1. INTRODUCAO

A Curcuma longa Linnaeus ¢ uma planta de origem Asidtica conhecida mundialmente,
pois, o seu rizoma seco ¢ moido ¢ usado como condimento, o acafrdao, que tem a capacidade
de dar cor natural a alimentos, diferente do “acafrdo verdadeiro” que ¢ produzido com as
anteras da flor de Crocus sativus. Parry (1969) relata que os rizomas maduros dessa planta
contém amido, 6leo essencial e pigmentos corantes, entre esses, a curcumina, de cor amarelo-
alaranjada, empregada em alimentos.

Sigrist (2009) afirma que o produto comercializado possui uma infinidade de usos
finais, como na fabricacdo de sopas desidratadas, pratos e temperos prontos, mostardas,
salsichas, margarinas, macarrdo, snacks e salgadinhos. Esta diversidade de aplicacdes na
industria alimenticia fez com que, em paises onde a cultura tem status de commodity, fossem
criadas agéncias reguladoras da producdo e qualidade para padronizacdo da matéria-prima
comercializada.

Na Amazdnia brasileira, mais especificamente no Estado do Acre, conhecida
comumente como acafroa ou acafrdo-da-terra ¢ uma planta muito comum nos quintais das
casas dos produtores de farinha de mandioca, pois, o seu rizoma serve para dar a coloragdo
amarelada ao produto, que ¢ muito apreciado em toda a regido.

Segundo Van Velthem; Hussak (2012), os produtores o colocam na farinha atendendo
aos pedidos dos comerciantes, ja que os consumidores de varias regides preferem uma farinha
amarelada a uma de cor branca. No entanto, a C. longa L. deve ser usada a uma concentragao
de 0,003%, pois, Alvares et al. (2015) informam que o acafrfio-da-terra contém niveis de
Potassio (K), Fésforo (P) e Calcio (Ca) relativamente altos, resultando em um teor de cinzas
elevado, entre 2 e 9%. Entretanto, neste mesmo trabalho, farinhas com a maior concetragao de
acafrdo-da-terra (0,03% e 1%) apresentam menores teores de umidade e de atividade de agua.

Maia et al. (2004) afirmam que varios estudos conclusivos sobre os condimentos tém
demonstrado que estes apresentam propriedades antimicrobianas, antioxidantes e medicinais,
e existem evidéncias de que o aumento do consumo dos condimentos pode levar a uma
mudanca na microbiota intestinal, reduzindo a incidéncia de cancer.

A C. longa tem uma longa historia de usos terapéuticos e uma importante atividade
antimicrobiana, antifingica, inseticida, anti-inflamatéria e propriedades antioxidantes
(FERREIRA et al.,, 2013), sendo ainda C. longa e C. xanthorhiza usadas para tratar

estomatite, hepatite, diabetes, aterosclerose e infec¢des bacterianas, como condimento,
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cosmético, medicamento, como pimenta ao ser adicionado ao curry dando a coloragdo tipica

do produto, para corar queijo, manteiga e outras comidas (ROHAETI et al., 2014).

O agafrdao e curcumindides naturais tém sido usado ha séculos em preparagdes
terapéuticas. Na medicina Ayuverdica a curcumina ¢ bem documentada no tratamento de
doencgas respiratorias como asma, hiperatividade bronquica e alergia, desordens hepaticas,
anorexia, reumatismo, ferimentos em pacientes com diabetes, corrimentos nasais, tosse €
sinusite. Na medicina chinesa tradicional estd associada ao tratamento de dores abdominais.
Na antiga medicina Hindu era usada no tratamento de entorses e inchagos (GOEL et al.,

2008).

Na pesquisa cientifica moderna se descreve o uso como antioxidante, anti-
inflamatorio, anticarcinogénico e antimicrobiano, hepatoprotetor, trombosupressor, prote¢ao
contra infarto do miocardio, no tratamento contra a hipoglicemia, artrite e artrite reumatoide
(GOEL et al., 2008). Os curcumindides de C. longa possuem atividade inibidora das
neuraminidases do virus influenza A (DAO et al., 2012), doengas neurodegenerativas e do
metabolismo, a curcumina também inibe diretamente alguns alvos biologicos (fatores de

transcri¢do e proteinas quinases) segundo Koeberle et al. (2014).

Embora se utilize muito os rizomas de C. longa L. para a produgdo do agafrdo também
¢ possivel extrair o 6leo essencial tanto dos rizomas quanto das folhas desta planta, cada um
tem o seu aroma caracteristico e que pode ser usado em diversas aplicacdes experimentais
contra o Aspergillus flavus, fungo produtor de aflotoxinas (FERREIRA et al., 2013) e na
fabricagdo de nanocapsulas para o combate ao cancer (NATRAJAN et al., 2015). Existem
poucos trabalhos publicados sobre a produgdo do 6leo essencial das folhas de C. longa L. um
deles ¢ uma pesquisa sobre o combate as larvas de Aedes aegypti e Anopheles
quadrimaculatus (ALI et al., 2015), por exemplo.

Os o6leos essenciais sao compostos volateis produzidos pelas plantas para sua
sobrevivéncia. A espécie vegetal produz compostos primdrios, tais como aglcares e
nitrogenados, e também compostos secundarios, que ndo sdo utilizados diretamente para sua
alimentacdo e nutricdo. Entre os compostos secundarios estdao os alcaloides, os flavonoides, as
saponinas € os 0leos essenciais. Os 6leos essenciais sdo substancias quimicas que exercem as
fungdes de auto-defesa e de atracdo de polinizadores. A planta produz oleos essenciais nas
seguintes partes: flores, cascas de frutos (denominados citricos), folhas e pequenos graos
(“petitgrain™), raizes, cascas da arvore, resinas da casca, sementes (WOLFFENBUTTEL,
2007).
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Denominam-se tricomas as glandulas onde fica encapsulado o 6leo essencial na planta.
Estes tricomas sdo rompidos naturalmente pela espécie vegetal, liberando o 6leo essencial,
que forma uma espécie de “nuvem aromadtica” ao seu redor. Os tricomas também sao
rompidos durante os processos intencionais de extragdo do 6leo essencial. O 6leo essencial
nao ¢ um produto simples de 1 componente, ¢ um produto composto podendo ultrapassar 300
componentes quimicos diferentes. Tal diversidade e complexidade fazem do 6leo essencial
puro um produto altamente valorizado, com aplicacdo em diversas areas: area da satde devido
ao seu potencial terapéutico, area da perfumaria e cosmética devido a sua refinada e complexa
composi¢do aromatica, area alimenticia devido ao seu potencial como aditivo flavorizante,
area de aromatizagdo ambiental e produtos domosanitarios, € a mais nova area, que ¢ a da
moda, confeccionando fibras onde os Oleos essenciais inicialmente retidos vao sendo
liberados na medida da utilizagio das pecas em couro, bolsas, cintos, roupas

(WOLFFENBUTTEL, 2007).

O presente trabalho visou analisar por espectroscopia as principais diferencas entre os
Oleos essenciais extraidos das folhas e dos rizomas do acafrao-da-terra, visando a comparagao
deles e a produg¢do de nanoemulsdes para serem testadas afim de saber se existe a agdo

bactericida e atividade celular, este estudo buscou especificamente:

a) Isolar o 6leo essencial da folha e do rizoma de Curcuma longa L.;
b) Desenvolver nanoemulsdes a partir de ambos os 0leos; Fazer andlise das nanoemulsdes

pelo Potencial Zeta;

c) Analise e comparagdo dos dleos essenciais por Espectroscopia Raman, Espectroscopia

Infravermelho e Ultravioleta e Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa;

d) Fazer teste de atividade das nanoemulsdes e dos Oleos frente a macrofagos e a bactérias;
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Curcuma longa Linnaeus

A acafroa (Curcuma longa L.) é uma planta monocotilédonea pertencente a familia
Zingiberaceae. Classificada como planta condimentar, ¢ conhecida popularmente no Brasil
como acafrdo, acafroeira, acafrao-da-terra, agafrﬁo-da-fndia, batatinha amarela, gengibre
dourada, mangarataia (MAIA et al., 1995), curcuma ou curcuma e acafroa (no Acre). A
acafroa (Figura 1) ¢ uma planta originaria do sudeste da Asia, mais precisamente das florestas
tropicais da India, pais detentor da maior produgdo mundial e local onde ocorre a méaxima
diversidade genética (SASIKUMAR, 2005). Embora a maior diversidade varietal ocorra no
Nordeste da India, grande parte dos parentes silvestres e plantas invasoras de C. longa
encontram-se na regido Sudoeste. Por estas razdes, ¢ amplamente aceito que a India é o centro

de origem da ctircuma cultivada atualmente (RAVINDRAN et al., 2007).

AR .

Figura 1: Parte aérea da Curcuma longa L., sem a inflorescéncia.

O género apresenta aproximadamente 1.400 espécies descritas, sendo reconhecidas
seis variedades taxonomicas de C. longa baseadas em taxonomia numérica: C. longa var.
typica, C. longa var. atypica, C. longa var. camphora, C. longa var. spiralifolia, C. longa var.
musacifolia e C. longa var. platifolia. A maioria das variedades de C. longa encontradas na
india e utilizadas agronomicamente pertencem a C. longa var. typica ou atypica
(SASIKUMAR, 2005).

Trata-se de uma planta do tipo herbacea e perene, as condi¢cdes ambientais da regido
sudeste fazem com que a planta se comporte como anual, essas condi¢des principalmente

devido as baixas temperaturas que ocorrem a partir da segunda semana de maio levam a
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planta a senescécia (CECILIO-FILHO, 1996). O ciclo do cultivo se estende de novembro a
julho, perfazendo cerca de 240 dias. Para regides de adequada temperatura, o ciclo da cultura
sera determinado por outros potenciais fatores ambientais limitantes, entre os quais se destaca
a disponibilidade hidrica (CECILIO-FILHO et al., 2000).

No estado do Acre, a planta amarelece suas folhas nos meses de maio e junho, nos
meses subsequentes as folhas murcham e caem, ¢ o periodo do “verdo amazodnico”, (periodo
do ano em que as chuvas ficam muito espacadas) os cultivadores dizem que a agafroa
“morre” (Figura 2), os rizomas continuam intactos no solo, no final de outubro as folhas

voltam a nascer novamente ¢ dai em diante ira florescer, logo chegara o periodo chuvoso, o

“inverno amazdnico”, periodo em que a planta produz folhas vistosas e a inflorescéncia.

S -

Figura 2: Rizoma de C. longa depois que as folhas caem, no periodo do “verfo amazonico”, neste periodo os
cultivadores dizem que a agafroa morre.

A espécie foi introduzida no Brasil durante o periodo colonial, utilizada por
garimpeiros para marcar regides de garimpo e por escravos como condimento culinério.
Desde entdo ¢ cultivada ou encontrada de modo subespontaneo em véarios estados. A planta
atinge em média de 120 a 150 centimetros de altura em condigdes favoraveis. Suas folhas sao
grandes, oblongo-lanceoladas e obliquo-nervadas, sendo os peciolos de mesmo tamanho dos
limbos. Estes se reinem na base da planta, formando um pseudocaule. A planta possui um
rizoma principal denominado usualmente de ‘cabeca’ ou ‘pido’ o qual ¢ periforme,
arredondado ou ovoide. Ao redor destes, verificam-se ramificagcdes secundarias denominadas
de ‘dedos’, sendo estas compridas, também tuberizadas (HERTWIG, 1986). Estes rizomas se
desenvolvem agrupados no solo, abaixo do colo da planta, organizados numa estrutura

denominada ‘mao’ (Maia,1991), podendo apresentar ainda estruturas de reserva (bulbos). O
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rizoma € o 6rgao da planta que apresenta interesse economico, com diversas aplicagdes atuais

e potenciais (Figura 3).

Figura 3: Rizomas de Curcuma longa L. se apresentando em uma estrutura chamada ‘M&o’, que tem o rizoma
principal, chamado de cabega, e rizomas secundarios conhecidos como dedos.

A espécie ¢ propagada vegetativamente por meio de propagulos-semente, a partir dos
‘dedos’ ou ‘cabecas’. Apesar de produzir inflorescéncias (Figura 4) e de ser descrita como
alogama, a produg¢dao de sementes dificilmente ocorre devido a incompatibilidade e a
esterilidade do podlen (JOSEPH et al., 1999; SASIKUMAR et al.,1999). Outro fator que
contribui para a dificuldade na obtencdo de sementes vidveis se deve a evidéncias de que a
espécie ¢ tripldide, com numero basico de cromossomos x=21. Em uma revisdo citogenética
do género Curcuma, Islam (2004) verificou a existéncia de variedades de Curcuma longa com

2n=3x =62, 63 ¢ 64 cromossomos.

Figura 4: Inflorescéncia de Curcuma longa.
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De acordo com Ravindran et al. (2007), a triploidia pode ter evoluido a partir da
hibridagdo interespecifica entre plantas tetraploides de C. aromatica e um ancestral diploide
de C. longa (2n=42). Outra sugestdo pode ser que estas ultimas evoluiram uma da outra por
mutacao aos passos, sendo a forma tripldide um intermedidrio evolutivo. Em ambos os casos,
o modo de reproducao predominantemente assexuado e o tamanho reduzido dos cromossomos
podem ter favorecido a perpetuagdo da triploidia. Este aspecto também explica a dificuldade
de obtencdo de sementes, uma vez que em organismos triploides a segregagdo meidtica ¢
deficiente, diminuindo a probabilidade de formagdo de gametas viaveis e limitando o
melhoramento genético por métodos classicos de hibridagao (VALOIS, 2001).

Apesar disso, variedades hibridas ja foram desenvolvidas e encontram-se disponiveis
em paises onde a cultura apresenta maior destaque comercial, como no caso da India
(SASIKUMAR, 2005). Considerando estes aspectos, o melhoramento genético da cultura
usualmente tem sido realizado por meio de selegdo clonal, selecio de germoplasma ou
inducdo de mutagdo. Aliado a estas estratégias, métodos de cultura de tecidos parecem ser
alternativas promissoras para incremento de variabilidade, tais como obtencdo de variantes
somaclonais e hibridos somaticos, indu¢do de poliploidia, indu¢do de mutacao e transgenia

via biobalistica (SALVTI et al., 2002; ISLAM, 2004; SHIRGURKAR et al.,2006).

2.1.1 Compostos Quimicos do acafrao (Curcuma longa L.)

Do rizoma da C. longa L. seco ¢ moido se extrai o agafrdo que ¢ um pod amarelo-
alaranjado. O acgafrdo contem proteina (6.3%), gordura (5.1%), minerais (3.5%), carboidratos
(69.4%) e moisture (13.1%). O O6leo essencial obtido por destilagdo a vapor obtido dos
rizomas(5.8%) tem a-felandreno (1%), sabineno (0.6%), cineol (1%), borneol (0.5%),
zingibereno (25%) e sesquiterpenos (53%). A Curcumina (diferoilmetano) (3—4%) ¢
responsavel pela cor amarela, que compreende a curcumina I (94%), curcumina II (6%) e a
curcumina III (0.3%). A Desmetoxicurcumina e a bisdesmetoxicurcumina sdo derivadas e
isoladas da curcumina (CHATTOPADHYAY et al., 2004).

A estrutura quimica da curcumina (diferoilmetano) foi determinada por Roughley;
Whiting em 1973 (Figura 5). Ela funde a 176-177 °C e forma sais vermelho-castanho na
presenga de bases. A curcumina ¢ solivel em etanol, bases, cetona, acido acético e
cloroformio e dimetilsulfoéxido, ¢ insolivel em 4gua, a curcumina € um polifenol hidrofébico

(CHATTOPADHYAY et al. 2004; ROUGHLEY; WHITING 1973). Na molécula da
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curcumina, a cadeia principal ¢ um grupo alifatico, insaturado e o grupo arilo pode ser
substituido ou ndo (ARAUJO; LEON 2001).

O acafrdo contém compostos fendlicos (diarilheptanodide, diarilpentandide derivados
de fenilpropeno). Terpenodides (monoterpenodides, sequisterpenoides, diterpendides e
triterpendide), diarilheptanoides (curcumina, turmerona, zingibereno), os curcuminoides sao
relatados como seus principais compostos quimicos bioativos. A curcumina ¢ o principal
curcuminéide, um polifenol, principio ativo da C.longa, e foi isolada pela primeira vez em

1815 (ROHAETTI et al., 2014, CHATTOPADHYAY et al., 2004), cujo a formula é Cy1H30Og.

HO OH
OCHs H3CO

Figura 5: Formula Estrutural da Curcumina
Fonte: Goel et al., 2008

A curcumina, presente em aproximadamente 77% do curcuminoides, a
desmetoxicurcumina (Figura 6), conhecida como curcumina II, com presenca aproximada de
17%, a bisdesmetoxicurcumina (curcumina III), com cerca de 3% de presenca (Figura 7), e a
ciclocurcumina sdao os curcumindides mais presentes no agafrao, que chega a conter entre 3 e

5% de curcumindides em sua composi¢ao (GOEL et al., 2008).

HO OH

OH,4C X
O O

Figura 6: Formula estrutural da Desmetoxicurcumina. Adaptado de Braga, 2005
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Figura 7: Formula estrutural da Bisdesmetoxicurcumina. Adaptado de Braga, 2005
A curcumina tem relativamente maior atividade incluindo a acgdo antioxidante,
antibacteriana e propriedades anticancerigenas que as outras curcuminas. Um fator
interessante ¢ que sob condi¢des ambientais diferentes os rizomas usados para a preparagdo de

produtos herbais mostraram variagdo nas atividades farmacoldgicas (ANUBALA et al., 2014).

Outro componente com potencial de exploracdo sdo os 6leos essenciais, presentes em
concentragdes que variam de 2,5 a 5,0% (GOVINDARAJAN, 1980). Estes sdo formados
principalmente por turmerona, d-hidroturmerona e cetonas aromaticas (MARTINS; RUSIG,
1992). Analisando os 6leos essenciais de cinco espécies de curcuma, Zwaving; Boss (1992)
identificaram 23 constituintes, sendo ar-turmerona, turmerona e turmerol (Figura ),

responsaveis por cerca de 75% do 6leo.

a) b)
c)
d)

Figura 8: Estruturas quimicas: a) Ar-Tumerona, b) Tumerona, c¢) Tumeronol A d) Tumeronol B
Fonte: Adaptado de Sigrist (2009)
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2.1.2 Atividades biologicas de Curcuma longa L.

Como relatado anteriormente a C. longa L. tem uma longa histéria de usos

terapéuticos por varios povos asiaticos, a seguir uma lista de véarias atividades biologicas

atribuidas ao uso do agafrdo e principalmente a Curcumina (Tabela 1).

Tabela 1: Curcumina e os derivados bioldgicos de C. Longa L. com atividades biologicas

Composto

Estrutura Quimica

Atividade

Curcumina

Ar-turmerona

Metilcurcumina

Desmetoxicurcumina

Bisdesmetoxicurcumina

Curcuminato de Sédio

H CH==CHCOCH ,COCH=—=CH OH

CH30 OCH 3

ch—@iﬂ— CHy—C0O —CH== E—CH3

T3 H3

CH3 CH=CHCCCH2COCH=—=CH OCH?3

CH30 OCH3

H 0OCH3
HQ@—CH=CHCOCH2COCH=CH— H
H H
HO@— CH==CHCOCH 2COCH =CH4@ OH

NaO CH=CHCOCH2COCH =——CH _QON“]
CH30 CH3

Antibacteriana
Leishmania
amazonensis
Anti-HIV
Antioxidante
Anti-inflamatoéria

Antitumoral

Antiveneno de cobra

Leishmania

amazonensis

Antioxidante

Antioxidante

Anti-inflamatorio

Fonte: Araujo; Leon (2001).

27



2.1.2.1 Atividade Anti-inflamatoria

Ha uma grande numero de trabalhos na literatura relativos a atividade de compostos
extraidos de C. longa L. sendo potentes inibidores da inflamac¢ao. Estas substancias podem ser
classificadas como curcumindides, analogos de Diarilheptandides. Existem dois modelos de
inflamacdo a serem estudados: modelos cronicos (granuloma e tecido de granulacdo), em que
a inflamag¢do e granulomas desenvolvem-se durante um periodo de tempo (varios dias),
indicando a fase de inflamacgao proliferativa e os modelos agudos, onde efeitos agudos de
agentes anti-inflamatérios podem ser estudados. Testando a sua acdo inibitoria sobre o
desenvolvimento de edema em patas de rato Mukhopadhyay et al. (1982) demonstraram a
atividade da curcumina e outros analogos semi-sintéticos (curcuminato de sdédio,
diacetilcurcumina, trietilcurcumina e tetrahidrocurcumina) em carragenina, induzindo um
edema de pata e inflamacdo de granuloma em ratos. Nesses experimentos os autores
utilizaram 4cido fertlico e fenilbutazona (medicamento de referéncia). A curcumina e os seus
andlogos mostraram agdo semelhante em carragena induzindo edema em patas de rato; No
entanto, o curcuminato de sodio foi o andlogo mais potente e foi mais soltvel do que a
curcumina em agua. Entre os andlogos de curcumina, a trietilcurcumina foi o anti-
inflamatorio mais potente no modelo cronico de inflamagdo quando comparado com os
outros analogos e com as drogas de referéncia; a tetracurcumina ndo mostrou nenhuma
atividade na condicao de inflamagdo aguda, todas as substancias eram mais eficazes. Os
autores concluiram que a atividade dos compostos utilizados nestes experimentos dependem
do modelo de inflamacdo. Arora et al. (1971) investigaram a atividade anti-inflamatoria em
diferentes fragdes do extrato dos rizomas de circuma em éter de petroleo (dois componentes)
em animais. Eles descobriram que os extratos reduziam o crescimento do granuloma sem
efeitos toxicos.

