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RESUMO

Lantana camara Linn é uma planta do género Lantana (Verbenaceae) vulgarmente conhecida no
Brasil como camara ou cambaré-de-chumbo, sendo a espécie mais comum do género. Lantana
camara Linn é utilizada popularmente para uso medicinal sendo reportada para varios tipos de
tratamentos como tumores, febre, gripe, feridas, catapora, reumatismos, asma, pressao alta,
bronquite, Ulceras entre outras; assim como também seu 6leo essencial tem sido aplicado para
atividades antifingica e antibacteriana. A presente pesquisa tem como objetivo extrair dleo
essencial das folhas da espécie Lantana camara Linn e calcular o seu rendimento, realizar a
caracterizacdo fisico-quimica, desenvolver nanoemulsdes do tipo 6leo em &gua e avaliar a acdo
anti-leishmania do 6leo essencial e de das nanoemulsGes formuladas. As folhas da espécie foram
coletadas no municipio de Rio Branco e submetidas a hidrodestilacdo para a obtencdo do 0Oleo
essencial (OE). Depois de obtido, o dleo foi submetido as analises de indice de acidez, indice de
refracdo, densidade, Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM),
espectroscopias Raman e Ressonancia Magnética Nucler de *H (RMN). Foram desenvolvidas e
preparadas nanoemulsdes pelo método de emulsificagdo ultrassénica com formulagdes contendo
tensoativos Span 80 e Tween 80 com equilibrio hidréfilo-lipéfilo (EHL) variando de 8,0 a 15,
onde foram testadas a fim de empregar aquela que permitisse a formacdo de nanoemulsdes. O
6leo essencial e as nanoemulsbes formuladas foram avaliados quanto a acdo anti-leishmania in
vitro. Como resultado deste trabalho obteve-se para o rendimento do 6leo obtido a partir de folhas
secas um valor de 0,25 (v/m). Na composicao quimica, usando o método de cromatografia gasosa
acoplada ao espectrometro de massa (CG-EM) foram identificados um total de setenta e seis
compostos, sendo os majoritarios o B-trans-Farneseno (29,07%), Germacreno D (24,84%), B-
Cariofileno (10,89%), Elixeno (4,81%) e o a-Cariofilenol (4,39%). Foram preparadas 25
formulagdes de nanoemulséo. A formacgédo de nanoemulsdes se deu no valor de EHL entre 9,0 a
15,0, com tamanhos variando entre 18,56 nm a 93,24 nm e o potencial zeta entre - 6,08 mV a -
23,50 mV. O o6leo essencial puro bem como as nanoemulsdes apresentou alta inibicdo contra a
Leishmania amazonensis na forma promastigota. Nanoemulsées formuladas apresentaram alta
inibicdo do crescimento da Leishmania amazonensis na forma promastigota e baixa citotoxidade
para 0s macréfagos de camundongos J774 usados como modelo de toxicidade sobre os tecidos de
hospedeiro. Os resultados obtidos indicam a viabilidade de estudos posteriores mais aprofundados

contra esse patégeno.

Palavras chaves: Emulsificacdo ultrassonica, Lantana camara Linn, nanoemulséo, o0leo

essencial.
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ABSTRACT

Lantana camara Linn is the most common plant of the genus Lantana (Verbenaceae)
commonly known in Brazil as “camara”, “cambara-de-chumbo” that is popularly used for
medicinal purposes as reported for various types of treatments such conditions as tumors,
fever, flu, stomach pain, sores, chicken pox, measles, rheumatism, asthma, high blood
pressure, bronchitis, ulcers among others. The EO from this plant possess antifungal and
antibacterial activity. This research aimed to extract the EO from the leaves of the species
Lantana camara Linn, to calculate income, to perform the physicochemical characterization,
to develop oil-water nanoemulsions and to evaluate anti-leishmania action of both the EO and
nanoemulsions. The leaves of this species were collected in Rio Branco and submitted to
hydrodistillation to obtain the EO. The EO, thus obtained, was subjected to the measurements
of the density, acidity and refractive indexes. Studies of the GC-MS, NMR and Raman
spectroscopies of the EO were performed. The oil-water nanoemulsions based on the EO were
obtained using ultrasonic emulsification method with the pair of Span 80 and Tween 80
surfactants with hydrophilic - lipophilic balance (HLB) ranging from 8.0 to 15. These
nanoemulsions were evaluated for size of particles, z-potential, polydispersity, and anti-
leishmania action in vitro. We obtained the yield of oil from dried leaves 0.25 mI/100 g. The
EO was separted and chemical composition was identified. A total of seventy six compounds
were detected, the majority being the trans-p-farnesene (29.07%), Germacrene D (24.84%), -
caryophyllene (10.89%), Elixeno (4.81%) and the a-caryophyllenol (4.39%). Twenty five
formulations were prepared, the formation of nanoemulsions was given in HLB between 9.0
to 15.0, with sizes ranging from 18.56 nm to 93.24 nm and zeta potential of - 6.08 mV to - 23,
50 mV. Both the EO and nanoemulsions showed high inhibition of growth the Leishmania
amazonensis promastigote. At the same time, nanoemilsions showed low cytotoxicity against

muirin macrophages (=10% growth inhibition) while the EO was more toxic (50%).

Key words: ultrasound emulsification, Lantana camara Linn, nanoemulsion, essential oil.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca parasitaria ndo contagiosa causada por protozoarios do
género leishmania e € uma das endemias de maior importancia no Brasil, uma vez que ocorre
em varios estados (Figura 1). A leishmaniose apresenta um carater antropozoondtico, sendo
transmitida ao homem através da picada de insetos vetores hemat6fagos. Dentre as espécies,
a Leishmania amazonensis é uma das mais amplamente distribuidas no Brasil e esta associada
a leishmaniose tegumentar americana (LTA), uma doenca que varia da forma cutanea benigna
e de cura espontanea até formas severas e apresenta dificuldades para o seu controle devido as

suas complexas caracteristicas epidemiologicas (DORVAL et al., 2006).

B L. (v, braziliensis
L. (L.) amazonensis

. L. (V.) guyanensis

B L. (v.) shawi

. L. (V.) lainsone

B L. (v) naitfi
. L. (V.) lindenberg

Figura 1. Distribuicdo das espécies de Leishmania responsaveis pela transmissdo da leishmaniose tegumentar
americana no Brasil em 2005. Fonte: Ministéio da Satde/Secretaria de Vigilancia em Salde, 2010.

O tratamento da leishmaniose, segundo Lourenco (2000), utiliza-se de uma pequena

variedade de farmacos, sendo um exemplo o uso de antimoniais e 0 uso da pentamidina. Esses
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farmacos além de apresentarem efeitos indesejaveis podem se tornar ineficientes por
consequéncia de os parasitas obterem resisténcia aos mesmos, devendo-se assim buscar outras
formas de tratamento utilizando-se, por exemplo, produtos naturais.

A utilizacdo de plantas medicinais € um meio relevante principalmente para
comunidades de baixa renda, devido a sua alta disponibilidade, baixa toxicidade, risco
minimo de efeitos colaterais, aos baixos custos e sem 6nus comparados aos medicamentos
alopaticos. Essas plantas utilizadas na medicina tradicional estdo sendo também cada vez mais
estudada por serem possiveis fontes de substancias com atividades antimicrobianas frente a
microrganismos prejudiciais a saide do homem (BESSA et al., 2013).

O objetivo principal das reagdes que acontecem nos organismos Vvivos geralmente é o
aproveitamento de nutrientes para satisfazer as exigéncias fundamentais da célula. Essas
reacOes consideradas como processos essenciais a vida e comuns aos seres Vvivos, tém sido
definidas como integrantes do metabolismo primario. No entanto os vegetais e 0s
microrganismos também sdo capazes de produzir, transformar e acumular enimeras outras
substancias ndo necessariamente relacionadas de forma direta a manutencdo da vida,
encontrando-se nesse grupo substancias cuja producdo e acumulacdo estdo restritas a um
nimero limitado de organismos, com bioguimica e metabolismo especifico e Unico,
caracterizando-se como elemento de diferenciacdo e especializagdo definindo-se a esse
conjunto metabdlico de metabolismo secundario (OTTOBELLI e FREITAS, 2011).

Uma vez que a Amazonia possui 0 maior ecossistema de florestas tropicais do mundo,
a busca por principio ativo das plantas medicinais dessa regido tem provocado grande
interesse de muitos grupos de pesquisadores, pois se estima que a floresta guarde em suas
entranhas a mais fantastica das moléculas capazes de curar as diversas enfermidades que
acometem 0s seres vivos, e com a tecnologia atualmente disponivel é possivel identificar,
testar, modificar e disponibilizar estas substancias em beneficio dos seres vivos
(OTTOBELLI e FREITAS, 2011).

Assim, neste trabalho, propde-se fazer um estudo do 6leo essencial da espécie Lantana
camara Linn com a intencdo de obter ativos para o desenvolvimento de farmacos sob a
perspectiva da nanociéncia, em especial a nanobiotecnologia, ainda nao pesquisados; uma vez
que a presenca de compostos com agOes farmacologicas diversas como anti-inflamatdrias,
antioxidantes, antibacterianas, antiparasitarias, antifungicas, na composi¢cdo da Lantana

camara Linn tem suscitados trabalhos com o intuito de isolar e estudar esses compostos,
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porém, até o presente momento, o potencial nanoestrurado do 6leo essencial dessa espécie ndo
foi relatado na literatura.

O objetivo deste trabalho foi extrair das folhas da espécie Lantana camara Linn o 6leo
essencial, calculando o seu rendimento, assim como realizar a caracterizagdo fisico-quimica,
obtendo informagfes da densidade, indice de refracdo, indice de acidez, os compostos
presentes, realizar medidas espectroscopicas em Raman, Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) e cromatografia gasosa acoplada a massa (CG-EM). Foi objetivo também, obter
nanoemulsdes do 6Oleo essencial e caracteriza-la, e testar o 6leo essencial e as nanoemulsdes
quanto a sua atividade anti-leishmania.

Portanto, a obtencdo do 6leo essencial, da nanoemulséao, e o estudo da atividade anti-
leishmania justificam estudos aprofundados dessa espécie botanica com abordagens
nanobiotecnoldgicas no uso sustentavel da biodiversidade brasileira; uma vez que matérias
nanoestruturados como as nanoemulsdes sdo biodegradaveis, biocompativeis, faceis de
produzir e podem ser utilizadas como veiculos para farmacos lipofilicos propensos a hidrdlise.
As nanoemulsdes ainda tém sido estudadas e desenvolvidas para liberacdo parenteral, oral,
ocular, pulmonar e dérmica de farmacos e ativos, além de ser comumente utilizada em
produtos cosméticos, como logGes para serem aplicadas na pele e no cabelo. O tamanho
reduzido das particulas pode cobrir extensa &rea cutanea e, com isso, é indicada como sistema
para liberacdo de ativos na pele (BERNARDI, 2011).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 As Leishmanioses

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas causadas por protozoarios do género
Leishmania e da familia Trypanosomatidae. Sendo dividida em leishmaniose tegumentar
americana e leishmaniose visceral. Sua transmissdo ao homem ocorre por meio de insetos
vetores ou transmissores, conhecidos como flebotomineos; acontecendo quando um mosquito
fémea infectado passa o protozoario a uma vitima sem a infeccdo, enquanto se alimenta de
seu sangue. Além do homem esses vetores podem infectar varios mamiferos silvestres e
domesticos (FIOCRUZ, 2015).

A leishmaniose visceral ou calazar € um dos tipos mais grave de todos os tipos de
leishmaniose. O paciente infectado com essa patologia inicialmente apresentara como
sintomas: febre, hemorragias, anorexia, sudorese, fraqueza e emagrecimento. Em estagios
mais avangados da doenca os sintomas apresentados sd@o esplenomegalia, a hepatomegalia,
linfadenopatia e a anemia (LOURENCO, 2000).

Na leishmaniose tegumentar americana a inoculagdo da leishménia causa lesdo
cutanea no local infectado, podendo evoluir para uma regressdo espontanea. No entanto essa
infeccdo pode progredir, surgindo lesbes cutaneas disseminadas e invasao ulterior da mucosa
nasofaringea (GONTIJO e CARVALHO, 2003).

Segundo o Ministério da Saude (2010) a leishmaniose tegumentar é amplamente
distribuida no mundo, sendo registrado no Continente Americano casos desde o extremo sul
dos Estados Unidos até o norte da Argentina, exceto Chile e Uruguai. No Brasil, a
leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca com diversidade de agentes,
reservatorios e vetores, apresentando diferentes padrfes de transmisséo.

Segundo Silveira et al. (2008) embora na regido amazonica seja encontrado 7 espécies
de Leishmania causadoras da LTA, no entanto, ao considerar o espectro das manifestacdes
encontradas na doenca causada pelas espécies Leishmania braziliensis e Leishmania
amazonensis pode-se afirmar que essas espécies sdo as que apresentam o maior potencial de

causar doencas ao homem, manifestando-se de forma mais simples como a leishmaniose
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cuténea localizada, bem como de forma mais grave, como as lesdes cutaneas e/ou de mucosas
de dificil tratamento.

Os parasitas do género Leishmania durante seu ciclo de vida possuem duas formas
evolutivas: a forma promastigota, encontrada fora da célula hospedeira e possui flagelo; e a
forma amastigota, encontrada dentro da célula hospedeira e ndo possui movimentos. As
promastigotas tem corpo alongado, medem em média entre 14 e 20 mm e possuem flagelo
livre. As amastigotas possuem corpo no formato ovoide, medem em média entre 2,1 e 3,2 mm
e tém flagelo interno (FIOCRUZ, Laborat6rio de Imunomodulacéo, 2015).

O tratamento da leishmaniose pode ser realizado com a utilizagdo de farmacos como
0s antimoniais pentavalentes representados pelo antimoniato de meglumina (Glucantime)
(Fig. 2 B) e pelo estibogluconato de sddio (Pentosam) (Fig. 2 A), também se faz o uso de
pentamidina e anfotericina B. Esses dois ultimos sdo utilizados como segunda escolha devido

a efeitos colaterais indesejaveis mais acentuados (LOURENGCO, 2000).

A B \NH HO
ol o
sbf
HO OH
OH Ho
OH HN
AN
Estibogluconato de sodio Antimoniato de meglumina

Figura 2. Estrutura molecular dos farmacos utilizados para o tratamento da leishmaniose. A) Estibogluconato de
sodio. B) Antimoniato de meglumina.

2.2 Historia dos produtos naturais

2.2.1 Produtos Naturais

Produtos naturais sdo produtos de varias fontes naturais como plantas, microrganismos

e animais. Os produtos naturais podem ser um organismo inteiro, uma parte de um organismo,
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um extrato de um organismo ou de uma parte do organismo, ou composto puro, isolados a
partir de plantas, animais ou microrganismos. No entanto, na pratica, o termo produto natural
refere-se aos metabolitos secundarios, moléculas pequenas de peso molecular menor que 1500
Da, produzidos por um organismo, mas que nao Ssao estritamente necessarios para a
sobrevivéncia do organismo (SARKER e NAHAR, 2007).

2.2.2 Produtos naturais no uso medicinal

O uso de produtos naturais, em especial as plantas, no tratamento de cicatrizacGes é
tdo antigo e universal como o préprio medicamento em si. O uso terapéutico de plantas
certamente retoma para civilizagdes sumeriana e acadiana que viveram por volta do terceiro
milénio antes de Cristo. Hipocrates (460-377 a.C.), um dos autores mais antigos que
descreveu os produtos naturais medicinais de origem vegetal e animal, listou cerca de 400
espécies diferentes de plantas para fins medicinais. Os produtos naturais tém sido uma parte
integrante dos antigos sistemas da medicina tradicional, da qual podemos citar a medicina
chinesa e a medicina egipcia. O uso terapéutico de plantas ainda continua nos dias atuais,
especialmente no Oriente, onde numerosos minerais, substancias animais e plantas ainda estao
em uso comum. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), cerca de 3,4 bilhGes
de pessoas no mundo em desenvolvimento dependem de medicamentos baseados em plantas.
Isso nos revela que uma grande parcela dos habitantes do planeta depende principalmente da
medicina tradicional para os seus cuidados primarios de saide. S6 na China, 7.295 espécies de
plantas sdo utilizadas como agentes medicinais (SARKER e NAHAR, 2007).

A natureza tem sido uma fonte potencial de agentes terapéuticos a milhares de anos.
Um namero impressionante de drogas modernas foram extraidas de fontes naturais e ao longo
do século passado, uma série de drogas foram também foram desenvolvidas a partir de
produtos naturais. Além do uso dos produtos naturais derivado da medicina moderna, 0s
produtos naturais também sao utilizados diretamente na industria farmacéutica "natural™ que
estd a crescer rapidamente na Europa e na América do Norte, assim como em programas de
medicina tradicional incorporados nos sistemas de cuidados de salde primaria no México,
Republica Popular da China, Nigéria e outros paises em desenvolvimento (SARKER e
NAHAR, 2007).



