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Resumo

Nos Ultimos anos, as industrias farmacéuticas tem despertado um grande interesse por 6leos
essenciais como agentes antimicrobianos, isso se deve a grande incidéncia de infeccles e a
crescente resisténcia de bactérias e fungos aos antimicrobianos classicos. Considerando que
0s Oleos essenciais possuem caracteristicas lipofilicas, sendo insollveis em &agua e
prontamente rancificados e oxidados, quando expostos a luz. O objetivo deste trabalho foi
obter e caracterizar sistemas emulsionados contendo os Oleos essenciais de Eucalyptus
globulus, Schinus terebinthifolius e Plectranthus amboinicus, avaliar a atividade
antifungica e antibacteriana in vitro e ex vivo, como também, avaliar a toxicidade aguda. As
emulsdes possibilitam veicular numa mesma formulacdo substancias hidrofilicas e
lipofilicas permitindo obter um sistema estavel e proporcionando uma melhor absorcdo dos
Oleos essenciais. As propriedades quimicas dos 6leos essenciais foram determinadas por
Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas. As emulsdes contendo
oOleos essenciais foram preparadas pelo método de inversdo de fases variando as proporc¢des
de EHL de 4,7 a 16,7. O estudo de estabilidade foi determinada utilizando indice de
cremagem, pH, condutividade e quantificacdo dos marcadores. A atividade antifangica foi
avaliada frente a cepas de Candida albicans (ATCC-90028, LM-108 e LM-86), Candida
tropicalis ATCC-13803, LM-6 e LM-14), Candida krusei (LM-13 e LM-08); e a atividade
antibacteriana frente a  Staphylococcus aureus (ATCC-25923, M-117 e LM-197) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC-25853, A-03 e LM-260). Para o estudo de toxicidade
aguda, os animais foram tratados por via oral com as emulsdes durante 14 dias com dose
unica (1000 mg/kg). Os efeitos toxicologicos foram investigados sobre parametros
comportamentais, bioquimicos e hematoldgicos. A caracterizacdo quimica do Eucalyptus
globulus, Schinus terebinthifolius (fruto e folha) e Plectranthus amboinicus, resultou na
identificacdo dos constituintes majoritarios 1,8-cineol, a-pineno, limoneno e carvacrol,
respectivamente. As emulsGes contendo Eucalyptus globulus, Schinus terebinthifolius
(fruto e folha) e Plectranthus amboinicus, apresentaram no estudo a curto prazo uma
variacdo de indie de cremagem de 3,4 a 5,9%. O estudo a longo prazo apresentou indice de
cremagem a temperatura ambiente e 5°C entre 0,0 e 15,46%, repectivamente e uma faixa
de pH entre 2,5 a 13; condutividade entre 50 a 1600 US; e os teores dos marcadores
variando entre 0,0 e 95%. A avaliacdo da atividade antimicrobiana demonstrou que os 6leos
essenciais e as emulsdes apresentaram atividade antifingica e antibacteriana mostrando
faixa de inibicdo 33 a 88%, respectivamente. O estudo toxicoldgico agudo das emulsdes
contendo Eucalyptus globulus, Schinus terebinthifolius-folha e Plectranthus amboinicus
revelou pequenas alteraces nos parametros hematolégicos e bioquimicos. Tais alteraces
ndo comprometeram a saude geral dos animais tratados, nem foram observadas mortes
durante o periodo experimental, sugerindo baixa toxicidade das emulsdes utilizadas nesse
estudo. Dessa forma, os resultados obtidos permitiram alcangar os objetivos propostos de
obtencdo e caracterizacdo de sistemas emulsionados, sinalizando perspectivas promissoras
para o desenvolvimento de novos agentes fitoterapicos para tratamento das micoses.

Palavras-Chaves: Oleos volateis. Emulsdes. Estabilizacio. Anti-infecciosos. Micoses.



Abstract

In recent years, the pharmaceutical industry has aroused great interest in essential oils as
antimicobianos agents due to high incidence of infections and the increasing resistance of
bacteria and fungi to antimicrobials classics. Whereas the essential oil have lipophilic
characteristics, being insoluble in water and readily rancidity and oxidized when exposed to
light, the aim of this study was to obtain and characterize emulsion systems containing
essential oils of Eucalyptus globulus, Schinus terebinthifolius and Plectranthus amboinicus
beyond to evaluate the antifungal and antibacterial activity in vitro and ex vivo, as well as
to assess the acute toxicity. The emulsions enables vehicular hydrophilic and lipophilic
substances same formulation allowing to obtain a stable system, providing a better
absorption of the essential oils. The chemical properties of essential oils were determined
by gas chromatography coupled to mass spectrometry. Emulsions containing essential oils
were prepared by the phase inversion method HLB varying proportions of 4.7 to 16.7. The
stability was determined using creaming index, pH, conductivity, quantitation of markers.
The antifungal activity was evaluated from the strains of Candida albicans (ATCC-90028,
LM-108 and LM-86), Candida tropicalis ATCC-13803, LM-6 and LM-14), Candida krusei
(LM-13 and LM-08); and the antibacterial activity from the strains of Staphylococcus
aureus (ATCC-25923, M-117 and LM-197) and Pseudomonas aeruginosa (ATCC-25853,
A-03 and LM-260). For the acute study, the animals were orally treated with the emulsions
for 14 days with a single dose (1000 mg/kg). The toxicological effects were investigated on
behavioral, biochemical and hematological parameters. The chemical characterization of
Eucalyptus globulus, Schinus terebinthifolius (fruit and leaf) and Plectranthus amboinicus,
resulted in the identification of the major constituents 1,8-cineole, a-pinene, limonene and
carvacrol, respectively. The emulsions containing Eucalyptus globulus, Schinus
terebinthifolius (fruit and leaf) and Plectranthus amboinicus, presented in the short-term
study a variation of CI 3.4% to 5.9% and long-term study showed creaming index at room
temperature and 5 °C between 0.0 and 15.46%, respectively and a pH range between 2.5 to
13; conductivity between 50 to 1600 uS; and the content of the markers varying between
0.0 and 95%. The evaluation of antifungal activity showed that the essential oil and the
emulsions showed antifungal and antibacterial activity showing a range of inhibition 33%
to 88%. The acute toxicological study of emulsions containing Eucalyptus globulus,
Schinus terebinthifolius-leaf and Plectranthus amboinicus revealed minor changes in
hematological and biochemical parameters. These changes did not affect the overall health
of the animals treated nor deaths were observed during the trial period, suggesting low
toxicity of emulsions in the study. Thus, the results obtained allowed to reach the objectives
of obtaining and characterization of emulsion systems, signaling promising prospects for
the development of new herbal agents for the treatment of mycosis.

Keywords: Oils volatile. Emulsions. Stabilization. Anti-infective agents. Mycoses.
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1. INTRODUCAO

Nos paises em desenvolvimento, segundo Oliveira e colaboradores (2011), a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou que nas ultimas décadas, entre 60 e 80% da
populacdo dependeram essencialmente das plantas medicinais para seus cuidados priméarios
de saude. Além disso, 80% da populagdo mundial ja tinham utilizados medicamentos que
sdo derivados de plantas, em consequéncia do alto custo dos medicamentos de sintese.

No Brasil pesquisas demonstram que aproximadamente 90% da populacdo ja fez
uso de alguma planta medicinal (GIRALDI et al., 2010; ROQUE, et al., 2010; BADKE et
al., 2011; FIRMO et al.,, 2012). O interesse pelas plantas medicinais no Brasil é
relativamente recente, o que conduziu a ampliacdo do consumo, incentivando a
normatizacdo do setor com implementacdo e constante revisdo de normas técnicas para a
producdo e comercializacdo de medicamentos, visando garantir a seguranga no uso e
eficacia terapéutica aliada a qualidade do produto, de forma a viabilizar que o0s objetivos
pretendidos sejam alcancados (KLEIN, LONGHINI et al., 2010; PERFEITO, 2012).

O governo brasileiro visando a importancia desse segmento da economia lancou a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), uma acdo conjunta entre
0 governo (através de financiamentos), universidades (pesquisa e desenvolvimento) e
industrias (fabricacdo) buscando o desenvolvimento de novos medicamentos destinados a
populacdo (BRASIL, 2006). Por sua vez, de acordo com a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) aprovada pelo Decreto n° 5.813/06 do Ministério da
Saude, é imprescindivel garantir a populacdo brasileira 0 acesso seguro e 0 uso racional de
plantas medicinais e fitoterapicos, por meio da adocdo de boas praticas de cultivo e
manipulacdo de plantas medicinais e producdo de fitoterdpicos (BRASIL, 2006;
FIGEREDO, 2014).

Em maio de 2014, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
regulamentou o uso de drogas vegetais, através da Resolucdo da Diretoria Colegiada-RDC
N° 26, que dispbde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos e o registro e a
notificagcdo de produtos tradicionais fitoterapicos (BRASIL, 2014). Esta resolucdo nortea a

utilizacdo de drogas e derivados vegetais de forma segura, eficaz e de qualidade.
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Os medicamentos fitoterapicos, segundo a RDC N° 13 de 14 de margo de 2013, sdo
obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais cuja seguranca e
eficécia seja baseada em evidéncias clinicas e que sejam caracterizados pela consténcia de
sua qualidade (BRASIL, 2013). Dessa forma, ndo se considera medicamento fitoterapico
aquele que, na sua composicéo, inclua substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem
as associacOes destas com extratos vegetais (BALBINO E DIAS, 2010; BENDAOUD;
ROMDHANE et al., 2010)

O desenvolvimento de fitoterapicos inclui varias etapas, que inicia pela busca de
literatura cientifica, estudo botanico e fitoquimico, identificacdo de constituintes do vegetal,
caracterizacdo e desenvolvimento farmacotécnico (KLEIN, LONGHINI et al., 2010). Os
critérios de desenvolvimento e controle de qualidade dos medicamentos fitoterapicos
obedecem aos mesmos rigores dos medicamentos convencionais, sendo exigidas avaliagdes
desde a matéria-prima vegetal, passando pelos derivados, até o produto final. Para conceder
o registro de um fitoterapico a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), exige
0s mesmos procedimentos para o registro de um medicamento sintético (BRASIL, 2014).
Estes critérios sdo importantes para garantir seguranca ao usuario de fitoterapicos.

Com a importancia do uso de plantas medicinais no cenario nacional, diversos
estudos de veiculacdo dos derivados vegetais vém sendo realizados pelos setores produtivos
do segmento farmacéutico. O intuito de obter novas matrizes bioldgicas, € substituir os
medicamentos sintéticos que perderam eficacia frente a resisténcia bacteriana (ZANIN et
al., 2012).

Os Oleos essenciais possuem composicdo quimica complexa constituida
principalmente dos derivados terpénicos, como 0S mono e sesquiterpenos e 0s
fenilpropanoides (OUSSALAH et al., 2007; SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-
NOVALES, 2012). Além disso, possuem caracteristicas lipofilicas, sendo insoltveis em
agua, como também, sdo prontamente rancificados e oxidados, quando expostos a luz
(FAZOLIN, ESTRELA et al.,, 2007). Dessa maneira, antes do desenvolvimento de
medicamento contendo 6leo essencial, se faz necessario investigar novas matrizes ativas
contendo Gleo essencial com a finalidade de obter sistemas estaveis, eficazes, seguros e
desprovidos de toxicidade (BHATTARAM, GRAEFE et al., 2002; CARNEIRO, DA
SILVA et al., 2015).
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A veiculacdo de oleos essenciais em formas farmacéuticas continua sendo um
desafio devido a volatilidade, solubilidade, oxidacdo e estabilidade. Além do mais, 0s
6leos essenciais também podem apresentar diversas incompatibilidades em matrizes
biolégicas e componentes da formulacdo, resultando em instabilidades fisicas, quimicas,
fisico-quimicas e microbioldgicas (XAVIER-JUNIOR et al., 2012; SONG et al., 2015).

Nesse contexto, os sistemas emulsionados sdo viaveis para veicular 6leos essenciais,
uma vez que as emulsdes sdo sistemas dispersos constituido de dois liquidos imisciveis, um
dos quais esta disperso no outro na forma de pequenas goticulas, a custas do agentes
emulsificantes. As emulsdes podem ser classificadas como emulsdo agua em o6leo (agua-
6leo), na qual a &gua é a fase dispersa e o0 0leo ¢ a fase continua; ou uma emulsdo 6leo em
agua (6leo-agua), na qual o dleo é a fase dispersa e a gua ¢ a fase continua (LIMA et al.,
2008; FERREIRA et al., 2010; PEREIRA et al., 2015). As emulsdes mais comuns sdo a do
tipo 6leo em agua (O/A), devido alguns constituintes serem absorvidos de forma mais
rapida em virtude da menor proporcdo de 6leo, faceis de serem removidas e por nao
apresentarem aspecto oleoso (AULTON, 2008; DALTIN, 2011). Considerando a
dificuldade de preparacdo de sistemas emulsionados, devido a estabilidade, solubilidade e
volatilidade dos dleos essenciais, torna-se um desafio obter novas formulagdes contendo
6leos essenciais (FERREIRA et al.,2010; XAVIER-JUNIOR et al., 2012; SONG et al.,
2015).

Diante do exposto, este trabalho teve como propdsito o desenvolvimento de
sistemas emulsionados para veiculacdo dos 6leos essenciais de Eucalyptus globulus Labill,
Schinus terebinthifolius Raddi e Plectranthus amboinicus Lour. Por fim, foi avaliada a
viabilidade das atividades antifingicas e antibacterianas das referidas espécies vegetais,

como também a toxicidade das mesmas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar sistemas emulsionados contendo Oleos essenciais de
Eucalyptus globulus Labill (OEEQ), Schinus terebinthifolius Raddi fruto (OESt-fruto),
Schinus terebinthifolius Raddi folha (OESt-folha) e Plectranthus amboinicus Lour (OEPa),
como também, avaliar a atividade antibacteriana, antifungica e toxicidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair 6leos essenciais das folhas de OESt e OEPa;

e Identificar os constituintes volateis presentes nos 6leos essenciais de OEEg, OESt
(fruto), OESt (folha) e OEPa por cromatografia de fase gasosa de alta resolucédo
acoplada a espectrometria de massa (CGAR-EM));

e Determinar as propriedades fisico-quimicas dos 6leos essenciais;

e Caracterizar os 6leos essenciais por analise térmica;

e Obter e caracterizar as emulsdes contendo 6leos essenciais de OEEg, OESt (fruto),
OESt (folha) e OEPa utilizando uma mistura de tensoativos ndo-iénicos;

e Realizar o estudo de estabilidade a curto e longo prazo do sistema emulsionado;

e Construir o diagrama de fase para avaliar a disperséo das emulsdes;

e Caracterizar as emulsdes por analise térmica;

e Avaliar a atividade antibacteriana e antifangica in vitro dos éleos essenciais e das
emulsdes contendo OEEg, OESt (fruto), OESt (folha) e OEPa;

e Avaliar os efeitos inibitérios dos 6leos essenciais OEEg, OESt (fruto), OESt (folha)
e OEPa e das emulsdes em um modelo ex vivo de onicomicoses em unhas;

e Avaliar a toxicidade aguda das emuls6es contendo 6leos essenciais de OEEg, OESt
(folha) e OEPa;
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Aspectos Gerais

A utilizacdo de plantas medicinais € uma das mais antigas formas de pratica
medicinal das civilizages, com a finalidade de tratamento, promog&o a cura e prevencao de
doencas (CORREA, SCHNEIDER et al., 2013; ARAUJO, RUAN et al., 2014). As plantas
sdo fontes importantes de produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais se
constituem para pesquisas de novos farmacos. Alguns dos constituintes isolados de folhas,
raizes, flores e frutos (flavondides, taninos, alcaldides, cumarinas e terpenos) sdo 0s
principais responsaveis pelas acbes analgésicas, antiinflamatorias, antivirais,
hipoglicemiantes, antiespasmaodicas, antibacterianas e antialérgicas (CORTES-ROJAS et
al.,, 2015; PFERSCHY-WENZIG; BAUER, 2015; SILVA, GONDIM et al.,, 2006,
CARNEIRO, DA SILVA et al., 2015).

As principais caracteristicas desejaveis em produtos derivados de plantas medicinais
sdo: eficacia, baixa incidéncia de efeitos colaterais, reprodutibilidade, constancia de sua
qualidade, a planta deve ser abundante e de facil cultivo o que mobiliza iniciativas publicas
e privadas quanto a pesquisa, desenvolvimento e producdo (SOUSA, MELO et al. 2008;
MORAES, ALONSO et al., 2011).

Com a ampliacdo da utilizacdo de fitoterapicos e com o objetivo de promover
pesquisa, desenvolvimento de tecnologias e inovagdes visando garantir a seguranga no uso
e sua eficacia terapéutica, o Brasil estabeleceu diretrizes para o uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos com base na Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos por meio do Decreto N° 5.813 de 22 de junho de 2006 (BRASIL, 2006).

Dessa forma, diversos estudos, nas Ultimas décadas, tém correlacionado a atividade
biolégica, composicdo dos constituintes e espécies vegetais como E. globulus, S.
terebinthifolius e P. amboinicus. Como também, o desenvolvimento tecnoldgico para
obtencdo de sistemas de veiculagdo dos derivados vegetais para melhorar os parametros

biofarmacéuticos.
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3.1.1. Eucalyptus globulus Labill

No Brasil, existem cerca de 23 géneros de Eucalyptus, sendo 4 endémicos e 1034
espeécies, das quais 797 sdo endémicas. A espécie Eucalyptus globulus Labill € da familia
Myrtaceae, originaria do sudeste da Australia (RICHARDSON E REJMANEK, 2011) e da
Tasmania, sendo uma espécie florestal de vida longa, ecolégica e economicamente
importante, a qual tem sido extensivamente plantada em todo o mundo (YEOH, BELL et
al., 2012), como por exemplo: em areas subtropicais e mediterraneas (PIRRALHO,
FLORES et al., 2014; PAVELA, 2015). Plantas dessa familia se apresentam como arbusto,
arvore, erva, liana/volUvel/trepadeira e subarbusto, estando presente no Brasil em
praticamente todas as regifes geograficas do pais. Os principais dominios fitogeograficos
dos representantes desta familia sdo: Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa
e Pantanal (MYBURG, GRATTAPAGLIA et al., 2014; ROSARIO, BAUMGRATZ et al.,
2014).

Figura 1- Fotografia de Eucaliptus globulus Labill

K
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Fonte: <http://aromasquecuran.es/grupoCeucalipto.html>.
Acesso em: 06 de abril de 2016.

Os constituintes quimicos presentes no E. globulus sdo responsaveis pelas
propriedades medicinais desta espécie, possuem aplicacdo terapéutica no tratamento da
tuberculose pulmonar (SHERRY E WARNKE, 2004), possui acdo analgésica e

antiinflamatéria (SILVA, ABEBE et al., 2003), expectorante, anestésica e antisséptica.
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Estudos também mostram que essa espécie possui acdo antimicrobiana contra espécies
bacterianas como: Staphylococcus aureus, Escherichia coli (BACHIR E BENALLI, 2012) e
Pseudomonas aeruginosa (TYAGI E MALIK, 2010), além de fungos como Candida
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis (MARTINS, FERREIRA et al.,2014).
E também, utilizado pela populagio no tratamento contra asma, bronquite, gripe, infeccdes
helminticas (BACHIR E BENALI, 2012). Além disso, esta espécie também apresenta
outros componentes bioativos como o &cido elagico, &cido galico e seus derivados
(GONZALEZ, CRUZ et al., 2004; AMAKURA, YOSHIMURA et al. 2009) sendo assim,
uma planta de grande interesse cientifico.

Dentre os derivados vegetais, segundo Bachir e Benali (2012), o 6leo essencial das
folhas de E. globulus apresentou um excelente efeito inibidor sobre o S. aureus em relagéo
a E. coli indicando o potencial na utilizacdo como microbiostatica, antisséptico ou como
agente desinfetante. Nos estudos demonstrados por Boulekba-Makhlouf, Slimani (2013), o
extrato de E. globulus exibiu uma forte atividade antibacteriana contra as duas espécies
gram-positivas: S. aureus e Bacilus subtilis. Em estudos realizados por Elaissi (2012), a
bactéria gram positiva S. aureus apresentou elevada sensibilidade ao 6leo essencial de E.
globulus, no entanto, a bactéria gram negativa P. aeruginosa foi resistente.

Os resultados obtidos por Pereira, Dias e colaboradores (2014), revelou que o
rendimento da extracdo utilizando diferentes solventes ndo esta correlacionada com a
atividade antimicrobiana observada. No entanto, os resultados mostraram que o E. globulus
possui compostos bioativos, que podem ser utilizados como uma alternativa para o
tratamento de doencas respiratorias causadas por P. aeruginosa. Além disso, Tyagi e Malik
(2011) demonstraram que a E. globulus foi eficaz na inibi¢do do crescimento microbiano e
causou a inibicdo completa de cepas de fungos e leveduras (TYAGI E MALIK, 2011,
PEREIRA, DIAS et al. 2014). O 6leo essencial de E. globulus apresenta propriedades
medicinais que podem ser aplicadas em diversas areas, devido as suas atividades
antifingicas, antibacterianas, e antissépticas. Desta forma, o dleo essencial de E. globulus
se apresenta como uma promissora alternativa para a utilizacdo no tratamento de doencas
respiratdrias, infecciosas, como também, apresenta menor risco de intoxicagdo para o
homem e o0 meio ambiente (PIATI, DE HOLANDA NOZAKI et al. 2013).
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O 6leo essencial poder ser extraido das folhas frescas (SILVA, ABEBE et al.,
2003), atraves de procedimento por hidrodestilagdo (BACHIR E BENALI, 2012),
destilacdo a vapor (AAZZA, LYOUSSI et al., 2011), extracdo com fluido supercritico,
extragio em Soxhlet com cloreto de metileno (PAVLIC, VIDOVIC et al., 2015) ou
extracdo ultrassdnica com etanol (ONISZCZUK E PODGORSKI, 2015).

Os componentes encontrados em maiores concentracbes no 6leo essencial de E.
globulus sdo: eucaliptol, o-pineno, y-terpineno e p-cimeno, tendo como principal
componente um metabolito da classe dos terpenoides, o eucaliptol (1,8-cineol) que possui
significativa atividade antimicrobiana (TYAGI E MALIK 2010; BAKOV et al., 2011
ISHNAVA, CHAUHAN et al., 2013, GOLDBECK, NASCIMENTO et al., 2014).

3.1.2. Schinus terebinthifolius Raddi

A S. terebinthifolius, é da familia das Anacardiaceae sendo popularmente chamada
como aroeira, aroeira-da-praia, aroeira-vermelha, aroeira-pimenteira e por varios outros
nomes (TONIAL, 2010). Segundo Lorenzi, Matos (2002) é originaria da América do Sul e
nativa do Brasil, Paraguai, Uruguai além do leste da Argentina, tendo sua ocorréncia

registrada no Brasil desde Pernambuco até o Rio Grande do Sul.

Figura 2- Fotografia de Schinus terebenthifolius Raddi

Fonte:http://www.arvores.brasil.mon.br/newaroiravm/index.htm.
Acesso em: 06 de abril de 2016.
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Uma arvore mediana de 5 a 10 m de altura, copa larga, o tronco pode chegar a de 30
a 60 cm de didmetro com casca grossa, folhas compostas medindo de 3 a 5 cm de
comprimento por 2 a 3 cm de largura.

A espécie S. terebinthifolius apresenta a capacidade de sobreviver a ambientes
adversos, como a caatinga, regido que possui uma estacdo seca prolongada, com chuvas
irregulares e de elevadas temperaturas. Sendo, portanto, uma planta comum e fécil de ser
encontrada e cultivada no Brasil (SOUZA, 2011). Além disso, € uma espécie florestal que
vem destacando-se na area medicinal. Possuem potencialidades medicinais e fitoquimicas,
gracas aos seus metabolitos secundarios alcaloides, glicosideos, cardiotonicos, flavonoides
e taninos hidrolisaveis (AMORIM E SANTOS, 2003; PAWLOWSKI, KALTCHUK-
SANTOS et al. 2012).

Estudos relatam que as cascas, folhas e os frutos de S. terebinthifolius apresentam
potencial para a extracdo dos compostos sendo apontados com grande interesse para a
pesquisa (KWEKA, NYINDO et al., 2011; PAWLOWSKI, KALTCHUK-SANTOS et al.,
2012; CARLINI, DUARTE-ALMEIDA et al., 2013).

