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RESUMO

Espécies vegetais representam fontes de matéria-prima para a inddstria farmacéutica,
cosmeética, alimenticia, quimica e outras, assim como para a agricultura. Substancias quimicas
especificas presentes em espécies vegetais possuem propriedades terapéuticas e sdo utilizadas
como principios-ativos de produtos farmacéuticos. Em industrias de medicamentos, o uso de
matéria-prima vegetal na elaboracéo de fitoterapicos estd aumentando nos ultimos anos. O Brasil
€ um pais que possui grande diversidade de espécies vegetais, em funcdo dos seus diferentes
biomas. O cerrado mineiro contem uma vasta biodiversidade a qual ainda ndo foi totalmente
estudada. Esta biodiversidade nos propicia a obtencdo de uma gama de matérias-primas adequada
para a producao de produtos farmacéuticos e cosméticos. Este estudo teve como objetivo obter e
caracterizar quimica e biologicamente, 6leos essenciais das espécies Melaleuca leucadendron e
Microlicia graveolens. Obter extratos hidroalcodlicos de folhas e caules de Vellozia squamata e
submete-los a uma prospeccéo fitoquimica para identificar os principais grupos de constituintes.
A obtengdo de nanoemulsdes do tipo Oleo/adgua contendo os Gleos essenciais e extratos, pelo
método de inversdo de fases, também foi um dos objetivos. Os resultados obtidos nesse trabalho
nos permitiram concluir que o rendimento e a constituicdo quimica dos 6leos essenciais de M.
graveolens e M. leucadendron sofreram variacdes em funcdo da época das respectivcas coletas.
Potencial propriedade antimicrobiana foi identificada nos 6leos essenciais isolados de ambas
espécies. A capacidade desses 6leos de inibir o crescimento microbiano mostrou-se significativa
em relacdo a bactérias Gram-positivas. Os extratos hidroalcodlicos obtidos de folhas e caules de
V. squamata apresentaram elevada capacidade antioxidante identificada através do método de
DPPH. Essa propriedade foi atribuida aos constituintes fenolicos identificados nos extratos por
testes fitoquimicos. O método de inversdo de fases foi eficiente no preparo de nanoemulsdes
estaveis contendo Oleos essenciais de M. graveolens e M. leucadendron ou extratos de V.
squamata. Sob a forma de nanoemulsédo a propriedade antioxidante dos extratos permaneceu a

mesma encontrada em sua solugéo.
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ABSTRACT

Plant species represent sources of raw materials to be applyed in pharmaceutical,
cosmetic, feed, chemical and other industries, such as in agriculture. Specific chemical
substances present in vegetable species have therapeutic properties and are used as active
principles of pharmaceutical products. The use of vegetable raw materials by pharmaceutic
industries in the preparation of phytotherapeutics has been increasing in the last decades. Brazil is
a country with great diversity of vegetable species in function of its different bioms. Cerrado
region of Minas Gerais State has a big biodiversity, which has not been fully studied. This
biodiversity provides obtention of a range of raw materials adequated for pharmaceutical and
cosmectic production. The objective of this work was to obtain and characterize essential oils
from the species Melaleuca leucadendron and Microlicia graveolens. Obtain hydroalcoholic
extracts from leaves and stems of Vellozia squamata and submit them to phytochemical
prospection to identify the main groups of constituents. The obtaintion of nanoemulsions type
oil/water with the essential oils and extracts, by inversion phase method, also was an objective.
The results foud in this work permits conclud that yeld and chemical constitution of essential oils
of M. graveolens e M. leucadendron suffer variation in function of the moment of respective
collects. Antimicrobian potential properties were attributed to essential oils isolated from both
species. The capacity of these oils to inhibite the microbian growth was significative in relation
to Gram-positive bacteria. The hydroalcoholic extracts from leaves and stems of V. squamata
showed good antioxidant property determined by DPPH method. This property was attributed to
phenolic compounds identified by phytochemical assays. The inversion phase method was
efficient to preparing stable nanoemulsions containing essential oils of M. graveolens and M.
leucadendron or extracts of V. squamata. As nanoemulsions the antioxidant property of the

extracts was the same found in its solution.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas tradicionalmente na medicina popular com
finalidade terapéutica para o tratamento de vérias enfermidades. Geralmente, sdo administradas
oralmente na forma de chas, infusdes, elixires e extratos (FOGLIO et al., 2006).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) aproximadamente 80% da
populagdo mundial utilizam a medicina ndo convencional, principalmente medicamentos
provenientes de produtos naturais, para suprir a auséncia de atendimento médico primario. Na
Africa, por exemplo, 80% da populacio dependem destes medicamentos, os quais representam
terapias alternativas frente ao alto custo dos farmacos sintéticos (ASCHWANDEN, 2001).

As espécies vegetais sdo fontes de matéria-prima em diversas industrias, como a
farmacéutica, cosmética, alimenticia, quimica e também para a agricultura e horticultura.
Substancias quimicas especificas presentes em espécies vegetais possuem acao terapéutica e sdo
utilizadas como principios-ativos de produtos farmacéuticos. O uso da matéria-prima vegetal na
elaboracdo de fitoterdpicos por inddstrias de medicamentos estd aumentando nos Gltimos anos
(FLORES et al., 2011).

A biodiversidade vegetal é enorme e ainda ndo foi totalmente pesquisada, estima-se que
apenas 10% da biodiversidade vegetal mundial tenham sido estudadas. Entretanto, nesta pequena
porcentagem, aproximadamente 140 mil metabdlitos secundarios provenientes de plantas ja
foram isolados e caracterizados. Na Terapéutica moderna estima-se que cerca de 40% dos
medicamentos disponiveis tenham sido desenvolvidos a partir de fontes naturais, sendo 25%
provenientes de plantas, 13% de micro-organismos e 3% de animais (CALIXTO, 2000).

O Brasil € o pais que possui a maior diversidade de espécies vegetais, esta classificacdo se
da pelos diferentes biomas existentes. Esta grande diversidade vegetal, e consequentemente
diversidade de compostos quimicos, existente no Brasil é um dos fatores que justifica as
pesquisas realizadas em busca de novas e promissoras moléculas candidatas a serem principios
ativos de medicamentos pelas industrias farmacéuticas (GUERRA; NODARI, 2001).

Em Minas Gerais h4 o dominio de trés biomas brasileiros: o cerrado, a mata atlantica e a
caatinga. O dominio do cerrado, localizado na porgcao centro-ocidental, ocupa cerca de 57% da

extensdo territorial do Estado, o dominio da mata atlantica, localizado na porcéo oriental, é de
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cerca de 41% da area do Estado. O dominio na caatinga, restrito ao norte do Estado, ocupa cerca
de 2% do territério mineiro (IEF, 2013). Esta biodiversidade nos permite a obtencdo de uma
gama de matérias-primas para a producdo de produtos farmacéuticos e cosméticos. Entretanto,
pouco dela foi estudado quanto a sua agéo e eficacia.

As emulsdes sdo amplamente empregadas como veiculos para farmacos e/ou ativos pela
industria cosmética e farmacéutica. As vantagens deste sistema sdo a veiculacdo de farmacos
lipofilicos e hidrofilicos em uma mesma formulagéo, além de possibilitarem um perfil sustentado
de liberacdo dos farmacos e ativos.

O desenvolvimento de nanoformulacdes, envolvendo sistemas emulsionados é uma
alternativa para melhorar as vias de administracdo de farmacos. O uso de nanoemulsdes é
interessante por causa das suas propriedades que estdo intimamente associadas com o tamanho de
particula. O uso de nanoemulsfes pode ser vantajoso quando relacionamos a utilizacdo dessas
como veiculos de produtos farmacéuticos ou de componentes dos cosméticos, principalmente
aqueles para os cuidados da pele. Como a busca pelo uso de componentes naturais em
formulagdes vem crescendo nos ultimos anos, estudos demonstram que extratos e Oleos
essenciais podem ser facilmente veiculados em nanoemuldes.

Esse trabalho tem como objetivo caracterizar os 6leos essenciais das espéecies Microlicia
graveolens, Melaleuca leucadendron e os extratos hidroalcoolicos obtidos a partir de folhas e
caules da Vellozia squamata visando a obtencdo de nanoemuls@es estaveis contendo os produtos
isolados.

Para alcancar o objetivo de forma didatica, o trabalho foi estruturado em capitulos, sendo
que o primeiro capitulo apresenta a introducdo geral, revisdo da literatura e objetivos. O segundo
capitulo apresenta estudo do 6leo essencial da espécie vegetal Microlicia graveolens. O terceiro
capitulo expbe os resultados referentes ao 6leo essencial da espécie vegetal Melaleuca
leucadendron. O quarto capitulo apresenta o estudo da espécie vegetal Vellozia squamata. O
quinto capitulo apresenta a conclusdo geral. Finalizando no sexto capitulo com as perspectivas

futuras.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Plantas Medicinais

O homem sempre fez uso dos recursos fornecidos pela natureza. Entre as formas de
utilizacdo de plantas pela humanidade podem ser citadas: fonte de alimentos, bebidas, pigmentos,
fibras téxteis, materiais para a construcdo de moradias, dentre outros. Recentemente, foi possivel
o isolamento de moléculas com potencial farmacoldgico, tais como taninos, flavonoides, fendis,
alcaldides, terpenoides, entre outras classes (GURIB-FAKIM, 2006).

A utilizacdo de produtos vegetais com objetivo de promocdo e/ou manutencdo da
salde é comprovada historicamente por registros, como por exemplo: 0s egipcios, assirios,
mesopotamicos, indianos, chineses e outras civilizagdes que sempre contavam com a figura de
curandeiro ou equivalente. Os romanos utilizavam de plantas para obtencdo de venenos. Os
gregos e romanos faziam uso de plantas arométicas como medicamentos e preparacdo de
perfumes. Os incas utilizavam a casca da quina no combate & malaria. Na idade média, o uso das
plantas com fins medicinais se desenvolveu bastante com os alquimistas principalmente com
Paracelso (CARRAZZONI, 2000).

O conhecimento cientifico sobre espécies vegetais, em particular as de uso terapéutico,
pode levar a melhoria na qualidade de medicamentos ja existentes assim como na descoberta de
novos principios ativos. Sabe-se que a utilizagdo de produtos naturais simboliza muitas vezes o
Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. As observacdes populares
sobre 0 uso e a eficacia de plantas medicinais de todo mundo, fortalece a pratica do consumo de
fitoterapicos, tornando validas as informacdes terapéuticas que foram sendo acumuladas durante
séculos (VEIGA-JUNIOR, 2008).

Em alguns paises, como Franca, Itilia e Alemanha, estima-se que entre 70 e 90% da
populagéo recorrem ao conhecimento popular, sob a forma de “medicina complementar”,
“alternativa” ou “ndo convencional”. O mesmo pode ser observado em paises em
desenvolvimento, sob outra perspectiva, uma vez que 0 acesso aos medicamentos ocorre de
forma precéria, sendo a medicina popular a principal fonte de prevencdo, tratamento e
manutenc¢do da salde de grande parte da populacdo nestes paises (PROBST, 2012).
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O mercado de produtos farmacéuticos derivados de plantas € um segmento promissor, ja
que o crescimento dos medicamentos fitoterapicos é da ordem de 15 % ao ano, enquanto 0s
medicamentos sintéticos crescem em torno de 3 a 4 % no mesmo periodo. Além disso, podem

constituir-se em uma opcao terapéutica eficaz e culturalmente apropriada (SIMOES, 2003).

2.2 Metabolismo Secundario

O metabolismo das plantas pode ser dividido em metabolismo primério e secundario. O
metabolismo primario é considerado essencial a todas as espécies, tendo carater conservativo e
universal e é responsavel pelo desenvolvimento e manutencdo celular. Substancias comuns tais
como carboidratos, lipideos, proteinas, clorofila e &cidos nucleicos sdo derivados destes
Processos.

A funcdo do metabolismo secundario nas plantas ndo era bem compreendida até pouco
tempo. Acreditava-se que 0s compostos provenientes do metabolismo secundario eram produtos
sem valor, ou mesmo resultante de erro metabdlico, super-expressdo protéica, excreta ou
desintoxicacao das plantas. A partir de 1950, estudos envolvendo diversas areas do conhecimento
elucidaram melhor o papel do metabolismo secundario nos vegetais, associando a producao de
metabolitos com funcdes fisioldgicas importantes (HERRMANN, 1995).

Os metabolitos secundarios podem ser comuns entre certos grupos taxondmicos, ou
exclusivos para determinada espécie, e geralmente oferecem vantagens para a manutencdo e
desenvolvimento das espécies vegetais que 0s sintetizam. Processos como a defesa contra
microrganismos patogénicos e herbivoros, atracdo de polinizadores existem gracas a esses
metabolitos. Além disso, alguns destes metabdlitos sdo importantes compostos que absorvem a
luz ultravioleta evitando que as folhas sejam danificadas (SIMOES, 2003).

A farmacofagia € um comportamento nutricional realizado por animais na busca de
compostos ndo-nutritivos. Huffman (1997) relata que algumas espécies de macacos e outros
primatas incluem em sua dieta plantas com intuito de obter efeitos analgésicos, antimicrobianos,
anti-inflamatorios, anti-diarréicos, entre outros. Esses efeitos sdo obtidos gragas aos produtos

provenientes do metabolismo secundario das plantas.
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Devido as extensas atividades bioldgicas dos metabolitos secundéarios de plantas, estes sao
utilizados ha séculos na medicina popular e nos dias atuais como medicamentos, cosméticos,
matéria-prima para a quimica fina, ou mais recentemente como nutracéuticos (FUMAGALLI et
al., 2008).

Os metabdlitos secundarios podem ser classificados dentro de trés grandes grupos:
terpendides, compostos fenodlicos e alcaldides. Embora ndo sejam necessarios ao ciclo de vida da
planta, desempenham importante papel na interagdo das plantas com o meio ambiente
(OLIVEIRA et al., 2003).

FIGURA 1.1 Ciclo biossintético geral dos metabolitos secundérios.
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Fonte: LUPE , 2007.
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2.2.1 Terpenoides

Os terpendides sdo também conhecidos como isoprendides e constituem a classe de
produtos naturais obtidos de plantas com a maior variedade estrutural e funcional. Alguns
Terpendides participam de processos como respiracdo e desenvolvimento celular, desse modo séo
importantes ao metabolismo primario. Pode-se citar como exemplos: producdo de hormonios
(giberelinas), pigmentos fotossintéticos (carotendides), carreadores de elétrons (ubiquinonas),
além de atuarem em mecanismos de defesa e comunicacdo (BAKKALI et al., 2008).

Os terpenos sdo formados a partir do acido meval6nico, no citoplasma, ou do piruvato e
3-fosfoglicerato, no cloroplasto (FIGURA 1.2). A maioria dos terpenos sao produtos do
metabolismo secundario, tendo como funcdo intermediar a relagdo planta versus ambiente.
Grande parte desses compostos apresenta baixo peso molecular, natureza lipofilica, grande
variedade de estruturas e alta pressdo de vapor a temperatura ambiente (PHILLIPS et al., 2008).

Os terpenos ou terpenodides podem ser classificados de acordo com o nimero de isoprenos
que constituem: hemiterpendides, monoterpendides, sesquiterpendides, diterpendides,
triterpendides, tetraterpendides e politerpendides (OLIVEIRA et al., 2003).

Os monoterpenos sdo constituintes da fracdo volatil de flores e 6leos essenciais extraidos
de plantas e ervas aromaticas, justificando sua importancia para a industria de cosméticos,
perfumes e aromatizantes. O geraniol, mentol, linalol e o citral sdo exemplos de monoterpenos.
Os monoterpenos podem atuar como compostos antimicrobianos (PROBST, 2012).