20

2.2.3 O desenvolvimento de medicamentos a partir de produtos naturais

Embora o desenvolvimento de drogas seja considerado um conceito recente que
evoluiu a partir da ciéncia moderna, na realidade, o desenvolvimento de drogas remonta
muitos séculos, e tem suas origens na natureza, quando os seres humanos na busca da cura se
voltaram para a Mae Natureza e descobriram moléculas de drogas unicas. Desta forma o
termo produto natural tornou-se quase sinGnimo com o conceito de desenvolvimento de
drogas. Nos processos da descoberta e desenvolvimento de drogas modernas os produtos
naturais tem desempenhado um papel importante na fase inicial da descoberta, ou seja, na
descoberta da molécula natural que apresenta o principio ativo (determinada por varios
bioensaios), que em si ou os seus analogos estruturais poderd ser candidato a um farmaco
ideal (SARKER e NAHAR, 2007).

Os produtos naturais tém sido uma fonte na producdo de drogas. Estima-se que 61%
das 877 pequenas novas entidades quimicas de moléculas introduzidas como drogas em todo
0 mundo durante os anos de 1981-2002 podem ser rastreadas ou foram desenvolvidas a partir
de produtos naturais, onde 6% séo produtos naturais, 27% derivados de produtos naturais, 5%
compostos sintéticos derivados de produtos naturais e 23% compostos sintéticos concebidos
com base no conhecimento adquirido a partir de um produto natural, ou seja, um mimico do
produto natural. Em algumas areas terapéuticas, a contribuicdo de produtos naturais € ainda
maior, como por exemplo, cerca de 78% das drogas candidatas ao tratamento antibacteriano e
74% das drogas candidata ao tratamento do cancer sdo produtos naturais ou analogos
estruturais de produtos naturais. Em 2000, cerca de 60% de todas as drogas em ensaios
clinicos para a multiplicidade de tipos de cancer eram de origens naturais. Em 2001, oito dos
30 medicamentos mais vendidos eram produtos naturais ou derivados de produtos naturais, e
estas oito drogas juntas totalizaram 16 bilhdes de doélares em vendas (SARKER e NAHAR,
2007).

No meétodo tradicional do desenvolvimento de drogas a partir de produtos naturais,
extratos brutos de drogas sao testados, e no caso de uma resposta positiva, onde a partir de
qualquer evidéncia de atividade, o extrato é fracionado e o composto ativo é isolado e
identificado. Cada passo do fracionamento e do isolamento geralmente é guiado por
bioensaios, e 0 processo é chamado de isolamento guiado por bioensaios. A Figura 2


http://www.sbs.com.br/search/?q=NAHAR,%20LUTFUN&qf=authors_exact

21

apresenta uma visdo geral do processo tradicional de desenvolvimento de drogas a partir de
produtos naturais (SARKER e NAHAR, 2007).

Material de origem P | EXtrato(s) |s—p| Extrato(s) ativo(s)
Ex.: Plantas Extracdo Bioensaio

Fracionamento
Cromatogréfico

x (% : Bioensaio -
Fracdo(Ges) ativa(s) [« Fragdes cromatogréficas

Isolamento e Purificagio

Compostos Isolados Bioensaio » Composto(s) ativos(s)

Identificacdo por Técnicas
Espectroscépicas
Ex.: UV, IV, EM, RMN

Compostos Identificados | —==2280p.|  composto(s) Bioativos Identificado

Figura 3. Método tradicional de descoberta de drogas a partir de produtos naturais.
Fonte: SARKER e NAHAR, 2007 (adaptado).

Pesquisas por novas entidades quimicas bioativas (bioNCEs) tém adotado novas
técnicas, como 0 uso da quimica combinatéria, obtendo assim um maior nimero de
substancias. Com esta nova tecnologia, as reacdes sdo feitas em varias etapas, ocorrendo em
paralelo ou em misturas, a partir de poucos reagentes. Os produtos reacionais resultantes sdo
combinagOes aleatorias dos reagentes e, portanto, um numero muito grande de compostos
novos pode ser gerado (VIEGAS JR et al., 2006).

Ao mesmo tempo surgiu também o desenvolvimento de métodos de “screening”
bioldgicos automatizados (“high throughput screening”— HTS), que passaram a permitir a
avaliacdo in vitro de milhares de substancias por experimento. Estas técnicas, empregadas
concomitantemente, permitem a identificagdo de novos compostos capazes de interagirem
com os alvos-terapéuticos ensaiados em escala, inicialmente, micro molar e, atualmente, nano

molar. Cabe mencionar que gragas ao emprego destas estratégias combinadas surgiu o termo
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“hit”, definindo uma nova substancia identificada pelo emprego destas estratégias, isto é, ativa
in vitro sobre um alvo determinado, na escala indicada (VIEGAS JR et al., 2006). A fim de
incorporar 0s produtos naturais nos programas HTS modernos, uma biblioteca de produtos
naturais (uma colecdo de produtos naturais desreplicado) precisa ser construido.
Desreplicagdo é o processo pelo qual se pode eliminar a recorréncia ou o re-isolamento de
compostos iguais ou semelhantes a partir de diferentes extratos. Um ndmero de técnicas
combinadas ¢é utilizado para desreplicacdo, por exemplo, cromatografia liquida
com detector de arranjo de fotodiodos (CL-DAF), cromatografia liquida acoplada ao
espectrometro de massas (CL-EM) e cromatografia liquida acoplada a ressonancia magnética
nuclear (CL-RMN) (SARKER e NAHAR, 2007).

Na Figura 3 € apresentada uma visdo geral do processo moderno de descoberta de

drogas a partir de produtos naturais.

Extracdo rapida
Material de origem EX.: extracdo por Soxhlet > Extratos
Ex.: Plantas

Impresséao digital quimica ou dereplicacéo
Ex.: uso do CL-PDA, CL-EM, CL-RMN

Identificacéo e Purificacdo rapida

Compostos Isolados | < Ex.: uso do HPLC Extratos desreplicados

Identificacd@o por Tecnicas Espectroscopicas
Ex.: UV, IV, EM, RMN

Compostos Identificados HTS »| Geracdo do “hit”
(Biblioteca de compostos)

Producédo em larga escala de
compostos “hit” selecionados
Ex.: Isolamento e Sintese em larga
escala

v

Inicio de uma nova fase de desenvolvimento
Ex.: Preformulacéo, formulagdo ensaios in vivo, ensaios clinicos e etc.

Figura 4. Método moderno de descoberta de drogas a partir de produtos naturais.
Fonte: SARKER e NAHAR, 2007 (adaptado).
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2.2.4 Metabolismo secundario

As plantas sintetizam uma grande variedade de compostos organicos que Sao
tradicionalmente classificados como metabolitos primarios e secundarios, embora os limites
precisos entre os dois grupos em alguns casos sejam um pouco confuso. Os metabolitos
primarios sdo compostos que tém papéis essenciais associados com a fotossintese, respiragéo,
crescimento e desenvolvimento. Nesta classe estdo incluidos os lipidos, nucle6tidos,
aminoacidos e &cidos organicos. Outros compostos fitoquimicos, muitos dos quais se
acumulam em altas concentracdes em algumas espécies, sao referidos como metabolitos
secundarios. Estes sdo estruturalmente diferentes e muitos sdo distribuidos entre um nimero
muito limitado de espécies dentro do reino vegetal (CROZIER et al., 2006).

Os metabdlitos secundarios expressam a individualidade de uma determinada espécie
em termos quimicos e respondem por inimeras fungdes na protecdo, desenvolvimento e
interacdo com o meio-ambiente (EMERY et al., 2010). Dentre as funcdes desenvolvidas pelos
metabdlitos secundarios podemos citar a protecdo contra a infeccdo microbiana, atracdo de
polinizadores e animais dispersores de sementes, agentes alelopaticos, protetores de UV;
como também dispertam interesse devido a sua utilizacdo como corantes, fibras, colas, dleos,
ceras, agentes aromatizantes, medicamentos, perfumes, e possiveis fontes potenciais de novas
drogas, antibioticos, insecticidas e herbicidas (CROZIER et al., 2006).

Segundo Crozier et al. (2006) os metabolitos secundarios de plantas podem ser
divididos em trés grupos principais com base nas suas origens biossintéticas: (i) compostos
fendlicos e polifendlicos, (ii) terpenos e terpendides e (iii) os alcaldides.

Os compostos fenolicos apresentam uma grande variedade estrutural e tem por
caracteristica a presenca de um grupamento hidroxila (-OH) ligado a um anel aromatico.
Neste grupo estdo presentes os flavonoides, presentes no vacuolo das plantas, a exemplo da
quercetina que é encontrada nas cascas das frutas; os taninos, que conferem sabor adstringente
as folhas de plantas lenhosas, como o acido digalico; as ligninas, superadas apenas pela
celulose em abundancia na natureza, sdo polimeros que conferem rigidez, resisténcia e
impermeabilidade a parede celular de plantas (EMERY et al., 2010).

Na Tabela 1 sdo apresentados alguns esqueletos estruturais de compostos fenolicos e
polifendlicos.
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Tabela 1: Esqueletos estruturais de compostos fendlicos e polifendlicos (o grupo hidroxila ndo é mostrado)

Ndmero de

Esqueleto Classificacdo Exemplo Estrutura Bésica
Carbonos

7 Ce-C, Acidos fendlicos acido galico @-COC)H
O

8 Ce-C, Acetofenonas Galacetofenona @—‘((_ -
JCH 3

i Acido p- ~O)C
8 Ce-C, Acido fenilacético ) o P ) @_,(_.(_)(_)H
hidroxifenilacético

" CcOO
9 Cs-Cs Acidos hidroxicindmicos acido p-cumérico @j_ ~-OOH

. . 0_0
9 Cs-Cs Cumarinas Esculetina @:‘;
)
10 Ce-Cs Naftoquinonas Juglona @
O

O,
13 Ce-C1-Cs Xantonas Mangiferina @;p

O
14 Cs-C,-Cg Estilbenos Resveratrol @NQ
15 Cs-Cs-Cq Flavondides Naringenina @,:)J/Q

Fonte: CROZIER et al., 2006

Terpenos sdo compostos derivados de uma combinagdo de duas ou mais unidades de
isopreno. O isopreno é uma unidade de cinco atomos de carbono, quimicamente conhecida
como 2-metil-1,3-butadieno. De acordo com a regra do isopreno proposta por Leopold
Ruzicka, os terpenos surgem a partir da unido da cabeca com a cauda de unidades de
isoprenos. O carbono 1 do isopreno é chamado de cabeca, enquanto o carbono 4 € chamado
de cauda (Fig. 5). Por exemplo, 0 mirceno é um terpeno simples contendo 10 carbonos,
formado a partir da uni&o da cabega com a cauda de duas unidades de isopreno como mostra a
Figura 5 (SARKER e NAHAR, 2007).

Cauda
)\/) )\Uﬁ&de de isopreno
1
- / - /I\/\)'I\/
- /4 \/2 4 S =
1 3 k 3 _
. . Mirceno
Unidade de isopreno Cabeca

Figura 5. Formagdo de terpenos a partir de unidades de isoprenos.
Fonte: SARKER e NAHAR, 2007.
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Os terpenos possuem esqueletos de 10, 15, 20, 30 ou 40 atomos de carbono, sendo
conhecidos, respectivamente, como mono, sesqui, di, tri e tetraterpenos (Fig. 6) com as mais
diferentes formas estruturais. Quando a estrutura contém oxigénio sdo chamados de
terpendides. Existem mais de 20000 terpenos e terpenoides conhecidos, produzidos por
vegetais e outros organismos terrestres e marinhos, inclusive animais, fungos e bactérias.
Muitos monoterpenos e sesquiterpenos, por serem compostos volateis, compdem os 6leos
essenciais (EMERY et al., 2010).

HsC OH
; W
SN
HiC” CH, CH CHy
Limoneno — um monoterpeno Geraniol — um monoterpendide
H |LOH
B-trans-Farneseno — um sesquiterpeno (-)-o-Bisabolol — um sesquiterpendide
CH; CH, CHs CH;
H3CW\)V\OH
8,13-Abietadieno — um diterpeno Fitol — um diterpendide
= = S N N A
Esqualeno — um triterpeno X Lanosterol
um triterpenodide
OH
M
p-Caroteno — um tetreterpeno on  Capsantina —um tetreterpentide

Figura 6. Terpenos e terpendides
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Os alcaloides s&o compostos nitrogenados que podem ter origem microbiana, vegetal
ou de animais, tanto terrestres como marinhos. Muitos sdo conhecidos pelo sabor amargo e
por suas propriedades basicas (de alcali), apesar de ndo serem caracteristicas comuns a todos
0s compostos desta classe. Boa parte desta familia € derivada de aminoacidos e assim como
0s terpenos constitui uma classe ampla e diversificada em termos estruturais. Como exemplo
de alcaloides temos a morfina (Fig. 7A), obtida da papoula, a cocaina (Fig. 7B), a cafeina
(Fig. 7C), estimulante encontrado no café, a nicotina (Fig. 7D), isolada do tabaco, e a atropina
(Fig. 7E), isolada da beladona (EMERY et al., 2010).

A 5 o

O
Cocaina Cafeina
E
N~ CH,
é% C |
o OH

.. . o
Nicotina Atropina

Figura 7. Estrutura molecular de alguns alcaloides.

2.3 Lantana camara Linn

Lantana camara Linn € uma planta do género Lantana (Verbenacea) que de acordo
com estudos desenvolvidos por Linnaeus em 1753 continha sete espécies, sendo seis da
América do Sul e uma da Etiopia (GHISALBERTI, 2000). Plantas do género Lantana sao
nativas principalmente da América tropical e subtropical, mas algumas variedades sdo nativas

da Asia tropical e Africa, ocorrendo agora em aproximadamente 50 paises (GHISALBERTI,
2000).
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Lantana camara Linn (Figura 8), wvulgarmente conhecida no Brasil
como camara, cambara, camara-de-cheiro, camara-de-espinho, cambara-de-cheiro, cambara-
de-chumbo, cambara-de-espinho, cambara-middo, cambara-verdadeiro e cambara-vermelho é
a espécie mais comum do género, crescendo exuberantemente em altitudes de até 2000 m em
regides subtropicais e temperadas tropicais. E uma planta lenhosa dispersa com varias cores
de flores: vermelho, rosa, branco, amarelo e violeta. Os caules e ramos, por vezes, estdo
armados com espinhos (GHISALBERTI, 2000). Trata-se de uma planta de porte herbaceo,
ornamental, constituida de folhas ovais-oblongas, acuminadas, sub-cordadas, serreado-
crenadas, de cor verde-escura na face superior e mais clara na inferior, apresentando um
cheiro muito aromatico, agradavel, quando frescas. Por seu carater ornamental ela foi
espalhada pelos colonizadores da América Tropical a outros paises, tornando-se uma das mais
importantes plantas daninhas do mundo (GHISALBERT], 2000).

Figura 8. Lantana camara Linn: (A) planta com flores e frutos. (B) planta e suas inflorescéncias. (C) folhas,
flores e frutos. Foto: Antonio O. da Costa.

Lantana camara Linn. tem sido reportada para varios usos na medicina herbal. A
planta foi usada para tratamento de tumores, febre, gripe, dor de estdmago, feridas, catapora,
sarampo, reumatismos, asma, pressdo alta, bronquite, Ulceras, vermifugo, sudorifico,
carminativo, antisséptico, antiespasmodico, tbnico, coceiras, cortes, edemas, febre biliar,
catarro, eczema, disenteria, fistula, pustulas, tétano, malaria, dor de dente, dor de cabeca,
hemorragia uterina, lesdes oculares, coqueluche, (GHISALBERTI, 2000; SONIBARE e
EFFIONG, 2008; DEENA e THOPPIL, 2000; SINGH e TIWARI, 2011).

Estudos realizados com o Oleo Essencial de Lantana camara Linn (OELCL) tém
demonstrado que 0 mesmo apresenta atividades antifungicas e antibacterianas contra varias
espécies. Na Tabela 2 encontram-se um levantamento realizado das atividades bioldgicas

relatadas na literatura cientifica.
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Tabela 2: Atividades Bioldgicas do Oleo Essencial de Lantana camara Linn.

Atividade Organismo/Espécie Referéncia
Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus,
Adulticida Anopheles culicifacies, Anopheles fluvialitis e DUA et al., 2010

Antibacteriana

Antiflngica

Carapaticida

Citotéxidade

Fumigante (inseticida)
Fungistatica
Larvicida
Gastroprotetora

Leishmanicida

Anopheles stephensi

Candida albican, Bacillus subtilis,

Staphylococcus typhi, Pseudomonas aeruginosa

e Bacillus aureus

Bacillus megaterium, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris,
Xanthomonas campestri

Escherichia coli, Bacillus subtilis, Bacillus
cereus e Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa

Corynebacteriaceae spp.