Os principais produtos do S. terebinthifolius, sdo os acidos graxos, terpenoides, 0s
derivados acidos 3 a-masticadienoico (schinol) e masticadienoico (SANTANA,
SARTORELLI et al, 2012; CARVALHO, MELO et al, 2013). Os metabdlitos
secundarios mais conhecidos da S. terebinthifolius s&o o schinol e o &cido masticadiendico
(SANTANA, SARTORELLI et al., 2012). Porém, atraves de triagens fitoquimicas
descritas na literatura, tanto as cascas como as folhas revelaram-se igualmente ricas em
taninos e em Oleos essenciais. Logo, além do schinol e do &cido masticadienoico,
substancias como a terebinthona, o &cido hidroximasticadienoico, o &cido terebintifolico e o
acido ursolico, figuram entre os metabdlitos presentes da S. terebinthifolius (AMORIM E
SANTOS, 2003).

Os componentes obtidos dos 6leos de frutos maduros foram identificados
monoterpenos com o0 8-3-careno, limoneno, a-felandreno, a-pineno, mirceno e 0-cimeno,
seguido pelos sesquiterpenos trans-cariofileno, Y-muruleno, E-a-farneseno, 6-cadineno e
epi-a-cadinol (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013). De acordo com Barbosa (2007) o periodo
de hidrodestilacdo de 3h demonstrou um rendimento de 4,65% de 6leo essencial. As folhas

apresentaram baixo rendimento de 6leo, que chegou a 0,44% (de ramos sem flores) a
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0,11% (ramos com flores) (BARBOSA, DEMUNER et al., 2007). A composi¢do varia
bastante entre frutos e folhas de diferentes localidades. No Sul do Brasil, em geral,
predominam os monoterpenos, a- € B-pineno, as vezes terpineois, e 0s sesquiterpenos D-
germacreno, biciclo-germacreno e transcariofileno (SANTOS, ROSSATO et al., 2010).

Os Oleos essenciais dessa planta possuem propriedades antimicrobianas,
antioxidante e antitumoral. Estas atividades podem ser atribuidas a presenca de
determinados constituintes como m-cimeno, pineno, terpineno, limoneno, canfeno e o-
funebreno (BENDAOUD, ROMDHANE et al., 2010; SILVA, FREITAS et al., 2010,
CARVALHO, MELO et al., 2013).

A literatura mostra que a S. terebinthifolius possui atividade de cicatrizagdo,
propriedades antiinflamatdrias, antibacteriana, antiflngica e reparacdo tecidual (AGRA,
FREITAS et al., 2007; SANTOS, DANTAS et al., 2009; FREIRES, ALVES et al., 2010;
FONSECA, LEHNER et al. 2015).

Cole, Santos (2014), realizou estudo das propriedades antibacterianas demonstrando
que as cepas selvagens E. coli; Bacillus sp.; Pseudomonas sp.; K. oxytoca;
Corynebacterium sp.; Nocardia sp.; S. aureus; Enterobacter sp.; E. agglomerans e
Streptococcus testados para Oleo essencial de S. terebinthifolius mostrou sensibilidadede
frente ao referido 6leo essencial.

Um estudo realizado na Universidade Federal da Paraiba em 2011 mostrou que, a
tintura da casca da S. terebinthifolius foi capaz de inibir o crescimento in vitro das espécies
de Candida albicans, C tropicalis e C. crusei pela técnica de difusdo em meio solido
(ALMEIDA FREIRES, ALVES et al., 2011). Dessa forma, as pesquisas cientificas com
Schinus terebinthifolius tém demonstrado grande relevancia no tratamento de diversas

infeccdes.
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3.1.3. Plectranthus amboinicus Lour

A familia Lamiaceae, também conhecida como familia das mentas, é considerada
uma das mais importantes familias de plantas, sendo destaque tanto do ponto de vista
econdémico como etnobotanico, uma vez que diversas espéecies sdo utilizadas com
finalidades medicinais como € o caso de algumas espécies do género Ocimum, Mentha,
Plectranthus e Origanum (ALBUQUERQUE, 1999).

Esta familia possui distribuicdo cosmopolita (YUAN, MABBERLEY et al., 2010) e
apresenta cerca de 236 géneros e de 6900 a 7200 espécies, destas cerca de 32 géneros 496
espécies sdo nativas ou naturalizadas no Brasil (HARLEY, 2012).

Uma vez que a familia Lamiaceae apresenta uma grande diversidade de compostos
biologicamente ativos, observa-se também uma vasta diversidade de atividades como
antitumoral (GASPAR-MARQUES, RIJO et al., 2006; VAN ZYL, KHAN et al., 2008),
antifingica (SIMOES, RIJO et al., 2010) e antibacteriana (STAVRI, PATON et al., 2009;
GRAYER, ECKERT et al., 2010; SIMOES, RIJO et al., 2010). Se tornando importante na
busca por novas substancias farmacologicamente ativas.

Inserido nesta familia, destaca-se o género Plectranthus, compreendendo cerca de
300 espécies distribuidas em regides tropicais além de Africa, india e Australia (RICE,
BRITS et al., 2011; RAJA, 2012), nas quais ja foram relatados a presenca de mono, sesqui,
diterpenos e compostos fenolicos (LUKHOBA, SIMMONDS et al., 2006).

Dentro deste género, uma espécie de grande importancia é a P. amboinicus, com
sinonimia Coleus amboinicus, Coleus aromaticus, Plectranthus aromaticus, conhecida
popularmente como boldo middo, boldo da terra, hortela da folha grossa, horteld da folha
gratda, malvarico, orégano e orégano francés (IGANCI, BOBROWSKI et al., 2006;
WALDIA, JOSHI et al., 2011). O Plectranthus amboinicus é uma planta herbacea, perene,
suculenta, aromatica, medindo cerca de 1 metro de altura, distribuida na Africa tropical,
Asia e Australia. Possui caule quebradico com folhas suculentas de forma ovalada, apice
agudo, bordos dentados e peciolo grosso. As flores sdo violaceas, portando odor
caracteristico da espécie (RICE, BRITS et al., 2011).
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Figura 3 - Fotografia de Plectranthus amboinicus Lour

Fonte: Proprio Autor

A espécie P. amboinicus € utilizada pela populacdo ha décadas para tratar doencas
inflamatorias, principalmente de pele, de cunho digestério e respiratério (LUKHOBA,
SIMMONDS et al., 2006). Também ¢ relatado o seu uso como antiepilético,
anticonvulsivante, antiasmatico, no tratamento de doencas gastricas, antifungico, anti-
inflamatoério, analgésico e antiviral (OLIVEIRA, LIMA et al., 2007; GALVAO
RODRIGUES, COSTA et al.,, 2013; ARUMUGAM et al., 2016), leishmanicida, no
tratamento de infeccdes respiratérias (GURGEL, DA SILVA et al., 2009), dores de
garganta, congestdo nasal, reumatismo (RAVIKUMAR, DHANAMANI et al., 2009;
PATEL, MAHOBIA et al., 2010), atividades analgésica e antiinflamatéria (CHIU,
HUANG et al., 2011), no tratamento de uUlceras (KUO, CHIEN et al., 2012) e artrite
(CHANG, CHENG et al., 2010).

O extrato obtido das folhas P. amboinicus também apresentou atividade
antimicrobiana contra diversas cepas de Staphylococcus, porém foi ineficaz frente P.
aeruginosa e Candida ssp (RUKAYADI et al., 2013). O 6leo essencial desta espécie por
sua vez, apresentou atividade contra S. aureus, Candida krusei (NOGUEIRA, DINIZ et al.,
2008), C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis (MANJAMALAI, ALEXANDER et al.,
2012), Aspergillus flavus, A. niger, A. ochraceus, A. oryzae, C. versatilis, Fusarium
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moniliforme, Penicillium sp. e S. cerevisiae (MURTHY, RAMALAKSHMI et al., 2009) e
P. aeruginosa (MANJAMALAI, ALEXANDER et al., 2012).

Quimicamente na espécie P. amboinicus ja foram relatados a presenca de
flavonoides, triterpenos, alcaloides como a quercetina (LORENZI, MATOS et al., 2002).
Em seu 6leo essencial hd grande quantidade de mono e sesquiterpenos, ja sendo relatada a
presenga de carvacrol, B-cariofileno, p-cimeno, y-terpineno, timol, eugenol, metil chavicol
entre outros compostos (MURTHY, RAMALAKSHMI et al. 2009; GONCALVES,
BRAGA et al., 2012). Em muitos estudos, o componente de maior concentracdo é o
carvacrol, variando de 40 a 65% (VIZOSO PARRA, RAMOS RUIZ et al., 1999). Para essa
espécie sdo relatados dois quimiotipos, um rico em timol e outro em carvacrol (OLIVEIRA,
YOSHIDA et al., 2011).

De acordo com Joshi, Badakar (2011), os 6leos obtidos na india, por hidrodestilacio
das partes aéreas foram analisados por cromatografia em fase gasosa equipado com um
detector de ionizacdo de chama (GC-DIC) e cromatografia em fase gasosa acoplada com
espectrometria de massa (GC/EM) apresentando como principal constituinte o carvacrol
(77,16%). Os outros componentes identificados no dleo essencial foram p-cimeno, f-
cariofileno e trans-a- bergamoteno.

El-hawary e colaboradores (2013), revelaram que todos os extratos testados,
exibiram atividade contra bactérias gram-positivas, especialmente Streptococcus mutans e
Lactobacillus acidophilus, como também, apresentaram atividade moderada contra
Candida albicans e Candida parapsilosis.

O desenvolvimento de medicamento a partir de P. amboinicus é promissor devido a
sua ampla utilizacdo no tratamento de diversas doencas, por ndo ter sido relatado
toxicidade, como também, podendo ser utilizada tanto por via oral quanto topica (RICE,
BRITS et al., 2011).

Todos esses estudos mostram a importancia dos tratamentos dos microorganismos
causadores de infec¢bes, bem como a busca por novas estratégias terapéuticas, tendo as
plantas medicinais de uso popular como uma fonte rica de novos compostos ativos. Dessa
forma, é notdério, o aumento no interesse pelas plantas medicinais e fitoterapia pela
comunidade cientifica gracas as mais distintas aplicacbes de uma Unica espécie no

tratamento de diversas doengas.
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3.2. Oleos Essenciais

Os oOleos essenciais (OE) sdo obtidos de espécies vegetais podendo ser definidos
como misturas complexas que compreendem muitos compostos constituidos de substancias
oleosas volateis dotadas de odor e fragrancia caracteristica proveniente de constituintes
quimicos promotores de acles analgésicas, antissépticas, cicatrizantes, sedativos,
expectorantes, estimulantes, etc. Possuem caracteristicas lipofilicas, sendo insollveis em
agua; sdo prontamente rancificados e oxidados, quando expostos a luz (FAZOLIN,
ESTRELA et al., 2007). Portanto, o conhecimento intimo da composicao do 6leo essencial
permite uma melhor aplica¢do no uso (SAITO, 2000; HADDOUCHI, CHAOUCHE et al.,
2013).

Diversos trabalhos demonstram a acdo quimica e farmacoldgica de 6leos essenciais,
como por exemplo, atividade inseticida dos 6leos essenciais das espécies Melampodium
longifdlia e Pulicaria. gnaphalodes (KHANI E ASGHARI, 2012); atividade antimicrobiana
do o6leo essencial de Melampodium divaricatum (Rich.) DC. (PELISSARI, PIETRO et al.,
2010), atividade antifingica dos Gleos essenciais de Rosmarinus oficinalis L., Ocimum
basilicum L. e Mentha piperita L., atividade antiinflamatoria do 6leo essencial de Psidium
guajava (SIANI, SOUZA et al., 2013) e atividade leishmanicida do 6leo de P. amboinicus
(LIMA, 2014).

A quantidade total de dleos essenciais presentes em plantas € em geral baixa (<1%
de sua massa total), no entanto, apresentam uma potente atividade terapéutica, que em geral
¢ originada ndo por um componente apenas, mas sim por uma combinacdo de diversos
componentes (SCHONE, VETTER et al., 2006).

Os OE, normalmente, sdo incolores e suas densidades inferiores a da &gua, com
algumas poucas excec¢des. Quase sempre sdo dotados de atividade dptica, com indices de
refracdo elevados (COSTA E CUNHA, 1994).

Na industria, os 6leos essenciais sdo utilizados na fabricacdo de diversos produtos,
tais como, perfumes, medicamentos, alimentos e cosméticos. O Brasil destaca-se na
producdo mundial de Oleo essencial, mas sofre de problemas crénicos como falta de

manutencdo do padrdo de qualidade dos O6leos, representatividade nacional e baixos
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investimentos governamentais no setor, que levam ao quadro estacionario (BIZZO,
HOVELL et al., 2009).

Os OE podem ser extraidos de diferentes partes da mesma planta e, apesar de
apresentarem cor e aspecto semelhantes, podem apresentar diferente composicao quimica,
caracteristicas fisico-quimicas e odores (BORGES, PEREIRA et al., 2012). Embora
extraido do mesmo 6rgdo e da mesma espécie vegetal, a composi¢do quimica do 6leo
essencial pode variar significativamente em funcdo de épocas especificas estando
relacionado a diferentes condi¢cfes climaticas e de solo (B1ZZO, HOVELL et al. 2009;
BORGES, PEREIRA et al., 2012).

Vérias técnicas podem ser empregadas na extracdo de Oleos essenciais, como a
hidrodestilacdo, extracdo com solventes organicos ou com CO; liquido ou destilacdo por
arraste a vapor de agua, devendo-se ressaltar que o Ultimo processo € o mais utilizado nas
extracOes, que apresenta bom rendimento, facilidade de execucdo e custo baixo
(CARVALHO FILHO, BLANK et al., 2006; BIASI, 2009; FEITOSA et al., 2015;
GUINDANI et al., 2015; PATEL etal., 2011).

O processo de extracdo de 6leos essenciais em escala industrial € realizado de trés
formas de extracGes distintas. Essa distingdo é feita pela forma na qual se estabelece o
contato entre a amostra e a agua, na fase liquida ou de vapor. A primeira é chamada de
hidrodestilacdo, onde a amostra fica imersa na agua contida numa caldeira. Na segunda,
chamada de destilacdo pela agua e vapor, a amostra permanece contida em um recipiente
logo acima da caldeira, ficando assim separada da dgua. Na terceira, chamada propriamente
de destilacdo pelo vapor de 4gua, a amostra € mantida em recipiente separado e o vapor de
agua que flui provém de um gerador proprio independente (LANCAS, DOREA et al.,
1997).

Charles e Simon (1990) avaliaram trés métodos de extracdo de Oleo, extracdo por
solvente, arraste a vapor e hidrodestilacdo, utilizando as duas espécies aromaticas, Ocimum
kilimandscharicum L. e O. micranthum L., verificaram que a quantidade obtida por arraste
a vapor foi maior em comparagdo com o0s outros métodos.

A andlise quimica de separacdo e identificacdo dos constituintes dos 6leos € feita
por meio das técnicas de cromatografia em fase gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (SILVEIRA, SCHEUERMANN et al., 2012; LAFHAL, VANLOOT et
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al., 2015) sendo importante para confirmar a presenca de substancias ativas, ou classes de
grupos quimicos, presente na espécie vegetal.

Segundo BASSANI, GONZALES (2013), para o desenvolvimento tecnolégico de
fitomedicamentos, o potencial quimico e terapéutico da droga vegetal deve ser preservado e
valorizado. A manutencdo e a agregacao de valor terapéutico requerem, portanto, que a
qualidade do produto obtido seja mantida dentro de parametros previamente estabelecidos.

Devido os Oleos essenciais apresentar complexidade, variabilidade quimica,
susceptibilidade a degradacdo, elevada volatilidade e insolubilidade em &gua, se faz
necessario a veiculacdo em sistemas emulsionados estaveis e eficazes. O sistema
emulsionado é capaz de transportar moléculas ativas, possibilita melhorar a estabilidade,
solubilidade, perfil biofarmacéutico, a acdo terapéutica de substancias ativas, bem como
proporcionar protecdo contra a oxidacao, e permitir a introducdo de adjuvantes tecnoldgicos
na formulacdo (ALLEN et al., 2000; HUNTER, PUGH et al., 2008; JANSSENS; VAN
DEN MOOTER, 2009; FLORES et al., 2011)

3.3. Emulsdes

As emulsdes sdo sistemas heterogéneos, termodinamicamente instaveis, formados
por dois liquidos imisciveis entre si, onde um deles encontra-se intimamente disperso na
forma de goticulas esféricas. Estas goticulas, também denominadas de fase interna, dispersa
ou descontinua, geralmente, apresentam tamanho entre 0,1 a 10 pm e estdo envoltos por
uma fase externa, também chamada de dispersante ou fase continua (MCCLEMENTS e
RAO, 2011; LAM e NICKERSON, 2013). Estes sistemas sao convenientes para
incorporacdo, protecdo e liberacdo de substancias pouco soltveis em agua (LI, ZHENG et
al., 2012).

As emulsdes podem ser classificadas em emulsdes simples ou multiplas (PEREIRA
e GARCIA-ROJAS, 2015). As emuls@es simples podem ser do tipo 6leo em agua (O/A) ou
agua em O6leo (A/O) de acordo com a hidrofilia ou lipofilia da fase dispersante
(USHIKUBO e CUNHA, 2014), enquanto que as emulsdes multiplas, também chamadas
de emulsdes duplas ou de “emulsGes de emulsdes”, sdo  sistemas

multicompartimentalizados, formados, geralmente, por trés fases, como agua/éleo/agua
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(A/O/A) e bleo/agualdleo (O/A/O) (O'DWYER, O'BEIRNE et al., 2013; HERZI, ESSAFI
etal., 2014).

Figura 4 - Esquema representativo de sistema emulsionado.

Azul - fase aquosa; Amaralelo - fase oleosa;
Circulo preto e cinza - tensoativos
Fonte: Proprio Autor.

A estabilidade cinética de uma emulsdo é promovida, principalmente, por meio da
adicdo de agentes tensoativos, que sdo caracterizados como moléculas anfifilicas, por
possuirem uma parte polar (hidrofilica) e outra apolar (lipofilica), que formam uma pelicula
na superficie da goticula (PICHOT, SPYROPOULOS et al.,, 2010; MAINDARKAR,
BONGERS et al., 2013). O tensoativo promove a diminuicdo da tensdo interfacial do
sistema e forma um filme interfacial com propriedades estéricas e eletrostaticas em torno de
goticulas da fase interna, evitando a aproximacdo destas (YANG, LESER et al., 2013;
ZUGE, HAMINIUK et al., 2013).

Griffin (1949), com a finalidade de sistematizar a escolha do agente tensoativo,
desenvolveu um método empirico conhecido como Equilibrio Hidrofilo-Lipofilo (EHL),
um numero adimensional relacionada as propriedades lipofilicas e hidrofilicas do agente.

Os tensoativos hidrofilicos geralmente apresentam EHL > 7,0 e maior tendéncia para
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formar emulsdes O/A, enquanto que os tensoativos lipofilicos possuem EHL < 7,0 e maior
predisposicdo a formacdo de emulsées A/O (GRIFFIN, 1949; PICHOT, SPYROPOULOS
etal., 2010; LOSADA-BARREIRO, SANCHEZ-PAZ et al., 2013)

O valor de EHL ideal para emulsionar um 6leo, pode ser atribuido por preparacédo
de uma serie de emulsdes com tensoativos apropriados em uma faixa de valor EHL
preestabelecido. O valor EHL obtidos para uma emulsdo mais estavel serd considerado
como um valor de EHL ideal do éleo (MORAIS, 2006).

A avaliacdo de vida atil de emulsdes O/A ou A/O € uma das mais demoradas e
dificeis questdes para os cientistas industriais. O objetivo final € economizar tempo, prever
se a emulsdo € instavel ou ndo antes da separacdo de fase em duas camadas visiveis a olho
nu (MASMOUDI, LE DREAU et al., 2005).

A qualidade de uma emulsdo esta diretamente relacionada a sua estabilidade. Em
emulsdes estaveis, as goticulas dispersas mantém suas caracteristicas iniciais e permanecem
distribuidas por toda fase continua de maneira uniforme. Em relagcdo a instabilidade
termodinamica das emulsdes, a mesma pode ser minimizada ao diminuir o tamanho das
goticulas dispersas aumentando a viscosidade da fase continua, além da escolha da mistura
de tensoativos ideais (SAMAVATI, EMAM-DJOMEH et al., 2012).

Durante o0 armazenamento de uma emulsdo, é esperado ser afetado a estabilidade de
natureza quimica, fisicas e microbiolégicas resultando na instabilidade da emulsdo ao longo
do tempo (ZARENA, BHATTACHARYA et al., 2012). A instabilidade da emulsédo pode
ser caracterizada por diversos mecanismos, tais como a cremagem ou Sedimentacéo,
floculacdo, acomodacdo de Ostwald, coalescéncia e inversdo de fases (FRANGE e
GARCIA  2010; HUCK-IRIART, ALVAREZ-CERIMEDO et al, 2011;
GHARIBZAHEDI, MOUSAVI et al., 2012; ZHANG, LIU et al., 2013).

A cremagem (creaming) e a sedimentacdo S80 processos que ocorrem em
consequéncia a acdo da gravidade. A fase dispersa, a depender de sua densidade, pode
deslocar-se para a superficie e/ou para o fundo da emulsdo, formando uma camada mais
concentrada (AULTON E ORTEGA, 2008). A floculacéo caracteriza-se pela formacédo de
um aglomerado de goticulas emulsificadas, mas com a manutencdo do filme interfacial
intacto (AULTON e ORTEGA, 2008; FRANGE E GARCIA, 2010). A coalescéncia trata-

se de um processo irreversivel que ocorre mediante ruptura do filme entre as goticulas, as
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quais perdem sua individualidade, unem-se umas as outras, promovendo a separacao das
fases (ZUGE, HAMINIUK et al., 2013). A acomodacdo de Ostwald ocorre quando as
particulas aumentam de tamanho em detrimento & dissolucdo de particulas menores
(FRANGE e GARCIA, 2010). A inversao de fases, por sua vez, € o resultado da troca de
posicdo entre a fase dispersa e 0 meio, ou seja, 0 meio dispersante formam goticulas e as
goticulas passam a compor a fase continua (AULTON e ORTEGA 2008; ZUGE,
HAMINIUK et al., 2013).

Dessa forma, o teste de estabilidade de curta e longa duracdo torna-se uma parte
integrante do trabalho de desenvolvimento de emulsdo, devendo-se monitorar, durante o
referido teste, o pH, condutividade, indice de cremagem, teor de substancias ativas.
(LIANG, GILLIES et al., 2014; ANVISA 2004; TADROS, 2014). A medida que as
emulsdes se tornam instaveis, suas caracteristicas fisico-quimicas variam. Dessa maneira, é
possivel evitar o desenvolvimento ineficaz de sistemas emulsionados contendo 6leos
essenciais, sendo o estudo de estabilidade um dos aspectos mais importantes na obtencédo de
uma emulsédo (MORAIS, 2006).

A veiculacdo de dleos essenciais em sistemas emulsionados vem aumentando,
devido ser capaz de carrear e influenciar na estabilidade do 6leo essencial, conferir um
aumento na biodisponibilidade tornando-o mais eficaz, como também, prolongando o efeito
farmacoldgico das substancias (COMAS, WAGNER et al., 2006; SOOTTITANTAWAT,
YOSHII et al., 2003).

3.4. Onicomicose

As onicomicoses sdo infeccdes fungicas provocadas por dermatofitos (géneros
Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton), leveduras (fungos Candida spp.) e néo-
dermatdfitos (Aspergillus spp., Acremonium spp., Fusarium spp. E Scopulariopsis
brevicaulis) que acometem as unhas das maos e/ou dos pés de, aproximadamente, 5% da
populagédo mundial, configurando-se como a mais frequente das doencas ungueais (VEER,
PATWARDHAN et al.,, 2007; SOUZA, FERNANDES et al.,, 2010; TAUBER E
MULLER-GOYMANN, 2014). Nos paises em desenvolvimento, a onicomicose espalha-se
nas comunidades devido as condi¢des socioeconémicas e a falta de politicas publicas de

salde. O impacto para o paciente ndo é apenas estético, mas psicoldgico e social
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(BOURGEOIS, CAFARDI et al, 2010; NAZAR, GEROSA et al, 2012; JHA,
MAHADEVAMURTHY et al., 2015).