Os sesquiterpenos (Cis) sdo encontrados nos 6leos essenciais e em horménios vegetais,

constituindo a maior classe de terpendides (OLIVEIRA et al., 2003).
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FIGURA 1.2 Biossintese dos terpenos.
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2.2.2 Alcaléides

Alcaldides sdo compostos organicos ciclicos, de carater basico, derivados principalmente

de plantas, mas que também podem ser encontradas em fungos, bactérias e até mesmo em

animais, podendo influenciar o metabolismo destes organismos produtores. A sua estrutura

guimica, contém basicamente nitrogénio, oxigénio, hidrogénio e carbono. Possuem importancia

econdmica e social, além da biologica. Constituem uma classe numerosa que é dividida em

subclasses por apresentarem vias de sintese ndo relacionadas evolutivamente (MITHEN et al.,

2000).
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Podem existir no estado livre nas plantas, bem como na forma de sais ou oxidos. Eles
também correspondem aos principais agentes terapéuticos naturais com acgdo: anestésica,
analgésica, psico-estimulantes, neurodepressores, entre outras atividades farmacoldgicas. Um

exemplo de alcaldide com atividade farmacologia é a codeina (HENRIQUES, et al., 2000)

FIGURA 1.3 Estrutura do alcal6ide codeina.

Existe um consenso entre diversos autores e pesquisadores da area de quimica, de que
alcaldides verdadeiros sdo compostos que possuem um ou mais nitrogénio(s) pertencente(s) a um
anel heterociclico com propriedades alcalinas, apresentando intensa atividade bioldgica quando
interagem com organismos vivos (BERGAMASCHI, 2010).

2.2.3 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo substancias que possuem pelo menos um anel aromatico no
qual ao menos um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila. Os compostos
fenolicos estdo presentes em todos os 6rgdos das plantas, sendo abundantes em legumes, frutas,
cereais, além de se manterem presente em produtos derivados de vegetais como chocolate, vinho
tinto, azeite de oliva, chd verde e café. Os flavonoides e taninos sdo exemplos de compostos
fendlicos (BRAVO, 1998).

A funcdo dos compostos fenolicos, principalmente os fenilpropandides, esté relacionada
com a sintese das ligninas que sdo comuns a todas as plantas superiores, atrativos aos seres
humanos devido ao odor, sabor e coloracdo agradaveis. Além disso, participam da interacdo da

planta com animais, 0s quais sdo atraidos para polinizacdo ou dispersdo de sementes. Esse grupo
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de compostos é também importante para proteger as plantas contra os raios ultravioleta, insetos,
fungos, virus e bactérias (CROTEAU et al., 2000)

Os Flavondides (

FIGURA 1.4) sdo muito importantes no que se refere a sinalizacdo entre plantas e outros
organismos, pode se incluir nesse item a relacdo entre os vegetais e seus agentes polinizadores,
sendo a coloracdo das flores um dos principais mecanismos de atracdo. A capacidade de

sequestrar radicais livres € uma importante funcdo desses compostos (BERGAMASCHI 2010).

FIGURA 1.4 Estrutura geral dos flavondides.

Os taninos sdo compostos fenolicos solveis em agua com massa molecular entre 500 a
3.000 Daltons. Esses compostos sdo responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos. Taninos

sdo defesas contra pragas, pois se ligam a proteinas digestivas dos insetos.

2.3 Oleos Essenciais

Oleos essenciais (OE) sdo derivados organicos de estrutura quimica heterogénea que
se apresentam, em certos géneros de plantas superiores e inferiores, bem como em
microrganismos. Sao liquidos viscosos e podem ou ndo exalar odor. O termo 6leo essencial foi
definido no século XV1 por Paracelso, médico e alquimista suico (SIMOES, 2003).

O termo “6leo volatil” tem sido mais usado devido a relagdo com as propriedades fisico-
quimicas da planta, ja que “6leo essencial” pode designar também outros produtos odorantes néo
provindos de origem vegetal, que sdo as “esséncias heterosidicas” obtidas através da hidrodlise

enzimatica de heterosideos (BUSATTA, 2006).

26



CAPITULO 1
REVISAO DA LITERATURA

Os OEs sao originados do metabolismo secundario das plantas e possuem composi¢do
quimica complexa. Sdo compostos de hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpenos,
aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, Oxidos, peroxidos, furanos, &cidos orgéanicos, lactonas,
cumarinas e compostos contendo enxofre, apresentando diferentes concentragdes. Entre esses
compostos destacam-se os fenilpropanoides, preponderando os terpendides (DABAGUE, 2008).

Estes materiais também sdo conhecidos por Oleos etéreos e sdo liquidos oleosos,
aromaticos obtidos a partir de material vegetal (flores, brotos, sementes, folhas, galhos, cascas,
ervas, madeira, frutas e raizes) (BURT,2004). Podem ser extraidos de plantas através da técnica
de arraste a vapor, na grande maioria das vezes, e também pela prensagem do pericarpo de frutos
citricos, que no Brasil dominam o mercado de exportacdo (B1ZZO et al., 2009).

Os 6leos essenciais obtidos por destilacdo por arraste a vapor e seus derivados podem ser
utilizados como repelentes e sdo considerados como uma alternativa aos convencionais pesticidas
quimicos sintéticos, devido ao reduzido risco a saude e da sua biodegradabilidade (VARONA et
al., 2010).

Estima-se que 3000 OEs sdo conhecidos, dos quais cerca de 300 sdo importantes
comercialmente, destinados principalmente para o mercado de flavorizantes e fragrancias.
(BURT,2004). Atualmente os 6leos essenciais, além de serem utilizados como conservantes
naturais e fragrancias em produtos cosméticos, novas aplicacdes como conservantes de alimentos,
promotores de crescimento em gado, pesticidas naturais em Agricultura Orgéanica e inseticidas
estdo surgindo. Tais aplicacdes sdo possiveis devido as propriedade quimicas e bioldgicas que
esses 6leos apresentam (RODRIGUEZ-ROJO et al., 2012).

O Brasil tem lugar de destaque na producdo de OEs, ao lado da india, China e Indonésia,
que sdo considerados os 4 grandes produtores mundiais. A posicdo do Brasil deve-se aos OEs de
citricos, que sdo subprodutos da industria de sucos. No passado, o pais teve destaque como
exportador de OE de pau-rosa, sassafrads e menta. Nos dois ultimos casos, passou a condicéo de
importador (B1ZZO et al., 2009).

Embora todos os 6rgdos de uma planta possam acumular éleos essenciais, sua composi¢do
pode variar conforme a localizacdo (a exemplo, o 6leo das cascas de canela € rico em aldeido
cindmico, enquanto, as folhas e raizes dessa planta sdo ricas, respectivamente, em eugenol e

canfora). Os 6leos constituem os elementos essenciais contidos em muitos 6rgaos vegetais e estdo

27



CAPITULO 1
REVISAO DA LITERATURA

relacionados com diversas funcGes necessarias a sobrevivéncia vegetal exercendo papel
fundamental na defesa contra microrganismos (BIZZO et al., 2009).

O ambiente no qual o vegetal se desenvolve e o tipo de cultivo influem na composicéo
quimica dos Oleos essenciais. A temperatura, umidade relativa do ar, duracéo total da exposicao
ao sol e o regime de ventos exercem influéncia direta, principalmente nas espécies que possuem
estruturas histoldgicas de estocagem de 6leos na superficie. A variabilidade na producdo e teor de
6leos essenciais é conhecida por ser afetada por fatores ambientais tais como luz, disponibilidade
de nutrientes, estacdo do ano, periodo do dia, ciclo e parte da planta (POTZERNHEIM et al.,
2006).

O uso terapéutico de Oleos essenciais tem se expandido por todo o mundo, sendo
amplamente utilizados contra doencas inflamatorias, alérgicas, reumaéticas e artrite. Esses
tratamentos sdo reconhecidos através de experimentacGes clinicas, em especial por aplicagdo
topica, via massagens. Sdo poucos os estudos cientificos sobre as acdes bioldgicas dos OEs. Até
entdo, tem sido estabelecido, cientificamente, que cerca de 60% dos 6leos essenciais possuem
propriedades antiflngicas e 35% exibem propriedades antibacterianas (OLIVEIRA et al.,2006).

Na aromaterapia, a via de administracdo mais comum para utilizacdo de OEs é a cuténea,
porém a escolha de outras vias, tais como: oral, parenteral, retal, vaginal, sublingual ou nasal,
depende da orientacdo de um profissional habilitado como médicos, farmacéuticos, odont6logos e
enfermeiros, além da indicacéo clinica ou da forma farmacéutica em que esta incorporado o 6leo
essencial, ou das condi¢bes do paciente havendo, portanto, uma via adequada para cada caso
(BURT,2004). Os OEs, por serem naturais e biodegradaveis, podem atuar sobre vaérias
moléculas-alvo ao mesmo tempo, quando comparado a farmacos sintéticos, sendo assim, tornam-
se substancias chave para a pesquisa de novos medicamentos. Os OEs sdo volateis, ou seja,
durante o preparo de formulagcfes € necessario encontrar a sua concentracdo ideal com intuito de
minimizar a evaporacgao e proteger o 6leo da luz, oxidagéo e altas temperaturas. Para obter esse
resultado, as emulsdes Oleo-4gua (O/A) sdo uma das formulagdes preferidas para os OEs
(RODRIGUEZ-ROJO et al., 2012).
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2.3.1 Métodos de obtencéo de 6leos essenciais

Os OEs podem ser obtidos através de diferentes processos, dependendo da localizagdo no
vegetal, quantidade e das caracteristicas requeridas para o produto final. Os processos usuais sao:
prensagem ou expressdo, destilacdo por arraste a vapor, extracdo com solventes organicos
(extracdo por Soxhlet) e com Gas Carbbnico (CO,) supercritico. Dentre as técnicas citadas,
destacam-se a destilacdo por arraste a vapor e extragdo com solventes organicos, por serem de
extrema simplicidade e reduzido custo (BUSATTA, 2006).

O método de prensagem (FIGURA 1.5) faz uso de prensas hidraulicas. Apos a extracéo é
necessaria a utilizacdo de solventes organicos para separar o 6leo presente na torta obtida apos a
prensagem. Os solventes mais utilizados s&o éter etilico, diclorometano e hexano, porém esses
solventes também extraem outros compostos lipofilicos além dos OEs. E necessario ressaltar que
mesmo ap0Os a separacdo do solvente do 6leo podem ser encontrados residuos de solvente

contaminando o mesmo.

FIGURA 1.5 Equipamento de prensagem utilizado para extragéo de 6leos essenciais.

Fonte: ALEXANDRE, 2010.
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O processo de extracdo de OEs por arraste a vapor € o mais utilizado. Tal método consiste
em colocar o material vegetal em um compartimento o qual pode ser uma dorna ou um baldo de
fundo redondo. O vapor de agua ao passar pelo material vegetal extrai 0s compostos volateis da
planta. O vapor condensa ao chegar ao sistema de condensagdo sendo assim possivel coletar o
o0leo extraido no sistema de decantacdo. O dleo essencial, assim que obtido, é colocado em funil
de decantacdo para que haja uma separacdo minuciosa da dgua atraves da diferenca de densidade
e imiscibilidade das fases. O método de extracdo utilizando o aparelho de Clevenger (FIGURA
1.6) é um exemplo de processo de arraste a vapor (CASTRO et al., 2005).

FIGURA 1.6 Representacdo do aparelho de Clevenger.

A extragdo por CO; supercritico (FIGURA 1.7) tem elevado custo devido ao fato de
trabalhar com altas pressdes. Para a extracdo o CO; € liquefeito através de compressdo e em
seguida aquecido a 31°C . Nessa temperatura 0 CO, atinge um estado no qual sua viscosidade é
igual a de um gés mas a capacidade de dissolucdo € semelhante a de um liquido. Apds a extracdo
é realizada a conversdo do CO, ao estado gasoso novamente o que resulta em sua total
eliminacdo. Como vantagens da extracdo por CO, supercritico pode-se notar a ndo utilizacdo de
solventes organicos, sendo assim o produto final obtido é mais puro j& que ndo ha tracos de

solvente ap0s a extragéo.
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FIGURA 1.7 Esquema representativo do equipamento utilizado para extragdo supercritica de éleos essenciais.
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Fonte: Coelho et al., 1997

Na extracdo por Soxhlet (FIGURA 1.8) séo utilizados solventes organicos para extracdo
preferencialmente apolares. A desvantagem é que os solventes apolares podem extrair também
outros compostos lipofilicos além do OE. Na extracdo o solvente passa através de um cartucho ou
compartimento contendo o vegetal, produzindo uma solucéo e levando-a consigo até o baldo de
aquecimento. Como o solvente esta sendo destilado, o soluto vai se concentrando no baldo de
aquecimento. Tal método é util quando a diferenca de solubilidade do soluto em ambos os

solventes ndo € muito grande.
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FIGURA 1.8 Equipamento de Soxhlet.
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2.3.2 Caracterizacdo quimica de 6leos essenciais

A andlise quimica de separacdo e identificacdo dos constituintes dos 0Oleos é feita por
meio de técnicas cromatograficas como Cromatografia Gasosa (CG) e Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE). Técnicas espectrométricas também podem ser utilizadas acopladas a
separacdo, dentre as quais as mais frequentes sdo: Espectroscopia de Ultravioleta (UV),
Infravermelho(lV), Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e de Carbono e
Espectrometria de Massas (EM). O uso de bibliotecas e bancos de dados informatizados contendo
informacdes ja existentes na literatura a respeito de um grande nimero de substancias conhecidas
é padronizado e constitui-se em ferramenta que facilita e acelera a caracterizacdo do material
(TELES, 2003).

Para a avaliacdo da composicdo quimica dos OEs, considera-se que 0s avancos das
técnicas analiticas instrumentais, aliadas a simplicidade, precisdo e rapidez, tornaram a CG um
dos processos mais difundidos para analises quimicas, por ser uma técnica de separacéo eficiente
para esclarecer uma determinada estrutura, tanto na inddstria quanto nos laboratorios de pesquisa
cientifica. Diversos pesquisadores destacam a CG entre as melhores ferramentas analiticas e de
extrema utilidade na anélise de misturas complexas (CARVALHO, 2010)

Para as analises cromatograficas de amostras que possuem componentes com uma larga

faixa de pontos de ebulicdo deve-se utilizar programas de variacdo de temperatura. Estes séo
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utilizados para simplificar e/ou acelerar a separacdo, que é condi¢do basica para quantificacdo e
identificacdo de componentes da amostra. Na analise de OEs, & necessario comecar com
temperaturas mais baixas para a separacdo de componentes mais volateis e depois aumentar
controladamente para separacdo dos componentes com pontos de ebulicdo mais elevados.

A CG é uma técnica muito utilizada em anélises de substancias termoestaveis e volateis
ou passiveis de derivatizacdo. Nela os detectores de captura de elétrons (ECD), espectrometria de
massas (EM), detector de ionizacdo de chama (FID) sdo os mais citados. A CG-EM oferece 6tima
combinacao de compatibilidade, sensibilidade e especificidade dos dados. (PEREIRA; AQUINO
NETO , 2000)

FIGURA 1.9 Esquema representado funcionamento de um cromatografo gasoso.
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Fonte: EBAH, 2013.

A combinacdo da CG com a EM ¢ relativamente simples, uma vez que as caracteristicas
de funcionamento do cromatografo a gas sdo suficientemente compativeis com a necessidade de
alto vacuo do espectrémetro de massas (CHIARADIA et al., 2008).

O funcionamento de um EM pode ser descrito, resumidamente, da seguinte forma: a
substancia de interesse é bombardeada com um feixe de elétrons, ocorrendo sua fragmentacdo na
forma de ions positivos, estes ions possuem uma relacdo massa carga especifica (m/z). Esses séo
entdo direcionados ao analisador de massas onde, devido a diferenca na relacdo m/z, séo
diferentemente acelerados e com isto separados. Existem muitos aceleradores de massas:
quadrupolos, focalizagdo simples, dupla entre outros. A fungdo do detector € coletar o ions e
amplificar o sinal gerado por eles, geralmente utilizando um multiplicador de elétrons. O registro

de sinais é chamado de espectro de massas. A intensidade do sinal é proporcional a quantidade de
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ions formados. Outra informacdo importante obtida através do espectro é a massa da molécula e
de seus fragmentos (CHIARADIA et al., 2008).