S. aureus, E. coli, P. vulgaris, P. aeruginosa, V.
cholareal

E. coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Bacillus subtilis

Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus,
Rhizopus oryzae, Rhizoctonia oryzae- sativae,
Fusarium solani, Candida albicans,
Colletotrichum musae, Alternaria brassicicola

Saccharomyces spp., Sporobolomyces
C. krusei, C. albicans
Amblyoma variegatum
Artemia salina
Artemia salina, macrofagos
Artemia salina
Artemia salina
Sitophilus granarius
Torulopsis candida, Hansenula spp.
Aedes aegypti
Camundongos Swiss

L. chagasi e L. amazonensis

SONIBARE e EFFIONG, 2008

DEENA e THOPPIL, 2000

SAIKIA e SAHOO, 2011

SOUSA et al., 2012

ALITONOU et al., 2004

COSTA et al., 2009

KUMARASAMYRAJA et al.,
2012

DEENA e THOPPIL, 2000

ALITONOU et al., 2004
MEDEIROS et al., 2012
ALITONOU et al., 2004
SONIBARE e EFFIONG, 2008
MACHADO et al., 2012
COSTA et al., 2009

MEDEIROS et al., 2012

ZOUBIRI e BAALIOUAMER,
2012

ALITONOU et al., 2004
TEIXEIRA et al., 2010

SANTANA et al., 2014

MACHADO et al., 2012
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Os principais constituintes quimicos do OELCL reportados na literatura séo o (-) -
espatulenol, (-) -B-cariofileno, biciclogermacreno, davanone, &-Guaieno, D-nerolidol,
germacreno D, limoneno, 6xido de cariofileno, sabineno, valeceno, a-humuleno, a-cadineno,
a-copaeno, a-felandreno, B-cariofileno, B-elemeno, y-elemeno (JAWONISI e ADOGA, 2013;
KHAN et al., 2002; SAIKIA e SAHOO, 2011; SANTANA et al., 2014; SILVA, et al., 1999;
SOUSA et al., 2012.).

2.4 Oleo essencial

Oleos essenciais (OEs) sdo mistura complexa de compostos naturais, caracterizados
por um forte odor e sdo sintetizado por plantas aromaticas como metabdlitos secundarios
(FARIA, 2008). Algumas dessas plantas sdo de grande interesse e entre outras qualidades
possuem diversas propriedades bioldgicas. O termo "bioldgico” compreende todas as
atividades que estas misturas de compostos organicos volateis (principalmente mono e
sesquiterpenoides, benzenoides, fenilpropandides, etc.) exercem sobre os seres humanos,
animais e outras plantas (BASER e BUCHBAUER, 2010).

Os OEs sdo menos densos e mais Vviscosos que a agua a temperatura ambiente,
podendo ser extraidos a partir de uma grande variedade de plantas, sendo normalmente
encontrados, em baixas concentracdes, em glandulas especiais da planta, denominadas
tricomas (SILVEIRA et al., 2012). Os OEs podem ser sintetizados por todos os 6rgaos da
planta, ou seja, brotos, flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutas, raizes, madeira ou
casca, e sdo armazenados em células secretoras, células epidérmicas ou tricomas glandulares
(BAKKALI et al., 2008).

Na natureza, 0s 6leos essenciais desempenham um papel importante na protecdo das
plantas como antibacterianos, antivirais, antifangicos, inseticidas e também contra herbivoros,
reduzindo o apetite por tais plantas. Eles também podem atrair alguns insetos para favorecer a
dispersdo de pdlen e sementes, ou repelir insetos indesejaveis (BAKKALI et al., 2008).

Eles sdo normalmente obtidos por arraste a vapor ou hidrodestilacdo, técnica
desenvolvida pela primeira vez na ldade Meédia pelos éarabes. Conhecido por suas
propriedades antissépticas, ou seja, bactericida, virucida e fungicida, e também pela sua

fragrancia e pelas propriedades medicinais, os OEs sdo utilizados na preservacao de
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alimentos, como antimicrobianos, analgésicos, sedativos, medicamentos anti-inflamatorios,
anestésicos locais e espasmolitico (BAKKALI et al., 2008; MEDRANO e RODRIGUEZ,
2014).

Os oOleos essenciais sdo extraidos de diversas plantas aromaéticas, geralmente
localizadas em paises de clima temperado e tropicais, onde eles representam uma parte
importante da farmacopeia tradicional.

Existem varios métodos para a extracdo de 6leos essenciais e o produto da extracdo
pode variar em qualidade, quantidade e na composic¢do de acordo com o clima, composi¢do
do solo, 6rgdo da planta, idade e estagio do ciclo vegetativo. Assim, a fim de se obter 6leos
essenciais de composicdo constante, 0 mesmo tem ser extraido sob as mesmas condicdes, ou
seja, a partir do mesmo 6rgao da planta que tenha crescido no mesmo solo, sob 0 mesmo
clima e na mesma estacdo. A técnica mais utilizada para identificagdo dos componentes
presentes nos OEs tem sido por cromatografia em fase gasosa e analise de espectrometria de
massa (BAKKALI et al., 2008).

Entre as varias técnicas de extracdo de OEs, onde podemos citar a hidrodestilacdo, a
destilacdo a vapor, a extragdo por solventes organicos, a extracdo com fluido supercritico,
dentre outros.

A extracdo por hidrodestilagdo é um método antigo, simples e barato, onde o material
vegetal permanece em contato com a agua em ebuli¢do, o vapor forga a abertura das paredes
celulares e ocorre a evaporacdo do 6leo que esta entre as células da planta. A mistura de dleo
e agua em forma de vapor passa por um condensador, onde ocorre seu resfriamento, formando
duas fases liquidas imisciveis que podem ser separadas. Na extracdo de OE em pequena
escala a partir do método de hidrodestilagdo é empregado o aparelho tipo Clevenger acoplado

a um baldo de vidro sobre uma manta aquecedora (SILVEIRA et al., 2012).

‘—» Aparelho tipo Clevenger

\ ¥
o -

.u
'—> Manta aquecedora

Figura 9. Extrator de Clevenger Modificado.
Fonte: SILVA et al., 2003.

Balado de vidro
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A destilacdo por arraste a vapor é uma operagdo unitaria, utilizada principalmente para
materiais sensiveis a temperatura, sendo baseada na diferenca de volatilidade de determinados
compostos presentes na matéria-prima vegetal. Na extracdo por arraste a vapor utiliza-se uma
caldeira para geracdo de vapor, um extrator (destilador), onde sera colocada a matéria prima
de onde sera extraido o 6leo, um condensador e um frasco de coleta (vaso florentino). O vapor
é percolado através do leito de soélidos, no interior do vaso extrator, arrastando o 6leo
essencial. A mistura vapor-0leo segue entdo para o condensador, onde ocorre a mudanca de
fase. O condensado é alimentado no vaso florentino, onde ocorre a separacdo das fases.
Posteriormente o 6leo essencial é envasado em vidro &mbar e mantido em local abrigado de
temperaturas elevadas e luminosidade (SILVEIRA et al., 2012).

O processo de extracdo utilizando solventes organicos consiste em colocar um
solvente em contato com a matriz vegetal durante um intervalo de tempo suficiente para que
ocorra a transferéncia dos constituintes sollveis presentes na planta, e em seguida efetua-se a
separacgdo das fases solida e liquida. O Oleo é obtido pela evaporacdo do solvente presente na
fase liquida. Os solventes mais comumente utilizados sdo hexano, benzeno, metanol, etanol,
propanol, acetona, pentano e diversos solventes clorados. As principais caracteristicas que o
solvente deve ter sdo: a seletividade, uma baixa temperatura de ebulicdo, ser quimicamente
inerte e possuir um baixo custo. A desvantagem deste método é que, junto com o 6leo
essencial, o solvente também retira ceras e pigmentos da matéria prima, que sao
caracterizados como contaminantes do 6leo (SILVEIRA et al., 2012).

A extracdo com fluido supercritico tornou-se um foco de interesse no campo da
extracdo de compostos de origem de produtos naturais, uma vez que o fluido supercritico tem
vantagens como excelentes propriedades de transferéncia de massa, facilidade de controle de
solubilidade pela temperatura e pressdo. Um dos fluidos supercriticos mais utilizados € o
didxido de carbono (COy), isso ocorre devido a sua temperatura critica ser proxima da
temperatura ambiente, assim como 0 mesmo apresenta auséncia de problemas residuais, é
barato, inodoro, incolor, ndo toxico, ndo inflamavel e ndo corrosivo (GOTO et al., 1993).

A formacdo de um fluido supercritico se da sempre que uma substancia é submetida a
uma temperatura e pressao acima de sua temperatura e pressao critica, sendo a temperatura
critica aquela acima da qual uma substancia ndo pode ser liquefeita. Nessas condicdes a
substancia ndo pode mais ser condensada como um liquido aumentando-se a sua pressao.
Como exemplo o CO; possui temperatura critica de 31 °C e pressdo critica de 79,2 atm, e

nesse estado suas moléculas atuam independentemente umas das outras, assim como fazem
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em um gas. Ainda nessas condi¢es, a densidade de um fluido supercritico é de cerca de 200 a
400 vezes aquela do seu estado gasoso e proxima a do seu estado liquido (SKOOG et al.,
2006).

As propriedades de transporte de qualquer fluido supercritico dependem fortemente de
sua densidade, o que por sua vez, é sensivel a pressdo e a temperatura. Uma regra empirica
atil é que a solubilidade de um soluto é uma fungdo exponencial da densidade do fluido
supercritico, de modo que pequenos aumentos na pressdo, em particular as préximas do ponto
critico, podem ter grandes efeitos sobre a solubilidade (ATKINS e DE PAULA, 2006).

Desta forma extracdo por fluidos supercriticos apresenta a caracteristica do meio
extrator ser um gas, porém com elevada densidade de modo que ha interacdes polares e com
isso a seletividade do poder extrativo sdo muito mais intensas, do que um gas comum e a
difusdo de outras substancias nele, mais reduzida (MAUL et al., 1996).

Na extracdo por fluido supercritico, o material a ser extraido é colocado num
recipiente cilindrico com bases porosas e em seguida é colocado na cdmara de extrag&o.
Seleciona-se a temperatura e a pressao ideias para 0 material especifico a ser extraido e para o
produto final desejado. Circula-se o gas supercritico através do material contido na camara de
extracdo até a completa dissolucao das fragbes desejadas. Apos completar o ciclo de extracao,
transfere-se a solucdo para um separador, onde a pressdo € mantida abaixo do ponto critico. O
fluido supercritico entdo passa para o estado gasoso a medida que a pressdo diminui tornando

possivel a precipitacao do soluto que em seguida sera coletado (MAUL et al., 1996).

2.5 Coloides

Coldides sdo misturas heterogéneas de pelo menos duas fases diferentes, com a
matéria de uma das fases na forma finamente dividida (s6lido, liquido ou gas) dispersa na fase
continua (s6lido, liquido ou gas) (JUNIOR e VARANDA, 1999). A ciéncia dos coldides se
ocupa com o estudo dos sistemas nos quais um ou mais componentes da mistura apresenta
uma dimensao no intervalo de 1 a 1000 nanometros (SHAW, 1975).

Os principais fatores que contribuem para a natureza de um coloide sdo as dimensbes
de suas particulas, a forma e flexibilidade da particula, as propriedades da superficie e as

interacOes particula-particula e particula-solvente (SHAW, 1975).
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Os sitemas coloidais podem ser agrupados em dispersdes coloidais; solucfes
verdadeiras de substancias macromoleculares e coldides de associagdo. Em uma dispersao
coloidal as particulas dispersas sdo suficientemente grandes para permitirem a existéncia de
superficies de separagdo entre fase dispersa e a fase continua (SHAW, 1975).

Na Tabela 3 sdo apresentados os tipos de dispersbes coloidais. Os principios
relacionados com os diferentes sistemas coloidais baseiam-se em propriedades comuns a
todos os coldides, como o tamanho e a elevada relacdo area/volume das particulas (SHAW,
1975). Em uma dispersdo coloidal quando as particulas dispersas apresentam tamanhos
diferentes, esse sistema é denominado polidisperso. Ja os sistemas com particulas de um
mesmo tamanho sdo denominados monodispersos. Como a area de superficie da fase dispersa
é elevada devido ao pequeno tamanho das particulas, as propriedades da interface entre as
duas fases — dispersa e de dispersdo — determinam o comportamento dos diferentes sistemas
coloidais (JUNIOR e VARANDA, 1999).

Tabela 3: Classificacdo dos coldides de acordo com as fases dispersa e de dispersao.

Coloide Fase dispersa Fase de dispersao Exemplo
Aerossol liquido Liquido Gas Neblina, desodorante
Aerossol sélido Solido Gas Fumaga, poeira
Espuma Gas Liquido Espuma de sabo e de combate a incéndio
Espuma solida Gas Solido Isopor®, poliuretana
Emulséao Liquido Liquido Leite, maionese, manteiga
Emulséo sélida Liquido Solido Margarina, opala, pérola
Sol Sélido Liquido Tinta, pasta de dente
Sol sélido Soélido Solido Vidro e plastico pigmentado

Fonte: JUNIOR e VARANDA, 1999.

2.5.1 Emulsoes

Uma emulsdo consiste de dois liquidos imisciveis (usualmente oleo e agua), com um
dos dois liquidos disperso em forma de pequenas gotas esféricas no outro (BECHER, 2001).

As emulsdes podem ser convenientemente classificadas de acordo com a distribuicdo da
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quantidade relativa do 6leo e da fase aquosa. Um sistema que consiste de gotas de 6leo
dispersas em uma fase aquosa é chamado de emulsdo Gleo-em-agua (O/A), engquanto o
sistema que consiste de gotas de agua dispersas na fase oleosa é chamado emulsdo agua-em-
6leo (A/O).

Em uma emulsdo a substancia que constitui as gotas é chamada de fase dispersa, fase
descontinua ou fase interna e o liquido circundante é chamado fase dispersante, fase continua
ou fase externa.

De acordo com Tadros (2013) as emulsdes podem se classificadas a partir da sua
forma estrutural (tamanho e forma das goticulas) da seguinte maneira:

e Macroemulsdo: apresentam suas goticulas normalmente numa faixa de tamanho de

0,1-5 mm, com uma média de 1-2 mm;

e Nanoemulsfes: apresentam suas goticulas geralmente uma gama de tamanhos de 20-

100 nm. Semelhante a macroemulsdes, eles sdo apenas cineticamente estavel;

e Emulsdes micelares ou microemulsdes: estas geralmente tém as goticulas numa faixa
de tamanho de 5-50 nm e séo termodinamicamente estaveis;
e Duplas e Multiplas emulsdes: sdo as emulsdes-de-emulsdes, com sistemas A/O/A e

O/A/O.

e Emulsdes mistas: estes sistemas sdo constituidos por duas gotas diferentes dispersas

que ndo se misturam de uma forma continua.

2.5.1.1 Nanoemulsodes

As nanoemulsdes podem ser do tipo 6leo-em-agua (O/A) ou agua-em-6leo (A/O); sdo
definidas como uma dispersao coloidal termodinamicamente instdvel com pequenas gotas
esfericas de raio r <100 nm (MCCLEMENTS, 2012).

Sistemas de entrega coloidais com base em nanoemulsdes séo cada vez mais utilizados
nas industrias de alimentos e farmacéuticas para encapsular, proteger e entregar componentes
lipofilicos bioativos. O pequeno tamanho das particulas nestes tipos de sistemas de entrega (r
<100 nm) significa que eles tém uma série de vantagens potenciais para certas aplicacdes:
maior estabilidade em longo prazo; alta claridade Optica e aumento da biodisponibilidade
(MCCLEMENTS, 2012).
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Abaixo estédo listadas algumas propriedades das nanoemulsdes que a tornam de grande

interesse em diversas aplicacdes:

o Apresentam grande reducdo no efeito da forca da gravidade e do movimento
Browniano. Isto significa que ndo haverd cremacgdo ou sedimentagdo durante o
armazenamento, o que ocorre frequentemente nas macroemulsées. Chama-se de
cremacgdo a separagdo dos componentes da emulsdo baseada na densidade da fase
oleosa e aquosa. A cremacdo € um processo considerado indesejavel (BECHER,
2001). A sedimentacdo ocorre quando as goticulas dispersas se precipitam devido

apresentar uma densidade maior que a fase continua (BECHER 2001);

o Evita a floculagcdo, ou seja, permite ao sistema a permanéncia da disperséo sem que
haja separacdo de fases. A floculacdo refere-se ao processo em que dois ou mais
conjuntos de goticulas comportam-se cineticamente como uma unidade, porém as
goticulas individuais conservam a sua identidade (PETSEV et al., 1995; VERWEY e
OVERBEEK ,1948);

o Evita a coalescéncia uma vez que as gotas ndo sdo deforméaveis e ndo existe flutuaces
na superficie. A coalescéncia é a colisdo e consequentemente a fusdo irreversivel de
duas gotas e assim sucessivamente onde o fim da coalescéncia é a completa separacao
de fases (KABALNOV e WENNERSTROM, 1996);

o Permite depositar os substratos uniformemente na pele (SOLANS et al., 2005;
TADROS et al.,2004);

o Permite penetracdo através da superficie da pele ajudando na entrada dos compostos
ativos (SOLANS et al., 2005; TADROS et al.,2004);

o Permite uma rapida penetracdo dos compostos ativos devido a grande area superficial
de contato (SOLANS et al., 2005; TADROS et al.,2004).
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Na Figura 10 estdo representados os processos de cremacdo, sedimentacéo, floculacdo

e coalescéncia. Esses processos conduzem a instabilidade de uma emulsdo (JATO, 1997).