Figura 5- Unhas das maos infectadas por fungos

Fonte: <http://medicinanaturalvirusfungos.com/category/posts
-recomendados/>. Acesso em: 12 de abril de 2016.

Os fungos aderem & superficie das unhas e depois invadem suas subcamadas. O
envolvimento ungueal esté relacionado a penetracdo de elementos flngicos e secrecdo de
enzimas que degradam os componentes das unhas (GROVER E KHURANA, 2012). De
acordo com as alteragdes ungueais, pode ser classificada em quatro tipos:

Figura 6: Patogénese da Onicomicose (a) Estrutura anatdmica da unidade ungueal normal. (b) Padrdo de
invasdo fungica na onicomicose subungueal distal e lateral. (c) Padrdo de invasdo flngica em onicomicose

enddnica. (d) Padrdo de invasdo na onicomicose branca superficial. (e) Padrdo de invasdo fingica na
onicomicose branca superficial. (f) Padréo de invasdo fingica na onicomicose distrofica total.

Fonte: GROVER, 2012.
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(@) Estrutura anatdmica da unidade ungueal normal

(b) Padrdo de invasdo fungica na onicomicose subungueal distal e lateral: € o tipo mais
comum de onicomicose. O organismo infecta primeiramente o hiponiquio e estende-se de
forma lenta e progressiva até a borda proximal da unha.

(c) Padréo de invasédo fungica na onicomicose endonica: a invasdo € um ataque primario e
exclusivo sobre a placa ungueal com o fungo crescendo entre as lamelas de placas
ungueais. Este padrdo de invasdo é especifico para T. soudanense (e possivelmente T.
violaceum) e pode refletir sua alta afinidade por ceratinas duras.

(d) Padrdo de invasdo fungica na onicomicose subungueal proximal: é relativamente
incomum. Ocorre quando o organismo invade a unha por meio da regido proximal
(cuticula) e migra para a regido distal.

(e) Padrdo de invasdo fungica na onicomicose branca superficial: o organismo invade
diretamente a camada superficial da lamina da unha. Com a progressdo da infeccdo, as
regides opacas coalescem e a unha se tornam aspera e mole.

(f) Padréo de invasdo fungica na onicomicose distrofica total: esté relacionado a evolugédo
das lesbes, promovendo fragilizacdo e queda de todas as laminas ungueais.

As onicomicoses causadas por leveduras tém se tornado cada vez mais comuns
passando a apresentar um grande percentual de incidéncia (ELLABIB, AGAJ et al., 2002),
inclusive no Brasil (ARAUJO, BASTOS et al., 2003; SOUZA, MARTINS et al., 2007).
Devido a grande variedade de agentes etiologicos, a abordagem terapéutica deve ser
estabelecida.

O género Candida se constitui de fungos dimérficos (DE ROSSI, LOZOVOY et al.,
2011) medindo aproximadamente de 2 a 6um e se reproduzem por brotamento; a maior
parte das espécies forma pseudo-hifas e hifas nos tecidos. As coldnias tém coloracdo branca
a creme e possuem superficie lisa ou rugosa (GOLDMAN E AUSIELLO 2005; NETO,
DANESI et al., 2005, AGHAMIRIAN e GHIASIAN, 2010). Possui mais de 200 espécies,
onde 20 delas séo as responsaveis por causar infeccbes em humanos e sdo consideradas o
principal grupo de fungos oportunistas causadores de doencas. Muitas dessas espécies
fazem parte da microbiota normal do individuo, colonizando tanto a pele como as mucosas
(HOSSAIN, ANSARI et al., 2003; BORG-VON ZEPELIN, KUNz et al., 2007;
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KARKOWSKA-KULETA, RAPALA-KOZIK et al.,, 2009; NEGRI, BOTELHO et al.,
2011).

As infeccBes provenientes das espécies do género Candida tem um amplo espectro
de doencas tanto superficiais como invasivas podendo acometer pacientes
imunodeprimidos e imunocompetentes (SURJUSHE, KAMATH et al., 2007), sendo as
infeccOes hematogénicas, as formas mais graves (PFALLER e DIEKEMA, 2007,
HOLLENBACH, 2008; MEAN, MARCHETTI et al., 2008; LEROY, MIRA et al., 2010).

Segundo Leite (2010), maior nimero de pacientes avaliados tinha o diagnostico
clinico de onicomicose das unhas dos pés, representando 74% do total. Quanto as
onicomicoses das maos, os fungos do género Candida spp. foram os principais envolvidos.
Estudos mostram que a analise comparativa dos sexos mostrou persisténcia de elevado
indice de infeccdo por Candida em pacientes do sexo feminino.

De acordo com Araljo, Bastos (2003) foram avaliados 2.271 pacientes e
diagnosticada onicomicose em 400 deles, sendo 264 com acometimento das unhas dos pés,
e 136 das unhas das mdos. O agente etioldgico foi confirmado pelo exame micoldgico
direto e crescimento em cultura. A onicomicose por fungos emergentes representou 4,5%
de todas as infec¢bes de unha. Foram detectadas as leveduras do género Candida (49%)
como agentes etioldgicos mais frequentes de onicomicoses nas unhas das maos e em
mulheres.

Leite Junior, Yamamoto e colaboradores (2011) em suas pesquisas diagnosticaram
candidiases em profissionais militares e avaliou a frequéncia dessas infeccdes nesses
individuos. A referida pesquisa foi realizada de um total de 197 pacientes estudados, 0s
quais 91 (46,2%) apresentaram quadros clinicos de candidiases. A regido genitocrural foi
considerada a mais acometida (47,7%), seguida pelas regides interdactilares (méos e pés,
27,8%) sendo identificado C. albicans, C.parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei
e C. guilliermondi.

A espécie Candida albicans pode invadir toda a placa ungueal, causando inchaco,
vermelhiddo e as infeccBes persistentes e recorrentes podem causar uma candidiase
mucocutanea crénica, que é de dificil tratamento e pode se apresentar de forma grave,
ocasionando espessamento, distor¢do, fragmentacdo das unhas e inchaco da falange distal
(WAGNER E SOHNLE, 1995).
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O tratamento de onicomicoses € dificil porque exige varios meses de tratamento,
depende do tipo e da gravidade da onicomicose, patologias associadas ao paciente, escolha
da droga. Além disso, possui baixa taxa de cura, reincidéncias elevadas, como também,
diversos medicamentos ja apresentam resisténcia devido a utilizacdo frequente em hospitais
e a dispensacdo de forma indiscriminada nas drogarias (PIRACCINI E ALESSANDRINI,
2015).

Esta levedura apresenta diversos mecanismos de viruléncia, dentre eles cita-se uma
maior capacidade de aderéncia as células epiteliais, a facilidade da invasdo fangica pela
presenca do dimorfismo, uma vez que ela produz estruturas filamentosas que auxiliam na
invasdo tissular, bem como a termo tolerancia significativa e a producdo de proteinases e
fosfolipases (COSTA E CUNHA, 1994).

As onicomicoses sdo as mais dificeis formas de infeccdes fungicas superficiais para
tratar e mesmo quando o tratamento é feito de maneira correta para o agente etioldgico
identificado, a cura nem sempre é obtida, podendo esta ter reincidéncia. Os tratamentos de
uso oral e topico apresentam algumas limitacdes como efeitos adversos, interacGes
medicamentosas, hepatotoxicidade e desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana devido
a utilizacdo frequente em hospitais e farméacias (SHEMER, NATHANSOHN et al., 2010;
PIRACCINI E ALESSANDRINI, 2015).

Segundo a Sociedade Brasileira de Dermatologia, os tratamentos podem ser de uso
local, sob a forma de cremes, solugdes ou esmaltes. Nos casos de acometimentos superiores
a 30% de uma unha ou varias unhas acometidas ao mesmo tempo é necessario tratamento
via oral também. A duracédo €, em média, de 6 meses, podendo chegar a 1 ano, uma vez que
se depende do crescimento das unhas (SHEMER, NATHANSOHN et al., 2010).

O tratamento atual para a onicomicose é feito com drogas antimicéticas tdpicas ou
sistémicas. A griseofulvina continua a ser, provavelmente, a melhor op¢do para a
dermatofitose devido a boa tolerncia em criangas; no entanto, esse agente, amplamente
disponivel nos Estados Unidos, ndo é facilmente encontrado em alguns paises (DERBY et
al., 2011; GUPTA E FIONA, 2013). A estratégia de controle das dermatomicoses infantis
consiste geralmente em evitar o uso de antiflngicos orais, sempre que possivel, e avaliar
cuidadosamente a relacdo de risco/beneficio da terapia escolhida. Griseofulvina,

cetoconazol, itraconazol, fluconazol e terbinafina sdo recomendados para o tratamento
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sistémico e parecem ser bem tolerados (ARENAS E RUIZ-ESMENJAUD, 2004). Dentre
os farmacos utilizados para o tratamento de onicomicoses, tem-se 0 amorolfina, a bifonazol
e ciclopirox-olamina (SHEMER, NATHANSOHN et al., 2010).

A utilizacdo de outros tipos de terapias com drogas vegetais ou derivados vegetais
como, por exemplo os 6leo essenciais, tem sido empregado com a finalidade de substituir
0s medicamentos oriundo de sintese quimca, uma vez que 0s 0leos essenciais apresentam
diversos constituintes na sua composi¢cdo que atuam em VAarios mecanismos de acao
possiveis, devido a diversidade de constituintes na referida composicdo (SOUZA, KATO et
al., 2010).
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4. CAPITULO | - CARACTERIZACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS Eucaliptus

globulus, Schinus terebinthiflolius E Plectranthus amboinicus

4.1 MATERIAL E METODOS

4.1.1 Material Vegetal

Os oleos essenciais de E. globulus e do fruto de S. terebinthifolius foram adquiridos
das empresas Glamir® (Lote 112) e Laszlo® (Lote 027), respectivamente.

Os 06leos essenciais das folhas de S. terebinthifolius e P. amboinicus foram obtidos
por arraste a vapor no Laboratério de Farmacotécnica-UFPB a partir das folhas coletadas
no horto do Laboratério Rabelo, localizado na cidade de Cabedelo-PB, em seguida foi
identificado e registrado no Herbario Lauro Pires Xavier da Universidade Federal da
Paraiba sob n° de registros JPB 54051, 54052 e 54053 (S. Terebinthifolius-folha) e JPB
54054 e 54055 (P. amboinicus).

4.1.2 Extracdo dos 0leos essenciais das folhas de Schinus terebinthifolius e Plectranthus

amboinicus

Os oleos essenciais de S. terebinthifolius e P. amboinicus foram obtidos através de
arraste a vapor a partir de 2000g das folhas frescas rasuradas, empregando o extrator de
6leos Linax® (model D2 Mini, S&o Paulo, Brasil). As referidas folhas foram transferidas
para o reservatorio do arraste a vapor, que apresentava ciclo de agua continuo, vindo
diretamente do sistema de agua. Essa agua ndo entrava em contato com a amostra, a mesma
era aquecida por uma resisténcia de calor, evaporava a agua e 0 vapor passava através do
reservatorio em que se encontravam as folhas rasuradas e arrastavam consigo 0s
constituintes volateis. As amostras foram armazenadas em frascos de vidro sob refrigeracéo

para evitar possiveis perdas de constituintes volateis.
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4.1.3 Determinacdo do tempo e rendimento de extracdo dos 6leos essenciais das folhas

de Schinus terebinthifolius e Plectranthus amboinicus

Para a determinacdo da cinética de extracdo, utilizou-se o sistema de arraste a vapor,
variando-se os tempos de extracdo em 1, 2, 3, 4, e 6 horas. Em cada extracao, usou-se uma
massa de 2000g de amostras. Exceto o tempo, todos os outros parametros foram mantidos
como descritos anteriormente. A seguir, mensurou-se o volume do dleo, coletou-se e
armazenou-se sob refrigeracdo para evitar perda por volatilizacéo.

O rendimento da extracdo foi calculado pela relagdo massa/volume, observando o
volume obtido no proéprio sistema de extracdo, como também, na relacdo massa/massa pela
medida da densidade, observando o volume méximo obtido de cada 6leo por massa (g) das

plantas em estudos em porcentagem, conforme férmula abaixo (BRASIL, 2010).

%R = (V.d/m).100 1)

Onde: V= volume total de 6leo extraido (mL), d= densidade do éleo (g/mL) e m= massa da
planta (g)

4.1.4 Caracterizacdo Fisico-Quimica dos Oleos Essenciais

4.1.4.1 Determinagédo da Densidade Relativa

A densidade relativa foi determinada pela Eg. (1) calculando a proporgédo entre a

massa e o volume da amostra a 20 °C, de acordo com:

dZO_m

20 7y (2)

Onde: d = densidade (g.mL™); m = massa e v = volume
A densidade relativa foi expressa pela média de trés determinac@es e calculada pela
equacédo 1 (BRASIL, 2010).
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4.1.4.2 Determinacéo do Indice de Refracéo (IR)

A quantidade de 20 pL de cada o6leo essencial foi colocada sob a superficie do
refratometro Reichert® (AR-200, California, USA), previamente calibrado com &gua
destilada, e o indice determinado sob luz de sddio no comprimento de 589,3 nm (raio D) e
temperatura de 20°C, segundo descricdo da Farmacopeia Brasileira, 2010). Os ensaios

foram realizados em triplicata.
4.1.4.3 Solubilidade em Etanol

Para se determinar a solubilidade, foi colocado um volume constante de cada 6leo e
adicionando volumes proporcionais da solucdo alcodlica previamente preparada a 90%
(v/v) até solubilizacdo total (BRASIL, 2010; MONTEIRO, SOUZA et al., 2011).

4.1.4.4 Caracteristicas Organolépticas

A técnica utilizada foi visual, onde, sob um fundo branco, se comparou a cor de
cada 6leo com cores conhecidas e para a aparéncia se fez uma inspecéo do dleo no que diz
respeito a sua transparéncia ou limpidez (BRASIL, 2010).

4.1.5 ldentificacdo Quimica dos Componentes dos Oleos Essenciais

A identificagdo da composi¢do quimica dos 6leos essenciais foi realizada através da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). As andlises foram
executadas em equipamento GCMS-QP 2010 Ultra® injetor automatico AOC-20i,
Shimadzu®. Para identificacdo dos 6leos, foram preparadas solucées com concentracdes de
2 ppm em hexano.

As andlises cromatograficas foram realizadas em coluna capilar Rtx®-5MS
(Restek®) (30 m x 0,25 mm; 0,25 um). O gas de arraste utilizado foi o hélio com fluxo de
1,0 mL.min}, Split 1/20, temperatura do injetor 250°C; temperatura inicial da coluna igual

a 60°C aquecida em uma razéo de 3°C.min™* até 240°C. O volume de injegdo foi de 1,0 pL.
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A analise espectrométrica por massas foi operada no modo SCAN com escala de varredura
de 50 - 400 u.m.a com impacto de elétrons (70 eV), com temperatura do detector a 250°C.
O Indice de Retencdo Ajustado (IRA) foi calculado para todos os constituintes volateis
usando uma série homologa de n-alcanos, que vao desde C8 a C40, (VAN DEN DOOL e
KRATZ, 1963). A identificacio dos picos foi baseado no indice de Kovats e similaridade
na base de dados do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST 2008) com 191436
compostos gerais, além da base de dados de Compostos Naturais e Sintéticos, Aromas e

Fragrancias (FFNSC) com 2000 compostos relacionados a fragrancia e aromas.

4.1.6 Estudos Termoanaliticos

4.1.6.1 Estudos Termogravimétricos (TG) e Analise Térmica Diferencial (DTA)

As curvas TG e DTA dos Oleos essenciais foram obtidos utilizando uma
termobalanca Shimadzu®, modelo DTG-60H, sob ar sintético, de fluxo de 50 mL.min™,
com taxa de aquecimento de 10°, 20° e 40°C.min™* de 25°C até 350°C. As amostras foram
acondicionadas em cadinho de alumina com uma massa de 18,0 mg (+0,5). A ordem da
reacdo (n), o fator de frequéncia (A) e a energia de ativacdo (Ea) foram determinados,
usando o método de Ozawa a partir dos dados da termogravimetria dindmicas em
atmosferas de ar.

A determinacdo da faixa de temperatura (inicial e final) da etapa determinante,
necessaria para aplicar o modelo de Ozawa, foi obtida por dois diferentes modelos de coleta
de dados: tangente e observando a curva da derivada primeira (KOGA, 2013).

Os dados termogravimétricos e diferenciais térmicos foram analisados usando um
software TASYS da Shimadzu®.
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4.1.6.2 Presséo de Vapor
4.1.6.2.1. Equacao de Antoine e Equacéo de Langmuir

Os dados obtidos dos experimentos termogravimétricos do metilparabeno foram
utilizados para construir as curvas de pressao de vapor, utilizando a equagéo de Antoine, e
posteriormente determinar o valor de k™, o qual ser& utilizado para a construcdo das curvas
de pressdo de vapor dos Oleos essenciais e seus respectivos marcadores, utilizando a
equacdo de Langmuir (HAZRA, ALEXANDER et al., 2004).

O valor de k* para o metilparabeno na razéo de 10, 20 e 40°C.min™, em atmosfera
de ar sintético foram: 125555 (+1,60) e 414034 (+1,50), respectivamente. (HAZRA,
ALEXANDER et al., 2004).

A equagdo de Antoine (HAZRA, ALEXANDER et al., 2004) é apresentada como se
segue:

A—B (3)

hﬂ
+
)

Onde P: ¢é a pressdo de vapor, T é a temperatura absoluta e A, B e C sdo as constantes de
Antoine de um dado intervalo de temperatura (SHAH, TSONG, 1988). As constantes de
Antoine registradas para o metilparabeno sdo: A = 5.23662, B = 1159.34 e C = -220.03,
para um intervalo de temperatura de 446-517 K (KOGA, 2013).
A equacado de Langmuir (HAZRA, ALEXANDER et al., 2004) ¢é apresentada como
se segue:
dm

_ M 4
ar - P Grp) “

Onde (dm/dt): ¢ a razao da perda de massa por unidade de area, P é a pressdo de vapor, a €

a constante de vaporizagdo e M é a massa molecular do vapor de evaporagéo.
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A equacdo de Langmuir pode ser modificada para obter os valores de pressao de
vapor de varios componentes simples. A seguinte modificacdo é descrita por Hazra,
Alexander e colaboradores (2004):

P= [a-l(ZnR)%] . [(T/M)% (‘%‘)] =k (4)

onde: k —ec Rt ¢ = (L)} (%)

Se k € considerado uma constante para um dado grupo de dados e € independente do

material usado, entao o grafico de P versus v da o valor de k.
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizacdo dos 6leos essenciais tem um papel importante na determinacéo dos
parametros de qualidade, o qual inclui o perfil quimico, fisico-quimico e térmico, bem
como a atividade biolégica dos dleos essenciais de acordo com as suas propriedades
farmacoldgicas e toxicologicas contribuindo para melhorar a utilizacao terapéutica segura e
eficaz da espécie (FERNANDEZ DE SIMON, MUINO et al. 2010, AZMIR, ZAIDUL et
al. 2013).

4.2.1 Obtencdo dos Oleos essenciais das folhas de Schinus terebinthifolius e de

Plectranthus amboinicus

Na Figura 1, estdo apresentados os resultados obtidos para os Oleos essenciais a
partir da extracdo por arraste a vapor das folhas de S. terebinthifolius e P. amboinicus, nos
quais pode ser observado o melhor tempo de extracdo com maior rendimento do 6leo

essencial.

Figura 1- Rendimento dos 6leos essenciais de S. terebinthifolius (OESt-folha) e P.amboinicus (OEPa) em
funcdo do tempo de extracdo, a temperatura de 100°C, Médias + Desvio Padréo (n=4).

1,6 -
1,4 -
1,2 -

1 -
0,8 - * ® .

0,6 -

Volume (mL)

0,4 - —o—OEPa

02 - == OESt-folha

O T T T T T T 1

Tempo de Extragéo (h)

Fonte: Dados da Pesquisa
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Os resultados obtidos demonstraram que o0 melhor tempo de extracdo do OESt
(folha) foi 4 horas para se obter um volume de 6leo igual a 1,4 mL, que corresponde ao
rendimento mé&ximo do 6leo extraivel equivalente a 0,28% (+0,02) em relacdo ao peso de
material fresco utilizado. A partir desse tempo, a quantidade de 6leo extraido de S.
terebinthifolius permaneceu constante.

Na extracdo do oOleo essencial de P. amboinicus, foi verificado que, no tempo de 3
horas o rendimento maximo do 6leo extraido de 0,9 mL, equivalente a 0,26% (+0,03) em
relacdo ao peso de material fresco utilizado. A partir desse tempo, a quantidade de 6leo
extraido de P. amboinicus permaneceu constante. Dessa forma, de acordo com esses
resultados, propde-se que o tempo de extragdo para os 0leos essenciais de S. terebinthifolius
e P. amboinicus, seja de 4 e 3 horas, respectivamente, que corresponde ao maior

rendimento de extracdo do 6leo essencial.

4.2.2 Caracterizacdo Fisico-Quimica dos Oleos Essenciais

A determinacdo das caracteristicas de 6leos essenciais é importante para estabelecer
critérios de qualidade da matéria-prima. De acordo com as exigéncias da ANVISA,
segundo a RDC n° 26, de 13 de maio de 2014 para a caracterizagdo dos 6leos essenciais
foram realizados os ensaios fisico-quimicos de densidade relativa, indice de refracao,

solubilidade em alcool a 90% (v/v), cor e aparéncia (Tabela 1).

Tabela 1- Propriedades fisico-quimicas de 6leos essenciais E. globulus (OEEQ), S. terebinthifolius (OESt-
fruto), S. terebinthifolius (OESt-folha), P.amboinicus (OEPa).

Propriedades

Fisico-Ouimica OEEg OESt (fruto) OESt (folha) OEPa

Densidade (g.mL™) 1,4602+0,06 1,4771+0,01 14768 +0,04  1,4984 +0,03

Iindice de Refracéo

(ND 25°) 0,9090 +0,02 0,8490 +0,02 0,86152 +0,06 0,9167 +0,04

Solubilidade ~ em  1:1+0,07 1:25 +0,05 1:6 +0,03 1:2 +0,07
Alcool a 90% (v/v)

Caracteristica Incolor Verde Claro Verde Claro Amarelo
Organoléptica Transparente  Transparente  Transparente  Transparente

*Meédias + Desvio Padrdo, n= 4.

Fonte: Dados da pesquisa
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Os resultados obtidos dos 6leos essenciais corroboram com os relatos existentes na
literatura a cerca da importancia da caracterizacdo dos mesmos. Esta caracterizacdo esta
relacionada com a natureza, a qualidade e o grau de pureza do 6leo, além das condicGes de
conservagdo (CORREA, SCHNEIDER et al., 2013; GALVAO RODRIGUES, COSTA et
al., 2013; SANTOS, LIMA et al., 2013; FERREIRA, DE MORAIS ECHER et al., 2015).

4.2.3 ldentificacdo Quimica dos Componentes dos Oleos Essenciais

A relagdo dos constituintes quimicos identificados dos 6leos essenciais obtidos de
E. globulus, S. terebinthifolius (fruto), S. terebinthifolius (folha) e P. amboinicus, estdo os
compostos, tempo de retenco, area e Indice de Kovats, que sdo apresentados nas Tabelas
2,3,4¢eb.

A porcentagem de identificacdo atingida na analise dos 6leos volateis de E.
globulus, S. terebinthifolius (fruto), S. terebinthifolius (folha) e P. amboinicus foram acima
de 99%, o que permitiu classificar como excelentes os resultados obtidos para estas
espécies.

Os compostos, predominantemente, identificados no OEEg foram 1,8-cineol
(84,35%), p-cimeno (5,91%), limoneno (5,16%) presentes na Tabela 2. Dessa forma,

sendo o 1,8-cineol a substancia majoritaria o qual foi utilizada como marcador.

Tabela 2- Composicao quimica do dleo essencial das folhas de E. globulus obtida por CG-EM.

