, inhibition of nucleic acid synthesis,
inhibition of the metabolic pathway, and membrane disruption caused by inhibition of
important cell membrane precursors (PURSSEL, 2019). In fungi, the most common
mechanisms include inhibition of ergosterol biosynthesis (azole derivatives), inhibition
of DNA replication and protein synthesis (5-fluorocytosine), binding to ergosterol
present in the membrane creating pores that culminate in cell leakage (polyenes) and
inhibition of the synthesis of 1,3-B-D-glucan, which constitutes the cell wall
(echinocandins) (IVANOV et al. 2022).

Antifungal drugs usually have important cytotoxic effects due to the
similarity of fungal and human cells (both are eukaryotic). Therefore, the search for
compounds that have specific targets of action in fungal cells is a challenge.

Krishnamoorthy et al. (2021) presented evidence that a nanoemulsion
inhibited the synthesis by C. albicans of chitin, an important polysaccharide that makes
up the yeast wall. Microscopic images showed disruption of the yeast cell wall,
probably caused by inhibition of cell wall polysaccharides. In turn, Pannu et al. (2009)
reported that NB-002, a nanoemulsion with activity against filamentous fungi,
dermatophytes and C. albicans, had a fungistatic effect, and microscopic images
demonstrated that the compound caused rupture of the fungal wall of T. rubrum.

Similar to what occurs in fungi, in bacteria nanoemulsions cause membrane
disruption. Several studies using micrographs obtained from scanning electron
microscopy (SEM) and protein leak tests supported this evidence (MOGHIMI et al.
2016; YANG et al. 2022). This rupture causes irreversible damage to the bacterial
membrane, culminating in cell lysis. This mechanism was observed in both gram-

negative and gram-positive bacteria.
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The physicochemical properties of surfactants influence the mechanism
of action of nanoemulsions. In gram-negative bacteria, some surfactants can better
translocate through the peptidoglycan outer membrane and accumulate in the inner
membrane (SHARMA et al. 2021). Cationic surfactants have better activity
compared to nanoemulsions with anionic surfactants because this property
provides an electrostatic interaction with the negative membrane of bacteria (AL-
ADHAM et al. 2021).

3 CONCLUSIONS

Nanoemulsions loaded with essential oils and plant extracts from the
different botanical species reported here showed in vitro antimicrobial activity against
different microorganisms of medical importance, in addition to enhancing the
antimicrobial effects of these bioproducts. Therefore, nanostructured antimicrobials
with essential oils and plant extracts can be considered treatment options for microbial
diseases. Due to their physicochemical properties, they will provide better delivery of
natural products with good bioavailability, by reducing their toxicity and prolonging the
useful life of natural antimicrobials, improving treatment of infectious human diseases.

However, more studies are needed regarding the methods and
conditions for production of nanoemulsions, as well as their properties and safety,
because of the limited understanding of their mechanisms and consequences on
health. The consideration of all these factors is necessary for the production of
nanoemulsions on an industrial scale, in turn for the development of products with

better quality and safety and lower costs.
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RESUMO

As infeccdes flngicas causadas por Candida albicans sdo um problema global de saude
publica. Essas infec¢Oes sdo tratadas com antifungicos, mas cada vez mais esses fungos
apresentam resisténcia a esses medicamentos, o que dificulta seu tratamento.
Nanoemulsdes a base de dleos essenciais vegetais tém se mostrado uma alternativa
promissora, aumentando a solubilidade e a biodisponibilidade dos compostos ativos dos
6leos essenciais, 0 que pode melhorar sua eficacia e seguranca. O presente estudo teve
como objetivo preparar e caracterizar nanoemulsdes de 6leo essencial de Lippia
origanoides, e analisar sua atividade antifingica contra C. albicans na forma
planctonica e de biofilme, além de verificar sua citotoxicidade. Nanoemulsdes de
alginato foram preparadas em diferentes concentracdes de dleo essencial, 6leo de
girassol e surfactante para investigar formulacdes ideais quanto a sua estabilidade e
eficiéncia antifangica. Os resultados mostraram nanoemulsdes com estabilidade
superior a 60 dias, com pH acido, tamanhos de particulas variando de 180,17+6,86 nn a
497,85+253,50 nn, potencial zeta -56,70+0,42 a -44,43+4,09, indice de polidispersidade
0,004 a 0,231. As fotomicrografias revelaram que a adicdo de Oleo de girassol
influenciou na formacdo das particulas, tornando-as nanoemulsdes. As andlises de FT-
IR mostraram a presenca do polissacarideo. Os resultados antifingicos do éleo essencial
e das nanoemulsdes mostraram que a CIM variou de 0,078 a 0,312 mg/mL e o CFM
variou de 0,156 a 0,625. A nanoemulsdo foi mais eficaz que o 6leo essencial livre na
erradicagdo do biofilme, eliminando até 89,7% de sua massa. No entanto, as
nanoemulsdes também foram consideradas mais citotoxicas.

Palavras-chave: Alginato de Sodio; Biofilme, Estabilidade; Oleo de Girasssol;
Toxicidade

ABSTRACT
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Fungal infections caused by Candida albicans are a global public health problem. These
infections are treated with antifungals, but increasingly these fungi are showing
resistance to these medications, which makes their treatment difficult. Nanoemulsions
based on plant essential oils have shown to be a promising alternative, increasing their
solubility and bioavailability of the active compounds of essential oils, which can
improve their efficacy and safety. The present study aimed to prepare and characterize
nanoemulsions of Lippia origanoides essential oil, and analyze their antifungal activity
against C. albicans in planktonic and biofilm form, in addition to verifying their
cytotoxicity. Alginate nanoemulsions were prepared in different concentrations of
essential oil, sunflower oil and surfactant to investigate ideal formulations regarding
their stability and antifungal efficiency. The results showed nanoemulsions with
stability greater than 60 days, with acidic pH, particle sizes ranging from 180.17+6.86
nn to 497.85+253.50 nn, zeta potential -56.70+0.42 to -44.43+4.09, polydispersity index
0.004 to 0.231. The photomicrographs revealed that the addition of sunflower oil
influenced the formation of the particles, making them nanoemulsions. FT-IR analyzes
showed the presence of the polysaccharide. The antifungal results of the essential oil
and nanoemulsions showed that the MIC ranged from 0.078 to 0.312 mg/mL and the
CFM ranged from 0.156 to 0.625. The nanoemulsion was more effective than the free
essential oil in eradicating the biofilm, eliminating up to 89.7% of its mass. However,
nanoemulsions were also found to be more cytotoxic.

Keywords: Sodium Alginet, Biofilm, Stability, Sunflower oil, Toxicity.
1. INTRODUCAO

Candida albicans é um patdgeno oportunista responsavel pela maioria das
infeccdes fungicas de mucosas e sistémicas, cotado ainda como responsavel por causar
70% das infeccBes fangicas em todo 0 mundo (TALAPKO et al., 2021; PEREIRA et
al., 2021). O tratamento deste tipo de infeccdo, vem tornando-se progressivamente mais
dificil por apresentar limitadas opc¢Oes terapéuticas, além que C. albicans vem
mostrando um perfil de tratamento cada vez mais complexo devido aos seus
mecanismos de resisténcia e a capacidade de formacéo de biofilme, expressos por genes

de resisténcia e viruléncia (BU et al., 2022).

Nessa perspectiva, destaca-se a necessidade da busca de novas alternativas
que possam ser aplicadas no combate aos microrganismos causadores das doencas
infecciosas, sobretudo das infec¢bes fungicas (ARORA et al., 2022). As plantas sdo
fontes de principios bioativos que as Ihes conferem potencial terapéutico antifingico,
antibacteriano e antiviral (MICKYMARAY, 2019). Tais biomoléculas estdo
relacionadas com a biossintese dos metabolitos secundarios, que sdo essenciais para
reproducdo e defesa das plantas, dentre os quais sdo divididos em trés categorias:
alcaloides, terpenos e fendlicos (ANAND et al., 2019). E importante destacar que 0s
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produtos de origem vegetal podem variar de acordo com o método de extracdo
empregado. Dessa forma, dependendo do metodo é possivel obter Oleos essenciais,
extratos aquosos ou extratos alcoolicos com uma grande variedade de metabdlitos
quimicos provenientes do metabolismo secundario das plantas (MELESSE; BEDANE;
DONSI, 2021).

Dentre as plantas que se destacam devido suas propriedades medicinais,
Lippia origanoides Kunth se sobressai, por seu 6leo essencial apresentar amplo espectro
de atividades bioldgicas ja relatadas na literatura, inclusie sua atividade antimicrobiana
(FONTENELLE et al., 2007; BOTELHO et al., 2007), anti-helmintica (CARVALHO et
al., 2012), larvicida (LIMA et al., 2013), antioxidante (NONATO et al., 2022),
antigenotdéxica (BRAGA et al., 2019) e antiviral (MENESES et al., 2009). No entanto,
0s Gleos essenciais sdo sensiveis a algumas particularidades ambientais quando expostos
a simples fatores externos como luz, temperatura e a presenca de oxigénio, podendo
comprometer sua estabilidade e consequentemente afetando o seu potencial bioldgico
(TUREK; STINTZING, 2013).