2.4 Atividade Antioxidante

Por definicdo os radicais livres sdo qualquer atomo, molécula ou fragmento de molécula
contendo um ou mais elétrons desemparelhados no seu orbital mais externo, sendo que esse
elétron desemparelhado ocupa sozinho um orbital atbmico ou molecular. Esse elétron nédo
emparelhando torna o atomo extremamente instavel. Na tentativa de estabilizar-se, ele reage com
um elétron de outro &tomo. Em sistemas biologicos os radicais livres reagem com os elétrons das
biomoléculas que estdo a sua volta, ou seja, proteinas, lipidios, carboidratos e &cidos nucleicos.
Estas reacOes podem, consequentemente, levar a alteragdes de funcdo e a morte celular
(LAGUERRE et al., 2007).

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e as Espécies Reativas de Nitrogénio (ERNSs) sédo
compostos formados quando as moléculas de oxigénio ou nitrogénio se combinam com outras
moléculas gerando um grande nimero de elétrons livres ( SILVA et al., 2010).

No organismo, os radicais livres encontram-se envolvidos na fagocitose, regulacdo do
crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias bioldgicas importantes. No
entanto, seu excesso traz efeitos prejudiciais, tais como a lipoperoxidacdo de membranas e
oxidacdo de proteinas. EROs incluem os radicais livres, como o anion superéxido, radicais
hidroxila e peroxila, bem como espécies ndo radicalares, como peroxido de hidrogénio,
peroxinitrito e oxigénio singlete. NAD(P)H oxidase, xantina oxidase, mieloperoxidase,
cicloxigenase e lipoxigenase sdo grandes fontes enzimaticas de EROs em células de mamiferos,
enquanto a radiacdo UV representa um exemplo de um fator ambiental de geracdo de EROs
(SILVA et al., 2011).

A formagdo de radicais livres conduz ao estresse oxidativo, processo no qual uma série de
reacOes € iniciada originando alteracbes em proteinas extracelulares e modificacdes celulares
sendo que o maior dano ¢ a peroxidagéo de acidos graxos presentes na dupla camada lipidica das
celulas causando morte celular (PODSEDEK, 2007).
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Um antioxidante € qualquer substancia capaz de retardar ou impedir danos devidos a
oxidacdo (como rancificacdo e formacdo de off-flavors em alimentos) quando utilizada em
pequenas concentragfes, quando em comparagdo com 0 agente oxidante. As substancias
antioxidantes apresentam diferentes modos de protecdo contra a oxidagdo. Os antioxidantes
podem agir em diversas etapas do processo oxidativo, funcionando por diferentes mecanismos e
sdo, portanto, classificadas em duas categorias principais: antioxidantes primarios e secundarios
(SILVA et al., 2010).

Sao considerados antioxidantes primarios os compostos capazes de inibir ou retardar a
oxidacdo por inativacdo de radicais livres gracas a doacdo de a&tomos de hidrogénio ou de
elétrons, o que os transforma em substancias estaveis. Os antioxidantes secundarios apresentam
uma grande variedade de modos de acgdo: ligacdo de ions metélicos (alteracdo de valéncia);
inativacdo de EROs, conversdao de hidroperdxidos em espécies nao-radicalares ou absorcdo de
radiacdo UV (SILVA et al., 2010; SILVA et al., 2011)

Varios estudos epidemioldgicos indicaram que a alta ingestdo de produtos vegetais esta
associada com uma reducdo no risco de uma série de doencas crénicas como aterosclerose e
cancer. Estes efeitos tém sido particularmente atribuidos aos compostos que possuem atividade
antioxidante. Os principais antioxidantes nos vegetais sdo as vitaminas C e E, os carotendides e
os compostos fendlicos, especialmente os flavondides (PODSEDEK, 2007)

Os métodos para determinar a capacidade antioxidante podem ser baseados na captura do
radical peroxila: Oxygen Radical Antioxidant Capacity (ORAC) e Total Radical Trapping
Antioxidant Parameter (TRAP); poder de reducdo do metal: Ferric lon Reducing Antioxidant
Power (FRAP) e Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity (CUPRAC), captura do radical
hidroxila (método de desoxirribose), captura do radical organico 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTSe), e 2,2-difenil-1- picril-hidrazil (DPPH?e),
quantificacdo de produtos formados durante a peroxidacdo de lipidios: Thiobarbituric Acid
Reactive Substances (TBARS) e, oxidagdo do LDL (SANCHEZ-MORENO, 2002, SILVA et al.,
2011).

O meétodo DPPHe é baseado na captura do radical 2,2-difenil-1- picril-hidrazil por
antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a 518 nm (FIGURA 1.10). O DPPH- é
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um radical livre estavel que pode ser obtido diretamente por dissolu¢do do reagente em meio

organico.

FIGURA 1.10 Estabilizacdo do radical livre DPPH.
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A busca por antioxidantes naturais para uso em produtos alimenticios, cosméticos e
farmacéuticos vem representando um importante desafio para a pesquisa industrial nos ultimos
20 anos, tendo como intuito substituir os antioxidantes sintéticos. Os antioxidantes sintéticos
mais utilizados pela industria sdo o butil - hidroxitolueno (BHT) e o butil - hidroxianisol (BHA),
sendo que estes tém despertado preocupacdo quanto as doses de seguranca e toxicidade, pois

podem estar envolvidos em muitos riscos a satde, incluindo cancer (BERGAMASCHI, 2010).

2.5 Atividade Antimicrobiana

O desenvolvimento de resisténcia de patdgenos humanos e animais a antimicrobianos é
um dos casos mais bem documentados de evolugdo bioldgica e um sério problema tanto em
paises desenvolvidos como em desenvolvimento. O uso irracional de antimicrobianos em alguns
paises da Europa tem resultado na resisténcia de cepas de bactérias, causando assim um sério
problema de satde publica (DUARTE, 2006).

InfeccOes humanas, particularmente aquelas envolvendo a pele e mucosas constituem um
sério problema, especialmente em paises desenvolvidos tropicais e subtropicais. Muitas plantas
dos biomas brasileiros, tais como o cerrado, a floresta amazodnica e a mata atlantica tém sido
utilizadas como medicamentos naturais pelas populacGes locais no tratamento de varias doengas

tropicais, incluindo esquistossomose, leishmaniose, malaria e infec¢es fungicas e bacterianas.
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Além disso, muitas plantas exoticas foram introduzidas no Brasil desde a colonizagdo e
incorporadas na medicina popular (FIORENTINI et al., 2001; DUARTE, 2006).

Tem sido estabelecido cientificamente que cerca de 60% dos OE possuem propriedades
antifungicas e 35% exibem propriedades antibacterianas. Alguns OEs tém sido usados como
terapia complementar em infeccGes com fungos e bactérias incluindo acne, gengivites e
candidiase vaginal (OLIVEIRA et al., 2006). O 6leo de melaleuca, derivado da planta nativa da
Austrdlia Melaleuca alternifolia (Myrtaceae), tornou-se um agente antimicrobiano topico
alternativo, com propriedades antibacteriana e antifingica (OLIVEIRA et al., 2011)

A literatura cientifica na area da ciéncia e tecnologia de alimentos tem mostrado, nos
altimos anos, um enfoque no estudo do potencial antimicrobiano dos 6leos essenciais
considerando a sua inclusdo nos chamados sistemas de bioconservacdo de alimentos. A
bioconservagdo de alimentos € um sistema de preservacdo amplamente aceito, sendo referido
como um procedimento natural capaz de prover a extensdo da vida Util e satisfatoria seguranca
microbioldgica de alimentos (FIORENTINI et al., 2001; )

A atividade antimicrobiana foi documentada para os 6leos essenciais, extraidos de varias
espécies de vegetais, tais como, horteld-pimenta (Mentha piperita), Achillea frangatissima,
melaleuca (Melaleuca alternifélia), rosa-de-Jericd (Althea rdsea) e capim-limao (Cymbopogon
citratus), pela presenca de componentes como timol, carvacrol, eugenol, 1,8-cineol, linalol,
pineno, cariofileno e citral (AMARAL, 2004).

Os OEs podem ser incorporados em formulacdes farmacéuticas de uso topico para o
tratamento de doencas da pele. No entanto, devido a complexidade quimica dos OEs,
susceptibilidade a degradacdo, volatilidade e insolubilidade em &gua, é necessario utilizar de
mecanismos que os protejam contra tais problemas. As emulsdes Oleo em Agua (O/A) sdo as
mais interessantes para veiculagdo de OEs (FLORES et al., 2011)

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos se faz necessaria devido ao surgimento de
microrganismos resistentes e de infec¢Ges oportunistas fatais, associadas a AIDS, quimioterapia
antineoplasica e transplantes. O estudo de agentes antimicrobianos tem grande abrangéncia,
sendo ponto crucial em varios setores do campo farmacéutico e cosmético. Atualmente, existem

varios métodos para avaliar a atividade antibacteriana e antifingica dos extratos vegetais. Os
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mais conhecidos incluem método de difusdo em agar, método de macrodiluicdo e microdiluicao.
(OSTROSKY et al., 2008)

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais é avaliada através da determinacdo da
menor quantidade da substancia necessaria para inibir o crescimento do microrganismo-teste;
esse valor é conhecido como Concentracdo Inibitoria Minima (CIM). Um aspecto bastante
relevante na determinacdo da CIM de extratos vegetais € a preocupacdo em relacdo aos aspectos
toxicologicos, microbioldgicos e legais pertinentes aos compostos naturais ou suas combinacdes
(OSTROSKY et al., 2008)

O teste de difusdo em agar, também chamado de difusdo em placas, é um método fisico,
no qual um microrganismo é desafiado contra uma substancia biologicamente ativa em meio de
cultura solido e relaciona o tamanho da zona de inibicdo de crescimento do microrganismo
desafiado com a concentracdo da substancia ensaiada (PINTO et al., 2003). A aplicacdo do
método de difusdo se limita a microrganismos de crescimento rapido, sendo eles aer6bios ou
aerobios facultativos. A avaliagdo € comparativa frente a um padrdo biologico de referéncia
(controle positivo) e a zona ou o halo de inibicdo de crescimento ¢ medida partindo-se da
circunferéncia do disco ou pogo, até a margem onde ha crescimento de microrganismos
(OSTROSKY et al., 2008).

O uso de extratos vegetais com conhecida atividade antimicrobiana pode adquirir grande
importancia nos tratamentos de diversas doencas. Inimeros estudos, em diferentes paises, sao
realizados para comprovacdo da eficacia desses produtos naturais. Estes produtos sao
reconhecidos por suas substancias ativas, como é o caso dos compostos fendlicos, que fazem
parte dos OEs e dos taninos (NASCIMENTO et al., 2000).

2.6 Emulsdes
Emulsdo é um sistema termodinamicamente instavel resultante da mistura de dois liquidos
imisciveis entre si e uma terceira fase contendo agente emulsificante (PIANOVSK et al., 2008).

De acordo com a natureza da fase externa, continua ou ainda conhecida como dispersante,

podem ser classificadas em: emulsdo agua em 0Oleo (A/O) a que contém agua como fase dispersa
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sob a forma de pequenas particulas na fase oleosa e 6leo em agua (O/A) a emulsdo composta pela
dispersdo de material oleoso/graxo na fase aquosa (LACHAMAN et. al 2001).

A instabilidade de uma emulsdo pode se manifestar das seguintes formas: cremeacéo,
quando as particulas menos densas sobem para o topo da formulagdo; floculagdo: a forca de
repulsdo entre as moléculas é diminuida e elas se associam de maneira fraca e reversivel por
agitacdo; coalescéncia: as goticulas da fase interna se unem e formam outra goticula sendo este
processo irreversivel; e a inversdo quando ocorre a inversdo de fase, a externa torna-se interna e
vice-versa (PIANOVSK et al., 2008).

2.6.1 Nanoemulstes

A nanotecnologia é focada em caracterizacdo, fabricacdo, manipulacdo e aplicacdo de
estruturas biologicas e ndo bioldgicas na escala nanométrica. O prefixo “nano” esta relacionado a
uma escala de medida em que um nanémetro representa um bilionésimo do metro ou um
milionésimo do milimetro. Estruturas nessa escala apresentam propriedades funcionais Unicas
ndo encontradas na escala macro. Os nanocompdsitos sdo materiais hibridos, nos quais pelo
menos um de seus componentes tem dimensdes nanométricas. A principal razdo para as
diferencas no comportamento entre materiais compostos e nanocompdsitos esta relacionada com
a elevada area superficial destes Gltimos, resultando em intensa interacdo entre a matriz na qual
estdo inseridos e as nanoparticulas (ASSIS et al., 2012).

As nanoemulsbes sdo sistemas coloidais carreadores de farmacos promissores para
diversas aplicacOes terapéuticas. Sistemas veiculos para uso oral, ocular e intravenoso foram
desenvolvidos e demonstraram uma reducdo dos efeitos colaterais de varios farmacos potentes e
efeitos farmacologicos prolongados dos mesmos na forma de nanoemulsdo (GERSHANIK;
BENITA, 1996; ABDULRAZIK et al., 2001). As propriedades especificas de tamanho reduzido
de glébulo e maior area interfacial permitem que as nanoemulsdes apresentem velocidade e taxa
de penetragdo superior a das macroemuls@es correspondentes, sendo com isto Uteis para produtos
de uso topico (SONNEVILLE-AUBRUN et al., 2004) ou mesmo parenteral (MULLER et al.,
1998).
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A aplicacdo de nanoemulsbes tem se intensificado nos udltimos anos em funcdo de
diversas vantagens apresentadas por este sistema. Entre elas, a prevencdo de processos de
instabilidade como cremeacdo, sedimentacédo, floculacdo e coalescéncia, em funcdo da presenca
de goticulas de tamanho reduzido; além proporcionar maior penetracdo na pele, tornando a
absorcéo de ativos mais eficiente por esta via. As nanoemulsdes sdo melhores absorvidas pela via
oral e em geral aumentam a biodisponibilidade de farmacos por essa via (MULLER et al., 1998).
As nanoemulsdes sdo largamente empregadas na substituicdo de lipossomos e vesiculas, pois
possuem maior capacidade de encapsulacdo de farmacos lipofilicos. Além disso, na preparacdo
de lipossomos séo utilizados métodos de preparacdo laboriosos e lipidios muito onerosos
comparados aos métodos utilizados para nanoemulsdes (TADROS et al., 2004).

Basicamente, estes sistemas podem ser produzidos através de dois processos classicos: da
emulsificacdo espontanea como o método TIF (temperatura de inversdo de fases) ou através da
inversdo de fases por composicdo ou utilizando um agitador de alto poder de cisalhamento,
permitindo um maior controle do tamanho da goticula, bem como, uma maior opc¢do de
componentes. Pode-se também obter nanoemulses por uma adaptagdo do método descrito por
Fessi e colaboradores (1989), baseado na formacdo cineticamente controlada de nanogotas
geradas pela difusdo de um solvente organico em agua (efeito Marangoni).

O maior problema na manipulacdo de emulses O/A nanométricas € a instabilidade fisica,
a qual pode aparecer como separacdo de fases devido a cremagem, provocada por diferencas de
densidade, floculacdo, devida a agregacdo das particulas em colisdo; a maturacdo de Ostwald,
que é a difusdo molecular dependente do tamanho, polidispersividade e solubilidade da fase
dispersa. Consequentemente é extremamente importante determinar os processos e condicdes
Otimos de emulsificacdo e de homogeneizacdo requeridos para a obtencdo de emulsdes
nanométricas com alta estabilidade fisica. (YILMAZ e BORCHERT, 2005).

Micro e nanoemulsdes podem ser veiculos excelentes para farmacos pouco permeaveis
e/ou altamente lipofilicos visto que podem ser manufaturados com excipientes que possuem agao
solubilizante ou mesmo promotora de absor¢cdo. Nanoemulsdes para uso oral séo quase que
exclusivamente do tipo O/A, e similarmente a macroemulsdes promovem absor¢do gastrintestinal
aumentada e reduzem variagdes intra e inter-individuos para uma grande variedade de farmacos.

