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RESUMO

A espécie estudada € identificada co@mpaifera multijugaHayne (CMH), planta nativa da
regido tropical da América Latina e oeste da Afrithilizada na medicina popular pelas
populacdes mais carentes da regido Norte do Brasitambém usada na fabricacdo de
medicamentos com acao anti—inflamatoéria. No nasdmatho foi extraido o 6leo essencial (OE) a
partir das folhas jovens da CMH, utilizando o métae hidrodestilacdo. O OE foi caracterizado
por medidas fisico—quimicas, espectroscopia ulitetd visivel (UV-Vis), espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (IR-FEFpmatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-MS). Foram avaliadagajivamente as atividades bactericidas
do OE contra linhagem de células bacterianagtro, Staphylococcus aureU®\TCC 25923),
foram preparadas nanoemulsdes do OE, a fim de senay atividade antimicrobiana e a
toxicidade nos macréfagos. O (UV-Vis) demonstraomprimento de onda absorvido entre 251
até 264 nm, caracteristicas das ligagbes quimiecsempes de substancias denominadas dienos
conjugados. Pela técnica de (IR-FT) foi demonstadtipos de ligagdes entre carbono—carbono
e carbono-hidrogénio, as saturacdes e insaturagdesdvidas e as forcas de suas ligagoes,
caracterizando a presenca de hidrocarbonetos fdadsis como terpendides/sesquiterpenos. A
analise de CG-MS identificou 63 compostos, cujospmnentes majoritarios sdo: Germacreno—
D (37%), y—elemeno (9,71%); transcadina—1(2), 4—dieno (8,9184nuurolol (5,51%);t—
Cadinol (5,45%), Cariofileno (5,28%);-Copaeno (2,72%). O OE foi eficaz contra esta éspéc
uma linhagem de bactérias gram—positivas. A toadédem células de mamiferos do OE foi
avaliada através dos testes de macrofagos de cangoal O OE foi também toxico para os
macrofagos. Nas nanoemulsdes, observou—se quecoa@@o citotoxicidade contra as células
bacterianas nem contra macrofagos dos camundoy@E apresentou atividade bactericida
contra células bacterianas, enquanto era acomparnp@aduma toxicidade significativa para

macrofagos.

PALAVRAS CHAVES: Copaifera multijugaHayne. Oleo essencial. Espectroscopia.

Nanoemulsao. Atividade citotdxica.



ABSTRACT

The species studied is identified @spaifera multijugaHayne (CMH), plant native to tropical
regions of Latin America and West Africa. Used atkfmedicine for the poorest populations of
northern Brazil and is also used in the manufactfrenedicaments with anti-inflammatory
action. In our study was extracted essential dd)Eom the young leaves of CMH, using the
hydrodistillation method. The EO was characterizegl physico-chemical measurements,
ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis), Fourigansform infrared spectroscopy (FT-IR), gas
phase chromatography coupled to mass spectron@@yMS). Were qualitatively evaluated the
OE bactericidal activity against bacterial cellsast of Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
The OE nanoemulsions were prepared in order toyshadh antimicrobial activity and host
toxicity (macrophages model). The UV-Vis demongdathe absorbed wavelength from 251 to
264 nm, characteristics of the chemical bonds ptesesubstances called conjugated dienes.
Using the FT-IR techniques was demonstrated tgbdmkages between carbon-carbon and
carbon-hydrogen, like saturated and unsaturatée, fdrces of their connections, this analyses
shown the presence of hydrocarbons classified geeneids / sesquiterpenes. The GC-MS
analysis identified the presence of 63 compound€E@ whose major components were:
Germacrene-D (37%)y-elemene (9.71%); transcadina-1 (2), 4-diene (8)91#4muurolol
(5.51%); t-cadinol (5.45%), caryophyllene (5.28%)copaene (2.72%). The EO was effective
against this species, a strain of Gram-positivadsac The toxicity OE mammalian cells was
evaluated by the test of mice macrophages. The ES also toxic to macrophages. In
nanoemulsions, it was observed that there was taiosycity against either bacterial cells or
mice macrophages. OE showed bactericidal activiggirest bacterial cells, however it was
accompanied by significant toxicity for macrophages

KEYWORDS: Copaifera multijugaHayne.Essential Oil. Spectroscopy.
NanoemulsionCytotoxic activity
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1 INTRODUCAO

O principal objetivo do desenvolvimento e da angdifdo dos estudos etnobioldgicos,
corresponde ao entendimento da relacdo complexa artiota com o presente e passado das
sociedades humanas. Entre as diversas areas daigagéo, apresenta-se como crucial os
estudos experimentais ecoldgicos, os quais detammim elucidam de que forma as pessoas se
interagem com plantas e animais (DE DAWMDal, 2014).

As experimentagBes associadas as plantas com rcaratspectos medicinais nos
procedimentos clinicos ocorrem de maneira bastainversificada, desta forma, acabam
difundidos e utilizados ha muitos anos, desde msdpdios da historia humana, sendo por vezes,
usadas sem restricdes, de forma indiscriminadssienade maneira irresponsavel. Estima-se que
80% da populacdo de alguns paises em desenvolamenit conta da caréncia ao acesso as
medicacdes industrializadas, sintéticas e alopatpar vezes, sdo forcadas a utilizarem — se de
preparacbes a base de plantas fitoterapicas e imadjcno que se diz respeito aos cuidados
basicos para a prevencdo e promocao da sua sas, estes, que chegam ao conhecimento da
Organizacdo Mundial da Saude (BA8fal, 2002). Igualmente, deve-se levar em consideragao
gue alguns aspectos sdo relevantes, e, de extrapwténcia, quanto o estabelecimento da
seguranca, eficacia farmacoldgica e garantia otralenda qualidade destas preparagdes, pois
seu uso inadequado, sem o conhecimento do graoxoédade necessario, podendo ocasionar
e/ou acarretar efeitos adversos retardados e/ou@saticos (SACHETTEt al, 2009).

A fitoterapia € uma forma de terapia natural ténexgeandido, que atualmente faz com
gue o mercado de fitoterapicos gire em torno dexamadamente 22 bilhdes de dolares. No
Brasil, varios grupos de pesquisa estdo contrimuipgra o avanco da quimica de produtos
naturais provenientes de plantas. Com isto o pgaégac a exportar cerca de sete milhdes de
dolares em extratos vegetais (YUNES, PEDROSA e AEEH FILHO, 2001).

Os fitoterapicos sado misturas de compostos, queadids quimica e farmacologicamente,

oriundos de extratos vegetais, com finalidade [atiéa, curativa ou para fins de diagndstico.
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Adjuvantes farmacéuticos, permitidos pela legislagigente, podem ser utilizados para sua
preparacéo (PEDROSO, SILVA e FURLAN, 2009).

Podemos afirmar como farmaco, uma molécula pum, &sua estrutura determinada, e
com a capacidade de produzir efeitos terapéutioesistemas fisioldgicos e estados patoldgicos,
onde os efeitos secundarios estdo bem determinaddis, muitas vezes ndo sdo desejados.
Portanto fitofarmacos sdo moléculas puras obtidgdahtas e possuem uma ou mais substancias
ativas (YUNES, PEDROSA e CECHINEL FILHO, 2001)

Entretanto, tém-se observado que dentre o reino s#wes vivos que compde O
ecossistema do planeta, e, no que se refere aaplaraos vegetais, estes, sdo dotados de uma
excelente e ressaltada capacidade biossintéticelagéio ao seu metabolismo secundério e suas
fracdes, tanto em relacdo a quantidade de subatipmduzidas quanto a presenca de diversos
constituintes na mesma espécie (OTTOBE&LAl, 2011).

A Floresta Amazobnica detém o maior ecossistemalatesfas tropicais do planeta,
fazendo com que ocorra a procura e a investigaggaahtas com carater medicinal, na busca
por novos principios ativos, provocando assim, ter@sse de muitas industrias e laboratorios
farmacéuticos e de grupos de pesquisas cientificasiundo todo, entretanto, espera-se que a
floresta possa esconder em suas profundezas, eadeairen mais densa, as moléculas com
propriedades terapéuticas dotadas da capacidadatalee solucionar as mais diversas doencas e
enfermidades que agridem os seres vivos, e, prbmamée com a tecnologia disponivel, existe a
possibilidade de identificar, testar, modificar isponibilizar estas substancias em beneficio a
saude dos seres vivos (OTTOBElLdtlal, 2011).

De maneira que, incorporado desta perspectiva, dcambém, a curiosidade que se faz
presente, propde-se em realizar estudos e avaialgbéleo essencial e suas fracbes volateis da
folha da espécie d€opaifera multijugaHayne, visando a obtencdo de bioativos para o
desenvolvimento de farmacos sob uma nova visaerimo-0 nas variadas possibilidades que a
nanociéncia oferece em especial a hanobiotecnolaigida ndo pesquisados, cujo escopo seria a
busca em obter nanoemulsdes, uma vez que elasafgtadaveis, biocompativeis, faceis de
produzir e podem ser utilizadas como veiculos pianacos lipofilicos propensos a
biotransformacdo. As nanoemulsdes também tém siddiadas, estudadas, aplicadas e
desenvolvidas para a administracdo de farmacosviagasde acesso parenteral, enteral, oral,

ocular, pulmonar e dérmica de farmacos e ativésnae ser comumente utilizada em produtos
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cosméticos, como logdes para serem aplicadas eaepab cabelo. O tamanho reduzido das
particulas pode cobrir extensa area cutanea e,issmné indicada como sistema para liberacéo
de ativos na pele (BERNARDI, 2011).

A efetividade presente na acdo farmacolégica edpepara tal composicdo possa ser
elevada ou ainda maior, no que se diz respeitolem a luta contra os agentes de origem
microbiana, sua solubilizacdo em meios aquososseprando e potencializando suas
caracteristicas biocompativeis, seletividade addaémelula-alvo e toxicidade para o tecido
desejado. A presenca de compostos com diversas dafmacoldgicas, antiinflamatorias,
antioxidantes, antibacterianas, antiparasitariagjfiagicas, na composicdo d@opaifera
multijugaHayne, tem desencadeado a realizacdo de varzhos e pesquisas, com o intuito de

isolar e estudar os tipos de componentes que ararec

1.1 JUSTIFICATIVA

O dleo obtido da resina dzopaifera multijugaHayne € usado na medicina popular para o
tratamento de diversas doencas por apresentadatevibactericida, antimicrobiana, antifungica,
antitumoral, analgésica (RAMOS, 2006). Entretardt® o presente momento, o potencial
nanoestrurado do 6leo essencial oriundo das folessa espécie nao foi relatado na literatura.

Pretende-se obter das folhas jovens da espéciogaifera multijugaHayne o 6leo
essencial e suas fracdes volateis; realizar estudosaios de toxidez, parasitarios, e
posteriormente obter a nanoemulsdo desse 6leo fulidar abordagem de sua utilizacdo nos
complexos nanoestruturados construidos a partiaabplamento de drogas ou biomoléculas.
Portanto caracterizar fisico-quimicamente, espsoctmicamente e cromatograficamente o Oleo
essencial de folhas da espéCiepaifera multijugaHayne; submetendo-o a ensaios bioldgicos,
farmacoldgicos, desenvolver abordagem nanobiotégital mediante nanoemulséo, conferindo

a essa espécie seu uso sustentavel, justificaalizagiio desse trabalho.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Quimicas dos produtos naturais

2.1.1 Produtos Naturais

Os produtos naturais podem ser caracterizadosfeeemnties fontes de origem orgéanica,
tais como o0s organismos vivos que compde 0O reir® afomais, vegetais, fungi, monera e
protista. Os produtos naturais podem ser um orgemisteiro, uma parte de um organismo, um
extrato de um organismo, ou composto puro, isoladopartir de plantas, animais ou
microrganismos. No entanto, na pratica, o termalyi®m natural refere-se aos metabolitos que
seguem e surgem de vias secundarias, sdo as naslgaduenas de peso molecular menor que
1.500 amu (unidade de massa atdmica), produzidosrpamrganismo vivo, mas que estes, nao
sdo estritamente necessarios ou essenciais pam@braviséncia e o desenvolvimento do
organismo em questao (SARKER e NAHAR, 2007).