Nesse entendimento, o encapsulamento das particulas oleosas na forma de
nanoemulsdo vem se mostrando vantajoso por aumentar a estabilidade fisico-quimica
deste tipo de extrato, além de elevar a solubilidade das nanoparticulas em meio aquoso e
apresentar em varios casos perfis de liberacdo controlada, que consequentemente,
prolonga sua atividade no organismo (JEROBIN et al., 2021; GHOSH; RANJHA,;
GUPTA, 2023).

As nanoemulsdes podem ser caracterizadas como sistemas coloidais
compostos por dois liquidos imisciveis, o qual é estabilizado por um surfactante em
escala nanométrica, e se constituem em uma boa alternativa para o carregamento de
Oleos essenciais, devido a sua alta afinidade proporcionada na formacdo de goticulas,
potencializando facilmente a internalizagdo em membranas bioldgicas (DEMISLI et al.,
2023). Este nanossistema tem sido amplamente utilizado em associacdo com o0leos
essenciais para as mais diversas aplicagdes. As nanoparticulas deste tipo de sistema,
ainda podem ser funcionalizadas com ligantes em suas superficies externas para que se
liguem a receptores expressos diferentemente a certas células ou tecidos especificos
(KANEDA et al., 2009).



63

O uso de biopolimeros utilizados na producdo de nanoemulsdes tem sido
apontado como uma op¢do promissora, devido suas propriedades espessante e
gelificante, além da presenca de grupos funcionais anibnicos que promovem a
prevencdo de agregacdo das particulas, aumentando a repulséo eletrostatica e estéricas
entre as superficies (ZANG et al., 2019; ABREU et al., 2012). O alginato de sodio é um
polissacarideo biopolimérico bastante difundido na produgdo de nanoemulsdes,
apresenta excelente propriedade espessante e que aumenta a viscosidade das solugdes
para que ocorra a dispersao das particulas oleosas do sistema, além de apresentar baixa
toxicidade, boa biocompatibilidade e biodegradabilidade (PATHANIA et al., 2022;
CHOl et al., 2021; L1 et al., 2021).

Com isso, 0 objetivo deste estudo foi desenvolver e caracterizar
nanoemulsdes com o 6leo essencial da planta L. origanoides cultivada no interior do
Estado do Ceara — Brasil, onde se buscou formulacfes ideais a partir das condi¢Bes
aplicadas, afim de superar problemas de instabilidades das nanoemulsdes. Além de
investigar as menores dosagens do Oleo essencial na forma de nanoemulsdo com
potencial antifangico frente a isolados clinicos de Candida albicans na forma

planctonica e de biofilme, assim como avaliar sua toxicidade in vitro.
2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Obtencéo do bleo essencial de Lippia origanoides

2.1.1 Coleta e identificacdo da planta

As folhas da planta L. origanoides foram coletadas na regido da Pedra da
Andorinha, localizada no distrito de Santa Quitéria, a 87,8km de Sobral (Ceara, Brasil),

06237 S, 4822’36 W. A amostra foi encaminhada ao Herbario Professor Francisco José
de Abreu Matos (HUVA) da Universidade Estadual Vale do Acaral, onde foi
autentificado e depositado um espécime comprovante (HUVA N°.23.372).

2.1.2 Extracdo do 6leo essencial

Folhas frescas de L. origanoides foram higienizadas e submetidas a
hidrodestilagcdo por 2h em aparelho do tipo Clevenger modificado. O 6leo foi seco sobre

Na>SOs anidro (~1g), filtrado e conservado em frasco lacrado a 4°C.

2.1.3 Analise dos constituintes quimicos por CG-MS
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A analise quimica dos constituintes do 6leo essencial foi realizada com
equipamento Shimadzu (CG-2010 Plus), com impacto de elétrons a 70 eV, coluna
RTX-5MS metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum, Restek), modo de injecao
com divisdo de fluxo 1:100, gas carreador hélio com fluxo 1,00 mL.min™, temperatura
do injetor 250 °C, temperatura da linha de transferéncia de 250 °C e fonte de ions a 230
°C. Utilizou-se a seguinte programacdo no forno cromatogréfico: temperatura inicial de
70 °C, com rampa de aquecimento de 4 °C.min-! até 180 °C e acréscimo de 10 °C/min
até 250 °C ao término da corrida (34,5 min). A identificacdo dos compostos foi
realizada pela analise dos padrdes de fragmentacdo exibidos nos espectros de massa
com aqueles presentes na base de dados fornecida pelo equipamento, célculos dos
indices de retencédo (IR) e dados publicados na literatura (ADAMS, 2017).

2.2. Desenvolvimento das nanoemulsoes
2.2.1 Materiais

Os seguintes materiais foram utilizados: Alginato de Sodio (ALG,
Dynamic), Tween80®, Cloreto de Célcio - CaCl, (SYNTH), Oleo de Girassol comercial

(L1ZA) e o Oleo Essencial obtido das folhas da planta L. origanoides.
2.2.2 Preparagéo das nanoemulsoes

Uma solucdo aquosa de alginato na concentracdo de 1% foi preparada
previamente. Para a fase oleosa, os componentes foram devidamente pesados de acordo
com cada formulacdo (Tabela 1) e homogeneizados em sonicador de ponteira
ultrassénico (ULTRONIQUE) por 3 minutos com frequéncia ultrassonica de 20 Khz e
poténcia de 160 W. Apos, a fase oleosa foi vertida lentamente com auxilio de uma
seringa sobre a fase aquosa sob agitacdo variavel de 12.000 a 15.000 rpm com auxilio
de agitador mecénico de alta energia (ULTRA-STIRRER), em seguida foi acrescentado
lentamente a solucdo de Cloreto de Célcio, seguindo sob agitacdo por 22.000 rpm por 5
minutos, apds o preparo, foram acondicionadas em frascos e levadas a refrigerador a £5
°C (ABREU et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2022). Foi avaliado o efeito da
concentracédo do 0Oleo essencial na emulsdo, nos niveis 10, 5 e 2.5 mg/mL. Investigou-se
para as concentracfes 5 e 2.5 mg/mL o efeito do 6leo de girassol na estabilidade da
emulsdo, bem como do espessante Cloreto de Célcio. Manteve-se as proporgdes de 6leo
de girassol, surfactante e concentragdo do alginato constantes. A tabela 1 apresenta a

composicao dos materiais utilizados na producdo das nanoemulsdes.
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Condicgoes experimentais de producao de nanoemulsdes de alginato com 6leo essencial

de L. origanoides.

Alginato 0. E2 (L. (OAVA Surfactante  Espessante
Nanoemuls&o?

(1%) origanoides) (Girassol) (Tween 80) (CaCly)
NE_10GE 90 mL 1000 mg 1500 mg 2 mL 6,5 mL
NE_5GE 100 mL 500 mg 1500mg ~ 2mL 6.5 mL
NE_2.5GE  100mL 250 mg 1500mg ~ 2mL 6,5 mL
NE_5R 100 mL 500 mg - 2mL 6,5 mL
NE_2.5E 100 mL 250 mg - 2mL 6,5 mL
NE_2.5G 100 mL 250 mg 1500 mg 2 mL -
NE_OGE 100 mL - 1500 mg 2 mL 6,5 mL

1Cédigo da emulsdo: o nimero indica a dosagem de 6leo essencial, a letra G representa a presenga de dleo

de girassol e a letra E indica a presenca de espessante Cloreto de Calcio; 20leo Essencial; *Oleo Vegetal.

2.3. Caracterizacdo das Nanoemulsbes

A estabilidade e o potencial hidrogenidnico (pH) das nanoemulsdes foram
analisados a cada 7 dias, durante 2 meses. Para a estabilidade das nanoemulsdes foram
determinadas medindo a extenséo da separacao de fase gravitacional com auxilio de um
paquimetro digital (MTX), onde os valores de creme e sedimentacdo foram registrados
e analisados a partir da razdo dos volumes de creme e sedimento sobre o volume total
das nanoemulsbes em repouso. Para os valores de pH das amostras utilizou-se
Peagametro Analion, modelo PM-608 (PINHEIRO et al., 2021). Para investigar
processos de desestabilizacdo das nanoemulsbes em escala microscopica com o0
surgimento de micelas, assim como sua morfologia e 0 modo de dispersdo dos glébulos,
analisou-se 50 L de cada formulagdo em microscépio dptico (ZEISS) com objetivas de
40x e 100x, ap6s 30 dias (SIQUEIRA, 2017).