Chandra; Gupta (1972 ) demonstraram as ac¢des anti-inflamatorias e antiartriticas de
6leo volatil de C. longa L. Ghatak; Basu (1972) mostraram a a¢do do curcuminato de sodio
como um agente anti-inflamatério, sendo melhor do que curcumina e o acetato de
hidrocortisona em inflama¢ao experimental induzida por carragenina e formalina em ratos
albinos (DEsy = 144 pg/kg), o curcuminato de sodio ¢ mais soluvel em 4gua do que a
curcumina e nao foram observados efeitos colaterais.

As agdes farmacologicas da curcumina como um agente anti-inflamatério foram
examinadas por Srimal; Dhawan (1973), neste trabalho, os autores relataram que o composto

foi eficaz na fase aguda bem como nos modelos de inflamagdo cronica, a poténcia da
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curcumina ¢ aproximadamente igual a Fenilbutazona no teste de edema induzido por
carragenina, mas foi ativa em apenas metade dos experimentos cronicos. Observou-se que a
curcumina foi menos toxica que o medicamento de referéncia (sem mortalidade até uma dose
de 2 g/kg™). Huang et al. (1992) examinaram o efeito inibidor da curcumina na proliferacio
de células mononucleares do sangue e células vasculares dos musculos. Nas células
mononucleares do sangue a curcumina foi capaz de prejudicar a resposta das células ao
mitogeno, PHA, a resposta ao aloantigénio e ao MLR. Os pesquisadores sugeriram que a
curcumina poderia ser usada clinicamente no transplante de aterosclerose. O derivados do
acido cindmico eram menos ativos do que curcumina. Ammon et al. (1992) demonstraram que
a curcumina pode ser um inibidor da formac¢ao de leucotrienos nos neutréfilos peritoneais de
rato, com uma ECsy de 27x107M, em contraste com a hidrocortisona que ndo mostrou
qualquer efeito.

O ¢leo essencial de C. longa e também os extratos de éter de petrdleo, alcool e agua
mostraram efeitos anti-inflamatorio. A atividade anti-reumdtica da curcumina também foi
estabelecida em pacientes que apresentaram melhora significativa dos sintomas apds a
administracdo de curcumina. A curcumina estimula expressao de proteinas de estresse
induzida pelo estresse e pode atuar de uma forma semelhante a indometacina e o salicilato. A
Curcumina oferece efeito anti-inflamatorio através da inibicdo da ativacdo da NFkB. A
curcumina também mostrou reduzir a expressao do fator TNFa induzindo génese tecidular em
c¢lula endotelial adrtica bovina, reprimindo ativagao de ambas AP-1 e NFkB. O papel anti-
inflamatério da curcumina ¢ também mediado através da regulacdo negativa da ciclo-
oxigenase-2 e o 0xido nitrico sintetase indutivel através da supressdo da ativacdo da NFkB. A
curcumina também aumenta a cicatrizagdo de feridas em ratos e camundongos diabéticos, e
na lesao induzida por H,O, em queratindcitos humanos e fibroblastos (CHATTOPADHYAY
et al. 2004).

2.1.2.2 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante da curcumina foi relatada 1975. Ela age como um limpador
de radicais livres de oxigénio. Ela pode proteger a hemoglobina a partir da oxidagao. In vitro,
a curcumina pode inibir significativamente a geracdo reativa de espécies de oxigénio (ROS)
como superoxido, H,O, e geragdo de radicais nitrito por macréfagos ativados, os quais
desempenham um papel importante na inflamagdo A curcumina também reduz a produgao de
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ROS in vivo. Seus derivados, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina também tém
efeitos antioxidante. A curcumina exerce potente efeito inibidor contra a lesdo induzida por
H,0, em queratin6citos humanos, fibroblasts e em células NG 108-15 (CHATTOPADHYAY
et al. 2004).

Unnikrishnan; Rao (1995) estudaram as propriedades antioxidantes da curcumina e
seus trés derivados (desmetoxicurcumina, bisdesmetoxicurcumina ¢ diacetilcurcumina). Os
autores demonstraram que estas substincias podem proporcionar uma protec¢do contra a
oxidagdo da hemoglobina a uma concentragdo tdo baixa como 0,08 mM, exceto a
diacetilcurcumina que tem pouco efeito na inibigdo de nitrito, induzindo a oxidacdo na
hemoglobina.

O efeito da curcumina na peroxidagdo lipidica também foi estudada em diversos
modelos por varios autores. A curcumina ¢ um bom antioxidante e inibe a peroxidagao
lipidica dos microssomos em figado de rato, membranas de eritrocitos e de células cerebrais
(PULLA et al., 1994). A curcumina sequestra os radicais livres e inibe a peroxidacao lipidica,
agindo na prote¢do das células e das macromoléculas celulares, incluindo o DNA dos danos
oxidativos (BIANCHI; ANTUNES 1999).

A peroxidagdo do lipideo tem um papel principal na inflamacdo, em doencas
cardiacas e no cancer. A curcuma pode reduzir a peroxidagdo lipidica através da manutenc¢ao
das atividades de enzimas antioxidantes como a superdxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase em niveis mais elevados. Estas enzimas desempenham um papel importante na
regulacao da peroxidagdo dos lipideos (PULLA et al.; 1992).

Pulla et al. (1992) observaram que a curcumina ¢ capaz de vasculhar radicais livres
de oxigénio tais como anions de superoxido e radicais hidroxila, que sdo importantes para a
iniciagdo da peroxidacao lipidica. Outro artigo sobre curcuminoides como inibidores potentes
da peroxidagdo lipidica foi descrito por Sreejayan; Rao (1994), em que os autores
demonstraram que trés curcuminoides eram inibidores da peroxidagdo de lipideos em cérebro
homogeneizado de rato e de microssomos de figado de rato, estes compostos foram mais
ativos do que o o-tocoferol (droga de referéncia), a curcumina mostrou os melhores
resultados. A metoxicurcumina parece desempenhar uma importante funcao, pois, o grupo
fenodlico, o grupo metoxi no anel fenil e o sistema 1,3 - dicetona parecem formar estruturas
com importantes caracteristicas que podem contribuir para estes efeitos. O sistema dicetona ¢é
um potente ligante para metais como ferro, utilizado nestes experimentos. Um outro fator

proposto na literatura ¢ que a atividade antioxidante aumenta quando um grupo fendlico esta
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ligado a um grupo metoxi na posi¢cdo orto. O mecanismo de acao da curcumina ainda ¢

desconhecido.

2.1.2.3 Atividade Antiprotozoaria

O primeiro trabalho a relatar a atividade da curcumina e de alguns derivados semi-
sintéticos na literatura contra tripanossomatideos foi estudada em promastigotas
(extracelulares) e formas amastigotas (intracelulares) de Leishmania amazonensis. Os autores
demonstraram que a curcumina (um curcuminéide fendlico) em experiéncias in vitro tem uma
excelente atividade (DLsp= 24 uM ou 9 mg/mL), e o derivado semi-sintético, metilcurcumina
(um curcumindide ndo-fenodlico), tem a melhor agdo com uma DLsy <5 pg/mL e DLgy =35
mM contra formas promastigotas, este derivado foi testado in vivo em ratos e mostraram uma
boa atividade, com 65,5% de inibigao do tamanho da lesdo na almofada das patas de ratos,
quando comparado com o grupo inoculado apenas com os parasitas (ARAUJO et al. 1998,
1999). Outro ponto interessante mencionado pelos autores ¢ que eles observaram nao haver
qualquer reagdo inflamatoria na area onde as drogas foram injetadas, talvez porque
curcuminodides sdo potentes inibidores da inflamagdo. Rasmussen et al. (2000) relataram a
eficacia de um extrato etandlico de C. longa contra o Plasmodium falciparum e L. major, que

foi capaz para inibir o crescimento in vitro destes parasitas.

2.1.2.4 Atividade Nematicida

O o6leo de curcuma foi estudado em Paramecium caudatum em diferentes
concentracgodes, variando de 1 em 2000 para 1 em 5000. Os ciliados tornaram-se lentos e,
finalmente, morreram (CHOPRA et al. 1941). Kiuchi et al. (1993 ) demonstraram a atividade
das fragdes (metandlica e cloroférmica) de acafrdo contra Toxocara canis. Neste trabalho eles
isolaram um novo curcuminoide, a ciclocurcumina. Todas as substincias ndo mostraram
atividade quando aplicadas de forma independente, mas a atividade foi observada quando

foram misturadas, sugerindo uma agao sinérgica entre elas.

2.1.2.5 Atividade Antibacteriana e Antifungica

O ¢6leo da curcuma foi testada contra culturas de Staphylococcus albus, S. Aureus e

Bacillus typhosus, inibindo o crescimento de S. albus e S. aureus em concentragdes de até 1 a
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5000 (CHOPRA et al. 1941) . Bhavani Shankar; Murthy (1979 ) investigaram a atividade das
fracdes de clircuma contra algumas bactérias intestinais in vitro. Neste trabalho, a inibigdo
total de crescimento de Lactobacillus na presenca de curcuma foi observada (4,5-90 pL/100
mL). A outra fracdo, o extrato alcoolico , foi eficaz também (10-200 mg/mL), mas a inibi¢ao
nao era ¢ igual como a com o agafrdo. A curcumina (2.5-50 mg/mL ), apenas inibiu S. Aureus.
No trabalho de Kuhn et al. (2006) foi possivel verificar a acdo do extrato aquoso de
C. longa L. contra a bactéria Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis comparado com o
antibiotico Oxitetraciclina. E concluiram que a circuma exerce atividade in vitro contra X.
axonopodis pv Manihotis.
Sunilson et al. (2009) utilizaram os rizomas de C. longa para fazer extragdes com
éter de petrdleo, cloroformio, metanol e dgua frente as bactéria E. coli, S. entenridites, C.
perfringens, S. aureus ¢ C. jejuni e aos fungos B. cereus, S. cerevisae, H. anomala, M.
mucedo ¢ C. albicans comparando o desempenho dos extratos com o antibiotico padrdo
Ofloxacino e o fungicida padrao Fluconazol. O melhor extrato foi o produzido com metanol,
apresentado atividade bactericidas e fungicidas, concluindo que o extrato produzido com
metanol possui propriedades antifungicas e antibacterianas devido a presenca de compostos
fenodlicos. Balbi-Pefia et al. (2006) estudaram o potencial antifungico do agafrdo e da
curcumina contra Alternaria solani em tomateiros com o uso de solugdes alcooodicas, o
resultado alcancgado foi o de inibi¢gdo micelial in vitro.
Os extratos de éter, cloroférmio e 6leo de C. longa tém efeitos antifungicos. O extrato
bruto etandlico também possui atividade antifungica. O 6leo do agafrao também ¢ ativo contra
Aspergillus  flavus, A. parasiticus, Fusarium moniliforme e Penicillium digitatum

(CHATTOPADHYAY et al. 2004).

2.1.2.6 Atividade Antiveneno

A atividade potente do antiveneno foi testado contra picada de cobra. A fragdo que
consistia em ar-tumerona, isolada a partir de C. longa L , neutralizou tanto a atividade
hemorragica e quanto o efeito letal de veneno em ratos . Neste estudo ar — turmerona era
capaz de abolir a atividade hemorragica do veneno de Bothrops e cerca de 70 % do efeito letal
do veneno de Crotalus. A Ar-tumerona pode atuar como um inibidor enzimatico, no caso de

enzimas de veneno com atividades proteoliticas e hemorragicas (FERREIRA et al., 1992).
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2.1.2.7 Atividade Antiviral e Anti-HIV

A curcumina mostrou ter atividade antiviral atuando como um inibidor eficaz da chave
do virus de Epstein-Barr (EBV) ativando o fragmento Bam H deixando a (BZLF1) proteina
de transcricdo das células em Raji DR-LUC. Indutores EBV tais como 12-0-
tetradecanoilforbol-13-acetato, butirato de sédio ¢ o fator de transformagdo de crescimento-
beta aumentam o nivel de RNAm BZLF1 em 12-48 h depois do tratamento nestas células, que
¢ bloqueado pela curcumina. A curcumina também mostra atividade anti-VIH (virus da
imunodeficiéncia humana), atividade de inibicdo da integrase do HIV-1 necessaria para
replicacdo viral. Também inibe a expressdo do gene UV do HIV. Assim, a curcumina e os
seus andlogos podem ter o potencial para o desenvolvimento de medicamentos novos contra o

HIV (CHATTOPADHYAY et al. 2004).

Mazumber et al. (1995) demonstraram que a curcumina tem uma atividade antiviral,
sendo um inibidor da integrase do HIV - 1 (ICso = 40 uM) e sugeriu que os analogos da
curcumina podem ser desenvolvidos como drogas anti-AIDS . Os dados mostraram que a
curcumina inibiu a replicacdo da proteina integrase do HIV-1. Eigner; Scholz (1999)
relataram que a curcumina foi reivindicada para ser usada como anti-HIV-1 e anti-HIV-2 em

um pedido de patente.

2.1.2.8 Atividade Antitumoral

Huang et al. (1988), estudaram o efeito da curcumina, acido clorogénico, acido
cafeico e acido feralico na evolugdo de tumor de pele em rato causado por 12-o-tetradecanoil-
13-acetato (TPA), observou-se que todos estes compostos inibem a ornitina descarboxilase
(ODC) epidérmica e a sintese do DNA da epiderme, sendo que a curcumina foi mais
eficiente. Em um outro trabalho (1991), os resultados sugeriram que a curcumina foi um
inibidor potente do TPA, da inflama¢ao induzida pelo 4cido araquiddnico, da atividade da
lipoxigenase e ciclo-oxigenase em epiderme de rato. O ICsy de curcumina— dependencia para
a inibi¢do desta atividade enzimatica era 5-10 pM. Neste estudo, os resultados indicaram que
a curcumina inibiu o metabolismo epidérmico do acido araquidonico pelas vias da
lipoxigenase e ciclo-oxigenase.

Além disso, Ozaki et al. (2000), examinaram a a¢do da curcumina na apoptose dos

osteoclastos em coelho e demonstraram que a curcumina inibe drasticamente a reabsorc¢ao
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Ossea em paralelo com a estimulagdo da a apoptose nas células. Como o cancer e a inflamagao
Ossea sdo doencas que aumentam a reabsor¢do Ossea, 0s autores sugerem que a curcumina
pode ser util na terapia nestas patologias. Braga (2005) relata que existem agentes
quimiopreventivos € quimioterapéuticos conhecidos por exercer efeitos antiproliferativo ou
citostatico por inducao da apoptose em células (pré) malignas, como o gingerol e paradol,

curcumina e resveratrol.

2.1.2.9 A¢ao Farmacologica da Curcumina

2.1.2.9.1 Efeito sobre o sistema gastrintestinal

Estomago: O acafrdo tem efeito benéfico sobre o estdmago. Ele aumenta a secrecdo de
mucina em coelhos e pode assim agir contra a irritagdo gastrica. Contudo, existe uma
controvérsia a respeito da atividade ulcerogénica da curcumina. Ambos os efeitos, antitlcera e
ulcerogénico, da curcumina t€ém sido relatados, mas ainda faltam estudos detalhados. A
curcumina mostrou proteger o estdmago de efeitos ulcerogénicos da fenilbutazona em cobaias
de porquinho da India na dose de 50 mg/kg. Também protege de ulceragdo induzida por 5-
hidroxitriptaminacom a uma dose de 20 mg/kg. Contudo, quando a curcumina foi utilizada a
0,5%, ndo conseguiu proteger de ulcera contrainduzida por histamina. Na verdade, em doses
mais elevadas que 50 mg/kg e 100 mg/kg, produz ulceras em ratos. Embora o mecanismo
ainda ndo esteja claro, um aumento do acido gastrico e/ou a secrecdo de pepsina e reducao no
conteudo de mucina tém sido implicado na indugdo da ulcera gastrica. Estudos recentes em
laboratorio indicam que a curcumina pode bloquear a indometacina, o etanol e a ulcera
gastrica induzida por estresse pode também impedir a ligadura induzida do piloro por
secrecdo de acido em ratos. O efeito anti-tlcera ¢ mediado pela eliminacao de espécies

reativas de oxigénio pela curcumina (CHATTOPADHYAY et al. 2004).

Intestino: A curcumina tém bons efeitos sobre o intestino também. A atividade
antiespasmodica do Curcuminato de sodio foi observada em ileum de cobaia de porquinho da
India. A atividade antiflatuléncia também foi observada em experimentos in vivo e in vitro,

em ratos. A curcumina também aumenta a atividade intestinal da lipase, da sacarase e da

maltase (CHATTOPADHYAY et al. 2004).
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Figado: A curcumina e os seus analogos tém atividade protetora em hepatdcitos de rato em
cultura contra o tetracloreto de carbono, D-galactosamina, peréxido e toxicidade induzida por
ion6foro. A curcumina também protegeu contra alteragcdes induzidas por dietilnitrosamina e
2-acetilaminofluoreno no desenvolvimento de focos hepaticos. Foi relatado o aumento da
producdo de bilis em cdes pela curcumina e o Oleo essencial de C. longa

(CHATTOPADHYAY et al. 2004).

Pancreas: O 1-fenil-1-hidroxi-n-pentano, derivado sintético de p-acetilmetilcarbinol (um
ingrediente de C. longa) aumenta a secrecdo plasmatica e niveis de bicarbonato. A curcumina
também aumenta a atividade da lipase pancreatica, amilase, tripsina e quimiotripsina

(CHATTOPADHYAY et al. 2004).

2.1.2.9.2 Efeito sobre o Sistema Cardiovascular

A curcumina diminui a gravidade das alteragdes patologicas e, portanto, protege contra
os danos causados por infarto do miocardio. A curcumina melhora o transporte de Ca’" e o
seu resvalamento a partir do reticulo endoplasmatico do musculo cardiaco, aumentando assim
a possibilidade de intervencdes farmacoldgicas para corrigir o defeito da homeostase de Ca”"
no musculo cardiaco. A curcumina tem efeito hipocolesterémico significativo em ratos

hipercolesterémicos (CHATTOPADHYAY et al. 2004).

2.1.2.9.3 Efeito sobre o Sistema Nervoso

A curcumina e o complexo de manganés da curcumina oferecem uma agdo protetora
contra a deméncia vascular, exercendo atividade antioxidante (CHATTOPADHYAY et al.

2004).

2.1.2.9.4 Efeito no Metabolismo Lipidico

A curcumina reduz a lipoproteina de baixa densidade (LDL), diminui a lipoproteina de
baixa densidade no plasma e de forma significativa o nivel total de colesterol no figado,

promovendo um aumento do nivel de a-tocoferol no plasma de ratos, sugerindo uma interacao
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in vivo entre a curcumina ¢ o a-tocoferol, que podem aumentar a biodisponibilidade da
vitamina E e a diminui¢do do nivel de colesterol. A curcumina liga-se com a fosfatidilcolina,
provenientes de ovos e de soja, que por sua vez se liga a ions de metais bivalentes para
oferecer atividade antioxidante. O aumento no teor em acidos graxos apds a inducao de danos
no figado pelo etanol ¢ significativamente diminuida pelo tratamento com curcumina e o nivel

de acido araquidonico aumenta (CHATTOPADHYAY et al. 2004).

2.1.2.10 Outras Atividades do Acafriao e da Curcumina

A curcumina e o seu sal de sodio tém demostrado uma forte atividade anti-
inflamatéria em edema induzido por carragenina e caoline. O agafrao em po protege a mucosa
gastrica contra substancias irritantes. A curcumina pode diminuir o nivel de colesterol elevado
como estatina e tem atividade antimutagenica (SCARTEZZINI; SPERONI 2000). Chuang et
al. (2000) mostraram que a curcumina, em concentragcdes de 200 mg/kg ou 600 mg/kg pode
eficazmente inibir inflamag¢ao do figado induzida por dietilnitrosamina em ratos. Outra agao
interessante desta substancia foi demonstrada por Park e colaboradores (2000), quando uma
injecdo intraperitoneal de tetracloreto de carbono induziu uma hepatotoxicidade aguda em
ratos. Depois estes animais foram tratados com a curcumina e os resultados mostraram que a
lesdao do figado foi inibida.

Silva Filho et al. (2009) fizeram um ensaio de letalidade com o microcrustaceo
Artemia salina e com o caramujo Biomphalaria glabrata (este caramujo ¢ o portador
intermediario do trematoide Schistosoma mansoni, causador da doenga esquistossomose em
humanos) usando a Oleoresina extraida com acetona de rizomas da C. longa e o O6leo
essencial do rizoma da C. longa (OERCL). Concluiram que a Oleoresina tem a presenca de
curcuminoéides, compostos bioativos fendlicos e possui a agdo de prevenir certas doengas. A
6leoresina e o OERCL apresentaram toxicidade sobre A. salina nas concentragdes de 100 e
500 pg/mL, respectivamente. As concentragdes letais de 50% referentes a Oleoresina e ao
OERCL evidenciaram que ambos os extratos possuem principios ativos ou bioatividades
através de seus constituintes, além disso ambos os extratos podem constituir uma alternativa
no controle da populacdo destes caramujos e na reducdo da esquistossomose.

