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RESUMO

SOARES, Caroline Alves. Atividade antimicrobiana e antibiofilme de 6leos essenciais de
Croton grewioides sobre fitopatégenos do género Xanthomonas. Sao Cristovao: UFS, 2025.
103p. (Tese — Doutorado em Agricultura e Biodiversidade).*

Doengas bacterianas causadas por espécies do género Xanthomonas, como X. campestris pv.
campestris (XCC) e X. campestris pv. melonis (Xmel), comprometem significativamente a
produtividade agricola em diversas culturas de importancia economica. Frente as limitagdes dos
métodos tradicionais de controle, como o uso extensivo de agroquimicos sintéticos, os 0leos
essenciais (OEs) de plantas aromaticas tém se destacado como alternativas sustentaveis. Esta
tese teve como objetivo avaliar os potenciais usos dos OEs de C. grewioides (OECGs), bem
como a atividade antimicrobiana e antibiofilme sobre os fitopatogenos XCC e Xmel. O primeiro
artigo da tese consistiu em uma revisdo sistematica e bibliométrica da literatura sobre os
OECGs, revelando 24 atividades bioldgicas atribuidas a esses Oleos. Identificaram-se cinco
possiveis quimiotipos (estragol, metil eugenol, eugenol, anetol e (E)-anetol), sendo metil
chavicol e (E)-anetol propostos como marcadores quimicos da espécie. Nos estudos
experimentais, os compostos eugenol (81,67-84,92%), metil eugenol (70,10%) e metil chavicol
(69,17%) foram identificados como majoritarios. Avaliando o efeito dos OECGs sobre Xmel,
observou-se que os acessos CGR-106, CGR-107, CGR-220 e a combinag¢do dos compostos
eugenol + metil chavicol apresentaram menor Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) (1000
ug.mL ™). A Concentragio Bactericida Minima (CBM) para todos os OEs e seus compostos foi
superior a 4000 pg.mL!. Pela cinética de morte observou-se uma reducio da viabilidade celular
a partir de 120 min. Também foi possivel observar que os OECGs foram capazes de
permeabilizar a membrana celular e reduzir a formagao de biofilme. Para XCC, observou-se
que a formagdo de biofilme foi significativamente reduzida, sendo o eugenol o composto com
maior correlagdo com a atividade antibiofilme (VIP = 2,54, PLS-DA). A erradicagdo de
biofilmes pré-formados atingiu até 71,47% (CGR-220). A motilidade bacteriana também foi
inibida, com o CGR-311 proporcionando a menor area de deslocamento (0,35 cm?). As
atividades de celulase, endoglucanase e protease foram significativamente reduzidas, com
inibicoes de 75,9% para endoglucanase (CGR-204), 59,0% para celulase (CGR-204) e 64,0%
para protease (CGR-107). Esses resultados evidenciam o potencial dos OECGs como agentes
antiviruléncia para o controle sustentavel de fitopatdgenos, contribuindo para a reducido da
dependéncia de agroquimicos sintéticos na agricultura.

Palavras-chave: Bioatividade, fitopatogenos, antiviruléncia, biofilme, agricultura sustentavel.

* Comité Orientador: Roberta Pereira Miranda Fernandes — UFS (Orientadora), [tamara Bomfim Gois — UFS
(Coorientadora).
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ABSTRACT

SOARES, Caroline Alves. Antimicrobial and antibiofilm activity of essential oils of Croton
grewioides on phytopathogens of the genus Xanthomonas. Sio Cristovao: UFS, 2025. 103p.
(Thesis - Doctor of Science in Agriculture and Biodiversity).*

Bacterial diseases caused by species of the genus Xanthomonas, such as X. campestris pv.
campestris (XCC) and X. campestris pv. melonis (Xmel), significantly compromise agricultural
productivity in several economically important crops. Given the limitations of traditional
control methods, such as the extensive use of synthetic agrochemicals, essential oils (EOs) from
medicinal plants are highlighted as sustainable alternatives. This thesis aimed to evaluate the
potential use of C. grewioides EOs (CGEOs), as well as their antimicrobial and antibiofilm
activity against the phytopathogens XCC and Xmel. The first article of the thesis consisted of
a systematic and bibliometric review of the literature on CGEOs, revealing 24 biological
activities attributed to these oils. Five possible chemotypes were identified (estragole, methyl
eugenol, eugenol, anethole and (E)-anethole), with estragole and (E)-anethole proposed as
chemical markers of the species. In subsequent experimental studies, the compounds eugenol
(81.67-84.92%), methyl eugenol (70.10%), and methyl chavicol (69.17%) were identified as
major. Evaluating the effect of CGEOs on Xmel, it was observed that the accessions CGR —
106, CGR — 107, CGR — 220 and the combination of eugenol + methyl chavicol compounds
presented the lowest MIC (1000 pg.mL™"). The MBC for all CGEOs and their compounds was
higher than 4000 pg.mL!. The kinetics of death showed a reduction in cell prediction from 120
min. It was also possible to observe that CGEOs were able to permeabilize the cell membrane
and reduce biofilm formation. For XCC, we observed that biofilm formation was significantly
reduced, with eugenol being the compound with the highest antibiofilm activity (VIP = 2.54,
PLS-DA). The eradication of preformed biofilms reached up to 71.47% (CGR — 220). Bacterial
motility was also inhibited, with CGR — 311 presenting a smaller displacement area (0.35 cm?).
Cellulase, endoglucanase, and protease activities were significantly reduced, with inhibitions
of 75.9% for endoglucanase (CGR — 204), 59.0% for cellulase (CGR — 204), and 64.0% for
protease (CGR — 107). These results highlight the potential of CGEOs as antivirulence agents
for the sustainable control of phytopathogens, contributing to the reduction of dependence on
synthetic agrochemicals in agriculture.

Key-words: Bioactivity, phytopathogens, antivirulence, biofilm, sustainable agriculture.

* Guidance Committee: Roberta Pereira Miranda Fernandes (Advisor), Itamara Bomfim Gois (Adjunct advisor).



1. INTRODUCAO GERAL

As doencas bacterianas representam uma das principais ameagas a produtividade
agricola, causando perdas significativas em culturas de importancia economica em todo o
mundo. Dentre os agentes fitopatogénicos, as bactérias do género Xanthomonas destacam-se
por sua capacidade de infectar uma ampla gama de espécies vegetais (Timilsina et al., 2020),
incluindo cruciferas e cucurbitaceas, resultando em doengas como a podridao negra, causada
por Xanthomonas campestris pv. campestris (XCC), e a barriga-d’agua em meldes, por
Xanthomonas campestris pv. melonis (Xmel). Essas enfermidades comprometem a qualidade e
a comercializa¢ao dos produtos agricolas, demandando estratégias de controle mais eficazes e
sustentaveis.

As medidas tradicionais de manejo, como o uso de agroquimicos sintéticos, rotacao de
culturas e eliminacdo de restos culturais (Ryan et al., 2011), frequentemente apresentam
limitagdes, incluindo alto custo, impacto ambiental e desenvolvimento de resisténcia bacteriana
(Achari; Ramesh, 2019). Nesse contexto, os 6leos essenciais (OEs) de plantas medicinais e
aromaticas tém emergido como alternativas promissoras devido as suas propriedades
antimicrobianas (Da Silva et al., 2019; Da Silva et al., 2020; Rodrigues et al., 2023),
antibiofilme e antiviruléncia (Singh et al., 2017; Vishakha et al., 2022), aliadas a
biodegradabilidade e menor toxicidade em comparacdo aos pesticidas convencionais (Borges
etal., 2021).

Dentre as espécies vegetais com potencial para esse fim, Croton grewioides Baill., uma
planta endémica do semiarido brasileiro pertencente a familia Euphorbiaceae, destaca-se pela
riqueza de compostos bioativos em seus OEs, como eugenol, metil eugenol e metil chavicol
(Medeiros et al., 2017; Oliveira et al., 2021; Rodrigues et al., 2023), que conferem atividades
antibacterianas (Rodrigues et al., 2023), antioxidantes (Oliveira et al., 2021) e inseticidas
(Santos et al., 2023).

A formagdo de biofilmes por fitobactérias, como XCC e Xmel, ¢ um fator critico de
viruléncia, pois facilita a adesdo as superficies vegetais, aumenta a resisténcia a agentes
antimicrobianos e contribui para a disseminagdo do patdgeno (Lo ef al., 2020). Além disso, a
produgdo de exopolissacarideos e enzimas extracelulares, como celulases e proteases,
desempenha um papel central na patogénese, degradando tecidos vegetais e obstruindo o fluxo
de 4gua no xilema (Lo et al., 2020). Evidéncias indicam que os OEs podem interferir nesses
fatores de viruléncia, reduzindo a formagdao de biofilmes e a motilidade bacteriana sem
necessariamente comprometer a viabilidade celular (Singh ef al., 2017), o que sugere um
mecanismo de agdo antiviruléncia que minimiza a pressdo seletiva e o desenvolvimento de
resisténcia.

Esta tese teve como objetivo avaliar os potenciais usos dos OEs de C. grewioides
(OECGs), bem como a atividade antimicrobiana e antibiofilme sobre os fitopatdogenos XCC e
Xmel, investigando sua composi¢do quimica, eficicia inibitoria e potencial como agentes
antiviruléncia. Os resultados obtidos contribuem para o desenvolvimento de estratégias
sustentaveis de controle de doencas bacterianas na agricultura, com foco na reducdo da
dependéncia de agroquimicos sintéticos € na promoc¢do de praticas ambientalmente
responsaveis.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Croton grewioides: Caracteristicas botanicas, fitoquimica, usos tradicionais e
potenciais

A familia Euphorbiaceae apresenta distribui¢ao pantropical e € reconhecida em diversas
partes do mundo por sua importincia econdmica, especialmente na alimentagdo humana,
producao de latex e oleos. Compreende cerca de 5.000 espécies, organizadas em
aproximadamente 300 géneros. No Brasil, ocorrem 63 géneros e 940 espécies, com habitos e
habitats diferentes, distribuidas por todos os tipos de vegetacao (Carneiro-Torres et al., 2017).
Relata-se que as espécies dessa familia apresentam variadas atividades biologicas, atribuidas a
diversidade de fitoquimicos, tais como flavonoides, saponinas, terpenos, ésteres, alcaloides,
glicosideos cianogénicos, taninos, lecitinas e glicoproteinas (Trindade; Lameira, 2014).

O género Croton ¢ um dos mais importantes da familia Euphorbiaceae, sendo o segundo
maior e mais diverso dentro desse grupo. Composto por espécies arboreas, arbustivas ou
herbaceas, retine cerca de 1.200 espécies, em sua maioria distribuidas pelas Américas. No
territorio brasileiro, o género Croton apresenta grande diversidade, com aproximadamente 350
espécies, das quais 252 sdo endémicas (Carneiro-Torres et al., 2017). Entre essas espécies,
destaca-se Croton grewioides Baill.

C. grewioides Baill. (sin. Croton zehntneri Pax & K. Hoffm; Croton glycosmeus
Miill.Arg.; Oxydectis grewioides (Baill.) Kuntze) ¢ uma planta medicinal e aromatica endémica
do Brasil, encontrada nas regides de Caatinga e Cerrado dos estados de Alagoas, Bahia, Ceara,
Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe (SiBBr, 2025).
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As plantas desta espécie sdo popularmente conhecidas como “marmeleiro”, “caatinga-
de-cheiro”, “alecrim-de-cabocla” ou “canelinha”. Sdo plantas monoicas, com hébito arbustivo
(0,7-2 m), ramos esverdeados, tricomas estrelados e fasciculados. Suas folhas sdo alternadas,
simples, com apice agudo, base cuneada a levemente arredondada, simétrica e com a margem
serrilhada. As inflorescéncias sdo terminais e continuas (17-83 mm). Suas flores sao
estaminadas no apice e pistiladas na base, com 5 sépalas e 5 pétalas. O fruto ¢ verde-ferrugineo
e as sementes sdo oblongas, rugosas e amarronzadas (Silva et al., 2009; Carneiro-Torres ef al.,
2011).

Na medicina popular, C. grewioides ¢ amplamente utilizada no tratamento de
inflamacgdes, disturbios gastricos e intestinais (Trindade; Lameira, 2014). Além disso,
propriedades bioativas tém sido atribuidas aos seus Oleos essenciais (OEs), como
antibacterianas (Rodrigues et al., 2023), inseticidas (Santos et al., 2023), antioxidantes
(Oliveira et al., 2021), anti-hepatotoxicas (Lima et al., 2008), cicatrizantes (Cavalcanti ef al.,
2012), ansiogénicas (Leite et al., 2009), gastroprotetoras (Coelho-de-Souza et al., 2013),
antimaléricas (Mota et al., 2012) e vasorrelaxantes (De Franga-Neto et al., 2012), especialmente
devido a diversidade quimica deles.

Os componentes quimicos dos OECGs pertencem a diversas classes estruturais, como
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides (Medeiros ef al., 2017; Oliveira et al., 2021).
Oliveira et al. (2021) e Rodrigues et al. (2023) apontam que os compostos mais abundantes nos
OECGs sao metil chavicol, eugenol e metil eugenol. Adicionalmente, Lima et al. (2020)
identificaram (£)-anetol e metil chavicol como os principais constituintes desses OEs.

O C. grewioides possui significativo potencial industrial, especialmente devido a
presenga de eugenol, metil chavicol e metil eugenol. E amplamente reconhecido que essas
substancias sao utilizadas na induastria em produtos para cuidados pessoais, em alguns fArmacos
com propriedades anestésicas e anti-inflamatorias, bem como fragrancias e saborizantes
alimenticios. Isso torna C. grewioides uma fonte promissora para obtencao desses compostos.

Os OECGs podem ser utilizados na formulacdo de diversos medicamentos com
propriedades antiespasmodicas (Lima et al., 2020), antinociceptivas (Oliveira et al., 2001) e
cicatrizantes (Cavalcanti et al., 2012). Além disso, os OEs dessa espécie podem ser Uteis para
as industrias do agronegdcio, devido as propriedades inseticidas atribuidas, principalmente, aos



compostos eugenol e metil eugenol (Santos et al., 2023), o que reforga a relevancia da espécie
para o desenvolvimento de bioprodutos.

2.2. Oleo essencial

Os OEs sao um grupo complexo de moléculas volateis, lipofilicas e odoriferas,
geralmente com odor agraddvel e coloragdo levemente amarelada. Possuem baixo peso
molecular, sdo soliveis na maioria dos solventes organicos (éter, alcool, acetona) e insoltuveis
em agua (De Sousa et al., 2023). Podem ser extraidos de diversas estruturas vegetais, como
folhas, flores, frutos, caules e raizes, sendo produzidos e armazenados em canais oleiferos,
bolsas secretoras, tricomas glandulares ou em células de parénquimas florais e foliares, o que
confere o aroma caracteristico dessas estruturas (Moura ef al., 2019).

Esses fitoquimicos derivam da correlacdo entre as rotas metabdlicas, de tal forma que
as rotas primarias fornecam precursores para as rotas secundarias produzirem esses produtos
(Tavares et al., 2012; Wink, 2015). Os constituintes dos OEs sao produzidos por trés vias do
metabolismo secundario: a via do chiquimato, a via do mevalonato e a via do metil eritritol
fosfato, sendo estas duas ultimas as mais relevantes (Corazza, 2010).

Quimicamente, os OEs sdo formados por uma mistura de terpenos, terpenoides e
fenilpropanoides. Os terpenos mais comuns sao 0s monoterpenos e sesquiterpenos, 0s quais sao
classificados de acordo com o nimero de unidades pentacarbonadas, sendo os mais abundantes
os monoterpenos (10 carbonos) com duas unidades de isoprenos e os sesquiterpenos (15
carbonos) com trés unidades de isoprenos (Maleck et al., 2021). Os terpenoides sdo terpenos
que apresentam oxigénio em sua estrutura quimica e podem ser classificados como alcoois,
¢ésteres, aldeidos, cetonas, éteres e fendis. Ja os fenilpropanoides, como eugenol e metil eugenol,
derivam do aminodcido fenilalanina e sdo constituidos por um anel aromatico ligado a uma
cadeia de trés carbonos (Tongnuanchan; Benjakul, 2014; Stevanovi¢ et al., 2018).

A produgdo desses metabolitos estd associada a fatores genéticos, em que a base genética
determina a produ¢do de um grupo especifico de moléculas que sdo caracteristicas de cada
espécie vegetal. Além disso, as condigdes ambientais, juntamente com a idade das plantas,
maturidade das folhas e o estadio de desenvolvimento, também podem interferir na composicao
quimica dos OEs, na concentracdo de cada um dos compostos, bem como na estabilidade e
qualidade dessas moléculas (Gongalves et al., 2023).

Nos vegetais, os OEs exercem diversas funcdes relevantes, como a prote¢do contra
patdgenos, tais como bactérias, virus e fungos; na defesa contra herbivoros, atraindo inimigos
naturais e promovendo uma defesa indireta; e na atragdo de insetos polinizadores e dispersores
de sementes. Adicionalmente, sdo atribuidas aos OEs outras fung¢des bioldgicas, como a
comunicagao entre individuos da mesma espécie, mediando respostas coordenadas aos estresses
e induzindo a producdo de compostos defensivos. Os OEs também contribuem para a protegao
contra estresses abidticos, como temperaturas extremas, bem como participam da regulagao
hormonal, influenciando processos fisioldgicos como a germinagdo e o crescimento vegetal
(Maleck et al., 2021). Dessa forma, os OEs sdo parte de uma importante estratégia para a
adaptagdo e sobrevivéncia das plantas.

Devido a sua diversidade quimica e as multiplas funcgdes ecoldgicas, os OEs tornaram-se
objetos de pesquisa nos mais diversos setores industriais. No setor agricola, em particular, os
OEs vém sendo amplamente investigados como alternativas sustentaveis aos agroquimicos
convencionais. Seu potencial para atuar como agentes antimicrobianos, inseticidas, fungicidas
e herbicidas, atuando em diversos sitios de a¢do, além de sua facil degrada¢ao no ambiente, o
que resulta em menor acimulo de residuos e riscos reduzidos a saude humana, contribui para o
desenvolvimento de praticas agricolas mais seguras e ambientalmente responsaveis (Borges et
al.,2021).

2.3. Propriedades antibacterianas dos oleos essenciais
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Os OEs sao fontes promissoras de biomoléculas com potencial antibacteriano, cuja acao
pode envolver multiplos mecanismos. Esses mecanismos podem afetar tanto a estrutura do
envoltorio celular quanto componentes intracelulares, como o citoplasma, comprometendo
funcdes vitais da célula bacteriana.

A agdo dos OEs sobre as fitobactérias estd frequentemente relacionada aos seus
compostos majoritarios, bem como as interagcdes sinérgicas entre os diferentes constituintes
presentes na mistura (Seow et al., 2014). A atividade antimicrobiana dos OEs nao se deve a um
unico mecanismo, mas sim a uma cascata de reagcdes que envolvem toda a célula bacteriana
(Nazarro et al., 2013).

A eficacia dos OEs como agentes bactericidas pode ser atribuida a diversos fatores,
incluindo inibicdo da sintese da parede celular; interferéncia na cadeia transportadora de
elétrons nos processos respiratorios; modulagao da atividade enzimatica; altera¢do do equilibrio
i6nico; inducdo de danos oxidativos; e, principalmente, perturbacdes na estrutura das
membranas celulares. Essas alteragdes podem desorganizar a bicamada lipidica, promovendo
despolarizagao e alteragdes na permeabilidade da membrana (Nazarro et al., 2013).

Em varios trabalhos foi destacada a capacidade dos OEs extraidos de espécies vegetais
como Thymus ssp., Origanum ssp., Mentha spp., Citrus ssp. e Cinnamomum ssp., contra
fitobactérias de relevancia agricola, como Pseudomonas spp. € Xanthomonas spp (Marin et al.,
2024). Os OEs das espécies Lippia gracilis e Varronia currassavica também demonstraram
resultados promissores. Da Silva et al. (2020) relataram que os OEs de cinco genotipos de V.
curassavica e suas combinagdes apresentaram atividade bactericida para XCC, com
concentragio inibitdria minima (CIM) entre 500 e 1000 ug mL™!. Os OEs de L. gracilis também
inibem o crescimento in vitro de XCC com valores de CIM entre 0,7 a 1,0 mg mL"' (Da Silva
etal., 2019).

Os OECGs também apresentam atividade antimicrobiana contra XCC. Embora o
mecanismo de acdo desses OEs ainda ndo esteja completamente elucidado, hé evidéncias de
que sua principal forma de atuacdo envolva a interferéncia na permeabilidade da membrana
celular. Rodrigues ef al. (2023) demonstraram que os OECGs induzem a permeabilidade da
membrana celular de XCC, por meio da formacao de poros e do extravasamento do conteudo
intracelular. Esse efeito foi confirmado por meio do ensaio de permeabilidade celular utilizando
iodeto de propidio, o que comprova que os OECGs atuam predominantemente sobre as
membranas celulares.

Um numero substancial de publicag¢des descrevendo o potencial antimicrobiano de OEs
tem sido observado nos Ultimos anos. Esse fato esta relacionado, especialmente, a busca por
novas moléculas e praticas amigaveis ao meio ambiente, tornando os OEs uma ferramenta
valiosa para o controle de bactérias em diversas areas.

2.4. Patogenicidade de Xanthomonas campestris pv. campestris e Xanthomonas campestris
pv. melonis

A agricultura, tanto no Brasil quanto no restante do mundo, € significativamente
impactada por doengas causadas por espécies do género Xanthomonas, resultando em perdas
substanciais em diversas culturas de grande importancia econdomica. Xanthomonas (do grego
xanthos, que significa “amarelo”, e monas, que significa “entidade”) ¢ um grande género de
bactérias associadas exclusivamente a plantas. Essas bactérias apresentam formato de
bastonete, possuem um Unico flagelo polar, estabelecem relagdes tanto epifiticas quanto
patogénicas com os seus hospedeiros e produzem um exopolissacarideo caracteristico, o
xantano, que confere aparéncia mucosa as colonias bacterianas e contribui para o aumento da
viruléncia (Darrasse et al., 2013; Biittner; Bonas, 2010).

O género Xanthomonas compreende 36 espécies de bactérias Gram-negativas (Parte,
2018), reconhecidas por causarem doencas em cerca de 400 espécies vegetais. Entre as
principais enfermidades associadas a esse grupo bacteriano estdo o cancro citrico
(Xanthomonas citri subsp. citri), o crestamento bacteriano do arroz (Xanthomonas oryzae pv.



oryzae (X0Q)), a estria bacteriana do milho (Xanthomonas vasicola pv. vasculorum) e a
podridao negra em cruciferas (Xanthomonas campestris pv. campestris) (Timilsina et al.,
2020).

Xanthomonas campestris pv. campestris (Pammel) Dowson (XCC) foi descrita pela
primeira vez por Garman em 1890, como agente causal de uma doenc¢a em repolhos no estado
de Kentucky (Alvarez, 2000). Posteriormente, em 1895, Pammel comprovou a natureza
patogénica da bactéria, demonstrando sua capacidade de causar doenga em plantagdes de nabo
no estado de lowa, Estados Unidos (Vicente; Holub, 2013). Ainda no inicio do século XX,
Russell concluiu que XCC era a responsavel pela destruicdo de lavouras de repolho no sudeste
do estado de Wisconsin (Williams, 1980). Desde entdo, a podriddo negra tem sido relatada em
todas as regides do mundo onde se cultivam espécies da familia Brassicaceae (Popovi¢ et al.,
2013), sendo considerada um sério problema em regides tropicais, subtropicais e de clima
continental imido. Embora também ocorra em areas de clima frio, a doenga raramente se
desenvolve a ponto de causar danos significativos as plantas (Williams, 2007; Lema et al.,
2012).

Essas bactérias penetram no tecido vegetal principalmente por meio de ferimentos
mecanicos e de estruturas naturais como os hidatddios. Esses orgaos, localizados nas margens
das folhas, s3o responsaveis pela liberacao de agua em estado liquido, processo conhecido como
gutacdo (Pascholati; Dalio, 2018). Gotas de 4gua contaminadas, presentes na superficie foliar,
podem ser reabsorvidas pelos hidatodios, permitindo que a bactéria atinja a cavidade interna
dessas estruturas e se desloque até o sistema vascular da planta. Uma vez no interior do
hospedeiro, a bactéria coloniza os vasos do xilema, desencadeando o processo patogénico que
compromete a qualidade e a comercializacdo dos produtos agricolas, devido a baixa aceitacido
de plantas com sintomas visiveis da doencga (Mansfield et al., 2012).

Os sintomas da podridao negra em cruciferas podem ser observados em qualquer estadio
fenologico da planta. No campo, ¢ comum a formagdo de lesdes amareladas em formato de
“V”, que se iniciam nas margens das folhas e avangam em diregdo ao centro, acompanhando o
tecido vascular até atingir a nervura central (Dubrow; Bogdanove, 2021). Ao alcangar o xilema,
XCC coloniza os vasos e pode obstrui-los por meio da formagdo de coldnias bacterianas
aderidas as paredes vasculares, o que restringe o fluxo de dgua e resulta no escurecimento das
nervuras. Com a progressao da doenca, observa-se murcha e necrose nas areas infectadas
(Santos et al., 2008). Em infec¢des mais severas, pode haver a queda parcial ou total das folhas,
podendo culminar na morte da planta (Aragjo; Tebaldi, 2019).

Figura 1. Sintoma caracteristico da podriddo negra em couve-manteiga. Fonte: Soares, C. A.

Outra doenca, que acomete uma cultura agronomicamente importante ¢ também ¢
desencadeada por fitobactérias do género Xanthomonas, ¢ a podridao mole que afeta meldes e
¢ causada pela Xanthomonas campestris pv. melonis (Xmel). Essa fitobactéria ficou conhecida
como o agente causal da doenca barriga-d’agua em meldes, observada pela primeira vez na
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regido de Presidente Prudente, em Sao Paulo, onde foi responsavel por grandes perdas (Berian
etal., 2018).

Os sintomas dessa doenga incluem a descoloragdo da polpa, seguida de uma
decomposi¢do dos tecidos, dando origem a uma bolsa de cavidade no interior dos frutos.
Externamente nao se observa qualquer sintoma, a ndo ser o aparecimento de uma anomalia logo
abaixo da casca, provavelmente ponto de entrada do patdogeno. Em estagios mais avancados, €
comum a infestagdo por microrganismos secundarios, comprometendo totalmente o fruto para
consumo (Berian et al., 2018).

Embora nao se saiba muito sobre Xmel, alguns estudos evidenciam a presenga constante
dessa bactéria em cultivos de meldo. Em campo, os sintomas dessa doenga podem ser
facilmente confundidos com distarbios fisiologicos, causados por excesso de adubagdo
nitrogenada, ou com doengas provocadas por outras fitobactérias, como Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum que, diferentemente de Xmel, exala mau cheiro caracteristico
nos frutos infectados (Barbosa et al., 2010).

Figura 2. Sintomas caracteristicos da barriga-d'agua em meldes. (A) Sintomas externos da doenga em
estadio avancado. (B) Bolsa de cavidade no interior dos frutos. Fonte: Soares, C. A.

Os principais fatores que favorecem a infec¢do e a progressao da doencga barriga-d’agua
em meldes incluem condic¢des climaticas com altas temperaturas e elevada umidade relativa
(Tavares, 2002), além de ferimentos na casca dos frutos. Esses ferimentos podem ser causados
por tratos culturais inadequados, ataque de insetos, uso de ferramentas durante a colheita ou
ainda pelo manuseio incorreto no armazenamento (Tavares, 2002). A doenga manifesta-se com
maior frequéncia durante os periodos de colheita e armazenamento, quando os frutos estdo mais
suscetiveis a infec¢ao bacteriana, especialmente devido as alteragdes fisiologicas relacionadas
ao processo de maturacgdo (Tavares, 2002).

As fitobactérias do género Xanthomonas possuem varios nichos de sobrevivéncia, como
sementes, em seu interior e/ou superficie (Maringoni, 2005), solo, matéria organica e restos
culturais de plantas. A bactéria também pode sobreviver de forma epifita na superficie das
plantas infectadas e em hospedeiros secunddrios que podem ocorrer de forma espontanea no
campo (Silva et al., 2021; Silva Junior et al., 2020). O patogeno pode ser disseminado a curta
distancia, por respingos de agua da chuva e irrigacdo, insetos € maquinas contaminadas, e a
longa distancia, por sementes ou mudas infectadas (Amorim; Pascholati, 2018).

Para o controle dessas doengas bacterianas sdo utilizadas algumas estratégias, tais como
a eliminagdo de plantas sintomdticas e restos culturais, a rotagdo de cultura, a solarizacdo e a
aplicacdo de fungicidas/bactericidas (Ryan et al., 2011). Apesar destas alternativas para
controle ou tratamento de doencas associadas aos microrganismos, o controle quimico € o
método mais difundido. No entanto, o uso indiscriminado desses produtos acelera o
desenvolvimento de resisténcia dos patdogenos aos antimicrobianos (Achari; Ramesh, 2019), o
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que torna cada vez mais dificil superar as perdas causadas por patdégenos agricolas e ainda ser
capaz de atender as crescentes demandas por alimentos da populagao.

2.5. Biofilmes bacterianos

Os microrganismos foram tradicionalmente estudados como organismos planctonicos.
No entanto, investigagdes mais aprofundadas de comunidades sésseis em diferentes ambientes
revelaram que o crescimento planctonico €, na verdade, uma condigdo rara na natureza. Ainda
no século XVII, Antonie van Leeuwenhoek, ao examinar a superficie dos dentes em seres
humanos, observou que havia uma predominancia de agregados microbianos em relacdo as
células livres, constituindo o primeiro relato da existéncia de biofilmes microbianos (Donlan,
2002).

Biofilmes sdo comunidades microbianas complexas, organizadas e funcionalmente
coordenadas, nas quais os microrganismos vivem encapsulados por uma matriz extracelular
autoproduzida. Essa matriz, composta principalmente por polissacarideos, proteinas, DNA e
lipideos, oferece diversos beneficios aos microrganismos, como protecdo, maior capacidade de
crescimento em ambientes oligotréficos, acesso a nutrientes ¢ maior tolerancia a biocidas
(Muhammad ef al., 2020; Dang; Lovell, 2016).

Essas comunidades se aderem firmemente a superficies bidticas ou abioticas e podem
ser formadas por uma tnica espécie ou por uma combinagao de diferentes grupos microbianos,
como bactérias, arqueias, algas, protozodrios, fungos filamentosos e leveduras (Raghupathi et
al., 2018 Costa-Orlandi et al., 2017; Silva et al., 2014; Bogino et al., 2013; Tomaras ef al.,
2003). Diferentemente das células planctonicas, que vivem isoladamente, os microrganismos
em biofilmes assumem um modo de vida coletivo e cooperativo.