Para as medicGes da viscosidade relativa (;) das nanoemulsfes, foram
ajustadas as concentragfes com agua para 2,5% (v/v), 5% (v/v), 10% (v/v) e 20% (v/v),
com auxilio de baldo volumétrico. Apos, as solucdes foram depositadas em
viscosimetro de Ostwald, onde cronometrou-se o tempo de escoamento de cada solucéo
em triplicata (SANCHES, STULZER, 2010). Utilizou-se a férmula da viscosidade

relativa, conforme mostra a equagao 1.
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T

77=E

Onde: # = Viscosidade relativa, T = Tempo de escoamento da amostra e To =

Tempo de escoamento da agua.

O Tamanho Médio de Particula, Potencial Zeta e o indice de Polidisperséo
(PDI) das nanoemulsdes foram determinados apds 30 dias em equipamento Malven
Zetasizer (Malvern instruments, Reino Unido), onde foram realizadas 3 medicdes
independentes. As amostras foram devidamente diluidas em agua destilada, formando
uma concentragdo de 0,1% (v/v), que foram submetidas a agitacdo por 12 horas, para
garantir completa dispersdo da matriz em meio aquoso (BONFERONI et al., 2017). A
analise morfoldgica da fase dispersa das nanoemulsdes, foi realizada por meio de
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), utilizando Microscopio Phenom ProX
(Modelo PW-100-017), com tensdo de aceleragéo de 15kV-20kV e magnitude de 500x a
40.000x.

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho (FT-IR) foram obtidos
usando um espectrofotdmetro modelo Nicolet 6700 de Thermo Scientific. As amostras
foram preparadas em pastilhas de KBr na propor¢do 1:20 (m/m) (amostra: KBr) e o
espectro registrado na faixa de 4000 a 400 cm-%, usando 64 varreduras e resolucdo de 4

cm-1.

2.4. Sensibilidade Antifungica das Nanoemulsdes
2.4.1. Preparacdo do indculo para testes de sensibilidade a antifingicos

O indculo foi preparado a partir de células de C. albicans cultivadas em
Agar Sabouraud Dextrose (SDA) e incubadas a 35°C por 24 horas. As colonias de
leveduras foram transferidas para tubos contendo solugdo salina estéril para obter
suspensdes com turbidez equivalente a 0,5 na escala de McFarland (10® UFC/mL).
Estas suspenstes foram entdo diluidas 1:2000 com meio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI 1640), suplementado com L-glutamina, com pH ajustado para 7,4 com
acido morfolinopropanossulfonico (MOPS) 0,165 mol It (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO), de acordo com as instru¢des do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) M27-A3 2008.

2.4.2. Microdiluicdo em Caldo
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A concentracgdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo fungicida minima
(CFM) dos compostos contra as cepas de levedura foram determinadas pelo método de
microdiluicdo em caldo, usando placas de 96 pogos de acordo com o documento CLSI
M27-A3 (CLSI, 2008). Uma diluicdo seriada cobrindo a faixa de concentracdo de
0,0024-2,50 e 0,0012-1,25 mg/mL™* em meio RPMI 1640 com L-glutamina (pH 7,4) foi
preparada a partir do Oleo essencial e da solucdo estoque de nanoemulsdo,
respectivamente. Anfotericina B foi usado como controle padrdo de drogas na faixa de
0,015-16 pg ml™,

2.4.3. Atividade Antibiofilme Pré-formado e Maduro

Os testes de viabilidade do biofilme pré-formado foram realizados pelo
método de XTT (2,3-Bis-2-Metoxi-4-Nitro-5-Sulfofenil-2H-Tetrazolium-5-
carboxanilida). Para os ensaios de biofilme, foram utilizadas cepas de C. albicans das
linhagens ATCC 90028 e LABMIC 0102. O in6culo foi ressuspendido em RPMI 1640
com glucose a 2% e a concentracdo ajustada em espectrofotdmetro para 2x10° UFC/mL.
Dessa forma, 100 pL da suspensdo flngica foram adicionados microplaca de
poliestireno de 96 pogos. As células foram tratadas com 2xCIM para cada um dos
compostos testados. Foram utilizado um controle com formacdo de biofilme e um
controle tratado com anfotericina B. As placas foram incubadas por 48h/37°C. Ap6s um
periodo de incubacdo, o biofilme foi lavado 3x com solucéo salina para remover células
planctonicas e/ou ndo aderentes. Para determinar a atividade metabolica, 100 pL da
solugé@o de XTT-menadiona (1 pL de XTT-menadiona ImM em 10 mL de 0,5¢g/L XTT)
foram adicionados aos poc¢os de cada placa e incubados no escuro por 2h/37°C. Apoés
esse periodo a solucdo sobrenadante foi transferida para uma nova placa e a densidade
Optica medida a 490nm (PIERCE et al., 2008).

O in6culo para os ensaios de biofilme maduro seguiram 0s mesmos
principios do pré-formando, foram colocados 100 pL da suspensdo fungica em
microplaca de 96 pocos e em seguida incubadas por 48h/37°C. ApGs esse periodo, 0S
pocos foram lavados 3x com solucéo salina, seguindo com a aplicacdo dos compostos
testes na concentracdo de 2xCIM, também foram utilizados controles na formacéo de
biofilme e controle tratado com anfotericina B, em seguida as placas foram incubadas
novamente por 24h/37°C. Posteriormente, as placas foram lavadas 3x com solucdo
salina e aplicado 100 pL da solugcdo XTT-menadione, seguindo incubada por 2h/37°C.
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Apbs esse periodo, a solucdo sobrenadante foi transferida para uma nova microplaca,

onde a densidade oOptica foi medida a 490 nm.
2.5. Citotoxicidade

A citotoxicidade do 6leo essencial de L. origanoides e das nanoemulsdes
NE_5GE e NE_5R, foram avaliadas utilizando células VERO de mamiferos (células
epiteliais de rim de macaco verde africano) do banco de células n® 0245 do Rio de
Janeiro (Brasil). As células (2x10° células/mL) foram cultivadas em meio Leibovitz
(Cultilab, SP, BRA) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 20 mg/mL de
estreptomicina, 10.000 U/mL de penicilina e 1 mg/mL de anfotericina B. Em seguida,
as células foram incubadas a 37°C/48h. O 6leo essecial e as nanoemulsdes (1mg) foram
inicialmente diluidos em 1mL de meio L-15 ndo suplementado (970ul) e DMSO (30pl).
Posteriormente foi realizada a diluicdo seriada nas seguintes concentragdes: 15,65
pg/mL, 31,25 pg/mL, 62,5 pg/mL, 125 pg/mL, 250 pg/mL e 500 pg/mL (SILVA et
al.,2011; SOBRINHO et al., 2021).

Apos 48 horas de incubacédo das células, retirou-se o meio e adicionaram-se
as substancias diluidas nas concentracdes pré-definidas. As placas foram incubadas por
7 dias e 0 experimento foi realizado em triplicata. Apos esse periodo, o volume dos
pocos foi retirado e meio de cultura de células L-15 e solu¢cdo de MTT (O 3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolio) (Sigma- Aldrich, EUA) (10 uL, 5
mg/mL) foram adicionados a cada pogo. Apds 4h, o volume do poco foi removido
novamente, e 100 pL/poco foi adicionado de DMSO para dissolver os cristais insoluveis
de formazan, sendo medido em um leitor de ELISA com comprimento de onda de 540

nm.

A porcentagem de citotoxicidade foi calculada a partir da formula [A/B] X
100, onde A é a absorbéancia das células tratadas e B a absorbancia das células controle.
As concentracgdes citotoxicas de 50% (IC50) das substancias foram estimadas a partir de
curvas de efeito de concentragéo de regresséo linear usando Graph Pad Prism 5 (Graph
Pad Software Inc., San Diego, CA).

2.6. Andlise estatistica

Os dados coletados neste estudo foram apresentados na forma de média

aritmética, desvio padrdo, graficos, tabelas e imagens. Alguns dados ainda foram
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submetidos as analises estatisticas utilizando o software GraphPad® Prism versdo 5, 4
para Windows (GraphPad software, San Diego California USA). Adotando o nivel de
significancia de 0,05 (p < 0,05).

3. RESULTADO E DISCUSSAO
3.1. Caracterizacdo Quimica do Oleo Essencial de Lippia origanoides

A composi¢do dos constituintes quimicos do Oleo essencial e o0s
respectivos percentuais sédo apresentados na Tabela 1. Foram identificados oito
componentes, representando 100% do o6leo total. Os componentes majoritarios foram
Thymol (80,02%), p-Cymene (9,68%), B-Caryophyllene (3,65%), Myrcene (3,23%) e

Caryophyllene oxide (1,68%), respectivamente.

Composicdo quimica do 6leo essencial de L. origanoides

Tr (min) Composto IRcalc 2IRIit Area (%)
5,381 a-Pinene 935 932 0,45
6,678 Myrcene 999 988 3,23
7,639 p-Cymene 1035 1020 9,68
7,751 Eucalyptol 1039 1026 0,39
14,112 Thymol methyl ether 1252 1232 0,90
16,145 Thymol 1316 1289 80,02
20,558 -Caryophyllene 1456 1417 3,65
25,838 Caryophyllene oxide 1635 1582 1,68

Composicao Total 100.00

Lvalores de IR calculado: ?Valores de IR da literatura.