Leung e colaboradores (2015) testaram a nanoencapsulacdo de curcumina em
nanoemulsdao onde a parte hidrofilica da curcumina se liga a dgua dando estabilidade a

nanoemulsdo exibindo trés propriedades importantes: (1) uma regido hidrofobica para
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encapsular a curcumina; (2) uma superficie hidrofilica para manter a suspensao estavel em
agua e (3) uma efetiva segregacdo de curcumina com as moléculas de agua ao redor.
Irandhahi et al. (2015) afirmam que a curcumina possui interagdes ndo covalentes
hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio, o que faz com que a curcumina tenha uma grande
seletividade de alvos especificos e multipla acdo para ser aplicada em varios tipos estudos

clinicos.

2.1.2.10.1 Atividade Pro/Antimutagénica

A curcumina exerce efeitos pro e antimutagénicos. Em doses de 100 e 200 mg/kg de
peso corporal, a curcumina mostrou reduzir o numero de células com aberragdes
cromossOmicas induzida por ciclofosfamida em ratos Wistar. O acafrdo também impede a
mutagdo em modelos uretano (um potente mutagénico). Relatos contraditoérios também
existem. A curcumina e o acafrdo induzem aberragdes cromossdmicas por radiagdo y em
ovario de hamster chinés. A curcumina também tem demonstrado ndo proteger a quebra de
cadeia de DNA induzida pelo cromo hexavalente. De fato, ao efeito total do cromo a
curcumina ¢ um aditivo causando quebras no DNA de linfocitos humanos e células da mucosa

gastrica (CHATTOPADHYAY et al. 2004).

2.1.2.10.2 Atividade Anticoagulante

A curcumina mostra a atividade anticoagulante pela inibi¢do do coldgeno que por sua
vez inibe a adrenalina de induzir a agregacdo de plaquetas, in vitro bem como in vivo, em

aorta toracica de ratos (CHATTOPADHYAY et al. 2004).
2.1.2.10.3 Atividade Antifertilidade

Extratos aquosos de rizomas de curcuma e de éter de petréleo mostram 100% de efeito
antifertilidade em ratos quando administrados oralmente. A nidag¢do ¢ completamente inibida
por estes extratos. A curcumina inibe a So-redutase, que converte a testosterona a So-di-
hidrotestosterona, inibindo assim o crescimento do flanco dos orgdos de hamster. A
curcumina também inibe a motilidade do esperma humano e tem o potencial para o

desenvolvimentode um contraceptivo intravaginal (CHATTOPADHYAY et al. 2004).
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2.1.2.10.4 Efeito Antidiabético

A Curcumina impede a formacao de cataratas induzidas por galactose, a doses muito
baixas. O ac¢afrdo e a curcumina diminuem o nivel de ac¢tcar no sangue de ratos diabéticos. A
curcumina também diminui complicagdes avancadas de relacionadas a glicose em portadores

da diabetes mellitus (CHATTOPADHYAY et al. 2004).

2.1.2.10.5 Efeito Antifibroético

A curcumina suprime a fibrose pulmonar induzida por bleomicina em ratos. A
administracdo oral de curcumina em doses de 300 mg/kg inibe o aumento de células com
fibrose induzidas por bleomicina, a contagem total e os biomarcadores de respostas
inflamatérias. Também suprime a produg¢do de macréfago alveolar induzida por bleomicina
de TNF-0, o superdxido e o 6xido nitrico. Assim curcumina atua como um agente anti-

inflamatorio e antifibrotico potente (CHATTOPADHYAY et al. 2004).

2.2 Estudos Farmacocinéticos sobre a Curcumina

A curcumina, quando administrada por via oral ou por via intraperitoneal em ratos, ¢
eliminada principalmente pelas fezes e apenas um pouco na urina. Apenas tracos de
curcumina sdo encontrados no sangue do coracdo, figado e rim. A curcumina, quando
adicionada a hepatdcitos isolados ¢ rapidamente metabolizada e os principais metabodlitos
biliares sdo glicuronideos de tetra-hidrocurcumina e hexahidrocurcumina. A curcumina,
depois de metabolisada no figado, ¢ excretada principalmente através da bile

(CHATTOPADHYAY et al. 2004).

2.2.1 Estudos Clinicos e Aplicacoes Medicinais do Acafrao e da Curcumina

Embora varios estudos tém sido realizados com extratos de acafrao e alguns de seus

ingredientes em varios modelos animais, apenas alguns estudos clinicos sdo relatados:
2.2.1.1 Acafrao

O rizoma em pd ¢ usado para tratar feridas, contusdes e articulacdes inflamadas no

Nepal. Na tradicional medicina indiana, ¢ utilizado para o tratamento de distirbios das vias
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biliares, anorexia, tosse, feridas relacionadas a diabétes, perturbagdes hepaticas, reumatismo e
sinusites. Os dados disponiveis também mostram que o p6, quando aplicado na forma de
capsulas em pacientes com doenca respiratoria, dd alivio de sintomas como dispnéia e tosse.
Um ensaio clinico com 18 pacientes com artrite reumatoide definitiva mostraram significativa
melhoria na rigidez matinal e edema articular depois de duas semanas de tratamento com
doses orais de 120 mg/dia. A aplicagdo do p6 em combinacdo com outros produtos vegetais
também ¢ relatado para a purificacdo de sangue e para problemas menstruais e abdominais

(CHATTOPADHYAY et al. 2004).
2.2.1.2 Curcumina

Em doentes submetidos a cirurgia, a aplicacao oral da curcumina reduz a inflamagao
poOs-operatoria. Recentemente, a curcumina foi formulada para uma liberagdo lenta como
microesferas biodegradaveis para o tratamento de inflama¢do em doencas artriticas em ratos.
Este estudo que usa a curcumina em microesferas biodegradaveeis pode ser empregado com

sucesso para a gestao terapéutica de inflamagao (CHATTOPADHYAY et al. 2004).
2.2.2 Avaliacdo da Seguranc¢a do Acafrao e da Curcumina

Estudos detalhados tém sido relatados na avaliagdo da seguranca dos rizomas de C.

longa, seu extrato alcodlico e a curcumina. Os principais resultados sdo apresentados abaixo:
2.2.2.1 Acafrao

O consumo médio de agafrdo por asiaticos varia de 0,5 para 1,5 g/dia /pessoa e ndo
produz nenhum sintoma téxico. Ratos Wistar machos e fémeas, porquinhos da india e
macacos foram alimentados com doses muito mais altas de acafrao (2,5 g/kg de peso
corporal) que normalmente ¢ consumida por seres humanos. Nenhuma mudanca foi observada
na aparéncia e no peso de rim, figado e cora¢do. Além disso, ndo foram notadas anomalias
patologicas ou comportamentais e nao foi observada mortalidade (CHATTOPADHYAY et al.
2004).

2.2.2.2 Curcumina

A curcumina foi administrada em ratos Wistar, porquinhos da India e macacos de
ambos os sexos, com uma dose de 300 mg/kg de peso corporal. Nenhuma anomalia
patologica, comportamental ou letalidade foram observadas. Nao foram observados efeitos
adversos no crescimento e o nivel de eritrdcitos, leucocitos e constituintes do sangue tais

como a hemoglobina, a proteina sérica total, alcalino fosfatase, etc. Ensaios clinicos humanos
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também indicam que a curcumina ndo tem nenhuma toxicidade quando administrado em

doses de 1-8 g/dia e 10 g/dia (CHATTOPADHYAY et al. 2004).
2.2.3 Perspectivas Futuras

O acafrdo tem sido usado na medicina ayurvédica desde a antiguidade com diversas
aplicagcdes bioldgicas. Embora o extrato bruto tenha numerosas aplicacdes medicinais,
aplicagdes clinicas podem ser feitas somente apdés uma extensa pesquisa sobre a sua
bioatividade, mecanismo de acdo, farmaco terapeuticos e estudos de toxicidade. Contudo,
como a curcumina ja estd disponivel na forma pura, e que mostra um amplo espectro de
atividades biologicas, poderia ser mais facil de desenvolver novas drogas a partir deste
composto depois de extensivos estudos sobre o seu mecanismo de agdo e efeitos
farmacoldgicos. Nos tltimos anos houve um aumento entusiasmatico no tratamento de varias

doengas com produtos naturais (CHATTOPADHYAY et al. 2004).

A curcumina ndo ¢ toxica, ¢ um composto altamente promissor, antioxidante natural,
tem um amplo espectro de funcdes bioldgicas. Espera-se que a curcumina possa achar
aplicagdo como um novo medicamento num futuro préximo para controlar varias doengas,
incluindo doengas inflamatdrias, carcinogénese e patogénese induzida pelo estresse oxidativo

(CHATTOPADHYAY et al. 2004).

2.3 Metabolismo Secundario

O metabolismo priméario ¢ o conjunto de processos metabdlicos que desempenham um
a fungdo essencial no vegetal como a fotossintese, a respiracdo e o transporte de solutos. Os
compostos envolvidos no metabolismo primario possuem uma distribuicdo universal nas
plantas sendo os aminoacidos, nucleotideos, lipideos, carboidratos e a clorofila. O
metabolismo secundério origina compostos que ndo possuem uma distribui¢do universal, pois,
ndo sdo necessarios para todas as plantas (CASTRO et al., 2005).

Esses compostos podem ser utilizados em estudos taxonomicos (quimiossistematica).
Embora o metabolismo secundario nem sempre seja necessario para que uma planta complete
o seu ciclo de vida, ele desempenha papel importante na interacdo das plantas com o meio
ambiente, sdo os fatores bioticos. Os produtos secundarios possuem um papel contra a
herbivoria, ataque de patogenos, competicdo entre plantas e atracao de organismos benéficos

como os polinizadores, dispersores de semente e microrganismos simbiontes. Também
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possuem a agdo protetora em relacdo a estresses abidticos associados com mudangas de
temperatura, conteido de dgua, niveis de luz, exposicdo aos raios UV e de deficiéncia de
nutrientes minerais (Adaptado de CASTRO et al., 2005).

Existem 3 grupos de metabolitos secundarios: Terpenos, compostos fendlicos e
alcaldides. Os terpenos sao feitos a partir do acido mevalénico (no citoplasma), ou do
piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto) (Figura 9). Os compostos fenolicos sdo derivados
do 4cido chiquimico ou 4cido mevaldnico. Os alcaldides sdo derivados de aminoacidos
aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sdo derivados do acido chiquimico, e também de

aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina) (Adaptado de CASTRO et al., 2005).

Terpenos
Via do Mevalonato 2 Fenois
A
Aminoacidos ::
: ‘ L Alcaloides
Via do Ac. Chiquimico P Aromaticos >

Figura 9: Principais vias do metabolismo secundario e suas interligagdes.
Fonte: Castro et al., 2005

2.3.1 Compostos Fenolicos

Os compostos fenolicos sdao substancias que possuem pelo menos um anel aromatico
no qual ao menos um hidrogénio ¢ substituido por um grupamento hidroxila. Os fenois
servem como atrativos de polinizadores e dispersores de semente, protegem as plantas contra
os raios UV, insetos, fungos, virus e bactérias. H4 inclusive certas espécies vegetais que
desenvolvem compostos fenolicos para inibir o crescimento de outras plantas competidoras

(acdo alelopatica) (Adaptado de CASTRO et al., 2005).

41



Esses compostos sao sintetizados a partir de duas rotas metabodlicas principais: a via do
acido chiquimico e a via do 4acido mevalonico, a qual ¢ menos significativa. O dacido
chiquimico ¢ formado pela condensacdao de dois metabolitos da glicose: fosfoenolpiruvato e a
eritrose-4-fosfato. A formagdo do 4acido corismico se d& através da juncdo do acido
chiquimico € uma molécula de fosfornolpiruvato. O acido corismico por sua vez gera os
aminoacidos aromaticos (triptofano, fenilalanina e tirosina) que sdo precursores de varios
alcaldides. Um dos primeiros grupos de compostos fendlicos formados a partir de acido
corismico sdo os fenilpropandides, compostos que costumam ser volateis, sendo considerados
junto com os monoterpenos, 0leos essenciais (Adaptado de CASTRO et al., 2005).

A principal enzima da via do &cido chiquimico ¢ a fenilalanina amdnio liase (PAL).
Essa enzima retira uma amonia da fenilalanina formando o acido cindmico. A PAL ¢ regulada
por fatores ambientais como o nivel nutricional, a luz (pelo efeito do fitocromo) e infeccao
por fungos. Entre as substancias formadas apds a acdo da PAL estao o acido benzoico, que da
origem ao acido salicilico, importante composto na defesa das plantas contra patogenos. Outra
classe de compostos derivados da PAL ¢ representada pelos flavondides, que estdo envolvidos
na sinalizagdo entre plantas e outros organismos e na protecado UV (Figura 10) (Adaptado de

CASTRO et al., 2005).

Eritrose-4-fosfato

Fosfoenolpinuvato

|

0\\: OH
Acido Chiguimico
da OH

OH

|
Corismato > Prefenato ———>  Fenilalanina

v PAL
Amntranilo

l Tirosina Acido cindmico
Triptofano

Alcaléides indélicos Alcaloides Fenilpropandides

isoquindlicos

Figura 10: Via do acido chiquimico para a biossintese de compostos fendlicos e alguns alcaldides. Uma
importante enzima nessa via ¢ a fenilalanina amoénio liase (PAL) a qual produz o acido cinamico.
Fonte: Castro et al. (2005)
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2.3.2 Terpenos

Os terpenos sdo semelhantes a polimeros como os acidos nucléicos (DNA ¢ RNA) e as
proteinas, pois, sao formados por mondmeros que sao moléculas de isopreno (cadeia formada
por 5 carbonos) ou isopentenilpirofosfato. Desse modo, os terpenos sdo classificados de
acordo com o numero de unidades de isopreno que entraram em sua montagem. Muitos
compostos vegetais importantes sdo terpenos ou possuem derivados de terpenos em partes de
sua molécula, iclusive quatro das seis principais classes de hormonios vegetais (Tabela 2)

(Adaptado de CASTRO et al., 2005).

Tabela 2: Principais terpenodides encontrados nas plantas. Notar que os terpendides sdo precursores de quatro
classes hormonais: as citocininas (CKs), o acido abscisico (ABA), as giberelinas (GAs) ¢ os brassinosterdides

(BR).
Isoprenos Atomos de Carbono Nome Exemplos
1 5 Isopreno Cadeia lateral das CKs
Piretréides e
2 10 Monoterpeno o
6leos essenciais
3 15 Sesquiterpeno ABA, lactonas
4 20 Diterpeno GAs, taxol
Esteroides (BR),
6 30 Triterpeno '
saponinas
8 40 Tetraterpeno Carotenoides
N N Polisopreno Borracha

Fonte: Castro et al. (2005)

Os terpenos sdo montados através da justaposi¢ao sucessiva de unidades de 5 carbonos
denominado isopentenilpirofosfato (IPP). O IPP ¢ derivado do &cido mevalonico ou
mevalonato (Figura 11) e dé& origem a todos os outros terpenos. Os monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15) e diterpenos (C20) sdo montados pela adi¢do de uma molécula C5 de
cada vez, os triterpenos (C30) sdo o resultado a jun¢ao de duas moléculas C15 (FPP) e os
tetraterpenos de duas moléculas de C20 (GGPP) (Adaptado de CASTRO et al., 2005).

Os monoterpenos devido ao seu baixo peso molecular, costumam ser substancias
volateis, sendo denominados o6leos essenciais ou esséncias. Contudo nem todos os oleos
volateis sdao terpendides. Os monoterpenos podem ocorrer em pélos glandulares, células
parenquimaticas diferenciadas, canais oleiferos ou em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas.

Eles podem estar estocados em flores, folhas ou nas cascas dos caules, madeiras e frutos.
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Muitos sesquiterpendides também sdo volateis e estdo envolvidos na defesa contra pragas e
doengas. Os diterpenos normalmente estdo associados as resinas de muitas plantas, contudo o
principal papel dos diterpenos seja o das giberelinas, que sdo importantes hormonios vegetais
responsaveis pela germinacdo de sementes, alongamento caulinar e expansao dos frutos de
muitas espécies vegetais. Entre os triterpenos estdo as saponinas € uma importante classe de
substancias: os esterdides, os quais sdo componentes dos lipideos de membrana e precursores
de hosmoénios esterdides em mamiferos (testotesrona, progesterona), plantas
(brassinosterdides) e insetos (ecdiesterdides), os tetraterpenos mais famosos sao os carotenos
e as xantolilas que participam da captacdo de luz nos fotossistemas, portanto na fotossintese.
Os carotenos sdo precursores da vitamina A em humanos, importante antioxidante e
dissipador da radicais livres. O tltimo grupo de terpenodides € o composto pelos polisoprenos,
entre estes compostos esta a borracha: um terpeno formado por 1500 a 15000 unidades de

1sopreno (Adaptado de CASTRO et al., 2005).
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Figura 11: Biossintese de terpenos. O isopreno ¢ representado aqui como uma unidade bésica, semelhante aos
bloquinhos do brinquedo “lego”. A juncao de duas unidades de isopreno ou isopentenilpirofosfato (IPP) forma o
geranilpirofosfato (GPP), o qual € precursor dos monoterpenos, a adi¢do de mais um IPP gera o
farneilpirofosfato (FPP) o qual origina os sesquiterpenos. A adi¢do de mais um IPP a um FPP origina o
geranilpirofosfato (GGPP), sendo este o precursor dos diterpenos. A juncdo de dois FPPs dé origem aos
triterpenos. De modo semelhante, sdo precisos dois GGPPs para a obtencdo de um tetraterpeno.

Fonte: Castro et al. (2005).

2.3.3 Alcaloides

Os alcaloides sdo compostos organicos ciclicos que possuem pelo menos um atomo de
hidrogénio no seu anel. Na sua grande maioria os alcaldides possuem carater alcalino, ja que a
presenca do atomo de N (Nitrogénio) representa um par de elétrons ndo compartilhados.
Contudo existem alcaldides de cardter acido. Os alcaldides sdo sintetizados no reticulo
endoplasmatico, concentrando-se, em seguida, nos vactolos, ndo aparencendo em célilas
jovens. Essa classe de compostos do metabolismo secundario esta repleta de substancias que
possuem acentuado efeito no sistema nervoso, sendo muitas delas usadas como remédios,
tropanicos, analgésicos, veneno ¢ alucinogenos (Adaptado de CASTRO et al., 2005).

Os alcaldides sdo caracterizados pela presenca de N em moléculas organicas,
quase a totalidade dos alcaldides ¢ derivada de aminoécidos, como a ornitina, a lisina, a
tirosina e o triptofano. A ornitina ¢ precursora de alcaldides pirrolidinicos e tropanicos, a
lisina d4 origem aos alcaldides piperidinicos. A tirosina e o triptofano sdo formados na via do
acido chiquimico e dao origem aos alcaldides isoquinolinicos e indolicos (Adaptado de
CASTRO et al., 2005). O proximo tdépico ird abordar sobre os Oleos essenciais, onde se

originam nas plantas e como extrai-los.

2.4 Oleo essencial

Oleos essenciais (OEs) sdo produtos naturais de plantas de grande interesse e entre
outras qualidades possuem diversas propriedades biologicas. O termo "bioldgico"
compreende todas as atividades que estas misturas de compostos organicos volateis
(principalmente mono e sesquiterpenoides, benzenoides, fenilpropanoides, entre outros)
exercem sobre os seres humanos, animais e outras plantas (BASER; BUCHBAUER, 2010).
Os OEs sdo menos densos e mais viscosos que a agua a temperatura ambiente, podendo ser
extraidos a partir de uma grande variedade de plantas, sendo normalmente encontrados, em
baixas concentragdes, em glandulas especiais da planta, denominadas tricomas (SILVEIRA et

al., 2012).
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Os OEs sao compostos naturais complexos, caracterizados por um forte odor e sao
sintetizado por plantas aromaticas como metabolitos secundarios (FARIA, 2008). Eles sdo
normalmente obtidos por arraste a vapor ou hidrodestilagdo, técnica desenvolvida pela
primeira vez na Idade Média pelos arabes. Conhecido por suas propriedades antissépticas, ou
seja, bactericida, virucida e fungicida, e também pela sua fragrancia e pelas propriedades
medicinais, os OEs sdo utilizados na preservacdo de alimentos, como antimicrobianos,
analgésicos, sedativos, medicamentos anti-inflamatorios, anestésicos locais e espasmolitico
(BAKKALI et al., 2008; MEDRANO; RODRIGUEZ, 2014).

Na natureza, os 6leos essenciais desempenham um papel importante na protecao das
plantas como antibacterianos, antivirais, antifiingicos, inseticidas e também contra herbivoros,
reduzindo o apetite por tais plantas. Estes também podem atrair alguns insetos para favorecer
a dispersao de podlen e sementes, ou repelir insetos indesejaveis (BAKKALI et al., 2008).

Os Oleos essenciais sao extraidos de diversas plantas aromaticas, geralmente
localizadas em paises de clima temperado e tropicais, onde estas representam uma parte
importante da farmacopéia tradicional. Os OEs podem ser sintetizados por todos os 6rgaos da
planta, ou seja, brotos, flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutas, raizes, madeira ou
casca, e sdo armazenados em células secretoras, células epidérmicas ou tricomas glandulares
(BAKKALI et al., 2008).