Pico Compostos Rdmin. % Area I.K.
1 a-Pineno 5,965 1,72 934,8673
2 B-Pineno 7,213 0,39 979,0442
3 B-Mirceno 7,562 0,58 991,3982
4 a-Felandreno 8,06 0,33 1006,7819
5 p-Cimeno 8,768 591  1025,6117
6 D-Limoneno 8,936 5,16 1030,0798
7 1,8-Cineol 9,07 84,35 1033,6436
8 y-Terpineno 10,021 156  1058,9362

Ri/min.- Tempo de Retencdo (min.)  IK- indice de Kovats
Fonte: Dados da pesquisa
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Foram identificados um total de 14 constituintes do 6leo essencial do fruto de S.
terebinthifolius. Os principais constituintes sdo: a-pineno (25,57%), limoneno (19,54%), A-
3-careno (19,63%), p-cimeno (15,85%), a-felandreno (14,02%) (Tabela 3).

Tabela 3- Composicao quimica do éleo essencial dos frutos de S. terebinthifolius obtida por CG-EM.

Pico  Compostos  Rimin. % Area I.K.
1 o-Thujeno 5,739 0,16 926,8673
2  o-Pineno 5959 2557  934,6549
3 Canfeno 6,379 0,17 949,5221
4 Benzeno 6,995 0,4 971,3274
5 B-Pineno 7,2 0,82 978,5841
6  Mirceno 7,548 1,97 990,9027
7  o-Felandreno 8,054 14,02 1006,6223
8 A-3-Careno 8,266 19,63 1012,2606
9 p-Cimeno 8,749 1585 1025,1064
10 D-Limoneno 8,909 1954 1029,3617
11  a-Terpinoleno 11,169 0,68  1089,4681
12 Neo isothujol 16,038 0,33  1203,8833
13  E-Cariofileno 25,684 0,69  1422,7091
14 Nao ldentificado 28,304 0,17  1484,4287

Ri/min.- Tempo de Retencdo (min.)  IK- indice de Kovats
Fonte: Dados da pesquisa

Para o OESt, obtido das folhas, foram identificados 18 constituintes dentre os
principais: limoneno (63,96%), a-pineno (16,38%), p-cimeno (4,87%) e o-felandreno
(4,44%) (Tabela 4). Os dados deste trabalho diferem dos dados obtidos por Pawlowski e
colaboradores (2012), que obteve a-pineno (31,59%), B-felandreno (6,59%), trans-o-
cimeno (12,32%). Além disso, Santos e colaboradores (2014), encontrou no OESt, obtidos
das folhas, os constituintes 6-3-careno (81,79%), a-pineno (12,59%), B-mirceno (2,99%) e
(E)-cariofileno (3,63%) diferindo dos dados deste trabalho.

Segundo Dourado (2012) e Santosa, Braz-Filho e colaboradores (2015), a variagdo
dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais ocorre devido a influéncia de varios fatores
dentre eles genético, climatico, geografico e composicao do solo.

A comparagéo entre as Tabelas 3 e 4 permite constatar uma maior diversidade na
composicao e no teor entre os 0leos essenciais do fruto e das folhas de S. terebinthifolius. O
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OE obtido dos frutos, o a-pineno estd presente em maior quantidade e o OE obtido das
folhas h&4 uma prevaléncia do limoneno sendo utilizados, consequentemente, como
marcadores. Além disso, a principal diferenca entre a composicao volatil das duas partes da
planta foi a auséncia do A-3-Careno nas folhas, sendo o segundo componente mais

abundante nos frutos.

Tabela 4- Composicao quimica do 6leo essencial das folhas de S. terebinthifolius obtida por CG-EM.

Pico Compostos Rimin. % Area 1K,
1  a-Pineno 5,968 16,38 934,97
2 Canfeno 6,394 0,15 950,05
3  PB-Pineno 7,211 0,49 978,97
4 Mirceno 7,559 1,3 991,29
5 o-Felandreno 8,061 4,44 1006,81
6 p-Cimeno 8,759 4,87 1025,37
7  D-Limoneno 8,947 63,96  1030,37
8 Isoascaridol 18,261 0,67 1253,78
9  exo-2-Hidroxicineol 21,154 0,26 1318,95
10 o-Copaeno 23,774 0,91 1378,50
11  B-Elemeno 24,476 1,98 1394,45
12 Cariofileno 25,693 0,27 1422,92
13 D-Germacreno 28,317 0,97 1484,73
14 B-Selineno 28,543 0,48 1490,06
15 a-Selineno 28,925 0,59 1499,06
16 A-Cadineno 30,074 0,33 1527,11
17  Spathulenol 34,781 0,28 1643,92
18  Acido ftalico 43,073 1,67  2164,09

Ri/min.- Tempo de Retencdo (min.)  IK- indice de Kovats
Fonte: Dados da pesquisa

Em relagdo ao 6leo essencial obtido da folha de P. amboinicus, 19 constituintes
foram identificados dentro os quais: carvacrol (33,5%), p-cinemo (28,02%), y-terpineno
(14,77%) (Tabela 5). Dessa forma, sendo o carvacrol a substancia majoritaria,

consequentemente usada como marcador.
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Tabela 5- Composicao quimica do éleo essencial das folhas de P. amboinicus obtida por CG-EM.

Pico Compostos Ri/min. % Area I.K.
1  o-Thujeno 5757 0,83 927,5044
2 o-Pineno 5969 0,38 935,0088
3  Canfeno 6,392 0,11 949,9823
4 1-Octen-3-ol 7,17 0,74 977,5221
5 B-Mirceno 7,567 2,03 991,5752
6 a-Felandreno 8,068 0,31  1006,9947
7  a-Terpineno 8,48 2,52 1017,9521
8 p-Cimeno 8,783 28,2  1026,0106
9 D-Limoneno 8,921 0,84  1029,6809
10  y-Terpineno 10,04 14,77  1059,4415
11  a-Terpinoleno 11,19 0,19  1090,0266
12 Linalol 11,599 0,15  1100,7907
13  L-4-terpineol 14,972 1,52 1179,2326
14 Carvacrol 20,608 33,5  1306,5455
15 E-Cariofileno 25,71 4,63  1423,3216
16 y-Bergamoteno 26,352 3,16 1438,4452
17  a-Humuleno 27,162 1,17  1457,5265
18  Oxido Cariofileno 32,558 0,62 1587,8484
19  Acido ftalico 43,094 432  2164,7484

Ri/min.- Tempo de Retencdo (min.)  IK- Indice de Kovats

Fonte: Dados da pesquisa

A confirmagdo da presenca de carvacrol e p-cinemo observada na Tabela 5
corrobora com os relatos existentes na literatura a cerca da importancia destes constituintes
para esta espécie, em virtude das propriedades bioldgicas atribuidas (SENTHILKUMAR,
ANNADURAI E VENUGOPALAN VENKATESALU, 2010; EL-HAWARY, SEHAM S.,
et al, 2012; GALVAO RODRIGUES, COSTA et al., 2013; KHALID E EL-GOHARY,
2014). Dessa forma, é necessaria a identificacdo quimica, uma vez que, segundo Ultee e
colaboradores (2002), a presenca de p-cinemo em quantidades significativas além do
carvacrol, é responsavel pela elevada atividade antifngica devido a acdo sinergica destes

constituintes.
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4.3. Estudos de Analise Térmica

4.3.1. Termogravimetria (TG)/Andlise Térmica Diferencial (DTA)

A TGA/DTA foi realizada para determinar a percentagem de perda de massa, perfil
térmico e acompanhar o comportamento de degradacdo térmica, dos OEEg, OESt-fruto,
OESt-folna e OEPa uma vez que, as diferentes composi¢bes dos o6leos essenciais
influenciam nas suas propriedades térmicas (ZHANG, PARK et al., 2009).

As curvas termogravimétricas (TG) dinamicas dos diferentes Oleos essenciais
obtidos na atmosfera de ar sintético, nas razdes de 10°, 20° e 40°Cmin™. mostraram uma
Unica fase de decomposicdo e suas perdas de massa. Com o0 aumento da razdo de
aquecimento é observado um deslocamento de temperatura de volatilizacdo, que estdo
apresentados no apéndice A (Figuras 1 a 4).

A decomposicdo térmica dos OEEg, OESt-fruto, OESt-folha e OEPa apresentou
uma perda de massa correspondendo a 101,29; 95,03; 94,28 e 102,19%, respectivamente.

Pela analise da curva TG do OEEg, que houve perda de massa de 101,29 % na faixa
de temperatura de 25 a 105°C, em uma Unica etapa. O 1,8-cineol apresentou na faixa de
temperatura de 29,06 a 131,42°C com uma perda de massa de 98,15%.

Nas curvas DTA, analisadas, estdo apresentados no apéndice A (Figuras 1),
observa-se um evento endotérmico. O OEEg apresentou uma temperatura onset de 87,01°C
e endset de 131,92°C com massa chegando proximo a zero e temperatura de pico em
102,49°C, correspondendo ao ponto de evaporagdo. O cineol mostrou uma temperatura
onset de 70,89°C e endset de 131,62°C, como também, uma temperatura de pico em
122,31°C, correspondendo ao ponto de evaporacéao.

No apéndice A (Figuras 2), as curvas de TG do OESt-fruto, evidenciou entre 28,53
e 139,23°C uma perda de massa de 95%. Para o a-pineno, observou uma perda de massa de
96,40%, na faixa de temperatura entre 23,00 a 110°C.

Porém, nas curvas de DTA presentes no apéndice A (Figuras 2), observa-se um
evento endotérmico. Para o OESt-fruto apresentou uma temperatura onset de 55,87 °C e

endset de 112,10°C e o ponto de evaporagdo com uma temperatura de pico de 94,82°C. O
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marcado a-pineno a temperatura onset foi 77,71 e endset 107,24, com uma temperatura de
pico de 91,89°C.

Ao analisar as curvas TG do OESt-folha foi observado perda de massa de 94,28%
na faixa de temperatura entre 31,21 e 220,67°C. Para o limoneno observou-se que ocorreu
entre 29,47 a 190,96°C perda de massa de 95,30 % confome representado no apéndice A
(Figura 3).

Avaliando-se o perfil térmico diferencial (DTA) do OESt-folha, observou-se a
temperatura de pico de 119,27°C, cuja temperatura onset foi 84,6°C e endset 153,90°C. Em
relacdo ao comportamento térmico do limoneno, observa-se no apéndice A (Figura 3), que
este obteve temperatura de pico de 125,41°C, cujo valor foi obtido entre as temperaturas
onset 84,37°C e endset 146,25°C.

Analisando as curvas apresentadas no apéndice A (Figura 4) observa-se que o TG
do OEPa apresentou um perda de massa de 102,19% na faixa de temperatura de 31,46 a
212,15°C, em uma Unica etapa. O carvacrol apresentou na faixa de temperatura de 85 a
200°C uma perda de massa de 100,67%.

O OEPa, mostrou uma curva de DTA com temperatura onset 73,02°C e endset
199,78°C, com temperatura de pico de 168,20°C. O carvacrol demonstrou uma temperatura
onset 138,40 e endset 199,98°C, com temperatura de pico de 182,93°C.

Ao comparar 0s parametros termoanaliticos e os perfis das curvas térmicas
(TG/DTA) entre os Oleos essenciais (OEs), pode-se observar a seguinte ordem de
estabilidade: OEPa > OESt-folha > OEEg > OESt-fruto. O comportamento térmico sugeriu
que os Oleos essenciais apresentaram diferentes qualidades fisico-quimicas, cujos resultados
podem ser utilizados para a certificacdo de 6leos essenciais, garantindo um padrdo de
qualidade elevado e evitando possiveis adulteracfes, como também, na otimizacdo de

obtencdo dos mesmos.
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4.3.2 Cinetica de Evaporacao

4.3.2.1 Estudos Cinéticos pelo método de Ozawa

O modelo utilizado para o calculo dos parametros cinéticos foi Ozawa (KOGA,
2013), atraves das curvas TG dindmicas. Os pardmetros determinados foram ordem de
reacdo (n), fator de frequéncia (A) e energia de ativagdo (Ea) (GIRON, 2002; HAINES,
2012). A energia de ativacdo € a barreira energética necessaria para converter reagentes em
produtos e pode ser determinada a partir dos graficos de Arrhenius (log da razdo de
aquecimento versus 1/T), para diferentes razdes de aquecimento. O fator frequéncia (A)
fornece a medida de frequéncia de ocorréncia de uma situacdo da reacdo. A ordem da
reacdo (n) é definida como a variacdo da velocidade da reacdo com a concentracdo dos
reagentes (OZAWA, 1965). Para aplicacdo desse método é necessario a obtencdo de pelo
menos 3 curvas TG sob diferente razdes de aquecimento. Neste trabalho obteve-se 3 curvas
TG nas razdes de aquecimento 10°, 20° e 40°C.min™. Os dados obtidos dos OEs e
marcadores estdo apresentados na Tabela 6.

Os dados cinéticos obtidos dos 6leos essenciais (OE) e marcadores apresentaram um
processo cinético de ordem zero, 0 que evidéncia a possivel perda de massa acentuada
devido o processo de volatilizagdo. Segundo Oliveira e Cremasco (2014), a andlise
termogravimeétrica do 6leo essencial de Lippia gracilis Schum exibiu um estagio simples de
evaporacdo gque pode ser observado através do aumento da taxa de perda de massa, para um
valor méximo que diminui abruptamente. Esta diminuicdo abrupta pode ser atribuida a
evaporacao, indicando que o processo é de ordem zero.

Dessa forma, foi possivel determinar a pressdo de vapor dos 6leos essenciais em
estudo, pois sO é possivel determinar a pressao de vapor se a ordem de reacdo for zero
(MARTINS, SBAITE et al.,, 2011). Conforme estudos realizados por Neto (2010), a
cinética de ordem zero ocorre quando a perda de massa independe da concentracdo do
reagente.

O OEPa apresentou uma maior energia de ativacdo quando comparado com 0s
demais OEs. Os parametros cinéticos também mostraram que o OEPa apresentou melhor

estabilidade térmica do que os demais OEs. Para os OEs foi obtida a seguinte ordem
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decrescente de estabilidade: OEPa > OESt-folha > OEEg > OESt-fruto. Em relacdo aos
marcadores foi o obtido a seguinte ordem de estabilidade CAR > LIM > CIN > PIN. O
marcador carvacrol, que € o constituite majoritario do OEPa, apresentou a maior energia de
ativacdo em relacdo aos marcadores dos outros 6leos. Dessa forma, pode-se observar que as

caracteristicas termoanaliticas dos marcadores refletem nas caracteristicas dos OEs.

Tabela 6- Parametros Cinéticos de Ozawa: ordem de reagao (n), fator de frequéncia (A) e energia de ativacao
(Ea) de dados termogravimétricos dindmicos.

Amostras Ordem de reacao (n) A (min™) Ea (kj/mol)
OEEg 0 9,340x10° 33,18
1,8-cineol 0 1,637x10° 44,45
OESt fruto 0 1,515x10° 25,46
a-pineno 0 1,986x10* 32,55
OESt folha 0 1,650x10° 44,55
limoneno 0 3,071x10° 45,55
OEPa 0 7,116x10" 46,55
carvacrol 0 2,273x10° 69,16

Fonte: Dados da pesquisa

4.3.3 Pressao de Vapor

A andlise termogravimétrica (TG) tem sido uma ferramenta Util para determinar
parametro de pressao de vapor, por ser uma técnica de rapida avaliacdo e requerer pequena
guantidade de amostra (LIMA, 2012).

A partir dos dados termogravimétricos foi obtido a pressdo de vapor dos OES e seus
respectivos marcadores (Tabela 7).

Na razdo de aquecimento 10°C.min™, a pressdo de vapor dos 6leos essenciais
apresentou a seguinte ordem: OEPa > OEEg > OESt-fruto > OESt-folha. Na razéo de
20°C.min™ a pressdo de vapor apresentou a seguinte ordem: OEPa > OESt-folha > OESt-
fruto > OEEg. Para a razio de 40°C.min™ obteve-se a ordem OEPa > OESt-folha > OEEg

> OESt-fruto. O OEPa apresentou os maiores valores para pressdo de vapor em todas as
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razdes de aquecimento sendo o 6leo de menor estabilidade térmica, pois apresentou uma
volatilizagdo maior que os demais 6leos. O OESt - folha apresentou uma maior estabilidade
térmica na razdo de 10°C.min™ frente aos demais 6leos por apresentar uma menor pressao
de vapor. O OEEg na razdo de 20°C.min™® e o OESt-fruto na razdo de 40°C.min™
mostraram-se ser mais estavel termicamente devido a baixa pressdo de vapor. Dessa forma,
pode-se observar também que o OEPa foi o0 Unico 6leo essencial que ndo sofreu influencia
das razdes de aquecimento no processo de vaporizagao.

Obteve-se a pressao de vapor para 0s marcadores dos respectivos 0leos essenciais a
partir dos dados termogravimétricos (Tabela 7). Na razdo de aquecimento 10°C.min*, a
pressdo de vapor apresentou na seguinte ordem decrescente: CAR > CIN > PIN > LIM. Na
raz&o de 20°C.min™* a pressdo de vapor apresentou a seguinte ordem: CAR > CIN > LIM >
PIN. Para a razdo de 40°C.min™ obteve-se a ordem CAR > CIN > LIM > PIN. O CAR
demonstrou possuir os maiores valores para pressdo de vapor em todas as razdes de
aquecimento sendo o marcador de menor estabilidade térmica, pois apresenta uma
volatilizagdo maior que os demais. O LIM apresentou uma maior estabilidade térmica na
razdo de 10°C.min™ frente aos demais marcadores por apresentar uma menor pressdo de
vapor. O PIN na razdo de 20°C.min™ e 40°C.min™ mostrou ser mais estavel termicamente
devido a baixa pressdo de vapor. Dessa forma, pode-se observar que as caracteristicas e/ou
estabilidade termoanaliticas dos marcadores refletiram nas caracteristicas dos OEs.
Segundo Hazra, Alexander e colaboradores (2004), a taxa maxima de perda de massa sdo
qguase as mesmas no pico devido as substdncias evaporarem em diferentes gamas de
temperaturas. Além disso, os OEs e seus marcadores enquadraram-se na classificacdo de
categorias de acordo com (HAZRA, ALEXANDER et al., 2004).
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Tabela 7- Dados de pressdo de vapor dos OEEg, OESt-fruto, OESt-folha e OEPa, 1,8-cineol (CIN), a-pineno
(PIN), limoneno (LIM) e carvacrol (CAR), nas razées de aquecimento de 10, 20 e 40 °C.min*, em atmosfera
de ar sintético (50 °C.min™) (n=3).

Pressao de Vapor
Amostras Razdo de Aquecimento
10 °C.min™ 20 °C.min™* 40 °C.min™

OEEg 72288,61 16058,11 13819,04
1,8-cineol 67358,77 19758,83 14217,47
OESt fruto 35617,97 16766,57 13108,38
a-pineno 62945,41 15189,72 13466,95
OESt folha 33032,42 21564,72 16612,81
limoneno 38915,30 17100,69 14164,88
OEPa 74828,35 29778,25 18834,75
carvacrol 71859,95 21602,57 18265,56

Fonte: Dados da pesquisa

4.4 CONCLUSAO

Através da caracterizacdo fisica, quimica e fisico-quimica dos derivados vegetais
(6leos essenciais), foi possivel determinar os parametros de controle de qualidade
condizentes com as exigéncias da ANVISA, segundo a RDC n° 26, de 13 de maio de 2014,
e dados obtidos da literatura cientifica.

A caracterizacdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) possibilitou identificar componentes presentes nos 6leos essenciais, como
também, permitiu determinar os constituintes majoritarios.

As técnicas termoanaliticas (TG e DTA) utilizadas para a caracterizacdo térmica dos
6leos essenciais proporcionaram a obtencdo de pardmetros tecnoldgicos em controle de
qualidade, fornecendo dados relevantes acerca do perfil térmico e da estabilidade térmica

dos 6leos essenciais e de seus respectivos marcadores.
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5.CAPITULO Il - DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS
EMULSIONADOS CONTENDO OLEOS ESSENCIAIS DE Eucaliptus globulus,
Schinus terebinthifolius E Plectranthus amboinicus

5.1 MATERIAL E METODOS

5.1.1 Preparacdes das Emulsdes

As emulsdes O/A foram preparadas utilizando misturas de diferentes proporcdes de
agentes tensoativos de natureza lipofilica (Span® 80, EHL= 4,3) e outro de natureza

hidrofilica (Tween® 20, EHL= 16,7) conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1- Valores do equilibrio hidréfilo-lipéfilo (EHL) das emulsdes contendo 6leo essencial.

TWEEN 20° SPAN80®°  valor EHL

Formulacéo Final
(%) EHL (%) EHL

F1 100.0 16.7 0.0 0.0 16.7
F2 919 154 81 03 15.7
F3 839 140 161 0.7 14.7
Fa 758 127 242 10 13.7
F5 67.7 113 323 14 12.7
F6 59.7 10.0 403 1.7 11.7
F7 516 86 484 21 10.7
F8 435 73 565 24 9.7
F9 355 59 645 28 8.7
F10 274 46 726 3.1 7.7
F11 194 32 806 35 6.7
F12 113 19 887 38 5.7
F13 32 05 968 4.2 4.7
F14 00 0.0 1000 43 4.3

F- Formulacdo, EHL-Equilibrio Hidrofilo-Lipdfilo
Fonte: FERREIRA, 2010.
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As emulsdes foram obtidas pelo método da temperatura de inversdo de fase o qual
foram preparadas 100 mL de emulsdo O/A, contendo 5% (p/p) de um 6leo (59), 2% (p/p)
de tensoativos (29) e 93% (p/p) de &gua (93 mL) (FERREIRA, SANTIAGO et al., 2010).
Inicialmente, a fase dispersante foi preparada pela adicdo de Tween 20® em agua destilada.
Além disso, a fase dispersa foi obtida com a adicdo de Span 80® no 6leo essencial. Ambas
as fases foram aquecidas separadamente a 50°C, e em seguida, misturadas. As emulsfes
finais foram obtidas apds a homogeneizagdo utilizando um ultra-turrax® (IKA, modelo T-

18, Frankfurt, Germany) a 15.500 rpm, durante 10min.
5.1.2 Estabilidade a Curto Prazo

A estabilidade a curto prazo foi avaliada por meio da técnica de microhematécrito
(TME) conforme descrito por MACEDO (2006). Para tanto, tubos capilares com heparina
livre foram cheios até 75%, com cada formulacgéo e colocada numa microcentrifuga Quimis
(modelo Q 10.500, S&o Paulo, Brasil) a 10.500 rpm, durante 10 min. Ap6s o ciclo de
centrifugacdo, os tubos capilares foram colocados contra a escala do microhematocrito e as
preparacdes que nao separaram de fase, o creme foi medido diretamente. O aspecto visual

foi avaliado a fim de investigar a separacédo de fases.
5.1.3 Estabilidade a Longo Prazo

As amostras foram armazenadas em tubos de ensaios sob temperatura ambiente (25
+ 2°C) por 1, 3, 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias. Durante o periodo de
armazenamento foram analisadas o pH, condutividade e indice de cremagem (IC). Além
disso, foram avaliadas o indice de cremagem (IC) dasas amostras armazenadas, em tubos
de ensaios, a baixa temperatura (5 = 2°C) no periodo de 1, 3, 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 150
e 180 dias (FERREIRA, SANTIAGO et al., 2010).
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5.1.3.1 Indice de Cremagem

O indice de Cremagem (IC) foi determinado experimentalmente por meio de um
paquimetro digital realizando as medicdes do creme formado na superficie. Os valores de
IC foram obtidos pela razdo entre a altura total do creme (CC) e a altura total da emulséo
(CT) de acordo com a eq. 5 (FERREIRA, SANTIAGO et al., 2010). CC e CT foram
medidos direto em tubos de ensaios de armazenamento com a ajuda de uma escala

graduada.

%IC = (5)x 100 )

onde CC= altura total do creme e CT= altura total da emulsao.
5.1.3.2 Avaliacéo do pH

As medicdes pH das emulsdes foram realizadas utilizando um phmetro digital Cap-
Lab® (modelo PG1800, Sao Paulo, Brasil), previamente calibrado com solugdes tampéo pH
4,0 e 7,0 a temperatura de 25° + 0,5°C.

5.1.3.3 Avaliacéo de Condutividade

A condutividade foi determinada usando um condutivimetro portatil MITE®
(modelo CD30, S&o Paulo, Brasil) previamente calibrado com uma solucéo padréo de 0,1N
KCI a temperatura de 25°C.