O teor de Timol (80,02%) predomina quando comparado com 0S outros
componentes (19,98%) do 6leo essencial da planta L. origanoides. Assim como no
presente estudo, Monteiro et al., 2021; Pinheiro et al., 2022; e Cardoso et al., 2023,
tambem indicaram como prevalente o Timol (76,6%; 87,37%; 72,20%), seguido pelo p-
Cymene (6,3%; 4,45%; 8,10%) e o B-Caryophyllene (5,00%; 3,11%; 4,90%) no 0leo
essencial de L origanoides, corroborando os achados desta pesquisa. E relevante
destacar que a composicdo do 6leo essencial de L. origanoides pode variar entre si de
acordo com diferencas genéticas, tipo de solo, de cultivo e do clima que essas plantas

s8o expostas.
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3.3. Caracterizacdo das Formulacdes

Para avaliar a estabilidade das nanoemulsGes a partir do efeito do tempo de
armazenamento, foram avaliadas a formacédo de creaming (1A), sedimento (1B) e pH

(1C) de cada nanoemulsdo, a cada 7 dias, durante 60 dias, a viscosidade (1D) foi

definida em funcdo das diluigdes das nanoemulsdes, conforme mostra a Figura 1.
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Figura 1. Analise dos parametros de estabilidade ((A) formacdo de creaming; (B)

formagéo de sedimento; (C) pH) e (D) viscosidade relativa das nanoemulsdes.

A formacdo de creaming ocorre devido a forca gravitacional que atua sobre
as goticulas de 6leo nas nanoemulsfes. Por essas serem menos densas que a fase
continua, tendem a se expor na superficie. A sedimentacdo ocorre quando as micelas
das nanoemulsdes sdo mais densas que a fase continua (MCCLEMENTS; RAO, 2011).
A maioria das amostras apresentaram indice de creaming (IC), exceto as amostras sem a
adicdo do 6leo de girassol (NE_5R e NE_2.5E) como pode ser analisado na Figura 1A.
A amostra com maior IC foi a NE_10GE, por possuir uma maior quantidade de 6leo
essencial de L. origanoides, indicando que existe um excesso de fase oleosa no meio,
somente esta amostra apresentou aumento no volume de creaming em todo periodo
analisado, sendo a menos estavel. Foi observado 1% de sedimentacdo (Figura 1B) a
partir do 28° dia para a amostra NE_5R e a partir do 49° para a amostra NE_2.5E, que

ndo possui como componente o 6leo de girassol na sua constituicdo. A presenca de 0leo
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vegetal influenciou a formacéo de creaming. Resultados semelhantes foram encontrados
por Abreu et al., (2022) ao avaliarem a estabilidade de nanoemulsfes produzidas com
matrizes poliméricas de alginato e quitosana em diferentes composicGes oleosas por 60
dias. Os resultados mostraram que as nanoemulsdes produzidas com alginato
apresentaram menor volume de creaming quando comparadas as produzidas com
quitosana, com percentual de perda inferior a 2,5%, o0 que atende aos critérios de
estabilidade.

Os resultados das medicdes de pH (Figura 1C) para as formulacGes das
nanoemulsdes revelaram valores de pH &cido (<7,0), ocorrendo variagcbes com o passar
do tempo. As medi¢cbes do pH mostraram que quanto maior for o tempo de
armazenamento, menor serd o valor do pH. Resultados semelhantes foram encontrados
por Melo et al., (2022) para nanoemulsdes de 6leo essencial de L. origanoides
formuladas com o agente emulsionante Procetyl, produzidas pelo método de
emulsificacdo espontanea. Esta diminuigdo é ocasionada por diversos fatores como a
decomposicdo da gordura devido sua hidrélise, oxidacdo pela influéncia da luz que
contribui para a reducdo do pH (PARAMITA et al., 2022).

As amostras apresentaram viscosidade (r) (Figura 1D) semelhantes, pois
todas foram produzidas com alginato de sddio. O papel do polissacarideo é estabilizar
0s movimentos das particulas no sistema, por meio da alta viscosidade causando
resisténcia (MAPHOSA,; JIDEANI, 2018). Nascimento et al., (2020) observaram que
nanoemulsdes de alginato de sédio com dleo essencial de Eucalyptus citriodora com
viscosidade relativa mais alta apresenta maior estabilidade e tempo de vida. A
viscosidade é um parametro importante para a caracterizacao fisica das nanoemulsdes.
O didmetro das particulas oleosas dispersas afeta sua viscosidade, onde quanto maior
for o didmetro das particulas maior a viscosidade o0 que podera ser confirmado nas
analises seguintes (YAZGAN, 2020).

Com objetivo de observar possiveis efeitos de instabilidade em escala
microscopica apés 30 dias, foram selecionadas amostras com base nos resultados
obtidos nos testes de estabilidade macroscépica para analise de microscopia Optica. A
figura 2 apresenta imagens das nanoemulsdes NE_5GE e NE_5R, onde €é possivel

observar a distribuicédo das goticulas da disperséo.
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Figura 2. Andlise de microscopia éptica das amostras: A) NE_5GE; e B) NE_5R.

Através da analise da microscopia Optica (Figura 2B) é possivel destacar
que a amostra NE_5R apresentou a maioria dos dominios semelhantes em relacdo aos
seus tamanhos. A amostra NE_5GE (Figura 1B) possui dominios heterogéneos em
relacdo aos seus tamanhos. Ambas as amostras possuem dominios com formacdo de
aglomerados, chamados de floculacdo, o que futuramente podera ocasionar o fenémeno
de coalescéncia (RAHN-CHIQUE et al., 2012).

As nanoemulsdes apresentaram variagcdo consideravel nos valores de
tamanho médio das particulas e PDI, onde a adicdo do 6leo de girassol e Cloreto de
Célcio ocasionaram a reducdo otimizada dessas particulas. A tabela 2 descreve os

valores de tamanho de particula, potencial zeta e indice de polidisperséo.

Tamanho de Particula, Potencial Zeta e indice de Polidispersdo de nanoemulsdes

produzidas
Nanoemulséo Tamanho de Potencial Zeta
Particula (mV) PDI
(nm)
NE_10GE 180.17+6.86 -56.70+0.42 0.013
NE_5GE 182.20+5,6 -60.47+2.25 0.004
NE_5R 475.25+34,01 -50.67+2.99 0.498
NE_2.5E 497.85+253.50 -44.43+4.09 0.231

As amostras NE_10GE e NE_5GE apresentaram menores tamanhos de
particulas, diferentes das amostras NE_5R e NE_2.5E com tamanhos superiores a 400

nm. As amostras com menores didmetros tiveram a adi¢cdo do oleo vegetal de girassol e
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Cloreto de Calcio, o que influenciou na ocorréncia de nanoemulsées de tamanhos
inferiores a 200 nm. Seus valores de potencial zeta sdo considerados 6timos para
assegurar sua estabilidade, pois os valores sdo £30 mV (GURPREET; SINGH, 2018).
Os valores do indice de polidispersdo demonstram perfil de homogeneidade das
nanoemulsdes, pois quanto mais inferior de 1,0 melhor, revelando-se a amostra NE_5R

menos homogénea.

O estudo de Asadinezhad et al., (2019) ao analisarem diferentes parametros
no tamanho de particula e Indice de Polidispersdo de nanoemulsées contendo diferentes
proporgdes de 6leo essencial de laranja para 6leo de girassol e surfactante (Tween 80),
obtidas por agitacdo em alta velocidade utilizando um Ultra Turrax T25 por 24,000 rpm
por 5min, constataram quando o nivel de éleo de girassol da fase oleosa foi reduzido de
50% para 30% em peso, houve uma diminuicdo do didmetro médio das particulas
(303,33 para 176,66 nm) e no indice de polidispersdo (0,65 para 0,52), onde foi
atribuido tal efeito a diminuicdo da viscosidade e da tensdo interfacial da fase dispersa
com a fase continua devido a diminuicdo do teor do 6leo de girassol, ja quando houve
um declinio maior para 10% em peso a amplitude das particulas aumentaram
sensivelmente de 176,66 para 196,66 nm e de 0,52 para 0,6, mostrando que o contetdo
do 6leo de girassol da fase oleosa ndo é suficiente para inibir o amadurecimento de
Ostwald das goticulas recém-formadas. Isso mostra que para obter o menor tamanho de
particulas, existe uma proporcdo critica de 6leo insollvel para a fase dispersa que
depende de diferentes fatores como volume de massa da fase dispersa, tenséo interfacial
e polaridade e solubilidade, fendmenos semelhantes foram relatados por Chang &
McClements (2014).