2.1.2 Produtos naturais na medicina

A aplicacdo do uso dos produtos de origem natetaém especial os que provéem do
reino vegetal, no tratamento sistematico das wegfies e regeneracdo das células, € bem
arcaico, antiquado e universal como o proprio nadento em si. O uso das plantas com
finalidades terapéuticas, certamente recobram gsraivilizacdes sumariana e acadiana que
existiram e habitaram na Terra, por volta de tr@dsanmos antes da passagem de Jesus Cristo.
Uma das figuras mais importantes ao longo doso®ldh histéria da saude, e, por muitos

considerado Opai da medicina”, Hipocrates (460-377 a.C.), foi um dos primeirbsarvadores
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e autores mais antigos, que descreveram os prodatosis com caracteristicas medicinais de
origem vegetal e animal, listou cerca de 400 espédiferentes de plantas para terapéutica
medicinal. Inseridos como uma importante parte igtegra, constitui, participa e estabelecem
relacbes com os antigos sistemas da medicina imadicos produtos caracterizados como sendo
de origem natural, eram amplamente utilizados ndigima chinesa e egipcia. Historicamente, ao
longo dos anos, a utilizacdo dos produtos pardidandes medicinais e terapéuticas, oriundos dos
seres vivos do reino vegetal, e, associada comaaeBoacia, vém atravessando o tempo e
persistindo no seu uso por geracoes, e, em especl@afiente, aonde culturalmente eles fazem o
uso de numerosos minerais, combinando — os comletésicias extraidas dos animais e dos
vegetais. De acordo com a Organizacdo Mundial del&S§OMS), cerca de 3,4 bilhdes de
pessoas no mundo em desenvolvimento, estdo subdedirao uso de medicamentos a base d
plantas medicinais. Isso nos revela que uma grpad=ela dos habitantes do planeta depende
principalmente da medicina tradicional para os seigados primarios de saude. Essencialmente
na China, 7.295 espécies de plantas sédo utilizada® agentes medicinais (SARKER e
NAHAR, 2007).

A principal fonte potencial dos agentes terapéstique por milhares de anos é utilizada
como estoque e reserva, provem da natureza. Atdeésias fontes naturais de extracdo, um
namero que impressiona, € a quantidade de drogaermas que foram bioprospectadas e
obtidas. Durante todo o século passado, foram Hesges, isoladas e desenvolvidas uma série de
novas drogas e principios ativos a partir de paglogaturais. Além do uso dos produtos naturais
derivado da medicina moderna, os produtos natuesigém sdo utilizados diretamente na
indUstria farmacéutica "natural", denominada fitapéa, que estd a crescer rapidamente no
continente Europeu e na América do Norte, assimocemn programas de medicina tradicional a
ser incorporada nos sistemas de cuidados de said&rip no México, Republica Popular da
China, Nigéria e outros paises em desenvolvim&SARKER e NAHAR, 2007).

2.1.3 A descoberta de medicamentos e os produtogunais
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Na ciéncia moderna estao inseridos varios conceitn®s postulados e suas evolugdes, e
num dos mais recentes, destaca-se aqueles quedestamente ligados a descoberta de novas
drogas, e que essa constatacdo na realidade,ntefexeessas novas drogas remonta muitos
séculos, e tem suas origens na natureza, quarsigyeshumanos na busca incessante para a cura
das doencas, se voltaram para aquilo que a Maerddatypode oferecer, e, descobriram
moléculas de drogas com propriedades terapéuticasag singularidades. Portanto, o termo
produto natural tornou-se quase que um sindnim@ pam o conceito de descobrimento de
novas drogas. Nos processos da descoberta, pesqdesenvolvimento das drogas modernas,
aquilo que caracterizamos como sendo os produtaxigem natural, tem desempenhado um
papel importante na fase inicial da descobertaseja, na descoberta da molécula natural que
apresenta o principio ativo (determinada por vapiognsaios), que em si ou 0sS seus analogos
estruturais poderar ser candidato a um farmacasareddeal (SARKER; NAHAR, 2007).

Na importancia dos produtos naturais, podemos chsta sua representatividade como
uma reserva e fonte na bioprospeccéo e producéovdes drogas, para fins terapéuticos. Pode-se
estimar que 61% das 877 pequenas novas entidadegas de moléculas introduzidas como
drogas em todo o mundo, entre os anos de 1981-pod2m ser rastreadas, correlacionadas ou
foram desenvolvidas a partir da sua origem advitodaprodutos naturais, onde 6% sao produtos
naturais, 27% derivados de produtos naturais, 5S5fipostos sintéticos derivados de produtos
naturais e 23% compostos sintéticos concebidosbas® no conhecimento adquirido a partir de
um produto natural, ou seja, um mimico do prodw@ttunmal, e, em sinergia com 0 mesmo. Em
algumas areas terapéuticas, a contribuicdo de fm®daturais € ainda maior, como por exemplo,
cerca de 78% das drogas candidatas ao tratamditiaceariano, ou com atividade bactericida, e
74% das drogas canditada ao tratamento do canceelaeionadas com sua atividade
anticarcinogénica, sao provenientes dos produtoactegizados como naturais ou analogos
estruturais de produtos naturais. Em 2000, cerd@gDée de todas as drogas em ensaios clinicos
para a multiplicidade de tipos de cancer eram dgews naturais. Em 2001, oito dos 30
medicamentos mais vendidos eram produtos naturaisderivados de produtos naturais,
classificados por sua origem, em fitoterapicosstaseoito drogas juntas totalizaram 16 bilhdes de
dolares em vendas (SARKER; NAHAR, 2007).
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2.1.4 A descoberta da droga a partir de produtos riarais: a maneira tradicional

Por meio do método tradicional, a descoberta deaswalrogas a partir de produtos
naturais, extratos brutos alvos de drogas saaltesta no caso de uma resposta positiva, ou seja,
qualquer evidéncia de atividade, o extrato é fremilo e o0 composto ativo € isolado e
identificado. Cada passo do fracionamento e dansehto geralmente é guiado por bioensaios, e
0 processo é chamado de isolamento guiado por da@men A Figura 1 apresenta uma visédo
geral do processo tradicional de descoberta deadragpartir de produtos naturais (SARKER,;

NAHAR, 2007).

‘ - -
&£ Material de origem ooy Extrato (5) DRSO g g () ative (2
SF  Ex.:Plantas agao
Fracionamento | |
Cromatogrifico
S s : Bioensaio . ;
Fracio (6es) ativa (s) Fragdes cromatogrificas
Isolamento e Purificacio _,l- ..JJ...J]_._ | 1
Compostos Isolados Hoensato Composto (s) ativo (s)
Identificacio por Técnicas | Espectroscopicas
T | ' h |
Ex:UV,IV, MS5,RMN;
Compostos Identificados Bi =i Composto (s) Bioativo Identificado

Figura 1. Método tradicional da descoberta de drogas arph$i produtos naturais
Fonte: SARKER; NAHAR, 2007 (adaptado)

2.1.5 A descoberta da droga a partir de produtos narais: os processos modernos
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O desenvolvimento de pesquisas cujo escopo egdalhiado na busca de novidades, e,
em se tratando de esséncias e fracOes volateidcgsimioativas, tem-se adotado de maneira
singular e silenciosa, algumas inovacdes técnicaso o uso da quimica combinatoria,
permitindo a aplicacdo de novos arranjos e perriggcobtendo desta maneira, um maior
portifolio e quantidade de substancias. A partir diavés desta inovacao tecnoldgica, as reacdes
ocorrem em diversas etapas, podendo acontecer @elpsou em misturas, a partir de poucos
reagentes. Os produtos reacionais resultantes cdbiracdes aleatérias dos reagentes e,
portanto, uma grande variedade de novas composigiescamente viaveis pode ser elaborada
(VIEGAS JR, BOLZANI e BARREIRO, 2006).

Concomitantemente, também eclodiu a evolugcdo e apagacdo dos métodos de
“screening” biologicos automatizados (“high thropgh screening’— HTS), que passaram a
consentir a possibilidade de uma avaliagéwitro de milhares de substancias por experimento.
Estes procedimentos, dada a sua capacidade enduepros métodos exatos, e por sua vez,
empregados de maneira simultdnea e sincronizadajtpm a identificacdo de novos compostos
dotados da habilidade em interagirem com os al@péuticos ensaiados em escala,
inicialmente, micromolar e, atualmente, nanomo@abe mencionar que gragas ao emprego
destas metodologias e engenhosidades combinadgis sutermo “hit”, definindo uma nova
substancia identificada pelo emprego destas egimaféisto €, ativan vitro sobre um alvo
determinado, na escala indicada (VIEGAS JR, BOLZ&EANBARREIRO, 2006).Com o intuito
de adicionar e introduzir os produtos naturais proagramas HTS modernos, uma biblioteca de
produtos naturais (uma colecdo de produtos natwtesseplicado) precisa ser elaborado e
arquitetado. Podemos, caracterizar a desreplicagioo processo no qual se pode extinguir a
reincidéncia ou o re-isolamento de compostos anélogarecidos ou equivalentes a partir de
extratos que se divergem. Um numero de técnicabioaiias € utilizado para desreplicacao, por
exemplo, LC-PDA (cromatografia liquida com detedter arranjo de foto-diodos), LC-MS
(cromatografia liquida acoplada ao espectrometrmalesas.) e LC-NMR (cromatografia liquida
acoplada a ressonancia magneética nuclear) (SARKERIAR, 2007).

A Figura 2 apresenta uma visdo geral do processtenwode descoberta de drogas a

partir de produtos naturais.
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Figura 2. Método moderno da descoberta de drogas a pastipaiutos naturais
Fonte: SARKER; NAHAR, 2007 (adaptado)

2.1.6 Metabolismo secundério

A presenca dos metabdlitos secundarios demonseaeta a especificidade singular de
uma determinada espécie em termos quimicos e s@ongaveis por inUmeras funcdes na
protecdo, desenvolvimento e interacdo com o meimete. Os metabdlitos secundarios mais
representativos sdo os terpenos e terpendidedcaldides e os compostos fendlicos (SILVA
JUNIOR, 2013).

Predominantemente, a classificacdo dos terpendd, disetamente ligada com a
guantidade de atomos de carbono existente nagstraturas quimicas de 5, 10, 15, 20, 30 e 40.

Ocasionalmente, toda vez que na sua constituicBforroacional esta contida a molécula de
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oxigénio, estes sdo denominados de terpendidedo%esim, pode-se dizer que existem mais de
20.000 terpenos e terpendides conhecidos, prodiipiolovegetais e outros organismos terrestres
e marinhos, inclusive animais, fungos e bactésam diversidade estrutural é tdo ampla que
podem ser encontrados compostos com 5, 10, 153@0u 40 atomos de carbono. Séo
conhecidos, respectivamente, coimemi, monq sesqui di, tri e tetraterpenos com as mais
distintas formulagbes estruturais, apresentanderatifes constituintes. Logo, alguns sé&o
identificados como hidrocarbonetos simples, outcostém em sua estrutura oxigénio ou
nitrogénio ligado as cadeias de carbono. Muitos atespenos e sesquiterpenos, por serem
compostos volateis, compdem os 6leos essen@HIYA JUNIOR, 2013).

Inicialmente, os metabdlitos caracterizados comealéides, apresentam-se como
compostos nitrogenados que podem ser encontradoseess Vvivos de origem microbiana,
vegetal ou de animais, tanto terrestres quantonmasi Muitos sdo reconhecidos através do seu
paladar, sendo pelo sabor amargo e por suas pitefgee basicas (de alcali), apesar de ndo serem
caracteristicas comuns a todos 0os compostos dastecBoa parte desta familia € derivada de
aminoacidos e assim como 0s terpenos constitui classe ampla e diversificada em termos
estruturais. Servindo como exemplo de alcaléideBsps a morfina, obtida da papoula, a cocaina,
obtida da folha da coca, a cafeina, estimulantergrado no café, a nicotina, isolada do tabaco, e
a atropina, isolada da beladona (SILVA JUNIOR, 3013

Os compostos fendlicos apresentam uma grande wadeeckstrutural e tem por
caracteristica a presenca de um grupamento hidr@xXiiH) ligado a um anel aromatico. Neste
grupo estado presentes os flavonoides, presenteaaimlo das plantas, a exemplo da quercetina
gue é encontrada nas cascas das frutas; os taguspnferem sabor adstringente as folhas de
plantas lenhosas, como o &cido digdlico; as lignireuperadas apenas pela celulose em
abundéancia na natureza, sdo polimeros que confiegéez, resisténcia e impermeabilidade a
parede celular de plantas (SILVA JUNIOR, 2013).

2.2 Copaifera multijuga Hayne

A familia Leguminosae esta representada por cexc@50 géneros e aproximadamente

18.000 espécies. E uma das maiores familias dagileitdneas, e encontra-se amplamente
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distribuida em todo mundo, ocupando todos os Habitdém de ser dotada de expressiva
importancia econdémica. As sementes, os legumegyvgead folhas, as raizes e as flores de muitas
Leguminosae fornecem alimentos ricos em proteimaia ps homens e animais. Alguns dos
melhores copais ou resinas viscosas, largamentasise producao de vernizes, tintas e lacas,
sao produzidos de arvores de Leguminosae, especisdndos génerddymenaeae Copaifera

As Leguminosae sdo também usadas como plantas inaslicinseticidas, condimentos,
aromatizantes e varios outros empregos na culiGatsIEIDA, 2009).

A subfamilia botanica das Caesalpinioideae perteacéamilia das Leguminosae,
contando com aproximadamente 154 géneros e 2.@@@ies. Trata-se de um grupo pantropical,
ou seja, sendo caracterizados pela sua ocorrémc@iversos tipos de habitats, e, apresentando
uma grande variabilidade de estruturas reprodugvasgetativas. Dentro das Leguminosae, a
subfamilia Caesalpinioideae tem sido tratada commig primitiva e a menos entendida até o
momento. A maioria dos géneros encontra-se nogt®pna Africa, América e Sudeste da Asia,
com grande ocorréncia no Brasil, para onde fordadas cerca de 790 espécies (ALMEIDA,
2009).