A formagao do biofilme bacteriano € um processo dindmico ¢ complexo que pode ser
dividido em cinco fases principais, conforme ilustrado na Figura 1: (i) adesdo reversivel,
caracterizada por interagdes fracas e transitorias entre células bacterianas planctonicas e uma
superficie; (i1) adesdo irreversivel, quando ocorre a ancoragem estavel a superficie, por meio
de estruturas como fimbrias e lipopolissacarideos, acompanhada da perda de flagelos e da
motilidade; (ii1)) producdo da matriz extracelular, composta por substincias poliméricas
extracelulares, que conferem coesdo e protecdo a comunidade microbiana; (iv) maturagdo do
biofilme, etapa em que ocorre a formagdo de microcolonias e a comunicagdo celular mediada
por moléculas sinalizadoras, resultando na estruturacdo tridimensional do biofilme; e (V)
dispersdo, fase em que células bacterianas sdo liberadas do biofilme maduro e retornam ao
estado planctonico, possibilitando a colonizagdo de novos nichos (Dow et al., 2003;
Castiblanco; Sundin, 2016).

Células bacterianas
plancténicas

Matriz LY
exopolissacaridica £ 3: =
Aproximacgo do Formagao de .?
substrato microcolénias 1
I -I'.' I e —ﬁ 4“
LN e el | |

(l) Adesao (I1) Adesao () Secregao (W] V)
reversivel irreversivel EPS Maturagao Dispersao

Figura 3. Etapas de formacdo de biofilmes bacterianos. Fonte: Soares, C. A.



Devido a sua complexidade, a formacdo de biofilmes ¢ regulada por diferentes
mecanismos ao longo de suas etapas. O mecanismo regulador mais estudado ¢ o quorum
quenching (QQ), definido como a a¢do de uma ou mais moléculas capazes de interferir ou inibir
o quorum sensing (QS) (Ruiz et al., 2008). O QS, por sua vez, corresponde a comunicacao
coordenada entre microrganismos dentro de uma colonia. Esse processo envolve a produgao,
liberacao e deteccao de moléculas sinalizadoras, permitindo que as células microbianas regulem
coletivamente a formagdo do biofilme, a sintese de fatores de viruléncia e a produgdo de
proteinas, enzimas e toxinas associadas a patogenicidade. Esses fatores atuam de forma
integrada, e a interrupgao de qualquer um deles pode comprometer todo o processo patogénico,
tornando o microrganismo avirulento (Turan; Engin, 2018; Ye et al., 2019).

O potencial do QQ no controle de microrganismos o destaca como uma promissora
estratégia para o manejo microbiano. Esse mecanismo atua interferindo nos processos de
patogenicidade por meio da interrup¢do da comunicagdo celular, exercendo menor pressao
seletiva em comparacdo ao uso convencional de antibioticos. Enquanto os antibidticos atuam
diretamente sobre alvos celulares, levando a morte bacteriana e promovendo uma forte pressao
de selecdo, o QQ apenas bloqueia a sinalizagdo necessaria para a expressao de fatores de
viruléncia. Dessa forma, as bactérias deixam de causar danos as plantas, embora nao sejam
necessariamente eliminadas (Newman et al., 2008; Achari; Ramesh, 2019).

Doengas associadas a formacao de biofilmes t€m sido relatadas em ambientes agricolas.
Diversas fitobactérias utilizam o biofilme como estratégia de colonizacdo e viruléncia em
plantas hospedeiras. Por exemplo, Xanthomonas citri, agente causal do cancro citrico, forma
biofilmes que contribuem para a adesao e persisténcia nas superficies foliares (Ference et al.,
2018; Kyrkou et al., 2018). Ja Xylella fastidiosa, uma forte produtora de biofilme, é responsavel
pela doencga de Pierce em videiras, bloqueando os vasos do xilema e interrompendo o fluxo de
seiva (Rudrappa et al., 2008; Kyrkou ef al., 2018). Os biofilmes também podem ser formados
nas raizes de Arabidopsis thaliana e Ocimum basilicum, levando a morte das plantas em um
curto periodo de tempo. Ralstonia solanacearum, reconhecida por formar biofilmes nas
superficies dos vasos do xilema, causa a murcha bacteriana em diversas espécies vegetais (Y ao;
Allen, 2007; Mori et al., 2016).

Apesar da importancia da formagao de biofilme para a patogenicidade das fitobactérias,
estratégias voltadas para o desenvolvimento de terapias antibiofilme ainda sdo pouco
investigadas, especialmente no campo da agricultura. Nesse contexto, os OEs vém sendo
estudados por sua capacidade de inibir a formagdo dessas estruturas complexas, sem afetar
diretamente a viabilidade celular. Essa caracteristica ¢ particularmente relevante, pois reduz a
pressao seletiva associada ao uso de bactericidas convencionais. A acao antibiofilme dos OEs
estd frequentemente associada a interrup¢do do QS, sistema responsavel pela regulagao
coordenada de genes relacionados a viruléncia, producao de exopolissacarideos, motilidade e
formacao de biofilmes (Singh et al., 2017).

Singh et al. (2017) relataram que o OE de Thymus vulgaris reduziu significativamente
a formagao de biofilme de XOO, sem afetar a atividade metabodlica ou a cinética de crescimento
bacteriano. Além disso, o tratamento com o OE suprimiu a motilidade celular, reduziu a sintese
de substancias essenciais para a estrutura do biofilme, como EPS e xantomonadina, e diminuiu
significativamente a atividade de enzimas hidroliticas. Esses resultados indicam que o OE de
T. vulgaris atua na comunicagao bacteriana por QS, sem comprometer o crescimento celular, o
que aponta para uma nova estratégia promissora no controle de doencas de plantas. De forma
semelhante, Vishakha et al. (2022) também evidenciaram a capacidade do OE de Melaleuca
alternifolia em inibir a formacao de biofilmes de XOO.

Os biofilmes representam estratégias complexas de sobrevivéncia bacteriana, e superar
essa barreira ¢ fundamental para garantir a producao sustentavel de alimentos. Estudos t€ém
demonstrado que os OEs, ao interferirem na comunicacdo celular bacteriana via QQ, podem
reduzir a severidade de doengas causadas por fitopatogenos (Ye et al., 2019). No caso do género
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Xanthomonas, a reducdo na producdao de xantana, um exopolissacarideo essencial para a
formagao do biofilme, estd diretamente relacionada a diminui¢do da viruléncia e dos efeitos
deletérios das doengas (Achari; Ramesh, 2019). Assim, os OEs apresentam grande potencial
para o controle de doencgas de plantas, como a podriddo negra das cruciferas e a barriga-d’agua
em meloes.
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4. ARTIGO 1 ]
QUIMIOTIPOS E BIOATIVIDADE DE OLEOS ESSENCIAIS DE Croton grewioides
Baill.

Artigo formatado de acordo com as normas do periodico Pharmacological Research -
Natural Products

RESUMO

Croton grewioides Baill. ¢ uma planta medicinal e aromatica nativa do nordeste brasileiro,
reconhecida por suas diversas atividades biologicas, atribuidas principalmente ao seu rico perfil
fitoquimico. Esta revisdo explora sistematicamente a producdo cientifica, os métodos de
extracdo, a composi¢ao quimica e as propriedades bioldgicas dos Oleos essenciais de C.
grewioides (OECGs), destacando suas aplicagdes terapéuticas e agricolas. Além disso, a
qualidade metodologica dos estudos prospectados foi avaliada. Vinte e quatro atividades
bioldgicas foram atribuidas aos OECGs, com efeitos farmacolégicos predominantes, como anti-
hepatotoxico, antidepressivo, cicatrizante, ansiogénico, gastroprotetor, antimaldrico e
vasorrelaxante. O estragol foi o0 composto com maior predominancia entre os estudos revisados.
Com base nos resultados, sugerimos que a espécie apresenta cinco quimiotipos (estragol, metil
eugenol, eugenol, anetol e (E)-anetol) e os compostos estragol ¢ (E)-anetol podem ser
considerados marcadores quimicos desta espécie. Esta revisdo abrangente fornece informagdes
essenciais para pesquisas futuras com OECGs nos setores agricola, farmacéutico e cosmético,
garantindo sua autenticidade e eficécia.

Palavras-chave: Planta medicinal; andlise bibliométrica; atividade bioldgica; composto
bioativo; produtos naturais.

4.1. Introducao

O uso de plantas com propriedades terapéuticas tem uma longa historia, sendo parte
intrinseca da evolug¢do da medicina em diversas culturas ao redor do mundo. Essas plantas tém
sido utilizadas como alternativas contra diversas doencas ¢ condi¢des clinicas. Com o advento
da ciéncia e a capacidade de isolar compostos ativos de plantas, houve um aumento significativo
no interesse da comunidade cientifica e de diferentes setores da industria pelas propriedades
biologicas das plantas aromaticas.

Croton grewioides Baill. (sin. Croton zehntneri Pax & K. Hoffm; Croton glycosmeus
Miill. Arg.; Oxydectis grewioides (Baill.) Kuntze) ¢ uma planta medicinal e aromatica endémica
do Brasil, encontrada nas regides de Caatinga e Cerrado dos estados de Alagoas, Bahia, Ceara,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe e Minas Gerais. As plantas desta
espécie (Figura 1A) sdo arbustos ou subarbustos, com ramos esverdeados e tricomas estrelados
e fasciculados. Suas folhas sdo alternadas e simples, com apice agudo, base cuneiforme a
ligeiramente arredondada, simétricas e com margens serrilhadas (Figura 1B, Figura 1C). As
flores possuem estames no apice e pistilos na base, com 5 sépalas e 5 pétalas, e apresentam
inflorescéncia terminal e continua (Figura 1D). O fruto ¢ verde-ferrugem (Figura 1E), com
sementes oblongas, rugosas e amarronzadas (Figura 1F) [1-2].
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sementes.

A espécie ¢ comumente utilizada na medicina tradicional, onde suas folhas e ramos sdo
utilizados no preparo de chés, consumidos tanto como bebida aromatica, devido ao forte aroma
de cravo presente em algumas plantas, quanto como remédio. Além disso, os 6leos essenciais
(OEs) dessa espécie apresentam comprovadas propriedades bioativas, como atividade
antibacteriana [3], inseticida [4] e antioxidante [5]. Além disso, demonstram atividades
farmacoldgicas, como anti-hepatotdxica [6], antidepressiva [7], cicatrizante [8], ansiogénica
[9], gastroprotetora [10], moduladora da neuropatia diabética [11-12], antimaldrica [13] e
vasorrelaxante [14].

Além de suas aplicagdes terapéuticas, C. grewioides possui significativo potencial
industrial, especialmente devido a diversidade quimica de seus OEs. Os componentes quimicos
dos OECGs pertencem a diversas classes estruturais, como monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropanoides. Dada a aplicabilidade dos compostos presentes nos OECGs, a espécie oferece
uma base solida para o desenvolvimento de produtos inovadores nos setores agricola,
farmacéutico e cosmético. Nesse sentido, a padroniza¢do quimica dos OECGs ¢ essencial para
garantir a qualidade, a seguranca e a eficacia dos produtos derivados, permitindo seu uso em
biopesticidas e outros produtos sustentaveis.

A crescente demanda por produtos naturais com potencial terapéutico e agricola tem
impulsionado a investigagao cientifica em plantas medicinais, como C. grewioides. No entanto,
para promover o desenvolvimento de novos produtos e terapias, € crucial consolidar e analisar
criticamente a producdo cientifica existente sobre essa espécie. Assim, no presente trabalho,
realizamos uma revisao abrangente do estado da arte, com foco em investigagdes fitoquimicas,
biologicas e farmacologicas de C. grewioides, uma acdo necessaria para facilitar futuras
pesquisas sobre a espécie.

4.2. Material e Métodos

4.2.1 Coleta de dados

Os dados utilizados neste estudo foram obtidos por meio de busca sistematica nas bases
de dados Web of Science e Scopus. Para a pesquisa, foram utilizados os termos “6leo essencial”
combinados com os diferentes sindnimos das espécies: “Croton grewioides”, “Croton
zehntneri”, “Croton glycosmeus” e “Oxydectis grewioides”.
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Os seguintes critérios de inclusdo foram adotados: (a) O estudo deve estar relacionado
a espécie C. grewioides ou seus sindnimos; (b) O estudo deve abordar o uso de OEs; (¢) O uso
de OEs deve estar associado a atividades biologicas. Os critérios de exclusdo foram: (a)
Publica¢des duplicadas; (b) Publicagdo ndo relacionada ao tema da pesquisa.

Os dados foram coletados em julho de 2024. A busca na base de dados Scopus resultou
em 77 artigos (C. grewioides = 14, C. zehntneri = 63, C. glycosmeus = 0 e O. grewioides = 0).
Destes, 38 foram excluidos por nao atenderem aos critérios. A busca na Web of Science retornou
93 artigos (C. grewioides = 13, C. zehntneri = 80, C. glycosmeus = 0 e O. grewioides = 0), dos
quais 55 foram removidos por ndo se adequarem ao tema. Apos a eliminagdo de 36 artigos
duplicados, um total de 41 publicagdes foram incluidas na analise final (Figura 2).

Identificacdo de novos estudos por meio de base de dados

9 Registros identificados:
S gzg;gsd;d_ag%s (n=2) Artigos removidos antes da triagem:
= L l It =
£ Web of science (n = 93) Artigos duplicados (n = 36)
3 Artigos (n = 170)
y
Artigos exibidos - Artigos excluidos

(n=134) (n=93)
=
) 4
> - — Artigos excluidos:
L Artigos lal;e%;lvels > - Publicagdes fora do tema

(n=41) abordado (n = 93)

- Publicagdes duplicadas (n = 36)

Figura 2. Fluxograma de identificac@o e sele¢@o de estudos. Scopus (Croton grewioides = 14, Croton
zehntneri = 63, Croton glycosmeus = 0 ¢ Oxydectis grewioides = 0). Web of Science (Croton grewioides
=13, Croton zehntneri = 80, Croton glycosmeus = 0 ¢ Oxydectis grewioides = 0).

4.2.2 Analise dos dados

A andlise bibliométrica foi conduzida em duas etapas: (a) analise e visualizagdo dos
dados bibliométricos, utilizando o pacote Bibliometrix [15] no ambiente R [16]; (b)
investigagdo das principais atividades biologicas associadas aos OECGs e seus principais
compostos.

Inicialmente, foram analisadas as informa¢des bibliométricas dos 41 estudos
selecionados. A estrutura conceitual foi avaliada por meio de rede de co-palavras, mapeamento
tematico, analise de correspondéncia multipla e dendrograma. A estrutura social foi examinada
considerando producao cientifica por pais, instituigdes mais relevantes, rede de colaboracao
entre autores e autores com maior impacto na area.

Na segunda etapa, foram sistematizadas as informagdes sobre atividades biologicas,
principais compostos, métodos de extragdo dos OECGs, material vegetal utilizado, organismos-
alvo, concentragdes testadas e principais resultados obtidos nos estudos prospectados. Essas
informagdes foram organizadas em uma tabela.

As andlises quimicas dos OECGs apresentadas nos 41 estudos prospectados foram
submetidas a andlise de componentes principais (ACP), conduzida no pacote stats [16]
utilizando a fun¢do prcomp. Somente compostos com concentracdo igual ou superior a 5%
foram incluidos na anélise.

4.2.3 Qualidade metodoldgica/risco de viés
A qualidade metodologica dos estudos prospectados foi avaliada com base em uma
adaptacdo dos critérios propostos por Da Fonseca et al. 2024 [17]. A avaliacao foi realizada
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utilizando um checklist para estimar o risco de viés em trés aspectos criticos: (a) precisao na
identificacdo das espécies: verificacdo da correta determinacdo taxondmica da planta utilizada
nos estudos; (b) caracterizagdo quimica adequada: andlise da descri¢ao e quantificagdo dos
compostos quimicos dos OEs; (c) descri¢ao clara e execugdo rigorosa dos procedimentos
metodologicos: avaliagdo da transparéncia na conducao dos experimentos € na apresentagao
dos resultados. A aplicagdo desses critérios teve como objetivo garantir a validade e a
confiabilidade dos dados analisados.

4.3. Resultados

4.3.1 Bibliometria de estudos relacionados as atividades bioldgicas associadas aos OECGs

Foram identificados 170 documentos, dos quais 93 foram indexados na Web of Science
e 77 na Scopus. Apos a remocao de duplicatas e a triagem de titulos, palavras-chave e resumos
elegiveis, 41 publicacdes foram selecionadas para revisdo completa.

O ntimero de artigos publicados anualmente entre 1995 e 2023, juntamente com a média
moével de cinco anos, ¢ apresentado na Figura 3. A distribui¢do anual de artigos sugere um
aumento significativo nas publicacdes a partir de 2008, com pico em 2021, com 5 artigos. A
média mével em 2023 € de 2,6 artigos e mostra uma tendéncia ascendente, confirmada pela
taxa média de crescimento anual de 1,46%.

Numero de artigos
T

0 T T T T T 1
1995 2000 2005 2010 2015 2020

Anos

Figura 3. Produgdo cientifica anual de estudos relacionados as atividades bioldgicas associadas aos
OECGs.

Os artigos foram distribuidos em 29 fontes (periddicos). Journal of Ethnopharmacology,
Natural Product Communications e Brazilian Journal of Pharmacognosy foram os periddicos
mais relevantes e apresentaram o maior indice H (H-3), respondendo por 21,95% das
publicagdes. Seis outros periddicos publicaram dois estudos cada, representando 29,26% das
publicacdes, enquanto os demais publicaram apenas um artigo cada (Figura 4A).

O ntimero total de citagdes dos artigos foi de 1.033, com uma média de 25,19 citagdes
por publicagdo. Embora o periddico Veterinary Parasitology tenha publicado apenas um artigo,
ele foi citado 134 vezes. Os estudos publicados no Journal of Ethnopharmacology foram citados
132 vezes, com uma média de 44 citagdes por publicagdo, seguido pelo periddico
Phytomedicine, que foi citado 101 vezes, com uma média de 50,5 citagdes por publicacao
(Figura 4B).
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Figura 4. Perfil da publicaggo e impacto na comunidade cientifica de estudos relacionados as atividades
bioldgicas associadas aos OECGs. (A) Periddicos. (B) Citagdo por publicagdo.

Duzentos e treze autores estiveram envolvidos na producao dos 41 artigos, com uma
média de 0,192 documentos por autor. Todos os artigos tém multiplos autores, com um indice
de 6,41 coautores por documento. A rede de cocitacao dos autores foi distribuida em 10 grupos.
Cocitagao refere-se a ocorréncia de dois elementos, como documentos, autores ou periodicos,
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sendo referenciados simultaneamente. Cocitacdo entre autores ocorre quando um terceiro os
menciona em conjunto. Consequentemente, quanto mais frequentemente dois autores sdo co-
citados, mais evidente se torna a relagao de colaboragdo entre eles [15, 18].

Os lideres em publicacdes cientificas foram Leal-Cardoso, J., com 13 colaboragoes,
seguido por Coelho-De-Souza, com 7, e Lahlou, S., com cinco colaboragdes. Os autores Duarte,
G., Magalhaes, P., Santos, C. e Silva-Alves, K. colaboraram cada um em trés estudos. Arrigoni-
Blank, M. e Blank, A. colaboraram cada um em dois artigos. Um total de 11 redes de
colaboracdo foram identificadas entre os estudos prospectivos. Redes de colaboragdo sdo
formadas por autores que trabalham juntos para produzir um artigo [19]. Quanto mais espessa
a linha que conecta dois autores, maior serd o numero de publica¢des conjuntas.

O Brasil lidera em nimero de publicagdes. Observou-se uma pequena rede de
colaboragdo entre o Brasil e a Italia, India, Bangladesh ¢ Canada (Figura 5). A propor¢do de
publicagdes com colaboragdo internacional ¢ de 9,75%, indicando uma internacionalizagao
limitada do tema estudado. Isso pode ser explicado pelo fato de C. grewioides ser uma espécie
endémica do Brasil.

L%

Figura 5. Mapa mundial de colaboragdo para publicagdes relacionadas a atividades biologicas
associadas aos OECGs.

A andlise das afiliagdes brasileiras sugere uma concentragdo significativa em poucas
instituig¢des, especialmente aquelas localizadas no Ceara e em outros estados do Nordeste, como
Rio Grande do Norte, Piaui, Pernambuco e Sergipe. A Universidade Estadual do Ceara,
juntamente com a Universidade Federal do Ceard e a Universidade Regional do Cariri, foram
as instituicdes mais proeminentes no desenvolvimento de estudos relacionados as atividades
bioldgicas associadas aos OECGs, com um total de 66 colaboradores. A Universidade Federal
Rural de Pernambuco contribuiu com 19 colaboragoes, seguida pela Universidade Federal de
Sergipe com 12 colaboragdes. A Universidade Federal do Piaui e a Universidade de Padua
(Italia) contribuiram cada uma com pelo menos quatro colaboragdes.

A anélise de correspondéncia multipla (ACM) gerou um grafico bidimensional que
explicou 73,44% da variabilidade total das palavras-chave mais frequentemente utilizadas. A
primeira dimensao explicou 53,61% da variancia total, enquanto a segunda dimensao explicou
19,23% da variancia total (Figura 6A). Os termos "6leo volatil", "Croton", "Croton
grewioides", "toxicidade", "atividade" e "Euphorbiaceae" apresentaram correlacdo positiva
com a dimensdo 1. Os termos "efeito cardiovascular", "6leo volatil", "toxicidade",
"Euphorbiaceae" e "anetol" apresentaram correlagdo positiva com a dimensao 2.

A andlise de similaridade ¢ apresentada na Figura 6B. O dendrograma permitiu a
classificacdo das palavras-chave em quatro grupos distintos. O posicionamento dos grupos e
das palavras-chave auxilia na interpretacdo das relagdes entre as varidveis. Palavras que estdo
mais proximas no espago sao aquelas que compartilham caracteristicas semelhantes ou ocorrem
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em contextos semelhantes, permitindo a identificacdo de padrdes nos dados. Por outro lado,
palavras que estdo mais distantes sd3o menos associadas.

A analise tematica examina grupos de palavras-chave dos autores e suas conexoes para
revelar temas abrangentes. Esses temas sdo diferenciados por caracteristicas especificas,
densidade e centralidade. A densidade ¢ representada no eixo vertical, enquanto a centralidade
¢ representada no eixo horizontal [20].

Considerando os parametros de centralidade e densidade, o mapa tematico foi dividido
em quatro quadrantes: (Q1) o quadrante superior direito indica temas totalmente desenvolvidos;
(Q2) o quadrante superior esquerdo destaca temas altamente especializados; (Q3) o quadrante
inferior esquerdo indica temas emergentes ou em declinio; (Q4) o quadrante inferior direito
elucida temas cruciais [20].

O composto estragol foi comumente abordado em estudos com C. grewioides (Q4). No
QI1, observa-se que a composicao quimica desta espécie ¢ amplamente estudada. Topicos como
"in vitro" e "lesdo" sdo altamente especializados (Q2). No Q3, representando topicos
emergentes ou em declinio, observa-se que os termos "roedores" e "extratos" foram
mencionados hd mais de 10 anos, sugerindo um possivel declinio. Por outro lado, os termos
"resisténcia" e "Oleos essenciais de plantas" apresentaram tendéncia crescente nos ultimos 5
anos, sugerindo potenciais topicos emergentes (Figura 6C).
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Figura 6. Explorando as relagdes entre palavras-chave. (A) Analise de correspondéncia multipla. (B)

Dendrograma. (C) Mapa tematico.

4.3.2 Estudos relacionados as atividades bioldgicas associadas ao uso de OECGs

A Tabela 1 lista os principais compostos, métodos de extragdo e material vegetal
utilizado para extracdo de OECGs, atividades bioldgicas, organismos-alvo, concentragdes
testadas e os principais resultados observados nos estudos selecionados.



Tabela 1. Atividades bioldgicas associadas aos OECGs.

25

Atividade Compostos ~ ME* MT Organismo Concentragdes utilizadas Resumo dos resultados Titulo Referéncia
biologica principais
Cicatrizagio 85,7% anetol DV FL Ratos suigos Formulagdes em gel foram Os dados fornecem The essential oil of [8]

preparadas para sistemas de
administracéo topica, contendo
OECz ou trans-anetol nas
concentragoes de 2% ou 20%,
duas vezes ao dia, por 3 a 15
dias apds a ferida nos
camundongos.

evidéncias de que OECz e
trans-anetol atuam nas
fases inflamatorias e de
remodelacdo do processo
de cicatrizagdo de feridas.
Em relagdo ao percentual
de regeneragdo tecidual, o
tratamento com OECz
ndo produziu melhora
significativa na
cicatrizacdo de feridas
(42+1,68 e 54+3,03%, 2 ¢
20% OECz),
respectivamente, em
comparag¢do com os
tratamentos controle e
fibrinolisina (51£1,67 ¢
53+0,3%),
respectivamente, apos trés
dias de tratamento.
Durante o mesmo
periodo, foi observada
uma reducdo na taxa de
fechamento da ferida em
camundongos tratados
com trans-anetol (39+1,82
e 25+2,43%, 2 ¢ 20%
trans-anetol), o que ndo
foi estatisticamente
significativo. diferente do
produzido pelo tratamento
com dexametasona
(1943,35%).

Croton zehntneri
and trans-anethole
improves cutaneous
wound healing




OECz é uma fonte Further insecticidal
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Toxicidade
inseticida e
aguda em
camundongos

Aedes aegypti L.
(Ovos; larvas;
pupas; adultos) e
camundongos
Swiss fémeas
adultas

91,29% trans- DV FL

anetol

CL50, CPso € OC50
(Concentragdes de 6leo essencial
que causam 50% da mortalidade

de larvas, pupas e ovos,
respectivamente). As seguintes
concentragdes foram preparadas:
1.000, 750, 500, 250, 125, 62,5,
31,25,15,63 € 7,81 pgmL ! em
DMSO a 1,5% (v/v). Solugdes
de OEs nas concentragdes de 25,
50, 100, 150 € 200 ug mL ™! em
DMSO a 1,5% foram avaliadas
para determinar a atividade
dissuasora de oviposi¢do (OD).
Para avaliar a toxicidade do
OECz, camundongos fémeas
nuliparas, pesando em média
22,86 g, receberam diferentes
doses orais tnicas (2.000, 3.000,
4.000 ¢ 6.000 mg.kg ') usando
6leo de milho como veiculo.

promissora de compostos

activities of
essential oils from
Lippia sidoides and
Croton species
against Aedes

aegypti L.

bioativos contra varias
fases da vida do 4.
aegypti. Os valores
obtidos foram 26,2 pug
mL™! (CLs), 456,6 pg
mL™! (CPs0), 45,7 pg
mL ™! (OCs) € 45,3 ug
mL ™" (DOsp). Bem como
toxicidade moderada para
mamiferos (LDso 3.464
mg.kg—1).

Essential Oil of

[11]

Neuropatia
diabética
autonOmica

80,46% trans-
anetol

DV FL  Rattus norvegicus

Os animais foram divididos
aleatoriamente em trés grupos:
controle (CT), diabéticos (DB) e
diabéticos tratados com EOCz
(DB + OECz). O tratamento com
OECz foi iniciado 48 h apoés a
administracdo de
estreptozotocina (STZ) e a dose
escolhida foi de 300 mg/kg/dia
de massa corporal do animal,
dissolvida em Tween 20 (v/v) a
1,80% e soro fisiologico,
enquanto os grupos CT e DB
receberam apenas veiculo, por
via oral e diaria, durante 4
semanas. Durante o periodo de
tratamento, a massa corporal, o
nivel glicémico e o consumo de

Os resultados deste estudo

demonstram que o Croton zehntneri

diabetes mellitus (DM) Prevents
diminuiu a excitabilidade Conduction
e a velocidade de Alterations
Produced by

conducdo dos dois tipos
de condutores mais
rapidos de fibras
mielinizadas do nervo
vago e ndo afetou os
outros tipos, incluindo
fibras do tipo C e o
tratamento com OECz
preveniu completamente
as alteracdes nervosas
induzidas pelo DM, mas
ndo a hiperglicemia.

Diabetes Mellitus
on Vagus Nerve
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agua e alimentos foram
monitorados semanalmente e os
animais foram eutanasiados na
12° semana de vida (4 semanas
de tratamento).

Inseticida

74,5, 35,8,
90,5% trans-
anetol em
folhas, caules e
inflorescéncias,
respectivamente

Aedes aegypti L

Para determinar a CLsg
(concentracdes que causam
mortalidade em 50% das larvas),
as larvas de terceiro instar foram
expostas a solucdes de OE
dissolvidas em H,O/DMSO
1,5% (v/v) (20 mL) em
concentragdes variando de 12,5 a
500 ug mL™!. Um controle
negativo foi composto por
H,O/DMSO 1,5% (v/v).
Temefos® (O, O'-(tiodi-4,1-
fenileno) bis (O, fosforotioato de
O-dimetilo)) foi usado como
controle positivo.

Os resultados da
avaliacdo larvicida
mostraram que o OE e o
E-anetol foram agentes
muito ativos contra larvas

de A. aegypti, com valores

de CL para o 6leo de
folhas de 56,2 + 0,3
pg/mL, do 6leo do colmo
51,3 £0,3 ug/mL, do 6leo
da inflorescéncia 57,5 +
0,1 pg/mL e do E-anetol
69,2 + 0,5 ug/mL.

Chemical

Composition and

Larvicidal
Activity against

Aedes aegypti of
Essential Oils from
Croton zehntneri

[30]

Ansiogénico

78,0% estragol

HD FL,
TL,
IF
HD FL

Camundongos
albinos suicos
machos

Camundongos albinos suigos
machos (20-25 g) foram
utilizados para o teste de campo
aberto, que avaliou a frequéncia
de locomogao do animal. Além
disso, um possivel efeito
ansiogénico foi testado em um
aparelho de hole-board. As
seguintes concentragdes de
OECz foram preparadas e
administradas por via oral: 100 e
200 mg/kg, Tween 80 (3%, 10
mL/kg). O efeito do Diazepam
(1 mg/kg; 1.p.) também foi
avaliado.

Os resultados deste estudo
demonstram que o
Diazepam na dose de 1
mg/kg aumentou
significativamente o
nimero de mergulhos de
cabeca no teste de
holeboard e diminuiu
significativamente a
atividade locomotora. O
OE de C. zehnteneri na
dose de 100 mg/kg ndo
teve efeito significativo
sobre o comportamento
no teste de hole-board,
mas na dose de 200
mg/kg induziu um efeito
ansiogénico, que foi

Anxiogenic Like
Effect of Croton
zehntneri Pax et
Hoffm Leaves
Essential Oil in
Mice

[9]
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evidenciado por uma
diminuicdo significativa
no numero de mergulhos
na cabega. O LSO ndo
alterou a atividade
locomotora espontanea no
teste de campo aberto.