5.1.4 Quantificacdo dos Marcadores

O principal componente de cada 6leo essencial analisado foi quantificado por um
cromatégrafo de gas Shimadzu® (modelo GC-2010 Plus, Kyoto, Japan), detector por
ionizagdo em chama (DIC), equipado com um injetor split/split less AOC-20i e um

amostrador automatico. As analises foram realizadas sob as seguintes condigdes: 1,0uL de
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volume de injecdo, modo de separacdo, a partir da temperaturada coluna 60°C, velocidade
de 10°C.min™ até 200°C, a taxa de 20°C.min™ até 280°C. Temperatura do injetor foi de
260°C e detector a 280°C. Na extracdo do 6leo essencial da emulsdo o solvente utilizado

foi etanol.
5.1.5 Diagrama de Fases

A fim de determinar a regido de concentracdo dos componentes das formulacdes
capazes de formar emulsdes, foram construidos diagramas de fases utilizando o método de
diluicdo de agua a temperatura ambiente (FERREIRA et al., 2010; XAVIER et al., 2012).

A construgdo dos diagramas de fases pseudoternarios foi a partir da combinacéo dos
tensoativos monolaurato de sorbitano (Tween 20®) e oleato de sorbitano (Span 80®), dleo
essencial fase oleosa e fase aquosa composta por agua. Os 0leos essenciais utilizados foram
E. globulus (folha) e S. terebinthifolius (folhas e fruto). A preparacdo do diagrama
pseudoternario foi elaborada a partir da mistura de tensoativo e fase oleosa, com a titulacao
subsequente com a fase aquosa, cuja variacdo de concentracdo nas seguintes proporcoes:
1.9, 2:8, 3.7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1 permitiu a realizacdo de 99 formulagdes. A
homogeneizacdo foi realizada em ultra-turrax® (IKA, modelo T-18, Frankfurt, Germany)
com agitacdo mantida durante o periodo de 10 min. As emulsbes foram avaliadas
macroscopicamente, de acordo com a consisténcia, a fim de classificar os sistemas de
acordo com o0s seus aspectos fisico-quimicos em microemulsdo, emulsdo, creme, locdo ou

separacao de fases.
5.1.6 Estudos Termoanaliticos
5.1.6.1 Estudos Termoravimétricos (TG) e Andlise Térmica Diferencial (DTA)
As curvas TG e DTA dos Oleos essenciais foram obtidos utilizando uma
termobalanca Shimadzu®, modelo DTG-60H, sob ar sintético, de fluxo de 50 mL.min™,

com razdo de aquecimento de 10, 20 e 40°C.min™, de 25 a 350°C. As amostras foram

acondicionadas em cadinho de alumina com uma massa de 18,0 mg (£0,5). A ordem da
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reacdo (n), o fator de frequéncia (A) e a energia de ativacdo (Ea) foram determinados
usando o método de Ozawa a partir dos dados da termogravimetria dindmicas em
atmosferas de ar.

A determinacdo da faixa de temperatura (inicial e final) da etapa determinante,
necessaria para aplicar o modelo de Ozawa, foi obtida por dois diferentes modelos de coleta
de dados: tangente e observando a curva da derivada primeira (KOGA, 2013).

Os dados termogravimétricos e diferenciais térmicos foram analisados usando um
software TASYS da Shimadzu®.

5.1.6.2 Presséao de Vapor
5.1.6.2.1 Equacédo de Antoine e Equacdo de Langmuir

Os dados obtidos dos experimentos termogravimétricos do metilparabeno foram
utilizados para construir as curvas de pressao de vapor, utilizando a equagéo de Antoine, e
posteriormente determinar o valor de k, o qual sera utilizado para a construcdo das curvas
de pressdo de vapor dos Oleos essenciais e seus respectivos marcadores, utilizando a
equacéo de Langmuir (HAZRA, ALEXANDER et al., 2004).

O valor de k para o metilparabeno na razéo de 10, 20 e 40°C.min™, em atmosfera de
ar sintético foram: 125555 (+£1,60) e 414034 (£1,50), respectivamente (HAZRA,
ALEXANDER et al., 2004).

A equacdo de Antoine (HAZRA, ALEXANDER et al., 2004) é apresentada como se
segue:

mp = A—8B (2)

hﬂ
+
o

Onde P: ¢é a pressdo de vapor, T é a temperatura absoluta e A, B e C sdo as constantes de
Antoine de um dado intervalo de temperatura. As constantes de Antoine registradas para o
metilparabeno s&o: A = 5.23662, B = 1159.34 e C = -220.03, para um intervalo de
temperatura de 446-517 K (KOGA, 2013).
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A equacéo de Langmuir (HAZRA, ALEXANDER et al., 2004) é apresentada como

se segue:

dm M
am _ Sl (3)
a - P Grp

Onde (dm/dt): é a razéo da perda de massa por unidade de area, P ¢ a pressdo de vapor, o é

a constante de vaporizagdo e M é a massa molecular do vapor de evaporagao.

A equacdo de Langmuir pode ser modificada para obter os valores de pressao de
vapor de varios componentes simples. A seguinte modificacdo é descrita por Hazra,

Alexander e colaboradores (2004):
P= [a-l(ZnR)%] . [(T/M)% (‘fi—'f)] = k9 (4)

Onde: k =1 (ZﬂR)% e 9= (%)% (‘fi_r?)

Se k é considerado uma constante para um dado grupo de dados e é independente do

material usado, entdo o grafico de P versus v da o valor de k.
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5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Estudo de Estabilidade a Curto Prazo

Os resultados observados nos estudos de estabilidade realizados a curto prazo,
utilizando a técnica do microhematdcrito mostraram uma relacdo entre os valores de EHL e
do indice de cremagem (IC) conforme descrito na Figura 1. Os valores de IC foram obtidos
conforme a Equacdo 1.

A técnica de microhematdcrito produz estresse na amostra, forcando o deslocamento
e sedimentacdo das goticulas devido ao aumento na forca da gravidade, a fim de observar a
presenca de creme ou separacdo de fase (MCCLEMENTS, 2012). Segundo Casagrande e
colaboradores (2009), este teste é especialmente utilizado para avaliar a estabilidade de
emulsBes na fase de pré-formulacdo, dessa forma, pode ser Util para detectar alteragdes
durante o armazenamento.

As formulagdes contendo OEEg demonstraram que F5 (3,34%), F6 (3,33%), F7
(3,37%), F8 (2,80%), F9 (3,51%) e F10 (3,49%) possuiam os menores IC, dentre essas a
F8 apresentou 0 menor 1IC com um valor de EHL de 9,7.

O microhematdcrito apresentou 0os menores IC para as formulagdes de OESt fruto
F4, F5, F6 e F9 nas seguintes porcentagens: 5,14%, 5,36%, 4,75% e 5,14%.

As emulsBes contendo OESt (folha), que apresentaram o menor IC foram as
formulagdes F3 (5,09%), F4 (4,72%), F5(4,88%) e F6 (5,42%), F7 (5,36%), F8 (4,72%) e
F9 (5,9%).

Os resultados referente aos IC realizados no estudo de estabilidade a curto prazo das
formulagdes contendo OEPa apresentaram as seguintes formulagdes com os menores
indices de cremagem (IC), foram F3, F4, F5 e F6 com as seguintes porcentagens: 3,62%;
3,43%; 3,47% e 3,51%, respectivamente.
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Figura 1- Avaliacdo do indice de cremagem para o estudo de estabilidade a curto prazo, segundo a técnica
microhematocrito, de emulsdes contendo 6leo essencial de E. globulus (EEg), S. terebinthifolius-fruto (ESt
fruto), S. terebinthifolius-folha (ESt folha) e P. amboinicus (EPa).

12,00 ~ m EEg = ESt (fruto) = ESt (folha) m EPa
10,00 -
8,00 -
6,00 -
4,00 -

2,00 -

0,00 -
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13 F14

Formulacdes (F)

Fonte: Dados da Pesquisa

Os resultados obtidos na Figura 1 sugerem que o método foi capaz de detectar ndo
sO a influéncia da tensdo centrifuga, mas também contribuiu com a determinacéo da faixa
de formulagdes, que apresentaram estabilidade do sistema.

A técnica de microhematdcrito foi descrita pela primeira vez por Macedo,
Fernandes e colaboradores (2006), como capaz de detectar o EHL correlacionado com o IC
de cada sistema emulsionante de forma répida e eficiente. Além disso, esta técnica pode ser
utilizada com sucesso para avaliar os parametros de formulacao, tais como a composicéo de
tensoativo, bem como o seu respectivo valor de EHL uma vez que acelera o indice de
formagdo de creme ou a sedimentacéo dos produtos. No entanto, o estudo de estabilidade a
curto prazo em nosso trabalho se apresentou como um indicativo da faixa de EHL com
melhor estabilidade, diferindo dos resultados apresentados por Macedo, Fernandes e
colaboradores (2006), onde a técnica de microhematécrito foi capaz de determinar
individualmente a influéncia do valor de EHL na estabilidade das formulagfes. Os

resultados confirmam a viabilidade do estudo de curto prazo utilizando o microhematdcrito,
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porém, apenas como teste preliminar para determinar uma faixa menor de EHL a ser
avaliado no estudo de longo prazo (FERREIRA, SANTIAGO et al. 2010; TADROS,
2014).

5.2.2 Estudo de Estabilidade a Longo Prazo

Os resultados do estudo de estabilidade a longo prazo das emulsdes contendo OEEg,
OESt (fruto), OESt (folha) e OEPa estéo expressos nas Tabelas 2, 3, 4 e 5. O experimento
foi realizado durante 180 dias sob condigdes diferentes de temperatura (5 e 25°C). Dessa
maneira, foram avaliados os parametros, como indice de cremagem, pH, condutividade e a
quantificacdo dos marcadores de acordo com uma variacdo dos valores de EHL
(FERREIRA, SANTIAGO et al., 2010; TADROQOS, 2014).

5.2.2.1 Indice de Cremagem

O Indice de Cremagem (IC) é a medida mais habitual da instabilidade da emulsio
resultando numa possivel separacdo de fases. No entanto, o indice de cremagem esta
associado a interface que separa a fase oleosa da fase aquosa e sO é possivel obter
informacdo sobre a localizacdo da interface entre a fase oleosa e aquosa e ndo sobre o perfil
de concentracdo total de goticulas (VARKA E KARAPANTSIOS, 2011). O IC pode
fornecer informacdes indiretas sobre o grau de agregacao das goticulas na emulsdo, quanto
maior o indice de formacdo de creme, mais rapidamente 0 movimento das gotas e, por
conseguinte, a separagdo de fases (VARKA, AMPATZIDIS et al., 2010, HOSSEINI,
JAFARI et al., 2015).

As formulacGes foram avaliadas apds 24 horas de preparadas, durante o periodo de
180 dias. Embora haja variagdo dos valores de EHL das formulacbes de acordo com a
Tabela 1, o processo de emulsificagdo por inversao de fases foi capaz de produzir em todas
as emulsdes um aspecto branco leitoso. Os valores de IC foram obtidos conforme a equagéo
1.

As emulsbes contendo OEEg, (F8, F9, F10, F11, F12 e F14) no primeiro dia (D1)

mostraram visualmente um aspecto homogéneo sem a formacgédo de creme na superficie
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para ambas as formulagbes armazenadas a temperatura ambiente e a temperatura de 5°C,
confome Tabela 2.

As emulsbes de OEEg (F6, F7, F8, F9, F10, F11, F12 e F13) a temperatura
ambiente, apresentaram uma pequena formacdo de creme até o décimo dia (D10) de
armazenamento, o que indica que as emulsdes sdo estaveis para a separacdo de fase durante
este curto periodo de armazenamento. Com o aumento do periodo de armazenamento, foi
obsevada uma formacao gradual de creme até o trigésimo dia (D30). As formulacGes F8, F9
e F10 mostraram cremes constantes a partir do D60. Por outro lado, as emulsdes de OEEg
armazenadas a 5°C (F6, F7, F8, F9, F10, F11, F12, F13 e F14) mostraram a formacéo de
creme irrelevante até 15 dias (D15) de armazenamento, o que indica que as emulsdes sdo
estaveis durante este curto periodo de armazenamento. Com o aumento do periodo de
armazenamento, observou uma formacdo de creme até D60, mas depois permaneceu
constante sem nenhuma alteracao.

Observou-se que as formulacbes F13 e F14 (a temperatura ambiente) e F14 (a 5°C)
apresentaram um valor elevado do IC. No entanto, as formulagdes F7 a F12 (temperatura
ambiente) e F5 a F8 (temperatura de 5°C) tiveram os menores IC, demonstrando serem as
emulsdes mais estaveis. Destas formulacGes, a F7 e F8 armazenadas tanto a temperatura
ambiente, quanto a temperatura de 5°C, apresentaram uma menor variacdo no IC durante o

periodo de 180 dias (D180) de armazenamento, demonstrando serem as mais estaveis.
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Tabela 2- indice de cremagem (%) em temperatura ambiente (25 °C) e sob refrigeracio (5°C) para emulsdes contendo 6leo volatil de E. globulus (EEQ).

Tempo de Armazenamento (D - dia)

FormulagBes EHL

F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
F13
F14

16,7
15,7
14,7
13,7
12,7
11,7
10,7
9,7
8,7
7,7
6,7
5,7
4,7
4,3

D1

25°C
3,51
2,94
2,78
1,85
2,94
1,96
1,94
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,91
0,00

5
°C
1,74
1,87
1,98
1,89
2,00
1,02
1,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

D3

25°C
3,54
2,94
2,78
2,78
2,94
1,96
1,94
0,93
0,97
0,93
0,93
0,93
1,82
2,73

5°C
3,48
2,80
1,98
1,89
2,00
1,02
1,01
0,00
0,00
0,00
0,97
0,00
0,00
0,93

D10

25°C
4,42
3,92
3,70
2,78
3,00
1,96
1,94
1,85
1,94
1,85
1,85
1,85
2,73
3,64

5°C
4,35
3,74
2,97
2,83
3,00
2,04
2,02
1,04
1,11
1,02
1,94
1,00
0,88
0,93

D15

25°C
4,55
3,88
3,85
2,86
3,06
2,04
2,00
1,92
2,02
1,92
1,90
1,90
2,75
3,70

5°C
4,39
3,81
4,04
2,86
3,06
2,08
2,04
1,06
1,12
1,02
1,96
2,04
1,79
1,87

D30

25°C
3,74
2,97
2,97
2,94
2,11
2,08
2,06
0,98
1,04
0,99
1,96
1,94
4,76
571

5°C
4,46
3,81
4,08
3,88
3,09
2,11
2,08
2,13
2,25
2,06
1,98
2,06
3,64
3,77

D60

25°C
0,00
1,05
1,05
1,04
2,27
1,11
1,11
0,00
0,00
0,00
3,06
4,12
6,00
6,93

5¢°C
5,45
4,81
521
4,90
4,21
3,23
4,21
2,17
2,27
3,13
3,00
3,09
5,45
571

D90

25°C
0,00
0,00
1,11
1,11
1,22
1,19
1,19
0,00
0,00
0,00
1,09
4,35
6,32
7,45

5°C
4,59
5,88
5,26
4,95
4,26
3,26
4,26
3,30
3,49
3,16
4,08
4,17
7,41
6,80

D120
25°C
0,00
0,00
1,15
1,15
1,28
1,23
3,75
0,00
0,00
0,00
3,41
5,75
8,89
8,89

5°C
4,67
4,95
5,32
4,00
3,23
3,33
3,33
3,26
3,53
4,26
4,12
5,38
7,84
8,82

D150
25°C 5°C
0,00 481
0,00 4,08
0,00 4,40
0,00 4,12
1,37 4,40
1,41 341
125 333
0,00 341
0,00 3,61
0,00 4,35
2,38 4,26
366 5,56
9,41 7,69
10,59 10,00

D180

25°C
0,00

0,00

0,00

0,00

0,00
1,39

0,00

0,00

0,00

0,00
1,27
1,30

11,25
11,11

5°C
3,92
4,17
5,56
4,12
3,33
3,45
3,37
3,53
5,00
5,56
5,38
6,74
6,80
10,20

F- formulagdes, D - dias.

Fonte: Dados da Pesquisa
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As formulacbes F5, F6, F7, F8, F9, F10, F11 e F12, contendo OESt (fruto), a
temperatura ambiente (Tabela 3) apresentaram, no tempo D1, os menores valores de IC, ja
nos dias D30 e D90, as formulagdes que apresentaram os menores valores de IC foram F5,
F6, F7, F8 e F9. A emulsdo F14 apresentou uma instabilidade elevada culminando na
separacdo de fase no tempo D30, devido a elevada formacdo de creme. Além disso, as
formulagOes F4, F5, F6 e F7 mostraram possuir os menores 1C e uma menor variagdo do IC
ao longo do periodo de 180 dias.

As emulsdes, contendo OESt (fruto), armazenadas a temperatura 5°C, conforme
Tabela 3, demonstraram possuir IC reduzidos nos primeiros 10 dias (D10). As formulacdes
F5, F6, F7, F8, F9 e F10 apresentaram 0s menores IC no tempo D30, D90 e D120. No
entanto, no tempo D180 as emulsdes F5, F6 e F7 mostraram os menores IC e as menores
variacdes do IC. A formulacBes que apresentaram um menor IC ao longo de 180 dias
(D180) de armazenamento foram F5, F6 e F7, em ambas as temperaturas.

Na avaliacdo do IC das emulsGes contendo OESt (folha), no tempo D1, ndo houve a
formagéo de creme para as formulacgdes F8, F9, F10 e F11 para ambas as temperaturas de
armazenamento (Tabela 4). Nas formulag¢bes F1 e F2, no tempo D150, e na F3 no tempo
D180, verificou-se a separacdo de fases, tal fendmeno ocorreu devido ao aumento
progressivo e acentuado da formacdo de creme, que levou a coalescéncia promovendo a
separacdo de fase e consequentemente a perda da estabilidade (LIZARRAGA, PAN et al.,
2008; XAVIER-JUNIOR, SILVA et al., 2012; KOMAIKO, SASTROSUBROTO et al.,
2015).

Além disso, as formulacbes F8 e F9 a patir de D30 até D180 para a temperatura
ambiente e a temperatura de 5°C (Tabela 4) apresentaram 0s menores valores e menores
variacdes de IC. Dessa forma, foi constatado que as formula¢bes OESt (folha) F8 e F9
foram as mais estaveis, uma vez que, o fenbmeno de formacdo de creme ndo foi tdo
acentuado como nas outras formulagbes. E necessario um segundo experimento
fracionando os valores de EHL entre as formulacGes F8 e F9 para determinar de forma mais

precisa a emulsédo com a melhor estabilidade.
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Tabela 3- indice de cremagem (%) em temperatura ambiente (25 °C) e sob refrigeracdo (5°C) para emulsdes contendo 6leo volatil de S. Terebinthifolius-fruto

(ESt-fruto).

Tempo de Armazenamento (D - dia)

Formulacdo EHL

F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
F13
F14

16,7
15,7
14,7
13,7
12,7
11,7
10,7
9,7
8,7
7,7
6,7
5,7
4,7
4,3

D1
25°C
4,76
3,26
3,06
3,37
1,94
2,06
0,99
1,11
0,97
1,02
0,97
2,00
1,96
2,15

5°C
3,53
3,26
2,30
2,22
1,06
1,04
1,00
0,00
0,00
0,00
0,99
1,08
2,02
0,00

D3
25°C
6,02
5,43
4,08
4,49
2,94
3,09
1,98
2,22
1,94
1,02
1,94
3,00
3,96
3,23

5°C
4,71
4,35
3,45
3,37
3,19
2,08
2,00
1,03
0,97
1,04
0,99
2,15
3,03
2,91

D10

25°C
7,23
6,52
5,10
5,68
4,90
4,12
3,96
3,33
2,91
4,12
4,85
7,00
8,91
8,60

5°C
7,06
5,43
5,75
5,62
4,26
4,17
3,00
3,09
1,94
3,13
3,96
4,30
6,12
5,83

D15
25°C
8,43
6,59
6,19
5,68
4,95
4,17
4,00
3,33
2,91
5,15
5,88
8,00
10,00
9,78

5°C
7,06
6,52
5,75
5,62
5,32
4,17
3,00
3,09
2,91
3,13
3,96
6,45
7,14
7,77

D30
25°C
8,54
7,69
6,19
6,82
4,95
521
4,00
4,44
3,92
6,19
6,86
10,00
12,00
SF

5°C
8,24
7,61
6,90
6,74
5,26
4,17
4,04
4,17
3,88
4,17
5,00
7,53
9,18
8,74

D60

25°C 5°¢°C
732 7,14
7,78 6,59
6,25 6,98
6,90 6,74
594 6,45
526 5,26
500 5,05
562 521
3,96 4,90
722 526
7,84 8,00
10,00 9,68
12,00 11,22
SF 10,78

D90

25°C 5°C
741 8,33
6,74 7,69
6,32 6,98
6,98 6,82
6,00 6,38
526 5,26
505 510
568 521
4,95 5,88
8,25 6,32
8,82 8,00
10,10 10,87
11,11 13,27

SF 12,75

D120

25°C 5°C
6,25 8,33
787 1,78
737 698
6,98 6,82
6,00 5,38
526 526
505 510
568 521
6,00 6,86
9,28 6,32
10,89 9,00
12,12 11,96
14,14 13,40

SF 12,75

D150

25°C 5°C
6,25 8,33
6,82 8,89
737 8,14
5,88 6,82
6,06 6,45
5,26 5,26
6,06 5,10
795 6,25
7,00 7,84
8,33 7,37
10,89 9,00
12,24 11,96
13,00 13,40

SF 13,86

D180

25°C
6,33
6,82
6,38
4,71
5,05
5,32
6,06
6,90
7,00
9,38
12,87
12,24
15,15
SF

5°C
8,33
7,78
8,24
6,82
5,38
5,26
5,10
6,25
5,88
7,37
12,00
10,87
14,43
14,85

F- formulagdes, D - dias.

Fonte: Dados da Pesquisa
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Tabela 4. indice de cremagem (%) em temperatura ambiente (25 °C) e sob refrigeragdo (5°C) para emulsdes contendo 6leo volatil de S. Terebinthifolius-folha
(ESt-folha).

Tempo de Armazenamento (D - dia)

D1 D3 D10 D15 D30 D60 D90 D120 D150 D180
Formulagdes EHL ———————  —— [ —

25°C 5°C 25°C 5°C 25°C 5°C 25°C b5° 25°C 5°C 25°C 5°C 25°C 5°C 25°C 5° 25°C 5°C 25°C 5°C
F1 16,7 361 189 488 377 741 571 6,25 6,67 6,33 7,62 649 7,77 1333 7,77 13,70 8,91 SF 784 SF 792
F2 157 250 233 500 349 641 581 641 588 779 7,06 6,76 824 972 8,33 10,00 8,43 SF 964 SF 854
F3 147 309 202 309 303 526 562 526 606 532 612 556 729 562 833 465 729 3529 729 SF 7,37
F4 137 225 194 337 294 575 490 581 490 581 588 610 7,00 4,94 700 625 7,00 513 7,07 533 7,14
F5 12,7 233 217 349 326 471 435 471 435 595 543 494 659 6,33 6,67 649 6,67 571 556 580 6,82
F6 11,7 227 247 345 247 460 494 465 494 588 500 488 625 6,17 6,25 633 633 649 633 4,00 7,69
F7 10,7 115 111 230 222 4,65 333 4,71 444 476 444 617 562 6,25 568 513 568 395 6,82 8,00 6,82
F8 97 000 000 000 119 120 238 122 238 125 361 130 244 133 366 135 370 139 500 143 6,25
F9 87 000 000 1,10 1,09 111 217 227 330 1,15 330 1,20 3,33 1,25 4,44 127 556 128 562 132 562
F10 77 000 000 1,11 1,214 337 227 341 341 460 460 357 460 6,10 581 6,25 581 506 824 6,49 8,24
F11 6,7 000 000 106 106 2,13 213 319 319 435 426 556 430 556 538 568 645 575 652 581 761
F12 57 104 213 2,08 213 421 426 526 426 638 538 645 645 659 860 556 978 9,09 761 1149 761
F13 47 19 09 28 192 577 288 6,73 481 777 680 784 784 500 098 505 99 10,20 10,89 12,37 12,00
F14 43 185 183 2,78 2,78 463 3,70 6,48 4,63 660 556 6,73 648 874 10,28 990 10,78 13,00 11,88 1546 14,85

F- formulagdes, D - dias.