Sedimetagao

Figura 10. Processos que conduzem a instabilidade de uma emuls&o. Adaptado de TADROS et al.,2004.

2.5.1.1.1 Formagao de nanoemulsédo

Como uma nanoemulséo consiste de um sistema que ndo se encontra em equilibrio
termodinamico, a formacdo da mesma requer a aplicacdo de energia. Esta energia pode ser
aplicada por equipamentos mecanicos ou pelo potencial quimico inerente dos componentes
(SOLANS et al., 2003).

Sabe-se que a quantidade de energia necessaria para a formacdo das nanoemulsdes é
variavel, exintindo métodos de alta energia de emulsificacdo e de baixa energia. Podemos
citar a ocorréncia de uma area de investigagdo que estuda a formacdo de nanoemulsdes de
baixa energia (GUPTA e CANNON, 2000; MILLER, 2006).

Entre os métodos que podem ser aplicados para a preparacdo de nanoemulsoes,
podemos cita 0 uso de alta pressdo de homogeneizacdo, homogeneizacao ultrassonica e o
método de temperatura de inversdo de fases (PIT).

Os homogeneizadores de alta pressdao sdo muito utilizados na inddstria para a
preparacdo de nanoemulsdes (SOLANS et al., 2003; JAFARI et al., 2006). Geralmente
trabalham em um intervalo de pressdo que vai de 50 a 100 Mpa, sendo reportado também o

uso de um instrumento que alcanca pressdes de 350 MPa. (FLOURY et al., 2003). No entanto
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as pressoes altas ndo podem ser utilizadas para todo tipo de nanoemulsdes, por exemplo, 0s
sistemas O/A que utilizam metilcelulose como um emulsionante sé poderdo ser estabilizado
com um homogeneizador de baixa pressdo (150 MPa), pois, devido ao forte fluxo de
elongacdo produzido em pressdes mais altas promovem a degradacgdo irreversiveis das
moléculas de cadeia longa.

A técnica de emulsificacdo ultrassonica é muito eficiente na redugdo do tamanho das
goticulas, porém sua utilizacdo sé é apropriada para lotes pequenos. Um estudo da preparagédo
de nanoemuls@es poliméricas mostrou que a eficiéncia do processo de dispersao € fortemente
dependente do tempo de ultrassonicacdo em diferentes amplitudes e que quanto mais
hidrofobico € o mondémero, maior é o tempo de sonicacdo requerido (GUPTA e CANNON,
2000; MILLER, 2006).

O equipamento do ultrassom pode ser utilizado para muitas aplicacdes e € um método
alternativo para produzir emulsdo. Além da vantagem de um menor consumo de energia o
processo por emulsificagdo ultrassonica inclui a utilizacdo de menos surfactante e a producéo
de uma emulsdo mais homogénea comparando-se com um processo mecanico (CUCHEVAL
e CHOW, 2008).

O método de inversao de fases por temperatura, método PIT introduzido por Shinoda e
Saito, (1968) é amplamente usado na industria. Este método se baseia em formar a emulsdo
utilizando uma mudanca brusca de temperatura. No entanto, seu uso esta limitado a sistemas
formulados com surfactantes ndo ionicos do tipo etoxilado, os quais sofrem variacdes de seu
balanco hidrofilico-lipofilico com a temperatura, ou seja, a temperaturas inferiores a
temperatura de inversdo de fases se formam nanoemulsbes 6leo-em-agua enquanto que as
temperaturas superiores a mesma se formam nanoemulsdes agua-em-6leo (SHINODA e
KUNEIDA, 1983).

2.5.1.1.2 Estabilidade das nanoemulsdes

Do ponto de vista termodinamico, em um sistema bifasico, a fase dispersa consiste de
goticulas nanoscopicas, usualmente com um intervalo de tamanho menor que 100 nm de

didmetro, tais dispersdes nunca sdo completamente estaveis no sentido absoluto, porque a
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interface entre as fases € o lugar de energia livre superficial, e se duas goticulas estdo juntas
h& uma reducéo liquida na area interfacial.

As nanoemulsdes sdo sistemas instaveis devido ao contato entre as moléculas de agua
e do 6leo ndo serem favoraveis termodinamicamente.

A variacgdo de energia livre associada com a formagédo da nanoemulséo determina se
uma nanoemulsdo é ou ndo termodinamicamente estavel, porém essa medida ndo é Util para
determinar a velocidade com que as propriedades de uma nanoemulsdo variam através do
tempo e nem o tipo de variagdes que podem ocorrer, ou 0s mecanismos fisicos responsaveis
por estas mudangas.

A variacdo da energia livre de Gibbs AG associada para formacdo de um sistema
nanoemulsionado a partir de seus constituintes separados (fase oleosa e fase aquosa), segundo

McClements (2012), pode ser calculada pela expresséo:

AGforma(;z?lo =AG,-T.AS (1)

onde AGsymacgio € @ energia livre de formagdo, AG, é a energia livre de interface, T ¢ a
temperatura absoluta do sistema e AS é a variagdo de entropia do sistema.

O termo AG, é sempre positivo, uma vez que 0 aumento na area de contato e a tensdo
interfacial sdo positivos. Assim, este termo sempre se opde a formagéo de dispersdes coloidais
(MCCLEMENTS, 2012).

O termo T.AS é depende do nimero de formas diferentes que a fase de oleosa pode ser
disposta no interior do sistema. Desta forma o termo T.AS é sempre negativo, ja que 0 numero
de arranjos acessiveis para a fase oleosa num estado emulsionado € muito maior do que num
estado ndo emulsionado, e, por conseguinte, sempre favorece a formacdo de dispersdes
coloidais (MCCLEMENTS, 2012).

Em termos praticos o sinal da energia livre de formacéo AGfomaczo indicara se a reagao
para a formacdo de um sistema nanoemulsionado é espontanea ou ndo. Para AGsomacao < 0, @
reacdo € espontdnea e o sistema € dito termodinamicamente estavel; enquanto para
AGtormacio > 0, a reagdo néo € espontanea e o sistema é dito termodinamicamente instavel.

A informacdo sobre a dependéncia do tempo na estabilidade de nanoemulsdes € um
dado particularmente importante para as pesquisas em alimentos, farmacos e cosméticos, pois
necessitam criar produtos que retenham suas propriedades desejaveis por um tempo

suficientemente longo sob uma variedade de diferentes condi¢cGes ambientais. Por esta razao,
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os investigadores se interessam mais na estabilidade cinética das nanoemulsées do que em sua
estabilidade termodindmica (MCCLEMENTS, 1999).

A importancia dos efeitos cinéticos se destaca ao comparar a estabilidade em longo
prazo das emulses com a mesma composicao, porém com diferentes tamanhos de gota. Uma
emulséo que contem gotas pequenas usualmente tem uma maior vida de prateleira (maior
estabilidade cinética) que uma que contenha gotas grandes, ainda que seja mais instavel
termodinamicamente (porque tem uma area interfacial maior) (MCCLEMENTS, 1999).

Apesar do fato das nanoemulsfes existirem em um estado termodinamicamente
instdvel, as mesmas permanecem cineticamente estaveis (metaestaveis) por meses ou
inclusive anos (TADROS et al., 2004).

Conceitualmente, a estabilidade cinética de uma nanoemulsdo pode ser atribuida a
presenca de uma barreira energéetica entre dois niveis energéticos, isto é, uma energia de
ativacdo, a qual deve ser superada antes que se alcance o estado termodinamicamente mais
favoravel. Uma nanoemulsdo que é cineticamente estvel deve ter uma energia de ativagdo
significativamente maior que a energia térmica do sistema. Na realidade, as nanoemulsdes
apresentam um numero diferente de estados metaestaveis, e cada um deles tem sua propria
energia de ativagcdo. Assim, uma nanoemulsdo pode mover-se de um estado metaestavel a
outro antes de alcancar sua estabilidade termodinamica.

Uma nanoemulsdo cineticamente estavel (metaestavel) é aquela na qual ndo se
apresentam alteracGes significativas na distribuicdo do tamanho das gotas, em seu estado de
agregacao, ou em seu arranjo espacial na escala do tempo de observacdo. Esta escala de
tempo pode variar de meses a anos dependendo da situacdo (DICKINSON, 2003).

A estabilidade cinética é um parametro muito importante nas nanoemulsdes pensadas
para uso comercial, especialmente as elaboradas para liberacdo de farmacos. Algumas das
variaveis importantes a ser monitoradas sdo: tamanho da gota, viscosidade, potencial zeta e
pH (GUPTA e CANNON, 2000).

2.5.1.1.3 Potencial zeta

O potencial zeta () pode ser definido como a diferenca de potencial existente entre a
fronteira da superficie de uma particula individual e seus ions associados, sendo uma medida
atil para a deteccdo da magnitude de interacbes atrativas e repulsivas entre coloides e
comumente utilizada para avaliagdo da estabilidade de sistemas nanocarreadores (ZHONG et
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al., 2012). A estabilidade desses sistemas pode ser afetada por alteragdes no pH e/ou na forga
ibnica, e quanto mais elevado for o médulo do potencial zeta maior sera a estabilidade da
dispersdo (TAKEDA et al., 2012).

O valor do potencial zeta () ndo pode ser medido diretamente, sendo a medida deste
pardmetro determinada com o uso de técnicas de eletroforese, onde o material a ser analizado
¢ submetido a aplicagdo de um determinado campo elétrico (FLORENCE, 2003;
SCHAFFAZICK et al., 2003). Nesse método um feixe de luz incide sobre a amostra na qual é
aplicada um campo elétrico de forca conhecida, que faz com que as particulas, carregadas, se
desloguem com velocidades distintas, induzindo diferentes deslocamentos da frequéncia do
feixe de luz, que sdo convertidos para valores de mobilidade eletroforética (MALVERN
INSTRUMENTS, 1996).

A medida do potencial zeta () esta relacionada com o potencial de superficie das
emulsBes, que é diretamente ligado a mudancas na face de interacdo entre a fase aquosa e a
fase oleosa, devido a ocorréncia de dissociagdo de grupos funcionais na fase oleosa ou pela
adsorcdo de espécies ibnicas contidas na fase aquosa (SCHAFFAZICK et al., 2003). Valores
altos para 0 médulo do potencial zeta indicam que as forcas repulsivas predominam em
relacdo as atrativas de London, tendo como consequéncia a dispersdo uniforme das goticulas
no sistema. No entanto, para um valor baixo no médulo do potencial zeta, as forcas atrativas
irdo predominar em relacéo as repulsivas, possibilitando a aproximacgéo das particulas, o que
pode promover a instabilidade das emulsdes.

De acordo com Lieberman et al.(1989) os sistemas emulsionados sdo considerados
estaveis quando possuem um valor absoluto maior que 25 mV, de forma que quando o
modulo do potencial zeta € maior que 25 mV as forgas repulsivas predominam em relagéo as
atrativas de London, tendo-se assim um sistema disperso. Ja para o modulo do potencial zeta
menor que 25 mV as forcas atrativas predominam em relacdo as repulsivas e as particulas se
aproximam, gerando a floculacéo e consequentemente a separacao de fases. (LIEBERMAN et
al., 1988; LIEBERMAN et al., 1989).

2.5.1.1.4 Fatores de estabilidade das nanoemulsdes

O tamanho pequeno das goticulas das nanoemulsdes confere estabilidade contra

sedimentacdo (ou cremagdo) porque O movimento browniano e consequentemente a
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velocidade de difusdo sdo mais altos que a velocidade de sedimentagéo induzida pela forga da
gravidade (SOLANS et al., 2005).

O unico problema de instabilidade das nanoemulsbes € o fendmeno de maturacao de
Ostwald ou difusédo molecular (TADROS et al., 2004).

O fendmeno de maturagdo de Ostwald é o processo pelo qual as gotas grandes crescem
a custa das menores pelo transporte de massa da fase dispersa de uma gota para a outra
através da fase continua intermediaria (MCCLEMENTS, 2005).

As nanoemulsdes polidispersas e a diferenca na solubilidade entre as gotas pequenas e
grandes sdo o principal mecanismo de desestabilizacdo das nanoemulstes. (TADROS et al.,
2004).

Se existe alguma difusdo do contetdo da fase dispersa o tamanho das gotas grande
aumentara as custas das pequenas e a média da distribuicdo de tamanho aumentara
continuamente. Este efeito foi descrito por Lifshitz e Slyozov (1961). E de maneira
independente por Wagner (1961).

Higuchi e Misra (1962) sugerem que a adi¢cdo de um componente secundario menos
solivel em &gua pode diminuir o fenbmeno de maturacao de Ostwald. A difusdo mais lenta do
componente secundario levard a uma distribuicdo heterogénea com as gotas menores
enriquecidas no componente menos sollvel e as gotas maiores enriquecidas no componente
mais soluvel.

Contudo, esta segregacao interna sera oposta termodinamicamente a pressdo osmotica
e atuara para limitar as diferencas entre as gotas e posteriormente se alcancard o equilibrio.
Este principio tem sido aplicado com sucesso com hidrocarbonetos (TAYLOR, 1998) e em
emulsdes com fluoretos de carbono (SHARMA et al., 1988; WEERS et al., 1994).

Com um aditivo escolhido apropriadamente, a maturacdo de Ostwald pode ser
efetivamente eliminada (KABALNOV e SHCHUKIN, 1992).

2.5.1.1.5 Agentes emulsificantes

Um aspecto fundamental na formacdo de nanoemulsdes € o uso de emulsificantes, 0s
quais sdo moléculas com atividade superficial que se adsorvem na superficie das gotas

durante a homogeneizacao, formando uma membrana protetora que previne a agregacao das



42

gotas e ainda diminuem a tensdo superficial na interface. A maioria dos emulsificantes sdo

moléculas anfifilicas, ou seja, contem regides polares e apolares na mesma molécula
(DICKINSON, 2003) como se mostra na Figura 11.

f

Cadeia apolar Extremidade polar

Figura 11. Molécula anfifilica.

A estabilidade das nanoemulsdes é de vital importancia em aplicagfes industriais. As

caracteristicas desejaveis de um emulsificante podem englobam-se nos seguintes pontos:

Devem reduzir a tenséo interfacial em torno de 5 dinas/cm em emulsdes preparadas
com agitacdo (YUAN et al., 2007);

Devem formar uma pelicula ndo aderente que nédo se dilua quando duas gotas colidam,
ndo permitindo a floculacdo ou a coalescéncia (KOBAYASHI et al., 2002);

Deve ter estrutura molecular especifica com terminacdo polar para atrair a 4gua ou
terminacdo apolar para atrair 0 6leo (SCHROEDER e SCHUBERT, 1999);

Deve ser mais solUvel na fase continua de forma a adsorver-se rapidamente em torno
das gotas da nanoemulsédo (WALSTRA e DERKER, 1996);

Mostrar capacidade para emulsificar o sistema requerido com pequenas concentragdes
de emulsificante (SONNEVILLE-AUBRUN et al., 2004).

Deve ser relativamente econémico, deve ser seguro e ndo toxico (TADROS et al.,
2004).

Os mecanismos de instabilidade em uma nanoemulsdo sdo influenciados pela

concentracdo dos emulsificantes nas fases aquosas, e em maior grau, pela concentracdo do

emulsificante lipossolUvel, a natureza e viscosidade da fase oleosa, a natureza e concentracao

dos ingredientes encapsulados na fase aquosa interna, assim como a adsor¢ao de moléculas
nas interfaces (WEN e PAPADOPOULOS, 2001).
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Um fator importante no desenvolvimento de nanoemulsdes € o tipo de emulsificante,
0s mais comuns s&o conhecidos como tensoativos (KOBAYASHI et al., 2002; SCHROEDER
e SCHUBERT, 1999).

Existem diferentes tipos de tensoativos que podem ser anidnicos, catidnicos e nédo
ibnicos. Os tensoativos ndo i6nicos ndo produzem ions em solucdo aquosa e por esta razao
sdo compativeis com qualquer outro tipo, e por isso sdo excelentes candidatos para
formulacBes complexas que muitas vezes tem aplicacdes praticas (KOBAYASHI et al.,
2002).

Os tensoativos desempenham duas func¢des importantes na formacao da nanoemulséo,
pois reduz a tensdo superficial entre o 6leo e a &gua facilitando a distribui¢do das goticulas e
estabiliza as goticulas contra a coalescéncia e/ou agregacdo (KOBAYASHI et al., 2002).

Para a elaboracdo de nanoemulsfes é importante mencionar que os tensoativos devem
ser capazes de formar gotas com um didmetro menor que 100 nm, e ter as seguintes
caracteristicas: o didmetro da parte polar (cabeca) do tensoativos deve ser duas vezes menor
que o comprimento da cadeia carb6nica e devem ter um equilibrio hidrofilo lipéfilo (EHL)
entre 8 e 17 (TADROS et al., 2004).