Antibacteriano e
toxicidade

3 bactérias Gram
negativas: Shigella
flexneri (ATCC
12022), Salmonella
typhimurium
(BM/PANAMA -
TY?2), Escherichia
coli (ATCC 25922)
e 2 Gram-positivas:
Staphylococcus
aureus (ATCC
10390),
Streptococcus f3-
haemolyticus
(ATCC 6314). A
toxicidade foi
avaliada contra
Artemia salina
Leac

76,8% estragol HD FL

A agdo antimicrobiana ¢ a

concentragdo inibitoéria minima
foram determinadas pelo método

de difusdo em agar, no qual

discos de papel estéril (6 mm de
diametro) foram impregnados
com 20 pL da solugdo oleosa,

nas concentragdes de 1000, 500,
100, 50 e 25 pg/mL. Controles

positivos: ampicilina (100
pg/mL) e cloranfenicol (100
pg/mL); e como controle
negativo: Tween 80 e dgua
destilada. A toxicidade foi
avaliada com diferentes

concentragdes (250, 125, 100, 75
pg/mL), acompanhada de um
controle positivo preparado com

agua do mar e dicromato de

potassio (Kacr07), € um controle

negativo com agua do mar e
Tween 80.

Os resultados deste estudo
demonstram que o OE das
folhas de C. zehntneri
apresentou atividade
antibacteriana contra
todas as bactérias
testadas, exceto contra
Salmonella typhimurium.
A bactéria mais afetada
pelo uso do OE foi
Shigella flexneri com halo
de inibigdo de 15 mm e
concentragdo inibitoria
minima de 50 ug/mL. A
avaliacdo da toxicidade
foi realizada contra
Artemia salina com
resultado considerado
promissor (CLso < 100
pg/mL).

Chemical
composition and
evaluation of
antibacterial
activity and toxicity
of Croton zehntneri
essential oil
(estragole variety)

[22]

Antinociceptivo

85,7% anetol DV FF Camundongos

suicos machos

No presente estudo, os efeitos
antinociceptivos do OE de C.
zehntneri foram avaliados em
camundongos machos (25-30 g).
O OE nas doses de 100 e 300

mg/kg, administrado por via

oral, foi solubilizado em agua e
Tween 80 1% (v/v). O controle
foi composto apenas por dgua e

Quando administrado por
via oral nas doses de 100
e 300 mg/kg, o OECz
demonstrou uma redugdo
no tempo de lambida das
patas durante a segunda
fase do teste da formalina,
com valores decrescentes
do valor de controle de

Antinociceptive
effects of the
essential oil of
Croton zehntneri in
mice

[39]
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Tween 80 1% (v/v). Para o teste
da formalina, foi necessario
preparar 20 pl de solugdo aquosa
de formalina a 0,1% (v/v), que
foi injetada na regido plantar da
pata traseira direita do
camundongo. Para o teste de
contor¢do, foi administrada 0,1
mL/10 g do peso corporal do
animal em solugdo aquosa de
acido acético 0,6% (v/v), por
inje¢do intraperitoneal. J& para o
teste da placa quente, um
camundongo foi colocado em
uma placa a 50,0+ 0,5°C e a
laténcia da reagdo a esse
estimulo nociceptivo foi
quantificada.

41,61 + 8,62 para 12,01 =
7,97 € 6,57 £3,42
segundos,
respectivamente. Na
primeira fase do teste da
formalina, apenas a dose
de 300 mg/kg induziu
alterag@o significativa,
reduzindo o tempo de
58,2 £ 7,02 segundos
(controle) para 28,7 +
4,73 segundos. O ntimero
de contor¢des em resposta
as injegdes
intraperitoneais de acido
acético ndo diferiu
significativamente entre o
grupo controle (80,6 £
9,01) e o grupo
experimental (animais que
receberam 300 mg/kg de
peso corporal) (89,1 £
9,53% do numero de
controles). No teste da
placa quente, 0o OECz em
doses de >100 mg/kg
aumentou
significativamente o
tempo de laténcia em
comparagdo com o grupo
controle (11,2 £ 0,80
segundos). Esse aumento
persistiu por 180 e 240
minutos nas doses de 100
e 300 mg/kg,
respectivamente. Esses
achados indicam que o
OECz ¢ eficaz como
agente antinociceptivo.
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Antiespasmodico  57,0% estragol NR NR Musculo liso Para investigar e quantificar a Os dados do presente Effects of the [38]
intestinal de contragdo e relaxamento estudo demonstram que o Essential Oil of
porquinhos-da- ~ muscular no musculo liso do ileo OECz diminui o tom em  Crofon zehntneri,
india de ambos os  (parte do intestino delgado) de ~ 56%. Em concentragdes  and its Constituent
Sexos cobaias expostas ao 6leo acima de 10 mg/mL, Estragole on
essencial, o tecido do ileo foi induziu movimentos Intestinal Smooth
dissecado e isolado, ¢ as ritmicos espontaneos de Muscle
respostas mecanicas e potenciais  pequena amplitude, € em
elétricos transmembranares concentragdes de 1 a 100
foram medidos com mg/mL com poténcia
equipamentos como um semelhante, o OECz

quimografo e um eletrdometro. O bloqueou as contragdes
protocolo também envolveu a  induzidas por acetilcolina,

exposi¢ao do tecido a varios histamina, 50 mM K*e
medicamentos, incluindo Ca+t, com valores de IC50

histamina (0,1 a 100 uM) ¢ de 33,9 £2,5 mg/mL,
acetilcolina (0,1 a 100 pM), para 22,5 +£4,0 mg/mL, 21,8 £+

obter curvas dose-resposta e 2,4 mg/mL e 8,6+1,8
determinar o efeito de cada mg/mL, respectivamente.

medicamento. Os efeitos do 6leo
essencial foram investigados em
concentragdes que variaram de 1

a 100 mg/mL.
Antioxidante ~ 95,24% estragol HD FL, O presente estudo teve como A formagao do complexo Antioxidant [32]
RM objetivo avaliar o efeito de inclusdo (Est/B-CD) Properties of
antioxidante do OECz obtido pelo método de Croton zehntneri
complexado com B-ciclodextrina  secagem por atomizagdo Pax et Hoffm.
(B-CD). O complexo de inclusdo foi confirmada por Essential Oil and Its
foi preparado pelo método de espectroscopia de Inclusion Complex

spray drying na propor¢ao molar infravermelho e técnicas  with B-Cyclodextrin
de 1:1, definida de acordo coma  térmicas. OECz livre e Prepared by Spray
composi¢ao quimica do 6leo seu Est/B-CD nas Drying
essencial. Assim, quantidades  concentragdes de 0,9, 1,8,
equimolares de OECz e 3-CD 3,6,7,2,14,4¢ 28,8 ug
foram solubilizadas em etanol e mL~" mostraram a
agua destilada (1:9). As misturas  capacidade de remover
complexas e fisicas de inclusio =~ DPPH (com valores de
foram caracterizadas por ECso de 26,06 € 9,46 pg
espectroscopia de infravermelho  mL~!, respectivamente) e
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com transformada de Fourier
(FTIR), espectroscopia Raman,
calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) e
termogravimetria (TG/DTG).
Além disso, foram realizados

ensaios de atividade antioxidante

utilizando o 6leo essencial € o
complexo de inclusdo contra
DPPH, ABTS e radicais de
oxido nitrico, bem como
degradagao e potencial redutor
da desoxirribose.

ABTS + (com valores de
ECsode 22,73 e 4,47 pg
mL~!, respectivamente),
inibir o 6xido nitrico (com
valores de ECso de 17,65
€2,68 ngmL!,
respectivamente),
neutralizar os radicais
hidroxila (com valores de
ECsode 23,42 ¢ 2,34 pg
mL™!, respectivamente) e
exibem potencial redutor
(com valores de ECso de
46,48 ¢ 12,47 uyg mL™,
respectivamente). Assim,
o estudo demonstra que a
formagdo do complexo de
inclusdo aumenta
significativamente o
potencial antioxidante do
OECz.

Excitabilidade
nervosa

85,7% de anetol

DV PA

(200-300 g)

Ratos Wistar de
ambos oS sexos

No presente estudo, foram
realizados experimentos em
ratos Wistar, onde o nervo
ciatico foi dissecado e colocado
em uma solugdo de Locke
modificada. OECz e anetol nas
concentragdes de 0,01, 0,10,
0,30, 0,45, 0,60 ¢ 1,00 mg/mL
foram dissolvidos em DMSO a
0,2% (v/v). Para o anetol, a faixa
de concentracdo foi a mesma que
para o OECz, excluindo 1,00
mg/mL. A lidocaina também foi
utilizada no estudo, com faixa de
concentragdo de 0,02-0,7
mg/mL. Os registros
eletrofisiologicos foram feitos
medindo o potencial de acdo do

OECz e anetol
bloquearam potenciais de
acao dos compostos,
dependentes da
concentragdo (ICsp: 0,32 +
0,07¢0,22+0,11
mg/mL, respectivamente),
em nervos ciaticos de
ratos. As curvas de for¢a-
duragdo para ambos os
agentes foram deslocadas
para cima e para a direita
em comparagdo com a
curva de controle, e a
reobase e a cronaxia
foram aumentadas apos a
exposi¢do ao 6leo
essencial e ao anetol. Os

Essential Oil of
Croton zehntneri
and Its Main
Constituent
Anethole Block
Excitability of Rat
Peripheral Nerve

[41]
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composto evocado (PAC) no
nervo ciatico. O PAC foi
registrado antes e durante a
exposicao ao OECz, anetol e
lidocaina, bem como durante um
periodo de washout/recuperagao.
A velocidade de condugdo das
ondas CAP, reobase e cronaxia
também foram analisadas. Esses
parametros estdo relacionados a
excitabilidade do nervo ciatico.

cursos de tempo de OECz
e os efeitos do anetol nas
amplitudes pico a pico
dos potenciais de ago
compostos seguiram um
decaimento exponencial e
atingiram um estado
estacionario. Tanto o
OECz quanto o anetol
causaram uma reducao
semelhante nas
velocidades de condugao
das ondas potenciais de
acdo do composto
investigadas.

Gastroprotetor

85,7% anetol

DV FL

Ratos Wistar
machos (150-250
g) e camundongos
Swiss machos (25-
30g)

No presente estudo,
camundongos e ratos, expostos
a0 OECz e anetol, foram
avaliados em varios modelos de
lesdo gastrica. As solugdes
OECz e anetol foram preparadas
diariamente adicionando essas
substancias diretamente ao
veiculo (0,1% Tween 80 em
agua) e agitando-as
manualmente vigorosamente. A
ranitidina foi usada como
controle positivo. Os farmacos
foram injetados em um volume
de 0,1 mL/10 ge 0,1 mL/100 g
de peso corporal para
camundongos e ratos,
respectivamente. As lesdes
gastricas foram avaliadas
medindo-se a area da lesdo
calculada pelo programa Scion
Image, e as areas das lesdes
(mm?) em um Gnico animal
foram somadas e expressas em

A administracdo oral de Essential oil of
OECz e anetol em doses Croton zehntneri
que variam de 30 a 300 and its major

mg/kg demonstrou efeitos constituent anethole

gastroprotetores display
semelhantes e gastroprotective
dependentes da dose effect by increasing
contra danos gastricos  the surface mucous
induzidos por etanol e layer
indometacina em
roedores. No entanto,
esses compostos nao
exibiram efeitos
significativos nas tlceras

induzidas por estresse por
restricao a frio em ratos.

Além disso, no modelo de

ulcera induzida por
etanol, tanto o OECz
quanto o anetol nas doses
de 30 e 300 mg/kg
aumentaram
significativamente a
produc¢do de muco na

[10]




33

porcentagem da area gastrica
total.

mucosa gastrica, medida
pela ligagdo do azul de
Alcian. No entanto, nas
mesmas doses, nem o
OECz nem o anetol
induziram alterag¢Ges
significativas na produgao
gastrica de grupos
sulfidrila ndo proteicos.
No modelo ligado ao
piloro, nem o OECz nem
o anetol nas doses de 30 e
300 mg/kg mostraram
efeitos significativos no
volume de suco gastrico,
pH ou acidez total. Esses
achados sugerem que o
OECz possui potencial
gastroprotetor, com os
efeitos atribuidos
principalmente a acdo do
anetol.

85,6% de metil
eugenol para
CGR112 e 46%
de metil
eugenol e
42,7% de
eugenol para
CGR126

Inseticidas

HD FL

Chrysodeixis
includens e Podisus
nigrispinus

No presente estudo, foram
conduzidos experimentos em C.
includens e P. nigrispinus
expostos ao 6leo essencial de
dois acessos de C. grewioides ¢
seus compostos majoritarios, a
fim de avaliar a toxicidade,
seletividade e impacto nos

parametros bioldgicos do inseto.

Curvas dose-resposta foram
utilizadas para determinar a
toxicidade e seletividade dos
compostos em favor do
percevejo predador, com trés
doses preliminares (1, 5 e 10 ug
de substancias/mg de inseto). A
DLy foi utilizada para

Os dados do presente
estudo mostraram que
houve diferenca na
resposta dos tratamentos
entre a praga e o inimigo
natural. O eugenol foi o
composto mais toxico
para larvas de 2° instar de
C. includens em DLso,
seguido pelo OE do
acesso CGR126, que foi
igualmente toxico em
doses mais altas. Os
tempos letais estimados
para os OEs causarem
mortalidade em 50% da
populacdo de C. includens

Bioactivity of
essential oils from
Croton grewioides

and its major

compounds:
toxicity to soybean
looper Chrysodeixis
includensand
selectivity to the
predatory stink bug
Podisus nigrispinus

[4]
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determinar as curvas de
sobrevida e o tempo letal para
matar 50% da populagdo (TLsp).
Efeitos subletais sobre
parametros biologicos também
foram avaliados, bem como
parametros da tabela de vida.

foram inferiores a 15
horas. Houve seletividade
do OE para o acesso
CGR126 em doses letais
acima de 90%. O ¢6leo
essencial do acesso
CGR126 e seu composto
majoritario eugenol foram
mais seletivos ao inimigo
natural em doses mais
altas. Embora os
tratamentos tenham
causado redugdo no peso
dos insetos e afetado os
parametros reprodutivos,
demograficos ¢ a tabela
de vida, apenas o
composto metil eugenol
apresentou efeitos
deletérios significativos
sobre o percevejo.

Acaricida

83,59% e
95,38% de
metil chavicol,
colecdo 1 e 2,
respectivamente

HD

FL Rhipicephalus
microplus

No presente estudo, foram
conduzidos experimentos com
fémeas ingurgitadas e larvas de

Rhipicephalus microplus
expostas ao OE de duas colegdes
de C. grewioides, a fim de
avaliar a eclosdo, o indice de
producdo de ovos, a redugdo da
oviposigdo, a eficiéncia
reprodutiva e a eficacia do
produto, bem como determinar a
CLso e a composigdo quimica do
OE. As concentragdes avaliadas
variaram de 6,2 a 100,0 mg/mL
de cada OE. Uma solugdo de
etanol a 50% + Tween a 80% foi
usada como controle negativo, e
uma mistura de 0,18 mg/mL de

Os dados do presente
estudo mostraram baixa
eficacia do produto
(48,7%) em fémeas

ingurgitadas induzidas por

OE de C. grewioides
(CG1) na dose de 100
mg/mL, baixa redugdo na
oviposigdo (10,1%) e alta
taxa de eclosdo (52,0%).
Esse resultado difere do
OE de C. grewioides
(CG2), que alcangou a
maxima eficacia do

produto (100%). Todos os

OEs apresentaram
eficacia contra larvas e
fémeas ingurgitadas de R.

Acaricidal potential
of volatile eoils
from Croton species
on Rhipicephalus
microplus

[55]
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cipermetrina, 0,30 mg/mL de
clorpirifés e 0,012 mg/mL de
citronelal, diluida em agua
ultrapura (0,125%), foi usada
como controle positivo.

microplus. O OE de C.
grewioides (CG2) inibiu
completamente a
produgdo de ovos a 100
mg/mL. A concentragdo
letal foi de 22,16 mg/ml
(CG2) € 30,91 mg/ml
(CGD).

Antioxidante e 72,64% estragol HD CS, 2 bactérias Gram-

antimicrobiano (casca) e FL negativas:
93,61% estragol Escherichia coli
(folha) (ATCC 25922),
Pseudomonas

aeruginosa (ATCC

27853) e 1 Gram-
positiva:
Staphylococcus
aureus (ATCC
29213) e 1 fungo
Candida
parapsilosis
(ATCC 22019)

No presente estudo, a atividade
antioxidante foi avaliada pelo
ensaio de 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) e pelo
ensaio de capacidade de
absor¢ao de radicais de oxigénio
(ORAC), onde o OE foi
dissolvido em acetona e depois
diluido em B-ciclodextrina
metilada a 7%. A atividade
antimicrobiana da OECz
também foi investigada.

Todos os OEs testados
reduziram o radical
DPPH. Os valores de ICsg
para OECz (casca) foram
de 36,38 mg/mL e para
OECz (folhas) foram de
27,40 mg/mL. Para o
ensaio ORAC, OECz da
casca mostrou um efeito
de eliminag¢do mais forte
do que OECz das folhas.
O OECz néo foi capaz de
inibir o crescimento
bacteriano, mas mostrou
atividade antifingica
apreciavel, comparavel ao
fluconazol, usado como
controle positivo.

Radical scavenging
and antimicrobial
activities of Croton
zehntneri, Pterodon
emarginatus and
Schinopsis
brasiliensis
essential oils and
their major
constituents:
estragole, trans-
anethole, -
caryophyllene and
myrcene

(23]

DV NR Ratos Wistar

machos (250-300

g) e camundongos
Swiss Webster

machos (30-35 g)

Sistema nervoso  Nao relatado

central

No presente estudo, as
suspensdes de OECz foram
preparadas nas concentragdes de
0,1,0,3,0,6,1,0 e 10 nl/100 g.
As suspensdes foram
administradas por via oral em
ratos para realizagdo de testes de
campo aberto, estudos de
hipnose induzida por
pentobarbital, estudos de

A administragdo de
suspensdes de OECz
afetou medidas
comportamentais na arena
de campo aberto. As
suspensdes OECz nas
concentragdes de 0,6, 1,0
e 10,0 ul/100 g reduziram
significativamente a
frequéncia de movimento

Croton zehntneri:
possible central
nervous system

effects of the
essential oil in
rodents

[42]
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estereotipia, catalepsia, estudos
de hipermotilidade induzida por
metanfetamina e testes de
convulsdo induzidos por
pentilenotetrazol.

das locomotivas. As
frequéncias de elevacdo
foram reduzidas (0,3, 0,6
e 10 ul/100 g), enquanto a
duragdo da imobilidade
foi maior apods o
tratamento com 0,6 € 10
ul/100 g.

Acaricida 55,5% (E)- HD FF Tetranychus urticae No presente estudo, foram Os dados do presente Bioactivity of [28]
anetol e Neoseiulus realizados um ensaio de contato  estudo mostraram que o essential oils for the
californicus residual e um ensaio ovicida. As OE de C. grewioides management of
concentragdes testadas nos alcancou toxicidade Tetranychus urticae
bioensaios variaram de 0,009 a  satisfatoria para os ovos e Koch and
5,40 uL mL! de OE de C. fémeas de 7. urticae, com  selectivity on its
grewioides diluido em DMSO  valores de CLso de 2,48 ¢ naturale nemy
(0,5%) e agua. Inseticidas 4,85 uL mL™! para fémeas Neoseiulus
botanicos e convencionais foram e ovos, respectivamente. californicus
usados como controles positivos O OE de C. grewioides (McGregor): A
(0,009 a 10 pL mL—1), e a foi seletivo para V. promising
mistura agua + DMSO foi usada  californicus com valores combination for
como controle negativo. A de RS de 17,32 e 28,82 agroecological
mortalidade foi determinada em L mL™! para fémeas e systems
microscopio de dissecacdo, 24 0vos, respectivamente.
horas ap6s o inicio do tratamento
para o ensaio de contato residual.
Para o ensaio ovicida, a
avaliacdo foi realizada 96 horas
apos a aplicagdo do OE.
Acaricida 55,5%¢37,8% HD FL, Tetranychus urticae No presente estudo, foi realizado ~ Os dados deste estudo New sources of [29]

(E)-Anetol para
folhas e caule,
respectivamente

RM

um ensaio de contato por pintura
de disco foliar para determinacao
da CLs. Diferentes
concentragdes de 6leo essencial
(OE) foram aplicadas nas folhas
e caules, além de inseticidas
convencionais, como controle
positivo. Para estimar a
concentragdo que repeliu 50% e
90% dos acaros (RCso e RCo),

mostraram que os 6leos  botanical miticides
essenciais (OEs) possuem from Croton species
propriedades repelentes e~ with potential use
toxicidade contra in the integrated
Tetranychus urticae, management of
variando em sua agdo,  Tetranychus urticae
dependendo da espécie de
Croton e da parte da
planta estudada. C.
adenocalyx apresentou
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mg de OE ou inseticidas
convencionais como controle
positivo em 2 mL de agua mais
0,1% de adjuvante espalhante
(Tween-80).

enquanto C. grewioides

foi menos toxico, mas
altamente repelente. No

entanto, nenhum dos OEs

investigados foi mais
toxico do que os
acaricidas sintéticos
(Ortus® e Azamax®)
usados como controles.

As CIMs de norfloxacina Chemical

[25]

Bactericida 47,43% o-
pineno

HD FL

Staphylococcus ~ No presente estudo, foi realizado
aureus (SA-1199B um ensaio de modulagio de
e IS-58) resisténcia. A solugdo de OE de
C. grewioides e seu componente
majoritario foi preparada em
Tween-80. A concentragdo
inibitéria minima (CIM) foi
determinada por dilui¢do em
meio de cultura solidificado,
com concentragdes variando de
0,25 a 128 pg/mL parao OE e
composto o-pineno, e de
0,03125 a 2% para os
antibidticos norfloxacina e
tetraciclina.

A capacidade antioxidante do

e tetraciclina foram de 64  composition and
pg/mL e 32 pg/mL, modulation of
respectivamente. O OE de bacterial resistance

C. grewioides ¢ o to drugs by the
composto o-pineno nao essential oil from
apresentaram atividade the leaves of
antibacteriana relevante;  Croton grewioides

em vez disso, modularam
a resisténcia a
antibidticos. Na presenca
de OE de C. grewioides, a
CIM de norfloxacina e

tetraciclina foi de 16

pg/mL (redugdo de 4%) e
0,5 pg/mL (redugdo de
64x), respectivamente.

Os dados deste estudo ~ Radical scavenging

activity of essential

Antioxidante 38,78% (E)-
Isoosmorhizol
(CGR-104),
59,85% metil
chavicol (CGR-
106), 85,58%
metil eugenol
(CGR-112) e
45,97% metil
eugenol (CGR-
126)

HD FL

OE de C. grewioides foi avaliada
usando o sistema 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), 2,2'-
azinobe (4cido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS), poder antioxidante
redutor férrico (FRAP) e co-
oxidacdo de B-caroteno/acido
linoléico.

mostraram que o OE de
C. grewioides exibe
atividade antioxidante
promissora em baixas
concentragodes (1 pul mL~
1. Com destaque para os
tratamentos com CGR126
e CGR106, que contém
eugenol em sua
composicdo, conforme
confirmado pela andlise

oils from accessions
of Croton
grewioides Baill
and of the major
compounds
eugenol, methyl
eugenol, and
methyl chavicol
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de componentes

principais, foi observada
uma forte correlagio entre
o eugenol e os métodos

Zabrotos
subfaciatus

Para o ensaio de fumigacao, as
quantidades de OE aplicadas na
superficie de um papel de 5 x 2
cm? foram de 5, 7,5, 10, 12,5 ¢
15 pL, correspondendo a 2, 3, 4,
5e6 ul/L de ar,
respectivamente. Apos 24 horas,
a mortalidade dos insetos foi
avaliada. Um inseto era
considerado morto quando suas
extremidades ndo se moviam
apds o contato com uma escova
fina.

DPPH, FRAP e B-
caroteno.
Os dados deste estudo Composition and [27]
mostraram que o OE de Insecticidal
C. grewioides em agao Activity of the
fumigante contra o Essential Oil of
gorgulho do feijoeiro, Croton grewioides
com CLspde 4,0 uL/L de  Baill. against the
ar para o OE de C. Mexican Bean
grewioides obtido das Weevil (Zabrotes
folhas e de 13,7 pL/L de subfasciatus
ar para o OE de C. Boheman)
grewioides obtido do
caule.
Effects of the [43]

Inseticida 65,5%¢47,8% HD FL,
(E)-anetol na RM
folha e no
caule,
respectivamente
Relaxamento dos 57% estragole DV FL

corpos 28% anetol

cavernosos

Ratos Wistar
machos adultos
(250-300 g)

No presente estudo, foram
realizados ensaios em corpos
cavernosos de ratos pré-
contraidos (CGR) com
fenilefrina. Para isso, foram
avaliadas a mensurac¢do in vitro
da geracdo de forga isométrica, a
mensuragdo in vitro da resposta
de relaxamento induzida pelo
LES (Transmural Stimulation of
Electric Field) e os ensaios de
AMPc e GMPc. Solugdes de
OECz (1 a 1000 pg/mL) e

anetol, estragol ou metil eugenol

(10-9 a 10—3 M) foram
preparadas adicionando essas
substancias diretamente ao
veiculo, diluidas em 1,80% de
Tween em agua.

Todos os compostos
relaxaram o CCR. A
concentragdo suficiente
para induzir metade do
relaxamento maximo
(ICs0) para OECz e metil
eugenol foi de 62,67%
(ICso de 1,67 uM) e
45,8% (ICso de 1,7 uM),
respectivamente. O CCR
foi relaxado com estragol
com ICso de 0,6 uM
(relaxamento maximo —
76,6%). Tanto o estragol
quanto o anetol
aumentaram o
relaxamento obtido com a
estimulacdo elétrica.
Ambos 0s compostos

essential oil of

Croton zehntneri
and its main
components,
anethole and

estragole, on the

cavernous bodies of
rats
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aumentaram os niveis de
AMPc. O estragol
também aumentou os
niveis de GMPc.

Atividade anti-
helmintica

39,34% ¢
63,88% de
anetol para Cz1
e Cz2,
respectivamente

DV PA Ovos, larvas de Para o teste de eclosdo dos ovos,

Haemonchus 0 OECz e seus constituintes
contortus e majoritarios foram diluidos em

camundongos solugdo aquosa de DMSO a

albinos suicos 0,5% nas seguintes
fémeas com concentragdes: 0,31, 0,62 ¢ 1,25

infec¢do natural por mg/mL. Para o teste de

nematoides desenvolvimento larval, as
intestinais concentragdes finais variaram de

1,25 a 20 mg/mL. Para o
composto anetol, foi preparada
uma solugdo aquosa na mesma

concentrag@o presente nas
plantas (64%). Para o ensaio in
vivo, os camundongos foram
tratados com agua (controle
negativo), 0,56 mg/kg de
fenbendazol, 800 mg/kg de OE
de L. sidoides e OECz (amostra
Cz2).

A porcentagem média de
eficacia nos testes de
eclosdo de ovos para

OECzem Czl eCz2 ¢
anetol foi de 58%, 12,2%
e 26,6%, respectivamente.

A concentragdo efetiva
para matar 50% dos ovos
foide 0,55 ulml™! (Czl) e

0,74 Wl ml™! (Cz2). O

OECz foi mais eficiente
em inibir o

desenvolvimento larval

em concentragdes mais

baixas do que o OE de L.

sidoides. A eficacia de

800 mg/kg de OE de L.

sidoides e OECz contra
nematoides de
camundongos foi de
46,29% e 11,64%,
respectivamente,
enquanto a eficacia do
fenbendazol foi de
99,37%.

Anthelmintic
activity of the
essential oils of
Croton zehntneri
and Lippia sidoides

[40]
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Antibacteriano

Metil eugenol
(90,32% em
CGR-302,
87,09% em
CGR-307,
82,76% em
CGR-304,
84,56% em
CGR-308,
82,19% em
CGR-323 ¢
82,07% em
CGR-210).

Metil chavicol

(88,13% em
CGR-324) ¢
eugenol
(80,38% em
CGR-108 ¢
80,37% em
CGR-107)

HD FL

Xanthomonas

campestris pv.

campestris

Para a determinagdo da
concentragdo inibitoéria minima
(CIM) e da concentragdo
bactericida minima (CBM) dos
6leos essenciais ¢ do composto
eugenol, foi utilizado o método
de microdilui¢do em
concentragdes que variaram de
125 a 4000 pg/mL. O sulfato de
estreptomicina foi usado como
controle positivo (12,5 a 100
pg/mL). A cinética de
crescimento e o ensaio de
permeabilidade 8 membrana
foram avaliados para
concentragdes de 2x, 1x, 1/2x,
1/4x e 1/8x CIM do 6leo
essencial CGR-108.

Os 6leos essenciais de C.
grewioides Baill. e o
composto eugenol
demonstram potencial
antibacteriano contra X.
campestris pv.
campestris. O 6leo
essencial proveniente do
acesso CGR-108
apresentou menor CIM
(>500 e <1000 pg/mL) e
CBM igual a <2000
pg/mL. Para o eugenol, a
CIM foi obtida nas
concentragdes >250 e
<500 pg/mL, e a CBM
ficou entre >500 pg/mL ¢
<1000 pg/mL. A perda da
viabilidade celular
bacteriana foi observada
apos 30 minutos de
exposi¢ao ao 6leo
essencial do acesso CGR-
108 nas concentragdes de
2x e 1x CIM, o que foi
confirmado pela
intensidade da
fluorescéncia com iodeto
de propidio.

Chemical

characterization and

antimicrobial

activity of essential
oils from accessions

of Croton

grewioides Baill.

against the

phytopathogen

Xanthomonas
campestris pv.
Campestris

Antibacteriano e
antibidtico

Nio relatado

HD FL

Pseudomonas

aeruginosa

(ATCC15442) e
Staphylococcus

aureus

(ATCC12692)

A atividade antibacteriana do
OECz foi avaliada por contato
com o gas. Uma quantidade de
50 pg de OE foi dissolvida em

50 pl de DMSO (1:1). Uma série
de diluigdo dupla desta solucao

de OE foi preparada: 50, 25,
12,5, 6,25, 3,125 ¢ 1,562 pg de
6leo. A atividade modificadora
de antibidticos do componente

Os dados deste estudo
mostraram que o
componente gasoso do
OE inibiu o crescimento
bacteriano de
Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa
com CIM de 0,5 e <1
mg/L de ar,
respectivamente. A

Synergistic effects
of the antibiotics
gentamicin and
essential oil of
Croton zehntneri

(21]
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gasoso foi determinada pelo
mesmo método, mas apenas a
solugdo com um total de 50 pg
de dleo foi usada.

atividade do antibidtico
gentamicina foi
aumentada em 42,8%
contra P. aeruginosa ap6s
contato com o
componente gasoso,
indicando que esse 6leo
influencia a atividade
antibidtica.