Além disso, devido a sua grande &rea interfacial exibem excelentes propriedades de liberacéo de
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farmacos e também oferecem certo grau de protecdo contra degradacdo e melhoram algumas
propriedades organolépticas dos ativos (ECCLESTON, 2002).
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3. OBJETIVOS GERAIS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizacdo dos 0leos essencias de Microlicia graveolens, Melaleuca leucadendron e
de extratos hidroalcodlicos das folhas e caules de Vellozia squamata para o desenvolvimento de

nanoemulsdes para uso farmacéutico

3.1 Objetivos Especificos

e Obter dos 0leos essenciais através de hidrodestilacdo das partes aéreas das espécies
vegetais Melaleuca leucadendron e Microlicia graveolens.

e Caracterizar quimicamente o0s 0leos essenciais das espécies vegetais Melaleuca
leucadendron e Microlicia graveolens através de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas.

e Auvaliar a atividade antioxidante in vitro dos 0leos essenciais de Melaleuca leucadendron
e Microlicia graveolens.

e Desenvolver nanoemulsdes a partir dos 6leos essenciais utilizando os métodos de inversao
de fases.

e Obter de extratos hidroalcodlicos de folhas e caules de Vellozia squamata.

e Realizar o estudo farmacognostico dos extratos hidroalcoolicos das folhas e do caule de
Vellozia squamata.

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos hidroalcodlicos das folhas e do caule
de Vellozia squamata.

e Desenvolver nanoemulsdes a partir dos extratos utilizando os métodos de inversdo de
fases.

e Caracterizar e avaliar a estabilidade das nanoemulsdes obtidas.
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1 INTRODUCAO

A Familia Melastomataceae possui aproximadamente 4.570 espécies e 150 a 166 Géneros
e tém distribuigdo tropical. No Brasil é a sexta maior Familia de Angiospermas com 68 géneros e
mais de 1.500 espécies, que se distribuem desde a Amazoénia até o Rio Grande do Sul, estando
presente em praticamente todas as formacdes vegetacionais com um numero varidvel de espécies
(CASSIANO et al., 2010).

Segundo a ultima classificacdo realizada por RENNER (2004), Melastomataceae foi
divida em duas subfamilias: Kibessioideae Naudin e Melastomatoideae Naudin. A subfamilia
Kibessioideae, com apenas uma tribo, Kibessieae Krasser, apresenta ocorréncia restrita ao
continente Asiatico. J& a subfamilia Melastomatoideae engloba oito tribos: Astronieae Triana,
Sonerileae Triana, Rhexieae DC., Microlicieae Triana, Melastomeae DC., Miconieae DC.,
Merianieae Triana e Blakeeae Hook. Dentre as oito tribos atribuidas a esta subfamilia, apenas
Blakeeae, Merianieae e Microlicieae possuem ocorréncia restrita a América do Sul, sendo as
demais distribuidas tanto pela América do Sul, como também pela Asia, Africa e Madagascar. De
todas as tribos citadas anteriormente, Miconieae é a mais diversa, compreendendo cerca de 30
Géneros e aproximadamente 2.200 Espécies (MORLEY; DICK, 2003).

Os estudos sobre as caracteristicas anatdmicas de espécies de Melastomataceae sdo
escassos, destacando-se o trabalho de Vale (1999) que fez uma comparacdo morfoanatémica
entre populagbes de Marcetia taxifolia (A. St.-Hil.) DC. e o trabalho de Reis e colaboradores
(2005) sobre a anatomia foliar de Melastomataceae, entretanto, apenas uma espécie do Género
Microlicia foi descrita, a M. polystemma. Segundo Wurdack (1973), o polimorfismo existente em
espécies de Microlicia € muito comum, sendo esta a razdo das espécies serem de dificil
identificacéo.

A tribo Microlicieae, recentemente circunscrita por Fritsch et al. (2004), compreende 6
Géneros e cerca de 250 espécies. A maior parte dos Géneros (Lavoisiera DC., Stenodon Naudin,
Trembleya DC., Chaetostoma DC.) é endémica no Brasil. JA os Géneros Microlicia D. Don e
Rhynchanthera DC. apresentam distribuicdo mais ampla, pois algumas de suas especies ocorrem

em outros paises da America do Sul.
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O Género Microlicia (micros = pequeno, elikia = estatura) foi estabelecido por Don
(1823), e circunscrito originalmente por apresentar hipanto globoso, célice com cinco lacinias
persistentes, cinco pétalas, dez estames, anteras oblongas, obliquamente deiscentes por poro
simples, e conectivo longamente filiforme com base calcarada (Romero, 2003).

O Género Microlicia apresenta aproximadamente 170 espécies. As Espécies de Microlicia
distribuem-se principalmente em Minas Gerais, Bahia e Goias, com algumas ocorrendo no
Parang, So Paulo, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso e em menor nimero, no
Piaui, Maranhdo, Pard, Amazonas e Rondbnia. Apenas trés espécies sdo encontradas no Peru,
Bolivia, Venezuela e Guianas. No Brasil, as espécies ocupam, preferencialmente, os campos
rupestres e adjacéncias, campos de altitude e campos limpos associados a cerrado formando, na
maioria das vezes, grandes populacfes. As Espécies apresentam grande diversidade de hébitos,
desde herbaceo até arbustivo, ocorrendo muitas espécies arboreas, e mais raramente trepadeiras e
epifitas, que permitem a ocupacdo de ambientes distintos e diversificados (CASSIANO et al.,
2010; ROMERO 2003).

As espécies oriundas da Familia Melastomataceae possuem um nudmero reduzido de
espécies conhecidas como medicinais e tradicionalmente a familia apresenta plantas de uso
ornamental. Varias espécies sdo utilizadas em tratamentos topicos, sendo digno de nota o uso de
espécies do Género Tibouchina para aliviar dores. Entretanto, poucos estudos etnomedicinais,
fitogquimicos e farmacoldgicos existem sobre essa importante familia.

A M. graveolens DC.,(FIGURA 2.1) também é endémica de Minas Gerais (Grdo Mogol,
Serra do Cabral, Diamantina, Serro, Itambé do Mato Dentro, Serra do Cip6, Serra do Caraca,
Ouro Preto e Ouro Branco). A M. graveolens tem o nome popular de "Roxinha" e apresenta nos
ramos, folhas, hipanto e lacinias do célice tricomas glandulares pedicelados, com glandulas
transllcidas e amarelas. A M. graveolens apresenta o indumento denso, constituido também por
tricomas glandulares sésseis, e as glandulas apresentam um forte odor de terebentina. O epiteto
especifico refere-se a margem crenulada e ciliada das folhas, formadas de tricomas glandulares
pedicelados longos (ROMERO, 2010).
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FIGURA 2.1 Microlicia graveolens (Roxinha).

A M. graveolens ¢ endemica do Morro Sant’Ana em Ouro Preto sendo assim de facil
coleta. O uso popular dessa planta é principalmente ornamental, mas devido ao odor de
terebentina dessa espécie, ha relatos de uso dessa planta para tratamentos tépicos de algumas
doencas como dermatites e micoses. A escolha dessa espécie vegetal para o estudo é
principalmente devido ao relato popular de seu uso assim como a facilidade de obtencdo do

material vegetal.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Obter e caracterizar quimica e biologicamente os 6leos essenciais da espécie Microlicia
graveolens. Produzir e caracterizar nanoemulsdes do tipo O/A contendo os 6leos essenciais pelo

método de inversdo de fases.

2.2 Objetivos especificos

Obter 6leos essenciais através de hidrodestilacdo das partes aéreas da espécie vegetais M.

graveolens.

e Caracterizar quimicamente os 6leos essenciais da espécie vegetal M. graveolens atraves
de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas.

e Auvaliar a atividade antioxidante in vitro dos 6leos essenciais de Microlicia graveolens.

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de M. graveolens.

e Desenvolver nanoemulsdes a partir do 6leos essencial utilizando os métodos de inversao

de fases;

e Caracterizar e avaliar a estabilidade das nanoemulsdes obtidas.
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3 MATERIAIS
Fase aquosa
A fase aquosa utilizada foi a&gua recém destilada.
Tensoativos
Como tensoativos foram utilizados o PEG-40 Hydrogenated castor oil que é tensoativo
ndo-ibnico etoxilado derivado de vegetais e 0 SPAN 80 tensoativo ndo-idnico baseado no acido

oleico e sorbitol. Ambos foram gentilmente cedidos pela empresa Croda do Brasil Ltda.

DPPH

O reagente DPPH (2,2 — difenil — 1 — picrilhidrazil) foi adquirido da empresa Sigma.
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4 METODOS

4.1 Obtencao dos Materiais vegetais

A espécie vegetal M. graveolens DC foi coletada na regido do Morro Sant’Ana em Ouro
Preto-MG (Latitude : 20°22°36°’S; Longitude: 43°29°20°°0; Altitude: 1436.5 m). Foram
realizadas duas coletas no mesmo local. A primeira coleta ocorreu em dezembro de 2011 e a
segunda em agosto de 2012. O material vegetal foi identificada por Maria C.T.B. Messias e 0
voucher da espécime (n ° OUPR-5731) foi depositado no Herbario do Departamento de Botanica
localizado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Ouro Preto-MG.
Foram utilizadas as folhas frescas no processo de extragédo do OE.

4.2 Extracéo dos Oleos Essenciais

A extracdo dos OE foi realizada através de hidrodestilacdo das partes aéreas das espécies
vegetais com a utilizacdo de um hidrodestilador de caldeira aquecida Hidrodestilador Linax® (
FIGURA 2.2) o qual foi utilizado para extracdo de 6leos essenciais. As folhas foram retiradas dos
caules e em seguida rasuradas. O material foi pesado e depositado numa dorna de 2,6 L, montada
com um fundo mével perfurado para facilitar a descarga. Em seguida o aparelho foi abastecido

com agua e teve inicio o processo de hidrodestilagéo.

FIGURA 2.2 Hidrodestilador Linax®.

"\ DORNA DE
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Fonte: Disponivel em: www.linax.com.br.
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O tempo de extracdo foi de aproximadamente 3 horas. Os 6leos essenciais obtidos foram
em seguida secos com sulfato de sédio anidro e mantidos sob refrigeracdo até as andlises

posteriores.

4.3 Caracterizacdo Quimica dos Oleos Essenciais

Para analises de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)
foi utilizado um cromatografo a gas GCMS-QP2010 Plus Shimadzu (FIGURA 2.3) disponivel no
Laboratorio de Caracterizacdo Molecular e Espectrometria de Massas. Como fase estacionaria foi
utilizada uma coluna capilar de silica fundida Zebron™ Inferno™ (ZB-5HT) com dimenses: 30
m x 0,25 mm x 0,10 um. As condigdes foram:

e Temperatura inicial: 60 °C
e Temperatura final: 240 °C
e Rampa: 5 °C/ min.

e Injetor: 240 °C

e Detector: 260 °C

e (Gas de arraste: Hélio, fluxo: 1,0 mL/min

FIGURA 2.3 GCMS-QP2010 Plus Shimadzu.
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Os espectros de massas dos constituintes foram comparados com os padrfes existentes na
biblioteca digital do National Institute of Standards and Technology (NIST) do equipamento. Em
seguida, foram feitas comparacdes visuais com espectros de massa de substancias encontrados na
literatura. Os tempos de retencdo dos picos maiores, mais facilmente identificados pelo espectro
de massa, foram comparados com os tempos de retencdo destas substancias registrados em
catalogos, observando-se a diferenca que se manteve aproximadamente constante para as demais

substancias identificadas.

4.4 Avaliacdo da atividade antioxidante

Os 6leos essenciais foram avaliados quanto a capacidade de sequestrar o radical DPPH
(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), que € estavel e de coloracdo roxa a temperatura ambiente.
Foram utilizados 2,5 mL de solu¢des dos 6leos essenciais em etanol, nas concentracdes de 0,5;
1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg/mL misturadas com 1,0 mL da solu¢do de DPPH em etanol a 0,3 mM.

A absorbancia foi medida em 518 nm, em espectrofotdmetro da marca Thermo
Spectronic, modelo Helios a, ap6s os tempos de 30 e 60 minutos de reacdo a temperatura
ambiente (25°C). Solucdo dos 6leos essenciais (2,5 mL) com etanol (1,0 mL) foi utilizada como
branco. Como controle negativo foi utilizado 1,0 mL da solu¢do de DPPH 0,3mM com 2,5 mL de
etanol.

O decréscimo na absorbancia das solucdes foi medido e a porcentagem de inibicdo do

DPPH foi calculada a partir da formula:

% I = (ABSContr()]e'ABSamostra/ABScontro|e) X 100 (EQUACAO 21)

Onde:

% | € o percentual de inibicao

ABSonirole € @ absorbancia do controle negativo

ABS,mostra € @ absorbancia da amostra diminuido o valor da absorbancia do branco de cada concentracdo dos extratos.

A partir dos dados obtidos foram feitos gréficos relacionando a porcentagem de inibicdo
com os valores das concentracfes dos Oleos essenciais. O (IC 50%). Foi obtido atraves da

regressao linear e determinando a concentragéo que causa 50% de inibi¢édo do DPPH.
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4.5 Avaliagéo da Atividade Antimicrobiana

As seguintes bactérias foram utilizadas na investigacdo da atividade antimicrobiana:
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus saprophyticus (ATCC 15305),
Streptococcus pyogenes (ATCC 19615), Proteus mirabilis (ATCC 25933), Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC
25923).

A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de difusdo em disco, medindo os
didametros dos halos de inibicdo formados. Os 6leos essenciais em estudo foram utlizados puros e
diluidos em concentracBes que 1:2 em dimetilsuféxido (DMSO). Discos de papel filtro medindo
6 mm de didmetro foram impregnados com 10 pL dos dleos essenciais e as diluicbes, e em
seguidas colocados na superficie de placas de petri contendo Agar Mueller Hinton previamente
inoculado com uma suspensao bacteriana com turvacao equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mc
Farland. As culturas foram incubadas a 35 + 2°C por 18-24h (OSTROSKY et al., 2008). Como
controle negativo usou-se disco impregnado com DMSO e como controles positivos tetraciclina e
fluconazol. Os resultados foram classificados de acordo com o critério: halo de inibicdo maior
que 8,0 mm — positivo (+) e halo de inibicdo menor que 8,0 mm ou ausente — negativo (-)
(PAREKH; CHANDA , 2007; SANTOS et al., 2007).

4.6 Obtencao das Formulacdes

As nanoemulsdes foram preparadas pelo método de inverséo de fases. A técnica consistiu-
se em aquecer as fases aquosa e oleosa separadamente até 75+ 2 °C e, em seguida, verteu-se a
fase aquosa sobre a fase oleosa sob agitacdo constante a 600 rpm (Agitador Fisatom, mod 713D)
até resfriamento a temperatura ambiente, conforme método descrito por Santos et al (2005,
2006).
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TABELA 2. 1 Composicao das formulacGes.

Componentes da formulacédo Porcentagem (%)
Monooleato de Sorbitano 4,0
PEG-40 Hydrogenated Castor Oil 6,0
Oleo de soja 5,0
Oleo essencial de M. graveolens 5,0
Agua destilada 80,0

4.7 Ensaios de estabilidade acelerada

Apds 24 horas da sua manipulacdo, as nanoemulsbes foram submetidas a ensaios
preliminares para determinar a sua estabilidade por meio de centrifugacéo e processos de estresse
térmico (FERRARI; ROCHA FILHO, 2011).

4.7.1 Centrifugacéo

3,0 mL de nanoemuls&o foram acondicionados em tubos de ensaio e centrifugados a 2500
rpm (1398 g) por 1h. Foi utilizada a Centrifuga Excelsa Baby FANEM® Centrifuge 1l. Em
seguida, as amostras foram analisadas macroscopicamente quanto a cremeacdo e separacao de
fases. O teste foi realizado em triplicata. Foram consideradas pré-estaveis as formulacdes que néo

apresentaram cremeacao ou separacao de fases apds o teste.
4.7.2 Estresse térmico

As nanoemulsdes foram submetidas a aquecimento em banho-maria (Thermomix BM 18
BU da Braun. Biotech Internacional, Alemanha) sendo gradualmente aquecidas de 40 a 80°C. O
aumento da temperatura ocorreu de 5 em 5°C, mantendo-se cada temperatura por 30 minutos. As
nanoemulsdes foram analisadas macroscopicamente quanto a ocorréncia de cremeacdo e

separagdo de fases apds cada aumento de temperatura.
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4.7.3 Determinacéo do valor de pH

A determinacéo do valor de pH foi feita através de pHmetro Lutron ® modelo PH-221. O
valor de pH foi determinado em triplicata . O pH foi medido inserindo-se o eletrodo diretamente
na amostra em temperatura ambiente de 25°C (SANTOS et al., 2005).