Existem varios métodos para a extracdo de 6leos essenciais € o produto da extracio
pode variar em qualidade, quantidade e na composicao de acordo com o clima, composi¢ao
do solo, 6rgao da planta, idade e estagio do ciclo vegetativo. Assim, a fim de se obter oleos
essenciais de composi¢ao constante, 0 mesmo tem que ser extraido sob as mesmas condi¢des,
ou seja, a partir do mesmo 6rgdo da planta que tenha crescido no mesmo solo, sob o mesmo
clima e na mesma estagdo. A técnica mais utilizada para identificacdo dos componentes
presentes nos OEs tem sido por cromatografia em fase gasosa e andlise de espectrometria de

massa (BAKKALI et al., 2008).

2.4.1 Métodos de Obtencio de Oleos Essenciais

Atualmente existem varias técnicas de extragdo de OEs, onde podemos citar a

hidrodestilacdo, a destilagdo a vapor, a extragdo por solventes organicos, dentre outros.

46



2.4.1.1 Hidrodestilagao

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

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

2.4.1.2 Destilaciao por Arraste a Vapor

A destilagd@o por arraste a vapor ¢ uma operacao unitaria, utilizada principalmente para
materiais sensiveis a temperatura, sendo baseada na diferenga de volatilidade de determinados
compostos presentes na matéria-prima vegetal. Na extracdo por arraste a vapor utiliza-se uma
caldeira para geracdo de vapor, um extrator (destilador), onde sera colocada a matéria prima
de onde sera extraido o 6leo, um condensador e um frasco de coleta (vaso florentino). O vapor
¢ percolado através do leito de sodlidos, no interior do vaso extrator, arrastando o o6leo
essencial. A mistura vapor-6leo segue entdo para o condensador, onde ocorre a mudanga de
fase. O condensado ¢ alimentado no vaso florentino, onde ocorre a separacdo das fases.
Posteriormente o 6leo essencial ¢ envasado em vidro ambar e mantido em local abrigado de

temperaturas elevadas e luminosidade (SILVEIRA et al., 2012).

2.4.1.3 Extracao por Solventes Organicos

O processo de extracdo utilizando solventes organicos consiste em colocar um
solvente em contato com a matriz vegetal durante um intervalo de tempo suficiente para que
ocorra a transferéncia dos constituintes soluveis presentes na planta, e em seguida efetua-se a
separacgdo das fases solida e liquida. O 6leo ¢ obtido pela evaporacao do solvente presente na
fase liquida. Os solventes mais comumente utilizados sdo hexano, benzeno, metanol, etanol,
propanol, acetona, pentano e diversos solventes clorados tendo-se preferéncia por solventes

apolares. As principais caracteristicas que o solvente deve ter sdo: a seletividade, uma baixa
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temperatura de ebuli¢do, ser quimicamente inerte e possuir um baixo custo. A desvantagem
deste método ¢ que, junto com o oOleo essencial, o solvente também retira ceras e pigmentos
da matéria prima, que sdo caracterizados como contaminantes do 6leo (SILVEIRA et al.,

2012).

2.5 Emulsoes

Uma emulsdo consiste de dois liquidos imisciveis (usualmente 6leo e agua), com um
dos dois liquidos disperso em forma de pequenas gotas esféricas no outro (BECHER, 2001).
As emulsdes podem ser convenientemente classificadas de acordo com a distribui¢do da
quantidade relativa do o6leo e da fase aquosa. Um sistema que consiste de gotas de 6leo
dispersas em uma fase aquosa ¢ chamado de emulsdo Oleo-em-agua (O/A), enquanto o
sistema que consiste de gotas de agua dispersas na fase oleosa ¢ chamado emulsao agua-em-
oleo (A/O).

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

De acordo com Tadros (2013) as emulsdes podem ser classificadas a partir da sua
estrutura da seguinte forma:

e Macroemulsao: apresentam normalmente uma faixa de tamanho de 0,1-5 mm, com

uma média de 1-2 mm;

e Nanoemulsées: apresentam geralmente uma gama de tamanhos de 20-100 nm.

Semelhante as macroemulsdes, estas sdo apenas cineticamente estaveis;

e Emulsdes micelares ou microemulsées: estas geralmente tém a faixa de tamanho de

5-50 nm e sdo termodinamicamente estaveis;

e Duplas e Miltiplas emulsées: sdo as emulsdes-de-emulsdes, com sistemas A/O/A e

O/A/O.

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

que nao se misturam de uma forma continua.

2.5.1 Nanoemulsoes

Uma nanoemulsdo pode ser considerada uma emulsdo convencional que contenha

particulas muito pequenas. As nanoemulsdes podem ser do tipo 6leo-em-agua (O/A) ou agua-
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em-6leo (A/O). Uma nanoemulsdo o6leo-em-agua ¢ definida como uma dispersao coloidal
termodinamicamente instavel que consiste de dois liquidos imisciveis, com um dos liquidos a
ser disperso como pequenas gotas esféricas (r <100 nm) em outro liquido (MCCLEMENTS,
2012).

Sistemas de entregas coloidais com base em nanoemulsdes sdo cada vez mais
utilizados nas industrias de alimentos e farmacé€uticas para encapsular, proteger e entregar
componentes lipofilicos bioativos. O pequeno tamanho das particulas nestes tipos de sistemas
de entrega (r <100 nm) significa que eles tém uma série de vantagens potenciais para certas
aplicagcdes: maior estabilidade em longo prazo; alta claridade Optica e aumento da
biodisponibilidade (MCCLEMENTS, 2012).

Abaixo estdo listadas algumas propriedades das nanoemulsdes que a tornam de grande
interesse em diversas aplicagoes:

e Apresentam grande redugdo no efeito da forca da gravidade e do movimento
Browniano. Isto significa que ndo havera cremacdo ou sedimentacdo durante o
armazenamento, o que ocorre frequentemente nas macroemulsdes. Chama-se de
cremagdo a separacdo dos componentes da emulsdo baseada na densidade da fase
oleosa e aquosa. A cremagdo ¢ um processo considerado indesejavel. A sedimentagdo
ocorre quando as goticulas dispersas se precipitam devido apresentar uma densidade
maior que a fase continua (BECHER 2001);

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

e Evita a coalescéncia uma vez que as gotas ndo sdo deformaveis e ndo existem
flutuagdes na superficie. A coalescéncia ¢ a colisdo e consequentemente a fusdo
irreversivel de duas gotas e assim sucessivamente onde o fim da coalescéncia ¢ a
completa separacdo de fases (KABALNOV; WENNERSTROM, 1996);

e Permite depositar os substratos uniformemente na pele;

e Permite penetracdo através da superficie da pele ajudando na entrada dos compostos
ativos;

e Permite uma rapida penetragdo dos compostos ativos devido a grande area superficial

de contato.
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Na Figura 12 estao representados os processos de cremacdo, sedimentacao, floculagao

e coalescéncia. Esses processos conduzem a instabilidade de uma emulsao (JATO, 1997).
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Figura 12: Processos que conduzem a instabilidade de uma emulsao.
Adaptado de Tadros et al.,2004.

2.5.1.1 Formacao de Nanoemulsao

Como uma nanoemulsdo consiste de um sistema que nao se encontra em equilibrio
termodindmico, a formagdo da mesma requer a aplicagdo de energia. Esta energia pode ser
aplicada por equipamentos mecanicos ou pelo potencial quimico inerente dos componentes
(SOLANS et al., 2003).

Sabe-se que a quantidade de energia necessaria para a formagao das nanoemulsodes ¢
variavel. Existe uma area de investigacao que estuda a formagao de nanoemulsdes de baixa

energia (GUPTA; CANNON, 2000; MILLER, 2006).
2.5.1.2 Métodos de Obtencao de Nanoemulsao

Existem trés métodos que podem ser aplicados para a preparagdo de nanoemulsdes.
Eles sdo o uso de alta pressdao de homogeneiza¢ao, homogeneizagao ultrassonica e o método

de temperatura de inversao de fases (PIT).

2.5.1.2.1 Homogeneizadores de Alta Pressao
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Os homogeneizadores de alta pressdo sdo muito utilizados na industria para a
preparacdo de nanoemulsdes (SOLANS et al., 2003; JAFARI et al., 2006). Geralmente
trabalham em um intervalo de pressdo que vai de 50 a 100 MPa. Recentemente tem-se
reportado o uso de um instrumento que alcancga pressoes de 350 MPa. (FLOURY et al., 2003).
No entanto as pressoes altas ndo podem ser utilizadas para todo tipo de nanoemulsdes, por
exemplo, os sistemas O/A que utilizam metilcelulose como um emulsionante s6 podera ser
estabilizado com um homogeneizador de baixa pressao (150 MPa) pois devido ao forte fluxo
de elongacdo produzido a pressdes mais altas promovem a degradagdo irreversivel das

moléculas de cadeia longa.

2.5.1.2.2 Emulsifica¢ao Ultrassonica

A técnica de emulsificagdao ultrassonica ¢ muito eficiente na redu¢do do tamanho das
goticulas, porém sua utilizacdo sé ¢ apropriada para lotes pequenos. Um estudo recente na
preparacdo de nanoemulsdes poliméricas mostrou que a eficiéncia do processo de dispersdo ¢
fortemente dependente do tempo de ultrassonicagdo a diferentes amplitudes e que quanto mais
hidrofobico ¢ o monomero, maior € o tempo de sonicagdo requerido (GUPTA; CANNON,
2000; MILLER, 2006).

O equipamento do ultrassom pode ser utilizado para muitas aplicagdes e ¢ um método
alternativo para produzir emulsdo. Além da vantagem de um menor consumo de energia o
processo por emulsificacdo ultrassonica inclui a utilizagdo de menos surfactante e a producao
de uma emulsdo mais homogénea comparando-se com um processo mecanico (CUCHEVAL,;

CHOW, 2008).

2.5.1.2.3 Método de Temperatura de Inversao de Fases (PIT)

O método de inversao de fases por temperatura, método PIT introduzido por Shinoda;
Saito (1968), ¢ amplamente usado na industria. Este método se baseia em formar a emulsao
utilizando uma mudanca brusca de temperatura. No entanto, seu uso esta limitado a sistemas
formulados com surfactantes nao i6nicos do tipo etoxilado, os quais sofrem variagcdes de seu
balango hidrofilico-lipofilico com a temperatura, ou seja, a temperaturas inferiores a
temperatura de inversdo de fases se formam nanoemulsdes 6leo-em-dgua enquanto que as
temperaturas superiores as mesmas se formam nanoemulsdes agua-em-6leo (SHINODA;

KUNIEDA, 1983).
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2.5.2.1 Estabilidade das Nanoemulsoes

Do ponto de vista termodindmico, em um sistema biféasico, a fase dispersa consiste de
goticulas nanoscopicas, usualmente com um intervalo de tamanho menor que 100 nm de
diametro, tais dispersdes nunca sdo completamente estaveis no sentido absoluto, porque a
interface entre as fases ¢ o lugar de energia livre superficial, e se duas goticulas estdo juntas
ha uma reducao liquida na area interfacial.

As nanoemulsdes sao sistemas instaveis devido ao contato entre as moléculas de agua
e do dleo nao serem favoraveis termodinamicamente.

A variagdo de energia livre associada com a formagdo da nanoemulsido determina se
uma nanoemulsdo ¢ ou ndo termodinamicamente estavel, porém nao d4 uma indicacdo da
velocidade com que as propriedades de uma nanoemulsao variam através do tempo € nem o
tipo de variagdes que podem ocorrer, ou os mecanismos fisicos responsaveis por estas
mudangas.

A informacgdo sobre a dependéncia do tempo na estabilidade de nanoemulsdes ¢ um
dado particularmente importante para as pesquisas em alimentos, firmacos e cosméticos, pois
necessitam criar produtos que retenham suas propriedades desejaveis por um tempo
suficientemente longo sob uma variedade de diferentes condi¢des ambientais. Por esta razao,
os investigadores se interessam mais na estabilidade cinética das nanoemulsdes do que em sua
estabilidade termodinamica (MCCLEMENTS, 1999).

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

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

Conceitualmente, a estabilidade cinética de uma nanoemulsdo pode ser atribuida a
presenca de uma barreira energética entre dois niveis energéticos, isto €, uma energia de
ativacdo, a qual deve ser superada antes que se alcance o estado termodinamicamente mais
favoravel. Uma nanoemulsdo que ¢ cineticamente estavel deve ter uma energia de ativagao
significativamente maior que a energia térmica do sistema. Na realidade, as nanoemulsdes

apresentam um numero diferente de estados metaestaveis, e cada um deles tem sua propria
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energia de ativagdo. Assim, uma nanoemulsdo pode mover-se de um estado metaestavel a
outro antes de alcangar sua estabilidade termodinamica.

Uma nanoemulsdo cineticamente estdvel (metaestdvel) ¢ aquela na qual ndo se
apresentam alteragdes significativas na distribuicdo do tamanho das gotas, em seu estado de
agregacdo, ou em seu arranjo espacial na escala do tempo de observagdo. Esta escala de
tempo pode variar de meses a anos dependendo da situagdao (DICKINSON, 2003).

A estabilidade cinética ¢ um pardmetro muito importante nas nanoemulsdes pensadas
para uso comercial, especialmente as elaboradas para liberagdo de farmacos. Algumas das
variaveis importantes a ser monitoradas sdo: tamanho da gota, viscosidade, potencial zeta e

pH (GUPTA; CANNON, 2000).

2.5.2.2 Potencial Zeta

A medida do potencial zeta ({) esta relacionada com o potencial de superficie das
particulas, que ¢ diretamente ligado a mudangas na face de interagdo entre a fase aquosa e a
fase oleosa, devido a ocorréncia de dissociagdo de grupos funcionais na fase oleosa ou pela
adsor¢ao de espécies i0nicas contidas na fase aquosa. A medida deste parametro pode ser
determinada com o uso de técnicas de eletroforese (SCHAFFAZICK et al., 2003). Valores
altos para o mddulo do potencial zeta indicam que as forgas repulsivas predominam em
relagcdo as atrativas de London, tendo como consequéncia a dispersao uniforme das goticulas
no sistema. No entanto, para um valor baixo no modulo do potencial zeta, as forcas atrativas
irdo predominar em relagdo as repulsivas, possibilitando a aproximagdo das particulas, o que
pode promover a instabilidade das emulsoes.

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

O equipamento Zetasizer utiliza uma técnica por meio da qual obtem-se a medi¢do do
tamanho, mobilidade eletroforética de proteinas, potencial zeta de nanoparticulas e

superficies, e, como opg¢ao, microrreologia de solugdes de proteinas e polimeros.
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2.5.2.3 Fatores de Estabilidade das Nanoemulsoes

O tamanho pequeno das goticulas das nanoemulsdes confere estabilidade contra
sedimentacdo (ou cremagdo) porque o movimento browniano € consequentemente a
velocidade de difusdao sao mais altos que a velocidade de sedimentacao induzida pela for¢a da
gravidade (SOLANS et al., 2005).

O tnico problema de instabilidade das nanoemulsdes ¢ o fenomeno de maturagao de

Ostwald ou difusao molecular (TADROS et al., 2004).

2.5.2.3.1 Fenomeno de Maturaciao de Ostwald

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

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

Se existe alguma difusdo do contetido da fase dispersa o tamanho das gotas grande
aumentard 4s custas das pequenas e a média da distribuicdo de tamanho aumentard
continuamente. Este efeito foi descrito por Lifshitz; Slyozov (1961). E de maneira
independente por Wagner (1961).

Higuchi; Misra (1962) sugerem que a adicdo de um componente secunddrio menos
solivel em dgua pode diminuir o fendmeno de maturacdo de Ostwald. A difusdo mais lenta do
componente secundario levara a uma distribui¢do heterogénea com as gotas menores
enriquecidas no componente menos soluvel e as gotas maiores enriquecidas no componente
mais soluvel.

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

Com um aditivo escolhido apropriadamente, a maturacdo de Ostwald pode ser

efetivamente eliminada (KABALNOV; SHCHUKIN, 1992).

2.5.2.4 Agentes Emulsificantes
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Um aspecto fundamental na formagdo de nanoemulsdes ¢ o uso de emulsificantes, os
quais sdo moléculas com atividade superficial que se adsorvem na superficie das gotas
durante a homogeneizacdo, formando uma membrana protetora que previne a agregagao das
gotas e ainda diminuem a tensdo superficial na interface. A maioria dos emulsificantes sdo
moléculas anfifilicas, ou seja, contem regides polares e apolares na mesma molécula

(DICKINSON, 2003) como se mostra na Figura 13.

Cadeia apolar Extremidade polar

Figura 13: Molécula anfifilica.
Fonte: Dickison (2003)

A estabilidade das nanoemulsdes ¢ de vital importancia em aplicacdes industriais. As
caracteristicas desejaveis de um emulsificante podem englobar-se nos seguintes pontos:

e Devem reduzir a tensdo interfacial em torno de 5 dinas/cm em emulsdes preparadas
com agita¢do (YUAN et al., 2007);

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

e Deve ter estrutura molecular especifica com terminacao polar para atrair a agua ou
terminagdo apolar para atrair o 6leo (SCHROEDER; SCHUBERT, 1999);

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

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

e Deve ser relativamente econdmico, deve ser seguro e ndo toxico (TADROS et al.,

2004).
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Os mecanismos de instabilidade em uma nanoemulsdo s3ao influenciados pela
concentracdo dos emulsificantes nas fases aquosas, € em maior grau, pela concentragdo do
emulsificante lipossolivel, a natureza e viscosidade da fase oleosa, a natureza e concentragao
dos ingredientes encapsulados na fase aquosa interna, assim como a adsor¢dao de moléculas
nas interfaces (WEN; PAPADOPOULQOS, 2001).

Um fator importante no desenvolvimento de nanoemulsdes ¢ o tipo de emulsificante,
os mais comuns s3ao conhecidos como tensoativos (KOBAYASHI et al., 2002;
SCHROEDER; SCHUBERT, 1999).

Existem diferentes tipos de tensoativos que podem ser anidnicos, catidnicos € nao
i0nicos. Os tensoativos ndo idnicos nao produzem ions em solugdo aquosa e por esta razao
sdo compativeis com qualquer outro tipo, e por isso sdo excelentes candidatos para
formulacdes complexas que muitas vezes tem aplicagdes praticas (KOBAYASHI et al.,
2002).

Os tensoativos desempenham duas fungdes importantes na formagdo da nanoemulsao,
pois reduz a tensdo superficial entre o 6leo e a 4gua facilitando a distribui¢do das goticulas e
estabiliza as goticulas contra a coalescéncia e/ou agregacao (KOBAYASHI et al., 2002).

Para a elaboragdo de nanoemulsdes ¢ importante mencionar que os tensoativos devem
ser capazes de formar gotas com um didmetro menor que 100 nm, e ter as seguintes
caracteristicas: o didmetro da parte polar (cabega) do tensoativos deve ser duas vezes menor
que o comprimento da cadeia carbonica e devem ter um EHL entre 8 ¢ 17 (TADROS et al.,

2004).

2.5.2.4.1 Equilibrio Hidrofilo Lipofilico (EHL)

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

quanto maior o EHL de um agente mais hidrofilico ele sera.
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A Tabela 3 apresenta a classificacdo dos agentes emulsificantes de acordo com seu

EHL conforme descrito por Griffin (1949).

Tabela 3: Classificagdo dos agentes emulsificantes de acordo com seu EHL.

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

Fonte: Griffin (1949)

2.6 Avaliacio da citotoxicidade

Toda substancia, segundo a Toxicologia, pode ser considerada um agente toxico,
dependendo das condi¢des de exposi¢do, como dose administrada ou absorvida, tempo e
freqiiéncia de exposicao (doses unicas ou multiplas) e via de administragdo (respiratoria, oral,
dérmica, parenteral). Desta forma faz-se necessario conhecer as condigdes de uso das
substancias quimicas para a saide humana e ambiental. Em principio, se de um lado, todas as
substancias podem ser potencialmente toxicas, por outro, todas as substancias podem ser
usadas de forma segura, desde que as condi¢des de exposicdo sejam mantidas abaixo dos
niveis de tolerancia, a exposi¢ao deve ser evitada (OGA et al. 2008).

A toxicidade de uma substancia a um organismo vivo pode ser considerada como a
capacidade de lhe causar dano grave ou morte. Para que este dano ocorra ¢ indispensavel a
interacdo do agente quimico com o organismo. A relagdo entre a intensidade do efeito, a
concentracdo ¢ o tempo de exposi¢do, depende da idade e das condigcdes de saude do
individuo ou organismo exposto. Os efeitos toxicos produzidos por substancias quimicas em
sistemas biologicos s6 se manifestam se o agente toxico ou um produto de sua
biotransformagdo alcancar locais especificos do organismo em concentracdo e tempo
suficientes para produzir o efeito. Muitas substancias quimicas sdo relativamente pouco
toxicas em sua forma nativa, enquanto outras pela agdo das enzimas do organismo sao
convertidas a formas intermedidrias que interferem na fisiologia celular. A ocorréncia da
resposta toxica €, portanto, dependente das propriedades quimicas e fisicas da substancia, da
condi¢do de exposi¢do e da susceptibilidade do sistema bioldgico ou do individuo (adaptado

de OGA et al. 2008).
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Para avaliar a atividade citotoxica dos dleos essenciais de C. longa e as nanoemulsdes
preparadas com ambos os 0leos essenciais foi realizado o teste com células de macrofagos de

camundongos da linhagem J774.

2.7 Analises Espectroscopicas

A espectrometria se baseia na absorcdo de energia eletromagnética por moléculas.
Referida absorc¢ao varia tanto em relagdo a concentracdo como em relacdo a estrutura das
moléculas analisadas (BRASIL, 2010).