O nome do géner@opaiferg deriva de uma combinacdo de palavras da lingpia tu
comumente usada para descrever a resina da ae/egpédiba “Copai” e o termo do latim “fero”
gue siginifica carrega ou produzir. Estas arvoées ®nhecidas popularmente, como copaibeira
ou pau d'éleo, e sdo adaptadas a uma grande vaéeiedia ambientes. Sendo por sua vez,
distribuidas em floresta de terra firme, terragadas, margens de lagos e igarapés da bacia
Amazonica e nas matas do Cerrado do Brasil Ce@é&al.encontradas tanto em solos arenosos
como argilosos e, geralmente seus espécimes adutpam o dossel da floresta ou emergem
ocasionalmente. O génefdopaiferaé formado por 72 espécies, sendo 16 nativas dsilBra
ocorrendo no norte da America do Sul, principalmerds regides Amazoénica e Cerrado. Entre
as espécies mais abundantes destaca@-s#ficinalis L., C. guianensisDesf., C. reticulata
Ducke, C. multijugaHayne,C. confertifloraBth., C. langsdorffiiDesf.,C. coriaceaMart., C.
cearensisHuber ex Ducke. Entretanto, oito espécies do gé@epaiferg estdo distribuidas na
Floresta Amazoénica Brasileir&,. glycycarpaDucke,C. guyanensi®esf.,C. martii Hayne,C.
multijuga Hayne, C. paupera(Herzog) Dwyer,C. piresii Ducke, C. pubiflora Benth eC.
reticulata Ducke. Economicamente e muito viavel, o gérigopaiferaé importante tanto a nivel

comercial quanto industrial. As espécies destergés@&o em geral arvores de alto porte, casca
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aromética, folhagem densa, flores pequenas, fratw®s, do tipo vagem monospérmica e
deiscente. As sementes sdo de cor preta, ovoides, wrn arilo amarelo rico em lipideos
(ALMEIDA, 20009).

A C. multijugaHayne, é caracterizada por ser uma arvore de gnaorte (Figura 03), sua
distribuicdo geogréfica vai desde Amazonia centoakstado do Para, até o extremo ocidental
nos estados do Amazonas e Rondobnia, estendendda, até o sudoeste da Amazobnia, no
estado de Mato Grosso do Sul. Estas arvores potlegarc até 30 metros de altura. Em se
tratando daC. multijugaHayne, sua floragdo ocorre entre janeiro e abalfeutificagdo entre
mar¢o e agosto. O Oleo-resina extraido do troncoogaiba, quanto ao aspecto biolégico, é um
produto secundario e como tal, ndo faz parte doaloésmo primario. Desta forma, é
considerado um produto de excrecdo ou de desimigikicque funciona como defesa da arvore
contra animais, fungos e bactérias. O Oleo é erammtno interior do tronco, em canais
secretores, na regido cortical dos caules, porgposios de modo que se prolongam até o lenho,
onde existem em notéavel abundancia, formando hdiste 6leo é utilizado popularmente como
antiinflamatorio, antiasméatico, antiulcerogénico,xpectorante, analgésico, anestésico,
bactericida, anti-séptico e para o tratamento deisge, disenteria, bronquites, infeccfes
broncopulmonares, mordida de cobra, doencas umd@ino combate de diferentes tipos de
cancer. Sendo aplicado e administrado pela viaretbre as feridas muito inflamadas como a
psoriase, urticarias, ulceras e todos os tiposedeatoses. Ainda, segundo informagéo popular,
0 6leo de copaiba € utilizado no combate ao mahagas e a leishmaniose, doencas que
atingem mais de oito milhdes de brasileiros e eoa quais ndo existem ainda drogas eficazes
(ALMEIDA, 20009).
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Figura 3. Copaifera multijugadayne: (A) tronco da arvore adulta; (B) folhasgos e

adultas. Foto: Thiago César Moreira

2.2.1 Fitoquimica daCopaifera multijuga Hayne

Podemos evidenciar véarios fatores que podem coitiilara a composi¢éo, a concentragdo e o perdentua
dos constituintes quimicos do dleo essencial deegetal, e, entre estes fatores encontra-se asitlade genética,
o habitat e os tratos culturais. A fragmentacabatutat € a reducdo de uma &rea continua de habéatua divisdo
em fragmentos apresenta maior quantidade de bardgud o habitat original. O principal efeito de dmoré a
alteracdo do microclima, caracterizada pelo aumdat@enetracdo de luz, temperatura, vento e umidddes
diferencas no microclima podem influenciar sobrgeaminacgéo, predacao, herbivoria e crescimentotabgks
plantas respondem, aos predadores, produzindo dfisdabsecundarios, os quais sao capazes de prlategi
herbivoria, e a0 mesmo tempo, a capacidade dea alhizadores. Quanto a sua composi¢do quimica#leo
resina e do Oleo essencial é constituida, printipate, por sesquiterpenos e &cidos diterpénicagmpoha

concentracdes diferenciadas entre as espécies (NDME009).

2.3 Oleos Essenciais

Os compostos aromaticos volateis, caracterizadasoc@leos essenciais (OES),

correspondem aos produtos naturais de plantas atelgrinteresse e entre outras qualidades
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possuem diversas propriedades biolégicas. O tewddyico” compreende todas as atividades
gue estas misturas de compostos organicos vol@ereipalmente mono e sesquiterpenoids,
benzendides, fenilpropandides, etc.) exercem sobreeres humanos, animais e outras plantas
(BASER e BUCHBAUER, 2009). Os OEs sdo menos demgsosais VvisCOS0S que a agua a
temperatura ambiente, podendo ser extraidos a gartima grande variedade de plantas, sendo
normalmente encontrados, em baixas concentrac@des,gl@ndulas especiais da planta,
denominadas tricomas (SILVEIRA, 2012).

No que diz respeito aos OEs, séo definidos comgostas naturais complexos, sendo
determinados de maneira singular através de une fodor e sdo sintetizado por plantas
aroméaticas como metabolitos secundarios. Eles sdnatmente obtidos por arraste a vapor ou
hidro-destilacao, técnica desenvolvida pela primeéz na Idade Média pelos arabes. Conhecido
por suas propriedades antissépticas, ou seja,ricatde virucida e fungicida, e também pela sua
fragrancia e pelas propriedades medicinais, os €lEs sdo utilizados na preservagdo de
alimentos, como antimicrobianos, analgésicos, sexat medicamentos anti-inflamatorios,
anestésicos locais e espasmolitico (BAKKAt lal, 2008).

Nos ecossistemas e na natureza, os Oleos essatesaisipenham um papel importante
na protecdo das plantas como antibacterianos,iranivantifingicos, insecticidas e também
contra herbivoros, reduzindo a predilecdo porgkiatas. Outrossim, eles também podem atrair
alguns insetos para favorecer a dispersdo de molementes, ou repelir insetos indesejaveis
(BAKKALI et al, 2008).

Os o6leos essenciais sdo extraidos de diversaaplarimaticas, geralmente localizadas
em paises de clima temperado e tropicais, onde refggsentam uma parte importante da
farmacopéia tradicional. Os OEs podem ser sinthzapor todos os 6érgdos e estruturas
morfofuncionais da planta, ou seja, brotos, flofelhas, caules, galhos, sementes, frutas, raizes,
talos, madeira ou casca, e sdo armazenados enasc&actretoras, células epidérmicas ou
tricomas glandulares (BAKKALEet al, 2008).

No que se refere aos métodos para a extragcéo eos ésenciais, diversas metodologias
se destacam, e, o produto da extracdo pode vanigualidade, ja quanto ao seu rendimento, 0
associamos ao volume e quantidade. No que segfigite a sua composicao, esta pode variar de

acordo com o clima, composicao do solo, 6rgdo datp) idade e estagio do ciclo vegetativo.
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Assim, a fim de se obter 6leos essenciais de caggmsonstante, 0 mesmo tem de ser extraido
sob as mesmas condicfes, ou seja, a partir do mésgAo da planta que tenha crescido no
mesmo solo, sob 0 mesmo clima e na mesma estagaonika mais utilizada para identificacao
dos componentes presentes nos OEs tem sido porattgrafia em fase gasosa e analise de
espectrometria de mas@®@AKKALI et al, 2008).

2.3.1 Métodos de obtencéo de Oleos Essenciais

Na atualidade, existem vérias técnicas de extralidOEsS, onde podemos citar a
hidrodestilagdo, a destilacdo a vapor, a extragiics@ventes organicos, a extracdo com fluido
supercritico, dentre outros.

2.3.1.1 Hidrodestilagéo

A extragdo por hidrodestilacdo é caracterizadospoum meétodo antigo, simples, viavel
e barato, onde o material vegetal permanece emtootim a dgua em ebulicdo, o vapor forca a
abertura das paredes celulares e ocorre a evapatagdleo que esta entre as células da planta.
A mistura de 6leo e agua em forma de vapor passaumocondensador, onde ocorre seu
resfriamento, formando duas fases liquidas imisivgie podem ser separadas. Na extracdo de

OE em pequena escala a partir do método de hidilagés € empregado o aparelho tipo
Clevenger acoplado a um balédo de vidro sobre unmana@uecedora (SILVEIRA, 2012).

2.3.1.2 Destilagao por arraste a vapor

Neste processo, a destilacdo por arraste a vapana operacdo unitaria, utilizada
principalmente para materiais sensiveis a tempa;agando baseada na diferenca de volatilidade

de determinados compostos presentes na matéria-pegetal. Na extracdo por arraste a vapor
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utiliza-se uma caldeira para geracdo de vapor, xtnater (destilador), onde sera colocada a
matéria prima de onde serd extraido o 6leo, um eswatior e um frasco de coleta (vaso
florentino). O vapor € percolado através do lei® sblidos, no interior do vaso extrator,
arrastando o 6leo essencial. A mistura vapor-&goies entdo para o condensador, onde ocorre a
mudanca de fase. O condensado é alimentado nofleasotino, onde ocorre a separagcao das
fases. Posteriormente o 6leo essencial é envasadadro ambar e mantido em local abrigado

de temperaturas elevadas e luminosidade (SILVEIRA2).

2.3.1.3 Extragédo por solventes organicos

O processo de extracdo utilizando solventes organmesume em atribuir, e colocar um
solvente em contato com a matriz vegetal duranteintenvalo de tempo suficiente para que
ocorra a transferéncia dos constituintes solivesentes na planta, e em seguida efetua-se a
separacdo das fases sélida e liquida. O Oleo éooptila evaporacédo do solvente presente na fase
liquida. Os solventes mais comumente utilizadoshe®@ano, benzeno, metanol, etanol, propanol,
acetona, pentano e diversos solventes cloradogs-smgreferéncia por solventes apolares. As
principais caracteristicas que o solvente deveder a seletividade, uma baixa temperatura de
ebulicdo, ser quimicamente inerte e possuir um dbaiMsto. Na contramo deste, a sua
desvantagem neste método é que, junto com o 6sEmaal, o solvente também retira ceras e
pigmentos da matéria prima, que sao caracterizeoim® contaminantes do 6Oleo (SILVEIRA,
2012).

2.3.1.4 Extragdo com fluido supercritico

Inicialmente, através da elevacdo da temperatyeesséo, devidamente representadas
pelo ponto critico, os gases ndo mais podem sgfkgos, e, isso ocorre em funcdo do aumento
da densidade, onde passam para o que alguns gamsidm estado intermediario entre o liquido

€ 0 gasoso: tornando-se "supercriticos" e pode&oagir em parte como solventes. A extracao
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por fluidos supercriticos apresenta a caractegistecc meio extrator ser um gas, entretanto, este
apresentard uma elevada densidade de modo queguenselevar as suas interacdes polares, e
com isso, a seletividade do poder extrativo é maitis intensa comparando — se a um gas
comum e a difusdo de outras substancias nele, s@® meduzidas (MAUL, WASICKY e
BACCHI, 1996).

Na extracao por fluido supercritico, 0 materialea extraido € colocado num recipiente
cilindrico com bases porosas e em seguida é calogadcamara de extracdo. Seleciona-se a
temperatura e a presséao ideias para o materiatiéspea ser extraido e para o produto final
desejado. Circula-se 0 gas supercritico atravésaterial contido na camara de extracao até a
completa dissolugcéo das fracdes desejadas. Apopletamo ciclo de extracdo, transfere-se a
solucdo para um separador, onde a pressdao € mafi@mlgo do ponto critico. O fluido
supercritico entdo passa para o estado gasosoidanget a pressao diminui tornando possivel a

precipitacdo do soluto que em seguida sera coléMAtL, WASICKY e BACCHI, 1996).
2.3.1.5 Calculo do rendimento (%) do Oleo Essencial

O rendimento do Oleo essencial extraido pode senlado com base na matéria seca ou
base livre de umidade (BLU) e na matéria Umidaasehimida (BU), onde o método que utiliza
a matéria seca € um método padronizado, podendepido a qualquer momento, j& o método
BU é impreciso, ndo apresenta repetibilidade ezradgrandes desvios em virtude de que néo se
pode levar em conta a verdadeira quantidade deassarseca utilizada (ALMEIDA, 2009).