4.7.4 Determinagdo do tamanho de particula

A distribuicdo do tamanho de particula foi determinada, no equipamento N5 Submicron
Particle Size Analyzer (Beckman Coulter). Para isto 20,0 uL da nanoemulsdo foram diluidos em
4980,0 pL de &gua ultrapura (Milli-Q Millipore) a temperatura ambiente. O angulo de incidéncia
do laser na amostra foi de 90°. As medidas foram realizadas em triplicata (OLIVEIRA et al.,
2011a).

4.7.5 Determinacdo do comportamento reoldgico das nanoemulsdes

As determinacdes do comportamento reoldgico das formulacdes foram realizadas no
equipamento Brookfield Rheometer model RVDV-III tipo cone/placa, acoplado a um Software
Rheocalc versdo V 3.0, utilizando o spindle CP 40 e com a amostra (0,50 g) & 25 °C. As
medic¢des foram feitas utilizando uma faixa de velocidade de rotacdo de 50 a 250 rpm, com uma
variacdo 50 rpm para se obter uma curva ascendente. A curva descendente foi obtida diminuindo
as rotacfes 250-50 rpm (Santos et al., 2011). O comportamento reoldgico das formulacGes foi
avaliado por meio da Lei das Poténcias (GUARANTINI et al, 2006).

=k .y" (EQUACAO 2.2)

Onde t: tensdo de cisalhamento; k: indice de consisténcia; y: taxa de deformacgdo e n: taxa de

fluxo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencado do material Vegetal

O ambiente onde a espécie vegetal M. graveolens foi coletada apresenta solo arenoso,
pedregoso e Umido, além de apresentar poucos individuos esparsos, ndo caracterizando uma
grande populacdo dessa espécie. Durante a coleta, foi necessario coletar de parte do caule da
planta ja que as folhas s@o muito pequenas e de dificil retirada. Ocorreram duas coletas sendo
uma realizada em dezembro de 2011 e outra em agosto de 2012. Foram obtidos na primeira

coleta 720 g de material vegetal e na segunda 850 g.

5.2 Extracdo de 0Oleos essenciais

Foram utilizados no primeiro processo de extracdo 400 g de folhas frescas de M.
graveolens. Na segunda extracdo foram utilizados 540 g de folhas frescas. O rendimento final foi
de 3.5 % para a primeira extracdo e de 6 % para a segunda extracdo. Pode-se notar que a maior
parte do 6leo essencial extraido (aproximadamente 80 % do total ) foi obtido na primeira hora de
destilacdo em ambas as destilagdes.

Castro e colaboradores (2008) estudaram o rendimento de 6leos essenciais de eucalipto
em diferentes épocas do ano de plantas colhidas em reflorestamentos da GERDAU nas cidades
de Bom Sucesso, Sdo Bento Abade e Sdo Jodo del Rei, essas cidades apresentam como
caracteristica climéatica o verdo chuvoso e inverno seco. Para obtencdo do 6leo essencial das
folhas frescas, os autores empregaram a técnica de hidrodestilacdo, utilizando o aparelho
Clevenger modificado. O estudo mostra que independente do local, quando a colheita foi
realizada no més de fevereiro os resultados foram superiores para o rendimento de 6leo essencial
de eucalipto do que no més de agosto. Os dados obtidos no estudo dos 6leos essenciais de M.
graveolens diferem dos resultados obtidos por Castro e colaboradores uma vez que o maior
rendimento para o 6leo essencial de M. graveolens ocorre no periodo de estiagem.

Os resultados encontrados por Andrade e Gomes (2000), que estudaram o rendimento de

oleo essencial de E. citriodora no municipio de Seropédica, RJ, onde foram obtidos maiores
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rendimentos de oleo extraido de folhas colhidas no outono (inicio da estiagem), quando
comparado com folhas colhidas no verdo (periodo chuvoso). De maneira semelhante, Galanti
(1987) e Vitti e Brito (1999) relataram que a colheita de folhas de eucalipto realizada nos meses
mais secos do ano (abril a setembro) propicia um maior rendimento de Oleo essencial e
consideram que nesse periodo essa concentracdo é maior em funcdo do menor teor de umidade
nas folhas, obtendo-se melhor qualidade da esséncia. Pode-se inferir que houve uma influéncia da

época de colheita, no rendimento do 6leo essencial de M. graveolens .

5.3 Caracterizacdo Quimica dos Oleos Essenciais de M. graveolens

Com relacdo aos constituintes quimicos majoritarios presentes no éleo essencial de M.

graveolens estdo representados na TABELA 2. 2.

TABELA 2. 2 Constituintes quimicos majoritarios do 6leos essencial de M. graveolens.

Constituinte quimico Tempo de retencdo (min) % Area
(+)-trans-Pinocarvyl acetate 12,283 4797242
B.-Pinene 8,068 24,71254
Bis(trimethylsilyDtrifluoroacetamide 5,921 13,76966
Myrcene 8,392 13,54538

O constituinte quimico (+)-trans-Pinocarvyl acetate foi encontrado em maior
concentracdo no 6leo essencial de M. graveolens. Os dados obtidos nesse estudo vao ao encontro
com dados presentes na literatura. Em estudo realizado por Toudahl e colaboradores (2012) em
que foi determinada a composi¢do quimica do dleo essencial de M. graveolens os constituintes
quimicos majoritarios encontrados foram o (+)- trans-pinocarvyl acetate (78.9%), (-)-trans-
pinocarvyl acetate (5.5%) and B-pinene (3.8%). A composi¢do quimica do 6leo essencial pode
variar consideravelmente dentro da mesma espécie vegetal, em funcéo de parametros climaticos
e de fatores agrondmicos como fertilizacdo, irrigacdo, colheita e, especialmente a fase de

desenvolvimento da planta na época da colheita. Muitas plantas existem sob varios fendtipos, isto
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é, diferindo na sua aparéncia e diversidade qualitativa e quantitativa, geralmente detectada na
composicao do 6leo essencial obtido (KERROLA et al., 1994).

O (+)-trans-Pinocarvyl acetate foi anteriormente detectado em Dracocephalum
speciosum, uma espécie de Lamiaceae do Himalaia, onde esse constituia 60,5% do 6leo essencial.

5.4 Avaliacdo da Atividade Antioxidante

FIGURA 2. 4 Inibicéo do radical DPPH pelo 6leo essencial de M. graveolens.
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Podemos observar que a atividade antioxidante associada a inibicdo do radical DPPH do
6leo essencial de M. graveolens é proxima de 60%. Melo e colaboradores (2003) ao avaliarem a
atividade antioxidante dos extratos aquosos de Coriandrum sativum L encontraram a atividade
maxima de inibicdo do radical com concentracGes menores que 500 pg/mL. De acordo com o0s
autores a alta atividade antioxidante com baixas concentragdes dos extratos se deve a composicao
quimica dos extratos, os quais possuem uma quantidade de compostos fendlicos. Os compostos
fenolicos de plantas enquadram-se em diversas categorias, como fendis simples, acidos fendlicos
(derivados de é&cidos benzoico e cindmico), cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos
condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas.. Sabe-se que os compostos fendlicos sdo 0s
principais responsaveis pela capacidade antioxidante de extratos (SOUSA et al., 2007). Ao se
comparar a atividade antioxidante de 6leos essenciais e de extratos, percebe-se que a atividade
dos oleos é inferior. Sabe-se que os compostos fendlicos citados anteriormente s&o o0s principais

responsaveis pela capacidade antioxidante de extratos. Os OEs possuem baixa concentracao
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desses compostos fenolicos, uma vez que em grande parte sdo formados por terpenos. Isso

explica a diferenca de atividade antioxidante dos OE quando comparadas aos extratos.
5.5 Avaliagdo da Atividade Antimicrobiana

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana o resultado foi dado em relacdo a inibicéo do
crescimento microbiano (TABELA 2.3). Os halos formados foram medidos e foram considerados

como positivos para atividade antimicrobiana os halos maiores que 8 mm.

TABELA 2.3 Avaliacdo da atividade antimicrobiana do éleo essencial de M. graveolens.

Microorganismos Oleo Puro Oleo diluido Controle Controle
1:2 DMSO positivo negativo
Staphylococcus aureus + - + -
Enterococcus faecalis + - + -
Staphylococcus + - + -

saprophyticus

Streptococcus pyogenes + - + -
Pseudomonas aeruginosa - - + -
E.coli - - + }
Proteus mirabilis - - + -

+ apresentou inibi¢do do crescimento microbiano- halos maiores que 8 mm
- ndo apresentou inibi¢do do crescimento microbiano- halos menores que 8 mm

Os resultados obtidos no teste de atividade antimicrobiana mostram que as bactérias
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus saprophyticus e Streptococcus
pyogenes sofreram inibicdo do crescimento microbiano. Essas quatro bactérias sdo Gram-
positivas. As bacterias Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Proteus mirabilis nédo
sofreram inibicdo do crescimento microbiano.

De acordo com Probst (2012) as bactérias Gram-positivas apresentam uma maior
sensibilidade quando expostas aos 6leos essenciais in vitro que as bactérias Gram-negativas. As
Gram-negativas possuem parede bacteriana diferenciada, apresentando uma membrana externa
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composta por lipopolissacarideos (LPS), conferindo maior resisténcia por evitar a difusdo e
acumulo de OE na célula bacteriana. Os resultados encontrados no estudo vao ao encontro aos
dados mostrados na literatura uma vez que a inibicdo do crescimento microbiano ocorreu
somente em bactérias Gram-positivas.

A composicao quimica dos OE também interferem com o seu potencial antimicrobiano,
sendo esta atividade associada com o contedo de terpendides presente no 6leo. De acordo com
os resultados obtidos na andlise quimica (CG-EM) do 6leo utilizado neste estudo, foi possivel
demonstrar que os principais compostos encontrados sdo, em sua maioria, terpenos ou derivados
desta classe. Embora estudos mais recentes apresentem sempre a composicao quimica da amostra
do oleo essencial utilizado, inferimos que, embora neste estudo também seja apresentada uma
caracterizagdo quimica dos Oleos essenciais, nem sempre a atividade antibacteriana esta
relacionada com 0s compostos majoritarios, e, portanto, ndo é possivel relacionar a atividade

antibacteriana do OE com determinados compostos com exata precisdo (PROBST, 2012).

5.6 Obtencéo das FormulacGes

As formulacbes obtidas foram analisadas macroscopicamente para a avaliacdo de
alteracdes como separacao de fases e também para definir suas caracteristicas organolépticas. As
formulacGes contendo o 6leo essencial de M. graveolens apresentavam aspecto translicido e com
o0 odor caracteristico do 6leo essencial. Apds a analise macroscdpica das formulagdes observou-se
que ndo houve alteracdes como a separacdo de fases e as caracteristicas organolépticas das
formulacBes também néo alteraram.

A analise macroscopica das formulacdes-base foi feita 24 horas apds o seu preparo, pois
podem demonstrar sinais de instabilidade prévios, como separacdo de fases e cremeacgdo. As
formulacgdes apresentaram boa aparéncia e estabilidade.

5.7 Ensaios de estabilidade acelerada

Este teste tem como objetivo fornecer dados para prever a estabilidade do produto, tempo

de vida dtil e compatibilidade da formulacdo com o material de acondicionamento (Brasil, 2004).
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5.7.1 Processo de centrifugacéo

A nanoemulsdo 6leo em &gua (O/A) contendo o 6leo essencial de M. graveolens
apresentou-se estavel no ensaio de centrifugacdo. A centrifugacdo acelera a desestabilizacéo
simulando o periodo de validade do produto. Segundo Latreille e Paquin (2006), se a estabilidade
¢ diretamente proporcional a forca gravitacional, o comportamento a longo prazo das
nanoemulsdes pode ser estimada pela centrifugacdo em velocidades moderadas. Existe consenso
cientifico de que o tempo de validade de um produto cosmético em condigdes normais de
estocagem possa ser rapidamente prevista pela observacao da separacdo da fase dispersa devido a
cremeacdo ou coalescéncia quando a emulsdo é submetida a centrifugacdo. Portanto, os
resultados demonstraram que a nanoemulsdo do presente estudo apresenta-se fisicamente estavel
conforme literatura (MASSON et al, 2005).

5.7.2 Estresse térmico

Segundo Auton (2005), o aumento da temperatura pode ocasionar aumento da velocidade
de cremeacdo, devido a diminuicdo da viscosidade aparente da fase continua, bem como
ocasionar o aumento da motilidade cinética, tanto da fase dispersa quanto do tensoativo na
interface da emulsdo, favorecendo a coalescéncia.

Ao ser submetido a estresse térmico a nanoemulsdo contendo o dleo essencial de M. graveolens

ndo apresentou separacao de fases.

5.7.3 Determinacéo do valor de pH

O pH final das nanoemulsdes deve levar em consideracdo a estabilidade do farmaco no
veiculo e a estabilidade da forma farmacéutica, bem como aspectos fisioldgicos relacionados com
a via de administracéo.

O valor do pH da nanoemulsdo contendo o 0leo essencial de M. graveolens foi de 5,9 +
0.02.
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Nanoemulsdes sao fisica e quimicamente mais estaveis em pH de 5,5 a 8,0. Esse fato esta
relacionado a taxa de hidrolise dos triglicerideos e fosfolipideos que, ao dissociarem-se, liberam
acidos graxos livres. Os &cidos graxos livres formados reduzem o pH das formulac6es, sendo
empregados como indicadores de estabilidade de nanoemulsées em diferentes condigdes de
temperatura e armazenamento e frente a operacao de esterilizacdo (FRONZA et al., 2004)

O pH final das formulacdes também pode ter uma influéncia na localizagéo e estabilidade
do farmaco associado a nanoemulsdo. A indometacina representa um exemplo classico da
influéncia do pH. Muchtar e colaboradores(1997) desenvolveram nanoemulsdes cujo pH final foi
ajustado até 3,8, visando prevenir a ionizacdo do farmaco, e consequentemente, promover sua

localizagdo na fase oleosa, uma vez que o pKa indometacina é 4,5 .

5.7.4 Determinacao do tamanho de particula

A caracterizacdo do tamanho de particula € utilizada na investigacdo da estabilidade fisica
de nanoemulsdes. Fendmenos de instabilidade de sistemas emulsionados como agregacéo,
floculacédo e coalescéncia podem ser acompanhados através da evolugdo do diametro médio, bem
como da distribui¢do do tamanho de particula.

O tamanho de particula encontrado foi de 88.3 + 0.45 nm caracterizando assim a
formulacdo como uma nanoemulsdo. O indice de polidispersividade (P.l.) encontrado foi 0.191 +

0.024 indicando que a distribuicdo do tamanho de particulas € homogénea.

5.7.5 Analises reoldgicas

A reologia, na Gltima década, adquiriu posi¢do permanente nos testes de estabilidade, uma
vez que as caracteristicas reologicas sdo propriedades importantes a serem consideradas na
fabricacdo, estocagem e aplicacdo de produtos de uso topico, interferindo na forma de utilizagdo
do produto, na adesdo ao tratamento e, também, na aceitacdo do produto pelo consumidor
(ISAAC et al., 2008).

A caracterizagdo reoldgica completa de um sistema pode, entdo, ser atil desde o

desenvolvimento do produto cosmético até a determinacdo do prazo de validade, incluindo
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influéncia em testes sensoriais, que auxiliam verificar a aceitacdo do consumidor (ISAAC et al.,
2008).

As caracteristicas reoldgicas das nanoemulsdes estdo estreitamente relacionadas com
enchimento e retirada do material de acondicionamento, com a espalhabilidade e a aderéncia
destas sobre a pele (CORREA et al, 2005). Portanto, o estudo de caracteristicas reoldgicas
(viscosidade, ponto de fluidez, espalhabilidade e estabilidade fisico-quimica) pode ser utilizado

como meio de selecdo entre diferentes formulagGes de emulsdes cosméticas.