A energia eletromagnética absorvida no procedimento da espectrofotometria consiste
em uma radiagdo que se propaga por meio de ondas, subdividindo-se em faixas de
comprimento de ondas. Além disso, esta radiacdo também ¢ definida como um fluxo de
fotons, que contém energia cuja intensidade ¢ proporcional a frequéncia e inversamente
proporcional ao comprimento de onda (BRASIL, 2010).

O comprimento de onda (A) de uma radiagdo eletromagnética ¢ expressa em unidade
de nandémetro (nm = 10”°) ou micrémetros (um = 10°). Ja no espectro infravermelho, a
radiacdo eletromagnética pode ser descrita em nimero de ondas representada por cm’
(BRASIL, 2010).

Descrevem-se na Tabela 4 as faixas de comprimento de onda de energia

eletromagnética que importam para a espectrofotometria.

Tabela 4— Regides do comprimento de onda de importancia da espectrofotometria

Regiao Faixa de comprimento de onda
Ultravioleta (UV) 190 — 380 nm
Visivel (VIS) 380 — 780 nm
Infravermelho proximo (NIR) 780 — 2500 nm (12800 — 4000 cm™)
Infravermelho médio (MIR) 4-25 um (2500 — 400 cm™)
Infravermelho distante 25 -300 pm (400 — 33 cm'l)

Fonte: Adaptado de Brasil, 2010

A Espectrofotometria pode ser realizada por quatro técnicas distintas, quais sejam:
Ultravioleta Visivel (UV-Vis), Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF),
Ressonancia Magnética Nuclear - RMN (ndo sera analisada no presente trabalho) e

Cromatografia Gasosa acoplada da Massa (CG-EM). As trés primeiras técnicas utilizam a
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energia eletromagnética na interacdo com as moléculas, ja a ultima (CG-EM) utiliza uma
fonte ionizada na interagdo (MCMURRY, 2004).

As técnicas de espectrometria dependem da natureza da energia radiante do espectro
eletromagnético. O espectro eletromagnético compde-se de diferentes tipos de radiagdo

eletromagnética caracterizadas pelo comprimento e frequéncia da onda (Figura 14).

Comprimentos de onda em metros
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Adaptado de: (YOUNG et al., 2008; WALKER et al., 2009)

De acordo com as caracteristicas da onda, o espectro eletromagnético se divide em
regides, sendo que a regido do visivel corresponde a uma pequena por¢ao do espectro,
localizada em uma faixa entre 380 nm a 780 nm de comprimento de onda, entre o ultravioleta
e o infravermelho (MCMURRY, 2004).

A radiagdo eletromagnética quando em contato com uma substidncia pode ser
absorvida ou transmitida pelas moléculas, conforme o comprimento de onda. Para se
determinar o espectro de absor¢do de uma amostra ¢ necessario identificar quais
comprimentos de onda sdo absorvidos pela molécula e quais sdo transmitidos (MCMURRY,

2004).

2.7.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF)

A técnica de espectroscopia por Infravermelho informa quais grupos funcionais estao
presentes na amostra estudada. A espectroscopia IV corresponde a regido do espectro
eletromagnético localizado entre a faixa do visivel e as micro-ondas, isto €, entre 4000 até¢ 400
cm™ (SILVERSTEIN, 2013).

Cada molécula possui uma quantidade de energia em sua estrutura traduzindo-se em

uma constante vibragao molecular. Quando a molécula absorve a radiagdo IV na faixa entre
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10000 a 100 cm™, esta se transforma em energia de vibragio molecular, processo denominado
quantizagdo, ou seja, a molécula pode ser deformada axialmente (vibracdo ao longo do eixo
de ligacdo) ou angularmente (vibragdo de um grupo de atomos em relagdo a molécula)
(MCMURRY, 2004; SILVERSTEIN, 2013).

Neste sentido, considerando que cada grupo funcional possui uma combinagao
especifica de ligagdes, cada um possuird um grupo caracteristico de absor¢do de energia no
infravermelho. Assim,identificando-se quais frequéncias sdo absorvidas e quais ndo sdo, ¢
possivel determinar os grupos funcionais contidos na molécula (MCMURRY, 2004; BRASIL,
2010; SILVERSTEIN, 2013).

Na regido do infravermelho o comprimento de onda ¢ dado em micrometros (1um =
10°m) e a frequéncia em nimero de ondas (¥), que ¢ o inverso do comprimento de onda em
centimetros, por isso expresso em cm’, portanto, o niimero de ondas é definido pela equagéo

1.

1 (1)
A (cm)

Wem™) =

Ja a relacdo de intensidade de energia se apresenta como Tramitancia (7) ou
Absorbancia (4). A Tramitancia € obtida pela razdo entre a energia radiante transmitida pela
molécula e a energia radiante incidente e a absorbancia é o logaritmo decimal do inverso da

Tramitancia, isto € expresso pela equacao 2:

A=togn () ®

A espectroscopia também ¢ realizada conjugada uma técnica especifica denominada
Transformacao de Fourier (TF), que utiliza dois feixes, um fixo e outro movel, o que permite
a variacdo da distancia entre os feixes, possibilitando variagdo na intensidade de radiacao
recebida pelo detector, chamado interferograma. Neste processo o resultado obtido apresenta-

se em unidade de tempo e a TF converte para unidade de freqiiéncia (SILVERSTEIN, 2013).
2.7.2 Espectroscopia no Ultravioleta Visivel (UV-Vis)

A técnica da espectroscopia por ultravioleta (UV) determina a estrutura de sistemas

conjugados, conhecidos como dienos (que contém ligagdes duplas e simples alternadas). A
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luz ultravioleta irradiada sobre tais estruturas provoca a absor¢ao de energia pela molécula, na
qual um elétron 7 ¢ promovido de um orbital molecular ocupado (ligante) para outro
desocupado (antiligante 7*) de menor energia. A energia absorvida corresponde a quantidade
necessaria para a promocao eletronica entre os orbitais. Tendo em vista que o elétron ¢
promovido de um orbital molecular ligante © para um orbital molecular antiligante n* e esta
ligagdo ¢ representada por 1 — m* e ocorre na parte da molécula denominada cromoéforos
(MCMURRY, 2004; BRASIL, 2010).

As medidas de absor¢ao da radiagdo pela amostra possui fundamento na Lei de

Lambert-Beer e sao calculadas a partir da equagao 3 (ROCHA et al., 2004).

A=l 3)

Onde,
1, = intensidade de luz incidente

I = intensidade de luz transmitida através da amostra

Ja a absorvidade molar ¢ uma constante fisica, caracteristica especifica do sistema

eletronico da amostra analisada e ¢ calculada pela equagao 4:

£ = 4)

Onde,
A = Absorbancia
¢ = Concentra¢ao em mol.L"".

[ = comprimento do caminho 6ptico da amostra em cm

Os espectros de UV sdo considerados simples, encontrando-se apenas um pico, que,
geralmente, ¢ largo e em seu todo anota-se A, (ldmbda maximo) (MCMURRY, 2004;
BRASIL, 2010).

2.7.3 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

A cromatografia gasosa ¢ um método analitico de separagdo de elementos que

compdem uma amostra, de acordo com as diferentes interagdes dos elementos com o gas de
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arraste (fase movel) que se move através da fase estaciondria (amostra) contida em uma
coluna. O gas de arraste circula pela coluna com fluxo e pressdo controlados e segue
diretamente para o detector. Com o procedimento os compostos sdo identificados,
qualificados e quantificados (MCMURRY, 2004; BRASIL, 2010).

Tal procedimento possui como objetivo identificar a estrutura das moléculas
(estruturas organicas) no que se refere ao tamanho e féormula das mesmas (MCMURRY,
2004).

A espectrometria de massas utilizada de forma acoplada a cromatografia gasosa
permite que os componentes da amostra sejam convertidos em ions gasosos onde suas massas
podem ser detectadas (MCMURRY, 2004; BRASIL, 2010).

Neste procedimento, inicialmente as moléculas, na fase gasosa, sdo ionizadas (método
de ionizagdo) através do bombardeamento de um feixe de elétrons de alta energia (impacto de
elétrons — IE), a partir de entdo os ions, fragmentados, se reorganizam de forma
magneticamente de acordo com a relagdo massa-carga (m/z — método de separacao de ions). A
molécula ionizada é denominada fon molar (M"). Assim, o espectro é formado pelo niimero
de ions gerados na separagdo de cada unidade de massa-carga (MCMURRY, 2004;
SILVERSTEIN, 2013).

2.7.4 Espectroscopia Raman

Uma técnica muito utilizada no estudo da estrutura de sistemas moleculares ¢ a
espectroscopia Raman. Ao nivel molecular a radiagdo pode interagir com a matéria por
processos de absor¢do ou de espalhamento, e este ultimo pode ser eldstico ou inelastico. O
espalhamento elastico de fotons pela matéria ¢ chamado de espalhamento Rayleigh, enquanto
o espalhamento ineldstico, relatado pela primeira vez em 1928 pelo fisico indiano
Chandrasekhara Vankata Raman, ¢ chamado de espalhamento Raman. No espalhamento
inelastico de luz a componente de campo elétrico do foton espalhado perturba a nuvem
eletronica da molécula e pode ser entendido como um processo de excitagdo do sistema para
um estado “virtual” de energia (JUNIOR, 2002).

Em ambos os casos a diferenga de energia entre os fotons espalhado e incidente ¢
chamada de deslocamento Raman e corresponde a diferengas de niveis de energia especificos
da amostra em estudo. Dependendo se o sistema perde ou ganha energia de vibracdo (ou de

rotacdo) a freqiiéncia do deslocamento Raman se d4 acima e/ou abaixo da energia do foton
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espalhado, em relagdo ao foton incidente. As componentes deslocadas para baixo e para cima

sdo chamadas de Stokes e anti-Stokes (Figura 15), respectivamente.
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Figura 15: Esquema dos niveis de energia moleculares nos processos de espalhamento Raman Stokes e anti-
Stokes.
Fonte: Junior (2002).

Um grafico do nimero de fotons espalhados detectados (ou da intensidade de luz
espalhada) versus o deslocamento Raman em torno de um comprimento de onda laser
incidente da o espectro Raman. Isto pode ser medido, também, diretamente em funcdo do

comprimento de onda.

2.8 Microbiologia: Bactérias Analisadas

A microbiologia consiste no estudo bioldgico de organismos microscopicos, dentre os
quais encontram-se as bactérias, que sdo micro-organismos (geralmente menores do que 8
micrometros) simples, unicelulares, procarioticos. As bactérias sdo seres que se desenvolvem
em variados tipos de meio (ar, dgua, solo, mar e até em outros seres vivos) € possuem
importancia para a vida humana, pois, sdo responsaveis pela decomposi¢do de matéria
organica, podem provocar doengas, podem ser utilizadas em processos industriais, em
Engenharia Genética e em Biotecnologia.

As bactérias sdo classificadas de acordo com a sua forma: cocos, bacilos e
espiroquetas. Algumas bactérias apresentam forma variavel e sdo denominadas pleomorficas.
A forma de uma bactéria ¢ determinada pela presenga de uma parede celular rigida. A
aparéncia da bactéria ao microscopio ¢ um dos critérios mais importantes para a sua
identificacdo. Além das formas caracteristicas, a organizacao também ¢ importante. Por

exemplo, certos cocos ocorrem aos pares (diplococos), alguns em cadeias (estreptococos) e

outros em forma de cachos de uva (estafilococos). Esta organizagdo ¢ determinada pela

63



orientagdo e pelo grau de ligacao da bactéria no movimento celular (adaptado de LEVINSON;
JAWETZ, 2005).

A parede celular ¢ uma estrutura com camadas multiplas localizada externamente a
membrana citoplasmatica. E composta por uma camada interna de peptideoglicano envolta
por uma membrana externa, que varia em expessura € em composicao quimica dependendo
do tipo de bactéria. O peptideoglicano proporciona o suporte estrutural € mantém a forma
caracteristica da célula (LEVINSON; JAWETZ, 2005).

A estrutura, a composicao quimica e a espessura da parede celular diferem em
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A camada de peptideoglicano ¢ muito mais
espessa nas bactérias Gram-positivas que nas bactérias Gram-negativas. Algumas bactérias
Gram-positivas também possuem uma camada de 4cido teicdico, que se projeta para o
exterior do peptideoglicano, enquanto as bactérias Gram-negativas ndo as possuem. Os
organismos (Gram-negativos possuem uma camada externa complexa, composta de
lipopolissacarideos, lipoproteinas e fosfolipideos. Nas bactérias Gram-negativas entre a
membrana citoplasmatica e o peptideoglicano estd o espaco periplasmatico, no qual se
localizam, em algumas espécies, as enzimas denominadas P-lactamases, que degradam as
penicilinas e outras drogas B-lactamicas (LEVINSON; JAWETZ, 2005).

As bactérias que causam doengas sdo as patogénicas, sendo foco de muitos estudos,
tendo em vista a necessidade de encontrar-se substancias que inibam seu desenvolvimento ou
proliferagdo, possibilitando o controle sobre as mesmas e a reducao das patologias por elas
causadas.

Assim, analisar a atividade microbioldgica de determinados principios ativos, consiste
em observar se a substancia tera alguma agdo contra o desenvolvimento dos micro-
organismos testados. Dentre os exemplos de bactérias patogénicas estdo Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae que neste
estudo fardo parte do teste de atividade antibacteriana dos oleos essenciais extraidos de C.

longa e das nanoemulsdes produzidas com ambos os 6leos.

2.8.1 Staphylococcus aureus

A Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria pertencente a familia Micrococcaceae, que se
apresenta em forma de cocos Gram-positivos, com tamanho entre 0,5 a 1,5 mm e ficam

isoladas ou agrupadas em cachos. As coldnias, geralmente apresentam-se de forma opaca,
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convexa, cremosa e, a depender da espécie, sua cor varia entre o branco e tons de amarelo
(ANDRADE, 2013).

A Staphylococcus aureus costuma ser encontrada na pele e mucosas dos seres humano
e sdo causadoras de diversas infeccdes quando invadem o corpo por meio de cortes, como
infec¢des na pele, tercol, furtinculo, foliculite. Outro meio de propagacao dessas bactérias que
atingem o ser humano sao alimentos que, quando contaminado com a referida bactéria ocorre
a producdo de toxinas que, quando ingeridas podem causar vOmitos, nauseas e diarréia

(ALENCAR, 2013; ANDRADE, 2013).

2.8.2 Streptococcus pneumoniae

A Streptococcus pneumoniae ¢ uma bactéria Gram-positiva (LEVINSON; JAWETZ,
2005), cujo ciclo de vida ¢ desenvolvido na nasofaringe do homem, e 14 permanece sem
causar problemas até que passe para outros nichos de outro hospedeiro ou do mesmo
hospedeiro, podendo, entdo, causar a pneumonia, uma das doencas infecciosas mais perigosas

(SERRANO, 2007).

2.8.3 Escherichia coli

A Escherichia coli ¢ uma bactéria Gram-negativa (LEVINSON; JAWETZ, 2005),
com capacidade de tolerar ambientes acidos, o que lhe permite hospedar-se no trato intestinal,
podendo provocar doencas em humanos e animais, como, por exemplo, a diarré¢ia. Além
disso, esta bactéria também pode atingir o ser humano por meio da ingestdo de alimentos
contaminados como a carne, leite e derivados, também podem causar infecgdes urinarias,

inflamac¢ao generalizada e meningite (ANDRADE, 2013).

2.8.4 Klebsiella pneumoniae

A bactéria denominada como Klebsiella pneumoniae, bactéria Gram-negativa
(LEVINSON; JAWETZ, 2005), popularmente conhecida como KPC, pois, produz
carbapenemase, ¢ um microrganismo multirresistente, encontrado em ambientes hospitalares,
que possui a propriedade de inibir a a¢ao de antibidticos carbapenémicos, reduzindo as opgdes

de tratamento disponiveis. Esta bactéria ¢ transmitida pelo contato direto com secrecdes e
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excregoes dos pacientes ou pela partilha de objetos ou ainda por meio dos profissionais de
saide que manipulam os equipamentos e pacientes sem os devidos cuidados (OLIVEIRA,

2011).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Material

3.1.1 Balanga eletronica

Para aferir a massa das folhas frescas e secas de Curcuma longa L., bem como os
rizomas frescos e secos, foi utilizada uma balanca eletronica marca AND, A&D Company
Limited, modelo FX3000i, com visor de cristal liquido, carga maxima de 3200 g,
sensibilidade de 0,01 g, reprodutibilidade 0,01g, campo de tara: a capacidade mediante

subtracdo, tempo de estabilizacdo <3 s.

3.1.2 Estufa Microprocessada de Secagem

Para secagem das folhas e rizomas foram utilizadas duas estufas microprocessadas de
secagem da marca Nova Etica, modelo 420/1DE, com duas bandejas de tela de ago inoxidavel

e com circulacao de ar. A temperatura e tempo foram controlados.

3.1.3 Moinho tipo faca

Para trituracdo das folhas e rizomas, apds secagem em estufa, foi utilizado um
triturador fixo modelo moinho tipo faca com peneira cilindrica, em ago inoxidavel, nas
dependéncias da Unidade de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Acre

(UTAL)/UFAC.
3.1.4 Hidrodestilador

Para obtengdo dos Oleos Essenciais de Curcuma longa L. (OECL) foi utilizado um
aparelho tipo Clevenger modificado, junto com um baldo de fundo redondo de 5.000 mL de
capacidade, uma manta aquecedora e um bebedouro modificado para refrigeracao.

3.1.5 Balanca eletronica de precisiao

Para a afericdo de massa dos materiais no preparo da nanoemulsao foi utilizada uma

balanca eletronica de precisao da marca Shimadzu, modelo AY220.
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3.1.6 Destilador de agua

A obtencao de agua destilada para uso na hidrodestilacdo do 6leo essencial e para a
preparagdo das nanoemulsdes foi realizada pelo destilador de 4gua tipo Pilsen da marca

Quimis, modelo Q341.

3.2 Métodos
3.2.1 Coletas das folhas

As folhas e rizomas da espécie Curcuma longa L. foram coletadas de plantas jovens e
adultas variando de 30 cm a 100 cm de altura em uma propriedade particular localizada na
Vila Campinas, no Municipio de Placido de Castro, no estado do Acre, o ponto um tem
Latitude -10° 04° 26,0078 e Longitude -67° 17° 07,1110” e o ponto dois tem Latitude -10°
04’ 25,9496 e Longitude -67° 17’ 06,7156 (Figura 16). A coleta das folhas foi realizada
em um meés chuvoso, sendo feita no dia 25 de fevereiro de 2015. Foi realizado um registro da
espécie Curcuma longa L. (exsicata) no laboratério de Botanica da UFAC, com numero do

tombo 20.002.

Area de Coleta de Curcuma longa L.

Municipio de

BR-364 Vila Campinas .
— ~

[]

Pontos de coleta:

A 1 latitude: -10 04' 26,0078" ;i .
Longitude: - 67 17° 07,1110" Fonte: Zoneamento Ecolégico

Econbmico do Estado do Acre, 2006

Imagem: Google Earth Pro, 2015

Sistema de Referéncia: WGS 84

Latitude: -10 04' 25 9426"
2 Longitude: - 67 17" 06,7156

Figura 16: Vista aérea da area de coleta de Curcuma longa L. na Vila Campinas, Municipio de Placido de
Castro, Estado do Acre, Brasil.
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3.2.2 Selecao do material botanico

As folhas com aparéncia saudavel e os rizomas de Curcuma longa L. foram
selecionados e lavados, retirando as partes danificadas e limpando a terra entranhada entre os
rizomas, foram levados para aferir a sua massa e em seguida as folhas foram colocadas em
uma das estufas a temperatura de 40 °C por 48 horas, os rizomas foram colocados em outra
estufa com a temperatura de 60 "C por 48 horas, onde ocorreu a secagem uniforme. A massa

de folhas frescas foi de 2.634,96 g, ja a de rizomas frescos foi de 8.492,54 g.

3.2.3 Trituracao das folhas e dos rizomas

Depois que as folhas e os rizomas secaram foram levados a Unidade de Tecnologia de
Alimentos (UTAL) da UFAC, para a trituragdo em moinho tipo faca. Em seguida aferiu-se a
massa de folhas e rizomas. As folhas secas ficaram com massa de 521,18 g e os rizomas com
1.030,92 g. As amostras foram separadas em recipientes diferentes e levados para refrigerar,

evitando que entrasse em contato com umidade do ar por muito tempo.

3.2.4 Extracio do Oleo Essencial das folhas de Curcuma longa L.

As folhas secas de Curcuma longa L. finamente trituradas foram hidrodestiladas
durante 4 horas com o uso de aparelho tipo Clevenger modificado, instalado no Laboratério
de Bioprospeccdo e Sinteses de Nanocompoésitos da UFAC. Utilizou-se para a extracao 4
litros de agua destilada e 370 g de folhas secas trituradas colocadas em baldo de fundo
redondo com capacidade para 5.000 mL. No final da extragdo foi feita a aferi¢do do volume
do OE no mesmo aparelho clevenger, que foi de 5,2 mL de 6leo essencial, para em seguida
ser armazenado em tubo de ensaio com tampa, depois foi passado folha de aluminio em volta

do frasco e colocado em refrigerador a temperatura inferior a 5 °C para posterior analise.