Disfung¢ao renal

85,7% de anetol DV FL Camundongos
Swiss machos (8
semanas de idade)

Os camundongos foram
divididos em quatro grupos
distintos e tratados diariamente
por sete dias consecutivos. Apds
esse periodo, foram realizadas
analises bioquimicas de amostras
de sangue e urina para avaliar a
fun¢@o renal. Parametros como
niveis de sddio, creatinina, ureia
e excregdo de proteinas foram
avaliados. Além disso, foram
realizadas andlises histologicas e
imuno-histoquimicas nos rins
para avaliar a presenga de
c€lulas inflamatorias
(macrofagos), area do espago
intersticial e deposi¢do de
colageno.

Os dados deste estudo
mostraram que
concentragdes mais altas
de OECz induziram lesdo
tabulo-intersticial,
evidenciada pelo aumento
da proteintiria, aumento
do espago tibulo-
intersticial cortical,
aumento da infiltracdo de
macr6fagos bem como
aumento da deposi¢do de
colageno. Também foi
observada diminui¢ao na
reabsor¢do tubular de
sodio.

High doses of
essential oil from
Croton zehntneri

induce renal tubular
damage

[44]

Antidepressivo

24,6% de metii DV FL Ratos Wistar

eugenol e machos (250-300
10,3% de g
estragol

No presente estudo, foram
realizados ensaios em ratos
jovens com diferentes doses de
OE ou agua, seguidos de natagao
e testes de campo aberto. Além
disso, ratos mais velhos foram
submetidos a testes de interagdo
social, labirinto em cruz elevado
e holeboard. Esses experimentos
envolveram o uso de varios
testes comportamentais em ratos
para avaliar os efeitos do OE em

Os resultados mostraram
que a administragdo de
OECz aumentou o tempo
de imobilidade medido no
teste de nado forgado em
relagdo ao grupo controle
(controle = 89,8 +45,8; 1
ul=153,0+48,7;3 ul=
157,4+453; 10 pl =
145,3 £ 51,0), reduziu a
frequéncia de locomogao
observada em campo

Essential oil of
Croton zehntneri:
effects on
behavioral models
related to
depression and
anxiety
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comportamentos relacionados a
natacao, interagdo social,
ansiedade e atividade
exploratoria.

aberto (controle = 62,5 +
22,7;3 ul=38,0 £ 13,5;
10 ul =39,2 £ 22.2), ndo
tiveram efeito sobre o
grupo experimental (1 pL)
observado em campo
aberto, e também néo
tiveram efeito sobre os
animais testados em
interagdes sociais, testes
de labirinto e holeboard.

Atenuar lesdes  85,7% de anetol DV FL Camundongos No presente estudo, os ensaios Os dados deste estudo Essential oil from [45]
pulmonares BALB/c machos foram realizados em ratos demonstraram alteragdes  Croton Zehntneri
(7-8 semanas de tratados de forma diferente: significativas em todas as attenuates lung
idade) alguns receberam ovalbumina variaveis analisadas da  injury in a model of

para induzir asma, enquanto
outros foram usados como grupo
controle, recebendo solugio
salina. Apo6s a indugdo da asma,
esses grupos foram tratados com
diferentes doses de OECz,
administradas por gavagem. As
analises foram realizadas 24
horas ap6s a administra¢do do
OECz ou do veiculo. A solugao
de OECz foi preparada
diariamente e administrada nas
doses de 100 mg/kg e 300
mg/kg. Foram realizadas
avalia¢es de mecanica
respiratoria, estudos histologicos
¢ analises bioquimicas.

mecanica respiratoria, ~ VA-induced asthma
mostrando a eficacia do
OECz na atenuagao da
lesdo pulmonar induzida
por ovalbumina. Além
disso, o uso de OECz na
dose de 300 mg/kg
mostrou um efeito
antioxidante e reduziu as
células inflamatodrias no

parénquima pulmonar.
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Vasodilatador 26,6% de DV PA Camundongos No presente estudo, ensaios de Os dados deste estudo Essential Oil of [14]
espatulenol Suigos (25-30 g) de toxicidade aguda foram demonstraram que o OE Croton
ambos os sexos ¢ realizados em camundongos. Os  pode ser considerado ndo  Argyrophylloides:
ratos Wistar grupos testes receberam uma toxico, uma vez que Toxicological
machos adultos dose oral unica de OE em apresentou uma DLs Aspects and
(200-300 g), bem diferentes concentracdes (5, 8, muito elevada (9,84 + Vasorelaxant
como letalidade 10 ou 14 g/kg). O grupo controle 0,01 g/kg). No ensaio Activity in Rats
contra Artemia recebeu apenas o veiculo usado citotoxico utilizando
salina para dissolver o OE. Um teste de  artémia (Artemia salina),
letalidade contra Artemia salina  a CLs foi de 275 pg/mL.
também foi realizado. A OE (1-1000 pg/mL)
atividade contratil da aorta foi relaxou anéis adrticos
medida por meio de um isolados com endotélio
transdutor de forga isométrico.  integro pré-contraido com
As alteragdes na resisténcia fenilefrina com 1Csy de
vascular foram medidas 126,7 pg/mL. Em
comparando o fluxo de perfusdo preparagdes de leito
antes e ap6s a administragdo do  mesentérico de rato pré-
composto. contraido com fenilefrina,
o OE (1-300 pg/mL)
também induziu um efeito
vasodilatador reversivel
com um valor de IC 50 de
46,0 pg/mL.
Neuropatia 80,03% de DV FL  Ratos Wistarde  No presente estudo, ratos Wistar ~ Os dados deste estudo Essential oil of [12]
diabética anetol ambos 0s sexo0s foram utilizados para induzir demonstraram que o Croton zehntneri
diabetes. O tratamento com diabetes mellitus (DM) prevents
OECz foi administrado por via  causou despolariza¢des do electrophysiological

oral por quatro semanas apos a
confirmagdo do diabetes. Os
ganglios da raiz dorsal foram

dissecados para os experimentos.

Registros intracelulares foram

realizados para avaliar as
respostas transmembrana,
enquanto o patch-clamp foi
usado para investigar a corrente
de s6dio em neurdnios
dissociados.

alterations in the
dorsal root ganglia

potencial de membrana
em repouso sem alterar a
resisténcia de entrada da  of streptozotocin-
membrana celular. induced diabetic
Também mostrou uma rats
tendéncia a diminuigdo da
reobase e aumento da
excitabilidade, o que foi
confirmado pelo aumento
da corrente. OECz ndo
reverteu a hiperglicemia




44

do DM. No entanto, no
tratamento oral, o OECz
preveniu alteragdes

neuronais.
Modulagdoda  76,8% estragol HD FL Staphylococcus ~ No presente estudo, foi realizado Os dados do presente Enhanced [46]
atividade aureus (SA 1199) um ensaio para verificar a estudo demonstram que Norfloxacin
antibidtica atividade modificadora de OECz  os componentes gasosos  antibiotic activity
sobre a norfloxacina (NorA).  do OE aumentaram a zona by gaseous contact
Para isso, 50 pg de 6leo foram de inibicdo da with Croton
dissolvidos em 50 ul de DMSO  norfloxacina em 39,5%.  zehntneri essential
(1:1). Uma série de diluigdes  Este resultado mostra que oil
duplas desta solugdo de OECz este dleo influencia a
foi preparada: 50, 25, 12,5, 6,25,  atividade antibidtica da
3,125 e 1,562 pg de 6leo. Discos norfloxacina,
de NorA foram usados para possivelmente afetando o
determinar mudangas no sistema de efluxo
diametro da zona de inibigdo bacteriano de NorA e
bacteriana. pode ser usado como
adjuvante na
antibioticoterapia de
patogenos
multirresistentes.
Atividade 84,7% de HD FL 4 bactérias Gram-  No presente estudo, a atividade O teste de sensibilidade Isolation, [24]
antimicrobiana e estragol positivas: Bacillus  antimicrobiana foi avaliada pelo antibacteriana e characterization,
citotoxica subtilis, B. método de difusdo em disco antifingica revelou que o and evaluation of
megaterium, B. contra 14 patdgenos, seguida  Estragol (ESL) apresentou  the antimicrobial
cereus, pela determinacédo da maior zona de inibi¢do and cytotoxic
Staphylococcus concentragdo inibitéria minima  contra Microsporum sp. a activity of

aureus ¢ 7 bactérias
Gram-negativas:
Pseudomonas
aeruginosa,
Escherichia coli,
Shigella
dysenteriae, S.
sonnei, Salmonella
typhi, S. paratyphi,
Vibrio cholerae.

(CIM) pelo método de 50 pg/disco, enquanto a
microdilui¢do. Além disso, um dose de 25 pg/disco
bioensaio de letalidade foi produziu a maior inibigdo
realizado usando Artemia salina contra C. neoformans.
para avaliar a atividade Observou-se atividade
citotoxica do estragol isolado potencial contra cepas
dos dleos essenciais (OEs). Gram-positivas, embora

Posteriormente, foram realizados limitada contra as Gram-
testes de citotoxicidade contra  negativas. O ESL também
demonstrou atividade

estragole, obtained
from the essential
oil of Croton
zehntneri
(Euphorbiaceae)
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Além de 7 fungos
patogénicos:
Aspergillus niger,
Blastomyces
dermatitidis,
Candida albicans,
Pityrosporum
ovale,
Trichophyton sp.,
Microsporum sp.,
Cryptococcus
neoformans. Um
estudo de letalidade
também foi
conduzido em
Artemia salina e
atividade citotoxica
contra trés
linhagens de
células tumorais:
MCF7 (carcinoma
de mama), NCI H
292 (carcinoma de
pulmao) e HEP-2
(carcinoma de
laringe)

linhagens celulares tumorais
MCF7, NCI H 292 e HEP-2.

antifingica promissora.
Além disso, os testes de
toxicidade em Artemia
salina mostraram uma
resposta dose-dependente
do ESL, sugerindo seu
potencial como agente
citotoxico (CLsp = 4,54
+/- 0,21 e CLgo = 8,47 +/-
0,42). No entanto, o
estragol ndo exibiu
atividade inibitéria
significativa contra
células tumorais nas
concentragoes testadas.

Antispasmodica

80,46% de
trans-anetol

DV FL Ratos Wistar
machos (Rattus
norvegicus) (170 —

250 g)

No presente estudo, foram
realizados ensaios para medir as
contragdes da musculatura
traqueal, a dissociagdo da
musculatura lisa traqueal e o
registro da corrente idnica, bem
como o efeito inibitdrio do
anetol sobre a corrente de Ca®*
através do VDCC. Para tanto, as
concentragoes de OECz, anetol e
estragol utilizadas foram: 0,01,
0,03, 0,1, 0,3, 1,0, 3,0, 10, 30,

Em anéis traqueais de
ratos Wistar, o OECz e
seus compostos
majoritarios (anetol e
estragol) inibiram as
contragdes induzidas por
60mM [KCl], ACh
(10uM), Ba™* ¢ dibutirato
de forbol (1 uM). Para
OECz, anetol e estragol,
0s ICsp para inibi¢ao das
contragdes induzidas por
KCl foram 145,8 + 14,8,

Antispasmodic
effects of the
essential oil of
Croton zehnteneri,
anethole, and
estragole, on
tracheal smooth
muscle
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100, 1000, 2000, 3000 e 5000
pg/mL.

89,9+ 74¢181,0+23,3
pg/mL, respectivamente,
e para contragdo induzida

por ACh foram 606,1 +
122,0,160,5+ 33,0 ¢
358,6 £49,2 pg/mL. O
efeito direto do anetol
sobre o VDCC mostrou
inibi¢do da corrente de
Ca?".

Gastrointestinal
antiespasmodico

57% estragol

DV FL

Cobaias machos
(250-400 g)

No presente estudo, o OECz foi
investigado na faixa de
concentragdo de 1-200 pg/mL.
A aorta foi preparada como
anéis, a bexiga como tiras
longitudinais e a veia porta € o
ileo como pequenos segmentos.
As contragdes foram induzidas
com cloreto de potassio 60 mM.
As mudangas de tensdo foram
registradas usando transdutores
de forga isométricos. Nos
experimentos com o ileo, as
contragdes foram registradas por
deslocamento isotonico.

No ileo isolado, 0 OECz
induziu uma resposta
variavel. Em 57% dos
tecidos, o tonus basal

estava reduzido (CEso 5
pg/mL), enquanto o
restante permaneceu

inalterado. Concentracdes
acima de 10 pg/mL
desencadearam
contracdes espontineas
oscilatorias. O tonus basal
na aorta, veia porta e
bexiga nio foi afetado
pelo OECz. Na veia porta,
0 OECz diminuiu a
amplitude das contragdes
espontaneas (ICso de 109
pg/mL) e, na bexiga, essa
atividade foi aumentada
pelo OECz (ECso de 44
pg/mL). No ileo pré-

contraido de KCI 60 mM,

0 OECz promoveu
relaxamento completo
dependente da
concentragdo, com um
valor de Clso de

Selective [36]
modulatory effects
of the essential oil
of Croton zehntneri
on isolated guinea
pig smooth muscle
preparations
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aproximadamente 26
pg/mL. O OECz ndo
relaxou o tonus induzido
por KCl na aorta ou
bexiga e causou menos de
20% de relaxamento na
veia porta pré-contraida.

Toxicidade
sistémica

85,7% de anetol

DV FL

Ratos Wistar
machos (116-149

2

Os ratos foram tratados com 250
mg/kg de OECz (p.o.) durante
dez semanas até o final do
experimento.

A investigacdo da
toxicidade sistémica de
OECz (p.o.) em ratos
demonstrou que todos os
animais sobreviveram e
nenhuma toxicidade
maior foi observada na
maioria dos 6rgios
analisados.

O OECz nao alterou o
peso relativo ou absoluto
da maioria dos 6rgéos
analisados, exceto o peso
relativo do rim, que foi
aumentado em 11%. Nao
foram observadas
anormalidades clinicas
que sugerissem
toxicidade. O tratamento
com OECz nio induziu
alteracdes nos
biomarcadores da fung¢do
do pancreas, rim, coragdo
e figado. Em relagdo ao
rim, o OECz causou
redugdo significativa do
acido urico. Além disso, o
perfil hematoldgico nao
foi alterado pelo OECz.
No entanto, 0 OECz
aumentou em sete vezes o

Subacute oral
treatment with
volatile oil from
Croton zehntneri
offers low toxicity:
therapeutic use
perspective

[56]
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biomarcador sérico da
funcdo hepatica
(gamaglutamil
transpeptidase (GAMA-
GT)). Em conclusao, o
tratamento subagudo por
via oral com OECz, nao
superior a dez semanas
em ratos, oferece pequena
toxicidade em doses
inferiores a 250 mg/kg e
tem potencial para uso
terapéutico, desde que a
analise risco/beneficio
endosse isso.

Efeitos 45,5% de DV PA Ratos Wistar No presente estudo, os efeitos Os dados do presente Cardiovascular [33]
cardiovasculares estragol machos (280-340 cardiovasculares para estudo demonstram que o effects of the
g) experimentos in vivo foram tratamento intravenoso essential oil from

determinados por meio do ensaio  induziu hipotensio dose-
de reducdo maxima da pressdo  dependente e bradicardia

aortica média (AMAP) e da (fase I), que foram
frequéncia cardiaca. Para isso, os  seguidas por um efeito
compostos anetol e estragol (1— pressor significativo
10 mgkg ') e OECz (1-20 mg  associado a bradicardia
kg ) foram dissolvidos em tardia (fase II). As
Tween 80 (2%). Para os ensaios  respostas vasoconstritoras
in vitro, foi investigada a a fenilefrina foram
contragdo induzida pela aumentadas em
fenilefrina em concentragdes de  concentragdes mais baixas
1-1000 pg mL ™! de OECz, (1-30 ugmL D e
preparada diretamente na reduzidas em
solugdo de Tyrode. concentragdes mais altas

(300-1000 ug mL™ 1) de
EOCz.

Croton zehntneri
leaves and its main
constituents,
anethole and
estragole, in
conscious
normotensive rats
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Efeitos 42,09%de E- DV FL Ratos Wistar No presente estudo, diferentes Os dados deste estudo Role of capsaicin- [34]
cardiovasculares anetol € 45,95% machos (280-350 séries de experimentos foram demonstram que o OECz  sensitive sensory
de estragol g) conduzidas para investigar os causou hipotensdo dose- nerves in mediating

the cardiovascular
effects of the
essential oil from
Croton zehntneri
leaves in
anesthetized rats

dependente e bradicardia,
bem como anetol e
estragol. Apos a
bivagotomia cervical ou
tratamento perineural com
capsaicina nos nervos

efeitos cardiovasculares do
OECz e substancias
relacionadas, a fim de registrar a
pressdo arterial e a frequéncia
cardiaca. Série 1: Experimentos
para estabelecer uma relago

dose-resposta com OECz (1, 5,
10 e 20 mg/kg) e anetol e
estragol (10 mg/kg). Série 2:
Avaliar o papel das fibras C
sensoriais vagais na mediagdo
das respostas cardiovasculares,
com OECz, anetol e estragol (10
mg/kg) e capsaicina (1 pg/kg).
Série 3: Avaliar o envolvimento
das fibras aferentes primarias na
mediacdo da resposta depressora,
com OECz (10 mg/kg) e o
antagonista seletivo de NK1 RP
67580 (7,8 nmol). Série 4:
Avaliar o envolvimento da
ativagdo do receptor vaniloide
TPRV1 na mediagdo de
alterac¢des cardiovasculares, com
OECz (10 mg/kg) e o
antagonista competitivo do
receptor TPRV1 capsazepina (1
mg/kg, i.v.).

vagos cervicais, as
respostas cardiovasculares
ao OECz foram abolidas.
Além disso, a
administragdo intra-
arterial de OECz induziu
hipotensdo, que foi
bloqueada pelo pré-
tratamento neonatal com
capsaicina ou o
antagonista RP 67580,
sugerindo mediagao por
fibras aferentes primarias
contendo a substancia P.
As respostas
cardiovasculares ao OECz
também foram reduzidas
pelo antagonista do
receptor TRPV1,
capsazepina.
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Antifingico

72,9% estragol

DV FL 5 cepas de Candida
albicans, 3 cepas
de Candida
tropicalis e 10
cepas de
Microsporum canis

A atividade antifuingica foi
avaliada pelos métodos de
difusdo em pogo de agar e
microdilui¢do em caldo.
Microrganismos foram isolados
de cées e gatos
sintomaticos. O crescimento
fungico nas placas foi verificado
diluindo-se os OEs em 6leo
mineral nas concentragdes de
25.000, 50.000, 75.000 e
100.000 pg/mL e aplicando-os
em pocos de 6 mm cortados do
agar. A concentragdo inibitoria
minima (CIM) foi determinada
pelo método de microdiluigio
em caldo em placas de 96 pogos.
As microplacas foram incubadas
a 37 °C e lidas apds 2 dias para
Candida spp. e 5 dias para M.
canis. Os ensaios foram
realizados em duplicata e

repetidos pelo menos duas vezes.

Camundongos Swiss foram
usados para avaliar a toxicidade
aguda dos OEs administrados
por via oral ou intraperitoneal.
Os resultados foram analisados
por analise de variancia e teste
de Tukey. O DLs, foi calculado
usando o método probit.

Dentre as plantas
estudadas, C.

argirofiloides apresentou from Croton species

os melhores resultados,
com CIM variando de 9 a
19 ug ml™". C. zehntneri
inibiu o crescimento de
M. canis em todas as
concentragdes (22 + 7,3
mm) e o melhor efeito foi
obtido com a maior
concentracao. A
administracdo aguda do
6leo essencial até 3 g kg™!
por via oral a
camundongos foi
desprovida de toxicidade
aparente.

Efeitos
cardiovasculares

45,9% estragol

Ratos Wistar
machos (280 — 340

2

DV PA

Os efeitos cardiovasculares do
OECz foram investigados em
ratos conscientes. Nessas
preparagdes, foram
administradas injegoes
intravenosas (i.v.) de OECz e
seus principais constituintes
anetol e estragol e, em seguida,

A administracdo de OECz
(1-20 mg kg™
inicialmente induz
hipotensdo, seguida de
pressdo alta, mediada por
anetol e estragol (ambos
na dose de 1-10 mg kg ™).
A hipotensao parece ser

Antifungal activity [26]
of essential oils
in the Brazilian
Caatinga biome

Cardiovascular [35]

effects of the
essential oil from
Croton zehntneri
leaves in conscious
hypertensive rats
and hypertensive
rats with
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as respostas cardiovasculares mediada colinérgica, deoxycorticosterone
(frequéncia cardiaca e pressdo enquanto a pressao alta acetate (DOCA)
adrtica maxima) foram resulta da acdo salt
registradas. vasoconstritora,
provavelmente através da
inibi¢do da produgdo de
oxido nitrico endotelial.
Efeito no 58,8% de HD FL  Foram utilizados Os 6leos foram geralmente O OECz reduziu a Effects of the [47]
musculo estragol sapos (Bufo administrados esvaziando a amplitude de contragédo do essential oil of
esquelético paracnemis, 100- camara muscular e gastrocnémio provocada  Croton zehntnerti,
250 g) e ratos reabastecendo-a com uma pela estimulagdo ciatica. anethole, and
(Wistar, 180-350 g) suspensdo de dleo na solugdo de Isso diminui apés a estragole on
de ambos os sexos Ringer. Para experimentos in injegdo arterial de 20-27 skeletal muscle
vivo, eles também foram mg/kg de peso corporal.
administrados como uma Na faixa de concentragdes
suspensao em solucdo salina. A de 0,05 a 0,5 mg/ml, o
suspensao, para concentragdes OECz inibiu
de at¢ 1 mg/mL de um acentuadamente a
determinado 6leo, foi estavel resposta a estimulagao
durante o experimento, e foi indireta do diafragma do
preparada por 3-5 min de nervo frénico de rato. No
agitagdo manual vigorosa ou por caso da estimulagdo
vortice dos 6leos em solugao de direta, a 0,25 mg/ml, o
Ringer. OECz (n = 6) sempre

aumentou a contragao
(29,0 £5,2%; P < 0,05).
Observou-se também que,
a 0,5 mg/ml, o OECz
reduziu a amplitude de
contrag@o (em mm)
induzida pela ACh (1,7-
2,8) de 56,0 &+ 3,8 para
13,9 £ 5,0. Verificou-se
que o OECz promoveu
uma rapida contracio de
resfriamento.



Antimalarico

76,8% estragol HD FF A atividade

A atividade in vitro dos OEs e de
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antimalarica foi
testada contra
Plasmodium
falciparum,
Plasmodium
berghei. Bem como
a atividade
citotoxica in vivo
em camundongos e
in vitro em células
HeLa e macrofagos

componentes quimicos

individuais foi testada contra o

parasita da maldria humana

Plasmodium falciparum (cepa

K1), e a atividade in vivo dos
OEs em camundongos
infectados com Plasmodium
berghei. A toxicidade aguda
desses 0leos foi avaliada em
camundongos saudaveis, ¢ a
citotoxicidade in vitro foi
determinada em diferentes
concentragdes contra células
HeLa e macrofagos de
camundongos.

O 6leo essencial (OE) de
V. arborea mostrou-se
parcialmente ativo quando
administrado por via
subcutanea (inibido de 33
a47%). Os OEs de L.
sidoides ¢ C. zehntneri
foram ativos por via oral
(por gavagem) e inibiram
parcialmente o
crescimento de P. berghei
em 43 a 55% e mostraram
boa atividade contra P.
falciparum in vitro (ICsp =
7,00, 10,50 e 15,20
pg/mL, respectivamente).
Os constituintes
individuais do OE:
ivisabolol, estragol e
timol também
apresentaram boa
atividade contra P.
falciparum (ICso = 5,00,
30,70 e 4,50 pg/mL,
respectivamente). Este € o
primeiro estudo que
mostra evidéncias da
atividade antimalarica
dessas espécies do
nordeste brasileiro e da
baixa toxicidade de seus
OEs.

Antimalarial
activity in vitro and
in vivo of essential
oils and chemical

components of

three medicinal

plants found in
northeastern Brazil

[13]
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Anti- 57,91% de HD FL Camundongos 30, 100 e 300 mg/kg de OECz O numero de células Essential oil of [6]
hepatotoxicidade anetol suicos machos (20- em DMSO a 3% (v/v). necroticas diminuiu Croton zehntneri
25 g)

visivelmente apds a
administragdo de Crofon
zehntneri. Os resultados
deste estudo demonstram
que o tratamento com C.
zehntneri pode diminuir

as lesdes hepaticas

induzidas por paracetamol
em ratos. O perfil
histopatologico do rato
tratado com OECz ndo
mostrou alteragdes
visiveis, confirmando a
seguranca do 6leo
essencial no regime de
dose selecionado. Além
disso, de acordo com
exames microscopicos, as
lesoes hepaticas graves
induzidas pelo
paracetamol foram
notavelmente reduzidas
pela administragdo
cronica do OECz.

prevents acute
hepatotoxicity
induced by
paracetamol in mice

*ME= M¢étodo de extragdo, MT= Material, HD= Hidrodestilagcdo, DV= Destila¢do a vapor, NR= Nio relatado, FL= Folhas, TL= Talos, I[F= Inflorescéncias, FF= Folhas frescas, PA=

Parte aérea, RM= Ramos, CS= Casca.
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Quatro tipos de material vegetal foram utilizados nos estudos para obten¢ao de OECGs:
folhas, inflorescéncias, caules e casca. As folhas sdo uma fonte comum de OEs devido a sua
alta concentracao de glandulas secretoras. A frequéncia com que as folhas foram utilizadas para
obtencdo de OECGs foi de 39, presente em 95,12% dos estudos. Embora menos comuns, os
caules também sdo ricos em OEs. Nos estudos investigados, os caules foram mencionados
quatro vezes (9,75%). O uso de inflorescéncias e casca foi mencionado em apenas um estudo
cada. Dois estudos ndo relataram o material vegetal utilizado para extragdo de OECGs (4,87%).

Dois métodos de extragdo de OECGs foram empregados nos estudos. A destilagdo a
vapor foi o0 método predominante, ocorrendo 21 vezes, representando 51,21% dos estudos. A
hidrodestilacdo foi o segundo método mais utilizado, ocorrendo 19 vezes, representando
46,34% dos estudos. Um estudo nao relatou o método de extracdo de OECGs, representando
2,43% dos estudos.

Um total de 24 atividades bioldgicas foram atribuidas aos OECGs (Figura 7). As
atividades mais frequentes foram antimicrobianas (7), inseticidas (4), acaricidas (3), efeitos
cardiovasculares (3), antiespasmaodicas (3) e antioxidantes (2).

Vasorelaxante —

Relaxante muscular (corpos carvenosos) -

Reduz nervo excitabilidade -

Reduz lesdes pulmonares - s =

Modulator do sistema nervoso central - s

Modulator de atividade antibidtica -

Induz disfungdo renal —

Induz contragdes musculares -

Gastroprotetor—

Cicatrizagéo—

Baixa toxicidade sistémica - HaG™ H C/O
Antinociceptivo— 3

Antimalarica—

Anti-hepatotdxico Estragol Anetol (E)-anetol

Anti-helmintico—

Antidepressivo—

Ansiogénico—

Modulador neuropatia diabética—

Antioxidante =

Modulador cardiovascular =

Antiespasmodico—

Acaricida—

Inseticida—

Antimicrobiana—

CH,

HaC™

0 1 2 3 4 5 6 7
Frequéncia

Figura 7. Principais atividades bioldgicas atribuidas aos OECGs.

A atividade antimicrobiana e a concentragdo inibitdria minima (CIM) dos OECGs foram
determinadas por meio de diferentes métodos: contato gasoso [21], método de difusdao em agar
(discos de papel estéreis impregnados com OECG) [22-23], difusdo em disco [24], diluicdo em
meio de cultura solidificado [25], difusdo em agar-poco [26] e microdilui¢do [26, 3].

Observou-se que os OECGs, especialmente aqueles que contém compostos como
estragol e eugenol, apresentam forte atividade antimicrobiana contra uma variedade de bactérias
e fungos, incluindo Shigella flexneri, Shigella dysenteriae, Shigella sonnei, Salmonella
typhimurium, Salmonella paratyphi, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Xanthomonas
campestris pv. campestris, Vibrio cholerae (bactérias Gram-negativas), Staphylococcus aureus,
Streptococcus f-hemolyticus, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus cereus (bactérias
Gram-positivas) e Candida parapsilosis, Candida albicans, Candida tropicalis, Aspergillus
niger, Blastomyces dermatitidis, Pityrosporum ovale, Trichophyton sp., Microsporum sp.,
Cryptococcus neoformans, Microsporum canis (fungos).
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A atividade inseticida dos OECGs foi categorizada em duas areas principais: ciéncias
agrarias e ciéncias biologicas. No grupo de ciéncias agrarias, o efeito inseticida dos OEs
extraidos de folhas (65,5% (E)-anetol), com CLso de 4,0 uL L™! de ar, e daqueles extraidos de
caules (47,8% (E)-anetol), com CLsyo de 13,7 uL L, foram eficientes contra Zabrotes
subfaciatus. A variagdao na CLso pode estar relacionada a concentracao de (E)-anetol [27].

Em outro estudo na area de ciéncias agrarias, Santos et al. [4] relataram que os OECGs
e seus principais compostos, metil eugenol e eugenol, foram mais toxicos para larvas de
Chrysodeixis includens e menos toxicos para ninfas de Podisus nigrispinus. Assim, os OECGs
podem ser considerados promissores para a sintese de novos inseticidas botanicos. A atividade
acaricida de OECGs foi investigada contra Tetranychus urticae, Neoseiulus californicus e
Rhipicephalus microplus [28-29].

Na area de ciéncias biologicas, dois estudos mencionaram o efeito prejudicial de OECGs
sobre Aedes aegypti [30] e demonstraram que os OECGs de diferentes partes da planta e seu
composto principal, (E)-anetol, reduziram a viabilidade de larvas de 4. aegypti. Enquanto isso,
De Lima et al. (2013) [31] relataram a inibicdo de OECGs contra 4. aegypti em varios estagios
de vida.

A atividade antioxidante dos OECGs foi determinada utilizando diferentes métodos:
1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH), capacidade de absor¢do de radicais livres de oxigénio
(ORAC), 4acido 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico) (ABTS), poder antioxidante
redutor férrico (FRAP), co-oxidacdo de B-caroteno/acido linoleico, 6xido nitrico (NO), bem
como degradagdo e potencial redutor da desoxirribose. Os estudos demonstraram que os
OECGs de folhas e cascas, seus principais compostos (eugenol, estragol e metil eugenol), bem
como os OECGs complexados com [-ciclodextrina, apresentam atividade antioxidante
promissora [23, 5, 32].