Fonte: Dados da Pesquisa
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A Tabela 5 mostra que todas as formulagdes contendo OEPa a temperatura
ambiente apresentaram formacéo de creme a partir do primeiro dia (D1). Com o aumento
do periodo de armazenamento, as emulsdes mostram gradual formacdo de creme até os 90
dias (D90). As emulsdes F5, F6, F7, F8, F9, F10 e F11 separaram de fase aos 120 dias
(120). Por conseguinte, as emulsbes F12 e F13 separaram de fase aos 180 dias (D180)
demonstrando a instabilidade do sistema. A formulacdo F14 apresentou uma elevada
formagéo de creme no D180. Durante o processo de formacdo de creme, observou-se
inicialmente um elevado IC, e, em seguida, 0 aumento progressivo do IC e uma diminuicéo,
ao longo do tempo, de armazenamento no qual a emulsdo estd se preparando para a
separacdo de fase (LIZARRAGA, PAN et al., 2008; KOMAIKO, SASTROSUBROTO et
al., 2015). Por outro lado, as emulsbes F1, F2, F3 e F4 apresentaram uma melhor
estabilidade em relacdo as outras emulsoes.

As formulacdes OEPa, analisadas a temperatura 5°C (Tabela 5), apresentaram ser
mais estaveis que as formulacGes armazenadas a temperatua ambiente, ndo sendo observada
separagdo de fase até o D180 (GHOSH, PRADHAN et al., 2015). Ao comparar as
formulacGes a temperatura ambiente e 5°C, observou-se que ha influéncia da temperatura
sobre a estabilidade (VARKA, AMPATZIDIS et al., 2010). De acordo com estudos
realizados por Leal, Sousa et al.(2013) e Hosseini, Jafari et al. (2015), as altas temperaturas
promovem uma elevada frequéncia de colisbes das goticulas acelerando o processo de
coalescéncia, resultando em uma menor estabilidade das emulsdes.

Com o aumento do periodo de armazenamento, houve o0 aumento continuo de creme
presente nas formulac6es no qual observou os maiores IC nas formulagbes F6, F7, F8, F9,
F10, F11, F12 e F13. No entanto, as emulsdes F1, F2, F3, F4 e F5 apresentaram 0s menores
IC a 5°C. Dessa forma, as formulacdes mais estaveis na avaliacdo do IC, tanto a

temperatura ambiente quanto a temperatura de 5°C foram as formulag6es F1, F2, F3 e F4.
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Tempo de Armazenamento (D - dia)

Formulacdo EHL

F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9

F10

F11

F12

F13

F14

16,7
15,7
14,7
13,7
12,7
11,7
10,7
9,7
8,7
7,7
6,7
5,7
4,7
4,3

D1
25°C
2,44
2,41
5,00
5,13
5,13
4,88
3,90
5,00
5,13
3,75
3,75
3,75
1,23
2,50

5°C
2,44
3,61
3,75
3,75
4,88
5,00
3,75
3,85
4,94
2,56
3,70
2,50
1,25
3,80

D3
25°C
3,66
5,06
5,00
6,41
6,41
6,10
5,19
6,25
5,13
5,00
5,00
5,00
2,47
3,80

50°C
3,70
4,82
6,25
5,06
4,88
6,25
5,00
5,19
5,00
3,85
4,94
5,00
3,75
3,85

D10
25°C 5°C
6,17 3,70
6,41 3,66
7,69 5,00
6,41 5,06
6,58 4,94
741 6,33
6,67 6,25
7,50 6,49
6,41 6,25
6,49 6,41
759 741
8,86 6,25
6,25 5,00
6,41 5,06

D15
25°C 5°C
6,25 3,75
6,58 3,70
789 3,85
6,58 5,13
6,76 5,00
7,59 641
6,76 5,06
7,79 519
7,89 5,06
8,82 5,19
7,79 6,25
7,79 5,06
6,41 5,06
7,89 513

D30
25°C 5°C
6,25 5,00
6,58 4,94
7,89 513
6,58 5,13
6,76 6,25
7,59 641
6,76 6,33
7,79 6,49
7,89 6,33
8,82 6,49
7,79 7,59
7,79 6,33
6,41 6,33
7,89 641

D60
25°C
6,41
6,85
8,11
8,00
8,45
9,09
8,22
9,21
6,67
10,17
9,21
6,67
9,33
8,22

5°C
5,06
5,00
6,41
6,49
6,33
7,79
7,69
7,89
7,59
6,58
8,86
8,97
7,69
9,09

D90
25°C
6,67
7,14
7,14
6,85
5,97
541
5,71
6,85
6,94
8,93
8,11
9,46
10,96
11,43

5°C
5,13
6,25
6,41
6,49
6,33
7,89
7,79
7,89
8,97
8,00
8,97
9,09
8,97
9,09

D120
25°C 5°C
6,85 641
8,82 6,25
725 7,69
6,94 6,58
SF 7,59
SF 7,89
SF 7,79
SF 8,00
SF 7,69
SF 8,00
SF 10,39
9,86 7,79
9,86 897
11,94 10,53

D150
25°C
571
7,69
7,58
7,25
SF
SF
SF
SF
SF
SF
SF
0,00
8,82

5°C
6,41
5,06
6,49
6,58
7,69
7,89
7,79
8,11
8,97
8,11
9,09
9,21
9,09

D180
25°C 5°C
580 641
8,20 5,06
6,25 7,79
746 6,67

SF 7,69
SF 8,00
SF 9,09
SF 9,46
SF 10,26
SF 9,46
SF 10,39
SF 9,21
SF 11,84

7,81 10,53 13,11

12,00

F- formulagdes, D - dias.

Fonte: Dados da Pesquisa
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Dessa forma, ap6s a emulsificacdo, foi constatado que, em todas as emulsdes
contendo OEEg, OESt (fruto), OESt (folha) e OEPa, as goticulas migraram para a
superficie da amostra e, ap6s de algumas horas, comecaram a formar uma camada de
creme, que resultou na agregacdo destas goticulas facilitando a coalescéncia podendo
eventualmente separar de fase (KOMAIKO, SASTROSUBROTO et al., 2015; GUERRA-
ROSAS, MORALES-CASTRO et al, 2016). Assim, as emulsbes mostraram
comportamento diferente para formacdo de creme durante o tempo de armazenamento, de

acordo com a concentracao do agente tensoativo utilizado.

5.2.3 pH

O valor de pH é uma ferramenta simples, que permite avaliar 0os processos de
instabilidade, uma vez que uma diminuicdo significativa deste pardmetro demonstra uma
possivel degradacdo de sistemas emulsionados (FERREIRA et al, 2010; XAVIER-
JUNIOR, SILVA et al. 2012; CHEN et al, 2013). Os resultados de pH para os sistemas
emulsionados contendo OEEg, OESt (fruto), OESt (folha) e OEPa armazenados a
temperatura ambiente, estdo apresentados na Figura 2.

As emulsdes OEEg, OESt (fruto), OESt (folha) e OEPa demonstraram uma
tendéncia de diminuicdo ao longo de 180 dias, dos valores de pH na mesma formulacéo.
Além disso, a formulacdo F4 contendo OESt (fruto) apresentou a maior reducdo de pH, a
partir do décimo quinto dia (D15), quando comparado com as formula¢des contendo o
mesmo 6leo essencial. Apesar do IC (temperatura ambiente/ temperatura 5°C) ndo detectar
uma instabilidade acentuada na formulacdo F4 ao longo dos 180 dias, o valor de pH da
referida formulacdo ja demonstrava a ocorréncia de degradacdo da formulacdo F4 a partir
do tempo D15. As formulagdes F10, F11, F12, F13 e F14 contendo OESt (folha) nédo
apresentaram uma reducgdo acentuada do pH, tal fato ocorreu, segundo Macedo et al.
(2006), em funcéo da quantidade elevada de Span® 80.
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Figura 2 - Determinacdo de pH durante estudo de estabilidade (1 a 180 dias) de emulses preparadas com os dleos essenciais de E. globulus (OEEg), S.
Terebinthifolius-fruto (OESt fruto), S. Terebinthifolius-folha (OESt folha) e P. amboinicus (OEPa).
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Fonte: Dados da Pesquisa
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Segundo Ferreira, Santiago (2010) e Chen, Zhao e colaboradores (2013), a reducgéo
dos valores de pH pode ser explicada pela decomposicdo dos 6leos volateis em razdo da
ocorréncia das reacgdes de hidrdlise, causando uma diminuigdo do pH em fungéo do tempo
de armazenamento e ndo uma instabilidade fisica. Cabe salientar que, em 0Oleos volateis, a
oxidacdo lipidica € um fenbémeno espontaneo que pode ocorrer em funcdo do
processamento e das condi¢cfes de armazenamento, promovendo alteragdes de parametros
fisico-quimicos (AZEEZ, EJETA et al., 2013). Dessa forma, os resultados de pH para
emulsdes armazenadas a temperatura ambiente ndo indicaram uma influéncia importante
sobre o EHL, uma vez que, o pH ndo foi indicativo de estabilidade para estes sistemas

contendo 6leo volatil.

5.2.4 Condutividade

A condutividade elétrica € uma ferramenta frequentemente utilizada para determinar
os tipos de emulsGes e avaliar as alteracdes fisicas durante o periodo de armazenamento,
como também, de prever a estabilidade da mesma (MASMOUDI, LE DREAU et al., 2005,
CASTELI, MENDONCA et al., 2008).

O perfil de condutividade elétrica nos sistemas emulsionados contendo OEEg, OESt
(fruto), OESt (folha) e OEPa estdo descritos na Figura 3, demonstrando que todas as
emulsdes apresentaram variag0es nos valores da condutividade ao longo do tempo.

As emulsbes contendo OEEg foram muito semelhantes na condutividade dentro dos
primeiros 30 dias (D30). Nos dias seguintes, as formula¢bes mostraram um aumento na
condutividade, que sdo proporcionais aos valores de EHL, mantendo a semelhanca entre
elas. Porém, a F1 durante todo o periodo de armazenamento (D180) foi a formulacdo que
apresentou 0s maiores valores de condutividade quando comparados com as demais
formulacdes. Além disso, 0 aumento progressivo e acentuado observado na formulagdo F1
prevé que o processo de separagdo ocorrerd primeiro em relacdo as demais formulagdes
(MASMOUDI, LE DREAU et al., 2005). Dessa forma, as formulacbes de F2 a Fl14
apresentaram pequenas alteragbes na condutividade, entre si, devido & proporcdo dos
agentes tensoativos nas formulages, uma vez que, os valores de EHL mais elevados

apresentaram uma maior proporcdo de agente tensoativo hidrofilico, enquanto que os
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baixos valores de EHL apresentaram uma maior proporcao de agente tensoativo lipofilico
(SOTIROUDIS, SOTIROUDIS et al., 2005).

As emulsbes contendo OESt (fruto) apresentaram pequenas variagdes de
condutividade entre si ao longo do estudo, exceto a formulacdo F1, que apresentou um
aumento acentuado a partir do terceiro dia (D3) e a formulacdo F4, que apresentou um
elevado aumento da condutividade a partir do décimo quinto dia (D15). De acordo com
Masmoudi, Le Dréau e colaboradores (2005), o aumento progressivo observado da
condutividade, durante varios meses, observado ocorre antes da separacdo de fases. A
formulacdo F14 apresentou um baixissimo valor de condutividade durante o periodo de
armazenamento em relacdo as demais formulagdes. Apesar do baixo valor da
condutividade, possivelmente devido a elevada lipofilicidade do tensoativo presente na
mistura dos agentes emulsificantes, o indice de cremagem (IC) no trigésimo dia (D30)
previu a instabilidade da formulacdo F14 a temperatura ambiente.

As emulsdes contendo OESt (folha) foram muito semelhantes nos valores de
condutividade dentro dos primeiros 15 dias. Nos dias seguintes, as formulagfes mostraram
um aumento na condutividade que sdo proporcionais as misturas dos tensoativos. No
entanto, as formulacdes F1, F2 e F3 apresentaram 0s maiores valores de condutividade a
partir do décimo dia (D10), confirmando um processo de instabilidade detectado nos
resultados do indice de cremagem (IC) do estudo de estabilidade a longo prazo
demonstrado na Tabela 4. Dessa maneira, os valores de condutividade das formulagdes
estdo relacionados com a fase aquosa, sendo a maior quantidade de agua a fase externa
(continua), que conduz a um aumento da condutividade (SOTIROUDIS, SOTIROUDIS et
al., 2005).

Os resultados da condutividade das formulagbes contendo OEPa, mostraram um
pequeno aumento da condutividade até o nonagésimo dia (D90). A partir do D90, somente
as formulacbes F1, F2, F3 e F4 apresentaram um aumento continuo dos valores de
condutividade, diferentemente das demais formulac6es, que além do aumento apresentaram
uma reducdo na condutividade. De acordo com Abdullah, Abdulkarim e colaboradores
(2011) e Mahmood e Akhtar (2013), o aumento continuo dos valores de condutividade é
atribuido ao processo de coalescéncia da fase interna, seguido por uma reducédo, que pode

ser atribuido a separacéao de fases.
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Figura 3- As curvas de condutividade das emulsdes contendo os dleos essenciais de E. globulus (OEEg), S. terebinthifolius-fruto (OESt fruto), S. terebinthifolius-
folha (OESt folha) e P. amboinicus (OEPa) versus, tempo de acordo com as formulagGes armazenadas a temperatura ambiente.
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Pode-se observar que, a partir do tempo D120, o perfil de condutividade confirmou
0 processo de instabilidade das emulsfes F5 a F14 contendo OEPa, sendo confirmado na
Tabela 5 do IC do estudo de estabilidade a longo prazo.

Assim, a condutividade das emulsbes pode estar relacionada com a facilidade com
que a combinacdo de compostos formara a interface 6leo/agua e as alteragdes nos valores
de condutividade também estdo relacionados com a instabilidade da dispersdo da emulséo
(HALBAUT, BARBE et al., 1996; BERNARDI, PEREIRA et al., 2011). Dessa maneira,
0s parametros de condutividade ddo uma indicacdo da capacidade da mistura do tensoativo

para produzir uma emulséo e da ocorréncia de possiveis processos de instabilidade.

5.2.5 Analise quantitativa dos Marcadores dos Oleos Essenciais em Emulsdes

A analise quantitativa desempenha um papel importante no campo farmacéutico
através do processo de producdo, controle de qualidade até o produto acabado, para
conseguir um padréo de qualidade facilitando o desenvolvimento de medicamentos. Esta
abordagem torna-se mais critica e dificil, quando os materiais complexos como matrizes
biolégicas sdo utilizadas como substancias ativas. Em relacdo aos 6leos essenciais, a
complexidade quimica é seguida por propriedades fisico-quimicas adversas, sendo a
avaliagdo quantitativa utilizada tanto como indicativo de estabilidade, bem como medida de
sucesso tecnoldgico (LUKHOBA, SIMMONDS et al., 2006; RUZSIKOVA, SOUCKOVA
etal., 2015).

Os teores das emulsdes foram realizados através da analise quantitativa dos
marcadores 1,8-cineol, limoneno, a-pineno e carvacrol. Os marcadores foram analisados
por CG, sendo os principais constituintes do OEEg, OESt (fruto), OESt (folha) e OEPa,
respectivamente. Os teores das emulsbes contendo OE também foram avaliados como
indicativo de estabilidade das emulsdes. Assim, o contetdo dos marcadores para cada
formulacdo foi avaliado ao fim dos 7 dias e de 180 dias de armazenamento, a temperatura
ambiente. As proporgdes dos OEs aprisionados em sistemas emulsionados foram estimadas
a partir do volume total de OE adicionado a cada formulag&o.

O teor de 1,8-cineol, apds 7 dias, presente nas emulsdes contendo OEEg variou

entre 16,89 e 67,25%. O teor maximo apresentado para as formulacGes F11 e F13 foram
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61,46 e 67,25, respectivamente. Apds 180 dias, houve uma diminuicdo quanto ao conteido
do 1,8-cineol. A redugdo do contetdo variou de 99,% a 48,21%, possuindo a maior

variacdo a formulacdo F4 e uma menor variacdo a F7 (Figura 4).

Figura 4- Teor de 1,8-cineol em emulsdes de OEEg apos sete (D7) e 180 (D180) dias de armazenamento sob
temperatura ambiente. A média e o erro padrdo (SEM) de pelo menos trés experimentos independentes.

100 ~
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90 - m D180

1,8-cineol (%0)
S

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13 F14
Formulacdes (F)

Fonte: Dados da pesquisa

E importante descrever o comportamento do teor residual apds 180 dias, uma vez
que, devido as caracteristicas volateis dos 6leos essenciais, podem explicar a dificuldade de
aprisionamento e retencdo do 6leo. Dessa forma, levando em consideracdo o teor residual
de 6leo apos 180 dias, as formulagbes contendo OEEQ, que apresentaram 0s maiores teores
residuais do marcador foram F7 a F10 (EHL: 7,7 a 10,7), evidenciando a faixa de EHL de
maior estabilidade para os sistemas.

As emulsdes contendo OESt (fruto) apresentaram, apés 7 dias, uma variagdo de a-
pineno de 7,23 a 35,68%. Os maiores teores de a-pineno foram observados nas formulagdes
F5 (35,68%) e F7 (33,40%). Apos 180 dias, foi observada uma diminui¢cdo do marcador,
que variou de 39,42 a 70,77%, para a formulacdo F4 e F14, respectivamente (Figura 5). A
descricdo do comportamento do teor residual do 6leo, apds 180 dias, das formulacbes F4 a
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F9 (EHL: 8,7 a 13,7) apresentaram 0s mais elevados teores do marcador (15,18 a 17,23%),

reforgando a faixa de EHL de maior estabilidade para os sistemas emulsionados.

Figura 5- Teor de o-pineno em emulsdes de OESt (fruto) apo6s sete (D7) e 180 (D180) dias de
armazenamento sob temperatura ambiente. A média e o erro padrdo (SEM) de pelo menos trés experimentos

independentes.
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 6- Teor de limoneno em emulsdes de OESt (folha) ap6s sete (D7) e 180 (D180) dias de
armazenamento sob temperatura ambiente. A média e o erro padrdo (SEM) de pelo menos trés experimentos

independentes.
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O teor de limoneno, em porcentagem, ap6s 7 dias, presente nas emulsfes contendo
OESt (folha) variou de 16,89 a 67,25%. Foi observado o teor maximo de limoneno nas
formulacdes F11 (61,46%) e F13 (67,25). A reducdo do conteldo do limoneno variou de
28,98 a 48,21%, para a formulacdo F3 e F10, respectivamente, ap6s 180 dias (Figura 6).
Dessa forma, foi observado o comportamento do teor residual de 6leo apds 180 dias das
formulagcbes F6 a F13 (EHL: 4,7 a 11,7), que apresentaram 0s maiores teores residuais do
marcador (29,28 a 30,85%), confirmando os EHLs de maior estabilidade para os sistemas.

Ao analisar o teor de carvacrol, apds 7 dias, presente nas emulsdes contendo OEPa,
observou-se que este variou de 25,6 a 100,00% conforme demonstrado na Figura 7. O teor
maximo carvacrol foi observado nas formulagdes F1 (83%), F2 (97,38) e F10 (100,00%).
Quanto ao conteudo do carvacrol apds 180 dias, uma diminuicdo importante foi observada.
A reducdo do contetdo variou de 50,3 a 89,6%, a formulacdo F8 apresentando menor
variacdo e a F11 a maior variacdo. Desse modo, as formulacdes F1 a F4 (EHL: 12,7 a 16,7)
apresentaram teores residuais mais elevadas do marcador (24%), comprovando a escala de
EHL de maior estabilidade para os sistemas.

Figura 7- Teor de carvacrol em emulsdes de OEPa ap06s sete (D7) e 180 (D180) dias de armazenamento sob
temperatura ambiente. A média e o erro padrdo (SEM) de pelo menos trés experimentos independentes.
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Por conseguinte, as propriedades de Oleos essenciais, como por exemplo, a
volatilidade pode explicar a dificuldade de aprisionamento e retencdo de Oleo. Dessa
maneira, foi observado o comportamento levando em consideragdo o teor residual de 6leo
apos 180 dias.

Junto aos outros pardmetros de estabilidade a curto prazo e longo, o teor dos OEs
sugeriu, que as formulagfes mais estaveis sdo as que obtiveram o teor mais elevado dos
seus respectivos marcadores. Segundo Garcia, Tonon e colaboradores (2012), a
concentracdo dos marcadores nas emulsdes mostrou um efeito sobre a estabilidade. As
formulagdes F8 (EHL = 9,7), F6 (EHL = 11,7), F9 (EHL = 8,7) e F2 (EHL = 15,7)
apresentaram o nivel mais alto de 1,8-cineol, a-pineno, limoneno e carvacrol,
respectivamente, e os melhores resultados nos estudo de estabilidade a longo e curto prazo.

Assim, o presente trabalho demonstrou a viabilidade das emulsdes contendo o0s
OEEg, OESt (fruto), OESt (folha) e OEPa. No entanto, estudos bioldgicos sdo necessarios
para avaliar a atividade bioldgica dos 6leos essenciais e das suas respectivas emulsdes.

5.2.6 Diagrama de Fases

Os diagramas pseudoternarios, representados na Figura 8 a partir das titulacdes,
permitiram descrever as condi¢cdes experimentais, bem como, as regides de formacdo de
sistemas emulsionados (OLIVEIRA, SCARPA et al., 2004; SURAWEERA, PASANSI et
al., 2014; AHMAD, AMIN et al., 2013).

Os diagramas de fases foram obtidos a partir do estudo de EHL dos OEEg, OESt
(fruto) e OESt (folha), que apresentaram valores de EHL 9,7; 11,7 e 8,7, respectivamente.

A obtencdo do diagrama de fase pseudoternarios permitiu conseguir diferentes
formulacBes como, creme, emulsdo, microemulsdo, logdo, como também, definir a regido
de separacao de fase, que foram diferenciados observando os aspectos visuais.

Analisando o diagrama de fases representado na Figura 8 podem ser visto que o
sistema emulsionado de 6leo/agua (O/A) tem uma area maior para lo¢do quando comparado
com creme, emulsdo, microemulsdo e separacdo de fases. Assim, esta grande area apresenta
uma concentra¢do mais elevada de 6leo em relacdo ao tensoativos, e uma maior quantidade

de &gua para a formacdo da locdo. Dessa forma, é possivel incorporar uma maior
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quantidade de 6leo na formulacéo, tal como esta caracteristica possa ser uma vantagem para
o carregamento de medicamentos sollveis em 6leo. Dessa maneira, foram desenvolvidas
emulsGes O/A utilizando a regido do diagrama de fase com maior concentracdo de 0Oleo
(MARTI-MESTRES E NIELLOUD, 2002).

Figura 8- Sistema diagrama fase pseudoternario compostos por Tween 20® e Span 80 (tensoativo), agua e
oleo essencial de E. globulus (OEEg), S. Terebinthifolius-fruto (OESt-fruto), S. Terebinthifolius-folha (OESt-
folha). EM-Emulsdo, CR-Creme, SF-Separacédo de Fase, LC-Locao.
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Fonte: Dados da pesquisa

Deste modo, com a construcdo do diagrama de fases, foi possivel determinar as condi¢fes

experimentais sob as quais foi possivel obter logdes, regides de transi¢éo entre os limites de
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sistemas emulsionados, e um amplo numero de amostras de diferentes composicoes
originadas com rapidez, indicando as propor¢des nas quais 0S componentes devem ser
misturados (KANTARCI, OZG NEY et al., 2007; SILVA et al., 2009).

Dessa forma, foram selecionados 6 formulagdes indicadas no diagrama de fases, de
cada OE, exceto o OEPa, que foram obtidas 2 formulacdes devido a quantidade escassa de

matéria-prima, para a realizacdo de ensaios de atividade antimicrobiana.