3.2.5 Extracio do Oleo Essencial dos rizomas de Curcuma longa L.

Os rizomas secos de Curcuma longa L. finamente triturados foram hidrodestilados
durante 4 horas com o uso de aparelho tipo Clevenger modificado, instalado no
Laboratério de Bioprospecgdao e Sinteses de Nanocompodsitos da UFAC. Utilizaram-se
para cada extracao 4 litros de dgua destilada e 250 g de rizoma seco triturado colocado

em baldo de fundo redondo com capacidade para 5.000 mL. No final da extracdo foi feita
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a aferi¢ao do volume do OE no mesmo aparelho Clevenger, no total foram 13 mL de 6leo
essencial, para em seguida ser armazenado em tubo de ensaio com tampa, foi passado
folha de aluminio em volta do frasco e colocado em refrigerador a temperatura inferior a

5 °C para posterior analise.

3.2.6 Calculo do rendimento (%) do Oleo Essencial de Curcuma longa L.

Segundo Santos et al. (2004), o rendimento do 6leo essencial extraido pode ser
calculado com base na matéria seca ou base livre de umidade (BLU) e na matéria imida ou
base umida (BU), onde o método que utiliza a matéria seca ¢ um método padronizado,
podendo ser repetido a qualquer momento, j4 o método BU ¢ impreciso, ndo apresenta
repetibilidade e induz a grandes desvios em virtude de ndo ser levado em conta a verdadeira
quantidade de biomassa seca utilizada.

No célculo do rendimento da extracdo de o6leo essencial utilizando o método BLU,

temos a seguinte equacao (5):

To=— Yo 4100 (5)

B _ B xU
" 100

onde,

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

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

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

(Blm(;c(ff ) = quantidade de umidade ou 4gua presente na biomassa.
B xU i ‘ ‘ ’ ‘ |
B, - i"o 0 = quantidade de biomassa seca, isenta de agua ou livre de umidade.

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

contido na biomassa seca.
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3.2.7 Desenvolvimento das nanoemulsoes

As nanoemulsdes foram preparadas no Laboratorio de Bioprospeccdo e Sinteses de
Nanocompositos - UFAC, utilizando-se o método de sonicagdo por alta energia (ABBAS et
al., 2013). Como fase aquosa usou-se agua destilada, como fase oleosa utilizou-se OEFCL e o
OERCL, e¢ como tensoativos foram usados Polissorbato 80 ¢ Oleato de Sorbitano 80 com

especificagdes apresentada na Tabela 5.

Tabela 5: Caracteristicas dos tensoativos utilizados nas formulagdes

Nome INCI Nome Comercial EHL Fabricante Caracteristicas
) Hidrofilico
Polissorbato 80 Polyssorbate 80 Tween® 80 15,0 POLYTECHNO . ..
Nao ionico
. Sorbitan SABAOE Lipofilico
Oleato de Sorbitano 80 monooleate Span® 80 4,3 GLICERINA Nao ionico

Fonte: Costa (2015)

Primeiro foi realizada uma pré-emulsao dissolvendo-se o tensoativo na fase aquosa
para depois ser misturado na fase oleosa. A solugdo foi colocada dentro do equipamento
sonicador de marca Sonoplus Bandelin UW 2070. Manteve-se contato direto da ponta do
aparelho com a solugdo, e foi utilizada uma poténcia de 60 watts para 5 ciclos de
processamento de 5 minutos, refrigerando o sistema com um banho de gelo para reduzir o

aquecimento e desta forma evitar alteragdes nos resultados (SOLANS, 2005).

3.2.7.1 Determinacio do Equilibrio Hidrofilico e Lipofilico (EHL) requerido do 6leo

essencial de Curcuma longa L.

Para o estudo do Equilibrio Hidrofilico Lipofilico (EHL) do o6leo, utilizou-se um
tensoativo hidrofilico e outro lipofilico. A determinacdo do EHL requerido do OECL da folha
e do rizoma foi realizada a partir de valores de EHL de 11,0 at¢ 13,0 (Tabela 6). Para o
calculo das quantidades dos tensoativos hidrofilico e lipofilico necessarias para o preparo das
emulsdes em cada valor de EHL foi empregado o método citado por Griffin (1949)

utilizando-se do sistema de equagdes abaixo:

M ,.EHL,+M , . EHL,
M, +M,

= EHLFinal (6)
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Mi+Mz=10g (7)

Em que:

M, = massa de tensoativo hidrofilico;

Mp =massa de tensoativo lipofilico;

EHLA = Equilibrio Hidrofilico Lipofilico de A;
EHLB = Equilibrio Hidrofilico Lipofilico de B;
EHLFgina= Equilibrio Hidrofilico Lipofilico Final.

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

estdao na Tabela 6.

Tabela 6: Massas dos tensoativos para formulagdes de diferentes EHL.

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

Fonte: Costa (2015)

Analisando o trabalho de Costa (2015) as melhores nanoemulsdes (com menores
tamanhos e maior estabilidade) sdo obtidas quando se utiliza a fase oleosa numa concentragao
de 5% e para o tensoativo em concentragdes que variam entre 10% e 15%. Para o presente
trabalho foram produzidas nanoemulsdes com EHL entre 11 e 13 e 10% de tensoativos, bem
como 5% de fase oleosa. As quantidades totais dos componentes da emulsdo - dgua, 6leo e

tensoativos, utilizadas nas formulacdes, estao descritas na Tabela 7.
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Tabela 7: Composic¢ao das formulagdes para estudo do EHL — 10% de tensoativos.

Formulagio EHL Agua Massa da Tensoativo Mass? do Oleo Massado  Massa
(%) agua (g) (%) tensoativo (g) (%) Oleo (g) Total (g)
F-11 11,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
F-12 12,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
F-13 13,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
R-11 11,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
R-12 12,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0
R-13 13,0 85 4,25 10 0,5 5 0,25 5,0

O valor do EHL requerido do OEFCL e OERCL sera determinado tomando-se como
referéncia a emulsdo que apods 24 horas de formulada e submetida ao teste de centrifugacao
ndo apresentar os fendmenos de instabilidade como cremacao, sedimentagdo e separacao de
fases (MORALIS et al., 2006) bem como apresentar tamanho menor que 100 nm . Assim o

valor do EHL 5. da emulsdo mais estavel corresponde ao valor de EHLcquerido do OEFCL e do

OERCL.

3.2.7.2. Teste de centrifugacio

Para avaliar a presenga do efeito de cremagao ou sedimentacdo nas formulagdes, as
emulsdes preparadas apds 24 horas foram levadas a centrifuga e submetidas ao ciclo de
rotacdo de 1000, 2500 e 3500 rpm (164, 1041 e 2034 G, respectivamente) durante 15 minutos
para cada ciclo (LIMA et al. 2008).

3.2.7.3 Caracterizacao das nanoemulsoes

As propriedades fisico-quimicas avaliadas das formulagdes preparadas foram o
diametro médio das goticulas, potencial zeta e indice de polidispersividade. A caracterizagao
do diametro, do potencial zeta e do indice de polidispersividade das formulagdes foram
realizadas através do espalhamento de luz dindmico e da mobilidade eletroforética, utilizando-
se um equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern) do Laboratorio de Biotecnologia Aplicada a
Satde — Fiocruz Rondodnia. Para leitura no equipamento foram diluidos 100 pL das
formula¢des em 900 pL de agua purificada. Os resultados foram expressos como a média de

trés determinacdes.
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3.2.7.3.1 Zetasizer

O teste foi realizado no Laboratério de Biotecnologia Aplicada a Satde — Fiocruz
Rondonia, utilizou-se o Zetasizer Nano ZSP® da Malvern Instruments Ltd (Reino Unido, laser
633 nm), que possui as seguintes especificagdes em relacdo ao tamanho de particulas e
tamanho molecular na faixa de medi¢ao: 0,3 nm a 10,0 um (didmetro); Principio de medigdo:
Espalhamento de luz dindmico; Volume minimo da amostra: 12 pL; Precisdo: Melhor que
+2% em padrdes NIST. E, também, as seguintes caracteristicas gerais: Faixa de controle da

temperatura: 0°C - 90°C £0,1; Fonte de luz: He-Ne laser 633 nm, Max 10 mW.

3.2.8 Espectroscopia Raman

Para determinacgdo das estruturas moleculares presentes nos compostos do OEFCL e
do OERCL foram realizadas medidas de espectroscopia Raman no intervalo de 80 cm™ a
3600 cm’™.

A medida dos espectros no Raman foi realizada na Universidade Federal de Mato
Grosso (UFMT) por um espectrometro micro-Raman, modelo LabRam HR 800, da marca
Horiba Inc., com faixa de resposta entre 80 e 3600 cm™, com laser He-Ne operando com
comprimento de onda de 633 nm, microscopio com lente de ampliacdo de 10X, pinhole de
100 mm. O tempo de integragao para a medida foi de Ss, a poténcia estimada de 10 mW e o
nimero de acumulacdes de 5 vezes. Apds passar pelas grades de refragdo o sinal Raman
advindo da amostra foi coletado por meio de CCD tipo Peltier, operando a temperatura de -

70°C.

3.2.9 Espectroscopia na faixa do Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF)

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Bioprospeccao e Sinteses de
Nanocompositos da UFAC (Campus Rio Branco). A medida da espectroscopia no
infravermelho (IV) foi feita no equipamento de infravermelho Marca: Perkin Elmer Frontier
Dual Range, Modelo: Frontier FT-IR/NIR, com varredura em comprimento de onda de 4000 a
450 cm™. Para a obtencdo dos espectros IV-TF dos OECL, uma gota de cada amostra (puro)
foi introduzida na cavidade do equipamento onde encontra-se o prisma de cristal de Seleneto

de Zinco (ZnSe). O espectrometro estava no modo de transmissdo ATR e a medi¢do foi
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realizada operando na faixa do espectro de luz infravermelho médio, entre 4000 cm™ ¢ 100
-1
cm’ .

3.2.10 Espectroscopia na faixa do Ultravioleta Visivel (UV-Vis)

As andlises foram realizadas no Laboratério de Bioprospeccao e Sinteses de
Nanocompositos da UFAC (Campus Rio Branco). A medida da espectroscopia ultravioleta foi
feita no equipamento de UV-Vis espectrofotometro da Marca: Perkin Elmer, Modelo:
Lambda 950. O aparelho foi calibrado na faixa espectral de 190 nm a 800 nm por meio da
realizagdo de uma leitura padrdo inicial, sem amostra, e outra leitura apenas com o solvente.
Apds foram colocadas as cubetas uma com o solvente e a outra com o solvente e as amostras.

As amostras dos OECL foram preparadas usando o solvente Hexano nas
concentragdes 0,33%, 0,0132% e 0,00220% de o6leo/solvente, tais concentragdes foram
necessarias para obter-se linearidade nas leituras do equipamento.

Foram realizadas tantas leituras quanto a quantidade de diluigdes. As varreduras no
espectrometro foram realizadas em intervalos de 10 nm referentes as faixas de comprimento

de onda entre 190 nm e 800 nm.

3.2.11 Cromatografia Gasosa com Espectro de Massa

A andlise da cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa (CG-EM) foi
realizada na Unesp (Universidade Estadual de Sao Paulo), em um cromatografo a gas
Shimadzu Modelo 17A em interface com um detector seletivo de massa Shimadzu Modelo
QP5050A (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao). A separacdo cromatrografica foi feita em
um capilar de silica ndo polar, coluna HP-IMS (30 m X 0.25 mm i.d X 0.25 um de filme)
com dimetilpolisiloxane como fase estacionaria e utilizou-se hélio como gas transportador
com fluxo constante de 1 mL min.”. As amostras aliquotadas (1pL min.™") foram injetadas no
modo separado (1:20) com solvente e tempo de corte (4 min.). O injetor e o detector foram
mantidos a 280°C e 300°C, respectivamente. O forno estava a temperatura inicial de 50°C por
3 minutos e depois aumentou para 290°C, a 2°C por min.”. Finalmente a temperatura foi
mantida constante por 10 minutos completando 133 minutos de andlise total e a tensao de

ionizagdo de 70 eV.
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3.2.12 Teste da citotoxicidade frente aos macrofagos

O teste foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia Aplicada a Satide — Fiocruz
Rondodnia para avaliar o efeito citotdéxico in vitro do OECL dos Rizomas, das Folhas e das
nanoemulsdes em cé€lulas vivas, utilizaram-se macréfagos de camundongos da linhagem J774.
A viabilidade celular foi determinada pelo método MTT. O ensaio de MTT (brometo de 3-
metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]- 2,5 difeniltetrazolio) ¢ utilizado para determinar a viabilidade
celular, quantificando o quanto o MTT presente no meio foi reduzido pela atividade
metabolica celular ligada ao NADH e NADPH formando cristais de formazan. Dessa maneira
a quantidade de formazan, medida por espectrofotometria, ¢ diretamente proporcional ao
numero de células viaveis.

Os macrofagos da linhagem J774 foram plaqueados a 2,5x10° células por poco em
placas de 96 pogos e foram mantidos durante 24 horas em estufa a 37°C, 5% de CO,,
permitindo a aderéncia dos macrofagos. Apods a aderéncia dos macrofagos foi adicionado
20uL de OECL (grupo tratado com OECL do rizoma e da folha) bem como 20uL das
formulacdes das nanoemulsdes (grupos tratados com nanoemulsdes); em ambos os casos a
concentrac¢ao foi 2% por pogo e os pocos contendo apenas os macrofagos em meio de cultura
foram utilizados como controle, sendo a placa levada para estufa de incubagdo nas mesmas
condi¢des anteriormente citada. Apo6s incubagdo por 24 horas adicionou-se 10 pL de solucao
de MTT na concentracdo de 5 mg.mL™ em cada pogo e levou-se novamente para incubacio
por 4 horas. Decorrido o tempo foi adicionado 150 pLL de DMSO (dimetilsulfoxido). Apos 1
hora foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotdometro de placa a 570 nm. Os

calculos foram determinados utilizando-se formula (8):

DOAmostra jxl 00 (8)

C% = (1 -
Controle
Onde, C% ¢ a citotoxicidade em porcentagem, DOymostra € @ densidade Otica da amostra e
DOcontrole € a densidade otica do controle.
Os resultados obtidos foram submetidos as analises estatisticas e expressos em

porcentagem de citotoxicidade.
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3.2.13 Teste da atividade antibacteriana

Os testes de atividade antibacteriana foram realizados no Laboratorio de
Microbiologia da UFAC (Campus Rio Branco). As amostras obtidas de OE da folha e do
rizoma de Curcuma longa L., juntamente com as nanoemulsdes, foram submetidas ao ensaio
de atividade antimicrobiana utilizando a técnica de difusdo em disco segundo o NCCLS
(2003). Para tanto, as bactérias patogénicas Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae foram crescidas a 37°C por 4-6 h
sendo sua turbidez ajustada para escala 0,5 de McFarland. As bactérias entdo foram
inoculadas em placas de Petri contendo meio Muller-Hinton, depositados sobre estes discos
de papel e sobre estes 20 pL das amostras e incubados a 37 °C por 24 h. Posteriormente ao
processo de incubagao, foram considerados com atividade antibacteriana, as amostras que nao
permitiram o crescimento bacteriano ao redor do disco. Os halos de inibi¢do produzidos

foram medidos com ajuda de paquimetro digital.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Rendimento dos OECL
4.1.1 Rendimento do OEFCL

O rendimento médio do OEFCL extraido por hidrodestilagdo foi de 1,41% (Tabela 8).
Esse valor representa que para 100 gramas de folhas secas de FCL foram obtidos 1,41 mL de

OE por meio de hidrodestilagao.
Tabela 8: Rendimento do OEFCL

Rendimento
Extracao Massa (g) Volume (mL)
(% ou mL/100g)
01 370 5,2 1,41

4.1.2 Rendimento do OERCL

O rendimento médio do OERCL extraido por hidrodestilagcdo foi de 2,6% (Tabela 9).
Esse valor representa que para 100 gramas de folhas secas de RCL foram obtidos 2,6 mL de

OE por meio de hidrodestilagao.
Tabela 9: Rendimento do OERCL

Rendimento
Extracio Massa (g) Volume (mL)
(% ou mL/100g)
01 250 6,5 2,6
02 250 6,5 2,6

4.2 EHL requerido para o OECL e Caracteriza¢io das nanoemulsées

Apos serem submetidas ao teste de centrifugacdo as formulagdes variando o seu EHL
de 11 a 13 se apresentaram estaveis. Considerando a nanoemulsdo mais estavel como sendo
aquela que apresenta o maior valor em modulo para o potencial zeta 0 EHL cquerido para o
OEFCL e para o OERCL foi o resultante da formulacdo preparada com tensoativos cujo valor
de EHL era igual a 11,0. Os valores do potencial zeta, do tamanho e do indice de

polidispersividade das formulagdes encontram-se na Tabela 10.
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Tabela 10: Valores do potencial zeta, do tamanho e do indice de polidispersividade das formulagdes.

Formulacio EHL d.o Tamanho . i.ndice .d(.a Potencial Zeta

Tensoativo (nm) Polidispersividade (mV)
F-11 11 47,69 0,357 -9.55
F-12 12 41,88 0,415 -9,53
F-13 13 24,79 0,290 -3,60
R-11 11 42,78 0,401 -19,0
R-12 12 39,13 0,397 -11,80
R-13 13 41,67 0,375 -6,58

Todas as formulagdes resultaram em nanoemulsdes, no entanto, o indice de
polidispersividade (valores acima de 0,200 nm) e o potencial zeta das nanoelmulsdes indicam
que existem populagdes diferentes dentro das nanoemulsdes, ou seja, que as nanoemulsdes
nao estdo homogéneas, indicando que estas podem se desestabilizar com o passar do tempo,
coalescendo. Pois, os grandes aglomerados sdo formados por particulas pequenas.

Em rela¢do ao tamanho das nanoparticulas, tdo importante quanto o valor médio do
diametro das particulas (DP) ¢ o valor de sua dispersdo. Neste trabalho, a homogeneidade no
diametro de particulas pode ser avaliada pelo indice de polidispersibilidade (IP). A
polidispersdo, ou indice de polidispersividade, indica a distribui¢do média do tamanho das
nanoparticulas sendo valores menores que 0,200, considerados bons indicadores de
homogeneidade (MOHANRAJ; CHEN, 2006 ¢ DE MELO et al., 2010). Estes valores sdo
desejados para manter a estabilidade da dispersao coloidal sem a formacao de microparticulas
ou precipitados (CAZO et al., 2012).

O melhor resultado de nanoemulsdo para o potencial zeta (LIEBERMAN et al., 1988 ¢
LIEBERMAN et al.,, 1989) foi a R 11, nanoemulsdo produzida com o OERCL, que
apresentou o valor igual a -19,0. Em relacdo ao indice de polidispersibilidade a melhor

nanoemulsao foi a F 13, nanoemulsdo produzida com o OEFCL.

4.3 Espectrometria Raman
4.3.1 Espectrometria Raman do OEFCL

A relagdo entre os espectros obtidos € os modos vibracionais dos compostos foi
atribuida com base no trabalho de Smith; Dent (2005). Os espectros obtidos estdao
representados na Figura 18, em 400 cm™ pode-se observar que a banda foi atribuida a
deformagdo angular de ligagdes do tipo C-C, sdo ligagdes bastante comuns nos

hidrocarbonetos.
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Em 809 cm™ e 843 cm™ observam-se as bandas associadas ao estiramento simétrico
C-0O-C, esse tipo de ligacao esta presente em moléculas como o Didxido de Limoneno e o
Eucaliptol. Em 1152 em™ e 1458 cm™ as bandas estdo associadas a anéis aromaticos com
deformacao axial do tipo C-C presentes em anéis aromadticos evidencia a presenca de

compostos aromaticos como Ar-tumerona, o-cimeno, 8-Cimen-8-ol.

Smith; Dent (2005) dizem que abaixo de 1500 cm™ alguns grupos tém ligacdes
especificas (O=C=0, O=N=0), muitas moléculas t€ém padrdes complexos de vibracdes. Esta
regido ¢ conhecida como a regido de impressdo digital. Em 1330 cm™¢ a regido onde ocorrem
bandas de carboxilato. O carboxilato (HC-OO") ¢ um sal ou éster de um acido carboxilico

como o Dietilftalato (também conhecido como Acido 1,2-Benzenocarboxilico).

A banda associada a deformacao axial assimétrica do grupo metila (CH3) é observada
em 2884 cm™, enquanto a banda associada a deformacao axial assimétrica do grupo metileno
(CH,) foi observada em 2952 cm™. Os grupos metila e metileno estio presentes em moléculas
como a-farneseno, B-farneseno, L-linalol, Terpinoleno, Nerolidol; compostos encontrados no

OEFCL por CG-EM.

Na tabela 11 sdo apresentadas a posicao e a identificagdo das bandas observadas no

espectro Raman do OEFCL.