2.5.1.1.6 Equilibrio hidrofilo lipéfilo (EHL)

O tensoativo deve ser equilibrado em termos de ter a quantidade certa de grupos
solveis em agua e sollveis em 6leo que se concentram na interface e, portanto, diminuam a
tensdo superficial. Por conseguinte, o tensoativo deve conter uma parte hidrofilica e outra
lipofilica de forma equilibrada, de modo que quando inicialmente disperso na fase oleosa ou
na fase aquosa, migre para a interface e se oriente com o grupo hidrofilico na 4gua e o grupo
lipofilico na fase oleosa. Griffin (1949) desenvolveu uma escala arbitraria de valores que
servem como uma medida de equilibrio hidrofilo lip6filo (EHL) dos agentes superficialmente
ativos. Assim, através deste sistema numérico de indice EHL pode-se definir um intervalo de
méaxima eficiéncia para cada espécie ou classe de tensoativos. Nessa escala, quanto maior o
EHL de um agente mais hidrofilico ele sera.

A Tabela 4 apresenta a classificacdo dos agentes emulsificantes de acordo com seu
EHL conforme descrito por Griffin (1949).
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Tabela 4: Classificacdo dos agentes emulsificantes de acordo com seu EHL.

Faixa de EHL Aplicacao
4-6 Emulsificante A/O
7-9 Umectantes
8-18 Emulsificantes O/A
13-15 Detergentes
10-18 Solubilizantes

Fonte: GRIFFIN, 1949.

2.6 Nanociéncia e Nanotecnologia e Nanobiotecnologia

A palavra “nano” tem origem no grego antigo e significa “ando”, quando usada como
um prefixo, a mesma indica a bilionésima parte de uma unidade. Este prefixo também ¢
utilizado para classificar uma nova classe de materiais ou dispositivos que, na sua
composicdo, inclua estruturas com pelo menos uma das suas dimens@es menores que 100nm,
0s quais recebem o nome de nonomaterias (ALBANESE et al., 2012; QIAO et al., 2009).
Richard P. Feynman foi um dos idealizadores desta nova &rea de conhecimento. Mesmo antes
de serem desenvolvidos instrumentos para caracterizacdo e manipulacdo de &tomos
individualmente, ele ja havia levantado questfes sobre a constru¢do de novos materiais a
partir da manipulacdo direta &tomo a atomo (BAJAJ et al., 2010; HORNYAK et al., 2008).

A nanociéncia consiste no estudo de fenémenos e da manipulacdo em nivel atdmico,
molecular e macromolecular de materiais. Esses, na escala nano, apresentam propriedades
diferentes das apresentadas quando em dimensdo macroscopica. O termo nanotecnologia se
refere ao uso dos conceitos desenvolvidos pela nanociéncia para manipular a matéria atomo
por atomo e criar materiais, dispositivos e sistemas com propriedades novas e unicas. A
nanotecnologia aplicada as ciéncias da vida recebe o nome de nanobiotecnologia e seu
objetivo é a criagdo de novas drogas e metodologias para liberacdo em alvos especificos,
desenvolvimento de protocolos para fabricacdo de complexos para serem empregados em
tratamentos e diagndsticos de diversas patologias (MACHADO, 2014).

Os nanomateriais apresentam uma grande area superficial e, frequentemente, exibem

propriedades mecanicas, Opticas, magnéticas ou quimicas distintas de particulas e superficies
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macroscapicas, sendo essas propriedades uteis em aplicagdes tecnoldgicas, formando a base
da nanotecnologia de materiais (QUINA, 2004).

Segundo Pina et al. (2006) dentre as possiveis aplicacdes dos nanomateriais podem ser

citadas:

o Industria automobilistica e aeronautica: materiais mais leves, pneus mais duraveis,
plasticos ndo inflamaveis e mais baratos;

o Industria eletrdnica e de comunicagdes: armazenamento de dados, telas planas,
aumento na velocidade de processamento;

o Industria quimica e de materiais: catalisadores mais eficientes, ferramentas de corte
mais duras, fluidos magnéticos inteligentes;

o Industria farmacéutica, biotecnoldgica e biomédica: novos medicamentos baseados em
nanoestruturas, Kits de autodiagnostico, materiais para regeneracdo de 0ssos e tecidos;

o Setor de fabricacdo: novos microscopios e instrumentos de medida, ferramentas para
manipular a matéria a nivel atdbmico, bioestruturas;

o Setor energético: novos tipos de bateria, fotossintese artificial, economia de energia ao
utilizar materiais mais leves e circuitos menores;

o Meio-ambiente: membranas seletivas, para remover contaminantes ou sal da agua,

novas possibilidades de reciclagem.

Os nanomateriais podem ser distinguidos como estando organizados em varias
dimens@es, como: 0D, 1D, 2D e 3D. O nanomateriais 0D S0 0S que possuem comprimento
igual a largura, tendo como exemplo as nanoparticulas e os nanocristais, podendo 0s mesmos
ser produzidos com formas geométricas muito distintas e surpreendentes. Um exemplo de
nanocristais sdo 0s pontos quénticos (quantum dots em inglés), que possuem um tamanho
entre 1-30 nm e sdo constituidos por compostos semicondutores; eles apresentam
propriedades Oticas e elétricas altamente controlaveis, tendo aplicagcdes importantes como em
sensores, marcadores bioldgicos e lasers (MARQUES, 2014).

Dentre os nanomateriais 1D, ou seja, nanomateriais com comprimento maior que a
largura, podem ser citados os nanotubos, os nanofios e as nanofibras. Uma das propriedades
dos nanotubos de carbono é ser um dos materiais mais duro e resistente conhecido até ao
momento. Como nanomateriais 2D podem ser citado como exemplo os dendrimeros, esses
sdo macromoléculas ramificadas, com elevada simetria e com importantes aplicacdes, entre
elas como agentes de imagem, sensores e transportadores de farmacos. Outro nanomaterial

2D é o grafeno, ele consiste numa folha de carbono com a espessura de uma camada de
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atomos se encontram num arranjo covalente hexagonal. O grafeno tem dispertado um enorme
interesse cientifico por apresentar propriedades diferenciadas como ser 100 vezes mais
resistente que o0 aco e possuir condutividades térmica e elétrica muito elevadas (MARQUES,
2014).

Como nanomateriais 3D, encontramos 0s materiais coloidais auto-organizados,
resultantes da agregagdo (ndo covalente) de moléculas anfifilicas tais como os tensoativos,
lipidios e os copolimeros de bloco. Incluem-se nessa categoria as micelas, os lipossomas, as
estruturas em bicamadas, nanotubos e cristais liquidos liotropicos. A utilizacdo destas
estruturas como nanotransportadores de farmacos e material genético para o interior das
células constitui um dos grandes temas atuais de investigacdo na quimica e fisica aplicada,
biofisica e na biomedicina (MARQUES, 2014).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentacao

Os instrumentos utilizados no desenvolvimento desse trabalho foram:

o Balanca eletronica de precisdo da marca Shimadzu, modelo AY?220;

o Balanca eletronica portatil da marca Ohaus, modelo CS2000 Compact Scale, com
visor de cristal liquido, carga méaxima de 2000 g, sensibilidade de 1 g,
reprodutibilidade 1g, campo de tara: a capacidade mediante subtracdo, tempo de

estabilizacdo <3 s;

o Centrifuga microprocessada para tubos da marca Quimis, modelo Q222TM;

o Cromatdgrafo a gas Agilent Modelo 7890A equipado com uma coluna capilar HP-
5MS de 30 m, 0,250 mm D.I. e filme 0,25 pum;

o Destilador de agua tipo Pilsen da marca Quimis, modelo Q341

o Detector seletivo de massa Agilent Modelo 5975C,;

o Equipamento de RMN da Bruker (EUA) modelo Ascend 600;

o Equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern);
o Espectrometro micro-Raman, modelo LabRam HR 800, da marca Horiba Inc;
o Estufa microprocessada de secagem da marca Quimis, modelo Q317M, com

temperatura e tempo controlado, com duas bandejas de tela de aco inoxidavel;

o Hidrodestilador: aparelho tipo Clevenger modificado, junto com um bal@o de fundo
redondo de 5.000 mL, uma manta aquecedora e um bebedouro modificado para
refrigeracéo;

o Liquidificador da marca Mondial, modelo Power 2i, com duas velocidades, funcdo
pulsar e copo em PP inquebravel;

o Peagametro da marca Quimis, modelo Q400MT;

. Picnémetro de 10 ml;

. Refratdmetro de bancada Abbé da marca Nova Instruments, modelo NOVA WY A-2S;

o Sonificador da marca Sonoplus Bandelin UW 2070.
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3.2 Reagentes e solugdes

Os reagentes e as solugdes utilizados nesse trabalho foram:

. Agua destilada;

. Agua purificada;

. Alcool etilico;

o Brometo de 3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]- 2,5 difeniltetrazélio (MTT);
o Cloroférmio deuterado (CDCly);

o Dimetilsulfoxido (DMSO);

. Eritrosina B;

. Eter etilico;

o Oleato de Sobitano 80 - Span® 80;

o Oleo essencial de Lantana camara Linn (OELCL);
. Polissorbato 80 - Tween® 80;

o Solucéo alcodlica de fenolftaleina;

o Solucgéo de hidroxido de sodio a 0,1 N;

o Solugdo RPMI 1640;

o Soro fetal bovino;

o Tetrametilsilano (TMS).

3.3 Metodologia

3.3.1 Coletas das folhas

As folhas da espécie Lantana camara Linn foram coletadas de plantas adultas
variando de 1 m a 2 m de altura em uma propriedade particular localizada na rodovia AC 040
km 11, Ramal Santa Maria, na cidade de Rio Branco, no estado do Acre, Latitude 10° 04’
12,657 S e Longitude 67° 45 48,52” O (Figura 12). A coleta das folhas foi realizada em
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meses chuvosos, sendo feita entre os meses de dezembro de 2013 a janeiro de 2014 e entre
novembro de 2014 a janeiro de 2015. Foi realizado um registro da espécie Lantana camara

Linn (exsicata) no laboratério de Botanica da UFAC, com numero do tombo 6570.

I Norte
I Nordeste
I Centro-Oeste
B Sudeste

Sul

3 .Af\rea: de Coleta

Figura 12. Area de coleta das folhas de Lantana camara Linn.
Imagem: Antonio O. da Costa.

3.3.2 Selecao do material botanico

As folhas de Lantana camara Linn foram selecionadas e lavadas, retirando as partes
danificadas e a poeira, sendo colocadas em seguida na estufa a temperatura de 45 °C até a

secagem uniforme.

3.3.3 Célculo do rendimento (%) do Oleo Essencial de Lantana camara Linn

Segundo Santos et al. (2004), o rendimento do Oleo essencial extraido pode ser

calculado com base na matéria seca ou base livre de umidade (BLU) e na matéria itmida ou
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base Umida (BU), onde o método que utiliza a matéria seca € um método padronizado,
podendo ser repetido a qualquer momento, ja o método BU é impreciso, ndo apresenta
repetibilidade e induz a grandes desvios em virtude de ndo ser levado em conta a verdadeira
quantidade de biomassa seca utilizada.

No célculo do rendimento da extracdo de 6leo essencial utilizando o método BLU,

temos a seguinte equacao (2):

x100 2)

onde,

TO = teor de 6leo (mL de dleo essencial em 100 g de biomassa seca) ou rendimento de
extragéo (%).

Vo = volume de 6leo extraido (mL), lido diretamente na escala do tubo separador.

Bm = biomassa aérea vegetal (folhas e ramos finos), medida em gramas.

(Bfg: j = quantidade de umidade ou agua presente na biomassa.

B, —( BlmgéJ j = quantidade de biomassa seca, isenta de agua ou livre de umidade.

100 = fator de conversdo para porcentagem.
O valor calculado por essa equagdo expresso em porcentagem corresponde ao
volume/massa (mL de éleo essencial por 100 g de biomassa seca), indicando o teor de 6leo

contido na biomassa seca.
3.3.4 Extracéo do Oleo Essencial de Lantana camara Linn

As folhas secas de Lantana camara Linn finamente trituradas foram hidrodestilada
durante 2 horas com o uso de aparelho tipo Clevenger modificado, instalado no Laboratério
de Bioprospeccdo e Sinteses de Nanocompdsitos da UFAC. Utilizaram-se para cada extracao
2,5 litros de &gua destilada e 300 g de folhas secas trituradas colocadas em baldo de fundo

redondo de 5.000 mL. No final da extragdo foi feita a aferi¢do do volume do OE no mesmo
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aparelho clevenger, para em seguida ser armazenado em vidro &mbar com tampa e colocado

em refrigerador a temperatura inferior a -5 °C para posterior analise.

3.3.5 Caracterizagéo fisico-quimica do Oleo Essencial de Lantana camara Linn

3.3.5.1 Indice de Refragéo

O indice de refracdo do OELCL foi determinado com a utilizacdo de um refratbmetro
de bancada Abbé. Para a realizacdo da medida do indice de refracdo o aparelho foi ajustado
com &gua destilada. Apds o ajuste, foram colocadas trés gotas da amostra entre 0s prismas,

realizando-se a leitura na escala, obtendo-se o indice de refracdo absoluto.

3.3.5.2 Medida da Densidade

A densidade do OELCL foi determinada pelo método de deslocamento de fluidos em
picnémetro a temperatura ambiente de 25°C. Os picndmetros foram previamente calibrados

com &gua destilada e os dados coletados em triplicata (MOURA et al., 2001).

3.3.5.3 Medida do Indice de Acidez

O indice de Acidez foi medido seguindo a metodologia descrita por Vasconcelos e
Godinho (2002) onde se pesou cerca de 2 g do 6leo em um erlemeyer de 125 mL e em
seguida foi adicionado 25 mL da mistura éter etilico: alcool etilico na proporcdo (2:1)
acompanhado de agitagdo. Adicionou-se a seguir 2 gotas de solucdo alcodlica de
fenolftaleina e titulou-se com solucdo 0,1 N de hidréxido de sddio até que a solugdo passasse

de incolor para uma coloracao rosea.
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O indice de acidez é calculado pela equagéo (3):

_V.N.56,1
m

1A (3)

em que 1A é o indice de acidez expresso em mgKOH/g, V é o volume de solu¢do de NaOH
gasto na titulacdo em mililitros, N é a normalidade da solucéo, f é o fator de correcdo e m é a

massa da amostra em gramas.

3.3.5.4 Medida do pH

Para medida do pH do OELCL foi utilizado o peagametro previamente calibrado com
solucdes tampdes padrdes e o pH foi medido inserindo-se o eletrodo diretamente na amostra.

A medida foi realizado em triplicata.

3.3.5.5 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

A analise cromatogréfica gasosa (CG) foi realizada em um cromatografo a gas Agilent
Modelo 7890A equipado com uma coluna capilar HP-5MS de 30 m, 0,250 mm D.I. e filme
0,25 um. A temperatura do forno foi mantida a 35 °C durante 2 min, em seguida foi elevada a
180 °C a uma taxa de 4 ° C/min, sendo novamente elevada a 250 °C a uma taxa de 10 °
C/min. Utilizou-se hélio como gés transportador, velocidade de fluxo 0,8 ml.min™ e modo de
divisdo. A composigdo percentual de cada componente foi calculada pela integracéo das areas
dos picos do cromatograma.

A analise da cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa (CG-EM) foi
realizada em um cromatdgrafo a gas Agilent Modelo 7890A em interface com um detector
seletivo de massa Agilent Modelo 5975C (Figura 13). Utilizou-se hélio como gas
transportador. As condigOes operacionais do detector foram: tensdo de ionizacdo de 70 eV,
temperatura da fonte de ions de 230 °C. Os espectros de massas foram gravados a partir de 40

- 550 m/z. Componentes individuais foram identificados por correspondéncia de seus
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espectros de massa onde o espectro obtido é comparado em biblioteca fornecida com o
equipamento (Mass Espectral Libraries Rev D.05.00) e mantida atualizada pelo Departamento
da Policia Federal. O CG foi equipado com uma coluna capilar HP-5MS de 30 m, 0,250 mm
D.I. e filme 0,25 pm. Os parametros operacionais do CG foram os mesmos descritos acima.
As medidas acima citadas foram realizadas no Laboratério do Departamento de

Policia Federal do Acre.

Figura 13. Cromatografo a gas em interface com um detector seletivo de massa.

3.3.5.6 Analises espectroscopicas do Oleo Essencial de Lantana camara Linn

3.3.5.6.1 Espectroscopia Raman

A medida dos espectros no Raman foi realizada no Laboratério da Universidade
Federal do Mato Grosso — UFMT, para isso utilizou-se de um espectrdmetro micro-Raman,
modelo LabRam HR 800, da marca Horiba Inc., com faixa de resposta entre 80 a 3600 cm™,

com laser He-Ne operando com comprimento de onda de 633 nm, microscépio com lente de
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ampliacdo de 10X, pinhole de 100 mm. O tempo de integracdo para a medida foi de 5s, a
poténcia estimada de 10 mW e o numero de acumulacdes de 5 vezes. Apds passar pelas
grades de refracdo o sinal Raman advindo da amostra foi coletado por meio de CCD tipo

Peltier, operando a temperatura de -70°C.