Os efeitos cardiovasculares dos OECGs e seus constituintes, anetol e estragol, foram
estudados em modelos animais para registrar a pressao arterial e a frequéncia cardiaca. O uso
das moléculas relatadas resultou em hipotensdo dose-dependente, seguida de hipertensao.
Possiveis mecanismos de acdo atribuidos as moléculas foram a mediacdo colinérgica e a
influéncia na producdo de 6xido nitrico [33-35]. Os resultados destacam a importancia desses
compostos como alvos promissores para o desenvolvimento de novas terapias cardiovasculares.

A atividade antiespasmoédica dos OECGs e seus constituintes (anetol e estragol) foi
relatada em diferentes tipos de tecidos musculares, com efeitos dependentes da concentragdo.
Observou-se que os OECGs reduzem o tonus basal em parte dos tecidos do ileo, promovem o
relaxamento do ileo pré-contraido por cloreto de potassio, diminuem as contracdes na veia porta
e aumentam a atividade contratil na bexiga [36]. Anéis traqueais de ratos tratados com OECG,
anetol e estragol demonstraram inibi¢do das contragdes induzidas [37]. Os OECGs e o
composto estragol reduziram o tonus muscular na musculatura lisa do ileo (parte do intestino
delgado) e bloquearam as contracdes induzidas por diferentes agentes [38]. Esses achados
indicam o potencial terapéutico desses compostos em distirbios de hipercontratilidade
muscular, como colicas intestinais € broncoespasmos.

Com menor frequéncia de ocorréncia, mas com resultados significativos, o potencial
dos OECGs e seus principais compostos foi observado em outras areas de estudo. Essas
investigacdes abrangem propriedades antinociceptivas [39], efeitos anti-hepatotoxicos [6],
atividade antidepressiva [7], efeitos anti-helminticos [40], atividade antimalarica [13],
cicatrizacdo de feridas [8], efeitos ansiogénicos [9], propriedades gastroprotetoras [10],
modulagdo da excitabilidade nervosa [41], efeitos no sistema nervoso central [42], neuropatia
diabética [11-12], atividade vasorrelaxante [14], efeitos relaxantes do corpo cavernoso [43],
disfung¢ao renal [44], atenuacdo da lesao pulmonar [45], modulagdo da atividade antibidtica [46]
e efeitos sobre a musculatura esquelética [47].

Essa gama de propriedades bioativas cientificamente comprovadas foi atribuida aos
compostos presentes nos OECGs. Andlises fitoquimicas conduzidas com OECGs levaram a
identificacdo de compostos pertencentes a diferentes classes quimicas, como monoterpenos,
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sesquiterpenos e fenilpropanoides. Entre os 41 artigos revisados, o composto majoritario
predominante foi o estragol, com uma frequéncia de ocorréncia de 19 vezes (46,34%). O anetol
foi o segundo composto majoritario mais encontrado, aparecendo 11 vezes (26,82%), seguido
pelo (E)-anetol, com uma frequéncia de sete vezes (17,07%). Quatro estudos relataram o metil
eugenol como o composto majoritario, € o eugenol foi mencionado duas vezes. Os compostos
a-pineno e espatulenol foram mencionados como os compostos majoritarios em apenas um
estudo cada. Dois estudos nao relataram a composi¢ao quimica.

Para a analise de componentes principais (ACP), 22 compostos foram considerados. A
ACP explicou 61,63% da variancia entre os constituintes quimicos de 74 genotipos. O primeiro
componente explicou 38,84% da variagdo total, enquanto o segundo componente foi
responsavel por 22,79% da variacao total (Figuras 8A e §B).

Considerando a composicdo quimica e a distribui¢do dos genodtipos, foi possivel
observar a formacao de cinco grupos distintos. O Grupo 1 foi composto por genotipos coletados
nos estados da Bahia e Sergipe, caracterizados por alto teor de metil eugenol, variando de
40,93% (SE8) 2 90,32% (BA1). O Grupo 2 foi composto por 20 gendtipos coletados nos estados
da Bahia, Ceard, Piaui e Sergipe, caracterizados por alto teor de estragol, variando de 45,90%
(CE19) a 95,38% (PI12). Nove genoétipos dos estados do Ceara e Minas Gerais formaram o
Grupo 3, com anetol como composto majoritario, variando de 57,91% (CE3) a 85,7% (CEl,
CE10, CE11, CE12, CE15 e MG1). Cinco gendtipos coletados no estado do Ceard compuseram
o Grupo 4, apresentando teor de (E)-anetol superior a 74,5%. O Grupo 5 foi composto por
quatro genoétipos do estado de Sergipe, apresentando alto teor de eugenol (> 73,80%). Os
demais genétipos ndo se enquadraram em nenhum grupo, pois os compostos mais relevantes
em sua caracteriza¢cdo foram uma mistura de metil eugenol, eugenol, anetol, estragol e/ou (E)-
anetol. Um bom exemplo ¢ o gendtipo BA9, que contém 42,27% de metil eugenol e 48,74% de
estragol em sua composi¢do (Figuras 8A e &B).
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A caracterizacdo quimica dos 41 estudos sugere que os compostos mais relevantes,
como estragol, metil eugenol, eugenol, anetol e (E)-anetol, podem ser definidos como
quimiotipos da espécie.

4.3.3 Qualidade metodologica/risco de viés de estudos relacionados ao uso de OECGs
associados a atividades biolégicas

Todos os artigos selecionados demonstram um bom grau de conformidade com critérios
de qualidade especificos, como identificacao correta das espécies, descri¢ao clara dos métodos,
inclusdo de grupos de controle e conclusdes alinhadas aos resultados e a discussdao, bem como
transparéncia quanto ao financiamento (Figura 9). No entanto, algumas lacunas podem ser
observadas, como a auséncia de aprovacdo do comité de ética e a auséncia de analises
independentes para confirmar as propriedades biologicas dos OECGs. Esses aspectos devem
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ser considerados em pesquisas futuras para garantir a validade e a confiabilidade dos resultados
obtidos.

Qs estudos foram financiados _|
por empresas privadas?

A conclusdo ¢ consistente |
com os resultados e a discussao?

Os estudos foram autorizados pelo |
comité de ética quando pertinente?

Foram conduzidas analises independentes |
para validar as descobertas?

Os métodos experimentais para validar |
as hipoteses/objetivos foram claramente descritos?

As hipoteses/objetivos sdo _|
claros, especificos e testaveis?

Os estudos incluiram grupos |
de controle positivo/negativo?

As atividades biologicas foram comprovadas _|
por meio de padrdes quimicos?

Os estudos utilizaram métodos padronizados e _|
validados para extrair, analisar e caracterizar OECG?

Os estudos descreveram as partes _|
da planta utilizadas para obter OECG?

O material vegetal foi depositado em herbarics |
para a correta identificagdo da espécie?

T T T T 1
0% 20% 40% 60% 80% 100%

NAO SIM

Figura 9. Listas de verificagdo para sugerir a validade e confiabilidade dos resultados obtidos.
4.4. Discussao

A andlise bibliométrica das publicacdes sobre C. grewioides revela uma evolugao
positiva e significativa no campo de estudo de seus OEs e suas atividades biologicas. O aumento
nas publicagdes e citagdes destaca o crescente interesse por pesquisas nas areas de
etnofarmacologia e produtos naturais, como demonstrado por métricas de citacdo e indices de
impacto. Essa tendéncia ascendente ¢ um forte indicador do potencial para a descoberta de
novos compostos bioativos.

Estudos sobre OEs tendem a atrair o interesse de muitos pesquisadores. A alta
diversificacdo de colaboragdes enfatiza a natureza colaborativa da pesquisa em produtos
naturais. Redes de cocitagdo e colaboracao sdo cruciais para o avango cientifico, pois permitem
a troca de conhecimento e técnicas entre diferentes grupos de pesquisa. Pesquisadores como
Leal-Cardoso, J. e Coelho-De-Souza se destacam por sua produtividade académica e influéncia
na area, demonstrando a importancia de centros de pesquisa bem estabelecidos.

A andlise de palavras-chave revelou termos centrais como "6leo volatil", "Aedes
aegypti", "Croton", "toxicidade" e "atividade", que sdo areas-chave na pesquisa. A analise de
similaridade e 0 mapa tematico fornecem insights sobre o desenvolvimento do topico e indicam
um campo de pesquisa dindmico e promissor. As lacunas identificadas e os temas emergentes
oferecem caminhos claros para investigacdes futuras, com potencial para descobertas
inovadoras que podem beneficiar a ciéncia e a medicina baseadas em produtos naturais.

A pesquisa sobre OECGs ¢ essencial para explorar potenciais aplicacdes em diferentes
segmentos da industria, como farmacéutica e agricola. Uma parte crucial desses estudos
envolveu a identificacdo de materiais vegetais e os métodos de extracao mais adequados para a
obtengao desses OEs.
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Um ponto destacado nos estudos revisados ¢ a variedade de materiais vegetais utilizados
para a obtengdo de OECGs, como folhas, caules, cascas e inflorescéncias. A escolha do material
vegetal ¢ uma etapa importante no processo de obtengdao desses OEs. Nas folhas de C.
grewioides, o rendimento de OE (1,46%) foi maior em comparagdo ao rendimento nos caules
(0,46%) e nas inflorescéncias (0,30%) [30]. Essa diferenca de rendimento pode influenciar
diretamente na escolha do material vegetal a ser utilizado. As folhas foram o material vegetal
mais explorado para a obtengao de OECGs, presentes em mais de 90% dos estudos.

Outro aspecto importante ¢ o método de extragdo de OECGs. Nos estudos revisados,
observou-se que a destilagao a vapor foi o método predominante, seguida pela hidrodestilagao.
Ambos os métodos apresentam vantagens e limitagdes, ¢ a escolha entre eles pode afetar a
composi¢ao e a qualidade dos OECGs obtidos. Em Crofon cajucara Bentham, [48] relatou que
o método de extragdo de OEs da casca influenciou o rendimento, mas teve pouco efeito na
composi¢ao quimica. Em outro estudo que comparou o efeito de métodos de extracdo em
Rosmarinus officinalis L., observou-se uma mudanga drastica na composi¢do quimica do OE
quando extraido por arraste a vapor (29,93% de y-cadineno; 15,36% de eucaliptol) e por
hidrodestilagdo (y-cadineno nao detectado; 12,59% de eucaliptol). O rendimento de OE do
alecrim também foi alterado, 0,35% para hidrodestilagao e 2,35% para arraste a vapor [49].

Os compostos quimicos presentes em OEs podem desempenhar diferentes fungdes. Por
meio de uma busca sistematica, foram encontradas 24 atividades biologicas para OECGs. As
atividades bioldgicas mais estudadas foram antimicrobianas e inseticidas. Estudos indicam que
uma variedade de bactérias (Gram-positivas e Gram-negativas) e fungos sofrem danos
significativos quando tratados com OECGs. Esses danos podem estar associados a inibi¢do da
sintese da parede celular, dano oxidativo, inibicdo da cadeia de transporte de elétrons,
modificacdes na regulagdo enzimatica, alteragdes no quorum sensing e, principalmente,
alteragdes na membrana celular, que podem romper a bicamada lipidica, promovendo a
despolarizagao e alterando a permeabilidade da membrana [50].

Compostos como estragol e eugenol sdo frequentemente associados a atividades
bactericidas e fungicidas. [3] relataram que os OECGs e o composto eugenol exibiram potencial
antibacteriano contra X. campestris pv. campestris, causando alteragdes estruturais na
membrana celular.

Assim como o eugenol, o estragol também ¢ eficaz no controle de microrganismos,
como cepas de bactérias Gram-positivas (B. megaterium, B. subtilis, B. cereus e S. aureus). No
entanto, contra bactérias Gram-negativas (P. aeruginosa, E. coli, S. dysenteriae, S. sonnei, S.
typhi, S. paratyphi e V. cholera), o estragol apresentou capacidade de inibicdo reduzida ou
ausente. O estragol também demonstra atividade antifingica promissora contra A. niger, B.
dermatitidis, C. albicans, P. ovale, Trichophyton sp., Microsporum sp e C. neoformans [24].

Os OECGs também apresentam potencial inseticida, com eficécia varidvel dependendo
da parte da planta e da concentracdo dos compostos. Essa propriedade bioldgica pode ser
atribuida a alta eficacia do composto (E)-anetol. Pragas agricolas, como Z. subfaciatus [27] e
C. includens [4], bem como o vetor de doengas 4. aegypti [30-31] foram afetadas por OECGs.

Neste estudo, a analise de componentes principais (ACP) explicou 61,63% da variancia
entre os 74 genoétipos analisados, revelando a formacdo de cinco grupos com base nos
compostos principais: metil eugenol, estragol, anetol, (E)-anetol e eugenol. A capacidade da
ACP de agrupar gendtipos de acordo com seus perfis quimicos facilita a identificacdo de
quimiotipos para as espécies. Esses marcadores sdo compostos predominantes que podem
indicar caracteristicas desejaveis, como propriedades terapéuticas ou sensoriais, essenciais para
a selecdo e utilizagdo de variedades especificas.

Os compostos estragol e (E)-anetol podem servir como marcadores quimicos para as
espécies, uma vez que estdo presentes na maioria dos genotipos. Tais marcadores podem ser
definidos como um composto ou classe de compostos quimicos presentes em matérias-primas
vegetais, fitoterapicos ou outros medicamentos a base de ingredientes ativos naturais, que
podem ou nao se correlacionar com propriedades terapéuticas [51]. O conhecimento dos



60

marcadores quimicos das plantas € essencial para a identificacdo e autenticagdo precisas das
espécies vegetais. Esses compostos especificos permitem que cientistas e profissionais
distingam entre espécies ou subespécies morfologicamente semelhantes, facilitando a
taxonomia ¢ a classifica¢ao botanica [52].

Os marcadores quimicos também desempenham um papel crucial para as industrias,
garantindo a qualidade e a autenticidade dos produtos derivados de plantas [52]. Eles garantem
que o material vegetal utilizado seja da espécie correta e contenha os compostos ativos
esperados, o que ¢ essencial para a seguranca e eficacia dos produtos. Na pesquisa cientifica,
esses marcadores contribuem para estudos detalhados sobre os efeitos farmacologicos e
bioativos especificos das plantas [53]. Esse conhecimento também ¢ valioso em programas de
conservagao e melhoramento genético, auxiliando na identificagcdo e preservacao de populagdes
de plantas com perfis quimicos desejaveis [54].

A partir dos 41 estudos revisados, identificamos que, embora a diversidade quimica dos
OECGs tenha sido amplamente explorada, a relacdo direta entre os quimiotipos identificados e
suas respectivas atividades bioldgicas ainda requer mais investigacdo. A identificacdo de
quimiotipos com base na ACP ¢ um passo importante para a padronizagdo das espécies, mas
poucos estudos correlacionam sistematicamente a composi¢ao quimica com os mecanismos de
acdo dos compostos bioativos. Assim, estudos futuros devem investigar como variagdes na
predominancia de estragol, (E)-anetol, metil eugenol e eugenol influenciam a eficicia
antimicrobiana, inseticida e antioxidante dos OECGs.

Outro ponto essencial ¢ a necessidade de uma avaliacdo mais rigorosa da qualidade
metodologica dos estudos revisados. Embora a revisdo consolide um grande volume de
informagdes sobre C. grewioides, a auséncia de critérios formais para avaliar a confiabilidade
dos dados pode comprometer a robustez das conclusdes. Ensaios bioldgicos com diferentes
organismos-alvo frequentemente utilizam protocolos experimentais distintos, dificultando
comparagoes diretas entre os resultados. Além disso, ha uma caréncia de estudos in vivo e
clinicos que possam validar a seguranca e a eficacia dos OECGs em condi¢des mais proximas
da aplica¢ao no mundo real.

Apesar do reconhecimento do potencial industrial dos OECGs, os desafios praticos para
sua aplicacdo comercial ndo tém sido amplamente discutidos. A estabilidade quimica dos
compostos em formulagdes farmacéuticas, cosméticas ou agricolas, bem como sua viabilidade
econOmica, sdo fatores criticos para a inser¢ao desses produtos no mercado. Além disso, as
regulamentagdes para a comercializagdo de biopesticidas e fitoterapicos variam entre os
diferentes paises, tornando essencial a realizacdo de estudos toxicologicos detalhados para
atender aos requisitos regulatorios.

Comparados a outras espécies do género Croton e aos OEs amplamente utilizados de
espécies como Cymbopogon sp. e Eucalyptus sp., os OECGs ainda ndo sdo explorados
comercialmente. Uma analise comparativa da eficicia e seguranca desses 0leos com produtos
ja estabelecidos pode fornecer insights valiosos sobre sua vantagem competitiva. Além disso,
a pesquisa sobre possiveis sinergias entre os compostos dessa espécie e outros OEs pode
ampliar suas aplica¢les terapéuticas e agricolas. Portanto, estudos futuros devem adotar uma
abordagem mais integrada, combinando andlises quimicas detalhadas, testes biologicos
padronizados e investigagdes sobre sua viabilidade comercial.

4.5. Conclusoes

Nossa revisdo demonstrou que C. grewioides ¢ uma espécie de grande interesse para a
pesquisa cientifica, principalmente devido a diversidade quimica de seus OEs e suas
propriedades bioativas. Sugerimos que a espécie apresenta cinco quimiotipos (estragol, metil
eugenol, eugenol, anetol e (E)-anetol), e os compostos estragol e (E)-anetol podem ser
considerados marcadores quimicos desta espécie. Entre os 41 estudos prospectados, ainda
existem lacunas que precisam ser preenchidas, como a falta de padronizacdo nos métodos de
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extracdo, falta de aprovacao do comité de ética, falta de analises independentes e uso de padrdes
para confirmar as propriedades biologicas dos OECGs. Investigacdes futuras podem se
concentrar na validagdo experimental dos quimiotipos propostos, otimiza¢ao dos métodos de
extragdo e exploracdo do potencial industrial dos OEs. Além disso, estudos aprofundados sobre
a estabilidade quimica, bioatividade e mecanismos de agdo dos principais compostos sao
essenciais para garantir que C. grewioides possa ser efetivamente incorporado ao mercado.
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5. ARTIGO 2

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIBIOFILME DE OLEOS ESSENCIAIS DE
Croton grewioides Baill. E SEUS COMPOSTOS MAJORITARIOS CONTRA
Xanthomonas campestris pv. melonis

Artigo formatado de acordo com as normas do periodico Pesticide Biochemistry and
Physiology

RESUMO

A barriga-d’agua do meloeiro, causada por Xanthomonas campestris pv. melonis (Xmel),
compromete significativamente a qualidade e a produtividade dos frutos, afetando diretamente
a comercializacdo e o rendimento da cultura. O manejo atual dessa fitobactéria baseia-se,
principalmente, na aplicacdo de produtos quimicos a base de cobre, os quais representam riscos
a satde humana e ao meio ambiente. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antimicrobiana e a capacidade antibiofilme dos 6leos essenciais de Crofon grewioides (OECGs)
e seus compostos majoritarios contra Xanthomonas campestris pv. melonis (Xmel). Para isso,
foram realizados ensaios in vitro para determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM),
concentragdo bactericida minima (CBM), cinética de morte, permeabilidade de membrana e
inibi¢do da formacdo de biofilme. A composi¢do quimica dos 6leos essenciais (OEs) foi
analisada por GC/MS e os principais compostos identificados foram metil chavicol, metil
eugenol e eugenol. O CGR-106, CGR-107, CGR-220 e a combinagdo dos compostos eugenol
+ metil chavicol apresentaram menor CIM (1000 ug.mL ™). A CBM para todos os OEs e seus
compostos foi superior a 4000 pg.mL™'. Pela cinética de morte observou-se uma redugio da
viabilidade celular a partir de 120 min. Essa redugdo pode estar associada a danos a membrana
das células, evidenciada através do ensaio de permeabilidade de membrana e microscopia
eletronica de varredura, destacando o CGR-106 como o principal promotor desses danos. Em
relagdo a atividade antibiofilme, o CGR-106 e 0 CGR-220 demonstraram maior capacidade de
inibi¢do. Assim, os OECGs representam uma alternativa promissora e sustentavel para o
manejo da barriga-d’agua em meldo, oferecendo uma abordagem ecologicamente segura e
eficaz para o controle de Xmel.

Palavras-chave: Barriga-d’agua do meldo; Biopesticidas; Bactericida botanico; Antibiofilme;
Planta aromatica.

5.1. Introducao

O controle de doengas bacterianas ¢ um desafio persistente e dificil de superar nas
lavouras em todo o mundo. Isso se deve a rapida disseminacao dos patdgenos e a severidade
das doengas, aliados as dificuldades de manejo, exigindo praticas como solarizagdo, rotagdo de
culturas e aplicacao de doses elevadas de pesticidas sintéticos (Marin et al. 2019). Esse cendrio
tem levado ao uso indiscriminado de produtos amplamente reconhecidos por seus efeitos
nocivos. A longo prazo, essas substancias representam riscos significativos nao apenas a saude
humana, mas também para os ecossistemas (Rodrigues et al. 2024).

O melao (Cucumis melo L.) pertence a familia Cucurbitaceae e tem grande relevancia
econdmica no Brasil. Na safra 2023/24, a 4rea colhida no pais foi de 30.535 hectares, gerando
aproximadamente 118 milhdes de dolares e ultrapassando 130 mil toneladas exportadas (IBGE,
2025; Brasil, 2025). O Rio Grande do Norte ¢ o principal estado produtor, representando 60%
da producgdo nacional, devido as condi¢des climaticas favoraveis ao cultivo. Essa espécie
horticola ¢ muito apreciada por seus frutos refrescantes e adocicados. No entanto, o maior
desafio para o cultivo dessa espécie € a ocorréncia de doengas causadas por bactérias e fungos.
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Xanthomonas ¢ um dos géneros mais importantes e difundidos de bactérias
fitopatogénicas que infectam grande parte das culturas comerciais (Jacques et al. 2016; An et
al. 2020). A espécie Xanthomonas campestris pv. melonis (Xmel) ¢ relatada como um patogeno
de podridao mole que afeta meldes, sendo o agente causal da doenga conhecida como barriga-
d’agua. Esse patdgeno, ainda pouco estudado, foi relatado pela primeira vez na regido de
Presidente Prudente, Sdo Paulo, causando grandes perdas aos produtores. Seus sintomas
incluem descoloragdo da polpa, seguida de decomposicao dos tecidos, ocasionando um
acimulo de liquidos no interior dos frutos, o que deu origem ao nome dessa doenca.
Externamente, os frutos nao apresentam sintomas visiveis, exceto uma pequena anomalia, que
indica o ponto de entrada do patégeno (Berian et al. 2018).

O controle de doencas causadas por Xmel envolve estratégias como a eliminacao de
plantas sintomaticas e restos culturais, rotacdo de culturas, solarizagdo e aplicagdo de
fungicidas/bactericidas (Ryan et al. 2011). O método mais usual ¢ o controle quimico, que
quando feito de forma inadequada, seleciona individuos resistentes por pressdo de selecdo,
comprometendo a eficacia do tratamento (Stephen Jr et al. 2022). Nesse contexto, produtos
naturais, como os 6leos essenciais (OEs), surgem como uma alternativa sustentavel ao uso de
pesticidas sintéticos, devido a sua baixa toxicidade aos organismos nao-alvo, baixa persisténcia
no ambiente, alta especificidade aos organismos-alvo e capacidade de agir sobre diferentes
sitios de agdo, o que dificulta o desenvolvimento de resisténcia microbiana (Borges et al. 2021).
Os principais mecanismos de agdo atribuidos aos OEs incluem a destruicdo da membrana
plasmatica, o que gera a exsudacao de substancias importantes, como aminodacidos e eletrélitos,
regulagdo enzimatica e inibi¢ao da sintese proteica (Liu et al. 2021).

Os OEs sdo reconhecidos por sua acdo antimicrobiana e antibiofilme. Estudos anteriores
relataram a eficacia dos OEs contra bactérias do género Xanthomonas. Por exemplo, pesquisas
realizadas por Silva et al. (2019) e Silva et al. (2020) demonstraram o potencial antimicrobiano
dos OEs de Lippia gracilis e Varronia curassavica no controle de Xanthomonas campestris pv.
campestris (XCC). Além disso, os estudos de Vishakha et al. (2022) e Singh et al. (2017)
evidenciaram que os OEs de Melaleuca alternifolia € Thymus vulgaris inibem a formagao de
biofilme de Xanthomonas oryzae pv. oryzae (XOO).

Uma espécie rica em OEs promissores para o controle de fitopatégenos ¢ Croton
grewioides Baill.,, uma planta aromdtica endémica do Brasil, amplamente distribuida nos
biomas Caatinga e Cerrado (SiBBr, 2025). Os OEs de C. grewioides (OECGs) possuem
propriedades bioativas comprovadas, incluindo acdo antibacteriana. Rodrigues et al. (2023)
relataram que os OECGs apresentam atividade antimicrobiana contra XCC, reduzindo a
viabilidade celular e alterando a membrana citoplasmatica.

Atualmente, ndo ha produtos registrados para o controle da barriga-d’agua causada por
Xmel, tampouco estudos sobre o efeito dos OECGs e seu mecanismo de agdo contra esse
fitopatogeno. Diante disso, torna-se essencial a busca por alternativas naturais e eficazes para
o manejo da doenga. Assim, com nosso estudo, buscamos avaliar a atividade antimicrobiana,
antibiofilme e os mecanismos de a¢ao dos OECGs sobre Xmel.

5.2. Material e Métodos

5.2.1 Material vegetal e extracdo de OEs

Foram estudados 25 acessos de C. grewioides Baill. conservados no Banco Ativo de
Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromaticas da Fazenda Experimental “Campus Rural”
da UFS, Sao Cristovao, Sergipe, Brasil (11°00'S, 37°12'W). O acesso ao material vegetal foi
registrado sob o numero de identificacdo ASCCB3B no Sistema Nacional de Gestao do
Patriménio Genético e Conhecimento Tradicional (SisGen) de acordo com o artigo 4° da
Portaria n°® 8.772/2016 do Ministério do Meio Ambiente do Brasil (Tabela 1).

As folhas de C. grewioides Baill foram coletadas e submetidas & hidrodestilagdo em
aparelho Clevenger modificado, utilizando amostras de 40 g de folhas secas, com adi¢ao de 1,5
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L de 4gua destilada, durante 140 minutos. Apos a extragao, os OECGs foram armazenados em
frasco ambar a -20 °C até a andlise da composicdo quimica e das atividades antibacteriana e
antibiofilme.

Tabela 1. Codigo, municipio de origem, estado de origem e informagdes geograficas dos 25 acessos da
colecdo de Croton grewioides Baill. do Banco Ativo de Germoplasma de Plantas Medicinais e
Aromaticas da Universidade Federal de Sergipe.

Codigo Municipio de origem Estado Localizag@o geografica
(latitude; longitude)

CGR-103 Poco Verde Sergipe S 10°55'17,8" W 37°06'04,1"
CGR-104 Pogo Verde Sergipe S 10°55'17,8" W 37°06'04,1"
CGR-106 Po¢o Redondo-Serra da Guia Sergipe S 09°58'06,5" W 37°51'48,4"
CGR-107 Pogo Redondo-Serra da Guia Sergipe S 09°58'06,5" W 37°51'48,4"
CGR-108 Po¢o Redondo-Serra da Guia Sergipe S 09°58'06,5" W 37°51'48,4"
CGR-124 Poco Redondo-Serra da Guia Sergipe S 09°57'55,6" W 37°51'49,8"
CGR-125 Pogo Redondo-Serra da Guia Sergipe S 09°57'55, 6" W 37°51'49,8"
CGR-204 Pogo Redondo- Serra da Guia Sergipe S 09°58'06,7" W 37°51'48,6"
CGR-209 Pogo Redondo- Serra da Guia Sergipe S 09°58'13,1" W 37°51'51,0"
CGR-210 Pogo Redondo- Serra da Guia Sergipe S 09°58'08,8" W 37°51'50,5"
CGR-212 Pogo Redondo- Serra da Guia Sergipe S 09°58'09,1" W 37°51'51,5"
CGR-215 Pogo Redondo- Serra da Guia Sergipe S 09°58'06,9" W 37°51'49,0"
CGR-220 Pogo Redondo- Serra da Guia Sergipe S 09°57'55,9" W 37°51'49,7"
CGR-222 Pogo Redondo- Serra da Guia Sergipe S 09°57'56,5" W 37°51'48,4"
CGR-302 Conceigao do Coité Bahia S 11°35'78,6" W 39°18'99,6"
CGR-304 Conceigao do Coité Bahia S 11°35'78,6" W 39°19'00,2"
CGR-306 Conceigao do Coité Bahia S 11°35'78,2" W 39°19'00,9"
CGR-307 Conceigao do Coité Bahia S 11°35'79,0"W 39°19'01,2"
CGR-308 Conceigdo do Coité Bahia S 11°35'77,0" W 39°19'01,1"
CGR-309 Conceigdo do Coité Bahia S 11°35'76,2" W 39°19'00,8"
CGR-311 Conceigdo do Coité Bahia S 11°36'01,1" W 39°17'97,3"
CGR-312 Conceigdo do Coité Bahia S 11°35'78,3" W 39°18'99,1"
CGR-313 Conceigdo do Coité Bahia S 11°35'89,7" W 39°18'11,4"
CGR-318 Conceigao do Coité Bahia S 11°36'01,3" W 39°17'97,5"
CGR-323 Conceicdo do Coité Bahia S 11°36'02,9" W 39°17'98,0"

5.2.2 Analise quimica de OEs

Os compostos presentes nos OECGs foram identificados por cromatografia gasosa
(Agilent, modelo 7890B) acoplada a um espectrometro de massas (Agilent, modelo 5977A
MSD). O cromatédgrafo gasoso foi equipado com uma coluna capilar de silica fundida DB-5MS
(30 m de comprimento x 0,25 mm de diametro interno x 0,25 pm de espessura, Agilent). O
hélio foi utilizado como gés carreador, com vazdo de 1 mL/min. A energia de ionizagdo foi de
70 eV e a faixa de detec¢ao de massa foi de 40 a 500 Da. Um amostrador automatico (Agilent
G4513A) foi utilizado para injetar 1 uL de cada amostra (10 mg de OE/mL de solu¢ao) no modo
splitless. A temperatura inicial do forno foi de 35 °C (mantida por dois minutos), seguida de
um aumento de 10 °C/min até 100 °C (mantida por um minuto). Em seguida, a temperatura foi
elevada a 3 °C/min até 250 °C, e mantida por trés minutos.

Os dados foram processados no software Mass Hunter (versdo B 7.0, Agilent
Technologies). A identificacdo dos compostos foi realizada por comparagao de seus espectros
de massa com aqueles presentes no banco de dados do NIST (National Institute of Standards &
Technology). O indice aritmético (IA) de cada composto foi calculado com base no tempo de
reten¢do de uma sequéncia de n-alcanos (C8—C24) e comparado com os valores reportados na
literatura (Adams, 2017).