FIGURA 2. 5 Reogramas da nanoemulsdo contendo 6leo essencial de M. graveolens.

Brookfield Engineering Labs
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A medida do comportamento reoldgico das formula¢fes, mostra que a nanoemulsdo
apresenta comportamento Newtoniano, ou seja, apresentam um comportamento viscoso ideal.
Esse comportamento Newtoniano € representado graficamente na FIGURA 2.5 onde é mostrado
que a relacdo entre a tensdo de cisalhamento (“Shear Stress”) ¢ a taxa de cisalhamento (“Shear
rate”) € linear. Isso significa que para uma dada temperatura, a viscosidade permaneceu constante

durante sua medicdo, independentemente do tempo e da taxa de cisalhamento empregada.
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7 CONCLUSAO

A extracdo do 0leo essencial de Microlicia graveolens por um aparelho de hidrodestilagdo
por arraste a vapor de grande porte é vantajosa, uma vez que demanda um menor tempo e
a quantidade de material vegetal usada para a extragéo é grande.

O rendimento de 6leo essencial obtido de plantas coletadas em épocas de estiagem é
maior do que em épocas chuvosas.

O constituinte quimico (+)-trans-Pinocarvyl acetate foi o componente majoritario do 6leo
essencial de M. graveolens. Sendo assim a espécie em questdo pode ser considerada como
uma fonte natural rica nesse componente.

De acordo com a atividade antimicrobiana, conclui-se que o Oleo essencial de M.
graveolens constitui uma perspectiva para obtencdo de antibidtico natural, por apresentar
atividade antimicrobiana frente aos microrganismos utilizados no estudo.

Os resultados para atividade antioxidante mostraram resultados promissores, onde o 6leo
essencial de M. graveolens apresentou 60% de atividade para uma concentracdo de
5mg/mL, apds em um periodo de 60 minutos. Considerando que a atividade antioxidante
esta relacionada com outras atividades farmacoldgicas como cicatrizacdo, atividade anti-
inflamatoria, desordens degenerativas dentre outras, é de grande valia a extensdo dos
estudos.

As formulacBes produzidas com o 6leo de M. graveolens foram caracterizadas como

nanoemulsdes e apresentaram- se estaveis.
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1 INTRODUCAO

Espécies da familia Myrtaceae ocorrem tanto em regides tropicais quanto subtropicais,
sendo divididas em duas subfamilias: Myrtoidea, a qual tem ampla ocorréncia na América
tropical e Leptospermoideae, que ocorre, principalmente, na Australia, Malésia e Polinésia. O
género Melaleuca, pertencente a subfamilia Leptospermoideae, inclui aproximadamente 100
espécies nativas da Australia e Ilhas do Oceano Indico (VIEIRA et al., 2004).

Espécies de Myrtaceae sdao empregadas principalmente em distdrbios gastrointestinais,
estados hemorragicos, doencas infecciosas, sua acdo podendo estar relacionada as propriedades
adstringentes da planta. As partes mais usadas sdo as folhas, cascas e também os frutos que séo
comumente consumidos (VIEIRA et al., 2004).

A melaleuca (Melaleuca alternifolia Cheel.), é internacionalmente conhecida como “tea
tree” ou arvore do cha . Originaria da Australia possui um grande valor econémico devido a
presenca de 6leo essencial armazenado em seus tecido foliares. O OE de Melaleuca alternifolia é
utilizado principalmente na producao de cosméticos, germicidas e agentes anti-sépticos. Eles sdo
também utilizados como carminativos e no tratamento de varias doencas (FARAG et al., 2004).

No Brasil, o cultivo de M. alternifolia voltado para a extracdo do OE é recente. Entretanto,
esta atividade apresenta grande potencial, tendo em vista a grande aplicabilidade, ja descrita, que
0 seu 6leo essencial possui. O OE das plantas de M. alternifolia, cultivadas na Australia,
caracteriza-se pela mistura aproximada de 97 compostos, a maioria ja identificados. Os principais
constituintes sdo os compostos terpinen-4-ol, 1,8-cineol, a-terpineno, y- terpineno, a-pineno, f3-
pineno, a-terpineol, p-cimeno e alcoois sesquiterpénicos, que representam cerca de 90% do 6leo.
O rendimento obtido da extracdo do OE de M. alternifolia é de aproximadamente 1 a 2% da
massa fresca da planta utilizada (OLIVEIRA, 2009).

O OE de M. artenifolia possui comprovada agdo antimicrobiana contra bactérias, fungos,
alguns virus e possui forte atividade repelente contra mosquitos, pulgas, piolhos entre outros.
Devido as suas propriedades farmacoldgicas é utilizado em formulagfes farmacéuticas de varios
produtos como xampus, sabonetes, cremes dentais, antisséptico bucal, repelente de insetos,
produtos veterinarios, germicidas de condicionadores de ar, dentre outros (SILVA et al., 2002).

Estudos in vitro evidenciaram o seu potencial antifingico e antibacteriano contra varios
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microrganismos. Testes utilizando C. albicans, Trichophyton rubrum, T.mentagrophytes, T.
tonsurans, Aspergillus niger, Penicillium sp, Epidermophyton floccosum e Microsporum gypsum
revelaram uma atividade antimicrobiana significante contra esses microrganismos, sugerindo que
0 6leo pode ser util no tratamento de infec¢Bes fungicas da pele (CONCHA et al., 1998).

O Comité Australiano de Padronizacdo estabeleceu que o 6leo deve conter quantidades de
cineol abaixo de 15% e de terpinen-4-ol acima de 30% para que tenha eficacia minima como
anti-séptico (SIMOES et al., 2003). Estudos sobre o teor, a composicdo quimica e atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de M. alternifolia cultivada no Brasil, indicam que o 6leo possui
as mesmas caracteristicas qualitativas e quantitativas do éleo australiano (SILVA, 2001).

A espécie Melaleuca leucadredon (FIGURA 3.1), conhecida popularmente como
cajuputi, caracteriza-se por ser uma planta lenhosa com distribuicdo na Austrélia e sudoeste da
Asia sendo nativa de regides pantanosas e florestas tropicais (TANAKA et al., 2011).

FIGURA 3.1 Folhas e flores da M. leucadendron.

A arvore é muito versatil e se desenvolve em uma grande variedade de ambientes, muitas
vezes ocorrem em solos pobres em nutrientes ou degradados e pode ser utilizada para inmeros
fins: obtencdo de OE com atividade bioldgica, lenha, madeira de construcdo civil e carvao
vegetal (BRINKMAN; XUAN, 1991).
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Segundo Brinkman e Xuan (1991) a espécie € bem adaptada a areas Umidas ou
parcialmente inundadas, devido principalmente & germinacdo das sementes, entretanto é tolerante
a solos &cidos e agua salobra.

A espécie vegetal M. leucadendron foi escolhida para o estudo devido as inUmeras
aplicacdes de dleos essenciais de plantas do mesmo género. Assim como também pelo relato
popular de uso do OE de M. leucadendron para infecgdes de pele causadas por bactérias ou
fungos. Vérias arvores da espécie sdo encontradas localizadas no Campus da Universidade
Federal de Ouro Preto (FIGURA 3.2) o que facilitou a coleta e obtencdo do material vegetal.

FIGURA 3. 2 Arvores de M. leucadendron.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Obter e caracterizar quimica e biologicamente os 6leos essenciais da espécie Melaleuca
leucadendron. Produzir nanoemulsdes do tipo O/A contendo os 6leos essenciais pelo método de

inversao de fases.

2.2 Objetivos especificos

e Obter dos 6leos essenciais através de hidrodestilacdo das partes aéreas da espécie vegetais
M. leucadendron.

e Caracterizar quimicamente o 6leo essencial da espécie vegetal M. leucadendron através
de Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

e Auvaliar a atividade antioxidante in vitro dos Oleos essenciais de M. leucadendron
utilizando o reagente DPPH.

e Auvaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de M. leucadendron

e Desenvolver nanoemulsdes a partir dos 6leos essenciais utilizando os métodos de inversdo
de fases;

e Caracterizar e avaliar a estabilidade das nanoemulsdes obtidas.
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3 MATERIAIS

Fase aquosa

A fase aquosa utilizada foi a&gua recém destilada.

Tensoativos

Como tensoativos foram utilizados o PEG-40 Hydrogenated castor oil e 0 SPAN 80.

Ambos foram gentilmente cedidos pela empresa Croda do Brasil Ltda.

DPPH

O reagente DPPH (2,2 — difenil — 1 — picrilhidrazil) foi adquirido da empresa Sigma.

79



CAPITULO 3
METODOS

4 METODOS

4.1 Obtencao dos Materiais vegetais

A espécie vegetal M. leucadendron foi coletada no campus da Unversidade Federal de
Ouro Preto localizado na cidade de Ouro Preto-MG. Foram realizadas 2 coletas no mesmo local.
A primeira coleta ocorreu em junho de 2011, a segunda coleta em janeiro de 2012.. Foram

utilizadas as folhas frescas no processo de extracdo do 0leo essencial.

4.2 Extragéo dos Oleos Essenciais

A extracdo dos OE foi realizada através de hidrodestilacdo das partes aéreas das espécies
vegetais com a utilizacdo de um hidrodestilador de caldeira aquecida. As folhas foram retiradas
dos caules e em seguida rasuradas. O material foi pesado e foi depositado numa dorna de 2,6 L,
montada com um fundo mével perfurado para facilitar a descarga. Em seguida o aparelho
preenchido com &gua e teve inicio o processo de hidrodestilacéo.

O tempo de extracdo foi de aproximadamente 3 horas. Os OEs obtidos foram em seguida

secos com sulfato de sédio anidro e mantidos sob refrigeragdo até as analises posteriores.

4.3 Caracterizacdo Quimica dos Oleos Essenciais

Para analises de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)
foi utilizado um cromatografo a gas GCMS-QP2010 Plus Shimadzu. A coluna usada foi uma
coluna capilar de silica fundida Zebron™ Inferno™ (ZB-5HT) com dimensdes: 30 m x 0,25 mm
x 0,10 pm). As condigdes foram:

e Temperatura inicial: 40 °C
e Temperatura final: 220 °C
e Rampa: 5 °C/ min.

e Injetor: 240 °C

e Detector: 260 °C
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e (as de arraste: Hélio, fluxo: 1,0 mL/min

Os espectros de massas dos constituintes foram comparados com os padrfes existentes na
biblioteca NIST do computador no aparelho. Em seguida, foram feitas comparacdes visuais com
espectros de massa de substancias encontrados na literatura. Os tempos de retengdo dos picos
maiores, mais facilmente identificados pelo espectro de massa, foram comparados com os tempos
de retencdo destas substancias registrados em catalogos, observando-se a diferenca que se

manteve aproximadamente constante para as demais substancias identificadas.

4.4 Avaliagdo da atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada de acordo com o procedimento

descrito no item 4.4 do capitulo 2.

4.5 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana

As seguintes bactérias foram utilizadas na investigacdo da atividade antimicrobiana:
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus saprophyticus (ATCC 15305),
Streptococcus pyogenes (ATCC 19615), Proteus mirabilis (ATCC 25933), Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC
25923).

O método utilizado para determinacgdo da atividade antimicrobiana foi o0 mesmo método

descrito no item 4.5 do capitulo 2.

4.6 Obtencao das Formulagdes

As nanoemulsdes foram preparadas pelo método de inversdo de fases. A técnica consiste
em aquecer as fases aquosa e oleosa separadamente até 75+ 2 °C e, em seguida, verter a fase
aquosa sobre a fase oleosa sob agitagdo constante a 600 rpm (Agitador Fisatom, mod 713D) até

resfriamento a temperatura ambiente, conforme método descrito por Santos et al (2005, 2006).
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TABELA 3. 1 Composicao das formulacGes.

Componentes da formulacéo

Porcentagem (%)

Monooleato de Sorbitano

PEG-40 Hydrogenated Castor Oil
Oleo de soja

Oleo essencial de M. leucadendron

Agua destilada

4,0
6,0
5,0
5,0

80,0

4.7 Ensaios de estabilidade acelerada

Os testes de estabilidade foram realizados de acordo com o item 4.7 do capitulo 2.
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5 RESULTADOS

5.1 Obtencado do material Vegetal

O ambiente onde a espécie vegetal M. leucadendron foi coletada apresenta solo arenoso,
umido e com gramineas ao redor. Os individuos apresentam-se esparsos. Todas as coletas foram
realizadas nas mesmas arvores. A primeira coleta ocorreu em junho de 2011 e a segunda coleta
em janeiro de 2012. Foram obtidos na primeira coleta 1000 g de material vegetal (caules e folhas)

e na segunda 900 g.

5.2 Extracéo dos 0leos essenciais

Nos dois processos de extracdo realizados a quantidade de folhas foi aproximadamente a
mesma. Na primeira extracdo foram utilizados 440 g de folhas frescas de M. leucadendron
rasuradas. Na segunda extragdo foram utilizados 460 g de folhas frescas rasuradas. O rendimento
final foi de 4.2 % para a primeira extracdo (ML-1) e de 2 % para a segunda extracdo(ML-2).
Pode-se notar que a maior parte do 6leo essencial extraido (aproximadamente 80 % do total ) foi
obtido na primeira hora de destilacdo em ambas as destilagcGes. Nota-se que assim como no item
5.2 do capitulo 2 que trata do rendimento do 6leo essencial de M. graveolens, os OE de M.
leucadendron obtidos de plantas coletadas no periodo de seca (Junho) obtiveram um maior

rendimento que OE obtidos de plantas coletadas no periodo chuvoso (Janeiro).
5.3 Caracterizagio Quimica dos Oleos Essenciais de M. leucadendron
A constituicdo quimica dos 0Oleos essenciais de M. leucadendron variou de acordo com a

época do ano. Os constituintes quimicos majoritarios presentes no OE de M. leucadendron ML-1
estdo representados TABELA 3.2. e os constituintes do OE ML-2 na TABELA 3.3.
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TABELA 3. 2 Constituintes quimicos majoritarios do 6leo essencial de M. leucadendron (ML-1).

Constituinte quimico Tempo de retencdo (min) % Area
Veridiflorol 14,743 38,0
Eucaliptol 8,395 17,0
a- pineno 7,838 7,0
Outros - 38,0

O constituinte quimico majoritario encontrado em ML-1 foi o veridiflorol com 38% da
area total do cromatograma. O viridiflorol € um constituinte quimico encontrado em outras
espécies de Melaleuca. Wherler (2005) estudou a respeito da variacdo de quimiotipos de
Melaleuca quinquenervia. O autor relata o constituinte viridiflorol como componente de folhas
de M. quinquenervia e conclui que tal componente pode ser utilizado como referéncia para a

diferenciacdo de quimiotipos de M. quinguenervia.

TABELA 3. 3 Constituintes quimicos majoritarios do 6leo essencial de M. leucadendron (ML-2).

Constituinte quimico Tempo de % Area
retencdo (min)
Veridiflorol 14,743 9,4
p-menth-1-en-8-ol 11,058 22,5
Lup-20(29)-ene-3,21,28-triol, 9,03 53,8
28-acetate (3B,21P)
Outros - 14,3

A concentracdo de viridiflorol encontrado em MI-2 é mais baixa que em ML-1. O
constituinte quimico majoritario de ML-2 é o Lup-20(29)-ene-3,21,28-triol, 28-acetate (33,21p).

O componente terpinen-4-ol foi encontrado em ambos os Oleos em concentraces
menores que 2%. Tais diferencas podem estar relacionadas com as condigdes edafoclimaticas
sob as quais as plantas se desenvolveram. Tais condi¢fes incluem o solo, umidade, insolacéo,
além de componentes tdxicos aos quais as plantas estdo submetidas (KERROLA et al., 1994). De

acordo com Souza (2007) podem ocorrer reagdes de oxidagdo dos componentes do OE em altas
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temperaturas o que pode acarretar em modificacdo dos constituintes quimicos dos OE quando é
realizado o processo de hidrodestilacao.