5.2.7. Termogravimetria (TG)/Analise Térmica Diferencial (DTA)

A TGA/DTA foi realizada para determinar a percentagem de perda de massa, perfil
térmico e acompanhar o comportamento de degradacdo térmica, das emulsdes contendo 5%
de 6leo, 2% de surfactante e 73% de agua. As referidas emulses continham 6leo essencial
de E. globulus (EEg), Schinus terebinthifolius-fruto (ESt-fruto), Schinus terebinthifolius-
folha (ESt-folha) e Plectranthus amboinicus (EPa) uma vez que, as diferentes composi¢des
dos 0leos essenciais influenciam nas suas propriedades térmicas.

As curvas termogravimétricas (TG) dinamicas dos diferentes 6leos essenciais
obtidos na atmosfera de ar sintético, nas razdes de 10°, 20° e 40°C/min., demonstraram uma
perda de massa e uma Unica fase de decomposi¢cdo. Com o aumento da razdo de
aquecimento, foi observado um deslocamento de temperatura de volatilizagéo.

Almeida, Lima (2010) descreveu a analise termogravimétrica como sendo uma
ferramenta importante para caracterizar o perfil térmico das vitaminas e cremes, e pode ser
usado para analise de rotina em laboratérios de controle de qualidade em inddstrias de
cosméticos.

O termograma da emulsdo EEg, demonstrou na faixa de temperatura de 25 a
111,0°C, uma perda de massa de 100%. Nas curvas DTA, analisadas, no apéndice A
(Figura 1), observou-se um evento endotérmico. Além disso, a EEg apresentou uma
temperatura onset de 54°C e endset de 129°C e o ponto de evaporacdo com uma
temperatura de pico em 89,61°C.

Na emulsdo (ESt-fruto), a curva termogravimétrica apresentou, na faixa de
temperatura de 25 a 134°C, uma perda de massa 92%. Porém, nas curvas de DTA, observa-

se um evento endotérmico como também, a ESt-fruto apresentou uma temperatura onset de
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48°C e endset de 121°C e o ponto de evaporacdo com uma temperatura de pico em 87°C
(Apéndice A- Figura 2).

Ao analisar as curvas TG da ESt-folha, foi observada uma U(nica etapa de
decomposi¢do com inicio em 31°C e com téermino em 212°C com perda de massa de 95%.
Avaliando-se o perfil térmico diferencial (DTA) da ESt-folha apresentou temperatura de
pico 88,56°C com temperatura onset de 48°C e endset de 123°C (Apéndice A- Figura 3)

Analisando as curvas apresentadas na (Apéndice A- Figura 4) observa-se no TG da
EPa, que obteve uma perda de massa 99,99% na faixa de temperatura de 25 a 195°C. Na
curva de DTA da EPa, observou-se um evento endotérmico o qual apresentou uma
temperatura onset de 48°C e endset de 122°C, com temperatura de pico 89,50°C. Além
disso, pode ser observado um processo de oxidagdo entre 180 e 200°C. (Apéndice A-
Figura 4)

Daneluti (2013) demostrou que as curvas termogravimétricas das emulsdes
apresentaram uma perda de massa inicial entre as temperaturas de 25 a 101°C, sendo
atribuida a eliminacdo de agua livre ou ligada na emulsdo. A segunda fase, entre 104 e
150°C, houve uma perda de massa que foi atribuida a remocdo da agua mais fortemente
ligada a emulséo.

Ademais, quantidade elevada de agua presente na formulacdo das emulsGes
promoveu temperatura de pico reduzida sem alterar as caracteristicas fisico-quimicas do
sistema emulsionado. Dessa forma, a analise térmica € uma ferramenta importante para

caracterizar e determinar um padrdo de qualidade e a estabilidade térmica das emulsdes.

5.2.7.1 Cinética de Evaporacao

5.2.7.1.2 Estudos Cinéticos pelo método de Ozawa

A ordem de estabilidade termica das emulsdes apresentou a seguinte ordem: ESt-
fruto > ESt-folha > EPa > EEg. Por conseguinte, podem ser observadas, na Tabela 6, as
emulsdes com as suas respectivas energias de ativagdo (Ea). Exceto a EPa, que apresentou
energia de ativacdo semelhante ao OEPa. Dessa forma, foi possivel demonstrar que o

sistema emulsionado conferiu uma protecao térmica aos OEs.



96

Tabela 6- Parametros Cinéticos de Ozawa: ordem de reacdo (n), fator de frequéncia (A) e energia de ativacao
(Ea) de dados termogravimétricos dinamicos das emulsdes contendo 6leo essencial de E. globlus, S.
terebinthifoliu-fruto (ESt-fruto), Schinus terebinthifolius (ESt-folha) e Plectranthus amboinicus (EPa).

Amostras Ordem de reacéo (n) A (min™ Ea (kj/mol)
EEg 0 5,379x10° 41,90

ESt - fruto 0 7,395x10’ 55,38

ESt - folha 0 1,638x10’ 51,35
EPa 0 7,980x10° 46,37

Fonte: Dados da pesquisa

5.2.7.2 Presséo de Vapor

A pressdo de vapor entre as emulsdes apresentaram na razdo de aquecimento
10°C/min a seguinte ordem de estabilidade: ESt-fruto > ESt-folha > EPa > EEg. Na razdo
de aquecimento 20°C/min, a pressdo de vapor apresentou a seguinte ordem de estabilidade:
ESt-folha > ESt-fruto > EPa > EEg. Na razdo de 40°C/min. a pressdo de vapor apresentou a
seguinte ordem: EEg > EPa > ESt-folha > ESt-fruto. Dessa forma, podemos determinar que
a taxa de aguecimento das emulsGes possa promover possiveis degradacGes dos OEs

veiculados no sistema emulsionado, como também, alterar a estabilidade da emulsdes.

Tabela 7- Dados de pressdo de vapor das emulsdes contendo éleo essencial de E. globlus, S. terebinthifoliu-
fruto (ESt-fruto), Schinus terebinthifolius (ESt-folha) e Plectranthus amboinicus (EPa). Nas razbes de
aquecimento de 10, 20 e 40 °C/min., em atmosfera de ar sintético (50 °C/min.) (n=3).

+Pressdo de Vapor
Amostras Razdo de Aquecimento
10 °C/min. 20 °C/min. 40 °C/min.
EEg 105537,76 43494,87 16996,07
ESt - fruto 38450,51 22920,36 17868,94
ESt - folha 46921,17 21635,91 17452,46
EPa 53313,04 23012,72 17090,28

Fonte: Dados da pesquisa
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5.3 CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou a viabilidade de producdo dos sistemas emulsionados
contendo 6leos essenciais. Os parametros indice de cremagem, pH, condutividade, teor dos
marcadores foram utilizados para caracterizar as emulsdes obtidas. As emulsbes
apresentaram estabilidade satisfatoria durante 180 dias, quando armazenadas a temperatura
ambiente (25+£2°C) e a baixa temperatura (5+2°C). As formula¢des mais estaveis contendo
6leos essenciais de Eucalyptus globulus, Schinus terebinthifolius, Plectranthus amboinicus
apresentaram o EHL 9,7; 11,7; 8,7 e 15,7, respectivamente. O diagrama de fase permitiu a
identificacdo visual de varios sistemas dispersos, tais como, emulsfes, cremes e lo¢bes
sendo selecionadas seis formulagdes contendo OEEg, OESt-fruto, OESt-folha e duas
formulagdes OEPa.

A caracterizacdo fisico-quimica dos sistemas emulsionados possibilitou identificar
os melhores sistemas para o desenvolvimento de transportadores de substancias oleosas

podendo ser empregados na formulagdo contendo 6leos essenciais.
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Avaliacdo da atividade antibacteriana dos
0leos essenciais de Eucaliptus globulus, Schinus
terebinthifolius e Plectranthus amboinicus e
suas respectivas emulsoes
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6. CAPITULO 11l - AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS
OLEOS ESSENCIAIS DE Eucaliptus globulus, Schinus terebinthifolius E Plectranthus
amboinicus E SUAS RESPECTIVAS EMULSOES

6.1 MATERIAL E METODOS

6.1.1 Avaliacdo in vitro da Atividade Antimicrobiana dos Oleos Essenciais de
Eucaliptus globulus, Schinus terebinthifolius E Plectranthus amboinicus e suas

respectivas emulsdes.

Os oOleos essenciais foram testados na concentracdo 1024 até 32pg/mL e
solubilizado em dimetilsulfoxido-DMSO, numa proporcao de até 10%, para nao interferir
sobre os microrganismos. As emulsfes contendo E. globulus (OEEQ), S. terebinthifolius
(OESt-fruto), S. terebinthifolius (OESt-folha) e P. amboinicus (OEPa), foram testados na
concentracdo 1024 até 32 pug/mL. Para o controle de atividade antifingica e antibacteriana,
foi utilizado a Nistatina 100Ul e Cloranfenicol a 100ug/mL, respectivamente.

Os ensaios de atividade antifungica foram realizados em Caldo Sabouraud
Dextrose—-CSD para leveduras e em RPMI 1640 (ACUMEDIA/india); e Caldo Nutriente-
CN para bactérias (DIFCO LABORATORIES/France/USA). Os meios foram preparados e

usados conforme as instrucdes do fabricante.

6.1.2 Microorganismos

Nos ensaios para avaliacdo da atividade biolégica in vitro dos quatro 6leos
essenciais foram incluidas as cepas de leveduras: Candida albicans ATCC-90028, C.
albicans LM-108, C. albicans LM-86, Candida tropicalis ATCC-13803, C. tropicalis LM-
6, C. tropicalis LM-14, Candida krusei LM-13 e C. krusei LM-08; e as cepas de bactérias:
Staphylococcus aureus ATCC-25923, S. aureus M-117, S. aureus LM-197 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC-25853, P. aeruginosa A-03 e P. aeruginosa LM-260.
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Os ensaios para avaliacdo da atividade bioldgica das emulsdes foram incluidos as
cepas de leveduras: C. albicans ATCC-90028, C. albicans LM-86, C. tropicalis LM-14, C.
krusei LM-08; e as cepas de bactérias: S. aureus ATCC-25923 e P. aeruginosa A-03.

As cepas foram adquiridas no Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo, Laboratério de
Micologia e de Microbiologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal da Paraiba. As mesmas foram mantidas em meios de cultura apropriados, Agar
Sabouraud Dextrose - ASD para leveduras; e Agar Nutriente - AN para bactérias (DIFCO
LABORATORIES/France/USA) e conservadas a 4°C e a 35°C, respectivamente.

A suspensdo dos microrganismos foi preparada conforme o tubo 0.5 da Escala
McFarland, ajustada através de leitura espectrofotométrica (Leitz-Photometer 340-800),
para 90% T (530 nm), correspondendo, aproximadamente, a 10° UFC/mL (HADACEK
AND GREGER 2000, CLSI 2002).

6.1.3 Determinacdo das Concentracdes Inibitoria Minima (CIM)

A determinagdo da CIM dos produtos testados foi realizada pela técnica de
microdiluigdo, utilizando placas de microdiluicdo contendo 96 cavidades com fundo em
forma de “U” e em duplicata. Em cada orificio da placa, foi adicionado 100uL do meio
liguido CSD (leveduras) ou CN (bactérias) duplamente concentrado. Posteriormente,
100pL da solucdo dos produtos, também duplamente concentrado, foram dispensados nas
cavidades da primeira linha da placa. Por meio de uma dilui¢cdo seriada a uma razdo de
dois, foram obtidas concentracdes de 1024ug/mL até 32ug/mL, de modo que na primeira
linha da placa se encontrara a maior concentracdo e na Ultima, a menor concentracdo. Por
fim, foram adicionados 10pL do in6culo dos microrganismos nas cavidades, onde cada
coluna da placa referiu-se, especificamente, a uma cepa.

O controle de crescimento dos microrganismos no meio de cultura foi realizado com
antifangico Nistatina (100UI) para leveduras; e Cloranfenicol (100ug/mL) para bactérias.
As placas foram seladas e incubadas a 35-37°C por 24-72 horas. A CIM foi definida como
a menor concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento microbiano verificado nas
cavidades, quando comparado com o crescimento controle. Para determinar a CIM

bacteriana, foi adicionado 20uL de solugcdo do corante resazurina a 0,01% (INLAB). Dessa
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maneira, a mudanca de coloracéo (azul para vermelho) confirma o crescimento microbiano
e quando n&o ocorrer a alteragdo da cor significa a auséncia de crescimento microbiano
(MANN E MARKHAM, 1998). A CIM foi considerada como a menor concentracdo do
produto capaz de inibir o crescimento da cepa ensaiada, verificado por uma ndo mudanca
da coloracao do corante indicador. Os ensaios foram realizados em duplicata e o resultado
expresso pela média geométrica dos valores de CIM obtidas nos dois ensaios (SANTOS,
REBELO et al. 2012).

Houghton, Howes e colaboradores (2007) elencaram critérios para categorizar a
atividade antimicrobiana dos produtos sendo interpretada e considerada ativa ou néo,
conforme o0s seguintes critérios: 50-100pg/mL=excelente/étima atividade; 100-
500pg/mL=moderada atividade; 500-1000pg/mL=baixa atividade; >1000pg/mL=produto

inativo.

6.1.4 Avaliacdo da atividade antifungica dos 6leos essenciais de Eucalyptus globulus
(OEEJQ), Schinus terebinthifolius (OESt-fruto), Schinus terebinthifolius (OESt-folha) e
Plectranthus amboinicus (OEPa) e suas respectivas emulsdes, em infeccGes de unhas

causadas por Candida albicans.

Para a realizacdo do estudo ex vivo em fragmentos de unhas, as amostras foram
coletadas de 10 voluntérios, dos quais 5 homens e 5 mulheres maiores de 18 anos. Este
estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CCS/UFPB), com o numero de protocolo 0549/14, CAAE: 36919814.4.0000.5188. Os
processos de coleta dos fragmentos das unhas foram realizados no Laboratorio de
Micologia (CCS/UFPB) e ndo conferiu nenhum risco ou dano potencial aos voluntarios,
pois foram seguidos os procedimentos rotineiros de coleta de material para analise em
Laboratério de Micologia Clinica (PEREIRA, 2012).

Vaérios fragmentos de unhas das maos foram considerados isentos de fungos quando
examinados em KOH a 30% em microscopia, no qual ndo foi detectada a presenca de
fungos. Em seguida, foram limpas com etanol a 70%, seco em uma placa de Petri estéril a
37°C.

Por conseguinte, em placas de microdilui¢do, uma aliquota de 10uL da suspensao
de C. albicans ATCC-90028, C. albicans LM-86 foram inoculadas sobre cada fragmento
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de unha por 1 hora, seguida da adicdo de 200 pL de &gua destilada estéril (controle
negativo) ou acrescido de geraniol, cintronelol e cetoconazol nas concentragdes CIMx2,
CIM, CIM/2. Todo o sistema foi incubado por 5 dias para ser realizada a leitura. A analise
se baseou na observacdo do crescimento fungico sobre os fragmentos ungueais usando
microscopia dptica em um modelo padronizado por Pereira (2012).

O diagnostico da infcgdo micotica foi baseado no conjunto dos seguintes critérios:
aspecto clinico da unha; achado de estruturas fangicas no exame direto da unha com KOH
a 30%; crescimento da colonia do mesmo fungo em duas amostras consecutivas. Os
resultados positivos para o género Candida spp. foi confirmado pela presenca de hifas,
pseudo-hifas e blastoconidios em exame micoldgico direto, tal como descrito por
(ARAUJO, BASTOS et al. 2003).

A avaliacdo estatistica destes resultados empregando-se o teste de Fischer para
determinar diferencas significantes, quando um valor de p<0,05. Todos os resultados foram
analisados com o software GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows, San Diego, CA,
EUA.
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6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.2.1 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana dos Oleos Essenciais e das Emulsdes
contendo OEEg, OESt (fruto), OESt (folha) e OEPa.

6.2.1.1 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana dos Oleos Essenciais

Os oleos essenciais foram testados contra os agentes patogénicos bacterianos e
fangicos. Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana foram selecionadas oito espécies de
fungos patogénicos e seis espécies de bactérias. A atividade inibidora dos OEEg, OESt
(fruto), OESt (folha) e OEPa foram estudados in vitro pelo método de microdilui¢do e os
dados encontram-se registrados na Tabela 1.

A avaliacdo da atividade antifungica do 6leo essencial de OEEg apresentou uma baixa
atividade inibitoria sobre 63% das trés espécies de Candida (CIM 1024ug/mL) e 33% das
cepas bacterianas S. aureus e P. aeruginosa (512 pg/mL) mostraram atividade moderada.
Os resultados obtidos demonstraram que as cepas C. albicans (LM-108), C. tropicalis
(ATCC-130803 e LM-6), S. aureus (LM-117 e LM 197) e P. aeruginosa (ATCC-25853 e
LM-260) foram resistentes frente ao OEEg.

Estudos realizados por Tyagi e Malik (2011), avaliaram a acéo antimicrobiana E.
globulus, apresentou uma CIM bacteriana de 2,25 mg/mL, e também apresentou acdo em
fungos com uma CIM variando entre 1,13-9,0 mg/mL. No presente estudo, a CIM para
bactérias e fungos foram 512 e 1024ug/mL, respectivamente. Sendo estes valores diferentes
daquele obtido por Tyagi e Malik (2011) possivelmente devido a localizacdo geogréfica e
forma de obtencéo.

Gilles, Zhao et al. (2010), verificou a atividade antibacteriana de trés espécies de
Eucalyptus os quais demonstraram possuir fraca atividade para S. aureus e P. aeruginosa
diferindo do presente estudo que apresentou atividade moderada. Alem disso, (Pakov
2011) verificou atividade antimicrobiana, onde a concentragdo inibitéria minima revelou
uma menor atividade contra a P. aeruginosa enquanto que a maior atividade foi para S.
aureus contrastando com o resultado do presente trabalho que mostrou uma CIM igual

entre a P. aeruginosa e S. aureus.



Tabela 1 - Concentragdo Inibitéria Minima-CIM (ug/mL) dos éleos essenciais de E. globulus (OEEg), S. terebinthifolius (OESt-fruto), S. terebinthifolius

(OESt-folha) e P. amboinicus (OEPa) testados sobre leveduras e bactérias, pela técnica de microdiluigdo (1024 a 32 pg/mL).

: Crescimento do microrganismo

Fonte: Dados da pesquisa

-: Auséncia de ndo crescimento do microrganismo

R: resisténcia

Controle Controle
Cepas OEEg OESt (fruto) | OESt (folha) OEPa Microorginismos | Nistatina/Cloranfenicol

C. albicans ATCC-90028 1024 256 512 128 + -

C. albicans LM-108 R R 512 128 + +

C. albicans LM-86 1024 256 512 128 + -

C. tropicalis ATCC-13803 R R R 128 + +

C. tropicalis LM-6 R R R 128 + +

C. tropicalis LM-14 1024 256 512 R + -

C. krusei LM-13 1024 R 512 128 +

C. krusei LM-08 1024 256 512 128 + -

S. aureus ATCC- 25923 512 256 512 512 + -

S. aureus LM-117 R 512 512 512 + -

S. aureusLM-197 R 512 R 512 + -

P. aeruginosa ATCC-25853 R R R 512 + -

P. aeruginosa A- 03 512 R R 512 + +

P. aeruginosa LM-260 R R R R + +

+
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O OESt (frutos) produziu inibicdo sobre 50% das cepas fungicas cujo CIM foi de
256pug/mL apresentando uma atividade moderada sobre C. albicans (ATCC-90028, LM-
86), C. tropicalis LM-14 e C. krusei LM-08. Quanto as cepas bacterianas, o OESt (frutos)
inibiu o crescimento de S. aureus (ATCC-25923, M-117 e LM-197) sobre 33% dos
microorganismos, cujo CIM foi 256pg/mL, 512ug/mL e 512upg/mL respectivamente,
demonstrando uma atividade moderada. As cepas fungicas, que apresentaram resisténcia
foram a C. albicans (LM-108), C. torpicalis (ATCC-130803 e LM-6), C. krusei (LM-13) e
as bacterianas foram P. aeruginosa (ATCC-25853, A-03 e LM-260).

O OESt (folha), na concentracdo de 512 pg/mL, inibiu o crescimento de 75% das
cepas fangicas demonstrando uma atividade moderada. As cepas de C. tropicalis (ATCC-
13803 e LM-6) foram resistentes ao referido 6leo essencial. Dentre as cepas bacterianas,
apenas S. aureus ATCC-25923 e S. aureus M-117 apresentaram sensibilidade ao produto,
onde a CIM foi de 512ug/mL demonstrando uma atividade moderada. As cepas bacterianas
que apresentaram resisténcia foram S. aureus LM-197, P. aeruginosa ATCC-25853, A-03 e
LM-260.

Estudos realizados por Gundidza, Gweru e colaboradores (2009), demonstraram
uma elevada atividade do o6leo essencial de S.terebinthifolius, no Zimbabwe, com acéo
antibacteriana, bem como atividade antifungica moderada.

Almeida Freires, Alves e colaboradores (2011), verificaram que as linhagens
fangicas, C. albicans, C. torpicalis e C. krusei sdo susceptiveis a acdo da tintura da casca de
S. terebinthifolius possuindo uma atividade moderada semelhante ao presente estudo.

O OESt obtidos da folha e do fruto apresentaram atividade moderada para fungos e
bactérias conforme descrito no presente estudo.

No estudo de avaliacdo da atividade antimicrobiana o OEPa, foi 0 que apresentou
melhor atividade inibitoria sobre o crescimento dos microrganismos. Dessa forma, 88% dos
fungos, apresentaram sensibilidade ao OEPa, cuja CIM foi 128ug/mL com uma Gtima
atividade. O referido produto, também apresentou atividade inibitdria sobre 83% das cepas
de Staphylococcus e de Pseudomonas, cuja CIM foi de 512ug/mL com uma atividade
moderada. As cepas C. albicans LM-14 e P. aeruginosa LM-260 foram resistentes ao
OEPa.



106

Pesquisas realizadas por Manjamalai, Alexander e colaboradores. (2012),
mostraram uma atividade antifingica moderada para o extrato de P. amboinicus inibindo o
crescimento de 75% dos fungos. Dessa forma, o presente trabalho apresentou uma melhor
atividade antifungica quando comparado com os resultados obtidos por Manjamalai,
Alexander (2012).

Galvao Rodrigues e colaboradores (2013) demonstraram que o 6leo essencial de P.
amboinicus apresentou uma CIM de 32ug/mL para S. aureus SA358 possuindo forte
atividade antibacteriana e resistente P. aeruginosa. Assim, observou-se que no presente
estudo o S. aureus e P. aeruginosa mostraram uma CIM de 512ug/mL diferentemente dos
resultados mostrados por Galvéo Rodrigues e colaboradores (2013).

Os oleos essenciais que apresentaram uma melhor atividade antifungica e
antimicrobiana em ordem decrescente foram o OEPa, OESt (fruto), OESt (folha) e OEEg
de acordo com os valores do CIM. Os 6leos essenciais em estudo podem ser explorados
como antimicrobiano natural para o tratamento de varias doencas infecciosas causadas por
cepas bacterianas e fungicas. Dessa forma, os 6leos essenciais em estudo podem ser
explorados como antimicrobiano natural para o tratamento de diversas doencas infecciosas
causadas por cepas bacterianas e flngicas apresentando uma perspectiva promissora para
aplicacdes farmacéuticas.

Os resultados podem ser considerado de 6tima ou moderado atividade bioldgica,
levando em consideracdo os parametros estabelecidos por (HOLETZ, PESSINI et al., 2002,
HOUGHTON, HOWES et al. 2007).

6.2.1.2 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana das Emulsdes

Avaliou-se a atividade biologica in vitro das emulsdes E1 a E6 (OEEgQ), E7 a E12

(OESt fruto), E13 a E18 (OESt folha), E19 e E20 (OEPa), em duplicata utilizando a técnica
microdiluigdo e os resultados estéo registrados na Tabela 2.

A avaliacdo da atividade antifungica e antibacteriana das emulsdes contendo OEEg

produziu atividade inibitéria sobre as trés espécies de Candida e sobre as duas cepas

bacterianas (S. aureus e P. aeruginosa) exceto a E2, que apresentou resisténcia as mesmas.
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Dentre as formulacbes que apresentaram atividade antifngica e antibacteriana a E4 (CIM
256ug/mL) e E6 (CIM 256ug/mL), demonstraram possuir a melhor atividade.