No calculo do rendimento da extracdo de Oleo esdandizando o método BLU, temos

a seguinte equacao:

v
TO = B—_{Eﬂu—u}x 100 (1)
m oo

onde,
TO = teor de 6leo (mL de 6leo essencial em 100 biaimassa seca) ou rendimento de extracao
(%).
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Vo = volume de 6leo extraido (ml), lido diretamengeescala do tubo separador.

Bm = biomassa aérea vegetal (folhas e ramos finosjjda em gramas.

(—BE’; ”) = quantidade de umidade ou agua presente na biamass

B, — (ﬁ—’;”) = quantidade de biomassa seca, isenta de agiaedéd umidade.

100 = fator de converséo para porcentagem.
O valor calculado por essa equacdo expresso emergagem corresponde ao
volume/massa (mL de 6leo essencial por 100 g dmdsea seca), indicando o teor de 6leo

contido na biomassa seca.

2.4 Emulsdes

Podemos afirmar e caracterizar uma emulsédo, quaedobserva a mistura entre dois
liquidos imisciveis, nessas condicOes existe aétarid para um dos liquidos tornarem-se
disperso no outro, na forma de finos globulos rio de outro liquido, desde que haja alguma
forca mecéanica atuando. Mas quando retirada esta,fos dois liquidos puros irdo se separar.
Logo, denomina-se emulséo aos sistemas que asssiatem por um periodo de tempo razoavel
(poucos segundos a varios anos), e, de certo nfardoando uma mistura estavel (BURGUERA
e BURGUERA, 2012). Sendo assim, torna-se maisegssante para muitas aplicagdes que na
emulsdo possa existir uma estabilidade por um lopgdodo de tempo; outras vezes, é
necessario reduzir sua estabilidade para que Sejaebradas” em alguns processos dinamicos,
onde as mesmas causam problemas (Figura 4). Eldéimaca-se que uma emulsdo possui duas
fases, a fase dispersa é chamada fase internase adntinua é chamada fase externa. Assim
sendo, atribui-se de maneira usual como sisteneagagua (O/A), quando a fase interna néo é a
agua, sendo esta a fase continua. O inverso &msisigua/éleo (A/O), deixando claro que nesta
linguagem considera-se “0leo” praticamente todoBgusdos hidrofébicos ndo polares e “agua”
os liquidos hidrofilicos altamente polares (PONZRDQ6). Inicialmente, as fases 6leo e agua
seriam compostas de apenas de uma substancia adaisima das fases costuma conter varios

“componentes”. Existe também outro tipo de emulsGeamadas emulsbes multiplas, sdo
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sistemas designados emulsfes de emulsBes. Nestesas, as goticulas da fase dispersa
também contém goticulas menores dispersas derna® RONZIO, 2006).

Y,
b @m

@ @
"o

Figura 4. Emulséo de um liquido disperso em outro. O digpeesé um tensoativo, um polimero

ou um po que apresenta propriedades de um e autrpanente.

Em conformidade e consenso daquilo que se disentende-se que as emulsdes podem
se classificadas de acordo com a sua estrutura RI¥et al, 2004). Isso ocorre da seguinte
forma :

* Macroemulsaa apresentam normalmente uma faixa de tamanholdg &ym, com uma

média de 1-2 mm;

* Nanoemulsdes apresentam geralmente uma gama de tamanhos d€02Gim.

Semelhante a macroemulsdes, eles sdo apenasanmenie estavel;

* Emulsdes micelares ou microemulséegstas geralmente tém a faixa de tamanho de 5-

50 nm e séo termodinamicamente estaveis;

* Duplas e Mdltiplas emulsdes sdo as emulsBes-de-emulsdes, com sistemas A/O/A e

O/A/O.

» Emulsdes mistasestes sistemas sao constituidos por duas gdemerdes dispersas que

nao se misturam de uma forma continua.
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2.4.1 Nanoemulsdes

Podemos atribuir que uma nanoemulsédo, pode seeitoada e imputada como uma
emulsdo convencional, desde que nela contenhaniciypast mindsculas. As nanoemulsdes
podem ser do tipo 6leo-em-agua (O/A) ou agua-em-#¢£0). Uma nanoemulsédo 6leo-em-agua
€ definida como uma dispersdo coloidal termodinamante instavel, consistindo de dois
liquidos imisciveis, com um dos liquidos a ser elisp como pequenas gotas esféricas (r <100
nm) em outro liquido (MCCLEMENTS, 2012).

Daquilo que pertence aos sistemas de entrega a@pidom base nas nanoemulsoes,
encontra-se cada vez mais utilizados nas industeadimentos e farmacéuticas para encapsular,
proteger e entregar componentes lipofilicos bioatigSMITH, 2012). O pequeno tamanho das
particulas nestes tipos de sistemas de entreghO0 mm) significa que eles tém uma série de
vantagens potenciais para certas aplicacfes: raatabilidade em longo prazo; alta claridade
Optica e aumento da biodisponibilidade (MCCLEMENZ812).

Abaixo estéo listadas algumas propriedades daselransdes que a tornam de grande
interesse em diversas aplicacoes:

« Demonstram e apresentam uma grande reducdo no dieiforca da gravidade e do
movimento Browniano. Isto significa que ndo havaemacao ou sedimentagcdo durante
0 armazenamento, o0 que ocorre frequentemente nasoenaulsbes. Chama-se de
cremacédo a separacdo dos componentes da emuls@odas densidade da fase oleosa e
aquosa. A cremacdo é um processo considerado jadelseA sedimentacdo ocorre
quando as goticulas dispersas se precipitam deypidsentar uma densidade maior que a
fase continua (SMITH, 2012);

* Procura evitar a floculagéo, ou seja, permite atesia a permanéncia da dispersdo sem
que haja separacdo de fases. A floculacdo refeemgarocesso em que dois ou mais
conjuntos de goticulas comportam-se cineticamem@oc uma unidade, porém as
goticulas individuais conservam a sua identidad& T8I, 2012);

» Este se reguarda na tentativa de evitar a coalscéma vez que as gotas nao sao

deformaveis e ndo exite flutuacbes na superficie.comlescéncia é a colisdo e
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consequentemente a fusédo irreversivel de duas gaasim sucessivamente onde o fim
da coalescéncia é a completa separacao de faséEHSR012);

» Permite depositar os substratos uniformemente lea pe

» Permite penetrecdo através da superficie da petiarao na entrada dos compostos
ativos;

» Permite uma rapida penetracdo dos compostos atexdo a grande area superficial de
contato.
Na Figura 5 estdo representados os processos magde, sedimentacao, fleculagdo e

coalescéncia. Esses processos conduzem a insddbili® uma emuls§SANTOS, 2011)

Cremacio Sedimentagio

Figura 5. Processos que conduzem a instabilidade de uma&onul
Fonte: (SANTOS, 2011)

2.4.1.1 Formagéo das nanoemulsdes

No caso das nanoemulsdes, resume-se com base st@masique ndo se encontra em
equilibrio termodinamico, a formacdo das mesmaseieq aplicacdo de energia. Esta energia
pode ser administrada através de equipamentos esau pelo potencial quimico inerente dos
componentes (SOLANS al, 2005).

Entretanto, considera-se que a quantidade de enesgiessaria para a formacdo das
nanoemulsdes € varidvel. Existe uma area de igeesid que estuda a formacdo de
nanoemulsdes de baixa energia (CANNON, 2000).
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2.4.1.2 Diagrama Ternario

O diagrama ternario € método util quando se estustariacdo de trés grandezas. No
estudo da formulacdo da nanoemulsdo onde ha vasialz@ quantidade de agua, em se tratando
de dleo e tensoativo, considera-se Util o uso deliagrama ternario (de fase) para selecionar a
relacdo adequada dos mesmos. Este procediment@rgim@m um meio sistematico para
aperfeicoar a formulagdo de uma emulsao. O diagtamario é representado no plano como um
triangulo equilatero, onde os trés constituintes si@nétricos. Os trés vértices do triangulo
correspondem a 100% dos constituintes: Oleo, t¢énesae agua. O vértice superior representa
100% de tensoativos, o inferior direito, 100% deefaleosa e o inferior esquerdo, 100% de fase
aquosa. Na Figura 6, para determinar as concepesal® cada constituinte no ponto M, deve-se
tracar sucessivamente por este ponto as paraletak@os opostos aos vértices 100% de cada
constituinte (TREGUIERt al, 1975).

100 0

Tensoativos
Fase Oleosa

100 A 0

Fase Aquosa

Figura 6. Representacédo do Diagrama Ternario.
Fonte: (TREGUIERet al, 1975).

2.4.2 Métodos de emulsificacdo

Portanto, destaca-se a existéncia de trés meétodespgdem ser aplicados para a
preparacdo de nanoemulsdes. Para que isso ocaliesmtamos a utilizacdo de alta pressao de
homogeneizacdo, homogeneizacéo ultrassbnica e amde temperatura de inversdo de fases
(PIT).
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2.4.2.1 Homogeneizadores de alta pressao

Para tanto, os homogeneizadores de alta pressaunwtioutilizados na industria para a
preparacdo de nanoemulsdes (SOLA&tSal, 2005). Geralmente trabalham num intervalo de
pressdo que vai de 50 a 100 MPa. Recentementeeteapsrtado o uso de um instrumento que
alcanca pressoes de 350 MPa. No entanto, as psesté® ndo podem ser utilizadas para todo
tipo de nanoemulsbes, por exemplo, os sistemas A utilizam metilcelulose como um
emulsionante sé podera ser estabilizado com um gensizador de baixaa pressao (150 MPa)
pois devido ao forte fluxo de elongacédo produzigwessdes mais altas promovem a degradacéo

irreversiveis das moléculas de cadeia longa (SOLANS, 2005).

2.4.2.2Emulsificacdo ultrassodnica

Na metodologia e procedimento inseridos na técdeaemulsificacdo ultrassbnica é
muito eficiente na reducéo do tamanho das goticafdsetanto, para a sua utilizagédo aplica-se de
maneira apropiada para lotes pequenos. Um recesiaaenento no modo da preparacdo de
nanoemulsdes poliméricas demonstrou que a efigiédoi processo de dispersdo, depende
fortemente do tempo de ultrassonicacao a diferentgsditudes, e, que quanto mais hidrofébico
se encontra o mondmero, consequentemente, maiar sdempo de sonicacdo requerido
(CANNON, 2000).

O ultrassom pode ser utilizado para muitas apliesc@&, € considerado um método
alternativo para produzir uma emulsdo. Além daagerm de um menor consumo de energia o
processo por emulsificacéo ultrassonica incluiilizatdo de menos surfactante e a producao de
uma emulsdo mais homogénea comparando-se com waspoo mecanico (CUCHEVAL e
CHOW, 2008).

2.4.2.3 Método de temperatura de inverséo de fas@gaT)
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O método de inversado de fases por temperatura,dm@bl introduzido por Shinoda e
Saito, (1968) é amplamente usado na industria. Est@oto se baseia em formar a emulsédo
utilizando uma mudanga brusca de temperatura. Nenmen seu uso esta limitado a sistemas
formulados com sufactantes ndo idnicos do tipoiktdx, os quais sofrem variacbes de seu
balanco hidrofilico-lipofilico com a temperaturaj seja, a temperaturas inferiores a temperatura
de inversdo de fases se formam nanoemulsbes Ol€mea) enquanto que as temperaturas

superiores, as mesmas se formam em nanoemuls@esgaleo (POLETT@t al, 2010).

2.4.3Estabilidade das nanoemulsbes

Do ponto de vista termodinamico, em um sistemasiuita a fase dispersa consiste de
goticulas nanoscoépicas, usualmente com um interdaldamanho menor que 100 nm de
diametro, tais dispersées nunca sdo completamestéeés no sentido absoluto, porque a
interface entre as fases € o lugar de energia $iperficial, e se duas goticulas estéo juntas ha
uma reducdo liquida na &rea interfacial.

As nanoemulsdes sao sistemas instaveis devidordatoentre as moléculas de agua e
do 6leo ndo serem favoraveis termodindmicamentelavia, a variacdo de energia livre
associada com a formacdo da nanoemulsdo deternginam& nanoemulsdo é ou nao
termodindmicamente estavel, porém ndo dar uma ag@lic da velocidade com que as
propriedades de uma nanoemulsdo variam atravésmmte nem o tipo de variagdes que podem
ocorrer, ou 0s mecanismos fisicos responsaveiegtas mudancgas.