Para obter informacdes em escala micrométrica sobre as inclusdes esféricas,
tais como as particulas agregadas a rede polimérica da amostra e sua morfologia,
utilizou-se a técnica de microscopia eletrébnica de varredura (MEV). A figura 3
apresenta as fotomicrograficas obtidas por MEV das amostras NE_5GE e NE 5R

enriquecidas com 6leo essencial de L. origanoides.
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Figura 3. Microscopia Eletronica de Varredura da superficie de nanoemulsdes de
Alginato com 6leo essencial da planta L. origanoides na concentracdo de 5 mg/mL com
(NE_5GE) e sem (NE_5R) presenca de dleo vegetal. A) NE_5GE com aumento de
10,000x. B) NE_5R com aumento de 10,000x. C) NE_5GE com aumento de 20,000x.
D) NE_5R com aumento de 2,000x.

Ao analisar as imagens, é possivel observar diferengas nas caracteristicas
das particulas presentes nas amostras. Na fotomicrografia 3A, correspondente a amostra
NE_5GE, é perceptivel que as lacunas das particulas oleosas apresentam um tamanho
menor em comparagdo com as lacunas das particulas observadas na fotomicrografia 3B,
correspondente a amostra NE_5R. Essa diferenca de tamanho das lacunas das particulas
oleosas é um indicio de que a amostra NE_5GE é uma nanoemulsao, enquanto a NE_5R
¢ uma microemulsdo. As nanoemulsGes consistem em sistemas dispersos em escala
nanométrica, comparticulas de tamanho reduzido, enquanto as microemulsdes
apresentam particulas de tamanho maior. Ao observa a imagem 3C, onde a
nanoemulsdo NE_5GE foi amplianda 20,000x e a NE_5R apenas 5,000x, pode-se notar
qgue a NE_5GE apresenta um menor dominio das particulas. Isso significa que as
particulas na NE_5GE estdo mais dispersas, formando aglomerados menores € menos
coesos, enquanto na NE_5R as particulas estdo mais agrupadas, resultando em

aglomerados maiores e mais densos.
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Essas diferencas nas caracteristicas das particulas e na organizacdo da
nanoemulsdo versus microemulsdo podem influenciar em varias propriedades desses
sistemas, como estabilidade, eficiéncia de encapsulamento, liberagdo controlada de
substancias ativas, entre outros aspectos relevantes em aplicagdes farmacéuticas. Em
suma, as fotomicrografias obtidas por meio do MEV fornecem informacgdes valiosas
sobre as caracteristicas das particulas presentes nas nanoemulsdes NE_5GE e NE_5R,

evidenciando que o 6leo de girassol influenciou diretamente na formacao das particulas
agindo como agente estabilizador.

As andlises de FT-IR objetiva rastrear grupos funcionais das substancias
utilizadas no preparo das nanoemulsdes. O espectro das nanoemulsdes NE_5GE e
NE_5GE, estdo representados na Figura 4, onde relevou absorcGes caracteristicas para o
alginato, componente externo da nanoemuls&o.
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Figure 4. FTIR spectra of NE_5GE and NE_5GE.

As amostras foram preparadas com alginato de sodio por esse motivo as
bandas das nanoemulsdes sdo semelhantes contendo os grupos funcionais de alcool (—
OH) com as bandas carateristicas proximas a 3400 cm™t. As moléculas orgénicas de
timol presentes poderiam ser identificadas por impressao digital nas bandas de absorgéo
de vibragdes correspondentes a C = O derivadas de flavonoides sendo identificadas na

faixa de 1650 e 1830 cm -1 (ADINEW, 2014; WU et al., 2012; BANUELOS-
VALENZUELA et al., 2018).
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3.9. Atividade Antifangica

Todas as formulagbes foram inicialmente testadas quanto seu efeito
antifangico pelo método de microdiluicdo em caldo, exibe-se na Tabela 4 as
nanoemulsdes que apresentaram efeito inibitorio. A amostra controle da nanoemulséo
(sem Oleo essencial) ndo apresentou efeito antifungico. As CIMs para as cepas
patogénicas de C. albicans (n = 5) frente ao 0Oleo essencial livre e a nanoemulsdo
NE_5GE variou de 0,078 a 0,312 mg/mL e MFCs variou 0,156 a 0,625 mg/mL. Para a
nanoemulsdo NE_5R as CIMs variaram de 0,078 a 0,156 mg/mL e MFCs variou 0,156
a 0,625 mg/mL.

Concentracéo Inibitoéria Minima e Concentracdo Fungicida Minima de Nanoemuls@es e

Oleo Essencial de L. origanoides contra Candida albicans

O.E* (L.
CEPAS (C. origanoides)

albicans) CIM CFM CIM CFM CIM CFM
CIM CFM
mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

NE_5GE NE_5R AmB**

ATCC (90028) 0,078 0,312 0078 0625 0,156 0,156 1 pg/mL
LABMIC 0102 0,078 0,156 0,156 0,156 0,156 0,156 1 pg/mL
LABMIC 0104 0,078 0312 0,156 0,312 0,156 0,625 1 pg/mL
LABMIC0105 0,078 0,156 0,312 0,625 0,078 0312 1 pg/mL
LABMIC0128 0,312 0625 0,312 0625 0078 0312 0,25pug/mL

*QOleo Essencial; **Anfotericina B.

O odleo essencial de L. origanoides livre apresentou os menores valores de
CIM e CFM para a grande maioria das cepas testadas. No entanto, as nanoemulsdes
testadas também foram eficazes contra C. albicans. Isso demonstra que os sistemas
produzidos sdo promissores, pois sdo capazes de estabilizar e aumentar a
dispersibilidade em agua do 6leo essencial, tornando-o adequado para uso como agente
natural em preparagbes antifungicas. A nanoemulsdo NE_5R apresentou melhor
desempenho antifingico do que a nanoemulsdo NE_5GE. Isso sugere que a adi¢do de
oleo de girassol pode ter afetado a concentragédo do ativo. Baldim et al., (2019) também
encontraram resultados semelhantes ao investigarem a sensibilidade in vitro de C.
albicans ao 6leo essencial de L. origanoides nanoencapsulado. Os autores observaram

que a composicdo das nanoformulacbes ndo afetou as concentracdes fungistatica e
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fungicida minima. Além disso, o 0leo essencial livre apresentou menores dosagens de

inibicdo do que a forma encapsulada, o que corrobora 0s achados desta pesquisa.

Evidéncias ja foram relatadas na literatura do potencial antifingico do 6leo
essencial de L. origanoides contra C. albicans (BRITO et al., 2015; BATISTA et al.,
2013). Em seus trabalhos, Fontenelle et al., (2007) relataram dosagens superiores as
encontradas nesta pesquisa. No entanto, eles também mencionaram que é dificil
comparar os resultados de diferentes estudos, pois a composicdo dos 0leos essenciais
pode variar de acordo com a regido geogréafica, variedade, idade da planta, método de
secagem e método de extracdo. Essas variaches podem afetar o potencial antifungico
dos 0leos essenciais.

3.10. Atividade antibiofilme

C. albicans possui capacidade de formar biofilme com presenca de
polimorfismo, apresentando além da forma leveduriforme, a presenca de hifas e
pseudohifas. Essas comunidades microbianas estdo envolvidas em aproximadamente
65% de todas as infec¢cbes em humanos (ATRIWAL et al., 2021). Além disso, 0s
biofilmes fungicos sdo amplamente resistentes aos medicamentos antifingicos
disponiveis (GULATI; NOBILE, 2016; XU et al., 2022). Diante disso é importante
investigar o potencial de novas drogas antimicrobianas que possuam potencial

antibiofilme.

As nanoemulsdes e o Oleo essencial livre foram testados para avaliar a
inibicdo da adesao do biofilme fungico e do biofilme maduro pré-formado. Para isso foi
utilizado o método do XTT, que quantifica indiretamente células viaveis através da
conversdo do sal tetrazélico (XTT) em cristais de formazan pela acdo de enzimas
desidrogenase presente em células de leveduras viaveis. Os compostos foram testados
na concentracdo de 2xCIM. A figura 5 e 6 mostram os achados do potencial de inibicdo
desses produtos contra a inibicdo da adesdo do biofilme pré-formado e maduro,

respectivamente.
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Efeito do 6leo essencial e nanoemulsdes L. origanoides contra C. albicans biofilme
maduro.