5.4 Avaliacdo da Atividade Antioxidante
A capacidade de inibicdo do radical DPPH pelo OE de M. leucadendron ML-1(FIGURA
3.3) foi de aproximadamente 70%. N&o ocorreu nenhuma variacdo significativa da atividade

antioxidante entre os tempos de 30 e 60 minutos.

FIGURA 3.3 Inibicéo do radical DPPH pelo 6leo essencial da M. leucadendron (ML-1).
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Estudos recentes apontam a acdo fotoproterora e antioxidante de monoterpenos de
plantas, relacionadas especialmente a sua capacidade de captar radicais de oxigénio oriundos da
fotossintese. A atividade antioxidante de 6leos volateis dificilmente pode ser atribuida a
compostos isolados. Sendo assim pode-se considerar que Varios constituintes quimicos atuam de

forma sinérgica como compostos antioxidantes em OE (SOUZA ,2007)
5.5 Avaliagdo da Atividade Antimicrobiana
Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana o resultado foi dado em relacéo a inibicdo do

crescimento microbiano (TABELA 3.4). Os halos formados foram medidos e foram considerados

como positivos para atividade antimicrobiana os halos maiores que 8 mm.
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TABELA 3. 4 Avaliacédo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de M. leucadendron.
Microorganismos Oleo Puro Oleo diluido Controle Controle
1:2 DMSO positivo negativo
Staphylococcus aureus + - + -
Enterococcus faecalis - - + -
Staphylococcus + - + -

saprophyticus

Streptococcus pyogenes + - + -
Pseudomonas aeruginosa - - + -
E.coli - - + )
Proteus mirabilis - - + -

+ apresentou inibi¢do do crescimento microbiano- halos maiores que 8 mm
- ndo apresentou inibi¢do do crescimento microbiano- halos menores que 8 mm

Os resultados obtidos no teste de atividade antimicrobiana mostram que as bactérias
gram-positivas Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus e Streptococcus pyogenes
sofreram inibicdo do crescimento microbiano. A bactéria gram-positiva Enterococcus faecalis
ndo sofreu inibicdo do crescimento. As bactérias Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e
Proteus mirabilis ndo sofreram inibigc&o do crescimento microbiano.

De acordo com Probst (2012) a bioatividade de alguns éleos é produto da interacdo de
varios compostos, e ndo apenas devido acdo de substancias isoladas. Além disto, as bactérias
gram-positivas apresentam uma maior sensibilidade quando expostas aos 6leos essenciais in vitro
que as bactérias gram-negativas. As gram-negativas possuem parede bacteriana diferenciada,
apresentando uma membrana externa composta por lipopolissacarideos (LPS), conferindo maior
resisténcia por evitar a difusdo e acumulo de OE na célula bacteriana. Os resultados encontrados
no estudo estdo de acordo com os dados mostrados na literatura uma vez que a inibicdo do
crescimento microbiano ocorreu somente em bactérias Gram-positivas com excecdo da
Enterococcus faecalis.

Um dos mecanismos de agao bactericida consiste no comprometimento da integridade da
membrana celular, consequente perda de material intracelular, incapacidade de manter a
homeostase e inibicdo da respiracdo . O Terpinen-4-ol esta presente em 30-40% da composicao
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de OE de M. artenifolia sendo o componente que detém a principal atividade antimicrobiana
(OLIVEIRA et al., 2011).0 terpinen-4-ol foi encontrado concentracdes menores que 2 % em
ML-1 e ML-2. E possivel que outros elementos, ainda ndo avaliados, contribuam para a atividade

antimicrobiana com mecanismo de acéao diferente daquele j& encontrado.

5.6 Obtencdo das FormulacGes

As formulacbes obtidas foram analisadas macroscopicamente para a avaliagédo de
alteracbes como separacdo de fases e também para definir caracteristicas organolépticas das
formulacBes. As formulacdes contendo o 6leo essencial de M. leucadendron apresentavam
aspecto translucido e com o odor caracteristico do 6leo essencial. Apds a analise macroscépica
das formulacGes observou-se que ndo houve alteragcbes como a separacdo de fases e as
caracteristicas organolépticas das formulac6es também néo alteraram.

A analise macroscopica das formulagdes-base foi feita 24h ap6s o seu preparo, pois
podem demonstrar sinais de instabilidade prévios, como separacdo de fases e cremeacgdo. As
formulagdes apresentaram boa aparéncia e estabilidade.

5.7 Ensaios de estabilidade acelerada

5.7.1 Processo de centrifugacéo

A nanoemulsdo 6leo em agua (O/A) contendo o Oleo essencial de M. leucadendron

apresentou-se estavel no ensaio de centrifugacdo ndo apresentando separacdo de fases.

5.7.2 Estresse térmico

Segundo Auton (2005), o aumento da temperatura pode ocasionar aumento da velocidade
de cremeacdo, devido a diminuicdo da viscosidade aparente da fase continua, bem como
ocasionar o aumento da motilidade cinética, tanto da fase dispersa quanto do tensoativo na

interface da emulsédo, favorecendo a coalescéncia.
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Ao ser submetido a estresse térmico a nanoemulsdo contendo o 6leo essencial de M.

leucadendron nédo apresentou separacdo de fases.

5.7.3 Determinacéo do valor de pH

O pH final das nanoemulsdes deve levar em consideracdo a estabilidade do farmaco no
veiculo e a estabilidade da forma farmacéutica, bem como aspectos fisiologicos relacionados com
a via de administracao.

O valor do pH da nanoemulsdo contendo o 6leo essencial de M. leucadendron foi de 6.02
+0.12.

Nanoemulsdes sao fisica e quimicamente mais estaveis em pH de 5,5 a 8,0. Esse fato esta
relacionado a taxa de hidrolise dos triglicerideos e fosfolipideos que, ao dissociarem-se, liberam
acidos graxos livres. Os &cidos graxos livres formados reduzem o pH das formulages, sendo
empregados como indicadores de estabilidade de nanoemulsGes em diferentes condigdes de
temperatura e armazenamento e frente a operacdo de esterilizagdo (FRONZA et al., 2004)

5.7.4 Determinacdo do tamanho de particula

A caracterizacdo do tamanho de particula é utilizada na investigacdo da estabilidade fisica
de nanoemulsdes. Fendmenos de instabilidade de sistemas emulsionados como agregacéo,
floculacdo e coalescéncia podem ser acompanhados através da evolucdo do didmetro médio, bem
como da distribuicdo do tamanho de particula.

O tamanho de particulas encontrado para a formulacdo contendo ML-1 foi de 42.9 + 1.15
nm e o indice de polidispersividade foi de (P.l.) 0.259 + 0.179. Pode-se concluir com os
resultados a obtencdo de uma nanoemulsdo que apresentaram uma distribuicdo uniforme de

tamanho de particulas.
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5.7.5 Analises reoldgicas

A reologia, na Ultima década, adquiriu posi¢do permanente nos testes de estabilidade, uma
vez que as caracteristicas reoldgicas sdo propriedades importantes a serem consideradas na
fabricacdo, estocagem e aplicacdo de produtos de uso topico, interferindo na forma de utilizacéo
do produto, na adesdo ao tratamento e, também, na aceitacdo do produto pelo consumidor
(ISAAC et al., 2008).

A caracterizacdo reoldgica completa de um sistema pode, entdo, ser til desde o
desenvolvimento do produto cosmético até a determinacdo do prazo de validade, incluindo
influéncia em testes sensoriais, que auxiliam verificar a aceitacdo do consumidor (ISAAC et al.,
2008).

As caracteristicas reoldgicas das nanoemulsdes estdo estreitamente relacionadas com
enchimento e retirada do material de acondicionamento, com a espalhabilidade e a aderéncia
destas sobre a pele (CORREA et al, 2005). Portanto, o estudo de caracteristicas reoldgicas
(viscosidade, ponto de fluidez, espalhabilidade e estabilidade fisico-quimica) pode ser utilizado
como meio de selecdo entre diferentes formulagGes de emulsdes cosméticas.

A medida do comportamento reolégico das formulacdes, mostra que a nanoemulsao
apresenta comportamento Newtoniano, ou seja, apresentam um comportamento viscoso ideal.
Esse comportamento Newtoniano é representado graficamente na FIGURA 2.5 onde é mostrado
que a relagdo entre a tensdo de cisalhamento (“Shear Stress”) e a taxa de cisalhamento (“Shear
rate”) ¢ linear. Isso significa que para uma dada temperatura, a viscosidade permaneceu constante

durante sua medicdo, independentemente do tempo e da taxa de cisalhamento empregada.
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6 CONCLUSAO

e O rendimento de 6leo essencial obtido de folhas coletadas em épocas de estiagem é maior
do que em épocas chuvosas.

e O constituinte quimico viridiflorol foi encontrado como constituinte quimico majoritario
no ML-1 mas em ML-2 a concentracdo do mesmo foi muito menor. Tal componente pode
ser utilziado como marcador quimico para a espécie M. leucadendron

e O 0leo essencial de M. leucadendron (ML-1) apresentou atividade antimicrobiana contra
bactérias gram-positivas. O 6leo essencial (ML-2) ndo foi capaz de inibir o crescimento
microbiano de nenhuma bactéria.

e Os resultados para atividade antioxidante mostraram resultados promissores, onde o 6leo
essencial de M. leucadendron apresentou cerca de 70% de inibigdo do DPPH para uma
concentracdo de 5mg/mL, ap6s em um periodo de 60 minutos.

e As formulagdes produzidas com o 6leo de M. leucadendron foram caracterizadas como

nanoemulsdes e apresentaram- se estaveis.
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1 INTRODUCAO

A familia Velloziaceae possui ocorréncia na Africa e América do Sul, expandindo-se até o
Panama. Possui cerca de 250 espécies de ervas e arbustos perenes, que crescem em solos
rochosos ou arenosos, sob alta incidéncia solar e pouca agua (SILVA et al., 2001).

A longevidade dessas plantas e sua resisténcia as queimadas vem motivando por mais de
duas décadas um estudo fitoquimico, visando encontrar as possiveis substancias responsaveis por
esse comportamento. Mais de trinta espécies brasileiras dessa familia de plantas foram estudas e
conseguiram isolar cerca de 180 diterpendides, com nove diferentes tipos de esqueleto, cerca de
trinta triterpendides com seis diferentes tipos de esqueleto e flavondides (BRANCO, 1998).

A Vellozia squamata (FIGURA 4.1) conhecida popularmente como canela-de-ema tem
como sinonimia a Vellozia flavicans Mart. ex Schult. f., pertencente a familia Velloziacea e ao
género Vellozia. Tal espécie pode ser encontrada no cerrado e possui porte de arbusto
(ALMEIDA, 1998). Uma das coloragdes de suas flores é a lilas (FIGURA 4.2).

FIGURA 4. 1 Vellozia squamata localizada na Serra de Ouro Branco.

FIGURA 4. 2 Flor da Vellozia squamata.
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Estudos anteriores também identificaram a presenca de compostos quimicos de atividade
farmacoldgica, como terpenos (triterpenos e diterpenos) e flavonodides no género \ellozia,
(HARBORNE et al. 1994; HARBORNE; BAXTER, 1995).

E na espécie em questdo, foi descrita a presenca de trés diterpendides novos, isolados do
extrato hexanico de raizes, caule e folhas da mesma espécie (PINTO et al, 1995).

Na medicina popular a Canela de Ema é muito utilizada como anti-inflamatério para
luxacdo, dor de ouvido e dores em geral, podendo assim tal atividade estar ligada a sua
composicdo fitoquimica.

A espécie V. squamata é um arbusto nativo do Cerrado brasileiro que apresenta grande
potencial ornamental. A anélise anatbmica mostra que as raizes adventicias se diferenciam na
regido do periciclo e nos feixes vasculares, indicando que a vascularizacdo da raiz esta conectada
com a do caule (FREITAS NETO, 2009).

Cientificamente, a espécie V. squamata foi utilizada em estudos que abordam aspectos
floristicos, taxonémicos, morfol6gicos e reprodutivos. Entretanto, ainda sdo escassos estudos
quimicos e utilitarios da mesma. Devido a esses fatores e ao relato popular do uso da canela-de-
ema como anti-inflamatorio tdpico tal espécie vegetal foi escolhida para o estudo de seus extratos

hidroalcoolicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Obter e caracterizar quimica e biologicamente os extratos hidroalcoolicos de caules e
folhas da espécie Vellozia squamata. Produzir nanoemulsbes do tipo O/A contendo os 6leos

essenciais pelo método de inverséo de fases.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter de extratos hidroalcoolicos de folhas e caules de Vellozia squamata

e Realizar o estudo farmacognostico dos extratos hidroalcodlicos das folhas e do caule de
V. squamata

e Auvaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos hidroalcodlicos das folhas e do caule
de V. squamata utilizando o reagente DPPH.

e Desenvolver nanoemulsdes a partir dos extratos utilizando os métodos de inversdao de
fases;

e Caracterizar e avaliar a estabilidade das nanoemulsdes obtidas.
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3 MATERIAIS

Fase oleosa

A fase oleosa utilizada foi o 6leo de Babacu (Orbignya Oleifera) fornecido pela empresa
Croda do Brasil Ltda.

Fase aquosa

A fase aquosa utilizada foi 4gua recém destilada.

Tensoativos

Como tensoativos foram utilizados o PEG-40 Hydrogenated Castor Oil e o SPAN 80.
Ambos foram gentilmente cedidos pela empresa Croda do Brasil Ltda

DPPH

O reagente DPPH (2,2 — difenil — 1 — picrilhidrazil) foi adquirido da empresa Sigma.
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4 METODOS

4.1 Obtencao dos Materiais vegetais

A espécie vegetal Vellozia squamata foi coletada na "Serra de Ouro Branco" localizada na
cidade de Ouro Branco-MG (20°31'2"S, 43°42'0" O). As folhas e os caules foram separadas e
secas em estufa a 45 ° C e sob circulagéo de ar. Depois, cada parte foi fragmentada em um
moinho de facas para se obter um p6 fino. Foram utilizados os p6s das folhas e do caule para

obtencdo dos extratos hidroalcoolicos.

4.2 Preparacao dos extratos hidroalcoolicos

O po das folhas secas (100 g) e de caules (100 g) de V. squamata, foram submetidos,
respectivamente a extracdo exaustiva com uma solugdo de etanol-4gua (70:30 v / v) em um
percolador de aco inoxidavel, em temperatura ambiente. Apds 48 h, as solucBes foram filtradas e
o0 solvente recuperado, num evaporador rotativo a 40 ° C, sob vacuo. A proporcionalidade do
solvente foi ajustado em um refractometro Abbe e reutilizados no processo de percolacdo, até a

extragdo completa.

4.3 Estudo Farmacognostico

O estudo farmcogndstico dos extratos hidroalcodlicos foi realizado de acordo com a
metodologia sugerida por Wagner e Bladt (1996) para a deteccdo de 4&cidos graxos,
antraquinonas, alcaldides, cumarinas, flavondides e terpenoides através de Cromatografia em
camada delgada (CCD). Compostos quimicos especificos foram identificados através de
metodologia descrita por Matos (1988), atraves do qual € analisada a presenca de fendis, taninos,
triterpenos, flavonoides, saponinas, xantonas, cumarinas e alcaloides.

Inicialmente, os extratos foram fracionados por particao liquido / liquido com cloroférmio
para separar 0os compostos lipofilicos. A presenca dos metabdlitos secundérios das classes listadas

acima foram determinados na fracdo hidroalcoolica utilizando as reagdes seguintes:
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1) A presenca de fenois e taninos foi determinada por reagdo com cloreto férrico
(FeCly), 2% (m/v);

2) A presenca de flavonoides foi investigada através da reacdo de Shinoda e foi
comparada por Cromatografia em camada delgada;

3) Para analisar a presenca de xantonas foi utilizado magnésio em acido cloridrico;

4) O indice de espuma foi utilizada para indicar a presenga de saponinas;

5) A reacdo de Liebermann-Bouchard foi utilizada para investigar a presenca de
triterpenos e esterdides;

6) Apbs a extracdo acido-base, a presenca de alcaldides foi determinada através de

reacOes gerais de precipitacao.