A informagé&o sobre a dependéncia do tempo na bdtal# de nanoemulsées é um dado
particularmente importante para as pesquisas ememtos, farmacos e cosméticos, pois
necessitam criar produtos que retenham suas pdegdes desejaveis por um tempo
suficientemente longo sob uma variedade de difesecvndicbes ambientais. Por esta razéo, os
investigadores se interessam mais na estabilidadiioa das nanoemulsdes do que em sua
estabilidade termodindmica (MCCLEMENTS, 2012).
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A importancia dos efeitos cinéticos se destacapatparar a estabilidade em longo prazo
das emulsdes com a mesma composi¢ao, porém corandée tamanhos de gota. Uma emulséo
gue contem gotas pequenas usualmente tem uma widéode pratiléira (maior estabilidade
cinética) que uma que contenha gotas grandes, girglaeja mais instavel termodinamicamente
(porque tem uma éarea interfacial maior) (MCCLEMENZ2812).

Apesar do fato das nanoemulsdes existirem em weda@sermodinamicamente instavel,
as mesmas permanecem cinéticamente estaveis (the&ass por meses ou inclusive anos
(TADROSet al, 2004).

Conceitualmente, a estabilidade cinética de umaperanlsdo pode ser atribuida a
presenca de uma barreira energética entre dois r@nergéticos, isto €, uma energia de ativacao,
a qual deve ser superada antes que se alcanado éstmodindmicamente mais favoravel. Uma
nanoemulsdo que é cineticamente estavel deve taram@rgia de ativacdo significativamente
maior que a energia térmica do sistema. Na reaidasl nanoemulsdes apresentam um numero
diferente de estados metaestaveis, e cada umtdelesua propria energia de ativacado. Assim,
uma nanoemulsdo pode moversse de um estado methestédutro antes de alcancar sua
estabilidade termodinamica.

Uma nanoemulsdo cineticamente estavel (metaesta@&edquela na qual ndo se
apresentam alteracdes significativas na distribw@damanho das gotas, em seu estado de
agregacao, ou em seu arranjo espacial na escatangpm de observacao. Esta escala de tempo
pode variar de meses a anos dependendo da sifiAC3ONSON, 2003).

A estabilidade cinética € um parametro muito ingre¢ nas nanoemulsiones pensadas
para uso comercial, especialmente as elaboradas lib@racdo de farmacos. Algumas das
variaveis importantes a ser monitoradas séo: tamdahgota, viscosidade, potencial zeta e pH
(CANNON, 2000).

2.4.3.1Fatores de estabilidade das nanoemulsdes

O tamanho pequeno das goticulas das nanoemuls@dsreccestabilidade contra a

sedimentacdo (o cremacgdo) porque 0 movimento bemenie, consequentemente a velocidade
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de difusdo sdo mais altos que a velocidade de satligéo induzida pela forca da gravedade
(SOLANS et al, 2005).

Entretanto, o Unico problema de instabilidade dasoeamulsées € o fenédmeno de
maturacao de Ostwald ou difusdo molecular (TADRDS&I, 2004).

2.4.3.2 Fendbmeno de maturacéao de Ostwald

O fendbmeno de maturacdo de Ostwald destaca-secessm pelo qual as gotas grandes
crescem a custa das menores pelo transporte da amg$ase dispersa de uma gota para a outra
através da fase continua intermediaria (MCCLEMENA®E,2).

No caso das nanoemulsdes polidispersas e a difemacsolubilidade entre as gotas
pequenas e as grandes, considera-se o principahiee® de desestabilizacdo das hanoemulsées
(TADROSEet al, 2004).

A existéncia de alguma difusdo presente no conteladéase dispersa, o tamanho das
gotas grande aumentara as custas das pequenasdaada distribuicdo de tamanho aumentara
continuamente. Este efeito fora inicialmente désaifim de elucidar tais eventos que poderiam
vir a acontecer (LIFSHITZ e SLYOZOV, 1961). E demama independente, o mesmo efeito fora
esclarecido e explanado sob um aspecto mais ampima ordem cronoldgica posterior
(WELIN-BERGER e BERGENSTAHL, 2000).

Ao longo dos anos, levantaram-se varias ideologi@®m, uma sugeriu que a adicao de
um componente secundario menos soltvel em aguadisaéuir o fenbmeno de maturacéo de
Ostwald. A difusdo mais lenta do componente seaimtivara a uma distribucdo heterogénea
com as gotas menores enriquecidas no component@smsoilUvel e as gotas maiores
enriquecidas no componente mais soltivel (WELIN-BERG BERGENSTAHL, 2000).

Apesar disso, esta segregacao interna sera opostadinamicamente a pressao osmotica
e atuard para limitar as diferencas entre as gofassteriormente se alcancara o equilibrio. Este
principio tem sido aplicado com sucesso com hiadhbmogetos e em emulsdes com fluoretos de
carbono (WELIN-BERGER e BERGENSTAHL, 2000).
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Logo, acrescentando na forma exata o aditivo selado apropriadamente, a maturacao
de Ostwald pode ser efetivamente eliminada (WELBRBER e BERGENSTAHL, 2000).

2.4.4 Agentes emulsificantes

Uma caracteristica perspicaz e fundamental na fgfimae nanoemulsdes é o uso de
emulsificantes, os quais sdo moléculas com atieidagberficial que se adsorvem na superficie
das gotas durante a homogeneizacdo, formando unmabrawea protetora que previne a
agregacao das gotas e ainda diminuem a tensaofisipena interface. A maioria dos
emulsificantes sdo moléculas anfifilicas, ou segmtem regifes polares e apolares na mesma
molécula (DICKINSON, 2003) como se demonstra naifdg .
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Porcao polar da Porcao apolar da molécula:
molécula: grupamento cauda de hidrocarbonetos
carboxila COOH (também representada por R)

Figura 7. Molécula anfifilica
Fonte - (CONSTANTINO, 1999)

A estabilidade das nanoemulsdes é de vital impoddem aplicacdes industriais. As
caracteristicas desejaveis de um emulsificanterpaaglobam-se nos siguintes pontos:

» Devem reduzir a tenséo interfacial em torno denasicm em emulsdes preparadas com
agitacédo (YUANet al, 2008);

» Devem formar uma pelicula ndo aderente que nadlise quando duas gotas colidam,
nao permitindo a floculacéo ou a coalescéncia (K¥BSBHI et al, 2002);

» Deve ter estrutura molecular especifica com tergdioapolar para atrair a agua ou
terminac&o apolar para atrair o 6leo (SCHRODER H$BERT, 1999);

» Deve ser mais soluvel na fase continua de form#sareerse rapidamente em torno das
gotas da nanoemulséo (BOYD, PARKINSON e SHERMAN,2)9
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* Mostrar capacidade para emulsificar o sistema retpueom pequenas concentracdes de
emulsificante (SONNEVILLE-AUBRUN, SIMONNET e L'ALLRET, 2004);

» Deve ser relativamente econémico, deve ser segudio €dxico (TADROSet al, 2004);

Os mecanismos de instabilidade em uma nanoemulg&@o isfluenciados pela
concentragcdo dos emulsificantes nas fases aquesas, maior grau, pela concentracdo do
emulsificante liposoluvel, a natureza e viscosiddadase oleosa, a natureza e concentracao dos
ingredientes encapsulados na fase aquosa intesgem &omo a adsorcdo de moléculas nas
interfaces (WEN e PAPADOPOULQOS, 2001).

Um fator importante no desenvolvimento de nanoedesl€ o tipo de emulsificante, os
mais comuns sao conhecidos como tensoativos (KOB2tYlAt al, 2002).

Existem diferentes tipos de tensoativos que podegrargdnicos, catidonicos e ndo idnicos.
Os tensoativos nado i6nicos ndo produzem ions emca&wml aquosa e por esta razdo sao
compativeis com qualquer outro tipo, e por isso s&elentes candidatos para formulagbes
complexas que muitas vezes entram em aplicacttsgsréSCHRODER e SCHUBERT, 1999).

Os tensoativos desempenham duas fungbes importaatésrmacdo da nanoemulsao,
pois reduz a tensdo superficial entre o 6leo a dgcilitando a distribuicdo das goticulas e
estabiliza as goticulas contra a coalescenciaag/mgacio (SCHRODER e SCHUBERT, 1999).

Para a elaboracdo de nanoemulsodes € important@amanque os tensoativos devem
ser capazes de formar gotas com um diametro mamrlOnm, e apresentar as seguintes
caracteristicas: o diametro da parte polar (cabdgagnsoactivo deve ser duas vezes menor que
o comprimento da cadéia carbdnica e devem ter uindtitte 8 e 17 (TADROSt al, 2004).

2.4.5 Equilibrio hidrofilico — lipofilico (EHL)

O tensoativo deve ser equilibrado em termos da tprantidade certa de grupos sollveis
em agua e soluveis em 0Oleo que se concentram edace# e, portanto, diminuam a tenséo
superficial. Por conseguinte, o tensoativo devderamma parte hidrofilica e outra lipofilica de

forma equilibrada, de modo que quando inicialmeligperso na fase oleosa ou a fase aquosa,
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migre para a interface e se oriente com o grupmfiiido na agua e o grupo lipofilico na fase
oleosa. Logo, surgiu a necessidade do desenvoltentenuma escala arbitraria de valores que
servem como uma medida de equilibrio hidréfilo filkeo (EHL) dos agentes superficialmente
ativos. Assim, através deste sistema numeérico dieerEHL pode-se definir um intervalo de
maxima eficiéncia para cada espécie ou classendedtivos. Nessa escala, quanto maior o EHL
de um agente mais hidrofilico ele sera (PARKINS@985).

A Tabela 2 apresenta a classificacdo dos agentalsi@oantes que correspondem com
seu EHL (GRIFFIN, 1946).

Tabela 1 Classificacdo dos agentes emulsificantes de acmoh seu EHL

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

10-18 Solubilizantes
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3 Objetivos
3.1. Objetivo Geral

Caracterizar fisico-quimicamente, espectroscopiotane cromatograficamente o 6leo essencial
de folhas da espéci€opaifera multijuga Hayne; submetendo-o a ensaios bioldgicos,
farmacologicos e desenvolver abordagem nanobidiggica mediante nanoemulséo, elucidando

seus principios bioativos e conferindo a essa éspéa uso sustentavel.

3.20Dbjetivos especificos

e Determinar o rendimento médio do OE de CMH extrgioiohidrodestilacdo;

» Caracterizar as propriedades fisico-quimicas (jftliee de refracéo) e espectroscopicas
(UV — Vis e FTIR) do OECMH;

* Quantificar os componentes e metabodlitos do OECpiimeio do CG/MS;

» Obter a nanoemulsédo mais estavel do OECMHN;

» Estudar a viabilidade farmacolégiicavitro, observando o efeito microbioldgico e a
atividade citotoxica do OECMH,;

» Verificar a exequibilidade farmacologicavitro, o desempenho das aplica¢des bioldgicas
guanto a acao citotéxica do OECMH

» Elucidar a atividade bactericida do 6leo essemcdd sistema nanoemulsionado da CMH
in vivoda espéciStaphylococcus auredsT CC 25923;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Balanca eletrénica

Para auxiliar a verificacad do processo de pesadas folhas frescas e secas de
Copaifera multijugaHayne, foi utilizada uma balanca eletrbnica portdarca Ohaus, modelo
CS 2000 Compact Scale, com visor de cristal liqusddoga maxima de 2000 g, sensibilidade de 1
g, reprodutibilidade 1g, campo de tara: a capaeidaddiante subtracdo, tempo de estabilizacéo
<3s.

4.1.2 Estufa Microprocessada de Secagem

Para o processo de secagem das folhas foi utilipada estufa microprocessada de
secagem da marca Quimis, modelo Q317M, a temparautempo controlado, com duas
bandejas de tela de ago inoxidavel.

4.1.3 Processador

Para trituracdo e processamento das folhas, apagiese em estufa foi utilizado um

Processador da marca Mondial, modelo Power 2i, doas velocidades, funcao pulsar e copo
em PP iquebravel.
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4.1.4 Hidrodestilador

Para auxiliar na obtencdo do Oleo Essencial (OELdaifera multijugaHayne foi
utilizado um aparelho tipo Clevenger modificadat@ucom um balé&o de fundo redondo de 5.000

mL, uma manta aquecedora e um sistema de refré@y@(&ggura 8).

T
Lo

Figura 8. Hidrodestilador
Foto — Thiago César Moreira

4.1.5 Balanca eletrbnica de precissao

Para a pesagem dos materiais no preparo da nars@amidi utilizada uma balanca

eletrdnica de precissdo da marca Shimadzu, modéR2@ (Figura 9).
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Figura 9Balanca eletronica de precisséo
Foto — Thiago César Moreira

4.1.6 Destilador de agua

A obtencdo de agua destilada para uso na hidrtaEsii do 6leo essencial e para a
preparacdo das nanoemulsdes foi realizada peldadestde dgua tipo Pilsen da marca Quimis,
modelo Q341.