As cepas ATCC 90028 e LABMIC 0102 apresentaram reducdo do biofilme
em 78,4% e 72,6%, respectivamente. NE_5GE apresentou atividade semelhante ao 6leo
essencial livre contra inibicdo da ades@o do biofilme da cepa de isolado clinico com
reducdo de 75%, enquanto que a cepa padrdo ja apresentou uma menor reducdo com
48% de inibicdo das células vidveis. Em contrapartida a NE_5R apresentou-se mais
efetiva que a NE_5GE com reducdo de 89,7 e 81,7% para cepa ATCC 90028 e
LABMIC 0102, respectivamente. Resultados semelhantes foram relatados por Giongo
et al., (2016) e Gundel et al., (2018), que mostraram que nanoemulsdes de Oleo
essencial foram mais eficazes na reducéo do biofilme de C. albicans que o dleo livre. A
adesdo € o primeiro estagio de formacdo do biofilme. Nessa fase os microrganismos vao
aderir a superficie através de ligacGes ibnicas e hidrofdbicas, ou ainda usar enzimas de
adesdo para se ligar a receptores nas celulas do hospedeiro (XU et al., 2022). Esse
estagio depende, portando, das caracteristicas da superficie de adesdo que ocorra a
aderéncia das células. Tanto o 6leo essencial como as nanoemulsdes podem afetar essas

caracteristicas inibindo entre 48 a 89,7% da adesdo do biofilme de C. albicans.

No biofilme maduro pré-formado nenhum dos compostos apresentou
reducdo significativamente estatistica das células vidveis em relagcdo ao controle sem
tratamento. Depois do biofilme formado, a CIM de C. albicans é aumentada de 30 a
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20.000 vezes em comparacdo com as células plancténicas (XU et al., 2022). E
importante destacar que avaliamos concentragcbes seguras dos compostos contra o
biofilme, por isso concentraces de até 30 vezes a CIM ndo foram levadas em

consideracao.
3.2. Citotoxicidade

Para investigar da citotoxicidade do 6leo essencial e das formulacgdes, 0s
pogos foram tratados por 7 dias para avaliar as possiveis concentragdes toxicas. A figura
7 ilustra os dados encontrados.

100+ .
—8— Essential oil

NE_5GE
—— NE_5R

Citotoxicity (%)

0 L) 1 L) 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0

Log [concentrations]

Atividade de citotoxicidade do o6leo essencial e nanoemulsdes de L.
origanoides IC50 [eo; = 444.2 pg/mL; IC50Ne seep = 88.68 pg/mL;
IC50NE sR] = 22.72 pg/mL.

As nanoemulsdes de L. origanoides apresentaram 1C50 maiores do que 0
o6leo essencial livre em células VERO. O o6leo livre apresentou IC50 5 vezes maior que a
nanoemulsdo NE_5GE e 20 vezes maior que a nanoemulsdo NE_5R. A nanoemulsdo
NE_5R apresentou IC50 4 vezes menor que a NE_5GE, indicando maior toxicidade.
Hertiani et al., (2019) também encontraram IC50 maior para nanoemulsdo quando
comparada a forma livre do 6leo essencial de massdia, indicando que a nanoemulsédo
contendo 0leo essencial de massoia é mais toxica para células VERO do que o 6leo nédo
formado, onde atribuiram que formulagbes de nanoemulsdes facilita a
biodisponibilidade particulas menores dentro das células alvo, e que consequentemente

podem causar maior toxicidade com o aumento da eficacia de entrega.

CONCLUSAO
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Nanoemulsdes de alginato contendo Oleo essencial de Lippia origanoides
foram produzidas, foi possivel evidenciar que nanoemulsdes com teor de dleo essencial
de L. origanoides abaixo de 5 mg/mL ndo apresentaram potencial antifungico contra
Candida albicans. A presenca do 6leo de girassol tornou as nanoemuls@es favoraveis a
formacéo de creaming, mas que o fez essencial para estabilizar as particulas inclusas ao
agregado da rede polimérica, tornando-as menores e de morfologia mais adequada. Para
os resultados dos testes antiflngicos contra C. albicans na forma plancténica e de
biofilme, foi possivel constatar que as nanoemulsdes apresentaram a CIM igual/maior
quando comparado ao 6leo essencial livre, para os valores da CFM a nanoemulséo
NE_5R se destacou, por apresentar menores concentragcdes para a maioria das cepas
testadas quando comparado a forma livre do éleo essencial. Para a reducdo da massa de
biofilmes de modo pré-formado e maduro, a nanoemulsdo NE_5R também se

sobressaiu, apresentando a potencializacdo do efeito antifungico do 6leo essencial.
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5 CONCLUSAO

Nanoemulsdes de alginato contendo Oleo essencial de Lippia origanoides
foram produzidas e testadas contra Candida albicans. As nanoemulsGes com teor de
6leo essencial de L. origanoides abaixo de 5 mg/mL ndo apresentaram atividade
antifangica. A presenca do 6leo de girassol favoreceu a formagdo de creaming, mas
também foi essencial para estabilizar as particulas do 6leo essencial, tornando-as
menores e com morfologia mais adequada. Os resultados dos testes antifungicos contra
C. albicans na forma planctonica e de biofilme mostraram que as nanoemulsdes
apresentaram CIM igual ou maior que o 6leo essencial livre. A nanoemulsdo NE_5R se
destacou, com CFM menor que o 6leo essencial livre para a maioria das cepas testadas.
Além disso, a nanoemulsdo NE_5R foi mais eficaz na erradicacdo do biofilme de C.
albicans, elimando até 89,7% de sua massa. Em conclusdo, as nanoemulsdes de alginato
contendo Oleo essencial de L. origanoides sdo uma abordagem promissora para o
tratamento de infecgbes fungicas ocasionadas por C. albicans. As nanoemulsfes
apresentaram atividade antifangica contra C albicans, incluindo a forma de biofilme, e a

nanoemulsdo NE_RS5 se destacou por sua eficécia.
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ANEXO B

- LEITURA

NANOEMULSOES

NE_10GE

DO TAMANHO

DE PARTICULAS

Cell Description:

Disposable sizing cuvette

Sample Name: NE 11
SOP Name: mansettings.nano
File Name: Rachel_LTE.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 906 Dispersant RI: 1,330
Material R: 145 Viscosity {(cP): 08872
Material Absorbtion: 0,001 Measurement Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 202
Temperature (°C): 25,0 Duration Used (s} 70
Count Rate (kcps): 2116 Measurement Position (mm). 4,65

Attenuator: 7

Z-Average {(d.nm}):
Pdl:
Intercept:

Result quality :

1880 Peak 1:
0,288 Peak 2:
0,930 Peak 3:
Good

Size (d.nm}: % Intensity:
2754 93,8

41,93 62

0,000 0.0

St Dev (d.nm):
1207
12,71
0,000

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

1 10 100 1000
Size (d.nm})
Record 508: NE 11

10000

Sample Name:

NE12

S0P Hame: mansettings.nano
File Name: Rachel_LTE.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 907 Dispersant RI: 1,330
Material Rl: 1,45 Viscosity (cP): 0,8872
Material Absorbtion: 0,001 Measurement Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 202
Temperature ("C): 250 Duration Used {s): 70
Count Rate (kcps): 2112 Measurement Position (mm): 4 65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 7
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm}):
Z-Average (d.nm}: 1773 Peak 1: 2788 877 16,7
Pdl: 0,312 Peak 2: 58,22 12,3 16,31
Intercept: 0,932 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good

Intensity (Percent)
@

Size Distribution by Intensity

100 1000

Size (d.nm}

Record 907 NE 1 2

10000
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Sample Name:

ME13

S0P Name: mansettings.nano
File Name: Rachel_LTE.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 908 Dispersant R 1,330
Material RI: 1,45 Viscosity (cP): 08872
Material Absorbtion: 0,001 Measurement Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 202...
Temperature (*C). 25,0 Duration Used (s): 70
Count Rate (kcps): 2089 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 7
Size {d.nm}: % Intensity: St Dev {d.nm):
Z-Average (d.nm): 1752 Peak 1: 2751 a0 1195
Pdl: 0,317 Peak 2: 52,83 11,0 13,93
Intercept: 0,937 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good

Intensity (Percent)
(=]

Size Distribution by Intensity

10 100 1000 10000

Size (d.nm}

Record 508: HE 1 3|

NE_5GE

Sample Name: NE 23
SOP Name: mansetings.nano
File Name: Rachel_LTE.dts Dispersant Name: \Water
Record Humber: 911 Dispersant R 1,330
Material RI: 1,45 Viscosity (cP): 0,8872
Material Absorbtion: 0,001 Measurement Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 202..
Temperature (°C): 250 Duration Used (s): G0
Count Rate (kcps): 447.0 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 8
Size (d.nm}: % Intensity: 5t Dev (d.nm):
I-Average (d.am): 1745 Peak 1: 2595 92,8 11,2
Pdi: 0,298 Peak 2: 37,57 72 8,967
Intercept: 0,906 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality : Refer to quality report

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

10 100 1000

Size (d.nm}

Record 911: NE 2 3|

10000
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Sample Name:

MNE21

S0P Name: mansettings.nano
File Name: Rachel_LTE.dis Dispersant Name: Water
Record Number: 909 Dispersant RI: 1,330
Material RI: 1,45 Viscosity (cP): 08872
Material Absorbtion: 0,001 Measurement Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 202...
Temperature (°Cy:. 25,0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 4544 Measurement Position {mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 8