3.3.5.6.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

A ressonancia magnética nuclear de *H foi realizada em equipamento de RMN da
Bruker (EUA) modelo Ascend 600, equipado com sonda de 5 mm e operando a 600 MHz, do
Laboratério Multiusuario do Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia - UnB. Os
espectros foram adquiridos a 25 °C na frequéncia de 600 MHz, tendo como solvente CDCl; e

TMS como referéncia interna.

3.3.6 Desenvolvimento das nanoemulsdes

As nanoemulsdes foram preparadas no Laboratorio de Bioprospeccao e Sinteses de
Nanocompdsitos - UFAC, utilizando-se 0 método de sonicacao por alta energia (ABBAS et
al., 2013). Como fase aquosa usou-se agua destilada, como fase oleosa utilizou-se OELCL, e
como tensoativo foram usados Polissorbato 80 e Oleato de Sobitano 80 com especificagdes

apresentada na Tabela 5.

Tabela 5: Caracteristicas dos tensoativos utilizados nas formulagdes

Nome INCI Nome Comercial EHL Fabricante Caracteristicas
Polissorbato 80 Polyssorbate 80 Tween® 80 15,0 POLYTECHNO H|~dr(_)f| I!CO
Na&o ionico
. Sorbitan SABAO E Lipofilico
Oleato de Sorbitano 80 monooleate Span® 80 4.3 GLICERINA Na&o ionico

Primeiro foi realizada uma pré-emulsdo dissolvendo-se o tensoativo na fase aquosa
para depois ser misturado na fase oleosa. A solucdo foi colocada dentro do equipamento

sonificador. Manteve-se contato direto da ponta do aparelho com a solucgéo, e foi utilizada
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uma poténcia de 60 watts para 5 ciclos de processamento de 5 minutos, refrigerando o sistema
com um banho de gelo para reduzir o aquecimento e desta forma evitar alteracdes nos
resultados (SOLANS, 2005).

3.3.6.1 Determinacdo do EHL requerido do 6leo essencial de Lantana camara Linn.

Para o estudo do EHL do 6leo, utilizou-se um tensoativo hidrofilico e outro lipofilico.
A determinacdo do EHL requerido do OELCL foi realizada a partir de valores de EHL de 8,0
até 15,0 (Tabela 4). Para o célculo das quantidades dos tensoativos hidrofilico e lipofilico
necessarias para o preparo das emulsdes em cada valor de EHL foi empregado o método

citado por Griffin (1949) utilizando-se do sistema de equacdes abaixo:

M, EHL, + Mg EHL, _

- 4
MA+MB Final ( )

MA+MB:109 (5)

Em que:

Ma = massa de tensoativo hidrofilico;

Mg = massa de tensoativo lipofilico;

EHLA = Equilibrio Hidrofilico Lipofilico de A;
EHLe = Equilibrio Hidrofilico Lipofilico de B;
EHLFina = Equilibrio Hidrofilico Lipofilico Final.

As formulagdes dos tensoativos com diferentes valores de EHL foram preparadas com
massa total de 10,0 g visando sua utilizagdo para diversas amostras. Os valores das massas
para as formulagcGes dos tensoativos com EHL variando de 8,0 a 15,0 e massa total de 10,0 g

estdo na Tabela 6.
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Tabela 6: Massas dos tensoativos para formulagbes de diferentes EHL.

EHL EHL Massa (g) EHL Massa (g) Massa total
Final Tween 80 Tween 80 Span 80 Span 80 (9)

8,0 15 3,48 43 6,57 10,0
9,0 15 4,42 43 5,62 10,0
10,0 15 5,34 4,3 4,68 10,0
11,0 15 6,27 4.3 3,74 10,0
12,0 15 7,22 4,3 2,81 10,0
13,0 15 8,14 4.3 1,87 10,0
14,0 15 9,10 43 0,90 10,0
15,0 15 10,00 4.3 0,00 10,0

As quantidades totais dos componentes da emulsdo - agua, Oleo e tensoativos,

utilizadas nas formulacdes, estdo descritas na Tabela 7 e na Tabela 8.

Tabela 7: Composi¢do das formulacdes para estudo do EHL — 5% de tensoativos.

« Agua  Massada Tensoativo  Massa do Oleo Massado Massa
Formulagdo EHL

(%) agua (9) (%) tensoativo (g) (%) Oleo(g) Total (g)
F-1A 8,0 90 4,5 5 0,25 5 0,25 5,0
F-2A 9,0 90 4,5 5 0,25 5 0,25 5,0
F-3A 10,0 90 4,5 5 0,25 5 0,25 5,0
F-4A 11,0 90 4,5 5 0,25 5 0,25 5,0
F-5A 12,0 90 4,5 5 0,25 5 0,25 5,0
F-6A 13,0 90 4,5 5 0,25 5 0,25 5,0
F-7A 14,0 90 4,5 5 0,25 5 0,25 5,0
F-8A 15,0 90 4,5 5 0,25 5 0,25 5,0

Tabela 8: Composi¢do das formulacfes para estudo do EHL — 10% de tensoativos.

Formulagio EHL Agua Massa da Tensoativo Massg do Oleo Massado  Massa
(%) agua (9) (%) tensoativo (g) (%) Oleo (g) Total (g)
F-1B 8,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
F-2B 9,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
F-3B 10,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
F-4B 11,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
F-5B 12,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
F-6B 13,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
F-7B 14,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
F-8B 15,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
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O valor do EHL requerido do OELCL seré determinado tomando-se como referéncia a
emulsdo que apos 24 horas de formulada e submetida ao teste de centrifugacdo nao apresentar
os fendmenos de instabilidade como cremacéo, sedimentacdo e separacao de fases (MORAIS
et al., 2006) bem como apresentar tamanho menor que 100 nm . Assim o valor do EHLsny da
emulsdo mais estavel corresponde ao valor de EHL requerido d0 OELCL.

3.3.6.2. Teste de centrifugagao

Para avaliar a presenca do efeito de cremacdo ou sedimentacdo nas formulacdes, as
emulsdes preparadas apds 24 horas foram levadas a centrifuga e submetidas ao ciclo de
rotacdo de 1000, 2500 e 3500 rpm (164, 1041 e 2034 G, respectivamente) durante 15 minutos

para cada ciclo.

3.3.6.3 Diagrama Ternario

O diagrama ternario € um método Util quando se estuda a variagcdo de trés grandezas.
No estudo da formulacdo da nanoemulsdo onde ha variacbes da quantidade de &gua, Oleo e
tensoativo € util considerar o uso de um diagrama ternério (de fase) para selecionar a relagcdo
adequada dos mesmos. Este procedimento proporciona um meio sistematico para aperfeigoar
a formulacdo de uma emulsdo. No metodo descrito por Treguier et al. (1975), o diagrama
ternario é representado no plano como um triangulo equilatero, onde os trés constituintes séo
simétricos. Os trés vértices do tridngulo correspondem a 100% dos constituintes: oleo,
tensoativos e agua. O vértice superior representa 100% de tensoativos, o inferior direito,
100% de fase oleosa e o inferior esquerdo, 100% de fase aquosa. Para determinar as
concentracOes de cada constituinte no ponto M, deve-se tracar sucessivamente por este ponto

as paralelas aos lados opostos aos vertices 100% de cada constituinte (Figura 9).
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Tensoativo
1 0

0 1
Agua ! 0.75 0.5 0.25 0 Oleo
Figura 14: Representacéo do Diagrama Ternario.

Foi construido o diagrama ternario com 9 formulagfes para o tensoativo (ou par de
tensoativos) que no procedimento de determinagdo do EHL requerido para o OELCL obteve
emulsdo transparente, sendo este um indicativo de uma nanoemulséo (Figura 10).

Tensoativo
a0

Ag“a 1 095 09 085 08 075 07 065 06 0355 05 045 04 035 03 025 02 015 01 005 0 Oleo

Figura 15: Diagrama ternario: OELCL, tensoativo e agua.
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As quantidades de cada componente do diagrama para as respectivas formulacfes

encontram-se descritas na Tabela 9.

Tabela 9: Quantidade de agua, tensoativos e 0leo das formulagdes contidas no diagrama ternario.

Formulagéo Ag]ua Mgzsuaade Tensoativo t?nif)sz;s/% Oleo Massade Massa Total

(%) ) (%) © (%) Oleo (9) (9
F-1C 80 4,00 15 0,75 5 0,25 5,00
F-2C 75 3,75 15 0,75 10 0,50 5,00
F-3C 70 3,50 15 0,75 15 0,75 5,00
F-4C 85 4,25 10 0,50 5 0,25 5,00
F-5C 80 4,00 10 0,50 10 0,50 5,00
F-6C 75 3,75 10 0,50 15 0,75 5,00
F-7C 90 4,50 5 0,25 5 0,25 5,00
F-8C 85 4,25 5 0,25 10 0,50 5,00
F-9C 75 3,75 5 0,25 15 0,75 5,00

3.3.6.4 Caracterizacédo das nanoemulsdes

As propriedades fisico-quimicas avaliadas das formulagOes preparadas foram o
didmetro médio das goticulas, potencial zeta e indice de polidispersividade. A caracterizacdo
do didmetro, do potencial zeta e do indice de polidispersividade das formulagdes foram
realizadas através do espalhamento de luz dindmico e da mobilidade eletroforética, utilizando-
se um equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern) do Laboratério de Biotecnologia Aplicada a
Saude — Fiocruz Rond6nia. Para leitura no equipamento foram diluidos 100 ul das
formulagdes em 900 pl de agua purificada. Os resultados foram expressos como a média de

trés determinacdes.

3.3.7 Teste da atividade anti-leishmania

O OELCL e as nanoemulsbes formuladas a partir OELCL foram utilizados para
avaliar a atividade anti-leishmania. A avaliacéo foi realizada no Laboratério de Biotecnologia
Aplicada & Saude — Fiocruz Rondo6nia. Foram usadas formas promastigotas de Leishmania
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amazonensis (IFLA/BR/67PH8) obtida de camundongos BALB/c previamente inoculados
com formas promastigotas de L. amazonensis em uma das patas traseiras. As culturas de
promastigotas contendo 5x10° parasitas por mL foram, incubadas a 24°C em estufa B.O.D. e
o0s parasitas foram contados a cada cinco dias. O meio de cultura utilizado para a propagacéo
in vitro das promastigotas de L. amazonensis foi 0 RPMI 1640, suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB). Utilizou-se um nimero de 5x10° por mL de promastigotas de L.
amazonensis em inicio de fase estacionaria que foram incubadas com o OELCL e as
nanoemulsdes nas concentragdes de 50 uL. em um volume final de 500 pL por pogo.

Apos 48 horas uma aliquota de 10uL foi diluida no corante eritrosina B a 0,04% (p/v),
para a contagem dos parasitas em cdmara de Neubauer (em microscépico éptico com aumento
de 400X). O numero de promastigotas contados era multiplicado pelo inverso da diluicdo e
pelo fator de correcdo da camara (10*) para se obter o nimero de parasitas por mL. Os
parasitas corados de vermelho foram considerados mortos e aqueles birrefringentes e moveis
foram considerados vivos. Os dados obtidos foram submetidos & Andlise de variancia
ANOVA e ao Teste de Tukey.

3.3.8 Teste da citotoxidade frente aos macrofagos

Para avaliar o efeito citotoxico in vitro do EOLCL e das nanoemulsdes em células
vivas, utilizaram-se macrofagos da linha J774. A avaliagdo foi realizada no Laboratério de
Biotecnologia Aplicada & Saude — Fiocruz Rondonia. A viabilidade celular foi determinada
pelo método que utiliza o brometo de 3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]- 2,5 difeniltetrazolio
(Método MTT). O ensaio de MTT e utilizado para determinar a viabilidade celular,
quantificando o quanto o MTT presente no meio foi reduzido pela atividade metabdlica
celular ligada ao NADH e NADPH formando cristais de formazan. Dessa maneira a
guantidade de formazan, medida por espectrofotometria, é diretamente proporcional ao
numero de celulas viaveis.

Os macréfagos da linha J774 foram plaqueados a 2,5x10° células por poco em placas
de 96 pocos e foram mantidos durante 24 horas em estufa a 37°C, 5% de CO,, permitindo a
aderéncia dos macrofagos. Apds a aderéncia dos macrdfagos foi adicionado 20uL de OELCL

(grupo tratado com OELCL) bem como 20uL das formulagbes das nanoemulsdes (grupos
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tratado com nanoemulsdes); em ambos o0s casos a concentragdo foi 2% por pogo e 0S pogos
contendo apenas os macréfagos em meio de cultura foram utilizados como controle, sendo a
placa levada para estufa de incubacdo nas mesmas condi¢des anteriormente citada. Apos
incubacio por 24 horas adicionou-se 10 pL de solucdo de MTT na concentracdo de 5 mg.mL™
em cada pogo e levou-se novamente para incubacdo por 4 horas. Decorrido o tempo foi
adicionado 150 pL de (dimetilsulféxido) DMSO. Apds 1 hora foi realizada a leitura da
absorbancia em espectrofotobmetro de placa a 570 nm. Os calculos foram determinados

utilizando-se formula (6):

DOAmostra j XlOO (6)

C%= (1—
Controle
Onde, C% é a citotoxidade em porcentagem, D.O. amostra € a densidade 6tica da amostra e
D.O. controle é a densidade otica do controle.
Os resultados obtidos foram submetidos as analises estatisticas (ANOVA e Teste de

Tukey) e expressos em porcentagem de citotoxicidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento do Oleo Essencial de Lantana camara Linn

O rendimento médio do OE de LCL extraido por hidrodestilacédo foi de 0,25% (Tabela
10). Esse valor representa que para 100 gramas de folhas secas de LCL serdo obtidos 0,25 mL

de OE por meio de hidrodestilagao.

Tabela 10: Rendimento do OELCL.

Extracao Massa (g) Volume (mL) ((y? gzerT??égg)
1 300 0,60 0,20
2 300 0,58 0,19
3 300 0,65 0,22
4 300 0,45 0,15
5 300 0,60 0,20
6 300 0,55 0,18
7 300 0,72 0,24
8 300 0,60 0,20
9 300 0,85 0,28
10 300 0,65 0,22
11 300 0,78 0,26
12 300 0,65 0,22
13 300 0,78 0,26
14 300 0,72 0,24
15 300 0,87 0,29
16 300 0,75 0,25
17 300 0,78 0,26
18 300 0,78 0,26
19 300 0,94 0,31
20 300 0,92 0,31
21 300 0,98 0,33
22 300 0,85 0,28
23 300 0,63 0,21
24 300 0,73 0,24
25 300 0,85 0,28
26 300 0,73 0,24
27 300 0,80 0,27
28 300 0,78 0,26
29 300 0,79 0,26
30 300 0,8 0,27

Rendimento Médio 0,25+ 0,04
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O rendimento do OELCL encontrado neste trabalho apresentou valores similares a
outros trabalhos ja realizados com OELCL. Na Tabela 11 encontram-se os valores do

rendimento do OELCL calculado a partir da biomassa seca reportados em outros trabalhos.

Tabela 11: Rendimento do OELCL reportado na literatura.

Rendimento (%) Referéncia

0,22 ALITONOU et al., 2004
0,23 DEENA e THOPPIL, 2000
0,20 GHISALBERTI, 2000
0,19 JAWONISI e ADOGA, 2013
0,33 MACHADO et al., 2012
0,25 SAIKIA e SAHOO, 2011

0,10-0,20 SILVA et al., 1999
0,20 SONIBARE e EFFIONG, 2008
0,18 SOUSA et al., 2012

A partir da analise da Tabela 8 e 9 é possivel perceber que os valores encontrados
nesta pesquisa e nos demais trabalhos citados sejam proximos entre si, existe uma variagdo no
valor do rendimento do OELCL entre os diversos autores. Essa variagdo pode ser explicada
por varios fatores que influenciam no rendimento e na composi¢do do 6leo como a localidade

da coleta das folhas, a época do ano e o horario de coleta.

4.2 Caracterizagao fisico-quimica do Oleo Essencial de Lantana camara Linn

4.2.1 Indice de Refrag&o

O indice de refracdo medido para 0 OELCL foi de 1,504 a 40 °C. A refracdo dos 6leos
serve para medir as refringéncias de uma gordura, assim de acordo com sua natureza, os 6leos
podem desviam com maior ou menor intensidade os raios luminosos que os atravessam. O
indice de refracdo também estd associado ao tamanho da cadeia de hidrocarnonetos, onde,
guanto maior o indice maior serd a cadeia de hidrocarbonetos e maior o grau de insaturacdo

do dleo em andlise. Por se tratar de uma constante para o Oleo, este indice é dtil na
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identificacdo da substdncia, como também na detectacdo da presenca de impurezas
(MARTINS et al., 2010).

Segundo Riazi e Roomi (2001) a partir do indice de refracdo é possivel fazer
estimativa das varias propriedades termodinamicas e fisicas dos hidrocarbonetos puros bem
como misturas de petréleo. Nesta linha de pensamento, esse parametro do OELCL é um dado

importante podendo ser utilizado para estimar propriedades ainda ndo estudadas.