4.2 Metddos

4.2.1 Coletas das folhas

As folhas da espécieéopaifera multijugaHayne (CMH) foram coletadas na rodovia AC —
010, Estrada de Porto Acre no km 18, com as segugttordenadas’ 85’ 16,7” S latitude e 67
39’ 48,5” W longitude, Rio Branco, Acre. A coletagifolhas foi realizada no periodo do més de
janeiro fFigura 10). A amostra coletada foi depositada no herbddoUFAC, e sua exsicata
realizada peldaboratério de Botanica da UFAC, cujo niumero doldorda CMH é de 6572. O
clima da regiao de cultivo é quente e umido, carado por pluviosidade em torno de 2.937
mm anuais, umidade relativa média de 89 % e ternyrarmédia anual de 27.8 °C.
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COLOMBIA

RODOVIA AC - 010, EST. PORTO ACRE,
COORDENADAS : LATITUDE >
GITUDE

Mapa do Estddo

. do Acre
B e,

Figura 10. Area de coleta das folhas Gepaifera multijugaHayne
Imagem — Thiago César Moreira

4.2.2 Selecdo do material botanico

As folhas deCopaifera multjugaHayne foram selecionadas e lavadas, de modo que,
foram retiradas as folhas adultas, as partes dadéds e a poeira, apds esse processo, realiza-se a
coleta apenas das folhas jovens, e, em seguidib@&da na estufa a temperatura de 50 °C até a
secagem uniforme (SANTOS, 2014).

4.2.3 Extracdo do Oleo Essencial deopaifera multijuga Hayne

As folhas secas déopaifera multijugaHayne finamente trituradas, foram hidrodestilada
durante 4 horas com o uso de aparelho tipo Cleveangdificado, instalado no Laboratério de
Bioprospeccao e Sinteses de Nanocompdsitos da UB#lzaram-se para cada extracao 4,0
litros de agua destilada e 300 g de folhas seitagattas colocadas em baldo de fundo redondo
de 5.000 mL. No final da extracado foi feita a g@p do volume do OE no mesmo aparelho
clevenger (Figura 11), para em seguida ser armdaesa vidro &mbar com tampa e colocado

em refrigerador a temperatura inferior a 5°C pastgrior analise.
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Figura 11. Extracdo do 6leo essencial das folha€dpaifera multijugaHayne
Imagem — Thiago César Moreira

4.2.4 Caracterizacao fisico-quimica do Oleo Esseatile Copaifera multijuga Hayne

4.2.4.1 indice de Refracéo

O indice de refragdo do OE de CMH foi determinanim @ utilizacdo de um refratbmetro
de bancada Abbé da marca Nova Instruments, mod2MWANWYA-2S.

Para a realizacao da medida do indice de refracdparelho foi calibrado e ajustado com
agua destilada. Apés o ajuste, foram colocadagtr&s da amostra entre os prismas, realizando-
se a leitura na escala, obtendo-se o indice de;éafrabsoluto.

4.2.4.2 Medida do pH

Para a obtencdo do pH exato do 6leo essencial dH, GMlizou-se o equipamento
pHmetro Microprocessado de Bancada 110V / 220V 19Wddelo Q 400 MT, da marca Quimis.
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4.2.5 Caracterizacao Espectroscépica

4.2.5.1 Espectroscopia de Absor¢éo na Regido dorditioleta visivel do Oleo Essencial de

Copaifera multijuga Hayne

A analise do espectro de absorbancia UV-VIS do d@eeencial foi realizada no
equipamento Shimadzu UV — 1601PC UV - Visivel, careduras nos comprimentos de onda
entre 190 a 1100 nm, para concentracdes de 0,051%%, 0,25 %, 0,5 % e 2,0 % do OECMH
diluido no solvente com volume total de 2 mL. Foratitizadas cubetas de quartzo com caminho
optico de 1 nm, e, hexano como solvente. Antesidar a realizacdo das medi¢cles, adotou-se a
conduta de calibracdo do equipamento, com a cuadeap do solvente utilizado, considerando
gue para as analises das amostras, as corridas fea200 até 1100 nm. Seguidamente,
comecou-se a realizar as medicdes do espectrosripr verificacdo do grafico para cada valor
obtido.

4.2.5.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transfonada de Fourier (FT — IR)

Os espectros de FT — IR, foram obtidos no modaatesmissao em um espectrometro
Thermo Scientific Nicolet iS 50 FT — IRA amostra do OECMH foi colocada a modo de
preencher completamente o espaco onde tem um pdisroastal como acessorio e foi realizada
a medicao trabalhando na faixa do espectro denfsaviermelho médio entre 10 cfraté 25000
cm™. Além disso, realizou-se uma medida de referémcide o prisma de cristal (ZnSe) estava
vazio, para servir de referéncia, comumente codbecomo “background”, esta medida sera
considerada na hora do apresentar o espectro.

A técnica de espectroscopia na regido do infravlienpor absorbancia foi usada para
caracterizar a amostra do OECMH, auxiliando naismatlos possiveis grupos funcionais

guimicos presentes na amostra do mesmo, como tambeienciar a existéncia dos
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componente® na proposicdo de suas possiveis estruturas rfarkesugue sdo detectadas no

espectro infravermelho.

4.2.6 Analise Cromatogréfica

4.2.6.1 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometde Massa (CG — MS)

A andlise caracterizada como cromatografia gasosplada a massa do OECMH foi
realizada no Laboratério da Policia Federal do Actdizando-se o trabalho realizado por
(ALMEIDA, 2009) como parametro, a analise croma#fign gasosa (CG) ocorreu num
cromatografo a gas Agilent Modelo 7890 A equipadm wma coluna capilar HP — 5 MS de 30
m, 0,25 mm D.1., e filme de 0,25 um. A temperatigaorno foi mantida a 3% durante 2 min,
em seguida foi elevada a 18D a umataxa de % / min, sendo novamente elevada a %5&
uma taxa de 18C / min. Utilizou-se hélio como gas transportadeelocidade de fluxo 0,8
ml.min® e modo de divisdo. A composicédo percentual de cadaponente foi calculada pela
integracdo das areas dos picos do cromatogramégeridamente, a analise da cromatograma
gasosa acoplada a espectrometro de massa (CG foM8alizada em um cromatégrafo a gas
Agilent Modelo 7890 A em interface com um detesteletivo de massa Agilent Modelo 5975 C.
Utilizou-se hélio como gés transportador. As codescoperacionais do detector foram: tenséo de
ionizacdo de 70 eV, temperatura da fonte de ion83@’C. Os espectros de massas foram
gravados a partir de 40 — 550 m/z. Componentesvithdiis foram identificados por
correspondéncia de seus espectros de massa ospeatre € comparado em biblioteca fornecida
com o equipamento (Mass Espectral Libraries Ver 06.00) e mantida atualizada pelo
Departamento da Policia Federal. O CG foi equigamn uma coluna capilar HP — 5 MS de 30
m, 0,25 mm D.I., e um filme de 0,25 pm. Os paraosetiperacionais do CG foram os mesmos
descritos acima.
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Figura 12. Cromatografo Gasoso acoplado & Espectrometriaadsa/(CG — MS)
Foto — Thiago César Moreira

4.2.7 Desenvolvimento da nanoemulsao

As nanoemulsdes foram preparadas no LaboratériBidprospeccdo e Sinteses de
Nanocompositos - UFAC, utilizando-se o método decsgao por alta energia (ABBAS al,
2013).Como fase aquosa usou-se agua destilemtap fase oleosa utilizou-se OE da CMH, e
como tensoativo foram usados Polissorbato 80 et®lda Sobitano 80 com especificacdes
apresentada na Tabela 2.

Primeiro foi realizada uma pre-emulsdo dissolvesel@ tensoativo na fase aquosa para
depois ser misturado na fase oleosa. A solucaodiocada dentro do equipamento sonificador
de marca Sonoplus Bandelin UW 2070. Manteve-séatmireto da ponta do aparelho com a
solucao, e foi utilizado uma potencia de 60 wa#isap! ciclos de processamento de 5 minutos
(Figura 13), refrigerando o sistema com um banhgele para reduzir o aquecimento e desta
forma evitar alteracfes nos resultados (SOLANSEI, 2005).



53

Tabela 2 Caracteristicas dos tensoativos utilizados naslacbes

Nome INCI Nome Comercial EHL Fabricante Caracterisicas
Polissorbato 80 Polyssorbate 80 Tween® 80 15,0 PEAGHNO H|~drqf|l|po
N&o ionico
Sorbitan SABAO E Lipofilico

Oleato de Sorbitano 80 Span® 80 4,3

monooleate GLICERINA Nao ionico

Figura 13. Sonicador
Foto — Thiago César Moreira

4.2.7.1 Determinacao do tamanho das particulas n@anoemulsao.

O tamanho médio das particulas e a distribuicadadmanho, medida pelo indice de
polidispersdo (IP) das nanodispersdes sao pardnemaito importantes na area de
nanotecnologia farmacéutica. O tamanho determinenaitos casos a distribuicdo das particulas
in vivo. O tamanho das nanoparticulas depende desvi@atores: método depreparacao, natureza
do material utilizado, peso molecular e concentralgiipolimero utilizado, caracteristicas fisico-
guimicas do farmaco encapsulado, concentragdengioativos, proporcéo entre fase oleosa e
aquosa, a viscosidade das fases utilizadadpeidade de agitacdo e também a velocidade de

difusdo da fase organica na aquosa em alguns ns&(A&AUJO, 2009). Quanto a estabilidade,
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o tamanho das nanoparticulas € importante, poie puitlenciar a tendéncia destes sistemas a
agregacao ao longo do tempo. A espectroscopia melagho de fétons (ECF) € considerada o
método padrdo para a determinagdo do didmetro needa distribuicdo do tamanho (IP). Esta
técnica baseia-se na analise do movimento dascyadi na agua que é inversamente
proporcional ao seu tamanho, podendo ser detepidacorrelacdo do tempo das flutuacdes de
intensidade da luz espalhada quando as nanopasgtiséb iluminadas por um feixe de laser
(ARAUJO, 2009). Estas flutuacdes na intensidadeidi@spalhada sio relacionadas a velocidade
de difusdo das particulas para dentro e para fnegido que estad sendo estudada, e os dados
podem ser analisados para fornecer coeficientedifisdo das particulas que fazem o
espalhamento. Assim, a partir dos coeficientesfdsab, os dados séo processados para fornecer

o tamanho da particula considerada esférica (ARAQZ009).

4.2.7.2 Determinacdo do EHL requerido do 6leo essaal de Copaifera multijuga Hayne.

Para o estudo do EHL do 6leo, utilizou-se um tetnsmdidrofilico e outro lipofilico. A
determinagéo do EHL requerido do OE de CMH foiiraala a partir de valores de EHL de 8,0
até 15,0 (Tabela 2). Para o célculo das quantidddsstensoativos hidrofilico e lipofilico
necessarias para o preparo das emulsées em cadaledtHL foi empregado o método citado

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

My EHL, + Mg EHLp
= EHL;
My + Mg Final

(@)

MA+MB:109

Em que:

Ma = massa de tensoativo hidrofilico;

Mg = massa de tensoativo lipofilico;
EHLA = Equilibrio Hidrofilico Lipofilico de A,
EHLs = Equilibrio Hidrofilico Lipofilico de B;
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EHLFrinai= Equilibrio Hidrofilico Lipofilico Final.

Os valores das massas para as formulacdes dosatignsaom EHL variando de 8,0 a
15,0 e massa total de 10,0 g estdo na Tabela 3.

Tabela 3 Massas dos tensoativos para formulagdes de ditsr&HL

HLB HLB Massa (g) HLB Massa (g)

Final Tween 80 Tween 80 Span 80 Span 80 Massa total (g)
8,0 15 3,48 4,3 6,57 10,0
9,0 15 4,42 4,3 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 4,3 0,90 10,0
15,0 15 10,00 4,3 0,00 10,0

As guantidades totais dos componentes da emubsgige; 6leo e tensoativos, utilizadas
nas formulagdes, estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4 Composicao das formulacfes para estudo do EH%-de tensoativo

Formulagio  EHL Agua Massa da Tensoativo Massg do Oleo Massado Massa

(%) agua (9) (%) tensoativo (g) (%) Oleo (g) Total (g)
1 8,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
2 9,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
3 10,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
4 11,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
5 12,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
6 13,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
7 14,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
8 15,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
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Para determinacéo do valor de EHL do OE de CMHptese como referéncia a emulséao
gue apresentar maior estabilidade apés ser sutavagiiteste de centrifugacdo (MORAIS, 2006),

assim como os valores do potencial zeta, do tamamtaodistribuicdo dos globulos.

4.2.7.3 Equacionamento do Diagrama Ternario da nammulsdo mais estavel para o EO da
CMH

Foi construido o diagrama ternario para a formuagd tensoativo no valor de EHL
resultante para a formacao de nanoemulséo (Figgra 1

o0
80

75-/\ \ 25
TU/\ 30
Tensoativo D/<<\ 7 A, i . \"\? Oleo
mﬁ/\ : : _“' / et\l\dﬁg : 5 i
35/\- / :.3'\ i 5 A'\455
; \Sjss
AVAYA D,
W/ B\,
AN/ \‘jtlﬂ

s 80 75 T0 65 60 55 50 45 40 35 W 25 20 15 10 5 0

Agua

Figura 14. Diagrama ternéario do OE de CMH, tensoativo e agua

As quantidades de cada componente do diagrama gsareespectivas formulacdes

encontram-se descritas na Tabela 4.