5.2.3 Isolado bacteriano

O fitopatogeno Xanthomonas campestris pv. melonis (Xmel) foi obtido na colecao de
fitobactérias do Instituto Bioldgico de Sao Paulo (Sao Paulo, Brasil). A bactéria foi cultivada
em meio de cultura YM (Levedura-Malte: 3 g.L ! de extrato de levedura, 3 g.L ! de extrato de
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malte, 5 g.L ! de peptona e 10 g.L ™! de sacarose, pH 6,0) sob agita¢io orbital (150 rpm/28 £ 2
°C). Para todos os testes, foi utilizado um in6culo padronizado com densidade Optica
equivalente a 0,5 na escala de McFarland (1 x 10 UFC.mL™"). As leituras foram realizadas em
um leitor de microplacas Synergy™ H1 (BioTek Hybrid Technology) a um comprimento de
onda de 600 nm.

5.2.4 Triagem in vitro da atividade antimicrobiana dos OECGs

Inicialmente, os OECGs (Tabela 1) foram avaliados para selecionar aqueles com maior
porcentagem de inibigdo contra o isolado Xmel, utilizando um ensaio em microplacas. A
solucao de OE dos diferentes acessos de C. grewioides foi composta por OE (2000 ug.mL™),
1% DMSO (Dimetilsulfoxido — Sigma-Aldrich, 99,9% de pureza) e meio de cultura YM. Em
microplacas de 96 pogos, foram adicionados 100 puL da suspensdo bacteriana padronizada de
Xmel e 100 pL da solugdo de OE. Como controle negativo, foi utilizado 100 pL de meio YM
com adi¢ao de DMSO (1%) em conjunto com o fitopatogeno. Em seguida, as microplacas foram
incubadas sob agitacdo orbital (150 rpm, 28 °C + 2) durante 24 horas. A atividade
antimicrobiana foi determinada por leitura da absorbancia em um leitor de microplacas
Synergy™ H1 Hybrid (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA), utilizando um
comprimento de onda de 600 nm. A inibicdo do crescimento bacteriano foi calculada pela
formula: inibig¢do (%) = ((Controle negativo — C¢lulas tratadas) / (Controle negativo)) x 100.

5.2.5 Determinacio da concentracio inibitéria minima

A concentracdo inibitoria minima (CIM) para os OECGs e seus compostos majoritarios
foi determinada pelo método de microdiluicdo. Para isso, foram selecionados oito acessos
baseados nas diferencas observadas entre os perfis quimicos dos OEs. Os ensaios de
microdilui¢ao foram realizados em microplacas de 96 pocos, em que foram adicionados, 100
pL da cultura do fitopatdgeno padronizada e 100 pL da solucdo dos OEs ou seus majoritarios
em uma série de concentragdes variando de 4000 pg.mL ™" a 125 pg.mL™.

As solugdes de OE e seus compostos majoritarios foram compostas por OE/composto
i1solado, 1% de DMSO e meio de cultura YM. A concentragcdo de OE na solucao foi ajustada a
concentragdo de interesse. Assim como para os OEs e seus compostos majoritarios, também foi
determinada a CIM para sulfato de cobre (4000 pg.mL! a 125 pg.mL™'), sulfato de
estreptomicina (1000 png.mL™! a 125 pg.mL") (controle positivo) e Kasumin® (casugamicina)
(376 pg.mL!' a 76 pg.mL ™). No caso do Kasumin® (casugamicina), as concentragdes testadas
por microdiluicdo foram baseadas na dose recomendada pelo fabricante, e os resultados foram
expressos em quantidade do ingrediente ativo.

Para o controle negativo, foi adicionado meio de cultura YM com adi¢do de DMSO
(1%) em conjunto com o fitopatdgeno. As microplacas foram incubadas sob agitacdo orbital
(150 rpm/28 °C =+ 2) durante 24 horas. Em seguida, a absorbancia a 600 nm foi medida usando
o leitor de microplacas Synergy™ H1 Hybrid (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA).
A concentragdo minima inibitdria foi definida como a menor concentragdo capaz de inibir 100%
do crescimento de Xmel.

5.2.6 Determinacio da concentraciao bactericida minima

Para determinar a concentragdo bactericida minima (CBM) foram retirados 20 pL do
conteudo dos pogos onde foram observadas as CIMs, os quais foram depositados em placas de
Petri contendo meio de cultura YM solido. As placas foram incubadas em estufa bacteriologica
a 28 °C + 2 por 24 horas. Apos a incubacdo, a auséncia de crescimento microbiano indica
atividade bactericida, enquanto o crescimento positivo indica atividade bacteriostatica.

5.2.7 Cinética de morte
A cinética de morte do fitopatdogeno Xmel foi determinada em microplacas. Para isso,
100 pL da cultura padrao foram adicionados a placas de microdilui¢ao juntamente com 100 puL
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da solugdo dos OEs ou seus compostos majoritarios. A solucdo de OE ou seus compostos
majoritarios foi composta por OE, 1% DMSO e meio de cultura YM, em concentragdes
correspondentes a 1x, 1/2x e 1/4x da CIM.

Assim como para os OEs e seus compostos majoritarios, também foi determinada a
cinética de morte de Xmel em concentracdes correspondentes a 1%, 1/2x e 1/4x da CIM para
sulfato de cobre, casugamicina e sulfato de estreptomicina (controle positivo). O controle
negativo consistiu em meio de cultura YM com adi¢gdo de DMSO (1%) aos pogos. As
microplacas foram incubadas sob agitagdo orbital (150 rpm/28 °C + 2) durante todo o ensaio e
removidas para leitura nos tempos de 30, 45, 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420, 1200 e¢ 1440
minutos. As absorbancias foram lidas em leitor de microplacas Synergy™ HI1 da BioTek
Hybrid Technology usando um comprimento de onda de 600 nm.

5.2.8 Ensaio de permeabilizacio de membrana

A cultura padronizada de Xmel foi tratada por 30, 60, 120 ¢ 180 min com os OECGs e
seus majoritarios nas concentragdes correspondentes a 1%, 1/2x e 1/4x da CIM. Assim como
para os OECGs e seus compostos majoritarios, também foi verificado o potencial de
permeabilizacdo de membranas para sulfato de cobre, sulfato de estreptomicina e casugamicina
em concentragdes correspondentes a 1%, 1/2x e 1/4x da CIM. Apoés a exposi¢do, a suspensao
celular foi centrifugada (14.000 g/25 °C/5min) e, posteriormente, o sobrenadante foi removido
e as células foram lavadas e ressuspendidas em PBS (Tampao fosfato-salino). Como controle
negativo, foram utilizadas células ndo tratadas e, como controle positivo, células expostas ao
banho-maria por 5 min a 100 °C. Ambas as células, tratadas e ndo tratadas, foram coradas com
iodeto de propidio (IP) (3 mM) a 35 °C por 15 min no escuro. Em seguida, foi medida a
fluorescéncia através do leitor de microplacas Synergy™ HI1 (BioTek Hybrid Technology)
usando um filtro de excitacao de 493/20 nm e um filtro de emissao de 632 nm/40 nm.

5.2.9 Atividade antibiofilme

A porcentagem de inibi¢do do biofilme de Xmel foi quantificada utilizando o cristal
violeta. Para isso, 100 puL da cultura padrao foram adicionados a placas de microdilui¢ao
juntamente com 100 puL da solugdao dos OEs ou seus compostos majoritarios. A solucao foi
composta por OE/majoritario, 1% DMSO e meio de cultura YM, em concentragdes
correspondentes a 1%, 1/2x e 1/4x da CIM. Assim como para os OEs e seus compostos
majoritarios, também foi determinada a acdo antibiofilme de Xmel em concentragdes
correspondentes a 1%, 1/2x e 1/4x da CIM para sulfato de cobre, casugamicina e sulfato de
estreptomicina (controle positivo).

Em seguida, as microplacas foram incubadas sem agitacao orbital a 28 °C + 2 durante
24 horas. Apo6s a incubacdo, as microplacas foram centrifugadas (2250 g/10min/25 °C) e, em
seguida, o sobrenadante foi removido dos pogos. Posteriormente, foi acrescido aos pogos 200
pL de etanol 95% durante 15 min para auxiliar na fixacdo das células. As microplacas foram
secas ao ar em camara de fluxo laminar por 5 minutos. Apds esse periodo, o biofilme aderido
aos pogos foi corado com 200 pL de cristal violeta (0,01%) por 15 minutos em temperatura
ambiente. Os pogos foram gentilmente lavados com agua destilada e autoclavada para remocgao
das células ndo aderidas. Entdo foram adicionados 300 pL de DMSO aos pogos para a
solubilizacdo do corante aderido as células do biofilme, e logo apds as microplacas foram
incubadas em shaker sob agitacdo orbital por 5 minutos e, em seguida, 200 puL de cada pogo
foram transferidos para uma nova microplaca e as absorbancias foram lidas em leitor de
microplacas Synergy™ H1 da BioTek Hybrid Technology usando um comprimento de onda de
562 nm. O controle negativo consistiu em meio de cultura YM com adi¢ao de DMSO (1%) aos
pogos. A inibi¢do da formagdo do biofilme foi calculada com a seguinte formula: inibig¢ao (%)
= ((Controle negativo — Células tratadas) / (Controle negativo)) x 100.

5.2.10 Microscopia eletronica de varredura
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O fitopatdgeno foi crescido em overnight e, posteriormente, a suspensao bacteriana foi
padronizada. Aliquotas de 1000 puL da cultura foram colocadas em placas de cultivo com 24
pocos juntamente com 1000 pL da solugdo do OE de CGR-106. A solucao de CGR-106 foi
composta por OE, 1% DMSO e meio de cultura YM, em concentragdes correspondentes a 1x,
1/2x e 1/4x da CIM. Para o controle negativo, foi adicionado meio de cultura YM com adicao
de DMSO (1%) em conjunto com o fitopatogeno. Ao fundo de cada pogo foi adicionada uma
laminula de vidro estéril para a fixagao do biofilme bacteriano. Logo apo6s, as placas de cultivo
foram incubadas sem agitacdo em estufa bacteriologica a 28 + 2 °C por 24 h. Apos o periodo
de incubacao, as suspensdes bacterianas foram removidas e os pogos gentilmente lavados com
PBS para a remocao das células bacterianas nio aderidas ao biofilme formado na laminula. As
c€lulas do biofilme foram fixadas com glutaraldeido (4%), paraformaldeido (2%) e PBS na
proporg¢ao (1:1:2) durante o periodo de 1 hora. A laminula passou por uma nova lavagem em
PBS e as células aderidas foram desidratadas através de uma série gradual de concentragdes de
etanol (50, 60, 70, 80, 90, 95 ¢ 100%) a 4 °C por 10 min. Em seguida, as laminulas foram
incubadas em mistura de etanol e hexamethyldisilazane (HMDS) na proporg¢ao (1:1) por 10
min, e incubadas em overnight com HMDS em cadmara de exaustdo até a volatilizacdo completa
do composto.

Apos esse processo, as laminulas foram metalizadas com um filme de ouro de 15 nm
através de revestimento por aspersdo automadtica por 60 segundos. Metalizadas, as laminulas
foram observadas em microscopio eletronico de varredura JEOL (JEOL 5700).

5.2.11 Analise dos dados

Os ensaios para determinagcdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) e da
concentragdo bactericida minima (CBM), bem como os testes de cinética de morte,
permeabilidade de membrana e atividade antibiofilme, foram realizados em triplicata e
repetidos em dias independentes. Os dados obtidos foram expressos como média + erro padrao
da média (EP) e analisados com o software GraphPad Prism (versdo 8.0.1, CA, San Diego,
EUA, 2018).

Os compostos relacionados a atividade bacteriostatica foram identificados usando o
método de analise discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA). O método foi
utilizado para associar a porcentagem de ocorréncia dos compostos presentes nos OECGs com
a concentragdo inibitéria minima (CIM) observada. O método PLS-DA foi construido usando
dois componentes que explicaram pelo menos 99% da varidncia do modelo. A andlise foi
realizada na plataforma Metaboanalyst (Chong et al. 2019).

A analise de componentes principais (ACP) foi realizada no pacote stats (R Core Team,
2022), com os dados dos compostos presentes nos OECGs e as varidveis CIM, permeabilidade
de membrana e inibi¢ao de biofilme.

5.3. Resultados e discussoes

5.3.1 Triagem in vitro da atividade antimicrobiana dos OECGs

A porcentagem de inibigdo dos OECGs sobre Xmel ¢ apresentada na Figura 1. Todos
os OECGs testados demonstraram inibicdo bacteriana superior a 50%, com valores médios
variando de 57,23% (CGR-313) a 100% (CGR-104, CGR-106, CGR-107, CGR-108, CGR-
210, CGR-212, CGR-220, CGR-302, CGR-304, CGR-306, CGR-307, CGR-308 e CGR-311).
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Croton grewioides Baill.

Figura 1. Triagem in vitro da atividade antimicrobiana de OECGs contra Xmel.

Os diferentes niveis de eficacia dos OECGs na inibi¢ao do crescimento de Xmel podem
estar relacionados aos compostos majoritarios encontrados nos OEs dessa espécie,
principalmente o eugenol. Este composto tem potencial para ser usado como agente de
biocontrole no manejo de doencgas de plantas, especialmente aquelas causadas por bactérias do
género Xanthomonas. De acordo com Kolozsvariné Nagy et al. (2023), o eugenol demonstrou
eficacia contra duas cepas de Xanthomonas arboricola pv. pruni (Xap3 e XapG2), com
concentragdo inibitoria minima (CIM) de 125 pg/mL para a cepa Xap3 e 250 ug/mL para
Xap(@G2, indicando uma menor sensibilidade da cepa XapG2 em relagdo a Xap3. Em outro
estudo, Jibirin et al. (2022) avaliaram o potencial do eugenol no controle da mancha bacteriana
do tomateiro, causada por Xanthomonas perforans, estimando uma CIM de 1024 mg/L para
essa bactéria. Assim, os OECGs ricos em eugenol representam uma fonte valiosa para futuras
aplicagdes biotecnologicas e agroindustriais, oferecendo solucdes eficazes e ecologicamente
seguras para o manejo integrado de doencgas de plantas.

5.3.2 Composi¢io quimica dos OECGs

Foram identificados 10 compostos nos OECGs (Tabela 2). Metil chavicol, metil eugenol
e eugenol foram detectados em maiores quantidades. A anélise do perfil quimico revelou que
0os OECGs sdao uma mistura de sesquiterpenos (50,0%) e fenilpropanoides (50,0%).

Tabela 2. Composi¢do quimica dos OECGs.

Compostos IRRC TIRRL CGR CGR CGR CGR CGR CGR CGR CGR

-106 -107 -—-108 —125 -204 -210 —-220 —312
Metil chavicol 1198 1195 36,85 - - 36,34 69,17 - - 47,67
Eugenol 1365 1356 49,95 82,86 81,67 25,37 19,21 - 84,92 -
Metil eugenol 1413 1403 - - - 28,06 - 89,20 46,31
(E)-Cariofileno 1416 1417 2,29 3,40 2,41 1,00 1,46 - 2,77 0,68
Germacreno D 1477 1480 1,63 2,74 1,67 0,52 0,90 0,44 1,44 -
Biciclogermacreno 1493 1500 5,13 6,94 7,19 4,32 4,53 3,94 6,49 3,05
Eugenol acetato 1528 1521 0,64 - - - - - - -
Espatulenol 1574 1577 1,59 1,85 3,17 1,33 1,29 1,51 1,69 1,17
N.I 1579 1579 - 0,91 1,15 - 0,58 - 0,39 0,89 0,49
N.I1580 1580 - - - 1,58 - - - - -
Xantoxilina 1669 1667 0,26 - - 1,06 1,76 2,74 - -
(2E,6E)-Metil 1785 1783 0,74 1,03 2,29 1,40 1,67 1,76 1,79 0,62
farnesoato

Sesquiterpenos (%) 50,0
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Fenilpropanoides 50,0

(%)
NI: Composto ndo identificado, IRRC: Indice de Retengdo Relativa calculado, IRRL: Indice de Retengdo Relativa literatura
(Adams, 2017).

Pesquisas anteriores descreveram a diversidade quimica de C. grewioides Baill. Oliveira
et al. (2021), ao estudarem um grupo de quatro acessos, verificaram que os compostos mais
abundantes detectados nos OECGs foram: (Z)-isoosmorhizol, (E)-isoosmorhizol, metil
chavicol, eugenol e metil eugenol, enquanto os compostos (E)-metil isoeugenol, (Z)-metil
isoeugenol, a-santaleno, 6xido de cariofileno, (£)-anetol, d-elemeno, germacreno D, (2E, 6E)-
farnesoato de metila, a-humuleno, xantoxilina ¢ linalol foram detectados em menores
propor¢des. Nos estudos quimicos de Lima et al. (2020), os principais componentes
identificados no OECG extraido das folhas incluiram (£)-anetol e metil chavicol.

A variacao na composi¢ao quimica dos OEs estd, principalmente, relacionada a fatores
genéticos da planta, embora aspectos ambientais e de manejo, como sazonalidade, fertilidade
do solo, presenca de pragas ou plantas daninhas, época de colheita e partes da planta, podem
influenciar a produgdo de metabdlitos secundarios, resultando em diferentes concentragdes
desses compostos (Gongalves et al. 2023). A interacdo desses fatores contribui para as variagdes
na composicao quimica dos OEs, o que pode explicar os diferentes perfis quimicos de C.
grewioides Baill encontrados em nosso estudo.

5.3.3 Concentracgao inibitéoria minima (CIM) e concentrac¢ido bactericida minima (CBM)

Para determinagdo da CIM e CBM foram selecionados oito acessos baseados nas
diferengas observadas entre os perfis quimicos dos OEs. Os valores de CIM e CBM dos OEs
de diferentes acessos de C. grewioides, seus principais compostos, além do sulfato de cobre,
sulfato de estreptomicina e casugamicina, sobre o crescimento in vitro de Xmel estdo
apresentados na Tabela 3.

O OE dos acessos CGR-106, CGR-107, CGR-220 e a combinacdo dos compostos
eugenol + metil chavicol apresentaram CIM de 1000 pg.mL"!. Para o eugenol e os acessos
CGR-108, CGR-125 ¢ CGR-210, a CIM foi de 2000 pg.mL™'. Os valores de CIM para o OE
dos acessos CGR-204, CGR-312 e as combinagdes dos compostos eugenol + metil eugenol e
metil eugenol + metil chavicol, bem como para o metil eugenol foram de 4000 pg.mL ™",

Em relagdo ao sulfato de cobre, a CIM foi superior as concentragdes testadas neste
estudo, indicando baixa eficdcia contra Xmel. Para o sulfato de estreptomicina, a CIM foi de
125 pg.mL™!, enquanto para a casugamicina, a CIM foi de 200 pg.mL™".

Tabela 3. Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) de OECGs
e seus principais compostos, juntamente com sulfato de cobre, sulfato de estreptomicina e casugamicina,
no crescimento in vitro de Xmel.

Tratamento CIM + EP (ug.mLh CBM = EP (ug.mL™)
CGR-106 1000 + 0,00 >4000 £ 0,00
CGR-107 1000 + 0,00 >4000 £ 0,00
CGR-108 2000 + 0,00 >4000 £ 0,00
CGR-125 2000 + 0,00 >4000 £ 0,00
CGR-204 4000 + 0,00 >4000 £ 0,00
CGR-210 2000 + 0,00 >4000 £ 0,00
CGR-220 1000 + 0,00 >4000 £ 0,00
CGR-312 4000 + 0,00 >4000 £ 0,00
Eugenol 2000 + 0,00 >4000 + 0,00
Metil eugenol 4000 + 0,00 >4000 + 0,00
Eugenol + metil chavicol 1000 £ 0,00 >4000 + 0,00
Eugenol + metil eugenol 4000 + 0,00 >4000 = 0,00
Metil eugenol + metil chavicol 4000 £ 0,00 >4000 + 0,00
Casugamicina 200 £ 0,00 >376 0,00
Sulfato de cobre >4000 + 0,00 >4000 + 0,00

Sulfato de estreptomicina 125 + 0,00 1000 + 0,00
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Os valores correspondem a média + erro padréo (EP) de trés experimentos independentes.

A CBM para todos os OEs, combinagdes de compostos € compostos isolados foi
superior a 4000 pug.mL™!, indicando que, embora alguns tratamentos inibam o crescimento
bacteriano, nenhum apresentou atividade bactericida nas condigdes testadas. Para sulfato de
cobre e casugamicina, a CBM foi superior as testadas no presente estudo, indicando baixa
eficacia contra Xmel. Apenas para sulfato de estreptomicina foi possivel estimar a CBM (1000
pg.mL ™), inibindo 100% do crescimento bacteriano.

O método PLS-DA foi utilizado para identificar os compostos presentes nos OECGs
que podem estar correlacionados com a atividade antibacteriana contra Xmel (Figura 2). Os
componentes 1 e 2 explicaram, pelo menos, 99,9% da variancia do modelo (Componente 1:
69,4%, Componente 2: 30,5%). O composto mais fortemente correlacionado com a atividade
bacteriostatica foi o eugenol, evidenciado pelo maior Vipscore (valor do coeficiente: 2,79),
assim como pela alta concentra¢ao desse composto em OECGs que apresentaram CIM de 1000
ug.mL™. O composto metil eugenol esteve mais correlacionado com OECGs em que foi
necessario 2000 pg.mL™!' para inibir completamente o crescimento bacteriano (valor do
coeficiente: 1,09) e o composto metil chavicol apresentou correlacdo com a classe de OECGs
que apresentaram CIM de 4000 pg.mL™! (valor do coeficiente: 1,72).
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Figura 2. Valores de coeficientes (escores VIP) obtidos através do método PLS-DA para os compostos
quimicos presentes dos OECGs em relagdo a CIM contra Xmel. Eug: Eugenol; MC: Metil chavicol;
ME: Metil eugenol; BGerm: Biciclogermacreno; E-Car: (E)-Cariofileno; GermD: Germacreno D; Xant:
Xantoxilina; N.i.1579: ndo identificado; Spat: Espatulenol; EA: Acetato de eugenol; N.i.1580: ndo
identificado; 2E,6EMF: (2E,6E)-farnesoato de metila.

A atividade inibitéria dos OEs pode ser classificada como alta (CIM de 50 a 500
pg.mL ™), moderada (CIM de 600 a 1500 pg.mL ") e baixa (CIM >1500 pg.mL™") (Sartoratto
et al. 2004). Com base nessa classificacdo, os OEs CGR-106, CGR-107, CGR-220 ¢ a
combinagdo dos compostos eugenol + metil chavicol apresentaram atividade inibitéria
classificada como moderada.

Os OEs dos acessos CGR-107 (82,86% de eugenol; 3,4 de (E)-Cariofileno e 6,94% de
biciclogermacreno), CGR-220 (84,92% de eugenol; 2,77% de (E)-Cariofileno e 6,49% de
biciclogermacreno) e CGR-106 (49,95% de eugenol; 36,85% de metil chavicol e 0,64% de
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eugenol acetato) foram mais eficazes que o composto eugenol testado isoladamente. Esse
fendomeno pode ser atribuido a presenca de compostos minoritarios, como (E)-Cariofileno,
biciclogermacreno, germacreno D e eugenol acetato, que, ao interagirem entre si ou com 0s
demais compostos, podem ter potencializado a resposta observada.

A menor eficacia antimicrobiana foi observada para os OEs dos acessos CGR-204,
CGR-312, as combinagdes eugenol + metil eugenol e metil eugenol + metil chavicol e metil
eugenol testado isoladamente. Essa resposta pode estar relacionada a auséncia do grupo
hidroxila (-OH) em alguns compostos, como o metil eugenol. Compostos que apresentam em
sua estrutura quimica grupos OH, como ¢ o caso do eugenol, apresentam maior potencial
antimicrobiano, pois a hidroxila favorece interagcdes mais efetivas com a membrana bacteriana.
Estudando outros compostos encontrados em OEs, Burt (2004) observou que a presenca de
hidroxilas pode ter um papel fundamental na atividade bioldgica.

Nesse estudo observamos que a presencga de metil eugenol em combinagdo com outros
compostos pode ter resultado em um efeito antagénico. Em alguns casos, os compostos podem
competir pelo mesmo sitio de agdo em células bacterianas, o que pode diminuir a intensidade
da resposta. Dessa forma, nota-se que a interagao entre os constituintes ¢ um fator determinante
para o potencial antimicrobiano das moléculas (Vaou et al. 2022).

5.3.4 Cinética de morte

A cinética de morte das células bacterianas de Xmel na presenga dos compostos
antibacterianos revelou diferencas no perfil de inibi¢ao ao longo do tempo, variando conforme
a concentracdo dos compostos testados (Figura 3). Para as concentragdes de 1x CIM e 1/2x
CIM, foi observada uma reducao dos valores de densidade optica a partir de 120 min, fendmeno
que pode ser observado, principalmente, quando Xmel foi exposta aos OEs do acesso CGR-
107 (Figura 3G), CGR-108 (Figura 3H), CGR-220 (Figura 3D) e a combina¢do dos compostos
eugenol + metil chavicol (Figura 3L). A agdo dos compostos, exceto sulfato de cobre em que
as células apresentaram estabilidade de crescimento (Figura 3M), segue um padrdo de
decréscimo progressivo da populacdo bacteriana para as maiores concentragdes, isso indica
uma relacdo direta entre o tempo de exposicdo e a redugdo do crescimento bacteriano.
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Figura 3. Cinética de morte de Xmel tratada com OECGs e seus principais compostos, juntamente com
sulfato de cobre, sulfato de estreptomicina e casugamicina. CGR-106 (A), CGR-125 (B), CGR-210 (C),
CGR-220 (D), CGR-204 (E), CGR-312 (F), CGR-107 (G), CGR-108 (H), Eugenol (I), Metil eugenol
(J), Eugenol + Metil eugenol (K), Eugenol + Metil chavicol (L), Sulfato de cobre (M), Casugamicina
(N), Sulfato de estreptomicina (O), Metil eugenol + metil chavicol (P).

5.3.5 Permeabilidade de membrana

Para avaliar a integridade da membrana celular, utilizou-se o IP, um corante fluorescente
impermeavel a células viaveis, mas que penetra facilmente em células com membranas
comprometidas.

Conforme ilustrado na Figura 4, células de Xmel tratadas por 30, 60, 120 e 180 minutos
com OEs de diferentes acessos de C. grewioides, seus compostos majoritarios, além de sulfato
de cobre, sulfato de estreptomicina e casugamicina, apresentaram varia¢des na permeabilizagao
da membrana celular, dependendo da concentracdo e do tempo de exposi¢cao. Concentracdes
mais elevadas resultaram em maior permeabilizacdo, enquanto concentragdes menores
mantiveram o efeito, porém com menor intensidade. O tempo de exposicao também influenciou
a permeabilizacdo, aumentando a taxa conforme o tratamento se prolongava.
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Figura 4. Permeabilidade da membrana celular de Xmel apos exposicao aos OECGs e seus principais
compostos, juntamente com sulfato de cobre, sulfato de estreptomicina e casugamicina.

Os OEs dos acessos CGR-106 e CGR-220, o eugenol isolado ¢ a combinagdo eugenol
+ metil chavicol demonstraram uma maior permeabilizagdo celular, atingindo
aproximadamente 100% em todas as concentragdes testadas. O OE de CGR-106 promoveu
100% de permeabilizag¢do nas concentracdes de 1x e 1/4x CIM em todos os tempos, enquanto
a concentragdo de 1/2x CIM atingiu 99,2% em 30 minutos e 100% nos tempos subsequentes.
De forma semelhante, o OE de CGR-220 resultou em permeabiliza¢do total em todas as
concentragdes e tempos, exceto na concentracao de 1x CIM em 30 minutos, onde a taxa foi de
97,08%. O eugenol isolado também promoveu 100% de permeabilizagdo nas concentragdes de
Ix e 1/2x CIM, independentemente do tempo de exposi¢do. J&4 a combinagdo eugenol + metil
chavicol promoveu 100% de permeabilizacdo na concentragdo de 1x CIM e com valores
superiores a 95,38% nas demais concentragdes.

Outros OEs, incluindo CGR-107, CGR-108, CGR-312 e CGR-204, também
apresentaram alta taxa de permeabilizagdo, variando entre 73,56% e 100% em todas as
condicdes testadas.

O metil eugenol isolado teve taxas de permeabilizacdo entre 50,06% e 84,23%,
dependendo da concentracdo e do tempo de exposi¢do. A combinagdo eugenol + metil eugenol
apresentou permeabilizacdo entre 46,15% e 65,54%, nas concentracdes de 1x e 1/2x da CIM,
sugerindo que a associagdo pode reduzir a eficacia do eugenol isolado. De forma semelhante,
os OEs dos acessos CGR-125 e CGR-210, assim como a combina¢dao metil eugenol + metil
chavicol, exibiram taxas entre 31,76% e 65,82% em todas as concentragdes e tempos avaliados.

Os antibioticos casugamicina e sulfato de estreptomicina, assim como o sulfato de
cobre, demonstraram menor capacidade de permeabilizacdo em comparagdo a alguns OEs. As
células tratadas com casugamicina e sulfato de estreptomicina apresentaram taxas de 42,53% a
61,78% na concentragdo de 1x CIM, 35,76% a 58,37% na concentracao de 1/2x CIM ¢ 30,32%
a 57,52% na concentracao de 1/4x CIM. J4 o sulfato de cobre apresentou valores entre 35,47%
e 87,48%, dependendo da concentragdo e do tempo de exposi¢do. Esses resultados indicam que,
embora os antibidticos ndo permeabilizem 100% das células de Xmel, essas substancias foram
capazes de reduzir a viabilidade celular, indicando que a morte celular pode estar associada a
outros processos.

Nosso estudo confirma que os OEs promoveram danos e alteracdes estruturais na
membrana celular de Xmel, especialmente os acessos CGR-106 e CGR-220, o eugenol isolado
e a combinagdo eugenol + metil chavicol, que atingiram aproximadamente 100% de
permeabilizacdo. Esses achados corroboram os resultados do ensaio de cinética de morte, que

demonstrou redugdo nas taxas de crescimento apos o tratamento com concentracdes de 1x e
1/2x CIM (Figura 3A, 3D, 31, 3L).



79

A eficiéncia dos OEs esté diretamente associada a sua capacidade de alterar a membrana
celular, promovendo despolarizagdo e aumento da permeabilidade, resultando em ruptura e
morte celular (Hou et al. 2022). Essa acdo ocorre devido a natureza lipofilica e hidrofobica
desses compostos, facilitando sua interagdo com a bicamada lipidica bacteriana e induzindo
modificagdes no perfil de dcidos graxos, comprometendo a homeostase celular (Nazzaro et al.
2013).

A membrana bacteriana ¢ fundamental para a manutengdo do estado energético,
transporte de solutos, regulacdo metabolica e controle da pressdo de turgescéncia, tornando-se
um alvo estratégico no desenvolvimento de novos antimicrobianos (Nazzaro et al. 2013).
Assim, os OECGs surgem como uma alternativa promissora para o controle de Xmel, podendo
reduzir os impactos ambientais causados pelo uso indiscriminado de pesticidas sintéticos.