Size (d.nm}: % Intensity: St Dev {d.nm):
Z-Average (d.nm). 186,2 Peak 1: 2721 922 101.0
Pdl: 0,307 Peak 2: 37,08 78 8,206
Intercept: 0,903 Peak 3 0,000 0.0 0,000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
T
=)
o
T T T S
o
L
P
B ool
o
E
0+
0.1 1 10 1000 10000
Size (d.nm)
Record 509: ME 2 1
Sample Name: MNEZ22

S0P Name: mansettings.nano
File Name: Rachel_LTE.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 910 DispersantRl: 1,330
Material R 1,45 Viscosity (cP):. 08872
Material Absorbtion: 0,001 Measurement Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 202..
Temperature (°C): 25,0 Duration Used (s): &0
Count Rate (kcps): 4277 Measurement Position {mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 8
Size {(d.nm}: % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1732 Peak 1: 2589 93,5 157
Pdl: 0298 Peak 2: 31,83 6,5 7,263
Intercept: 0,902 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality : Good

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

10 100 100

Size (d.nm})

Record 810: NE 2 2|

0 10000

100



NE_5R

Sample Name:

MNE 41

SOP Name: mansettings.nano
File Name: Rachel_LTE.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 912 Dispersant RI: 1,330
Material RI: 1,45 Viscosity (cP): 0,8872
Material Absorbtion: 0,001 Measurement Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 202...
Temperature (°C): 250 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 5697 Measurement Position (mm): 4,55

Cell Description:

Disposable sizing cuvette

Attenuator: 9

Size {d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 3115 Peak 1: 36,20 100,0 2,404
Pdl: 1,000 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,794 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Refer to quality report
Size Distribution by Intensity
BT < o
E BOT--rrrrrme .................. ....... |
E . .
o
o : :
340 ................. P TS
Z
£ 20
o+
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm}

Sample Name: ME 42

SOP Name:
File Name:

Record Number: 913

Material RI:
Material Absorbtion:

1,45
0,001

Rachel_LTE.dts

mansettings.nano

Dispersant Name: Water
Dispersant Rl: 1,330
Viscosity (cP): 08872
Measurement Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 202...

Temperature (*C): 250
Count Rate (kcps): 4968

Cell Description:

Disposable sizing cuvette

Duration Used (s): 60
Measurement Position (mm): 465

Attenuator: 9

Z-Average (d.nm):

Pdl:

Intercept: 0,491

Result quality :

Size {d.nm}): % Intensity:
Peak 1: 3541 100,0
Peak 2: 0,000 0,0
Peak 3: 0,000 0,0

Refer to quality report

5t Dev (d.nm}:
72,04
0,000
0,000

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

b1 b I .................. \ ................ . .................

Size (d.nm)

Record §13: NE 4 2|

1000 10000
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NE_2.5E

Sample Name: NE51

102

SOP Name: mansettings.nano
File Name: Rachel_LTE dts Dispersant Name: Water
Record Humber: 915 DispersantRl: 1,330
Material RI: 1,45 Viscosity (cP): 0,8872
Material Absorbtion: 0,001 Measurement Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 202...
Temperature (°C): 250 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 3616 Measurement Position (mm):; 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 11
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
ZL-Average (d.nm): 1771 Peak 1: 54,84 64,1 4,010
Pdr 1,000 Peak 2: 9,256 35,9 08157
Intercept. 1,10 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Refer to quality report
Size Distribution by Intensity
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Sample Name: MNESZ2
S0P Name: mansettings.nano
File Name: Rachel_LTE.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 916 Dispersant R 1,330
Material Rl: 1,45 Viscosity (cP): 08872
Material Absorbtion: 0,001 Measurement Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 202...
Temperature (*C): 251 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 3237 Measurement Position (mm): 465
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 11
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm). G771 Peak 1: 2212 57,2 2353
pdi: 0,682 Peak 2: 15,07 42,8 2,040
Intercept: 0,933 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Refer to quality report
Size Distribution by Intensity
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1000 10000
Size (d.nm)
Record 916: NE 5 2|




Sample Name: NE5 3

SOP Name: mansettings.nano
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File Name: Rachel_LTE. dis Dispersant Name: Water
Record Number: 917 Dispersant Rl: 1,330
Material RI: 1,45 Viscosity (cP). 08872
Material Absorbtion: 0,001 Measurement Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 202..
Temperature (°C): 25,1 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 3223 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 11
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nmy):
Z-Average (d.nm): 3186 Peak 1: 3971 52,3 78,68
Pdl: 0,550 Peak 2: 2216 412 7,337
Intercept: 0,804 Peak 3: 6,451 6,5 1,388

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity
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0.1 1 1000

Size (d.nm)

—  Record 317: NE 5 3|
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ANEXO C - LEITURA DO POTENCIAL ZETA DAS NANOEMULSOES

NE_10GE

Sample Hame: NE 11
SOP Name: mansetings.nano
File Name: Rachel LTE.dts Dispersant Name: \Water
Record Number: 927 Dispersant RI: 1,330
Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 2022 08:... Viscosity (cP). 0,8872
Dispersant Dielectric Constant: 785
Temperature (°C): 25,0 Zeta Runs: 12
Count Rate {kcps): 3071 Measurement Position {mm}): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 9
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -55,8 Peak1: -558 1000 501
Zeta Deviation (mV): 5,01 Peak 2: 0,00 0.0 0,00
Conductivity (mS/cm): 00378 Peak 3: 0,00 00 0,00
Result quality :
Zeta Potential Distribution
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=
100000
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-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mv)
Sample Name: NE 12
SOP Name: mansettings.nano
File Name: Rachel_LTE.dts Dispersant Name: \VVater
Record Number: 928 Dispersant Rl: 1,330
Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 2022 08:... Viscosity {cPy. 08872
Dispersant Dielectric Constant: 78,5
Temperature (°C): 25,0 Zeta Runs: 12
Count Rate (kcps): 275,9 Measurement Position (mmj): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 9
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -56.4 Peak1: -564 1000 497
Zeta Deviation {(mV): 4,97 Peak 2: 000 0.0 0,00
Conductivity (mS/cm): 00456 Peak 3;: 0,00 0.0 0,00
Result quality :
Zeta Potential Distribution
BOOOO T oo m e e e e e e
300000
0
€
2
S BO0000F -+ v e et b
0}
=
=
1000004
0+
-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (m\v)
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Sample Name:
SOP Name:

File Name:
Record Humber:
Date and Time:

NE 13
mansettings.nano
Rachel_LTE.dts

Dispersant Name: Water

929 DispersantRl: 1,330

terga-feira, 20 de setembro de 2022 08:...

Viscosity {cP): 0,8872
Dispersant Dielectric Constant: 78,5

Temperature (°C): 24,9 Zeta Runs: 12
Count Rate (kcps): 314,0 Measurement Position (mmj): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 9
Mean (mv) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -57,0 Peak1: -57.0 100,0 480
Zeta Deviation (mV): 480 Peak2: 0,00 0.0 0,00
Conductivity (mS/cm): 00365 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality :

4000007 - -

300000

200000 -

Tatal Counts

100000

Zeta Potential Distribution

-100 0 100
Apparent Zeta Potential (mv)

Record 928: NE 1 3

200

NE_5GE

Sample Name: NE 21
SOP Name: mansettings.nano
File Name: Rachel_LTE dts Dispersant Name: \Water
Record Number: 930 DispersantRl: 1,330
Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 2022 05.. Viscosity (cP): 08572
Dispersant Dielectric Constant: 785
Temperature (°C): 25,0 ZetaRuns: 14
Count Rate (kcps): 1157 Measurement Position (mm): 200
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: B
Mean (mV}) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -58,0 Peak 1: -580 100,0 6,38
Zeta Deviation (mV): 638 Peak 2 0,00 0,0 0,00
Conductivity {mSicm): 00812 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality :

200000

100000

Tetal Counts

so000+- - -

Zeta Potential Distribution

-100 0 100

Apparent Zeta Potential (m\)

Record 830: NE 2 1
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Sample Name:

MEZ2

SOP Name: mansettings.nano
File Name: Rachel LTE.dis Dispersant Name: Water
Record Humber: 931 Dispersant Rl: 1,330
Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 2022 08:... Viscosity (cP): 0,8872
Dispersant Dielectric Constant: 78,5
Temperature (°C): 25,0 Zeta Runs: 12
Count Rate (kcps): 574 Measurement Position (mm): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 8
Mean (mV) Area (%) 5t Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -610 Peak 1: -61.0 1000 6,04
Zeta Deviation (mV): 5,04 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mSicm): 0,108 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Apparent Zeta Potential (m\)
Sample Name: NE 23
SOP Name: mansettings.nano
File Hame: Rachel_LTE dts Dispersant Name: Water
Record Number: 932 Dispersant R 1,330
Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 2022 05:.... Viscosity (cP): 08872
Dispersant Dielectric Constant: 785
Temperature {(°C): 250 Zeta Runs: 12
Count Rate (kcps): 1120 Measurement Position (mm): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 8
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -62.4 Peak 1: -624 100,0 518
Zeta Deviation (mV): 518 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm). 0,109 Peak 3: 0,00 0.0 0,00
Result quality :
Zeta Potential Distribution
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Record 932 NE 2 3|
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NE_5R