Tabela 5 Quantidade de agua, tensoativos e Oleo das fagbes contidas no diagrama ternario

Formulacio Agua Mgssl,;de Tensoativo tlzlr?ssosgti(\j/g Oleo Massade Massa Total
90 () © (%) © (%) Oleo (g) )

1 80 4,00 15 0,75 5 0,25 5,00
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2 75 3,75 15 0,75 10 0,50 5,00
3 70 3,50 15 0,75 15 0,75 5,00
4 85 4,25 10 0,50 5 0,25 5,00
5 80 4,00 10 0,50 10 0,50 5,00
6 75 3,75 10 0,50 15 0,75 5,00
7 90 4,50 5 0,25 5 0,25 5,00
8 85 4,25 5 0,25 10 0,50 5,00
9 75 3,75 5 0,25 15 0,75 5,00

4.2.7.4 AvaliacOes da estabilidade da nanoemulséo

A estabilidade da preparacdo preliminar nanoemufsécavaliada as 24 horas por
centrifugacdo. A estabilidade foi determinada pepecado emulsdo de observacédo e andlise do
tamanho de goticula. O objetivo destes ensaioe f&¢ achar e selecionar a formulagdo mais
estavel, contendo a concentracdo de surfactantgiad@ com uma nanoemulsdo de goticulas de
tamanho e propriedades fisico-quimicas estaveise$dss foram realizados com 10, 20, 30, e 40
dias apds a preparacdo. As medicdes de andlise foreamanho das gotas, o valor de pH e
condutividade elétrica. A nanoemulsao produzidachmacterizada utilizando o analisador de
tamanho de particulas Zetasiser Nano ZS do Lab@ryalé Biotecnologia Aplicada a Saude —
FIOCRUZ / RONDONIA, a fim de se obter a distribuicdlo tamanho das gotas dispersas na
nanoemulséo, com capacidade de realizar a varrddsparticulaspem como a sua distribuicédo
de tamanho e dispersdo que estiver eft nm a 10 pumno qual foram submetidas a
caracterizacdo dos diametros, através do métodepghamento de luz.

O potencial Zeta representa o residual de cargagtimas na superficie das
nanoemulsdes. As amostras foram medidas atravdisplrsao de luz eletroforética As amostras
foram adicionadas a cubeta contendo os eletrodoscaepacidade para aproximadamente 1 mL.
As medidas foram realizadas com amostras na didiedo10 (100uL da formulacdo e 900uL de

agua) , utilizando agua bi-destilada, como meididperséo, a 25°C.
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4.2.8 Teste de atividade biolégica

4.2.8.1 Teste da viabilidade celular das nanoemuls$em macréfagos

A viabilidade celular foi determinada pelo métodol M (brometo de 3-metil-[4-5-
dimetiltiazol-2-il]- 2,5 difeniltetrazolio). Nestemétodo, o MTT é reduzido em células
metabolicamente ativas por desidrogenases mitoeasidNesta reacdo € formado cristal de
formazan, um produto de cor roxa soluvel em DMSiinéthylsulfoxide). Os macréfagos da
linha J774 células foram plaqueados a 2 5c&lulas/poco em placas de 96 pocos e incubado por
24 horas em estufa 37°C, 5% de ,C@pos a incubacdo a placa foi adicionado 20ul das
formulagbes ( 2% por poco das formulacdes), e o DM8mo controle de referéncia. Apos ser
incubado por 24, horas foi adicionada 10 pL de ¢gmude MTT 5 mg/ml. Apos o MTT foi
colocada novamente na estufa 37°C, 5% dg @@ 4 horas de incubacéo, decorrido o tempo foi
adicionado 150l de (dimethylsulfoxide) DMSO. Apéshora, foi realizada a leitura da
absorbancia em espectrofotobmetro de placa a 570 @n.célculos foram determinados
utilizando-se férmula: 1- (D.O. amostra / D.O. adaf x 100. Os resultados foram expressos em
porcentagem de citotoxicidade.

Este ensaio baseia-se na medida do dano induzldocpmposto/extrato em estudo no
metabolismo celular de glicideos usualmente atrdeésvaliacdo da atividade de desidrogenases
mitocondriais. A viabilidade mitocondrial, e congegtemente, a viabilidade celular, é
guantificada pela reducdo do MTT (um sal de collwmagmarela e solivel em agua) a formazan
(sal de coloracéo arroxeada e insoluvel em agua)gpieidade daquelas enzimas. Dessa forma, a
reducdo do MTT a formazan, serd diretamente prapumat a atividade mitocondrial e a
viabilidade celular (PEREIRA, 2010).

O teste de viabilidade celular foi realizado o OBCEI com as nanoemulsdes que foram
produzidas a partir o 60leo essencial extraido dofolaas da CMH em macréfagos retirados do

peritdneo de camundongos linha J774, para verifi@iotoxicidade dessas nanoemulsoes.

4.2.9 Teste de atividade microbiol6gica
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A sensibilidade da linhagem microbiana frente am @ssencial d&opaifera multijuga
Hayne e das nanoemulsdes mais estaveis, foi degmide acordo com as normas instituidas
pelo Clinical and Laboratory Standards Instituté.$0, através da metodologia de difusdo de
disco aplicado em Agar enriquecido com nutrientes tavorecem o crescimento bacteriano,
utilizando o emprego de concentracdes inibitériasinmas, do 6leo esssencial da CMH e das
nanoemulsdes, correlacionando com a sensibilidadébdctérias avaliadas. O valor aplicado de
OECMH e das nanoemulsbes, foi de 20 puL no papétiesfde alta absorcéo, e, porteriormente
aplicado na placa de Petri contendo Agar Miellertéti (AMH) como meio de cultura mais
utilizado e viavel para a realizagdo do teste desib#idade aos antibidticos ou antibiograma,
contendo a semeadura da bactéria identifi&dahylococcus aureSTCC 25923 (SILVAet
al., 2009).Apos incubacéo a 35°C por 24 horas, os valoresldlef@am considerados aqueles
cuja formacdo de coldnias de crescimento foi aleeraegativamente, esse experimento foi
realizado em triplicata. Posteriormente, a leid@aCIM foi verificada através da observacéo da
presenca ou auséncia do crescimento bacterian@peutdagem bacteriana escolhida, aferindo o
didametro do halo de inibicdo, através do haldmedtrassim, estabelecendo da melhor forma o

valor da CIM do microorganismo escolhido para a liagao (PROBST, 2012).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento do Oleo Essencial deopaifera multijuga Hayne

O rendimento médio do OE de CMH extraido por hidstithcédo foi de 0,538% (Tabela
5). Esse valor representa que para 300 gramadhdss feecas de CMH, foram obtidos uma média
de 1,62 ml de OE por meio de hidrodestilacéo.

Tabela 6 Rendimento do OE da CMH

Extracdo Massa (9) Volume (ml) (O/??Jﬂdr'nn?ggg’g)
1 300 15 0,50
2 300 1,7 0,56
3 300 1,8 0.60
4 300 1,6 0,53
5 300 1,5 0,50
Rendimento Médio 0,538

O rendimento do OE de CMH encontrado neste trababinesentou valor similar a outro
trabalho realizado, mesmo que este seja desenwobnu condicbes diferentes. Na Tabela 6
encontram-se os valores do rendimento do OE de @KIEulado a partir da biomassa seca

reportados em outros trabalhos.

Tabela 7 Rendimento do OE de CMH reportado na literatura.

Rendimento (%) Referéncia

0,65 (ALMEIDA, 2009)

A partir da analise da Tabela 6 e do valor do maedio do OE de CMH encontrado neste

trabalho, percebemos que o rendimento médio apgeesanacdes de acordo com a localidade
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onde a planta foi coletada, destacando se elangert@ mata virgem na natureza, ou se ela

pertence a um plantio de manejo controlado, cordaryrdestacado na tabela 6.

5.2 Caracterizacao fisico — quimica do Oleo Esseatile Copaifera multijuga Hayne

5.2.1 indice de Refracéo

O indice de refracdo medido para o OE de CMH fol 8045 a 20,0 °C. A refragdo dos
Oleos serve para aferir as refringéncias de um, @esim de acordo com sua natureza, os 0leos
podem desviam com maior ou menor intensidade os laminosos que os atravessam. O indice
de refragdo também estd associado ao tamanho da ¢tadrocarnonada, onde, quanto maior o
indice maior seré a cadeia hidrocarbonada e magoaw de insaturacdo do 6leo em anélise. Por
se tratar de uma constante para o 6leo, este iBdité na identificacdo da substancia, como
também na detectacdo da presenca de impurezas (@®ERBNMNI, 2011).

5.2.2 Medida do pH

O pH observado no equipamento para a andlise doMBPE@presentou um valor acido
(pH = 4,58), o valor encontrado € uma caractedsjice chama a atencdo, necessitando de uma
possivel correcdo no seu pH, garantindo assimaguplicacdes e realizacbes de teistasvo,

possa haver biocompatibilidade.

5.3 Caracterizacéo espectroscopica do Oleo Essetala Copaifera multijuga Hayne
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5.3.1 Espectroscopia de Absor¢cao na Regiao do Ulnaleta

Na regido do ultravioleta, as absor¢cdes ocorrem rpeio de transicOes eletrdnicas,
caracteristicas para cada tipo de grupo cromoéfantretanto, ressalto que o UV foi utilizado
neste trabalho como uma ferramenta qualitativatemativa de se encontrar, através das
absorcbes de croméfaros, a indicacdo da presemsaw@cdes ou insaturacdes, por exemplo. A
figura 15 apresenta os espectros de absorcdo nmatd/os 6leos essenciais em hexano. Entre 0s
melhores resultados observados na andlise do Ustaakese a concentracdo de 0,05 % do
OECMH, diluido em 2 mL do solvente. Nossa amostanmosta de OE da CMH tem
majoritariamente entre seus componentes, os tesp@poesentando formula estruturgHa,),
alguns deles apresentam baixa absorbancia no esp¢t VIS para a concentracéo de 0,05 %
para um comprimento de onda de 251 até 256 nm gsavatras concentragfes a absorbancia da

amostra apresentou valor nulo

368 -

33+

Absorbancia

34 4
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Comprimentoe de onda {nm}

Figura 15. Espectro da absorbancia do UV-VIS para o OE da CMH

Na Figura 15, nota-se que no espectro UV do OECHIresenca de uma banda de
absorcéo se inicia na faixa que vai aproximadam#gm@b1 até 256 nm, caracterizando — se esse
tipo de moléculas, se destacam-se os hidrocart®dettominados alcanos, que contém apenas

ligagBes simples e ndo possuem atomos com parettiens ndo compartilhados, as Unicas
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transicoes eletrbnicas possiveis sdo dodipos*. Essas transicdes sdo de uma energia tao alta
gue eles absorvem a energia ultravioleta em coneptios de onda muito curtos (mais curto do
gue os comprimentos de onda que sao experimenti@raeassivel usando especificacao tipica
de espectrofotometria).

Uma Unica banda de baixa intensidade na regiadsiergio UV na faixa de 261 — 264
nm, sem grande absor¢cdo em comprimentos de onds cndios, geralmente indica uma
transicao do tipa — 7*, evidenciando a presenca de compostos com casdicias dos alcenos
e dienos conjugados, os quais se direcionam paedcadienos e benzenokevando-se em
consideracdo que a absorcdo pode ndo aconteceompsimentos de onda longo, simples, ou
ndo conjugado, indicando assim, a presenca de amodoro, ou grupos covalentes insaturados
(LOPES e FASCIO, 2004).

5.3.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transforada de Fourier (FTIR)

O presente trabalho representa uma contribuichoaobjetivo de facilitar a tarefa de
analise e interpretacdo de espectros de infravhanestabelecendo um caminho objetivo e
pratico que permite a identificacdo dos princiggigpamentos funcionais e a proposicdo de uma
possivel estrutura (ou estruturas) para as sulissdomganicas mais simples. O instrumento da
espectroscopia no infravermelho pela transformad&adirier confere alta velocidade de anélise,
alta resolugdo espectral, alta sensibilidade, ertel precisédo e exatiddo em relacdo ao
comprimento de onda de interesse. A figura 16 eptasos espectros da absorvancia do

infravermelho, obtidos para o OE da CMH.



64

Absorbancia
[ ]
[
[
]
e

4000 2500 2000 2500 2000 1500 1000 500

. -1
Comprimento de onds |:|:m ]'

Figura 16. Espectro da absorbancia do FT — IR para do OBMid.C

Inicialmente, observa-se que no espectro de afsciev FT — IR do OE da CMH, & 1
pico identificado com o comprimento de onda em 2648*, refere-se a um estiramento na
ligacdo C — C, com caracteristicas funcionais darals. Nos2%e 2 picos identificados com os
comprimentos de onda em 1444 e 1380 craspectivamente, refere — se ha uma deformacéo na
cadeia de hidrocarbonetos na forma assimétricenétiita, ambas em — GHNos 4 e 5 picos
identificados com os comprimentos de onda em 9883ecm™ respectivamente, refere — se ha
uma deformacdo média que se atribui a ligagdo C—=HC, presentes nos alcenos conjugados,
anéis aromaticos, e, hidrocarbonetos alifaticospagnados olefinas.