Fungicidas ctpricos e antibidticos registrados para uso agricola s3o amplamente
utilizados em lavouras, mas nem sempre garantem controle eficaz das bacterioses, devido, em
parte, ao surgimento de estirpes resistentes. Estudos anteriores (Quezado-Duval et al. 2003)
relataram resisténcia de fitobactérias do género Xanthomonas ao sulfato de cobre e a
estreptomicina, o que corrobora os achados deste estudo, que demonstram a menor capacidade
desses compostos em comprometer a integridade da membrana celular quando comparados a
determinados OEs, como o CGR-107 ¢ CGR-108. Uma possivel explicacdo para tal fato é a
capacidade dos OEs de atuar em mais de um sitio de ag@o. J4 que os antibioticos convencionais
sdo limitados por seu estreito espectro de atividade, que geralmente visam um tunico alvo ou
via molecular (Visan e Negut, 2024).

5.3.6 Ac¢ao antibiofilme de Xmel

Em ambientes naturais, a maioria das bactérias sobrevive em comunidades estruturadas,
coordenadas e funcionais, envoltas em uma matriz autoproduzida denominada biofilme (Liu et
al. 2024). Os biofilmes conferem as bactérias, pincipalmente, protecdo contra agentes
antimicrobianos e escassez de nutrientes e 4gua, assim como auxiliam na comunicagdo célula
a célula, desempenhando uma importante fun¢do ecoldgica (Vestby et al. 2020). Apesar da
importancia da formagdo de biofilme para a patogenicidade bacteriana, estratégias para o
desenvolvimento de uma terapia antibiofilme sdo pouco investigadas, especialmente no campo
da agricultura.

Os resultados revelaram que os OECGs, seus principais compostos, além do sulfato de
cobre, sulfato de estreptomicina e casugamicina, reduziram a formagao de biofilme, conforme
demonstrado na Figura 5. Dentre os acessos avaliados, CGR-107 e CGR-220 demonstraram
uma maior inibi¢do da formagdo do biofilme de Xmel. Na concentragao 1x CIM, inibiram a
formagdo do biofilme em 87,34% e 85,32%. Com 1/2x CIM, a inibi¢ao foi de 63,34% para
CGR-107 e 80,49% para CGR-220, e com 1/4x CIM a inibi¢ao foi de 50,62% (CGR-107) e
74,8% (CGR-220).

Os OEs dos acessos CGR-106, CGR-108, CGR-125, CGR-204, CGR-210 ¢ CGR-312
também inibiram a formac¢ao do biofilme, variando entre 4,15% e 68,61% nas concentragoes
testadas. Com 1x CIM, as inibi¢des foram de 63,21%, 56,24%, 65,06%, 68,61%, 51,79% e
46,91%, respectivamente. Para 1/2x CIM, os valores foram 57,55% (CGR-106), 34,04% (CGR-
108), 52,08% (CGR-125), 67,55% (CGR-204), 55,28% (CGR-210) e 25,02% (CGR-312). Ja
com 1/4x CIM, o OE do acesso CGR-312 apresentou menor eficacia, inibindo apenas 4,15%
da formacao do biofilme de Xmel, seguido por CGR-106 (27,50%) e CGR-204 (29,10%).
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Figura 5. Atividade antibiofilme de OECGs e seus principais compostos, juntamente com sulfato de
cobre, sulfato de estreptomicina e casugamicina.

O composto eugenol, isoladamente, demonstrou uma inibi¢ao de 68,06% com 1x CIM,
59,15% em 1/2x CIM e 57,59% em 1/4x CIM. Em contrapartida, a combinagdo de eugenol +
metil eugenol resultou em um aumento da inibicdo quando comparado ao eugenol, atingindo
73,61% na 1x CIM, 72,16% na 1/2x CIM e 67,32% em 1/4x CIM, sugerindo uma acao sinérgica
entre esses compostos.

O metil eugenol isolado inibiu 73,98% da formacgdo de biofilme em 1x CIM, mas sua
eficacia foi reduzida para 26,25% com 1/2x CIM e apenas 1,89% em 1/4x CIM, evidenciando
uma perda significativa da atividade e indicando um efeito dose-dependente. De forma similar,
a mistura de eugenol + metil chavicol apresenta uma inibicao de 50,76% para 1x CIM e 44,83%
em 1/2x CIM, mas perde completamente sua atividade em 1/4x CIM (0,00%). J4 a mistura metil
eugenol + metil chavicol inibiu a formagado do biofilme em 31,83% na 1x CIM, 15,92% na 1/2x
CIM e 5,49% na 1/4x CIM, indicando uma baixa eficacia dessa associacdo na inibicao da
formagao do biofilme de Xmel, quando comparado as demais combinagdes.

As substancias com agdo antimicrobiana comprovada também apresentaram agao
antibiofilme. O sulfato de cobre inibiu 75,17% da formag¢do do biofilme em 1x CIM, seguido
por 46,85% em 1/2x CIM e 24,64% em 1/4x CIM. A casugamicina inibiu a formagdo do
biofilme em 54,49% (1x CIM), 49,66% (1/2x CIM) e 41,91% (1/4x CIM). O sulfato de
estreptomicina inibiu a formacao do biofilme de Xmel em 50,70% na 1x CIM, 16,30% na 1/2x
CIM e 14,70% em 1/4x CIM.

Foi estabelecido que, para induzir a reducdo ou erradicacao dos biofilmes, os compostos
antimicrobianos devem penetrar nas camadas profundas da estrutura do biofilme, danificar a
matriz de exopolissacarideos e romper a membrana citoplasmatica ou atuar por outros
mecanismos de acdo (Bernal-Mercado et al. 2022). Os resultados deste estudo corroboram com
essa premissa, demonstrando que os OEs dos acessos CGR-106, CGR-107 ¢ CGR-220
degradam inicialmente o biofilme de Xmel e, em seguida, alteram a permeabilidade da
membrana celular, atingindo aproximadamente 100% de permeabilizagio em todas as
condigdes testadas para CGR-106 e CGR-220, e acima de 70% para CGR-107 (Figura 4). Essa
condi¢do também foi confirmada a partir da ACP, onde foi verificada uma forte correlagio entre
as variaveis biofilme e permeabilidade de membrana, assim como para os acessos supracitados
(Figura 6).
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Figura 6. Analise de componentes principais de OECGs em relagdo a inibicdo do biofilme e
permeabilidade de membrana de Xmel com MIC.

A formacao de biofilme tem sido correlacionada com a viruléncia de muitas bactérias
patogénicas de plantas, como XOO e Xanthomonas axonopodis pv. citri (Singh et al. 2017,
Gottig et al. 2009). Singh et al. (2017) investigaram o potencial do OE de tomilho e seu
componente ativo, o timol, como agentes antiviruléncia contra XOO, responsavel pela queima
bacteriana do arroz. Os pesquisadores descobriram que o OE de tomilho inibe a formagao de
biofilme e reduz a produgdo de fatores de viruléncia, diminuindo significativamente a natacao,
o enxameamento, a producdo de enzimas hidroliticas, exopolissacarideos e secre¢ao de
xantomonadina, sem afetar o crescimento bacteriano.

Como foi possivel observar para alguns OECGs, como o OE do acesso CGR-220, que
em 1/4x CIM nao foi capaz de suprimir o crescimento de Xmel (Figura 3D), embora tenha
reduzido a formacao do biofilme em 74,86%, o que poderia ser usado como estratégia para
amenizar a patogenicidade de Xmel. Resultado semelhante foi observado em outros OECGs,
como CGR-107 (Figura 3G) e CGR-210 (Figura 3C), bem como na combinagao dos compostos
eugenol + metil eugenol (Figura 3K) e o eugenol isoladamente (Figura 3I), os quais reduziram
a formagado de biofilme variando de 50,62% a 67,31%, evidenciando o potencial dos recursos
genéticos de C. grewioides Baill. para formulagdes de produtos mais sustentaveis e eficazes no
manejo da resisténcia de patdgenos de plantas.

5.3.7 Microscopia eletronica de varredura

As imagens analisadas por MEV evidenciam as alteragdes no aspecto das colonias
provocadas pelos tratamentos avaliados (Figura 7). Nas imagens, ¢ clara a presenca de uma
matriz em volta das células ndo tratadas (Figura 7A, 7B e 7C). Além disso, as células
apresentam estruturas intactas, com superficies regulares e lisas em formato de bastonete. No
entanto, apos a exposi¢do ao OE do acesso CGR-106, na concentracdo 1/4x CIM, houve uma
redug¢do da matriz de exopolissacarideos, assim como uma redu¢do do nimero de células
bacterianas, contudo nao foram observadas alteracdes morfologicas nelas. Esse comportamento
confirma o resultado obtido no ensaio antibiofilme, onde o CGR-106, na concentracao 1/4x
CIM inibiu a formacao do biofilme em 43,19% (Figura 5A). As células bacterianas tratadas
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com OE do acesso CGR-106, na concentragdo 1x CIM e 1/2x CIM apresentaram alteragdes
morfologicas em comparacdo com as células ndo tratadas. As células bacterianas foram
deformadas, encolhidas e enrugadas, também ndo foi notada a presenga da matriz de
exopolissacarideos. Esses resultados condizem com os ensaios anteriores, onde foi verificada
inibicao do crescimento (Figura 3), danos a membrana (Figura 4) e reducao do biofilme (Figura
5).
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Figura 7. Imagens de microscopia eletronica de varredura de Xmel tratada ou ndo com CGR-106. Sem
tratamento (A, B, C), 1/4x CIM (D, E, F), 1/2x CIM (G, H, 1), 1x CIM (J, K, L). Biofilme formado (BF),
células intactas (IC), células deformadas (DC).

5.4. Conclusoes

Os OECGs apresentam atividade antimicrobiana e antibiofilme contra Xmel, com
destaque para os acessos CGR-106, CGR-107 e CGR-220, que demonstraram CIM de 1000
pg.mL™. Esses mesmos acessos também promoveram alteragdes na permeabilidade da
membrana celular e inibiram mais de 85% da formagdo de biofilme na concentragdo
correspondente a CIM, sugerindo atuagdo por multiplos mecanismos. Tais resultados
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evidenciam o potencial dos OECGs para o desenvolvimento de biopesticidas vegetais como
alternativa sustentavel ao controle quimico da barriga-d’4gua do melao.

5.5. Referéncias Bibliograficas

Adams, R.P., 2017. Identification of essential oil components by gas chromatography/mass
spectrometry, fifth edition, Carol Stream, Illinois.

An, S.Q., Potnis, N., Dow, M., Vorholter, F.J., HE, Y.Q., Becker, A., Tang, J.L., 2020.
Mechanistic insights into host adaptation, virulence and epidemiology of the phytopathogen
Xanthomonas. FEMS Microbiol. Rev. 44(1), 1-32. https://doi.org/10.1093/femsre/fuz02

Berian, L.O.S., Occhiena, E.M., 2018. Doencas bacterianas. In: Brandao Filho, J.U.T.,
Freitas, P.S.L., Berian, L.O.S., Goto, R. Hortaligas-fruto [online]. Maringa: EDUEM, pp. 209-
240. ISBN: 978-65-86383-01-0. https://doi.org/10.7476/9786586383010.0008

Bernal-Mercado, A.T., Juarez, J., Valdez, M.A., Ayala-Zavala, J.F., Del-Toro-Sanchez, C.L.,
Encinas-Basurto, D., 2022. Hydrophobic chitosan nanoparticles loaded with carvacrol against
Pseudomonas aeruginosa biofilms. Molecules. 27(3), 699. 10.3390/molecules27030699

Borges, S., Alkassab, A.T., Collison, E., Hinarejos, S., Jones, B., McVey, E., 2021. Overview
of the testing and assessment of effects of microbial pesticides on bees: strengths, challenges
and perspectives. Apidologie. 52, 1256—1277. https://doi.org/10.1007/s13592-021-00900-
70.1007/s13592-021-00900-7

Brasil., 2025. Ministério do Desenvolvimento, Industria, Comércio e Servigos. Comex Stat:
estatisticas de comércio exterior. https://www.gov.br/siscomex/pt-br/servicos/aprendendo-a-
exportarr/onde-buscar-apoio-ou-informacoes-1/comex-stat. (Acesso 19 Fevereiro 2025).

Burt, S., 2004. Essential oils: their antibacterial properties and potential applications in
foods—a review. Int. J. Food Microbiol. 94(3), 223-253.
https://doi.org/10.1016/].ijfoodmicro.2004.03.022

Chong, J., Wishart, D.S., Xia, J., 2019. Using MetaboAnalyst 4.0 for comprehensive and
integrative metabolomics data analysis. Curr. Protoc. Bioinformatics. 68(1), e86.
https://doi.org/10.1002/cpbi.86

Gongalves, S., Mansinhos, 1., Romano, A., 2023. Influence of biotic and abiotic factors on the
production and composition of essential oils. Essential oils: extraction methods and
applications. 69-97. https://doi.org/10.1002/9781119829614.ch4

Gottig, N., Garavaglia, B.S., Garofalo, C.G., Orellano, E.G., Ottado, J., 2009. A filamentous
hemagglutinin-like protein of Xanthomonas axonopodis pv. citri, the phytopathogen
responsible for citrus canker, is involved in bacterial virulence. PLoS One. 4, e4358.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0004358

GraphPad Software., 2018. GraphPad Prism version 8.0.0 for Windows. GraphPad Software,
San Diego, California, USA. Retrieved from https://www.graphpad.com

Hou, T., Sana, S.S., Li, H., Xing, Y., Nanda, A., Netala, V.R., Zhang, Z., 2022. Essential oils
and its antibacterial, antifungal and anti-oxidant activity applications: A review. Food Biosc.
47,101716. https://doi.org/10.1016/1.1b10.2022.101716



https://doi.org/10.1093/femsre/fuz02
https://doi.org/10.7476/9786586383010.0008
https://www.mdpi.com/1420-3049/27/3/699
https://doi.org/10.1007/s13592-021-00900-70.1007/s13592-021-00900-7
https://doi.org/10.1007/s13592-021-00900-70.1007/s13592-021-00900-7
https://www.gov.br/siscomex/pt-br/servicos/aprendendo-a-exportarr/onde-buscar-apoio-ou-informacoes-1/comex-stat
https://www.gov.br/siscomex/pt-br/servicos/aprendendo-a-exportarr/onde-buscar-apoio-ou-informacoes-1/comex-stat
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2004.03.022
https://doi.org/10.1002/cpbi.86
https://doi.org/10.1002/9781119829614.ch4
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0004358
https://www.graphpad.com/
https://doi.org/10.1016/j.fbio.2022.101716

84

IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Podu¢do de melao. 2025. Disponivel
em: < Producdo de Melao no Brasil | IBGE >. (Acesso 19 Fevereiro 2025).

Jacques, M.A., Arlat, M., Boulanger, A., Boureau, T., Carrére, S., Cesbron, S., Verniére, C.,
2016. Using ecology, physiology, and genomics to understand host specificity in
Xanthomonas. Annua Rev Phytopathol. 54, 163-187. https://doi.org/10.1146/annurev-phyto-
080615-100147

Jibirin, M.O., Liu, Q., Garrett, T.J., Jones, J.B., Zhang, S., 2022. Potential and Metabolic
Pathways of Eugenol in the Management of Xanthomonas perforans, a Pathogen of Bacterial
Spot of Tomato. Int. J. Mol. Sci. 23(23), 14648. https://doi.org/10.3390/ijms232314648

Kolozsvariné Nagy, J., Mdricz, A. M., Boszorményi, A., Ambrus, A., Schwarczinger, 1.,
2023. Antibacterial effect of essential oils and their components against Xanthomonas
arboricola pv. pruni revealed by microdilution and direct bioautographic assays. Front. Cell.
Infect. Microbiol. 13, 1204027. https://doi.org/10.3389/fcimb.2023.1204027

Lima, C.C., de Holanda-Angelin-Alves, C.M., Pereira-Gongalves, A., Kennedy-Feitosa, E.,
Evangelista-Costa, E., Bezerra, M.A.C., Leal-Cardoso, J.H., 2020. Antispasmodic effects of
the essential oil of Croton zehnteneri, anethole, and estragole, on tracheal smooth muscle.
Heliyon. 6(11). https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2020.e05445

Liu, H.Y., Prentice, E.L., Webber, M.A., 2024. Mechanisms of antimicrobial resistance in
biofilms. npj Antimicrob Resist. 2(1), 27. https://doi.org/10.1038/s44259-024-00046-3

Liu, X., Cao, A., Yan, D., Ouyang, C., Wang, Q., Li, Y., 2021. Overview of mechanisms and
uses of biopesticides. Int. J. Pest Manag. 67(1), 65-72.
https://doi.org/10.1080/09670874.2019.1664789

Marin, V.R., Ferrarezi, J.H., Vieira, G., Sass, D.C., 2019. Recent advances in the biocontrol
of Xanthomonas spp. World J. Microbiol. Biotechnol. 35(5), 1-11. 10.1007/s11274-019-2646-
5

Nazzaro, F., Fratianni, F., De Martino, L., Coppola, R., De Feo, V., 2013. Effect of essential
oils on pathogenic bacteria. Pharmaceuticals. 6(12), 1451-1474.
https://doi.org/10.3390/ph6121451

Oliveira, S.D.D.S., De Oliveira E Silva, A.M., Blank, A.F., Nogueira, P.C.D.L., Nizio,
D.A.D.C., Almeida-Pereira, C.S. Arrigoni-Blank, M.D.F., 2021. Radical scavenging activity
of the essential oils from Croton grewioides Baill accessions and the major compounds
eugenol, methyl eugenol and methyl chavicol. J. Essent.Oil Res. 33(1), 94-103.
https://doi.org/10.1080/10412905.2020.1779139

Quezado-Duval, A.M., Gazzoto Filho, A., Leite Junior, R.P., Camargo, L.E.A., 2003.
Sensitivity to copper, streptomycin and oxytetracycline in Xanthomonas spp. associated with
bacterial spot in tomatoes for industrial processing. Hortic. Bras. 21, 670-675.
https://doi.org/10.1590/S0102-05362003000400020

R Core Team, 2022. R: A language and environment for statistical computing. R. Foundation
for Statistical Computing, v4.4.1. Vienna, Austria. https://www.R-project.org/.



https://www.ibge.gov.br/explica/producao-agropecuaria/melao/br
https://doi.org/10.1146/annurev-phyto-080615-100147
https://doi.org/10.1146/annurev-phyto-080615-100147
https://doi.org/10.3390/ijms232314648
https://doi.org/10.3389/fcimb.2023.1204027
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2020.e05445
https://doi.org/10.1038/s44259-024-00046-3
https://doi.org/10.1080/09670874.2019.1664789
https://doi.org/10.3390/ph6121451
https://doi.org/10.1080/10412905.2020.1779139
https://doi.org/10.1590/S0102-05362003000400020
https://www.r-project.org/

85

Rodrigues, T.C., Gois, I.B., Fernandes, R.P.M., Blank, A.F., Sandes, R.D.D., Neta M.T.S.L.,
Arrigoni-Blank, M.F., 2023. Chemical characterization and antimicrobial activity of essential
oils from Croton grewioides Baill. accessions on the phytopathogen Xanthomonas campestris
pv. campestris. Pestic. Biochem. and Physiol. 193, 105454.
https://doi.org/10.1016/j.pestbp.2023.105454

Rodrigues, S.V., Silva, A.V., Medrado, C.L., Quintanilha, K.C.S., Neto, O.C., 2024. Impactos
do uso de agrotoxicos na saude humana e ambiental. Multidiscip. J. Northeast Minas Gerais.

9(1).

Ryan, R.P., Vorholter, F.J., Potnis, N., Jones, J.B., Van Sluys, M.A., Bogdanove, A.J., Dow,
J.M., 2011. Pathogenomics of Xanthomonas: understanding bacterium—plant interactions.
Nat. Rev. Microbio. 9(5), 344-355. https://doi.org/10.1038/nrmicro2558

Sartoratto, A., Machado, A.L.M., Delarmelina, C., Figueira, G.M., Duarte, M.C.T., Rehder,
V.L.G., 2004. Composition and antimicrobial activity of essential oils from aromatic plants
used in Brazil. Braz. J. Microbiol. 35, 275-280. 10.1590/S1517-83822004000300001

SiBBR, 2025. Brazilian biodiversity information system: Croton grewioides Baill. https://ala-
bie.sibbr.gov.br/ala-bie/species/289263#names (Acesso 19 Fevereiro 2025).

Silva, R.S., de Oliveira, M.M.G., de Melo, J.O., Blank, A.F., Corréa, C.B., Scher, R.,
Fernandes, R.P.M., 2019. Antimicrobial activity of Lippia gracilis essential oils on the plant
pathogen Xanthomonas campestris pv. campestris and their effect on membrane integrity.
Pestic. Biochem. Physiol. 160, 40-48. https://doi.org/10.1016/j.pestbp.2019.06.014

Silva, R.S., De Oliveira, M.M.G., Silva, K.P., Da Silva Vasconcelos Rodrigues, 1., Dos
Santos Pinto, V., Blank, A.F., Fernandes, R.P.M., 2020. Synergistic effect of Cordia
curassavica Jacq. essential oils association against the phytopathogen Xanthomonas
campestris pv. campestris. Environ. Sci. Pollut. Res. 27, 4376-4389.
https://doi.org/10.1007/s11356-019-06631-8

Singh, A., Gupta, R., Tandon, S., Pandey, R., 2017. Thyme oil reduces biofilm formation and
impairs virulence of Xanthomonas oryzae. Front. Microbiol. 8, 1074.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.01074

Stephen J.R., D.B., Jayaraman, J., Ramsubhag, A., 2022. Comparative genomics of the black
rot pathogen Xanthomonas campestris pv. campestris and non-pathogenic co-inhabitant
Xanthomonas melonis from Trinidad reveal unique pathogenicity determinants and secretion
system profiles. Peer J. 9, €12632. https://doi.org/10.7717/peer].12632

Vaou, N., Stavropoulou, E., Voidarou, C., Tsakris, Z., Rozos, G., Tsigalou, C., Bezirtzoglou,
E., 2022. Interactions between medical plant-derived bioactive compounds: focus on
antimicrobial combination effects. Antibiotics. 11(8), 1014.
https://doi.org/10.3390/antibiotics11081014

Vestby, L.K., Grenseth, T., Simm, R., Nesse, L.L., 2020. Bacterial biofilm and its role in the
pathogenesis of disease. Antibiotics. 9(2), 59. https://doi.org/10.3390/antibiotics9020059

Visan, A.I, Negut, 1., 2024. Coatings based on essential oils for combating antibiotic
resistance. Antibiotics. 13(7), 625. 10.3390/antibiotics13070625



https://doi.org/10.1016/j.pestbp.2023.105454
https://doi.org/10.1038/nrmicro2558
https://doi.org/10.1590/S1517-83822004000300001
https://ala-bie.sibbr.gov.br/ala-bie/species/289263#names
https://ala-bie.sibbr.gov.br/ala-bie/species/289263#names
https://doi.org/10.1016/j.pestbp.2019.06.014
https://doi.org/10.1007/s11356-019-06631-8
https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.01074
https://doi.org/10.7717/peerj.12632
https://doi.org/10.3390/antibiotics11081014
https://doi.org/10.3390/antibiotics9020059
https://doi.org/10.3390/antibiotics13070625

86

Vishakha, K., Das, S., Das, S.K., Banerjee, S., Ganguli, A., 2022. Antibacterial, anti-biofilm,
and anti-virulence potential of tea tree oil against leaf blight pathogen Xanthomonas oryzae

pv. oryzae instigates disease suppression. Braz. J. Microbiol. 1-14.
https://doi.org/10.1007/s42770-021-00657-2



https://doi.org/10.1007/s42770-021-00657-2

87

6. ARTIGO 3 3
OLEO ESSENCIAL DE Croton grewioides Baill. REDUZ A FORMACAO DE
BIOFILME DIMINUINDO A VIRULENCIA DE Xanthomonas campestris pv. campestris

Artigo formatado de acordo com as normas do periodico Biocatalysis and Agricultural
Biotechnology

RESUMO

Xanthomonas campestris pv. campestris (XCC) ¢ um patoégeno bacteriano e o agente causal da
podridao negra em cruciferas, doenga que ocasiona perdas significativas na produtividade de
culturas de Brassica oleracea L. em diversas regides do mundo. Neste estudo, os dleos
essenciais (OEs) de Croton grewioides Baill. foram avaliados quanto a sua capacidade de inibir
fatores de viruléncia do fitopatégeno XCC, com foco na inibi¢do da formagdo de biofilme,
motilidade bacteriana e atividade de enzimas extracelulares. Folhas de 25 acessos de C.
grewioides foram submetidas a hidrodestilacao ¢ os OEs de 5 acessos, selecionados a partir de
triagem da agdo antibiofilme, foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Eugenol foi identificado como composto majoritario nos acessos
CGR-107 (82,86%), CGR-108 (81,67%) e CGR-220 (84,92%), enquanto metil eugenol
(70,10%) e metil chavicol (69,17%) predominaram em CGR-311 e CGR-204, respectivamente.
A formacdo de biofilme foi significativamente reduzida, sendo o eugenol o composto com
maior correlagdo com a atividade antibiofilme (VIP = 2,54, PLS-DA). A erradicacdo de
biofilmes pré-formados atingiu 71,47% (CGR-220). A motilidade bacteriana também foi
inibida, com 0 CGR-311 apresentando a menor area de deslocamento (0,35 cm?). As atividades
de celulase, endoglucanase e protease foram significativamente reduzidas, com inibi¢des de
75,9% para endoglucanase (CGR-204), 59,0% para celulase (CGR-204) e 64,0% para protease
(CGR-107). O acesso CGR-204 ndo comprometeu a viabilidade celular, sugerindo agdo
antiviruléncia sem efeito bactericida. Esses resultados indicam que os OEs de C. grewioides
sdo promissores como agentes antiviruléncia para o controle sustentavel de XCC, com potencial
para reduzir a dependéncia de agroquimicos sintéticos.

Palavras-chave: Antibiofilme; Fatores de viruléncia; Eugenol; Enzimas extracelulares;
Podridao negra; Crucifera.

6.1. Introducao

A producdo agricola pode ser severamente comprometida pela incidéncia de
fitopatogenos, como Xanthomonas campestris pv. campestris (XCC), o agente causal da
podridao negra em cruciferas. Esse patdgeno penetra no tecido vegetal por meio de ferimentos
e hidatddios e se desloca até os vasos do xilema, onde se multiplica ativamente. Como
consequéncia do processo de colonizacao, € possivel observar a formagao de lesdes amareladas
em formato de “V”, que t€m inicio na margem das folhas e progridem para o centro através do
tecido vascular, até atingir a nervura central da folha. Com o agravamento da doenca pode
ocorrer a queda prematura de folhas, murcha e morte das plantas afetadas (Dubrow e
Bogdanove, 2021).

XCC ¢ conhecida por produzir exopolissacarideos (EPS) e enzimas extracelulares, como
celulases, endoglucanases, pectinases e proteases, que coletivamente desempenham um papel
importante na patogénese (Lo et al., 2020). Os EPS contribuem para a necrose tecidual e a
murcha das folhas, obstruindo o fluxo de 4gua nos vasos do xilema. As enzimas extracelulares,
por sua vez, degradam os componentes das células vegetais, facilitando a degradagdo dos
tecidos (Mulungu, 2024). Além disso, evidéncias experimentais indicam que a capacidade das
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fitobactérias de formar e dispersar biofilmes pode favorecer sua sobrevivéncia em superficies
foliares e em tecidos hospedeiros, contribuindo para sua disseminagao (Li et al., 2019).

As principais medidas de controle contra a podridao negra em cruciferas ainda sao
pouco eficientes ou onerosas, sendo as principais estratégias a rotacdo de culturas, uso de
cultivares resistentes, eliminacdo de restos culturais e o controle quimico (Lopes e
Albuquerque, 2018). Dado que nao ha registros de produtos para controle da podridao negra
causada por XCC, o desenvolvimento de estratégias inovadoras e econdmicas € com menor
impacto ambiental se faz necessario. Uma dessas estratégias ¢ o uso de agentes antiviruléncia
ou antiquorum sensing que nao matam as bactérias, mas restringem a producao de fatores de
viruléncia associados a patogenicidade (Tay e Yew, 2013).

Um exemplo de substancia antiviruléncia sdo os dleos essenciais (OEs), que sao uma
mistura de compostos produzidos pelo metabolismo secundario de plantas. Os OEs de Thymus
vulgaris podem atuar como agente antiviruléncia contra Xanthomonas oryzae pv. oryzae, pois,
em concentracdes de 500 ppm e 1000 ppm, reduziram significativamente a formacdo de
biofilme, sem afetar a atividade metabolica e a cinética de crescimento bacteriano, além de
suprimir a motilidade e reduzir a sintese de EPS e de xantomonadina. Também foi observada
uma diminuic¢do significativa na atividade das enzimas hidroliticas, endoglucanase e xilanase.
Esses resultados sugerem que os compostos presentes no OEs de 7. vulgaris podem ser uteis
para o manejo da ferrugem bacteriana no arroz (Singh et al., 2017).

Outras espécies produtoras de OEs podem apresentar propriedades antiviruléncia contra
bactérias que causam danos econdmicos a diferentes culturas agricolas. Croton grewioides
Baill. ¢ uma espécie da familia Euphorbiaceae, nativa do semidrido brasileiro, conhecida
popularmente como “alecrim-de-cabloca” e ¢ utilizada na medicina tradicional para tratar
infeccdes e inflamagdes. Os OEs de suas folhas, obtidos por hidrodestilagdo, sdo ricos em
compostos fenolicos, como eugenol, metil eugenol e metil chavicol, que os conferem
propriedades antimicrobianas (Rodrigues et al., 2023), antioxidantes (Oliveira et al., 2021) e
inseticidas (Santos et al., 2023).

Tendo em vista essas descobertas, levantamos a hipotese de que o OF de C. grewioides
pode atuar como agente antiviruléncia sem comprometer a viabilidade celular. Para testar a
hipdtese, a presente investigacao foi realizada com o objetivo de identificar a capacidade dos
OE:s de diferentes acessos de C. grewioides em inibir a formagdo de biofilmes, a motilidade e
a atividade de enzimas extracelulares de X. campestris pv. campestris, visando contribuir para
o desenvolvimento de estratégias sustentaveis de manejo da podridao negra em cruciferas.

6.2. Material e Métodos

6.2.1 Obtenciao e analise quimica dos 0leos essenciais (OEs)

Os OEs de C. grewioides foram obtidos a partir de 25 acessos que sdo mantidos no
Banco Ativo de Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromaticas da Universidade Federal de
Sergipe (UFS), localizado na fazenda experimental “Campus Rural”, Sao Cristovao, SE, Brasil
(10°55" S, 37°11" W, 18 m de altitude).