4.4 Atividade Antioxidante

Os extratos hidroalcodlicos das folhas e caules de V. squamata foram respectivamente
avaliados quanto a sua atividade antioxidante utilizando o método descrito no item 4.4 do
capitulo 2. A diferenca do método é em relacdo as solucbes etandlicas de cada extrato as quais
foram preparadas nas concentragdes: 10,0, 25,0, 75,0, 150,0, 300,0 e 400,0 pug/mL.

4.5 Avaliagéo da atividade antimicrobiana

O método utilizado para determinacéo da atividade antimicrobiana foi o0 método descrito
no item 4.5 do capitulo 2. Os extratos foram diluidos em DMSO. As concentracdo dos extratos
utilizadas no teste foram de 400 e 200 pg/ mL.

As seguintes bactérias foram utilizadas na investigacdo da atividade antimicrobiana:
Staphylococcus saprophyticus (ATCC 15305, Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
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4.6 Dosagem de Fenolicos Totais

Os compostos fenolicos foram determinados usando o método de Folin-Ciocalteu. O
reagente consiste de uma mistura dos &cidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, no qual o
molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de oxidacdo 6+ porém, em presenca de certos
agentes redutores, como os compostos fenodlicos, formam-se os chamados molibdénio azul e
tungsténio azul, nos quais a média do estado de oxidacdo dos metais estd entre 5 e 6 e cuja
coloracdo permite a determinacdo da concentracdo das substancias redutoras, que ndo
necessariamente precisam ter natureza fenolica. A partir da solucdo dos extratos (15,0 mg / mL),
67 pL foram adicionados 3 mL de &gua e 250 uL do reagente de Folin-Ciocalteu . A mistura foi
agitada durante 1 minuto, 1 mL de uma solucao de carbonato de sodio saturada (15 g/100 mL) foi
adicionado em seguida. O volume final foi aferido para 5,0 mL e a solucdo foi homogeinizada
por 1 minuto. Apos 2 horas a absorbancia foi medida em 750 nm. Os resultados foram calculados
por comparacdo entre a curva padrdo de &cido galico (10-350 pug /mL) e as amostras. O resultado
foi expresso em equivalente de acido galico (EAG) por grama de extrato seco.

4.7 Obtencao das Formulacdes

As nanoemuls6es foram preparadas pelo método de inversao de fases descrito no item 4.6

do capitulo 2.

TABELA 4.1 Composic¢do das Formulagdes.

Componentes da Formulacéo Porcentagem (%)
Extrato hidroalcoolico 1,0
Oleo de babagu 10,0
Monooleato de Sorbitano 4,0
PEG-40 Hydrogenated Castor Qil 6,0
Agua destilada 79,0
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4.8 Ensaios de estabilidade acelerada

Os testes de estabilidade foram realizados de acordo com os métodos descritos no item
4.7 do capitulo 2.
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5 RESULTADOS

5.1 Obtencdo do material vegetal

Foram obtidos um total de 1 Kg de material vegetal o que depois foi separado em folhas e
caule. Apos a separacdo das folhas foram trituradas separadamente em um moinho de facas as
folhas e os caules. Foi obtido ao final quantidade equivalente a 400 g de p6 de caule e 200 g de
po de folhas.

5.2 Obtencéo dos Extratos Hidroalcodlicos

Foram obtidos 9,1 g; (9,1%) do extrato hidroalcodlico de folhas e 7,3 g; (7,3%) do caule.

5.3 Estudo Farmacogndstico

Através das cromatoplacas obtidas utilizando-se reagentes especificos foi possivel
detectar as principais classes quimicas de componentes presentes nos extratos de hidroalcodlicos
de folhas e caules de V. squamata. Nos extratos dos caules foram detectados: antraquinonas,
cumarinas e flavondides, enquanto os acidos graxos, os alcaléides e terpendides ndao foram
detectados. Todos os resultados para a deteccao das classes quimicas principais dos extratos das
folhas foram negativos. Depois disso, a confirmacdo dos constituintes quimicos foi feita pela
mudanca de cor, precipitacdo ou pela formacdo de espuma estavel, demonstrando a
predominancia de certas classes de compostos organicos presentes nos extratos hidroalcodlicos
das folhas e caules de V. squamata (TABELA 4.2).
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TABELA 4. 2 Testes de prospecgao fitoquimica de classes quimicas da planta V. squamata.

Extrato bruto hidroetandlico

Classes quimicas

Caules Folhas
Auronas + -
Catequinas + +
Esterdides - +++
Flavondis - +++
Flavanonas - +++
Flavanonois - +++
Saponinas - +++
Taninos catéquicos + 3
Taninos pirogalicos + 3
Triterpendides +++ 3
Xantonas +++

Forte: +++ Médio: ++ Fraco: + Ausente: -

Através dos resultados obtidos percebe-se que os triterpendides sdo 0s constituintes

principais do extrato hidroalcoolico de caules de V. squamata.

5.4 Avaliacdo da Atividade Antioxidante

As atividades antioxidantes dos extratos do caule e folhas tiveram bons resultados como
pode ser visto na FIGURA 4.3 e. FIGURA 4.4.
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FIGURA 4. 3 Porcentagem de inibicdo do DPPH induzido pelo extrato hidroalcoolico de folhas e a das
nanoemulsdes preparadas com estes.
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FIGURA 4. 4 Porcentagem de inibicdo do DPPH induzido pelo extrato hidroalcodlico de caules e a das
nanoemulsdes preparadas com estes.
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Os resultados obtidos demonstram que a capacidade de inibir o radical DPPH néo foi
perdida quando os extratos foram incorporados as formulages.

A TABELA 4.3 mostra os resultados para o IC 50 dos extratos e formulag¢des contendo
0S Mesmos.
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TABELA 4.3 Valores de IC 50 para os extratos hidroalcoolicos e nanoemulsdes contendo 0s mesmos.

Amostras utilizadas no teste de DPPH 30 min 60 min

Valores de IC50 em pug  Valores de IC 50 em pg

Extrato hidroalcoolico dos caules 0,535 0,527
Nanoemulsdo (Caule) 0,544 0,516
Extrato hidroalcodlico das folhas 7,663 5,266
Nanoemulsdo (folhas) 0,577 0,565

Djeridane e colaboradores. (2006) demonstraram uma correlacdo linear entre o conteddo
de compostos fendlicos totais e as propriedades antioxidantes de extratos vegetais. Os resultados
encontrados para as atividades antioxidantes podem estar relacionados com os polifendis que
foram identificados por testes fitoquimicos nas folhas e caules de V. squamata. De acordo com
Wojdyto e colaboradores (2007) os &cidos fendlicos representam a principal classe de compostos

fendlicos que sdo amplamente distribuidos no reino vegetal.

5.5 Dosagem de fendlicos totais

O teor de fendlicos totais dos extratos hidroalcodlicos de V. squamata apresentaram
valores na faixa de 26,52 EAG / g de extrato de folhas e 48,86 EAG/g de extrato do caule em
peso seco (TABELA 4.4) Os compostos fendlicos séo utilizados pelas plantas como mecanismos
de defesa para neutralizar EROs, a fim de sobreviver e evitar danos moleculares e também para
impedir a acdo de microrganismos, insetos e herbivoros (VAYA et al., 1997). Os resultados
mostram uma correlagdo positiva entre o contetdo fendlico total e o ensaio de atividade
antioxidante. No presente estudo percebe-se que o maior teor de compostos fendlicos totais de
extratos de plantas resultou em maior atividade antioxidante como igualmente relatado por Cai e

seus colaboradores (2004).
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TABELA 4. 4 Conteldo de fendlicos totais expressos em equivalente de acido galico (EAG) por grama de extrato
hidroalcoolico seco de caules e folhas V. squamata.

. Extrato . ABS EAG/g extrato seco
Hidroalcoolico

Extrato caule 2,6109 48,85912
Extrato folhas 1,4188 26,52679

5.6 Avaliacdo da atividade Antimicrobiana

Os extratos ndo foram capazes de inibir o crescimento microbiano. Devido a composi¢édo
quimica encontrada no estudo farmacognéstico era esperado alguma acdo antibacteriana.
Machado e colaboradores (2003) estudando 14 extratos de plantas usadas tradicionalmente no
Brasil para tratamento de doengas infecciosas, verificaram que P. granatum inibiu linhagens de
S. aureus. Djipa et al. (2000) estudando a atividade antimicrobiana de extratos de jambol&o sobre
varios microrganismos, entre eles, S. aureus, verificaram que esta propriedade foi devida a alta

concentracdo de taninos contida nos extratos.

5.7 Obtencao das formulacdes

As nanoemulsdes obtidas do caule apresentaram cor alaranjada e as nanoemulsfes das

folhas cor verde.

5.8 Ensaios de estabilidade acelerada

5.8.1 Processo de centrifugacéo

A nanoemulsdo 0leo em agua (O/A) contendo os extratos hidroalcoolicos de caules e

folhas de extratos hidroalcoolicos de caules e folhas apresentaram-se estaveis no ensaio de

centrifugacdo ndo apresentando separacédo de fases.
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5.8.2 Estresse térmico

Ao ser submetido a estresse térmico as nanoemulsdes contendo o0s extratos

hidroalcodlicos de caules e folhas de V. squamata néo apresentaram separacgdo de fases.

5.8.3 Determinacéao do valor de pH

A determinacdo de valores de pH ¢é de grande importancia em formulacgdes topicas, uma
vez que esse valor deve estar em conformidade com o pH natural da pele. As formulagdes
mostraram um pH ligeiramente &cido, compativel com o pH da pele, que possui valores de 4,1-
5,8 (SEGGER et al., 2008). Houve mudancas nos valores de pH ap6s um més, mas ainda tais
valores estdo dentro do intervalo esperado (TABELA 4.5) ndo comprometendo a estabilidade da

formulacéo.

TABELA 4.5 Determinagdo do valor de pH das nanoemulsfes formuladas com extratos hidroalcodlicos de caules e

folhas de Vellozia squamata.

Nanoemulsdes Formuladas com Valor de pH das formulagtes
Extratos Hidroalcoodlicos Inicial Apés 30 dias

Caule 5,12 +0,01 5,18 +0,01

Folhas 4,95 + 0,02 5,13 +0,02

5.8.4 Determinagdo do tamanho de particula

O tamanho de particulas é um parametro importante para avaliar nanoemulsdes devido ao
fato de que o tamanho da particula é o principal fator responsavel pelo efeito de maior permeacéo
de componentes ativos nas camadas da pele. Além do tamanho de particula, é essencial saber o
indice de polidispersidade, estes fatores em conjunto influenciam a estabilidade destes sistemas.

A distribuicdo do tamanho de particula das nanoemulsfes obtidas a partir dos extratos
hidroalcodlicos de folhas e caules de V. Squamata foram medidos por sete dias (TABELA 4.6).

Ambas as nanoemulsdes apresentaram tamanho de particulas reduzidos nao sofreram alteragdes
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significativas em relacdo aos sete dias as quais foram analisadas. 1sso mostra que ambas as
formulacdes sdo altamente estaveis. A avaliacdo do indice de polidispersividade mostra que
ambas nanoemulsbes foram homogéneas em relacdo aos tamanhos de particulas e estas sdo

adequadas para aplicacdo e uso topico.

TABELA 4.6 Distribuicio do tamanho de particulas das nanoemulsdes preparadas a partir dos extratos

hidroalcoolicos de V. squamata em funcéo do tempo apds o preparo.

Tamanho de Particulas das Nanoemulsdes dos Extratos

Periodo ap6s o Hidroalcoolicos

preparo das Folha Caule

formulactes Diametro (nm) P.I. Diametro (nm) P.1.
Oh 154,6 £ 9,59 0,284 + 0,034 147,6 £ 33,32 0,351 + 0,254
24h 138,4 £ 1,69 0,154 + 0,037 132,0 £ 4,94 0,275 + 0,055
48h 154,2 + 2,43 0,361 + 0,254 167,7+7,51 0,528 + 0,105
72h 155,0 + 4,41 0,289 + 0,073 180,2 + 23,48 0,733+ 0,196
6 Dias 144,4 + 1,06 0,239 £ 0,017 144.,4 + 1,06 0,239 £ 0,017
7 Dias 1445 + 4,02 0,310 + 0,022 157,4 £ 6,90 0,490 + 0,128

P.1.= Indice de polidispersividade
5.8.5 Andlises reoldgicas

O comportamento reoldgico das formulagdes foi avaliado utilizando a lei de poténcia.
Assim, depois de medir o comportamento reolégico das formulagdes, observa-se que ambas as
formulacBes que contém os extratos hidroalcodlicos das folhas e caules exibem um
comportamento newtoniano, ou seja, tém uma viscosidade ideal comportamento (Tabela 4.7).
Mostrou-se que a relacdo entre tensé@o de corte e a taxa de cisalhamento é linear. Isto significa
que, para uma dada temperatura, a viscosidade manteve-se constante durante a sua medicéo,

independentemente do tempo e o cisalhamento empregadas (CORREA et al., 2005).
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TABELA 4.7 Parametros do comportamento reoldgico das nanoemulsdes formuladas com extratos hidroalco6licos

de caules e folhas de Vellozia squamata.

Nanoformulagdes indice de indice de Viscosidade Aparente
! fluxo consisténcia (cP) (cP)
Extrato caule 1,00 2,39 99,70
Extrato folha 1,00 2,39 99,70

cP = centi Poise.
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A caracterizacdo farmacogndstica mostrou uma presenca de Vérias classes quimicas
presentes nos extratos hidroalcoolicos destacando-se os compostos fendlicos.

Atraveés da avaliacdo da atividade antioxidante percebeu-se uma inibicdo significativa do
DPPH epor ambos os extratos hidroalcodlicos de folhas e caules.

A alta capacidade de inibir o DPPH e estd relacionada com moléculas com grupos
fendlicosos como flavondides, flavanonas e flavanonois os quais sdo capazes de
neutralizar os radicais livres

Ambos extractos hidroalcoolicos apresentaram no teste de dosagem de fendlicos totais
altas concentracdo de tais compostos.

O método de inversdo de fase foi eficiente na preparacdo de nanoemulsdes estaveis as
quais sdo adequadas para aplicacdo tdpica destes extratos.

Mesmo sob a forma de nanoemulsdo a atividade antioxidante dos extratos permaneceu a
mesma encontrada em sua solucdo, conclui-se entdo que o veiculo ndo influencia nessa
atividade.

As nanoemuls@es utilizando extratos hidroalcodlicos de folhas e caules de V. squamata

mostraram-se promissoras para o desenvolvimento de fitomedicamentos e cosméticos.
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1 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo nos permitem concluir que o rendimento e a
constituicdo quimica dos OE de M. graveolens e M. leucadendron sofreram variacfes com a
época da coleta das espécies. Os OE mostraram-se agentes antimicrobianos em potencial. A
capacidade desses 6leos em inibir o crescimento microbiano mostrou-se significativa contra
bactérias Gram-positivas. Ja os extratos hidroalcodlicos de folhas e caules de V. squamata
apresentaram elevada capacidade antioxidante. Essa habilidade pode ser atribuida aos
constituintes fendlicos encontrados nos extratos. Mesmo sob a forma de nanoemulsdo a
atividade antioxidante dos extratos permaneceu a mesma encontrada em sua solugdo. O
método de inversdo de fase foi eficiente na preparacdo de nanoemulsGes estaveis as quais sdo
adequadas para aplicacdo topica dos 6leos e extratos. Sendo assim, os resultados obtidos
apontam para a importancia dos estudos de 6leos essenciais e extratos vegetais de espécies da
flora brasileira visando a identificagcdo de espécies promissoras, para utilizacdo como insumos

e na obtencdo de ativos para potenciais candidatos a novos farmacos.
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1 PERSPECTIVAS FUTURAS

E necessario um estudo mais completo sobre a variagdo do rendimento e constituintes
quimicos dos 6leos essenciais de M. graveolens e M. leucadendron quando coletadas
em diferentes épocas do ano, locais e horarios.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana deve ser realizada com 06leos essenciais em
diferentes épocas com intuito de avaliar a capacidade antimicrobiana ao longo do

tempo.
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