Sendo assim, o conjunto dessas observacdes edassociados, levam a predicdo de
compostos quimicos constituido unicamente por &odw carbono e de hidrogénio unidos
tetraedricamente por ligacdo covalente assim cadost os compostos organicos, havendo a

ocorréncia de saturacdes e insaturacoes.
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Tabela 8 Bandas de absor¢ao para os picos encontradog& na GMH

Niamero de onda (cm 'l) Atribuicdes
1 °PICO = 2918cm ™! = ALCANOC-H
2 %pico = 1444em’? e Deformagio assimétrica CHs
3 2PICO = 13%0cm ™ % Deformacdo simétrica CHs
4 2p1CO = 979cm 5 OLEFINAS
5 9PICO = 883cm > OLEFINAS

5.4 Analise Cromatografica

5.4.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometriie massas (GC/MS)

Os constituintes identificados no OECMH, do ponte dista biossintético, sao

Y

predominantemente de origem do acido mevalbnicgu(gi 17), pertencentes a classe dos
terpendides, e, aproximadamente todos os conséituiidentificados sdo sesquiterpenos. A
biossintese dos poliisoprenos ocorre pela via dufddfato de geranila obtendo-se polimeros de

isoprendides que formam os sesquiterpenos comséisuativos dos 6leos essenciais.

~J><|— chj\ﬁ - J\/ Hy c/k/'\

Pitofosfato de 2 lisopentenila

Ac:ldo Mevaldnica l

)\/\\/\\J\ iy CII:HS
Hae ™ e o5 T Hac/Ji“‘/\/C“/\O

Fircfosfato de geranila

|

SESQUITERPEMOS

Figura 17: Rota Biossintética dos Sesquiterpenos.
Fonte: (TAPPINet al, 2004).
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Na Tabela 9, estdo apresentadas as substanciasténa®, encontradas no OE da CMH
na sua maioria, compostos por sesquiterpenos e terpepaos formando um total de 63
componentes, perfazendo um total de 100,00 %. @casp cromatografico do OECMH
apresentou grupos funcionais de substancias enbesegiiferentes, cada uma delas, é
correspondente para a presenca de um tempo espeatdfretencao indicado na figura 18, porém
para os constituintes majoritarios que compde o KHCapresentaram a férmula estrututal,
C15H24 e C15H260. Constatando assim, que nas dosagicos mais elevados, se observou a
presenca de terpenos e terpendides da classestpstegenos, cujos constituintes majoritarios
encontrados no 6leo essencial das folhas da CMiinfdrans—y — Cadineno 1,88 %, Globulol
2,00 %, Sphatunelol 2,01 %,— Copaeno 2,72%, Cariofileno 5,28 % Cadinol 5,45 %g —
Muurolol 5,51 %,trans-Cadina-1(2),4-dieno 8,91 %,— Elemeno 9,71 %, e, Germacreno — D

37,18 %.

Tabela 9 Cromatograma gasoso das substancias majorigar@stradas no OE da CMH.

Pico | Tempo deretencio Composto Firmula | AreadoPico | Porcentagem
30 30,948 trans —y — cadineno C15H24 13603773,4%6 1,38 %
42 33,021 Globulol CI15H260 | 1463342264 200 %
41 32,834 Sphatunelol CI5H240 | 1470842143 201 %
3 26,621 o — copasno C15H4 19836302 442 2.72%
13 28,037 cariofileno C15H24 38331626.37 328 %
36 35,020 1—cadinol C15H260 307939733 345 %
33 34,664 T — mumrolol C15H260 | 40235743128 3,31 %
31 31237 trars-cading-1(2),4-dieno C15H24 | 63030810485 3,01 %
27 30,43 ¥ —elemeno C15H24 | 70909739193 971 %
23 30,031 Germacreno — D CI13H24 | 271514213114 3718 %
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% Cromatograma do Oleo Essencial extraido da folha da Copaifera multijuga Hayne
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Figura 18: Cromatograma do OE da CMH.

5.5 EHL requerido para o OE de CMH

Depois de realizado o procedimento descrito, obsi#e sistema nanoemulsionado. Este
pequeno tamanho das gotas confere sua estabiliedtindo a sedimentacdo (cremeacado). Apos
0 repouso, as dispersbes foram avaliadas visuadmeahdo observado que para as menores
concentracdes do OECMH foi onde se conseguiu emssgstnanoemulsionado estavel. Sendo
assim, apos diversos testes denominados pilotastatou-se que, para obter a preparacéo ideal
e, em conformidade com as -caracteristicas distirdnalisadas em nanoemulsfes, as
concentragcdes que corroboram para que isso ocose abtenha o escopo desejado, seria a

preparacéo de um tensoativo cujo EHL seja igud,d3 e 14.

5.5.1 Estabilidade das nanoemulsdes
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Na figura 19,0bservou-se que, no preparo das nanoemulsdes,nasntacdes mais
adequadas e estaveis, destacaram-se: S80T80EHL[#0%], SB0T80EHL = 13 [10%] e a

S80TSOEHL = 14 [10%)].

[Zov] cr = 13

or] T = W2
P3ML | 08 NHAG
QQNdML/ 08 NhdC

o™
[Aef] bp < TH W
C8 N33 L/ O8 nadc

[
3

.

Figura 19: Nanoemulsdes mais estaveis.
Foto — Thiago César Moreira

5.5.2 O Potencial Zeta, o tamanho e a dispersdo dasnoemulsdes

A repulsdo eletrostatica das particulas coloidaixhéve para a compreensdo da
estabilidade de qualquer dispersédo. A medida dalidende electroforética, mesmo em solventes
nao polares, fornece informacdes valiosas. Ascteniaticas da superficie do 6leo essencial
foram estuda s através de curvas de potencial zetado PALS (Phase Analisis Light
Scattering) da nanoemulséo (Tabela 10). O estadma do potencial zeta da nanoemulséo de
OECMH permitiu a medir a estabilidade da suspea$@o de fornecer informacgdes sobre o dia
metro das particulas a estabilidade da suspens&gean(Figuras 20, 21 e 22). Os altos valores
de potencial zeta indicaram uma maior estabilidd@esuspenséo. Trabalhos similares usando

nanoemulsées de OEs encontraram resultados simildee estabilidade (BALAKUMAR,

RAGHAVAN e ABDU, 2013).
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Tabela 1Q Potencial Zeta, o tamanho e a dispersdo das mats@es das nanoemulsdes para o EHL a 10% de

tensoativo
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Figura 20. (a) Distribuigdo do didmetro das nanoparticu{b} Potencial Zeta da nanoemulsao do EHL = 12.
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Figura 21. (a) Distribuicao do diametro das nanoparticu{dy Potencial Zeta da hanoemulsdo do EHL = 13.
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Figura 22. (a)Distribuicao do diametro das nanoparticu{dy Potencial Zeta da hanoemulsdo do EHL = 14.
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5.6 Teste da atividade biolégica

5.6.1 Teste da viabilidade celular do 6leo essenagadas nanoemulsées em macrofagos

Desta forma, a figura 23 demonstra a porcentagenmderéfagos viaveis apds o
tratamento com as diferentes preparacdes e coacéayr do das nanoemulsdes com o 6leo
essencial extraido das folhas da CMH, dissolvidossalvente propilenoglicol (SV-PPG),
entretanto, utilizando — se apenas o 6leo puroerebmos que ele seja toxico. Apesar disso,
verificou — se que, nas nanoemulsdes do OE patareentracdes analisadas SS0T80EHL = 12
[10%] e SBO0T8OEHL = 13 [10%], constatou-se que amniio apresentaram toxicidade sobre os
macrofagos, muito pelo contréario, e, que a aplicat@s nanoemulsdes favoreceu 0 aumento da

concentracao tissular dos macréfagos, principalenpata a S80T80EHL = 12 [10%].
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Figura 23. Viabilidade celular das nanoemulsdes em macréfdgasamundongos linha J774.
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5.7 Teste da atividade microbiolégica

A atividade antimicrobiana de um Oleo essencialepedr, as vezes, interpretado de
maneiras diferentes, inicialmente por conta do piduacido, e, portanto com caracteristicas
hidrofilicas, como também, a presenca de alguma®dés volateis contidas no mesmo, que
podem demonstrar relevancia quanto ao seu poteaotahicrobiano. Na tabela 11, em se
tratando do OE da CMH e das nanoemulsdes, o vélbdo referente ao halo de inibicdo
observado no crescimento bacteriano para Oleos@asecom caracteristicas sesquiterpénicas,
nos leva a destacar a sua importancia, uma vezagespécie de uma de bactéria com elevado
grau de patogenicidade, denominag@phylococcus aureuBTCC 25923 demonstrou uma
sensibilidade relevante, cujo halo de inibicdorestrlidade observado frente ao OECMH, foi de
8,34 mm, enquanto que, para as nanoemulsbes nawmblervada nenhuma atividade

antibacteriana.

Tabela 11 Suscetibilidade d8taphylococcus aureusTCC 25923 frente ao OE da CMH e as nanoemulsdes.

ATIVIDADE MICROBIOLOGICA

{pg mL™") Cepa Bacteriana Hals de Inibicin Desvio Padrio
{media em nlimetros) { milimetros §
CECMH 0 Stapiyipcsco us gurens ATCC 25003 134 +412
SEOTEMEHL = 12 [10%4] 20 Jtapky e ws aures ATCC 25023 <50 + 060
SEOTEMEHL =13 [10%4] 0 Stapiyivooce us gures ATCC 23023 <50 + 047

SS0TEIEHL =14 [L0%] 0 Staphyiscace 1 aurers ATCC 158923 =50 + {18
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6 CONCLUSOES

No estudo daaracterizacao fisico — quimica, espectroscopicanatografica, avaliacdo
das atividades biolégicas, microbiolégicas e okdiende nanoemulsdo do 6leo essencial das

folhas deCopaifera multijugaHayne, pode-se concluir que:

1) O rendimento médio do OE de CMH extraido pordddstilacdo foi de 0,538 %, que difere
do valor encontrado por ALMEIDA, 2009 (0,65);

2) O OECMH apresentou um pH igual a 4,58, indicanddas&lo, porém com caracteristicas
lipofilicas, aspecto justificavel pela presencasims ligacbes quimicas, evidenciada nos

compostos hidrocarbonetos;

3) Oindice de Refracaale 1,5045 a 20,0 °C aferi as refringéncias de OECadidim de acordo
com sua natureza, esta associado ao tamanho da tedi®carbonada, sendo uma constante
para o Oleo, este indice é Util na identificacdosdbstancia, como também na deteccdo da

presenca de impurezas ou adulteragao;

4) A analise do CG/MS permitiu a identificacdo dosmpostos de natureza terpendica,
classificadas ainda como sesquiterpénicos, se c@gla COMAVAJORITARIOS 0S seguintes
componentes: Germacreno-D (37%)-elemeno (9,71%); transcadina-1(2), 4-dieno
(8,91%);t—muurolol (5,51%)—Cadinol (5,45%), Cariofileno (5,28%g;-Copaeno (2,72%);

5) O UV-Vis demonstrou o comprimento de onda albdorventre 251 até 264 nm,

caracteristicas das ligacbes quimicas presentasod¢dncias denominadas dienos conjugados;

6) A analise de IR-FT demonstrou no OECMH os tigedigacbes entre carbono—carbono e
carbono-hidrogénio, as saturacbes e insaturacOeslvetas e as forcas de suas ligacoes,

caracterizando a presenca de hidrocarbonetosfaadsis como terpendides/sesquiterpenos;

7) As condicdes o6timas de obtencdo de nanoemulsd®@H ocorreram com as seguintes

variaveis:
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a) Em relac&o ao tensoativo ideal foi ao que apresdsittl. igual a 12, 13 e 14;

b) Em relacdo a estabilidade das nanoemulsfes, asrtogdes de tensoativos mais
adequadas e estaveis, destacaram-se: S80T80EH[18%2 S80T80EHL = 13 [10%] e
a S80T80EHL = 14 [10%];

c) Em relacdo ao Potencial Zeta das nanoemulsdesbteweoo valor de -14,8 mV,
indicando maior estabilidade da suspensédo, ocarrendh 10% de tensoativo e EHL

igual a 13;

8) O OE demonstrou uma eficacia admissivel comtreafiem de células bacterianavitro,
Staphylococcus aureTCC 25923);

9) O OE apresentou atividade classificada como bastética, enquanto era acompanhado por

uma toxicidade significativa para macrofagos;

10) Nas nanoemulsdes ndo ocorreu citotoxicidaddraams células bacterianas nem contra

macrofagos dos camundongos;

11) Estudos farmacologicos adicionais com o OEQMikkzando outros modelos séo de extrema
importancia, pois servirdo para dar maior sustdidade aos resultados, bem como para
elucidacdo dos possiveis mecanismos de acdo edoslvhos efeitos farmacoldgicos

encontrados.
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