Para extragdo dos OEs, amostras de 40 g de folhas secas foram submetidas a
hidrodestilacdo em aparelho Clevenger modificado, com adi¢do de 1,5 L de dgua destilada,
durante 140 minutos. O OE obtido de cada amostra foi armazenado em frasco ambar e mantido
em freezer a —20 °C.

A identificagdo e quantificagdo dos compostos presentes nos OEs com maior
porcentagem de inibi¢do de biofilme contra XCC foram realizadas por cromatografia gasosa
(Agilent, modelo 7890B) acoplada a um espectrometro de massas (Agilent, modelo 5977A
MSD) (para mais detalhes, ver Rodrigues et al. 2023). O eugenol, composto majoritario
encontrado nos OEs dos acessos estudados, foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich (Saint
Louis, Missouri, EUA).
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6.2.2 Isolado bacteriano

O fitopatdégeno X. campestris pv. campestris 6291BSBF (XCC-629IBSBF) foi obtido
na colecao de fitobactérias do Instituto Bioldgico de Sao Paulo (Sao Paulo, Brasil). A bactéria
foi cultivada em meio de cultura YM (Levedura-Malte: 3 g.L ™! de extrato de levedura, 3 g.L™!
de extrato de malte, 5 g.L ! de peptona e 10 g.L ! de sacarose, pH 6,0) sob agitagdo orbital (150
rpm/28 + 2 °C). Para todos os testes, foi utilizado um ino6culo padronizado com densidade 6ptica
equivalente a 0,5 na escala de McFarland (1 x 10 UFC.mL™"). As leituras foram realizadas em
um leitor de microplacas Synergy™ H1 (BioTek Hybrid Technology) a um comprimento de
onda de 600 nm.

6.2.3 Atividade antibiofilme

A inibi¢do do biofilme de XCC-629IBSBF foi quantificada utilizando o cristal violeta.
Para isso, 100 puL da cultura padrdo foram adicionados a placas de microdilui¢do, juntamente
com 100 pL da solugdo dos OEs. A solucdo do OE dos diferentes acessos de C. grewioides foi
composta por OE (500 pg.mL™"), 1% DMSO (Dimetilsulféoxido — Sigma-Aldrich, 99,9% de
pureza) e meio de cultura YM. Em seguida, as microplacas foram incubadas a 28 °C + 2 durante
24 horas. Apds a incubagdo, as microplacas foram centrifugadas (2250 g/10 min/25 °C) e, em
seguida, o sobrenadante foi removido. Posteriormente, foi acrescido aos pogos 200 pL de etanol
95% durante 15 min para auxiliar na fixagdo das células. Apds esse periodo, o biofilme foi
corado com 200 pL de cristal violeta (0,01%) por 15 minutos em temperatura ambiente. Os
pocos foram gentilmente lavados com dgua destilada para remocdo das células ndo aderidas.
Entdo foram adicionados 300 pL de DMSO aos pogos para a solubilizagdo do corante aderido
as células do biofilme, e 200 puL de cada pogo foram transferidos para uma nova microplaca e
as absorbancias foram lidas em leitor de microplacas Synergy™ HI1 da BioTek Hybrid
Technology usando um comprimento de onda de 562 nm. O controle negativo consistiu em
células cultivadas em meio de cultura YM com adi¢do de DMSO (1%) aos pogos, enquanto as
células cultivadas na presenga de sulfato de estreptomicina foram tomadas como controle
positivo. A inibi¢do da formacdo do biofilme foi calculada com a seguinte formula: inibicao
(%) = ((Controle negativo — Cé¢lulas tratadas) / (Controle negativo)) x 100.

6.2.4 Viabilidade celular e cinética de crescimento

No ensaio de viabilidade celular, foi utilizada uma solugdo estoque de resazurina a
0,002% (p/v) (Sigma, Reino Unido). A cultura XCC-6291BSBF padronizada foi cultivada em
meio YM, em microplacas de 96 pocos, com e sem a adi¢do da solugdo dos OEs CGR-107,
CGR-108, CGR-204, CGR-220 e CGR-311, por 24 h. As solugdes dos OEs foram preparadas
como descrito no item 2.3. Individualmente, foram adicionados a cada pogo 40 pL de solugdo
de resazurina. A fluorescéncia da resazurina (Aex: 560 nm € Aem: 590 nm) foi medida apos 20
minutos de incubag¢do no escuro.

Para avaliar o efeito inibitério dos OEs sobre o crescimento bacteriano, a cepa XCC-
629IBSBF foi cultivada em meio YM na presenca e auséncia das solu¢des com os diferentes
OEs, sob agitacao orbital (150 rpm/28 °C £ 2). A absorbancia a 600 nm foi registrada em um
leitor de microplacas Synergy™ H1 Hybrid, nos tempos de 0, 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12
e 13 horas. A cultura ndo tratada foi utilizada como controle negativo, enquanto as células
cultivadas na presenga de sulfato de estreptomicina foram tomadas como controle positivo.

6.2.5 Deslocamento bacteriano (Swarming)

Para os ensaios de deslocamento bacteriano, células padronizadas de XCC-629IBSBF
foram cultivadas em meio YM, com e sem a adicao da solucdo dos OEs CGR-107, CGR-108,
CGR-204, CGR-220 e CGR-311, por 24 h. As solugdes dos OEs foram preparadas como
descrito no item 6.2.3. Assim como para os OEs, também foi determinada a motilidade para
eugenol (250 pg.mL™"), sulfato de cobre (500 pg.mL™') e sulfato de estreptomicina (25
pg.mL™"). Posteriormente, 2 L das células tratadas foram cuidadosamente colocadas em placas
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de Petri (90 x 15 mm) contendo meio YM solidificado com 0,05% de 4gar e incubadas a 28 +
2 °C. A motilidade foi avaliada apos 48 horas por meio da medicao da area de crescimento com
o auxilio do software ImageJ (Schneider, Rasband, Eliceiri, 2012). O halo de crescimento da
cultura ndo tratada foi utilizado como controle negativo, enquanto as células cultivadas na
presenca de sulfato de estreptomicina foram tomadas como controle positivo.

6.2.6 Ensaios enzimaticos extracelulares

Células padronizadas de XCC-629IBSBF foram cultivadas em 10 mL de meio liquido
YM, na presenga ou auséncia da solu¢ao dos OEs CGR-107, CGR-108, CGR-204, CGR-220 ¢
CGR-311, por 24 h. As solugdes dos OEs foram preparadas como descrito no item 6.2.3. Assim
como para os OEs, também foram realizados ensaios enzimaticos para eugenol (250 ug.mL™),
sulfato de cobre (500 pg.mL™) e sulfato de estreptomicina (25 ug.mL™). Apds a incubacao, a
cultura de XCC-629IBSBF foi ajustada para DOsoonm) de 1,0, centrifugada a 12.000 rpm por
12 minutos, e o sobrenadante obtido foi utilizado para os ensaios enzimaticos.

A atividade enzimatica extracelular foi determinada por ensaio de difusdo radial em
placas de Petri contendo meio de cultura e substrato especifico. O meio foi vertido nas placas
e, apos a solidificagdo, pogos de 8 mm de didmetro foram perfurados. Para a atividade da
protease extracelular foram utilizadas placas contendo meio YM, 0,5% de leite desnatado como
substrato e 2% (p/v) de agar. Apds 48 horas de incubacdo a 28 + 2 °C, as areas de lise ao redor
das colonias, decorrentes da degradagdo do substrato, foram medidas.

A atividade da celulase extracelular foi determinada em meio de cultura contendo agar
e 2% de carboximetilcelulose (CMC) (Perfyl Tech) como substrato. Para a atividade da
endoglucanase, placas de agar com 0,125% CMC (4gar 1%, em tampao fosfato de potassio 0,05
M, pH 6,0) foram utilizadas como substrato. As placas foram incubadas por sete dias a 28 °C e
depois reveladas com corante vermelho Congo (1%) nos ensaios de celulase e endoglucanase.
A cultura ndo tratada foi utilizada como controle negativo, enquanto as células cultivadas na
presenca de sulfato de estreptomicina foram tomadas como controle positivo.

6.2.7 Degradacio do biofilme pré-formado

A erradicag@o do biofilme de XCC-629IBSBF foi quantificada utilizando o corante
cristal violeta. Para isso, 200 pL da cultura padrao foram adicionadas as placas de microdiluigao
e incubados a 28 °C, sem agitacdo, por 24 horas. Apos esse periodo, a solucdo de XCC-
629IBSBF foi descartada e os pogos foram lavados com PBS. Em seguida, 200 puL da solugao
dos OEs CGR-107, CGR-108, CGR-204, CGR-220 ¢ CGR-311 (500 pg.mL™"), bem como de
eugenol (250 pg.mL™), sulfato de cobre (500 pg.mL™') e sulfato de estreptomicina (25
pg.mL™), foram adicionados aos pogos e incubados novamente a 28 °C, sem agitagdo, por 24
horas. A cultura ndo tratada foi utilizada como controle negativo, enquanto as células cultivadas
na presenca de sulfato de estreptomicina foram tomadas como controle positivo.
Posteriormente, as amostras foram avaliadas conforme descrito no item 6.2.3. A erradicagao do
biofilme foi calculada com a seguinte formula: inibicao (%) = ((Controle negativo — Células
tratadas) / (Controle negativo)) x 100.

6.2.8 Analise dos dados

As médias dos percentuais de inibi¢do da formacdo de biofilme foram submetidas a
analise de variancia (ANAVA), e ao teste de Scott-Knott (P < 0,05), utilizando o programa
estatistico SISVAR® versdao 5.6 (Ferreira, 2011). Os compostos relacionados a atividade
antibiofilme foram identificados usando o método de analise discriminante de minimos
quadrados parciais (PLS-DA). O método foi utilizado para associar a porcentagem de
ocorréncia dos componentes presentes nos OEs com a porcentagem de inibi¢ao da formacao de
biofilme observada. O método PLS-DA foi construido usando dois componentes que
explicaram pelo menos 99% da variancia do modelo. A andlise foi realizada na plataforma
Metaboanalyst (Chong et al., 2019).
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Os dados referentes a viabilidade celular e a cinética de crescimento foram plotados
como a média + erro padrao da média (EP), com o auxilio do programa GraphPad Prism (versao
8.0.1, CA, San Diego, EUA, 2018).

A motilidade bacteriana (cm?) e a erradicagdo de biofilmes pré-formados (%), e a
atividade enzimatica extracelular foram submetidas a ANAVA, seguida do teste de Dunnett (p
<0,05), para verificacdo de diferencas entre os tratamentos e o controle negativo.

Todos os experimentos foram conduzidos com, no minimo, trés réplicas técnicas e trés
réplicas bioldgicas.

6.3. Resultados

6.3.1 Triagem dos acessos de Croton grewioides com acao antibiofilme

Em uma triagem inicial realizada com OEs de 25 acessos de C. grewioides, foi percebido
que a capacidade de formagdo de biofilme por XCC-629IBSBF foi significativamente reduzida
(P < 0,05), com valores médios de inibi¢ao variando de 0,00% (CGR-308) a 58,16% (CGR-
220) (Figura 1). Os OEs dos acessos CGR-220 (58,16%) ¢ CGR-107 (56,68%) apresentaram
maiores percentuais de inibi¢do, seguidos dos acessos CGR-311 (44,45%), CGR-212 (41,36%)),
CGR-108 (36,32%), CGR-204 (35,70%), CGR-125 (35,15%), CGR-124 (33,70%), CGR-304
(33,53%), CGR-307 (32,43%), CGR-302 (32,38%) e CGR-106 (29,98%).

A partir dessa triagem, cinco OEs (CGR-107, CGR-108, CGR-204, CGR-220 ¢ CGR-
311) foram selecionados para realizagao dos demais ensaios.
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Croton grewioides Baill.

Figura 1. Atividade antibiofilme dos 6leos essenciais de acessos de Crofon grewioides Baill. contra
XCC-6291BSBF.

O método PLS-DA foi utilizado para correlacionar os compostos presentes nos OEs dos
acessos de C. grewioides selecionados com a atividade antibiofilme contra XCC-629IBSBF
(Figura 2). Para essa andlise, foram utilizados dois componentes que, juntos, explicaram pelo
menos 99% da variancia do modelo (Componente 1: 64,8%, Componente 2: 35,1%). O
composto mais fortemente correlacionado com a atividade antibiofilme foi o eugenol,
evidenciado pelo maior Vip score (valor do coeficiente: 2,54), composto majoritario dos OEs
de C. grewioides que inibiram a formagao do biofilme em mais de 50% (CGR-107 e CGR-220).
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Ja o composto metil chavicol (valor do coeficiente: 2,12) apresentou maior correlagdo com os
OEs de C. grewioides que promoveram menor inibicdo da formagdo de biofilme de XCC-

629IBSBF.
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Figura 2. Valores de coeficientes (escores VIP) obtidos através do método PLS-DA para os
componentes presentes nos 6leos essenciais de acessos de Croton grewioides Baill. em relagdo a
atividade antibiofilme contra XCC-629IBSBF. Eug: Eugenol; MC: Metil chavicol; ME: Metil eugenol;
BGerm: Biciclogermacreno; E-Car: (E)-Cariofileno; GermD: Germacrene D; Xant: Xantoxilina;
N.i.1579: ndo identificado; Spat: Espatulenol; EA: Acetato de eugenol; N.i.1580: ndo identificado;
2E,6EMF: (2E,6E)-farnesoato de metila. Percentuais de inibi¢do da atividade antibiofilme: CGR-107
(56,68%), CGR-108 (36,32%), CGR-204 (35,70%), CGR-220 (58,16%), CGR-311 (44,45%).

6.3.2 Composi¢cio quimica dos OEs
Nos acessos CGR-107, CGR-108 e CGR-220 de C. grewioides foram identificados sete

compostos e nos acessos CGR-204 e CGR-311 foram identificados oito compostos, com
porcentagem relativa acima de 98,3%. O eugenol foi o composto majoritario para os acessos
CGR-107 (82,86%), CGR-108 (81,67%) e CGR-220 (84,92%). Para o acesso CGR-311, o
composto predominante foi o metil eugenol (70,10%), enquanto para o CGR-204, o metil
chavicol (69,17%) e o eugenol (19,21%) (Figura 3).
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Figura 3. Cromatogramas de 6leos essenciais dos acessos (A) CGR-107, (B) CGR-108, (C) CGR-204,
(D) CGR-220 e (E) CGR-311 de Croton grewioides Baill.

6.3.3 Viabilidade celular e cinética de crescimento

Uma vez que o objetivo era identificar um agente antiviruléncia que afetasse os fatores
de viruléncia sem comprometer a viabilidade celular, os efeitos dos OEs de C. grewioides sobre
XCC-629IBSBF, tanto na cinética de crescimento inicial quanto na atividade metabolica, foram
investigados. A curva de crescimento de XCC-629IBSBF tratada com diferentes OEs de C.
grewioides ¢ mostrada na Figura 4A. Os OEs dos acessos CGR-204 e CGR-311 destacaram-se
por nao afetarem o crescimento inicial de XCC-629IBSBF em todos os tempos de incubagao
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analisados, em comparagao ao controle negativo, indicando auséncia de efeito bactericida. Por
outro lado, os OEs dos acessos CGR-107, CGR-108 e CGR-220 apresentaram menores valores
de absorbancia, sugerindo um possivel efeito inibitério sobre o crescimento bacteriano. O
sulfato de estreptomicina, utilizado como controle positivo na concentracao de 25 pg.mL™', ndo
reduziu o crescimento de XCC-6291BSBF.
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Figura 4. Cinética de crescimento (A) e viabilidade celular (B) de XCC-629IBSBF ap6s exposi¢ao aos
oleos essenciais de acessos de Croton grewioides Baill. Os resultados sdo médias =+ erro padrao de trés
réplicas técnicas e trés réplicas bioldgicas.

Analisando a viabilidade celular, observou-se que o OE do acesso CGR-204 nao
comprometeu a viabilidade das células. Por outro lado, os OEs dos acessos CGR-311 (30,67%),
CGR-107 (20,31%), CGR-108 (15,43%) e CGR-220 (0,83%) reduziram a viabilidade celular,
conforme apresentado na Figura 4B.

6.3.4 Deslocamento bacteriano

Para investigar os efeitos dos tratamentos sobre a motilidade de XCC-629IBSBF,
avaliou-se a area de deslocamento em meio semissolido. Os resultados demonstraram que todos
os tratamentos reduziram significativamente (p < 0,01) a motilidade de XCC-629IBSBF em
comparag¢do ao controle negativo (Figura 5A).

Os OEs dos acessos CGR-107, CGR-108, CGR-204, CGR-220 e CGR-311, bem como
0 composto eugenol, promoveram uma inibi¢do mais acentuada da motilidade bacteriana, com
areas variando de 0,35 cm? a 0,61 cm?. O OE do acesso CGR-311 apresentou a menor area de
motilidade (0,35 cm?), seguido do eugenol (0,36 cm?). O sulfato de cobre (3,76 cm?) e o controle
positivo, sulfato de estreptomicina (3,22 cm?), também reduziram significativamente (p < 0,01)
a motilidade de XCC-629IBSBF em relagdo ao controle negativo (8,49 cm?).

As colonias formadas sob o tratamento dos diferentes OEs de C. grewioides foram
pequenas e pouco difusas (Figura 5B), contrastando com a dispersdo observada na placa do
controle negativo, o que sugere uma limitacao efetiva do movimento bacteriano. O controle
negativo apresentou a maior area de motilidade (8,49 cm?), indicando alta capacidade de
deslocamento das bactérias.
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Figura 5. Efeito dos tratamentos na motilidade de XCC-629IBSBF (A) e halos formados apds exposigdo
aos tratamentos (B).

6.3.5 Ensaios enzimaticos extracelulares

Conforme mostrado na Figura 6A, todos os tratamentos reduziram significativamente a
atividade de celulase em comparacdo ao controle negativo (p <0,05). Os OEs CGR-108, CGR-
204 e CGR-220, assim como eugenol, sulfato de estreptomicina (controle positivo) e sulfato de
cobre apresentaram inibic¢ao superior a 50% contra XCC-629IBSBF (Figura 6B). Na Figura 6C,
pode-se observar os halos de degradagdo formados apds o tratamento com os diferentes OEs,
eugenol, sulfato de estreptomicina e sulfato de cobre, que apresentaram halos visivelmente
reduzidos em comparagdo ao controle negativo.
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Figura 6. Area do halo de degradagio de celulose (A), percentual de redugdo da atividade de celulase
(B) e imagem dos halos de degradagdo formados ap6s exposi¢do aos tratamentos (C).

Os OEs CGR-204, CGR-107, CGR-220 e sulfato de estreptomicina reduziram
significativamente a atividade de endoglucanase (halos de 2,82, 4,78, 6,58 e 5,78 cm?,
respectivamente) em comparacio ao controle negativo (11,04 cm?) (Figura 7A). Por outro lado,
os OEs CGR-108, CGR-311, bem como eugenol e sulfato de cobre ndo promoveram redugao
significativa da atividade de endoglucanase. O OE CGR-204 apresentou a maior redugdo
percentual da atividade enzimatica (75,9%), seguido por CGR-107 (62,4%). Essa reducao
também pode ser observada a partir da Figura 7C, corroborando dados quantitativos
apresentados nas Figuras 7A e 7B.
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Figura 7. Area do halo de degradagdo de endoglucanase (A), percentual de redugdo da atividade de
endoglucanase (B) e imagem dos halos de degradacao formados apds exposicao aos tratamentos (C).

Nos ensaios de degradacdo de protease, os OEs CGR-107 (4,44 cm?), CGR-108 (5,04
cm?), CGR-204 (7,17 cm?) e o composto eugenol (4,88 cm?) reduziram significativamente a
atividade proteolitica em comparacdo ao controle negativo (11,94 cm?) (Figura 8A). As
reducdes mais expressivas da atividade proteolitica foram observadas para CGR-107 (64,0%)
e eugenol (60,4%) (Figura 8B). A menor forma¢do de halos de degradacdo nos tratamentos
supracitados reforca a inibicdo da atividade proteolitica bacteriana observada nas analises
quantitativas (Figura 8C).

A Enzima hidrolitca B - i
Tratamento extracelular F
Protease £ 80
CGR-107 444 0,11 g o
CGR-108 5,04 +0,13* 8
CGR-204 7.17 £ 0,34* 2 a0
CGR-220 9,59 + 0,55 3
CGR-311 9,03 £ 0,66 3 %
Eugenol 4,88 +0,02** 2 o
Cobre 9,71+ 0,99 % E 28z 5§ 5 2
Controle + 10,51 + 1,09 £ 22z & £ O £ ¢
Controle - 11,94 + 0,33 ETREREE g5

Figura 8. Area do halo de degradagio de protease (A), percentual de redugio da atividade proteolitica
(B) e imagem dos halos de degradagdo formados ap6s exposi¢do aos tratamentos (C).

6.3.6 Degradacio do biofilme pré-formado

Em todos os tratamentos, o percentual de erradicacdo de biofilmes pré-formados de
XCC-629IBSBF aumentou significativamente em comparagao ao controle negativo (p < 0,05)
(Figura 9). Dentre os tratamentos, os OEs dos acessos CGR-220 (71,47%), CGR-108 (70,38%),
CGR-107 (69,73%) e CGR-311 (67,89%) apresentaram os maiores valores médios da taxa de
erradicacdo. Esses valores foram superiores aos obtidos no controle positivo, sulfato de
estreptomicina (62,74%) e eugenol (63,55%). Os tratamentos com menor percentual foram
CGR-204 (47,61%) e sulfato de cobre (49,61%).
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Figura 9. Percentual de degradacdo do biofilme pré-formado de XCC-629IBSBF.
6.4. Discussao

A patogénese das fitobactérias, como XCC, ¢ regulada por mecanismos de comunicagdo
intercelular, como o quorum sensing (QS), que coordenam a expressao de fatores de viruléncia
em resposta a densidade populacional e a presenca de moléculas sinalizadoras, como os
autoindutores (Feng et al., 2023). Nesta investigacdo, os OEs de C. grewioides Baill.,
particularmente dos acessos CGR-107, CGR-108, CGR-204, CGR-220 ¢ CGR-311, foram
avaliados quanto a sua capacidade de interferir nos fatores de viruléncia de XCC-6291BSBF,
incluindo formacao de biofilme, motilidade, secrecao de enzimas extracelulares e erradicagao
de biofilmes pré-formados.

A formagdo de biofilme ¢ um fator determinante na viruléncia das fitobactérias, pois
facilita a adesdo a superficies vegetais, protege contra estresses ambientais e contribui para a
resisténcia a agentes antimicrobianos (Lo et al., 2020). Os OEs de C. grewioides reduziram
significativamente a formacao de biofilme, com inibi¢des de até¢ 58,16% (CGR-220) (Figura
2), e erradicaram biofilmes pré-formados em até 71,47% (CGR-220) (Figura 9). A anélise PLS-
DA revelou que o eugenol ¢ o principal composto correlacionado com essa atividade
(coeficiente VIP de 2,54) (Figura 3). O composto eugenol pode atuar por meio de multiplos
mecanismos de acdo e em diferentes estagios da formacao e manutencao do biofilme, reduzindo
a densidade celular, interferindo nas interagdes intracelulares responsaveis pela organizagao do
biofilme, dificultando a formacdo de estruturas coesas e facilitando sua remoc¢do mecanica
(Yadav et al., 2015).

Mesmo em biofilmes maduros, o eugenol consegue penetrar na matriz extracelular
devido as suas propriedades hidrofilicas e hidrofobicas, reduzindo significativamente a
biomassa e o numero de bactérias viaveis (Melo et al., 2019; Wijesinghe et al., 2021; Kim e
Chin, 2023). Essa acdo também inclui a diminui¢do dos principais componentes da matriz
extracelular, como carboidratos, proteinas, acidos nucleicos e lipidios, além da possibilidade de
regulacao negativa de genes responsaveis pela producao de polissacarideos, essenciais para a
integridade e protecao dos biofilmes (Ni et al., 2022; Kim e Chin, 2023; Yadav et al., 2015; El-
Far et al., 2021; Mastoor et al., 2022).

A reducdo significativa da motilidade de XCC-629IBSBF (Figura 5) é outro aspecto
relevante, uma vez que a motilidade bacteriana ¢ essencial para a colonizagdo de superficies
vegetais e a disseminagdo do patdégeno (Ryan et al, 2011). O OE de CGR-311, com
predominancia de metil eugenol, apresentou a maior inibi¢ao da motilidade (0,35 cm?), seguido
pelo eugenol (0,36 cm?). Esses resultados sugerem que compostos fendlicos derivados do
eugenol podem interferir nos mecanismos de motilidade, possivelmente pela inibicdo de
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flagelos ou pela alteragdo da expressao de genes, como motA, motB e flgE (Singh et al., 2017).
A comparacao com o sulfato de cobre (3,76 cm?) e o controle positivo, sulfato de estreptomicina
(3,22 cm?) reforca a eficacia dos OEs de C. grewioides, sugerindo seu potencial como
alternativa aos agentes quimicos tradicionais.

As enzimas extracelulares, como celulase, endoglucanase e protease, desempenham
papéis cruciais na patogénese de XCC, degradando componentes da parede celular vegetal e
facilitando a invasdo do hospedeiro (Lo et al., 2020). Os OEs de C. grewioides reduziram
significativamente a atividade dessas enzimas, com o acesso CGR-204 inibindo a
endoglucanase em 75,9% (Figura 7) e 0 CGR-107 reduzindo a atividade proteolitica em 64,0%
(Figura 8). A inibi¢@o dessas enzimas pode ser mediada pela supressdo de genes regulatorios,
como os do grupo rpf (regulation of pathogenicity factors), que controlam a producao de FSD
(Fator de sinal difusivel) e a producdo de fatores de viruléncia (Li et al., 2019). Embora a
expressao génica ndo tenha sido diretamente avaliada neste estudo, a reduc¢ao observada nas
atividades enzimaticas e na formagao de biofilme sugere uma possivel repressdao de genes rpf,
como rpfF e rpfC, semelhante ao observado em estudos com X. oryzae pv. oryzae tratados com
OE de Thymus vulgaris (Singh et al., 2017).

A andlise da cinética de crescimento inicial e de viabilidade celular (Figura 4A e 4B)
revelou que os OEs de C. grewioides podem atuar como agentes antiviruléncia, sem
comprometer significativamente a viabilidade celular de XCC-629IBSBF, especialmente para
o acesso CGR-204. Esse perfil ¢ altamente desejavel no desenvolvimento de estratégias de
controle de fitopatdgenos, uma vez que a inibi¢do de fatores de viruléncia, sem matar as células
bacterianas, reduz a pressao seletiva, retardando o desenvolvimento de resisténcia (Murugaiyan
et al., 2022). Por outro lado, os OEs de CGR-107, CGR-108 ¢ CGR-220 apresentaram inibigao
do crescimento bacteriano inicial e viabilidade celular, o que pode ser atribuido a alta
concentragdo de eugenol nesses acessos. O acesso CGR-311 ndo afetou o crescimento inicial
de XCC-6291BSBF, embora em periodos mais longos foi possivel observar uma reducao da
viabilidade celular.

A variabilidade quimica entre os acessos de C. grewioides (Figura 1) indica que a
eficacia dos OEs depende da composi¢do quimica, sendo necessario padronizar os quimiotipos
para aplicagdes praticas. Além disso, a auséncia de analises de expressao génica neste estudo
limita a compreensdo dos mecanismos moleculares pelos quais os OEs modulam o QS e os
fatores de viruléncia. Estudos futuros devem investigar a expressdao de genes como rpfF, rpfC
e outros associados a quimiotaxia, motilidade e secrecdao de exoenzimas.

6.5. Conclusoes

Os OEs de C. grewioides apresentam potencial significativo como agentes
antiviruléncia contra XCC-629IBSBF, atuando na inibi¢do da formagdo ¢ erradicacao de
biofilmes, reducdo da motilidade e supressdo de enzimas extracelulares. Esses resultados
posicionam os OEs de C. grewioides como candidatos promissores para o desenvolvimento de
estratégias sustentaveis no controle de fitopatégenos, especialmente contra a podriddo negra
em cruciferas causada por XCC. O OE do acesso CGR-204 destaca-se por ndo comprometer a
viabilidade celular, sugerindo agdo antiviruléncia sem efeito bactericida.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Esta tese demonstrou o potencial dos OECGs como uma alternativa sustentavel para o
controle de fitopatdgenos do género Xanthomonas, XCC e Xmel. A revisdo sistematica
realizada no Artigo 1 revelou 24 atividades biologicas associadas aos OECGs, destacando cinco
quimiotipos (estragol, metil eugenol, eugenol, anetol e (E)-anetol), com estragol e (E)-anetol
propostos como marcadores quimicos da espécie. Esses dados reforcam a versatilidade quimica
e bioldgica de C. grewioides, consolidando seu potencial para aplicagdes agricolas e industriais.

Os ensaios experimentais dos Artigos 2 e 3 evidenciaram a eficacia antimicrobiana e
antibiofilme dos OECGs. Para Xmel, os acessos CGR-106, CGR-107, CGR-220 ¢ a
combinagdo eugenol + metil chavicol apresentaram CIM de 1000 pg.mL™', com redugdo
significativa da viabilidade celular a partir de 120 minutos e permeabiliza¢gdo da membrana
bacteriana. Para XCC, os OECGs, especialmente o acesso CGR-220, reduziram a formacao de
biofilme em até 58,16% e erradicaram biofilmes pré-formados em 71,47%. A inibicdo da
motilidade bacteriana (CGR-311, 0,35 cm?) e das atividades enzimaticas (endoglucanase,
celulase e protease) refor¢a o papel dos OECGs como agentes antiviruléncia, capazes de
interferir em fatores criticos de patogenicidade sem necessariamente exercer efeito bactericida,
como observado no acesso CGR-204.

Estudos futuros devem avaliar a eficacia dos OECGs em condi¢des de campo, visando
validar os efeitos observados em laboratdrio e determinar sua viabilidade como alternativa
pratica e econdmica no manejo fitossanitdrio de culturas agricolas. Além disso, devem
investigar a estabilidade dos OECGs em formulag¢des comerciais, incluindo o desenvolvimento
de nanoemulsdes ou encapsulamentos que aumentem sua solubilidade, estabilidade e liberagao
controlada, bem como elucidar os mecanismos moleculares de a¢do antiviruléncia, com foco
nos genes e vias regulatorias afetadas pelos compostos majoritarios, como eugenol, metil
eugenol e metil chavicol, especialmente no contexto da comunicagado celular (quorum sensing).
Por fim, recomenda-se a expansdo das investigagdes para outros fitopatdgenos bacterianos e
fingicos, bem como a analise de possiveis efeitos sinérgicos com os bactericidas convencionais,
com vistas a redu¢do do uso de agroquimicos sintéticos e ao desenvolvimento de novos
bioprodutos para a agricultura.



		2025-10-03T13:10:45-0300