4.2.2 Medida da Densidade

Os resultados da medida da densidade em g.mL™ a 25 °C do OELCL est&o resumidos
na Tabela 12. Ao comparar o valor médio obtido do OELCL em relagdo & agua (1,0 g.mL™),
nota-se que o OELCL é menos denso. Durante a hidrodestilacéo, esta caracteristica j& havia
sido notada uma vez que se verificou uma nitida separacdo de fases, ficando o d6leo na parte
superior do tubo coletor. De acordo com Baser e Buchbauer (2010) o conhecimento do valor
da densidade de um OE pode ser Util quando se quer verificar se 0 mesmo sofreu alguma
alteracdo ou adulteragéo.

A densidade do 6leo também é um fator que indicara se uma emulsdo formulada com
0 mesmo quando no estado desestabilizacdo sofrerd cremacdo ou sedimentacdo. EmulsGes
com 6leos mais densos que a dgua sofrem sedimentacdo, enquanto emulsdes com 6leos menos
denso sofrem cremacgdo. Para emulsdes formuladas com OELCL na desestabilizacdo da

emulsdo ocorre a cremagao.
Tabela 12: Densidade do OELCL.

Amostra Densidade (g.mL™) Densidade Média (g.mL™)
1 0,8271
2 0,8310 0,8284
3 0,8278

4.2.3 Medida do Indice de Acidez

O indice de acidez obtido para o0 OELCL foi de 1,55 mg KOH/g (Tabela 13). Expresso em

porcentagem do acido oléico esse valor representa 0,77%. Segundo Reis et al. (2013) este € um bom
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valor, uma vez que os 0leos vegetais ndo podem atingir valores superiores a 1%. Estes acidos
graxos livres sdo elementos indesejaveis que podem causar odor e sabor indesejavel (REIS et
al., 2013).

A determinacdo da acidez pode fornecer um dado importante na avaliagdo do estado
de conservagdo do 6leo. Um processo de decomposicdo, seja por hidrolise, oxidacdo ou
fermentacdo, altera quase sempre a concentracdo dos ions hidrogénio. A decomposicdo dos
glicerideos é acelerada por aquecimento e pela luz, sendo a rancidez quase sempre
acompanhada pela formacao de acidos graxos livres (ZENEBON et al., 2008). Assim, o valor
encontrado nos diz que degradacao do dleo devido a presenca de acido graxo livre tem uma

pequena possibilidade de acontecer, uma vez os &cidos graxos livres aparecem em pequena

porcentagem.
Tabela 13: Medida do indice de acidez do OELCL.
Amostra Volur_ne corjsumido Normalidade  Fator cje Constante Massa da 1A
na titulacéo (ml) (N) correcdo Amostra (g) (mgKOH/g)
1 0,60 0,1 0,9259 56,1 2,0142 1,55
2 0,60 0,1 0,9259 56,1 2,0184 1,54
1A Médio 1,55

4.2.4 Medida do pH

O valor médio encontrado para o pH do OELCL foi de 5,99 (Tabela 14). Esse valor
indica que o 6leo tem carater acido, e também é um indicador que o OELCL tem pH com
valores desejaveis para aplicacdo biologicas sendo compativel com o pH da pele que varia de
45a7,0.

Tabela 14: Medida do pH do OELCL.

Medida pH
1 5,87
2 6,04
3 6,07

Média 5,99
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4.2.5 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

A partir da analise realizada setenta e seis constituintes foram identificados,
representando 100% do OELCL. Na Tabela 15 encontram-se 0s compostos presentes no
OELCL identificados por correspondéncia de seus espectros de massa, onde o espectro obtido
foi comparado em biblioteca fornecida com o equipamento. Nesta tabela constam 0s nomes
dos compostos, os tempos de retencdo, a formula molecular, os autores que citam esses
compostos como constituintes do OELCL em seus estudos, assim como a porcentagem de
cada composto presente no OELCL. Os componentes majoritarios foram: p-trans-Farneseno
(29,07%), Germacreno D (24,84%), pB-Cariofileno (10,89%), Elixeno (4,81%), a-Cariofilenol
(4,39%), trans-Nerolidol (4,37%), a-Humuleno (3,76%), 8-Guaieno (2,04%), Longifoleno
(1,26%) e 6-Cadineno (1,16%).

CH; CH3 CH;
"\\_ S /CH:
HsC
CH'j
p-trans-Fameseno Germacreno D B-Cariofileno
H,C=
HJ
CH; CH;  HO CH;,
)\/\M//’CH?
Hy HaG H:C
a-Cariofilenol trans-INerolidol
CH; CH e ; CHy,
CHj :
H
H3C GHy
a-Humuleno 8-Guaieno Longifoleno d-Cadineno

Figura 16. Estrutura molecular dos principais constituintes do OELCL.

Diversos compostos encontrados no OELCL relatado neste trabalho (Tabela 15)
também sdo relatados em outros trabalhos, sendo que dezesseis compostos foram relatados em
mais de oito trabalhos sobre a composi¢do do OELCL (a-Pineno, a-Felandreno, B-Pineno, -

Terpineno, Linalool, Terpinen-4-ol, 3-Elemeno, a-Cubebeno, a-Copaeno, B-Cariofileno, o-
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Humuleno, Germacreno D, §-Cadineno, trans-Nerolidol, Espatulenol, Oxido de Cariofileno).
No entanto outros vinte e nove compostos aqui relatados ndo sdo citados para a composi¢ao
do OELCL na literatura disponivel, evidenciando a diferenca da composi¢cdo do OELCL
devido & localidade da coleta. Os vinte e nove compostos ndo relatados na literatura para a
composicdo do OELCL sdo: 3-metil Butanal; cis-3-Hexenol; Hidroperoxido, hexil; 1R-alfa-
Pineno; (1S)-(-)-B-Pineno; m-Cymeno; 2-Metilbutil 2-metilbutirato; 2-Decen-1-ol; Tridecano,
3-metil-;  B-Panasinseno; Longifoleno;  PB-cis-Cariofileno;  Cypereno;  (+)-epi-
biciclesesquifelandreno; Elixeno; Eremofileno; Biciclo[4.4.0]-1,4-decadieno, 4,10-dimetil-7-
isopropil; cis-a-Bisaboleno; t-Elemeno; Palustrol; Ledol; Epoxido de Humuleno |II;
Sesquivarodiol; a-Cariofilenol; 1-Oxaspiro[2.5]octano, 5,5-dimetil-4-(3-metil-1,3-butadienil)-
- Oxido de Ledeno (I1); Epoxido de Isoaromadendreno; Tetradecanal; Metil linolenato.
Conforme a Tabela 15 percebe-se que o OELCL é composto em sua maioria por
sesquiterpenos, apresentando 31 compostos dessa classe (C15H24), 0 que representa 83,04% do
6leo. O OELCL ainda apresenta em sua constituicdo 16 compostos sesquiterpenoides
(13,33%), 9 compostos monoterpenos (1,12%), 6 compostos monoterpenoides (0,30%), 1

composto diterpenoide (0,13%) e outros 12 compostos (1,59%).

Tabela 15: Compostos do OELCL (continua).

Tempo de

Pico Retencéio Composto Referéncia* Formula  Porcentagem
1 2,933 3-Metilbutanal CsH4,00 0,05
2 3,639 2-etilfurano 10 CgHgO 0,08
3 7,771 2-hexenal 10 CeH100 0,17
4 7,853 cis-3-Hexenol CgH1,0 0,03
5 8,342 Hidroperoxido, hexil CeH140, 0,02
6 10330  o-Pineno L3 46788101218 ¢y, 0,02
7 10,540 1R-alfa-Pineno CioHss 0,28
8 12,073 a-Felandreno 1,2,4,6,7,8,10,12, 13, 14 CioHis 0,12
9 12,154 B-Pineno 12,34, 61371i 9,10, 12, CioHsse 0,27
10 12,393 1-Octen-3-ol 1,6,7,10, 13 CgH160 0,70
11 12,813 (1S)-(-)-B-Pineno CioHis 0,05
12 13,005 3-Octanol 8 CgH450 0,17
13 14,037  m-Cymeno CioH1a 0,06
14 14,188 Limoneno 8, 10, 12, 14 CioHis 0,07

15 14,999 B-Ocimeno CioH16 0,18
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Tempo de

Pico Retencio Composto Referéncia* Formula  Porcentagem
16 15,360 y-Terpineno 4,6,7,8,10,11,12, 14 CioHise 0,08
17 16,951 Linalol 4,6,7,8,9,10,12,13, 14 CyoH1g0 0,10
18 17132 Leioutle C10H20; 0,02
19 17,569 Nonanal 6, 13 CyHy50 0,05
20 19,248 Pinocarvono 2,13 C1oH1.0 0,09
21 19,784 Terpinen-4-ol 1.2,3,4, 513611 810, 1L, CyoH150 0,04
22 20,390 Salicilato de metila 13 CgHgOs 0,09
23 24,062  2-Decen-1-ol C1oH200 0,02
24 24,389 a-Longipineno 13 CisHas 0,09
25 25,356 3-Elemeno 2,3,4,6,10, 12,13, 14 CisHas 0,24
26 25,758  o-Cubebeno 2,4,6,8,10,12,13, 15 CysHaa 0,05
27 25,997 Eugenol 4,13 C1oH120, 0,02
28 26,178 3-metil-tridecano Ci4H3 0,02
20 26621  o-Copaeno L2, 3'1‘;’, 51*3?'11 81*510' N 0,42
30 26,767 -Panasinseno CisHys 0,04
31 26,918 B-Bourboneno 6,8, 13,14 CisHyy 0,65
32 27,093 B-Cubebeno 2,9,13 CisHo 0,14
33 27,157 Longifoleno CisHys 1,26
34 27,361 Tetradecano 4 Ci4H3 0,02
35 27,449 B-cis-Cariofileno CisHo 0,16
36 27,728 Cypereno CisHos 0,94
37 28,096 B-Cariofileno 1,2,3,4,7,10,11, 12, 13,14 CisHo 10,89
38 28,335 E)?gi-slpels-esquifelandreno CisHas 0,39
39 28,463 v-Elemeno 3,4,6,8,9,11, 14 CisHo 0,11
40 28,626  o-Guaieno 13,14, 15 CysHas 0,88
41 28,807 y-Muuroleno 2,7,8,12 CisHys 0,10
42 29,017 B-Gurjuneno 13 CisHo 0,02
43 29,121 a-Humuleno 2,4,6,7,8,10,11,12, 13, CisHos 3,76

14,15
44 29,337  P-trans-Farneseno 2,4,9,12,13 CysHas 29,07
45 29,518 Alloaromadendreno 4,6,8,11,13,14 CisHyy 0,10
46 30,101 Germacreno D 1,2,3.4, 2471% 9,10,12, CisHys 24,84
47 30,182 B-Selineno 6, 8, 13,14, 15 CisHo 0,25
48 30,328 y-Cadineno 1,6,7,8, 11,12 CysHas 0,08
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Tabela 15: continuacéo.

Tempo de

Pico ~ Composto Referéncia* Formula  Porcentagem
Retencéo
49 30,485 Elixeno CisHyy 4,82
50 30,730 5-Guaieno 7,10 CisHyy 2,04
51 30,969 Eremofileno CisHoy 0,21
52 31,231 d-Cadineno 2,3,6,7,8,12,13,14, 15 CisHyy 1,16
Biciclo[4.4.0]-1,4-
53 31,494 decadieno, 4,10- CisHyy 0,04
dimetil-7-isopropil
54 31,645 a-Muuroleno 13 CisHas 0,07
55 31,773 cis-a-Bisaboleno CisHyy 0,07
56 31,983 Elemol 6 C15H50 0,04
57 32,240 t-Elemeno CisHyy 0,13
58 32,420 trans-Nerolidol 1,2,3,4,56,7,8,13 Ci5H60 4,37
59 32,549 Palustrol Ci5H560 0,32
60 32840  Espatulenol h234506789121 ¢ 0 0,69
61 33000  OxidodeCariofileno > 3> %% 10 ILI21S 6y 0 0,55
62 33,260 Viridiflorol 2,3,4,12,13,15 CisH,0 0,75
63 33,586 Ledol CisH60 0,43
64 33.761 IIEIpOX|do de Humuleno CisHpO 0,22
65 34,280 Sesquivarodiol Ci5H2,02 0,14
66 34,385 Cubenol 4,12,13 CisH,0 0,04
67 34,624 t-Cadinol 4,12 CisH60 0,46
68 34,775 §-Cadinol 3, 11,12 Cy5H,40 0,13
69 35,014 a-Cadinol 1,4,11,12,13 CisH,0 0,55
70 35,356 a-Cariofilenol Ci5H20 4,39
1-Oxaspiro[2.5]octano,
71 35,486 5,5'dimeti|'4'(3'meti|' C14H»0 0,15
1,3-butadienil)-
72 35,889 Oxido de Ledeno (I1) CysH,40 0,18
Epoxido de
3 36,011 Isoaromadendreno C1sH240 0,06
74 36,570 Tetradecanal C4H20 0,37
75 41,840 Metil linolenato C19H3,0, 0,19
76 47,569 Fitol 6, 8,10 CyoH4O 0,13

*Referéncias: 1 (SONIBARE e EFFIONG, 2008): 2 (SAIKIA e SAHOO, 2011); 3 (SOUSA et al., 2012); 4
(KHAN et al., 2002); 5 (JAWONISI e ADOGA, 2013); 6 (SINGH et al., 2012); 7 (ALITONOU et al., 2004); 8
(SINGH e TIWARI, 2011); 9 (MACHADO et al., 2012); 10 (ZOUBIRI e BAALIOUAMER, 2012); 11 (COSTA
et al., 2009); 12 (RANDRIANALIJAONA et al., 2005); 13 (SILVA et al., 1999); 14 (MEDEIROS et al., 2012);
15 (MURUGESAN et al., 2012).
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O cromatograma do OELCL é apresentado na Figura 17, onde estdo contidos a

abundancia relativa e o tempo de reten¢do para cada pico.

abundéncia relativa

1,00 29 837
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componentes do OELCL estudado.

Figura 17. Cromatograma do OELCL.

Nas Figuras de 18 a 29 estdo o0s espectros de massa obtidos dos principais
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Figura 18. Espectro de massa do B-trans-farneseno.
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Figura 19. Espectro de massa do Germacreno D.
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Figura 20. Espectro de massa do p-cariofileno.
100 121
&0 a3
o
=
=
= an
xr ° -
a 107
=
g a1
m a0 41 79
S 108
=
&7 161
20 Sis 138
147 158
o ||‘ TR .|||| ||I. ‘ ‘. |||| I.I.|| ...‘H. .|I. . |
t : : : : . . . ! T T : : T T . \
40 &0 80 100 120 140 180 180
miz

Figura 21. Espectro de massa do Elixeno.
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Figura 22. Espesctro de massa do a-cariofilenol.
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Figura 23. Espectro de massa do trans-nerolidol.
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Figura 24. Espectro de massa do a-humuleno.
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Figura 25. Espectro de massa do 3-guaieno.
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Figura 26. Espectro de massa do longifoleno.
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Figura 27. Espectro de massa do §-cadineno.
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Figura 28. Espectro de massa do cypereno.
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Figura 29. Espectro de massa do a-guaieno.

4.2.6 Analises espectroscopicas do Oleo Essencial de Lantana camara Linn

4.2.6.1 Espectroscopia Raman

Para determinacdo das estruturas moleculares presentes nos compostos do OELCL

foram realizadas medidas de espectroscopia Raman no intervalo de 80 cm™ a 3600 cm™. O

espectro obtido é mostrado na Figura 30. A Figura 31 apresenta a expansdo do espectro
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Raman do OELCL compreendido entre 175 cm™ a 1600 cm™, enquanto a Figura 32 apresenta
a expansdo do espectro Raman do OELCL compreendido entre 1500 cm™ a 3600 cm™.

A relacéo entre o espectro obtido e os modos vibracionais dos compostos foi atribuida
em base no trabalho de Smith e Dent (2005) (Tabela 16). Observando a Figura 31, em 312
cm™ e 405 cm™ podemos observar que as bandas que foram atribuidas & deformacéo angular
de ligacdes do tipo C-C sdo ligaces bastante comuns nos hidrocarbonetos. Em 671 cm™, 755
cm™ e 1295 cm-1 observam-se as bandas associadas ao estiramento simétrico de ligacées do
tipo C-C, ligacOes presentes nos terpenos e terpenoides de maneira geral.

Uma banda identificada como estiramento de C-O-C aparece no espectro do OELCL
em 823 cm™ (Figura 31). Esse tipo de ligacdo est4 presente em moléculas como Humuleno
epoxido 11, Oxido de Cariofileno e Epéxido de Isoaromadendreno. Em 999 cm™ a banda
associada a deformacao axial do tipo C-C presentes em anéis aromaticos evidencia a presenca
de compostos aromaticos como m-Cymeno, Salicilato de metila, e Eugenol.