Tabela 11: Posicdo ¢ identificagdes das bandas observadas nos espectros Raman do OEFCL

Numero de ondas (cm'l) Identificacao dos modos de vibracao
400 Deformagao angular simétrica C-C - (6 C-C)
809 Deformagao axial (ou estiramento) C-O-C - (v C-O-C)
843 Deformagao axial (ou estiramento) C-O-C - (v C-O-C)
Deformagao axial (ou estiramento) C-C - (v C-C)
Ho2 Anel aromatico
1330 Deformacao axial (ou estiramento) HC-OO™ - (v HC-OO")
1458 Deformagao axial (ou estiramento) C-C - (v C-C)
Anel aromatico
Deformacgao axial (ou estiramento) C-H - (v C-H)
2854 Deformagao axial (ou estiramento) simétrica CH; - (v CHjs)
2952 Deformagao axial (ou estiramento) C-H - (v C-H)

Deformacao axial (ou estiramento) assimétrica CH, - (v CH,)
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Figura 17: Espectro Raman do OEFCL completo
4.3.2 Espetrometria Raman do OERCL

Para a determinagdo das estruturas moleculares presentes nos compostos do OERCL
foram realizadas medidas de espectrometria Raman. Os espectros obtidos serdo apresentados
na Figura 18, em 173 cm™ (SMITH; DENT, 2005) pode-se observar que a banda foi atribuida
a vibragdes entrelacadas sem atribui¢cdes a qualquer tipo de grupo (Tabela 12). Em 400 cm’
'observa-se que a banda foi atribuida a deformacio angular de ligacdes do tipo C-C, sdo

ligagdes tipicas nos hidrocarbonetos.

Em 808 cm™ e 840 cm™ observam-se as bandas associadas ao estiramento simétrico
C-0O-C, esse tipo de ligacdo esta presente em moléculas como o Eucaliptol. Em 1152 cm™ e
1456 cm™ as bandas estdo associadas a anéis aromaticos com deformagéo axial do tipo C-C
presentes em anéis aromaticos evidencia a presengca de compostos aromaticos como Ar-

tumerona, m-cimeno, Curcumeno.

SMITH; DENT (2005) relatam que abaixo de 1500 cm™ alguns grupos tém ligagdes
especificas (O=C=0, O=N=0), muitas moléculas tém padrdes complexos de vibra¢des. Esta
regido ¢ conhecida como a regido de impressdo digital. Em 1329 cm™ é a regidio onde ocorrem
bandas de carboxilato. O carboxilato (HC-OO") ¢ um sal ou éster de um acido carboxilico

como o Dietilftalato (Também conhecido como Acido 1,2-Benzenocarboxilico).

O modo de estiramento simétrico C=C presente nas moléculas de terpenos e
terpenoides foi observado em 1632 cm™. A banda associada & deformagdo axial assimétrica

do grupo metila (CHs) sdo observadas em 2839 cm™ e em 2882 cm™, enquanto a banda
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associada a deformacao axial assimétrica do grupo metileno (CH;) foi observada em 2952 cm’

1 . . ~ 4
. Os grupos metila e metileno estdo presentes em moléculas como a-tumerona, -tumerona,

B-sesquifelandreno, Terpinoleno, Curcumeno, Zingibereno; compostos encontrados no

OERCL por CG-EM.

Tabela 12: Posicdo ¢ identificagdes das bandas observadas nos espectros Raman do OERCL

Numero de ondas (cm'l)

Identificacao dos modos de vibracao

173 -
400 Deformagao angular simétrica C-C - (8 C-C)
808 Deformagao axial (ou estiramento) C-O-C - (v C-O-C)
840 Deformagao axial (ou estiramento) C-O-C - (v C-O-C)
Deformagao axial (ou estiramento) C-C - (v C-C)
Hs2 Anel aromético
1329 Deformacao axial (ou estiramento) HC-OO™ - (v HC-OO")
1456 Deformacao angular simétrica CH, - (6 CH,)
Anel aromatico
1632 Deformagao axial (ou estiramento) C=C — (v C=C)
1839 Deformagao axial (ou estiramento) C-H - (v C-H)
Deformacao axial (ou estiramento) simétrica CH; - (v CH3)
Deformacgao axial (ou estiramento) C-H - (v C-H)
2882 Deformacgao axial (ou estiramento) simétrica CH; - (v CHs)
2052 Deformagao axial (ou estiramento) C-H - (v C-H)

Deformacao axial (ou estiramento) assimétrica CH, - (v CH,)
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Figura 18: Espectro Raman do OERCL completo.
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4.4 Espectrometria por Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF)

4.4.1Espectrometria por Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF) do
OEFCL

O OEFCL foi submetido a espectrometria IV-FT com o objetivo de identificar os
grupos funcionais presentes € obteve-se um espectro com as principais faixas de maior

absor¢do entre 2959,59 cm™ e 728,25 cm™ (Figura 19).
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Figura 19: Espectro IV-TR do OEFCL

Os valores de numeros de ondas obtidos correspondem aos modos vibracionais da
molécula e grupos funcionais demonstrados na Tabela 13. A tabela utilizada para identificar o
modo vibravional e os grupos funcionais ¢ um estudo realizado por Lopes; Fascio (2004),

com o objetivo de facilitar a analise e interpretagao de espectros de infravermelho.

Tabela 13: Posicdo ¢ identificagdo das bandas observadas no IV-TF do OEFCL

Numero de ondas (cm'l) Modo vibracional Grupo Funcional
2959,59 Deformacgao axial assimétrica C-H Alcano
1720,28 Deformagao axial C=0O Alquil/Cetona
1447,67 Deformacao assimétrica C-H Alcano
1375,99 Deformagao simétrica C-H Alcano
1052,55 Deformagao angular C-H Alceno
986,10 Deformagao angular C-H Alceno
815,79 Deformacao C-H fora do plano Benzeno
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728,25 Deformacao C-H fora do plano Benzeno

4.4.2 Espectrometria por Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF) do
OERCL

O OEFCL foi submetido a espectrometria IV-FT com o objetivo de identificar os
grupos funcionais presentes e obteve-se um espectro com as principais faixas de maior

absorcdo entre 2927,92 cm™ e 542,02 cm™ (Figura 20).
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Figura 20: Espectro [IV-TR do OERCL

Lopes; Fascio (2004) relatam em seu trabalho quais sdo grupos funcionais pelos
valores de numeros de ondas obtidos, correspondendo aos modos vibracionais da molécula,

estes estdo demonstrados na Tabela 16.

Tabela 14: Posicao ¢ identificagdo das bandas observadas no IV-TF do OERCL

Numero de ondas (cm'l) Modo vibracional Grupo Funcional
2927,92 Deformacao axial assimétrica C-H Alcano
1686,12 Deformacao axial C=0 Aril/Cetona
1618,70 Estiramento C=C Alceno
1445,92 Deformacao assimétrica Alcano
1376,77 Deformagao angular C-H Alcano
1213,92 Estiramento C-N Aril/Alquil/Amina
1111,30 EstiramentoC-O Aril/Alquil/Eter
1036,41 Estiramento C-O Aril/Alquil/Eter
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984,59 Deformacao C-H fora do plano Olefina

878,56 Deformacao C-H fora do plano Olefina
815,96 Deformagao C-H fora do plano Benzeno
729,52 Deformagao C-H fora do plano Benzeno
542,62 Estiramento C-X Haleto de Alquila

4.5 Espectrometria por Ultravioleta Visivel (UV-Vis)
4.5.1 Espectrometria por Ultravioleta Visivel (UV-Vis) do OEFCL

Ao submeter a amostra do OEFCL ao UV-Vis foi obtido um espectro com uma faixa
de absor¢ao de 235 nm de comprimento de onda, esta na regido do Ultravioleta préximo, que
absorve compostos poli-insaturados e¢ aromaticos (KOPLIC, 2000) (Figura 21a), Reusch
(2013) ao analisar o possivel grupo funcional, em relacdo ao comprimento de onda de 235 nm
constatou a indicacdo de um composto cromédforoda da familia dieno biciclico (ligagao
dupla), de estrutura fina vibracional, com aparéncia semelhante a do isopreno (Figura 21b).

Schirmer (1990), no entanto, aponta que o pico 235 nm refere-se a um grupo funcional
dieno com uma Imina (NOH). As iminas sdo o produto da condensagdo do amoniaco ou uma
amina primaria com uma cetona ou um aldeido (Figura 21c).

Koplik (2000), afirma que compostos com 5 carbonos heterociclicos como o Tiofeno
(que contém um atomo de enxofre em sua composi¢ao, Figura 20d) também apresentam 235
nm de comprimento maximo assim como o colesterol (Figura 21e).

A estrutura que mais se encaixa dentro dos padrdes apresentados acima ¢ o o-
Felandreno cuja estrutura quimica ¢ apresentada na Figura 23. O o-felandreno ¢ um
monoterpeno que tem a formula C;oH;¢ muito abundante em OE de outras espécies. Com

transi¢io n—o* (KOPLIK, 2000).
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Figura 21: a) Espectro UV-Vis do OEFCL b) estrutura quimica do isopreno (Adaptado de REUSCH, 2013), c)
Grupo funcional dieno conjugado com imina (Adaptado de SCHIRMER, 1990). d) Estrutura quimica do
Tiofeno; (Adaptado do NIST) e) Estrutura quimica do colesterol (Adaptado do NIST).

4.5.2Espectrometria por Ultravioleta Visivel (UV-Vis) do OERCL

Ao submeter a amostra do OERCL ao UV-Vis foi obtido um espectro com uma faixa
de absorcao de 236 nm de comprimento de onda (Figura 22a), esta na regido do Ultravioleta
préximo, que absorve compostos poli-insaturados e aromaticos (KOPLIK, 2000). Schirmer
(1990) afirma que as caracteristicas de absor¢ao tipica UV-Vis dos grupos funcionais isolados
com o comprimento de onda entre 235 e 240 nm sdo R,S, com transicdo m—ac*. O corante
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Evan’s blue apresenta "max (Comprimento méaximo de ondas) de 236 nm, 356 nm e 503
nm(Figura 22b). No trabalho de Costa et al. (2015) foram encontrados *max 20,5 nm e 236,5

para a Quinolina-N-6xido (QNO) apresentada na Figura 22¢, com transi¢ao n—m*.

O composto m-Cimeno (Figura 22d) ¢ um monoterpeno (C;oHj4) € o Curcumeno

(Figura 22e¢) que ¢ sesquiterpeno (C;sH2) apresentam um anel aromatico em suas cadeias,

sugerindo que o pico apresentando pode ser um dos dois compostos apresentados na CG-EM.
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Figura 22: a) Espectro UV-Vis do OERCL b) Estrutura quimica do corante Evan’s blue c¢) Estrutura quimica da
QNA (adaptado do NIST) d) Estrutura quimica do m-Cimeno (adaptado do NIST) e) Estrutura quimica do
Curcumeno (adaptado do NIST)

87



4.6 Cromatografica Gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
4.6.1 Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massa para o Oleo Essencial da Folha

de Curcuma longa L. (OEFCL)

A partir da analise realizada para o 6leo essencial das folhas de C. longa L. (OEFCL)
foram identificados 24 compostos, representando 100% do OEFCL. Os componentes
majoritarios foram: a-felandreno (27,37%), Terpinoleno (21,66%), Eucaliptol (12,72%) e o-
Cimeno (7,0 %), B-pireno (4,40%), B-Farneseno (3,17%), 8-Cimen-8-ol (3,0%), Ar-tumerona
(2,48%), Mirceno (2,37%), a-pireno (1,71%), a-tumerona (1,64%), B-tumerona (1,42%), o-
farneseno (1,41%), L-linalol (1,38%), y-terpireno (1,34%), Di6éxido de limoneno (1,09%), 3-
Isopropil-4-metil-1-pentil-3-ol (1,07%), 4-Formiciclohexano (1,02%).

Diversos compostos encontrados no OEFCL relatado no presente trabalho (Tabela 15)
também ¢ relatado no trabalho Srivastava et al. (2005) e de Bahl et al. (2014) sobre o OEFCL,
principalmente, os terpendides: y-terpineno, o-cimeno, Ar-tumerona, o-tumerona e f3-
tumerona. Srivastava et al. (2005) encontraram compostos semelhantes aos encontrados neste
trabalho e mais de 20 outros compostos.

Os terpenoides a-Pineno, 1,8-Cineoleno e Ar-curcumeno ndo estdo citados para a
composicao do OEFCL neste trabalho (o Ar-curcumeno também nao apareceu na CG-EM no
trabalho de SRIVASTAVA et al., 2005). Foram encontrados o Delta-4-Careno, 4-
formiciclohexano, 1,3,7-Octatrieno-3,7-dimetil e 3-Isopropil-4-metil-1-pentil-3-0l, nao
relatados em outros trabalhos. Sugerindo que a diferenga de composicdo do OEFCL pode ser
devido a localidade da coleta e também ao periodo da coleta, era periodo chuvoso, época em

que as folhas estdo bastante vicosas e em grande abundancia (CASTRO et al., 2005).

Na tabela 15 encontram-se nomes dos compostos presentes no OEFCL, os picos, o
tempo de retencdo e a formula. Percebe-se que este 6leo ¢ composto em sua maioria por
monoterpenos com &8 compostos desta classe (CjoHis), representando 33,3%, 5
monoterpenoides (C;oH30) (20,83%), 2 compostos sesquiterpenos (CisHz4), 0 que representa
8,33% do 6leo. O OEFCL apresenta ainda em sua constituicdo 5 compostos sesquiterpnoides

(C15sH220) (20,83%), 1 composto diterpenodide (C,0H;2) € outros 3 outros compostos (12,5%).
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Tabela 15: Compostos do OEFCL identificando cada pico da figura 15, o tempo de retencdo (TR), a area do

pico, porcentagem da area do pico e o composto

Pico TR % Area Similaridade (%) Composto Formula
1 20,22 1,71 97 a-pireno CyoHp
2 23,27 4,40 98 B-pireno Ci6Hio
3 24,22 2,37 96 Mirceno CioHis
4 25,34 27,37 97 o-felandreno CioHi6
5 25,96 0,91 96 3-Careno CioHis
6 26,30 0,85 94 Delta-4-careno CioHis
7 26,51 7,00 97 0-cimeno CioHia
8 27,19 12,72 95 Eucaliptol C]()ngo

1,3,7-Octatrieno-3,7- Ci
9 28,58 0,19 92 dimetil 10THe
10 29,48 1,34 95 y-terpineno CioHis
11 31,88 21,66 97 Terpinoleno CioHi6
12 32,27 1,38 97 L-linalol CioHi30
13 35,69 1,02 82 4-Formiciclohexano -
14 38,17 3,00 95 8-Cimen-8-ol CioH140
15 39,14 0,78 95 Terpineol Ci0H150
16 42,27 1,09 85 Diéxido Limoneno CioH160,
3-Isopropil-4-metil-
17 47,85 1,07 84 1-pentil-3-ol )
18 58,74 3,17 92 B-farneseno CisHog
19 59,35 0,79 92 Dietilftalato C1oH 1404
20 61,96 1,41 94 a-farneseno CisHoyy
21 65,28 0,23 81 Nerolidol Ci5Hy60
22 70,58 1,42 90 B-tumerona C5H»,0
23 71,18 2,48 87 Ar-tumerona C5Hy00
24 73,05 1,64 81 o-tumerona Cy5sH»,O
TOTAL 100,00

A figura 23 apresenta a estrutura molecular de 8 componentes que possuem a maior

concentragdo no OEFCL. O cromatograma do OEFCL ¢ apresentado na figura 24, onde estao

contidas a abundancia relativa e o tempo de retengdo para cada pico.

B-pireno

o-felandreno

0-cimeno

Eucaliptol
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Figura 24: Cromatograma do OEFCL mostrando os picos dos compostos em func¢do do tempo, sdo 24 picos.

4.6.2 Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massa para o Oleo Essencial do

Rizoma de Curcuma longa L. (OERCL)

A andlise do oleo essencial dos rizomas de C. longa L. (OERCL) identificou 11
compostos, representando 100% do OERCL. Os componentes sdo: Ar-tumerona (34,20%), B-
tumerona (20,44%), a-tumerona (15,95%), Eucaliptol (9,65%), o-felandreno (8,02%),
Terpinoleno (2,42%), m-cimeno (2,47%), B-sesquifelandreno (2,16%), Zingibereno (1,87%),
Dietilftalato (1,71%) e Curcumeno (1,31%) (Tabela 16).

Os compostos encontrados no OERCL relatados neste trabalho também sao
encontrados nos trabalhos de Srivastava et al.(2005), Jayaprakasha et al. (2000), Bahl et al.
(2014), Chassgnez-Méndez et al. (2000) e Majolo et al. (2014) com este 6leo, sendo mais de

70 compostos ja descritos na literatura ( como (Z)-y-atlantona, (E)-y-atlantona, a-zingibereno,
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B-bisaboleno, Tumerol aromatico, a-pineno, B-pineno dentre outros). Isto sugere mais uma
vez a diferenca da composicdo do OERCL devido a localidade da coleta e da época do ano em

que foi coletado, pois, o periodo de coleta era chuvoso (CASTRO et al., 2005).

Na tabela 16 encontram-se os compostos presentes no OERCL identificados por
correspondéncia de seus espectros de massa, onde o espectro obtido foi comparado em
biblioteca fornecida pelo equipamento. Na tabela constam os nomes dos compostos, os
tempos de retengdo, a formula molecular, os autores que citam esses compostos constituintes
em seus estudos, assim como a porcentagem de cada composto presente no OERCL.

Conforme a tabela 16 percebe-se que o OERCL tém seus compostos monoterpenos
(3), sesquiterpenos (3) e sesquiterpendides (3) equilibrados representando 27,27% cada, 1
monoterpenoide (9,09) e 1 outro composto (9,09%).

Tabela 16: Compostos do OERCL identificando cada pico da figura 17, o tempo de reteng@o (TR), a

porcentagem da area do pico, o composto e a férmula.

Pico TR % Area Similaridade (%) Composto Formula
1 25,32 8,02 97 o-felandreno CioHis
2 26,50 2,27 95 m-cimeno CioHig
3 27,19 9,65 97 Eucaliptol CioH150
4 31,86 2,42 95 Terpinoleno CioHis
5 60,34 1,31 93 Curcumeno CisHa
6 61,40 1,87 90 Zingibereno CisHas
7 63,25 2,16 91 B-sesquifelandreno CisHaq
8 65,13 1,71 95 Dietilftalato Ci2H1404
9 70,62 20,44 90 B-tumerona CisH20
10 71,24 34,20 89 Ar-tumerona Ci5H200
11 73,10 15,95 88 a-tumerona CisH»O

TOTAL 100,00

A figura 25 apresenta a estrutura de 8 componentes que possuem a maior concentragao
no OERCL. O cromatograma do OERCL ¢ apresentado na Figura 26, onde estdo contidos a

abundancia relativa e o tempo de reten¢do para cada pico.
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Figura 26: Cromatograma mostrando 11 picos de compostos encontrados no OERCL

4.6.3 Comparacio entre 0o OEFCL e 0o OERCL

Comparando o OEFCL e o OERCL percebe-se a maior diversidade de componentes
no OEFCL e que apenas 7 compostos estdo presentes nos dois 6leos essenciais, além disso a
porcentagem dos compostos semelhantes variou bastante (tabela 17). Os compostos presentes
nos dois Oleos sdo: a-felandreno, Eucaliptol, Terpinoleno, Dietilftalato, PB-tumerona, Ar-

tumerona e o-tumerona.
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Tabela 17: Comparagio entre os compostos identificados no Oleo Essencial da folha da C. longa L e o Oleo

essencial do Rizoma de C. longa L.

Compostos OEFCL OERCL
o-felandreno 27,37% 8,02%
Eucaliptol 12,72% 9,65%
Terpinoleno 21,66% 2,42%
Dietilftalato 0,79% 1,71%
B-tumerona 1,42% 20,44%
Ar-tumerona 2,48% 34,20%
o-tumerona 1,64% 15,95%

Embora os 6leos essenciais tenham sido extraidos das mesmas plantas o fato de o
OEFCL ser diferente do OERCL ja era esperado, pois, cada regido da planta pode armazenar
substancias diferentes em concentragdes que diferem entre si. Deve-se levar em conta que por
se tratar de um produto natural as concentragcdes dos compostos podem aumentar ou diminuir
de acordo com a época das chuvas. Como as folhas da C. longa costumam murchar e cair no
periodo que vai de maio a outubro, no estado do Acre, ndo ¢ possivel fazer a coleta neste
periodo, os rizomas, no entanto, podem ser coletados a qualquer época do ano.

Na tabela 18 estardo contidos mais de 70 compostos encontrados no OERCL em

alguns trabalhos publicados e 49 compostos no OEFCL.