Sample Name:

NE 41

107

SOP Name: mansettings.nano
File Name: Rachel_LTE.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 933 Dispersant RI: 1,330
Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 2022 08: Viscosity (cP): 08872
Dispersant Dielectric Constant: 785
Temperature (°C): 251 Zeta Runs: 12
Count Rate (kcps): 1127,6 Measurement Position (mm): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 11
Mean (mV) Area (%) St Dev (m\)
Zeta Potential (mV): -49.3 Peak 1: -480 a7.8 5,00
Zeta Deviation {mV). 103 Peak 2; -109 22 263
Conductivity (mS/icm); 00814 Peak 3;: 000 0.0 0,00
Result quality :
Zeta Potential Distribution
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Sample Name:; NE 42

SOP Name: mansettings.nano
File Name: Rachel_LTE.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 934 DispersantRE 1,330
Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 2022 08:. Viscosity (cP): 08872
Dispersant Dielectric Constant: 78,5
Temperature (°C): 25,0 Zeta Runs: 12
Count Rate (kcps): 1427 Measurement Position (mm): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 11
Mean (mV) Area (%) 5t Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -486 Peak 1: -513 aa.0 6,08
Zeta Deviation (mV): 10,7 Peak 2: -254 1.8 382
Conductivity {mSicm): 0,081 Peak 3: -114 03 1,61
Result quality : See result quality report
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Record 934: NE 4 2|
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Sample Name: NE43

SOP Name: mansettings.nano

File Name: Rachel_LTE dis

Record Number: 935

Dispersant Name: \Vater
DispersantRE 1,330

Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 2022 08 Viscosity (cP): 08872

Dispersant Dielectric Constant: 78,5

Temperature (°C): 25,0
Count Rate (kcps): 72,9

Zeta Runs: 18
Measurement Position {mm): 2,00

Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 11
Mean (mV) Area (%) 5t Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -541 Peak 1: -542 99,9 5,46
Zeta Deviation {mV): 6,21 Peak 2: 335 0,1 4 77e-7
Conductivity (mSicm): 0,0820 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality : See result quality report
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Sample Name: NE51
SOP Name: mansettings.nano
File Name: Rachel_LTE.dis Dispersant Name: Water
Record Number: 936 Dispersant Rl: 1,330
Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 2022 08.... Viscosity (cP): 0,8872
Dispersant Dielectric Constant: 735
Temperature {"C). 251 Zeta Runs: 23
Count Rate (kcps): 56,0 Measurement Position (mm): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 10
Mean (mV) Area (%) 5t Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -40,7 Peak1: -460 75,1 584
Zeta Deviation (mV): 127 Peak 2: -317 14 4 341
Conductivity (mSicm). 0,0414 Peak 3: -11.0 104 476

Result quality :

See result quality report

300000

200000

Total Cournts

100000

Zeta Potential Distribution

-100 0 100

Apparent Zeta Potential (m\)

Record 936: NE 5 1
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Sample Name: MNE 52
S0P Name: mansettings.nano
File Name: Rachel_LTE.dts Dispersant Name: \Water
Record Number: 937 Dispersant Rl: 1,330
Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 2022 08:.. Viscosity (cP): 08872
Dispersant Dielectric Constant: 785
Temperature (°C): 250 Zeta Runs: 18
Count Rate (kcps): 559 Measurement Position (mm): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 10
Mean {mV) Area (%) 5t Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -438 Peak 1: -515 748 7,25
Zeta Deviation (mV): 165 Peak 2: -117 15,3 426
Conductivity (mS/icm): 0,0484 Peak 3: -299 89 3,68

Result quality :

See result quality report

Zeta Potential Distribution
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80000} - e TR BT TP e :
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40000} e Y S e T :

P BT U AR SV

=100 0 100
Apparent Zeta Potential (m\)

Record 837: NE 5 2|
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Sample Name:

MNES 3

S0P Name: mansettings.nano
File Name: Rachel_LTE.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 938 Dispersant Rl: 1,330
Date and Time: terca-feira, 20 de setembro de 2022 08.... Viscosity (cP): 08872
Dispersant Dielectric Constant: 785
Temperature (*C): 24,9 Zeta Runs: 15
Count Rate (kcps): 475 Measurement Position (mm): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 10
Mean (mV) Area (%) 5t Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -48,8 Peak1: -508 91,0 748
Zeta Deviation (mV): 151 Peak 2: -406 6,3 4,61
Conductivity (mS/icm): 00740 Peak 3: -79.2 1,6 310

Result quality :

See result quality report

100000

80000

60000

40000

Total Counts

20000

Zeta Potential Distribution

=100 0 100 200

Apparent Zeta Potential (mV)

Record 938: NE 5 3|
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ANEXO D - IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
DAS NANOEMULSOES

NE_5GE

5.000X

mag [ HV ‘ WD HFW mode | det 20 pm

5000x | 20.00kv | 108 mm | 829um | SE |ETD UFC - Central Analitica - Quanta FEG
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10.000X

9/14/2022 mag [ HV WD HFW mode | det ——10 ym
9:27:37 AM | 10000 x | 20.00kV | 108 mm | 414pum | SE | ETD UFC - Central Analitica - Quanta FEG

v | 9/14/2022 | mag [ WD HFW | mode | det 10 ym

1 9:33:34 AM | 10000 x | 20.00kV | 108 mm | 41.4pum | SE ETD UFC - Central Analitica - Quanta FEG

of
l
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20.000X

9/14/2022 mag [ HV / N mode
9:26:14 AM | 20 000 x | 20.00 kV ) C SE UFC - Central Analitica - Quanta FEG

9/14/2022 mag [ WD HFW mode v 5pum
9:32:04 AM | 20000 x | 20.00 kV | 10.8 mm | 20.7 ym | SE UFC - Central Analitica - Quanta FEG




40.000X

o | 9/14/2022 mag [ HV WD HFW _ 3 um
9:36:26 AM | 40000 x | 20.00 kV | 10.8 mm | 10.4 ym UFC - Central Analitica - Quanta FEG

/e

9/14/2022 mag [] HV WD HFW _ 100 pm
10:47:06 AM | 1000 x | 20.00kV | 10.7 mm | 414 ym UFC - Central Analitica - Quanta FEG




9/14/2022 mag [] HV WD HFW mode | det 100 pm
9:48:14AM | 1000x | 20.00kV | 10.8 mm | 414um | SE | ETD UFC - Central Analitica - Quanta FEG

9/14/2022 mag [ HV WD HFW 100 pm
10:56:49 AM | 1000 x | 20.00kV | 10.7 mm | 414 pm UFC - Central Analitica - Quanta FEG




oy 9/14/2022 mag [] HV WD HFW mode | det 50 ym
A | 9:50:59 AM | 2000 x | 20.00 kV | 10.8 mm | 207 ym | SE | ETD UFC - Central Analitica - Quanta FEG

C’Q 9/14/2022 mag [ HV WD HFW mode | det 20 ym
A® | 9:56:41AM | 5000x | 20.00 kV | 10.7 mm | 82.9 pm | SE ETD UFC - Central Analitica - Quanta FEG




ﬁ‘ 9/14/2022 mag [] HV WD HFW mode | det 20 pm
> | 10:54:00AM | 5000 x | 20.00kV | 10.7 mm | 82.9pum | SE | ETD UFC - Central Analitica - Quanta FEG

9/14/2022 mag [] HV WD HFW | mode | det 20 pm
10:48:20AM | 5000 x | 20.00kV | 10.7 mm | 82.9 ym SE ETD UFC - Central Analitica - Quanta FEG

10.000X




ﬁf 9/14/2022 ‘ mag [J HY ) HFW mode | det | 10 pm
A® | 10:49:47 AM | 10000 x | 20.00 kV | 10.7 mm | 41.4pm | SE | ETD UFC - Central Analitica - Quanta FEG

20.000X

}{ 9/14/2022 ‘ mag [J HY ) HFW mode | det 5pm

10:51:47 AM | 20000 x | 20.00 kV | 10.7 mm | 20.7 ym | SE | ETD UFC - Central Analitica - Quanta FEG
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ANEXO E - CONCENTRA(;AO INIBITORIA MINIMA E CONCENTRA(}AO
FUNGIDA MINIMA DE TODAS NANOEMULSOES DE L. origanoides FRENTE
A C. albicans

Candida albicans
Nanoemulsao ATCC 90028 LABMIC 0102
CIM (mg/mL) CFM (mg/mL) CIM (mg/mL) CFM (mg/mL)

NE_10GE 0,078 0,156 0,078 0,078

NE_5GE 0,156 0,625 0,156 0,156
NE_2.5GE * * * *

NE_5R 0,156 0,156 0,156 0,156
NE_2.5E * * * *
NE_2.5G * * * *
NE_ 0GE * * * *
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