O modo de estiramento simétrico C=C presente nas moléculas de terpenos e
terpenoides foram observados em 1634 cm™ e 1667 cm™. A banda associada a deformacéo
axial simétrica do grupo metila (CH3) é observada em 2868 cm™, enquanto a banda associada
a deformacéo axial assimétrica do grupo metileno (CH,) foi observada em 2912 cm™. Na
Figura 16 podemos observar que os grupos metila e metileno estdo presentes em moléculas
como  B-trans-Farneseno, Germacreno D, p-Cariofileno, Elixeno, trans-Nerolidol, a-
Humuleno, 6-Guaieno, Longifoleno e §-Cadineno; compostos encontrados no OELCL por
CG-EM.
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Figura 30. Espectro Raman do OELCL no intervalo de 80 a 3600 cm™.
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Na Tabela 16 s&o apresentadas a posi¢éo e a identificacdo das bandas observadas nos

Tabela 16: Posicdo e identificagdes das bandas observadas nos espectros Raman do OELCL.

NUmero de ondas (cm™)

Identificacdo dos modos de vibragdo

Deslocamento Raman (cm'1)

312 Deformacao angular simétrica C-C - (& C-C)
405 Deformacao angular simétrica C-C - (6 C-C)
671 Deformacao axial (ou estiramento) simétrica C-C - (v C-C)
755 Deformacao axial (ou estiramento) simétrica C-C - (v C-C)
823 Deformacao axial (ou estiramento) C-O-C - (v C-O-C)
Deformacéo axial (ou estiramento) C-C - (v C-C)
999 roe
Anel aromético
1295 Deformacao axial (ou estiramento) C-C - (v C-C)
1380 Deformagao angular simétrica CH; - (6 CHy)
1446 Deformacdo angular simatrica CH, - (5 CHy)
1634 Deformacéo axial (ou estiramento) C=C - (v C=C)
1667 Deformacao axial (ou estiramento) C=C - (v C=C)
2868 Deformacéo axial (ou estiramento) C-H - (v C-H)
Deformacao axial (ou estiramento) simétrica CH; - (v CHs)
9912 Deformacéo axial (ou estiramento) C-H - (v C-H)
Deformacdo axial (ou estiramento) assimétrica CH, - (v CHy)
Fonte: Smith e Dent (2005)
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Figura 31. Expansdo do espectro Raman do OELCL compreendido entre 175 cm™ a 1600 cm™.
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Figura 32. Expanséo do espectro Raman do OELCL compreendido entre 1500 cm™ a 3600 cm™.

4.2.6.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de ‘H

A partir das analises obtidas do espectro de RMN de *H do OELCL foi observado que
o OE é formado por uma mistura complexa de hidrocarbonetos saturados (grupos alifaticos) e
insaturados (olefinas ou alquenos). Nos espectros de RMN de 'H foram encontrados sinais
caracteristicos dos grupos funcionais alquilas e alquenos, nas regides 0,60 a 3,00 ppm e 4,00 a
6,00 ppm, respectivamente.

Os picos de deslocamento quimico compreendido entre 0,6 a 1,70 ppm podem ser
associados ao grupo R-CHgs. Esse grupo esta presente em todas as moléculas do OELCL
encontradas por comparacdo com 0s espectros de massa. Ao observarmos a Figura 33
notamos que a integracdo da area abaixo dos picos entre 0,6 a 1,70 ppm apresenta a maior
area comparando-se com o restante dos picos, significando que os hidrogénios mais

abundantes do OELCL séo hidrogénios do grupo metila.
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Figura 33. Espectro RMN de *H do OELCL.

Os deslocamentos compreendidos entre 1,80 a 2,50 ppm (Figuras 33 e 34) de uma
maneira geral estdo associados aos hidrogénios do grupo C-(CH,)-C, enquanto o0s
deslocamentos entre 4,70 e 5,30 ppm podem ser associado ao grupo R=CH, e os entre 5,70 a
6,40 ppm (Figuras 33 e 35) associados aos hidrogénios do grupo R=CH-C. Observando a

Figura 16 constata-se que 0s compostos majoritarios apresentam os grupos acima citados.

1.60

Intensidade Normalizada

o
=]
T
T
0

Deslocamento Quimico (ppm)

Figura 34. Expansao do espectro RMN de *H do OELCL com deslocamento quimico entre 0,0 ppm e 3,0 ppm.
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Figura 35. Expansio do espectro RMN de *H do OELCL com deslocamento quimico entre 3,5 ppm e 7,5 ppm.

4.3 EHL requerido para o OELCL e Caracterizagdo das nanoemulsoes

Ap0s serem submetidas ao teste de centrifugacao todas as formulagdes variando o seu
EHL de 8,0 a 15 (Figuras 31 e 32) se apresentaram estaveis, no entanto as formulagées com
valor de EHL igual a 8,0 (F-1A e F-1B, Tabela 17) obtiveram tamanho dos glébulos néo
caracteristico de um sistema nanoemulsionado conforme definicdo adotada por McClements
(2012) e Tadros (2013) que adotam como nanoemulsdo um sistema cujo raio médio das
particulas dispersas deve ser inferior a 100 nm.

Considerando a nanoemulsdo mais estdvel como sendo aquela que apresenta 0 maior
valor em moédulo para o potencial zeta 0 EHLequerido para 0 OELCL foi o resultante da
formulacao preparada com tensoativos cujo valor de EHL era igual a 9,0 (Tabela 17).

Os valores do potencial zeta, do tamanho e do indice de polidispersividade das

formulagdes encontram-se na Tabela 17.



Tabela 17: Valores do potencial zeta, do tamanho e do indice de polidispersividade das formulacoes.

80

Formulcdo EHL do Tensoativo

Tamanho (nm)

indice de Polidispersividade

Potencial Zeta

(mV)
F-1A 8 138,10 0,161 -26,90
F-2A 9 92,47 0,164 -19,50
F-3A 10 58,89 0,222 -18,20
F-4A 11 51,47 0,171 -15,50
F-5A 12 44,17 0,204 -13,30
F-6A 13 42,59 0,262 -8,80
F-7A 14 51,24 0,244 -7,63
F-8A 15 119,90 0,305 -9,34
F-1B 8 136,10 0,146 -29,20
F-2B 9 86,36 0,242 -23,50
F-3B 10 40,39 0,276 -20,50
F-4B 11 29,21 0,290 -19,60
F-5B 12 27,83 0,301 -17,20
F-6B 13 26,36 0,281 -11,10
F-7B 14 26,92 0,291 -8,90
F-8B 15 30,26 0,370 -10,80
F-1C 15 18,56 0,287 -9,00
F-2C 15 63,97 0,450 -6,08
F-3C 15 116,90 0,293 -6,41
F-4C 15 29,34 0,381 -9,03
F-5C 15 117,50 0,279 -6,98
F-6C 15 132,10 0,233 -9,33
F-7C 15 93,24 0,318 -9,43
F-8C 15 152,20 0,215 -8,58
F-9C 15 168,40 0,238 -7,13

As emulsBes formuladas com base no diagrama ternario foram preparadas com

tensoativos com valor de EHL igual a 15, ou seja, o tensoativo utilizado para o preparo dessas

emulsdes foi o Tween 80, pois com 0 mesmo obteve-se a emulsdo mais transparente, um

indicador que o tamanho das goticulas é menor que 100 nm (Figura 33).

Verificando a Tabela 9 e de acordo com a Tabela 17, nota-se que as melhores

nanoemulsdes (com menores tamanhos e maior estabilidade) sdo obtidas quando se utiliza a

fase oleosa numa concentracdo de 5%, enquanto para o tensoativo obteve-se nanoemulsées

em concentragdes de 10% e 15%. Para o 6leo na concentracdo de 10% apenas a formulacédo F-

2C apresentou tamanho menor que 100 nm, no entanto essa formulacdo apresentou baixo

valor para o potencial zeta (-6,08 mV) indicando uma baixa estabilidade, assim como também

apresentou um alto indice de polidispersividade, uma das caracteristicas que segundo Tadros
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et al. (2004) pode desestabilizar as nanoemulsGes. Para o 6leo na concentracdo de 15% todas
as emulsdes obtidas apresentaram tamanho das goticulas maior que 100 nm.

As nanoemulsdes que apresentaram transparéncia foram aquelas com tamanho menor
que 30 nm, ou seja, as formulagdes F-4B, F-5B, F-6B, F-7B, F-8B, F-1C e F-4C. Nas Figuras
36, 37 e 38 é possivel observar a transparéncia das nanoemulsdes.
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A Figura 38 apresenta as emulsdes formuladas de acordo com o diagrama ternério.

Percebe-se que apenas as formulag¢bes F-1C, F-2C e F-4C sdo transparentes, evidenciando o

seu tamanho na escala nanométrica.
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Figura 38. Emulsdes formuladas de acordo com o diagrama ternario.

4.4 Teste da atividade anti-leishmania

O teste realizado com o OELCL contra as formas promastigotas de Leishmania
amazonensis mostrou que 0 mesmo apresenta atividade de inibicdo de crescimento na dose
testada (100 pL.mL™), inibindo em 83,8% (Figura 39). As formulacées de nanoemulsées do
OELCL também foram testadas, sendo elas: F-5B, F-6B e F-1C, todas contendo apenas 5% de

OELCL. As nanoemulsdes apresentaram valores similares ao OELCL, com valor médio
variando entre 84,6% e 100% (Figura 39).

A realizacdo de analise de variancia para verificar se existe diferenca nas médias entre
0s grupos tratados por pentamidina, OELCL, F-5B, F-6B e F-1C foi realizada e o resultado é

mostrado na Tabela 18. Como o valor F (12,90) encontrado é maior que F critico (3,06)
podemos concluir que as médias ndo sdo iguais ao nivel de significancia de 5%, significando
que existe diferenca nos tratamentos.

Realizou-se o Teste de Tukey para comparar as médias entre os tratamentos, onde as

médias estatisticamente diferentes apresentam letras diferentes (Tabela 19). O grupo tratado
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com pentamidina mostrou-se estatisticamente diferente do grupo tratado com OELCL, sendo
0 tratamento com pentamidina mais eficiente. Comparando-se as nanoemulsdes com a
pentamidina temos a seguinte situacdo: grupo tratado com pentamidina e grupo tratado com
F-5B estatisticamente igual; grupo tratado com pentamidina e grupo tratado com F-6B
estatisticamente diferente, onde a pentamidina € mais eficiente, e grupo tratado com
pentamidina e grupo tratado com F-1C estatisticamente iguais.

Comparando o OELCL com as nanoemulsdes temos que o grupo tratado com OELCL
é estatisticamente igual ao grupo tratado com o as formulacdes F-5B e F-6B e estatisticamente
diferente do grupo tratado com F-1C, sendo F-1C mais eficiente.

100,0

80,0

60,0

100.0

Inibigiio (%)

40,0

20,0

0.0

Pentamidina OELCL F-5B F-6B F-1C

Figura 39. Efeito do OELCL e nanoemulsdes sobre formas promastigota de Leishmania amazonensis.

Tabela 18: Analise de variancia entre 0s grupos testados para atividade anti-leishmania.

Fonte da variacéo SQ al MQ F valor-P F critico
Entre grupos 786,505 4 196,6263 12,90 0,0000951 3,06
Dentro dos grupos 228,685 15 15,24567
Total 1015,19 19

Tabela 19: Teste de Tukey realizado para os tratamentos anti-leishmania.

Tatramento Médias Diferenca minima Significativa (dms)
Pentamidina 95,8 a
OELCL 83,8b
F-5B 91,7 ab 8,53
F-6B 84,6 b

F-1C 100 a
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Os valores encontrados para a inibicdo das nanoemulsdes testadas estimulam uma
nova avaliacdo da atividade das mesmas sobre as formas amastigotas de L. amazonensis, uma

vez que sdo estas as formas de relevancia clinica da doenca.

4.5 Teste de citotoxidade frente aos macrofagos

O ensaio de citotoxidade pelo método MTT revelou que a presenca do OELCL na
concentragdo de 20 puL.mL™ reduziu a viabilidade dos macréfagos em cultura em 49,9%
comparado ao controle, enquanto as formulacdes de nanoemulsdes do OELCL, F-5B, F-6B e
F-1C apresentaram valores bem menores: -22,0% para formulagdo F-5B, 7,2% para F-6B e
3,0% para F-1C (Figura 40).

60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0.0

-10,0

-20,0

-30,0

-40,0

Citotoxidade (%)

OELCL F-5B F-6B F-1C

Figura 40. citotoxidade do OELCL e nanoemulsdes em macréfagos murino J774.

Foi realizado teste de andlise de variancia a fim de verificar diferencas nas médias
entre os grupos tratados por OELCL, F-5B, F-6B e F-1C o resultado é mostrado na Tabela 20.
Como o valor F (36,8355869) encontrado € maior que F critico (3,490295) podemos concluir
que as medias ndo sdo iguais ao nivel de significancia de 5%, significando que existe
diferenga nos tratamentos.

O Teste de Tukey foi realizado para comparar as médias entre os tratamentos (Tabela

21). A partir das analises constata-se que existe diferenca entre o tratamento com o OELCL e
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com as nanoemulsdes, sendo esta ultima menos citotdxica aos macrofagos. A partir da Figura
40 vé-se que a formulacdo F-5B propiciou a proliferacdo de macréfagos e que a diferenca
entre o tratamento com o OELCL e as nanoemulsdes € significante. Percebe-se ainda que a
formulacdo F-1C apresenta um desvio padrdo muito distante da média, o que significa que os
dados obtidos para esse tratamento estdo muito dispersos, podendo o tratamento ser citotoxico

ou até mesmo promover a proliferacdo, o que torna esse resultado inconclusivo.

Tabela 20: Analise de variancia entre os grupos testados para citotoxidade frente aos macréfagos.

Fonte da variacéo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 10693,7556 3 3564,585  36,8355869 0,000002479  3,490295
Dentro dos grupos 1161,241777 12 96,77015

Total 11854,99737 15

Tabela 21: Teste de Tukey realizado para os tratamentos de citotoxidade frente aos macréfagos.

Tatramento Meédias Diferenca minima Significativa (dms)
OELCL 499a
F-5B -22 ¢
20,65
F-6B 7,2b '
F-1C 30b

As formulagdes F-5B e F-6B apresentaram citotoxidade menor que o OELCL, uma
das possiveis explicacdes é o fato das nanoemulsdes testadas conterem em suas formulagdes
apenas 5% do OELCL, diminuindo assim a quantidade do OELCL e como consequéncia

levando a diminuicdo da citotoxidade.
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5 CONCLUSOES

O OELCL obtido por hidrodestilagdo a partir das folhas secas coletadas no municipio
de Rio Branco teve um rendimento médio de 0,25 (v/m) tendo como principal constituinte o
B-trans-Farneseno (29,07%), tendo como constituinte também o Germacreno D (24,84%), B-
Cariofileno (10,89%), Elixeno (4,81%), a-Cariofilenol (4,39%), trans-Nerolidol (4,37%), a-
Humuleno (3,76%), 6-Guaieno (2,04%), Longifoleno (1,26%), 8-Cadineno (1,16%) e outros.

O OELCL é composto em sua maioria por sesquiterpenos, apresentando 31 compostos
dessa classe (CisHa4), representando 83,04% do Oleo, 16 compostos sesquiterpenoides
(13,33%), 9 compostos monoterpenos (1,12%), 6 compostos monoterpenoides (0,30%), 1
composto diterpenoide (0,13%) e outros 12 compostos (1,59%).

A partir da caracterizacéo fisico-quimica do OELCL foram apresentados novos dados
como o indice de refragdo que apresentou um valor de 1,504 a 40 °C; a densidade com valor
de 0,8284 g.mL™; o indice de acidez com valor médio de 1,55 mg KOH/g; o pH com valor
médio de 5,99; bem como os espectros Raman e RMN de *H.

As analises do espectro Raman nos mostrou que 0S cOmpostos S0 ricos em grupo
metila e metileno e também em dupla ligagdo (C=C).

As analises do espectro de Resonancia Magnética Nuclear de *H nos mostrou que o
OELCL é formado por uma mistura complexa de hidrocarbonetos saturados (grupos
alifaticos) e insaturados (olefinas ou alquenos).

A andlise por CG-EM mostrou que o OELCL estudado contém 76 compostos, e em
sua maioria sesquiterpenos, onde a maioria dos compostos foram encontrados também em
outros trabalhos de pesquisa sobre 0 OELCL dando confirmacéo a nosso trabalho.

Foram obtidas nanoemulsdes preparadas pelo método de emulsificacdo ultrassénica
com tamanho e estabilidade desejaveis.

O OELCL e as nanoemulsGes testadas contra formas promastigota de Leishmania
amazonensis apresentaram alta inibicdo contra a espécie.

O OELCL apresentou-se citotoxico frente aos macrofagos de camundongos enquanto
as nanoemulsGes apresentaram baixa citotoxidade e até mesmo permitiram a proliferacdo dos

mesmaos.
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Os resultados obtidos dos testes bioldgicos indicam viabilidade de estudos posteriores
mais aprofundados contra formas amastigotas da Leishmania amazonensis que sao as formas

que apresentam relevancia clinica da doenca.
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