Tabela 18: Compostos encontrados nos OERCL e OEFCL que constam na literatura

OERCL OEFCL
Composto Referéncia Composto Referéncia
1  a-pineno 1,3,4,5 o-pineno 3,4
2 B-pineno 3,4 y-terpineno 3,4
3 Mirceno 1,3,5 1,8-cineoleno 3,4
4  a-felandreno 1,2,4,5 o-cimeno 3
5  o-terpineno 1,4 Ar-curcumeno 3
6  p-cimeno 1,2,3,4,5 Ar-tumerona 3,4
7  Limoneno 1,4 o-tumerona 3,4
8 1,8-Cineoleno 1,3,4 B-tumerona 3
9  y-terpineno 1,3,4,5 o-tujeno 4
10 Terpinoleno 1,4,5 Canfeno 4
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

p- cimoneno
4-terpinol
8-p-Cimenol
a-terpineol

Timol

Carvacrol
a-cis-Bergatomeno
Cariofileno
a-Humuleno
vy-Curcumeno

Ar- curcumeno
a-zingibereno
B-Bisaboleno
B-Sesquifelandreno
B-germaceno
Ar-tumerol
Ar-tumerona
(Z)-y-atlantona
(E)-y-atlantona

(6S, 7R)-bisaboleno
(E)-a-atlantona
Trans-o-cimeno
Cariofileno
Curcumeno aromatico
B-(Z)-farneseno
y-cis-bisaboleno
Oxido de Cariofileno
Turmerol Aromatico
Tumerona
o-tumerona
Tumerona aromatica
Dihidrocurcumeno

Curlone (B-tumerona)

1,3,4,5

1,2,3,4,5

1,2

1,4,5

1,4,5

1,3,4,5

1,5

1,4

2,4

2,4

2,5
3,4

2,3,4,5

Sabineno
-pineno
Mirceno

2-Octanol

Acetato de (Z)-3-Hexenil

a-felandreno
0-3-careno
a-terpineno

p- cimeno
Limoneno
(Z2)-B-Ocimeno
(E)-B-Ocimeno
Terpinoleno
Linalol
trans-p-ment-2-en-1-ol
Canfora
p-cimen-8-ol
cis-sabinol
2-decanol
a-terpineol
cis-carvotanacetol
cis-carveol

Neral

Geranial
Undecanol
B-elemeno
[-cariofileno
y-elemeno
B-farneseno
Zingibereno
a-selineno
B-Sesquifelandreno

Ar-tumerol

R T s e S T = T = T =~ T T N ~ N >N - N SN N SN SN S T = T T T S S N U SN S N S N SN
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44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

Acido Hexadecandico
Acido Heptadecandico
Linalol

2-octanol

d-3-careno

Canfora

Mirtenal

cis-sabinol

Neral

Tetradecano

Acetato de Sabinil
y-elemeno

a-selineno
-curcumeno
(E)-nerolidol
epi-curzerenona
Viridiflorol

Hidrato de trans-sesquisabineno
Epoxido II de Humuleno
10-epi-y-Eudesmol
t-cardinol

Germacrona
Terpinen-4-ol
Hexanoato de Geranil
Cinamil Cinamato
Furanodienona
Heptilsalicilato
Limoneno + silvestreno
B-atlantol

1,8-cineol

AN (98]
> B~ NN
W L

(S Y T T T R B e S - - N S N T L L = T = T - T S T S T ~ N SN

Viridiflorol

Epoxido II de Humuleno
t-cardinol

Germacrona
(E)-a-atlantona

Heptilsalicilato

B S T R SN

Referéncias: 1 (CHASSGNEZ-MENDEZ et al., 2000); 2 JAYAPRAKASHA et al., 2000); 3 (BAHL et al.,

2014); 4 (SRIVASTAVA et al., 2005); 5 (MAJOLO et al., 2014).
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4.7 Teste de citotoxicidade frente aos macrofagos

O ensaio de citotoxicidade (Figura 27) pelo método MTT revelou que a presenca do
OEFCL na concentragdo de 20 pL.mL" reduziu a viabilidade dos macréfagos em cultura em
96,86%, 0 OERCL reduziu a viabilidade celular em 86,38% comparado ao controle, enquanto
as formulacdes de nanoemulsdes (NE) do OEFCL e OERCL, R11, R12, R 13, FI1,F 12 e F

13 apresentaram valores menores: entre 83,91% e 88,41% (Figura 28).

Ensaio de Citotoxicidade em 24 Horas
100,0

80,0

60,0

40,0 -

20,0 -

0,0 - : : : : : : :
N

Q N &) &) &)
S ¥ ¥ % $ &

Citotoxicidade (%)

Q

Figura 27: Grafico do ensaio de citotoxicidade frente aos macrofagos.

Figura 28: Placa de 96 pocos com os macrofagos da linhagem J774, o controle ndo recebeu nenhum tratamento,
foram feitas seis repeti¢cdes de cada NE e de cada OE, R11: é a NE cujo EHL ¢é 11 e o 6leo usado para a sua
produgédo foi o OERCL seguido respectivamente por R12 ¢ R13. F11 representa a NE de EHL 11 produzida com
OEFCL e assim sucessivamente. OERCL (6leo essencial do rizoma de C. longa L.). OEFCL (6leo essencial da
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folha da C. longa L.). Apenas as células de controle ficaram coloridas, representando o quanto formaram cristais
de formazan, portanto, apenas as células de controle continuaram viaveis.

Costa (2015) fez teste do oOleo essencial de Lantana camara L. e de varias
nanoemulsdes formuladas em diferentes porcentagens com o OE de Lantana camara L.,
utilizando a concentracio de 20 pL.mL™" do OE e das NE, o resultado encontrado foi que a
presenca do OE de Lantana camara reduziu a viabilidade dos macréfagos em cultura em
49,0% comparados ao controle, as nanoemulsdes por sua vez apresentaram valores menores
entre 22%, 7,2% e 3% concluindo que a NE foram menos toxicas aos macrofagos. Resultado
diferente do encontrado no presente trabalho.

Caldeira (2011) fez teste em macrofagos da linhagem J774 infectados com
promastigosta de Leishmania amazonensis (dez promastigotas para cada macroéfago) com NE
contendo anfoteracina B (AmB) a citotoxicidade das NE foi muito menor do que aquela
observada para o Anforicin B® (AmB-D). Os dados mostraram também que o aumento da
concentracdo da STE (amina lipofilica) aumenta a citotoxicidade das NE. Em consonancia
com esses achados e com dados previamente publicados, os estudos de eficacia in vitro em
macroéfagos infectados por Leishmania (Leishmania) amazonensis mostraram que o aumento
da concentragdo da STE na NE carregada com AmB aumenta a atividade leishmanicida.

Bruxel e colaboradores (2012) afirmam que a toxicidade das nanoemulsdes depende
da utilizacdo de excipientes biodegradaveis e biocompativeis. Como neste trabalho com
Curcuma longa L. foram utilizados os tensoativos Span® 80 ¢ Tween"™ 80 pode ser que estes

tenham influenciado na toxicidade das nanemulsdes, pois, apresentam somente 5% de OECL.

Foi realizado teste de analise de variancia (obtido através do programa Assistat versao
7.7 Beta) a fim de verificar diferengas nas médias entre os grupos tratados por OEFCL,
OERCL e as nanoemulsoes,o resultado é mostrado na Tabela 19. Como o valor F (2,9364)
encontrado ¢ maior que F critico (12,7399) podemos concluir que as médias ndo sao iguais ao

nivel de significancia de 5%, significando que existe diferenga nos tratamentos.

Tabela 19: Analise de variancia entre os grupos testados para citotoxicidade frente aos macrofagos

Fonte da Variacao SQ gl MQ F Valor-P F critico

Entre grupos 845,84770 8 105,73096 12,7399 000.1 2,9364
Dentro dos grupos 373,46321 45 8,29918

Total 1219,31090 53
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O Teste de Tukey foi realizado para comparar as médias entre os tratamentos (Tabela
20). A partir das analises constata-se que existe diferenga entre o tratamento com o OEFCL,

ORCL e com as nanoemulsdes, sendo esta tltima um pouco menos citotoxica aos macrofagos.

Tabela 20: Teste de Tukey realizado para os tratamentos de citotoxicidade frente aos macréfagos

Tratamento Médias Desvio Padrio  Diferenca minima Significativa (dms)
DMSO 93,87750 1,994665
R 11 88,03333 1.927231
R 12 83,91900 0,696959
R 13 85,85783 1,249078
F 11 85,69033 1,231008 5,41395
F 12 87,23867 2,007496
F 13 88,41000 1,929229
OERCL 86,38766 7,397161
OEFCL 96,86200 0,984109

Levando em consideracdo as médias e os desvios padrdo, estatisticamente os valores
estao consistentes, mesmo para 0 OERCL que apresentou desvio padrao de 7,397161.

Os resultados encontrados no presente trabalho indicam que os estudos com os OECL
devem continuar com uma perspectiva de desenvolvimento de novas NE, justificado pela
capacidade da NE conseguir migrar para lugares da célula que o o6leo, devido as suas
propriedades hidrofobicas, ndo penetra, desta vez, no entanto, com uso de tensoativos

diferentes e diminuindo a concentragdo do OECL, a fim de se melhorar a estabilidade das NE.

4.8 Avaliacao do teste de atividade antibacteriana

O OEFCL e o OERCL, bem como os sistemas nanoemulsionados foram testados (teste
de sensibilidade por difusdo em disco no meio dgar Miieller-Hinton) em relacdo as bactérias
Gram-positivas Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, € as bactérias Gram-
negativas Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae.

Em cada analise o resultado foi obtido observando se havia um halo de inibicao de trés
amostras e foi feita a média, para compara-las entre os tratamentos contra as bactérias, a partir

das amostras do OEFCL e OERCL e as NE.
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Quanto a bactéria Staphylococcus aureus a Tabela 21 apresenta os resultados dos
valores do diametro dos halos de inibi¢do do 6leo essencial da folha da C. longa (OEFCL),
bem como sua média, para o 6leo essencial do rizoma da C. longa (OERCL) o resultado foi

negativo e para as NE também.

Tabela 21— Resultado antibacteriano em disco de difusdo para o tratamento da Staphylococcus aureus com o
oleo essencial da folha da Curcuma longa (OEFCL) e as nanoemulsdes produzidas com o OEFCL

OEFCL EHL F11 EHL F12 EHL F13

Halo de 10 0 0 0
inibicao 12 0 0 0
(mm) 8 0 0 0
Média 10 0 0 0

No que se refere aos resultados obtidos no teste com a bactéria Streptococcus
pneumoniae as Tabelas 22 e 23 apresentam os resultados dos valores do didmetro dos halos de
inibi¢do, bem como sua média.

Tabela 22— Resultado antibacteriano em disco de difusdo para o tratamento da Streptococcus pneumoniae com o
oleo essencial da folha da Curcuma longa (OEFCL) e as nanoemulsdes produzidas com o OEFCL

OEFCL EHL F11 EHL F12 EHL F13

Halo de 10 0 0 0
inibicio 14 0 0 0
(mm) 12 0 0 0
Média 12 0 0 0

Tabela 23— Resultado antibacteriano em disco de difusdo para o tratamento da Strepfococcus pneumoniae com o
oleo essencial do rizoma da Curcuma longa (OERCL) e as nanoemulsdes produzidas com o OERCL

OERCL ]gllf EHL R12 EHL R13
Halo de 10 0 0 0
inibicao 7 0 0 0
(mm) 9 0 0 0
Média 8,66667 0 0 0

De acordo com a analise da média das analises feitas com o OEFCL e OERCL nas
Tabelas 21, 22 e 23 compreende-se que os resultados sdo positivos para a agao bacteriostatica

ou antibacteriana.
O OEFCL e o OERCL, bem como as NE formuladas para cada 6leo essencial nao

apresentaram atividade antibacteriana para as bactérias Escherichia coli e Klebsiella
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pneumoniae. Resultado diferente do trabalho de Souza (2015) que utilizou o dleo essencial de
canela (6leo essencial de Cinnamomum hatschbachii Vattimo-Gil OECHVG) e nanoemulsdes
com EHL diferentes, o OECHVG acabou promovendo um halo de inibi¢do com média de 35
mm contra Staphylococcus aureus, média de 35 mm contra a Streptococcus pneumoniae,
média de 29,7 mm contra a Escherichia coli e média de 20 mm contra a Klebsiella
pneumoniae. As nanoemulsdes tiveram maior atividade contra a Escherichia coli e quase ndo
foi registrada acdo contra a Klebsiella pneumoniae.

No trabalho em que Maia et al. (2004) realizaram um experimento com o extrato
alcoodlico do rizoma de C. longa em ricota frente as bactérias Escherichia coli e Enterobacter
aerogenes, o extrato alcoolico mostrou possuir a propriedade de reduzir o nimero de E. coli e
E. aerogenes inoculadas na ricota. Fedes; Gongalves (2014) fizeram um extrato etanolico por
turboextracao do rizoma de C. longa e obtiveram o OE por hidrodestilacao. Somente o OE foi
eficaz na inibicdo do crescimento de S. aureus, S. epidermidis, E. coli, e Pseudomonas
aeruginosa, além disso mostrou—se promissor para usos diversos com finalidade
antibacteriana concluindo que o OERCL ¢ composto principalmente por tumerona,
dihidrotumeronas e cetonas aromaticas (zingibereno, a-felandreno, sabineno, cineol € boneol).
Maroéstica Junior; Pastore (2007) afirmam que o limoneno, ou 4-isoprenil-1-metil-
ciclohexeno, ¢ um monoterpeno monociclico e tem a func¢do de prevenir a desidratacdo e a
inibi¢do de crescimento microbiano, sua fun¢ao natural nos vegetais.

Fagbemi et al. (2009) fizeram extratos com alcool a 70% e extrato aquoso de rizoma
de C. longa e os experimentaram com cinco cepas Gram-negativas: Salmonella paratyphi,
Shigella flexnerii, P. aeruginosa, E. coli e K. pneumoniae e duas Gram-positivas: S. aureus e
Bacillus subtilis, os resultados mostram que o extrato etanolico teve atividade bactericida a
partir de 14 mm para E. coli e 26 mm em B. subtillis, a concetracdo minima inibitoria foi de 2
mg/mL. Para S. paratyphi, S. flexnarii, K. penumoniae e S. aureus o extrato alcodlico teve
apenas efeito bacteriostatico. O extrato aquoso teve efeito bactericida somente em S. aureus,
mostrando-se bacteriostatico para os outros organismos, concluindo que algumas das
substancias ativas desta planta medicinal sao bem mais dissolvidas em etanol do que em agua.

Niansa; Sittiwet (2009) testaram a atividade do extrato aquoso do rizoma de C.longa
L. em cinco cepas de bactérias Gram-positivas (S. aureus, S. epidermidis, Micrococcus luteus,
Bacillus subtillis e Lactobacillus plantarium) e cinco cepas Gram-negativas (E. coli,
Salmonella typhimurium, K. pneumoniae, Proteus vulgaris e Pseudomonas aeruginosa),
mostrando inibicdo contra E. coli, S. aureus, K. pneumoniae ¢ S.epidermidis. Logo, chegaram

a conlusdo de que a curcumina mostrou fraco efeito de inibi¢do contra P. aeruginosa, devido
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a incosisténcia da abundancia natural da curcumina em cada esta¢do. Os resultados indicaram
que o extrato aquoso mostrou atividade antibacteriana contra: E. coli, S. aureus, K.
peneumoniae ¢ S. epidermidis em baixa concentragio (125 g/L™") e afirma que o OERCL ¢
rico em Ar-tumerona € o extrato aquoso ¢ rico em curcumina.

No entanto, no trabalho realizado por Kim et al. (2005) foi obtido o extrato do rizoma
de C. longa, usando como solvente o metanol, o acetato de etila e agua. O extrato de acetato
demonstrou ter uma maior atividade inibitéria que o extrato de metanol e de 4gua em cepas de
S. aureus resistentes a antibidticos como a ampicilina e a oxacilina, sugerindo que o acetato
pode ser um melhor solvente que o metanol e que a d4gua. Baseados em estudos anteriores, 0s
autores deste artigo admitem que possivelmente neste experimento o acetato de etila extraiu
flavonoides de C.longa e que ha varios relatos de que alguns compostos pertencentes aos
flavonoides tém atividade bactericida.

Singh et al. (2002) fizeram experimentos com as bactérias Gram-positivas:
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis e as bactérias Gram-negativas: E. coli,
Pseudomonas aeruginosas, Salmonella typhimurium usando extrato aquoso, extrato de
cloroférmio, extrato de metanol e o dleo essencial de rizomas de C.longa L. Para as bactérias
S. aureus e S. epidermidis apenas o 6leo essencial mostrou mais atividade que os antibioticos
padrdes utilizados (ampicilina, eritromicina, gentamicina e doxiciclina), o OE mostrou
atividade moderada contra E. coli e S. typhimurium, neste mesmo estudo os pesquisadores
chegaram ao consenso de que o OE ¢ mais efetivo contra as bactérias Gram-positivas do que
em Gram-negativas e que o OERCL possui significante atividade antibacteriana até mesmo
em baixa concentragdo (20png/disco).

Os resultados dos trabalhos descritos apresentaram variagdes entre a atividade
bacteriostatica e bactericida frente as cepas Gram-positivas e Gram-negativas, onde foram
usados varios tipos de extratos e solucdes, alguns dos resultados apresentaram atividade
antibacteriana apenas contra cepas Gram-positivas que foi o resultado encontrado no presente
trabalho, onde o OEFCL e OERCL apresentaram halos de inibicdo apenas para bactérias
Gram-positivas o que indica que os estudos com os OECL devem continuar com uma
perspectiva de desenvolvimento de novas NE, com o uso de tensoativos diferentes, podendo

associar o OECL a outros compostos.
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5. CONCLUSOES

A coleta de rizomas e folhas de Curcuma longa L. feita em Vila Campinas, no
municipio de Placido de Castro, estado do Acre, possibilitou a extracao dos dleos essenciais
por meio de hidrodestilagdo. Sendo o rendimento total do OEFCL de 5,2 mL e do OERCL 13
mL.

Foram desenvolvidas NE com 5% do OEFCL e OERCL, com EHL variando de 11 a
13, pelo método de emulsificagdo ultrassonica com tamanho e estabilidade aceitaveis. As
quais foram caracterizadas pelo potencial zeta, que indicou que as NE sdo pouco estaveis e
que com o passar do tempo as goticulas podem se aglomerar formando populacdes diferentes

dentro da NE, com o IP acima de 0,200 nm.

As analises do espectro Raman mostraram que nos dois 6leos 0os compostos sao ricos
em grupo metila e metileno e também anéis aromaticos.

A andlise por espectroscopia IV-TF para o OEFCL sugere grupos funcionais do tipo
alcano, benzeno e cetona. J4 para o OERCL os grupos podem ser alcano, alceno, benzeno,
olefina, cetona, aril/alquil/éter e aril/alquil/amina.

A andlise do espectro UV-Vis do OEFCL apresentou apenas um pico de Amax. 235nm,
sugerindo um composto cromoforoda, dieno biciclico, com aparéncia do isopreno,
possivelmente indicando que seja o composto monoterpeno o-felandreno. A andlise do
OERCL apresentou um pico de Ama. de 236 nm, faixa de absor¢do de compostos poli-
insaturados aromaticos, sugerindo que seja 0 monoterpeno m-cimeno ou o sesquiterpeno
Curcumeno.

A andlise por cromatografia gasosa e espectrometria de massa (CG-EM) do OEFCL
apresentou 24 composto, sendo os principais constituintes: o o-felandreno (27,37%),
Terpinoleno (21,66%), Eucaliptol (12,72%) e O-cimeno (7,0 %), B-pireno (4,40%), B-
farneseno (3,17%), 8-Cimen-8-ol (3,0%), Ar-tumerona (2,48%), Mirceno (2,37%), a-pireno
(1,71%), a-tumerona (1,64%), B-tumerona (1,42%), a-farneseno (1,41%), L-linalol (1,38%),
y-terpireno (1,34%), Dioxido de limoneno (1,09%), 3-Isopropil-4-metil-1-pentil-3-ol (1,07%),
4-Formiciclohexano (1,02%) e outros. O OEFCL ¢ composto em sua maioria por
monoterpenos com &8 compostos desta classe (CjoHis), representando 33,3%, 5
monoterpenoides (CoH;30) (20,83%), sesquiterpeno apresentando 2 compostos dessa classe

(CisHa4), 0 que representa 8,33% do 6leo. O OEFCL apresenta ainda em sua constituicdo 5
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compostos sesquiterpnoides (C;5H2,0) (20,83%), 1 composto diterpendide (CyoHi2) e outros 3
compostos (12,5%).

O OERCL apresentou 11 compostos: Ar-tumerona (34,20%), B-tumerona (20,44%),
a-tumerona (15,95%), Eucaliptol (9,65%), a-felandreno (8,02%), Terpinoleno (2,42%), m-
cimeno (2,47%), B-sesquifelandreno (2,16%), Zingibereno (1,87%), Dietilftalato (1,71%) e
Curcumeno (1,31%). O OERCL apresentou seus compostos monoterpenos (3), sesquiterpenos
(3) e sesquiterpendides (3) equilibrados representando 27,27% cada, 1 monoterpendide (9,09)
e 1 outro composto (9,09%).

Apenas 7 compostos estao presentes nos dois 6leos essenciais sendo: o a-felandreno, o
Eucaliptol, o Terpinoleno, o Dietilftalato, a B-tumerona, a Ar-tumerona e a o-tumerona. A
maioria dos compostos foram encontrados também em outros trabalhos de pesquisa sobre o

OEFCL e OERCL dando confirmacao a este trabalho.

O OEFCL, o OERCL e as nanoemulsdes testadas em macrofagos de camundongos
apresentaram-se citotoxicos. E sugere novos estudos com novas NE formuladas com EHL e
tensoativos diferentes e em concentracdes diferentes dos OECL, tendo em vista que as NE
possuem propriedades capazes de penetrar em locais da célula nos quais o 6leo ndo chega.

E em testes antibacterianos com as bactérias: Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae nenhuma das NE tiveram qualquer
efeito bacteriostatico ou antibacteriano.

OEFCL teve halo de inibicdo para Staphylococcus aureus e Streptococcus
pneumoniae, bactérias Gram-positivas, analisando as médias, o resultado foi conclusivo para
atividade bacteriostatica ou antibacteriana.

O OERCL apresentou halo de inibicdo apenas para a bactéria Streptococcus
pneumoniae, sendo um resultado conclusivo para a atividade bactériostatica ou antibacteriana.

Os resultados sugerem o desenvolvimento de novas NE com tensoativos ¢ EHL

diferente e com concentragdo de OECL maior.
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