As emulsBes contendo OESt-fruto demostraram atividade inibitoria sobre as trés
espécies de Candida e resisténcia sobre as cepas bacterianas. Dentre as formulacGes que
apresentaram as melhores atividades antifungicas foram as emulsées E8 (CIM 256ug/mL),
E10 (CIM 512pg/mL) e E12 (CIM 512pg/mL).

As emulsdes contendo OESt-folha demostraram atividade inibitdria sobre as
especies de Candida e resisténcia sobre as cepas bacterianas. As formulacbes que
apresentaram as melhores atividades antifungicas foram as emulsbes E14 (CIM
256pug/mL), E16 (CIM 256pg/mL) e E18 (CIM 128ug/mL).

No estudo de avaliacdo da atividade antifingica e antibacteriana as emulsdes
contendo OEPa, apresentaram melhor atividade inibitoria sobre o crescimento dos
microrganismos. Dentre as formulacGes contendo o referido 6leo essencial a formulagéo
E20 (CIM 64 pg/mL) foi a que apresentou a melhor atividade antifungica e a E19 (CIM
128 pg/mL) apresentou melhor atividade antibacteriana.

Quando comparamos o 6leo essencial puro com as emulsbes observa-se que houve
uma reducdo no CIM das formulacbes. Este fato ocorreu porque de acordo com Khan,
Akhtar et al. (2011), a principal vantagem dos sistemas emulsionados € aumentar a
solubilidade e a biodisponibilidade de drogas terapéuticas oleosas. Este estudo demonstrou
que a utilizacdo do sistema emulsionado, apresentou melhores resultados que o 6leo
essencial puro.

As emulsdes que apresentaram os melhores resultados de atividade antifungica
foram avaliadas em infec¢des ex vivo promovida por C. albicans em fragmentos de unhas

com o interesse em desenvolver um agente topico para a aplicacdo em micose.
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Tabela 2- Resultado da CIM (ug/mL) das emulsdes contendo E. globulus (OEEQ), S. terebinthifolius (OESt-
fruto), S.terebinthifolius (OESt-folha) e P. amboinicus (OEPa) OEEg, OESt (fruto), OESt (folha) e OEPa.

Percentagem (%o) CIM (pg/mL)
foe)
N Q
S S|l 8|3 || 3|8
D 3 @ S Q 2 [ 5] s]| 06 <
le) o O o S | gl = O - > 5 O n
= 8_ GC.) = e | © < I 4] CD = =
£ SE|O| 2| F 2 S|lel| g]| < >
i =S (<) ] a = o7 > ~
a3 = 2 s | 2 X)| 8 8
. 2 : - O S g
o © o @) © 2}
O w
El oegq 08:02 (22,4 56 |72 100 >1024 | >1024 | 1024 | 1024 | 1024 1024
E2 oegg 08:02 (28,8 7,2 | 64| 100 1024 1024 512 | 1024 R 256
E3 oegg 06:04 (31,220,848 | 100 >1024 256 256 | 256 256 256
E4 oegg 08:02 | 35,2 8,8 |56 | 100 256 256 256 | 256 256 256
E5 oegg 07:03 | 36,415,648 | 100 512 512 512 | 256 512 512
E6 oeeq 08:02 41,6 (10,4 (48| 100 256 256 256 | 256 256 256
E7 oest fruto 08:02 (22,4 56 |72 100 R R R R R R
E8 okst fruto 08:02 (28,8 7,2 [ 64| 100 256 512 256 | 256 512 R
E9 okst fruto 06:04 (31,220,848 | 100 R R R R R R
E10 oest fruto 08:02 | 35,2 8,8 |56 | 100 512 512 512 | 512 R R
E11 oest fruto 07:03 | 36,4 15,6 | 48 | 100 512 | 1024 | 512 | 512 R R
E12 oeserrue | 08:02 | 41,6 | 10,4 [ 48 | 100 512 512 | 512 | 512 R R
E13 ogstrona | 08:02 [ 22,4 56 | 72| 100 R R R R R R
E14 oesirona | 08:02 [ 28,8 7,2 | 64| 100 256 256 | 512 | 256 | 1024 R
E15 oestona | 06:04 | 31,2 20,8 [ 48| 100 R R R R R R
E16 oEstfolha 08:02 | 35,2 8,8 |56 | 100 256 256 512 | 128 R R
E17 oestfona | 07:03 | 36,4156 |48 | 100 R R R R R R
E18 oestrona | 08:02 | 41,6 [ 10,4 | 48 | 100 256 128 | 512 | 128 | 512 R
E19 oepa 08:02 | 35,2 8,8 |56 | 100 64 128 64 64 256 64
E20 okpa 08:02 | 41,6 [ 10,4 | 48| 100 64 128 | 128 | 64 128 64
C_ontrole + + + + + +
Micro-org.
Controle Meio - - - - - -

+: Crescimento do microrganismo

Fonte: Dados da pesquisa

-2 Auséncia de ndo crescimento do microrganismo

R: resisténcia
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6.3 Estudo da atividade antifungica dos 0leos essenciais de OEEg, OESt-fruto, OESt-
folha e OEPa e suas respectivas emulsdes sobre as onicomicoses causadas por Candida
albicans.

Devido a boa atividade antifingica apresentada pelos éleos essenciais veiculados
em sistemas emulsionados € de suma importancia a realizacdo de estudos para o
desenvolvimento de novos medicamentos fitoterapicos, utilizando-se estes éleos como
substancia ativa uma vez que, ao veicular o 6leo essencial numa forma farmacéutica a
tendéncia é melhorar a estabilidade da formulagédo final, como também, as caracteristicas
biofarmacéuticas.

Os estudos de atividades antifingicos in vitro sdo importantes, pois fornecem
informacgdes sobre a poténcia e a capacidade antifungica dos Oleos essenciais e das
emulsdes, como também, para justificar a continuidade das pesquisas com o objetivo de
futuras propostas de aplicacdes clinicas (CLEELAND; SQUIRIS, 1991). Com base nisto,
foi aplicado o modelo ex vivo de infeccdo em fragmentos de unhas com o objetivo de
avaliar a acdo dos 6leos e das emulsGes sobre a C. albicans conforme demonstrado na
Tabela 3. Além disso, o tratamento para infeccBes acometidas por Candida tornou-se um
desafio, pois o tratamento é dificil devido a natureza eucariética das células fungicas, que
sdo similares as células hospedeiras (ENDO, CORTEZ et al. 2010).

Com base nos resultados obtidos, os OEEg, OESt (fruto), OESt (folha) e OEPa
inibiu o crescimento da C. albicans ATCC 90028 na CIM 256ug/mL, 256ug/mL,
512ug/mL e 128ug/mL, respectivamente. Os resultados para a cepa C. albicans LM 86

foram semelhantes.
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Tabela 3- Resultados da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) (ug/mL) dos 6leos essenciais E. globulus
(OEEQ), S. terebinthifolius (OESt-fruto), S.terebinthifolius (OESt-folha) e P. amboinicus (OEPa) e suas
emulsdes testadas estirpes flngicas das unhas fragmentos méos pela técnica de microdiluicdo. Os dados séo a
média (n = 3). Uma andlise estatistica indicou a P <0,05.

. , C. albicans | C. albicans
Emulsao Oleo Tensoativo Agua ATCC-90028 LM-86

OEEg - - - 256 256

OESt (fruto) - - - 512 512

OESt (folha) - - - 512 512

OEPa - - - 128 128

E4 oegg 35,2 8,8 56 256 256

E6 oekg 41,6 10,4 48 256 256

E10 oEst fruto 35,2 8,8 56 512 512

E12 oEst fruto 41,6 10,4 48 512 512

E16 oEstfolha 35,2 8,8 56 256 256

E18 oEstfolha 41,6 10,4 48 256 128

E19 ogpa 35,2 8,8 56 64 128

E20 oepa 41,6 10,4 48 64 128
Micro-org - *
Controle Meio - -

+: Crescimento do microrganismo - Auséncia de ndo crescimento do microrganismo R: resisténcia

Fonte: Dados da pesquisa

Quando se compara a CIM do 6leo essencial com as suas respectivas emulsdes, é
observada uma reducdo na concentracdo inibitéria minima das formulacbes E19 e E20,
mostrando que foram as emulsGes que apresentaram os melhores resultados.

As formulagdes contendo OEEg, OESt (fruto), OESt (folha) e OEPa, atuaram como
agente antifangico, quando testado em unhas e de acordo com os autores Czub e Baginski
(2006) e Vandeputte, Ferrari et al. (2011), os 6leo essenciais atuam no nivel da membrana
celular e nas enzimas envolvidas na manutencdo da parede celular dos microorganismos.

Tendo em vista, que a membrana plasmatica da célula fingica compreende uma estrutura



111

dindmica composta principalmente de lipidos e proteinas (BOWMAN E FREE, 2006;
CHEN E VILJOEN, 2010).

O mecanismo de acdo dos Oleos essenciais descritos por Souza et al. (2005),
demonstraram a capacidade de aumentar a permeabilidade da membrana citoplasmatica
promovendo a perda de adenosina trifosfato (ATP), este atribuido ao grupo hidroxil (OH)
do anel fendlico, favorecendo o rompimento da estrutura de diferentes camadas de
polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios (MOREIRA, PONCE et al.,2005; BEN
ARFA et al., 2006; AHMAD, KHAN et al., 2011; CHAVAN E TUPE et al., 2014).

Os resultados apresentaram-se relevantes, pois varios agentes antifungicos sintéticos
(azois, benzoxaborole, ciclopirox, e amorolfina), utilizados no tratamento contra as
onicomicoses apresentam resisténcia microbiana devido o uso indiscriminado em hospitais
e farmacias o que proporciona uma baixa taxa de cura. Dessa forma, se faz necessario a
busca de novos tratamentos capazes de atuar por diferentes mecanismos de acdo para
substituir as terapias que ja desenvolveram resisténcia aos microorganismo (ROUTT, JIM
etal., 2014).

Os oOleos essenciais sao promissores, porque eles sdo constituidos de varios
compostos que atuam em diversos mecanismos de acdo possiveis, devido a mistura de
diferentes constituintes. Além disso, apresentam sinergismo entre estes constituintes, como
também, atingi diferentes partes das células microbianas evitando, assim, resisténcia
microbiana aos produtos fitoterapicos (FLORES, BECK et al., 2016).

Segundo relatos de Del Rosso (2014), existe uma necessidade de desenvolver novos
produtos tdpicos eficazes e seguros, porque hd um grande nimero de terapias topicas que
ndo tiveram sucesso nos Ultimos 15 anos. Até meados de 2014, a FDA aprovou um
medicamento topico para o tratamento de onicomicose que ndo apresentou resultados

impressionantes sendo utilizado apenas como um paliativo (DEL ROSSO et al., 2014).



112

6.4 CONCLUSAO

O estudo destaca a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de E.globulus, S.
terebinthifolius-fruto, S.terebinthifolius-folha e P.amboinicus e das emulsdes contendo
OEEg, OESt-fruto, OESt-folha e OEPa. Os resultados indicaram que o OEPa mostrou
possuir a melhor atividade antimicrobiana entre os 6leos essenciais. O OEPa apresentou
dentre as atividades antimicrobianas, uma melhor agdo antifingica demonstrando ser
potencial candidato para a preparacdo de novos medicamentos. Os sistemas emulsionados
contendo OEEg, OESt-fruto, OESt-folna e OEPa apresentaram acdo antibacteriana e
antifungica. Por fim, as emulsdes testadas frente a C. albicans, em fragmentos de unhas,
apresentaram excelentes resultados comprovando a viabilidade da utilizacdo das

formulagBes como antifdngicos.



Capitulo IV

Avaliacao da toxicidade das emulsoes de
Eucaliptus globulus, Schinus terebinthifolius E
Plectranthus amboinicus
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7. CAPITULO IV - AVALIACAO DA TOXICIDADE DAS EMULSOES DE
Eucaliptus globulus, Schinus terebinthifolius E Plectranthus amboinicus.

7.1 MATERIAL E METODOS

7.1.1 Estudo de toxicidade aguda néo clinica de emulsdes contendo 6leo essencial E.
globulus, S. terebinthifolius e P. amboinicus

Os ensaios toxicoldgicos foram conduzidos utilizando as emuls6es de E. globulus
(EEQ), S. terebinthifolius-folha (ESt-folha) e P. amboinicus (EPa). Para cada emulsdo
foram preparadas 100 mL contendo 28,8% de 6leo essencial, 7,2% de tensoativo e 64% de
agua.

Foram utilizados 48 ratos Wistar (Ratus novergicus), albinos, adultos, machos e
fémeas (nuliparas e ndo gravidas), pesando entre 180 e 220 gramas, fornecidos pelo
biotério Prof. Thomas George do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da
Universidade Federal da Paraiba (IPeFarM-UFPB). Todos foram agrupados em gaiolas de
polietileno, contendo seis animais em cada, mantidos sob condicGes controladas de
temperatura de 21 +2°C, sem uso de qualquer medicamento, tendo livre acesso a ragdo (tipo
pellets) e 4gua. Os estudos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPB) sob o N° 1105/14, 1205/14 e 1005/14.

Os protocolos experimentais foram orientados pelas normas vigentes no Brasil, por
obras de referéncia e ainda por padronizacdo prévia realizada no Biotério do Instituto de
Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IpeFarm-UFPB) (DINIZ, 2000; BRASIL, 2004;
BRASIL, 2013). Os ratos Wistar selecionados foram divididos em quatro grupos: um grupo
controle e trés grupos tratados. Cada grupo foi formado por 12 animais, sendo 6 machos e 6
fémeas. O grupo controle foi distribuido em duas caixas separando 0s animais por sexo, € a
estes foram administrado agua.

Cada grupo tratado foi distribuido da mesma maneira e receberam por gavagem a
dose de 1000 mg/kg das emulsbes de E. globulus, S. terebinthifolius e P. amboinicus,

respectivamente.
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Ap0s a administracdo das emulsdes, a observacdo de pardmetros comportamentais
por triagem farmacoldgica foi realizada nos intervalos: 30, 60, 120, 180 e 240 minutos,
seguindo o protocolo experimental padrdo de comportamento descrito por Almeida, Falcdo
et al. (1999), Almeida e Oliveira (2006) e Mariz, Cerqueira et al. (2006) onde analisou-se a
ocorréncia de alteracbes no sistema nervoso central como hiperatividade, irritabilidade,
agressividade, tremores, convulsdes, catatonia, analgesia, anestesia, ptose, resposta ao
toque diminuido, ambulacdo, capacidade de limpeza e ato de levantar. Do mesmo modo,
foram avaliadas possiveis alteragdes no sistema nervoso autdbnomo como diarreia,
constipacdo, defecacdo, miccdo, tobnus muscular. Dessa forma, ocorrendo qualquer
alteracdo comportamental em decorréncia de tratamentos é possivel inferir uma relacdo
com atividade no sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso autonomo (SNA).

No periodo de 14 dias de observacdo ainda foram mensurados os seguintes
parametros: evolucdo ponderal, consumo de &gua e alimentos e registro da letalidade. O
consumo de agua e comida para os animais foram avaliados diariamente desde as primeiras
24 horas ap6s a administracdo da emulsdo e, em seguida, uma vez por dia durante 14 dias.
O peso dos animais foi verificado no dia 1 (basal) no 7° e 14° dia.

Ao final do periodo de observacdo, os animais foram anestesiados com
xilazina/cetamina e eutanasiados por deslocamento cervical. As amostras de sangue foram
coletadas por meio de plexo braquial para avaliacdo posterior dos parametros

hematoldgicos e bioguimicos.
7.1.2 Andlise Hematoldgica e Bioquimica

A coleta das amostras foi realizada através de sangria do plexo braquial, o sangue
foi coletado em tubos com anticoagulante acido etilenodiamino tetracético (EDTA) para
determinacdo dos parametros hematoldgicos e em tubos com gel separador — Microtainer
Becton Dickson® — que foram centrifugados por 10 minutos a 3.500 RPM, obtendo o soro
para determinacdo dos parametros bioquimicos. Ap6s o final dos periodos de
administracdo, as amostras de sangue foram obtidas por andlise de hematologia e
bioquimica do soro. Para a analise hematologia os leucdcitos (LEU), eritrécitos (ERY),

hemoglobina (HGB), hematdcrito (HEM) volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
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corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular (CHCM), plaquetas
(PLT), linfécitos (LIM), hematdcrito (HEM), mondcitos (MON), neutréfilos (NEUT),
eosindfilos (EOS), foram determinados por meio de um analisador de hematologia
automatico ABX ABC Vet Hematologia Analyzer - Horiba Abx, Japao-2005.

Os ensaios Bioquimicos foram realizados utilizando um analisador de bioguimica
automatico Roche-Hitachi 7180 - Japdo para 0s seguintes pardmetros: ureia, célcio, &cido
darico, alanina transaminase (ALT), aspartato transaminase (AST), creatinina (Cr),
colesterol total (TCHO), triglicéridos (TG), proteina total (TP), gama-glutamil transferase
(GGT) e lactato desidrogenase (LDH) (Brasil 2013, Wang, Li et al. 2014).

Para anélise estatistica dos resultados, foi utilizado o Teste “t” Mann-Whitney ndo
pareado, utilizando o Software GraphPad Prism 6.0 sendo os resultados considerados

significativos quando apresentaram valores de p < 0,05.
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7.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.2.1 Estudo de toxicidade aguda néo clinica

Os estudos de toxicidade aguda séo aqueles utilizados para avaliar a toxicidade
produzida por uma substancia teste quando esta é administrada em uma ou mais doses
durante um periodo nédo superior a 24 horas, seguido de observagdo dos animais por 14 dias
(BRASIL, 2013). A toxicidade aguda é um estudo inicial realizado para fornecer
informacdo sobre a possivel atividade toxica de uma substancia, como também, para
designar doses em estudos futuros de toxicidade subcrbnica e crénica com animais
(UKWUANI, ABUBAKAR et al., 2012). O presente trabalho realizou estudo de toxicidade
aguda das emulsdes de E. globulus (EEQ), S. terebinthifolius (ESt-folha) e P. amboinicus
(EPa), uma vez que, ndo devem apresentar risco de toxicidade e devem apresentar
seguranga para consumo humano garantindo a sua utilizagcdo segura como medicamento
(ALVES et al.,1999; ZUNINO, 2007; BALOGUN 2014; WANG, 2014)

7.2.2 Avalicao da triagem farmacoldgica comportamental

A triagem farmacoldgica comportamental foi realizada, apds a administracdo de
uma unica dose de 1000 mg/kg das emulsdes, durante um periodo de 4 horas, através da
observacdo de possiveis alteracbes que indicassem atividade farmacoldgica no sistema
nervoso central ou autbnomo.

Os animais tratados com E. globulus apresentaram nos primeiros 30 minutos
irritabilidade, hiperatividade, ambulacéo, limpeza, levantar e piloerecdo representados pelo
ato de cavar e espalhar a serragem da caixa e esfregar “o pesco¢o” no chdo. Apos uma hora
foi observado diminuicdo dos efeitos, e 0s animais restabeleceram as caracteristicas iniciais
ou de normalidade. Os animais tratados com a emulsdo de S. terebinthifolius demonstraram
hiperatividade e irritabilidade intensa nos primeiros 30 minutos, condi¢do que sofreu
declinio durante o tempo, e cessou apds 3horas. A piloerecdo iniciou com 30 minutos e
terminou apds 1h. Outros comportamentos foram evidenciados nos primeiros 30 minutos,

como limpeza de forma intensa, acdo de levantar e escalar. De modo semelhante, os
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animais tratados com a emulsdo de P. amboinicus apresentaram hiperatividade, ambulacéo,
limpeza e levantamento intenso em até meia hora.

A observacdo clinica ndo mostrou sinais de toxicidade tais como alteraces clinicas
e comportamentais graves, ao comparar as emulsdes de E. globulus, S. terebinthifolius e P.
amboinicus com o grupo controle (SILVA, 2016).

Apesar da predominancia de sinais indicativos de acdo estimuladora no Sistema
Nervoso Central (SNC) e Sistema Nervoso Autdnomo (SNA), tais alteracGes neuroldgicas
podem ser consideradas como inespecificas, pois podem estar relacionadas com o

desconforto apds a administracdo da emulsao.

7.2.3 Evolucéo ponderal

O acompanhamento da evolucdo de peso dos animais tratados, por via oral, com as
emulsdes de E. globulus (EEg), S. terebinthifolius-folha (ESt-folha) e P. amboinicus (EPa),
na dose de 1000mg/kg, esté descrito na Tabela 1. Para cada emulséo foram preparadas 100
mL contendo 28,8% de Oleo essencial, 7,2% de tensoativo e 64% de agua. Foram
observadas variaces significativas de ratos wistar, machos e fémeas, tratados com a
emulsdo de E. globulus, quando comparados aos seus respectivos grupos controle. Os
grupos dos machos e fémeas tratados apresentaram um ganho de peso significativo em
relacdo ao controle, ambos nos primeiros sete dias do experimento. Ndo foi observada
nenhuma alteracdo significativa na evolucdo ponderal de ratos Wistar machos e fémeas
tratados com a emulsdo de S. terebinthifolius. Entretanto, ocorreram variacfes
significativas na evolucdo ponderal tanto em ratos machos como em fémeas tratadas com a
emulsdo de P. amboinicus em comparacao aos seus respectivos grupos controle.

A avaliacdo ponderal dos animais mostrou que, os animas tratados com a dose de
1000 mg/kg da emulsdo de E. globulus, apresentaram alteracdes significativas comparadas
aos controles, apenas nos primeiros sete dias do ensaio. No entanto, nos ultimos sete dias
de experimento, fémeas e machos de grupos controle e tratados ganharam peso de forma
semelhante e, portanto, a partir deste parametro, ndo se pode inferir uma toxicidade oral
aguda. Os animais tratados com a emulsdo contendo S. terebinthifolius (folha) néo

mostraram nenhuma alteracdo estatisticamente significativa. Neste estudo, as fémeas
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tratadas com a dose de 1000 mg/kg da emulsdo de P. amboinicus ndo tiveram um aumento
de peso semelhante ao seu grupo controle nos ultimos sete dias do ensaio. Este resultado
pode ser decorrente de uma assimilacdo e absor¢do de nutrientes comprometidas em
consequéncia de uma perturbacéo gastrica (AMENYA et al., 2014). Além disso, 0 grupo
dos machos tratados com a dose de 1000 mg/kg ndo apresentou variacdes de peso em
relacdo ao controle em nenhum momento. No entanto, avaliando esse parametro, ndo se

pode inferir uma toxicidade oral aguda.

Tabela 1 - Evolucdo ponderal de ratos Wistar, machos e fémeas, tratados com a dose de 1000 mg/kg das
emulsdes de E.globulus(EEQ), S. terebinthifolius (ESt-folha) e P. amboinicus (EPa), por via oral, durante o
ensaio de toxicidade aguda.

Sexo/periodo

Controle EEg ESt-folha EPa
(em semanas)

Machos 12 Semana 24,17 +14,33 56,83 + 14,77* 35,33+ 14,04 17,75+43,55*

Machos 22 Semana 53,00 + 8,60 49,50 £ 22,18 36,33 + 15,60 24,75+42,43

Fémeas 12 Semana 23,00 + 1,55 24,33 £ 4,96 18,92 + 5,92 18,17+5,27

Fémeas 22 Semana 32,00 + 16,67 2533+24,1 20,50 + 5,96 15,33+4,46*

Os valores estdo expressos em média + S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey.*p<0,05

Fonte: Dados da pesquisa

7.2.4 Consumo de agua e racao

A observacdo do consumo de agua e racdo é um indicador importante, pois permite
avaliar a toxicidade de substancia, pois fornece informac@es sobre o estado geral de salde
dos animais (ROCHA et al., 2012 SANTANA et al., 2014)

A ingestdo de agua e racdo foi avaliada diariamente durante o tratamento agudo com
as emulsdes em estudo conforme Tabela 2. N&o foi observada nenhuma alteracéo
significativa tanto para consumo de 4gua quanto de ra¢do nos animais que receberam a dose
de emulséo de E. globulus e S. terebinthifolius. No entanto, os animais machos tratados
com a emulsdo de P. amboinicus reduziram significativamente o consumo de agua e racao,
e as fémeas mostraram uma menor ingesta de racdo, em relacdo ao controle demonstrando

sinais de toxicidade.
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A ingestdo de agua e de nutrientes sdo parametros importantes no estudo da
seguranca de um produto com fins terapéuticos, pois sdo essenciais para 0 bom
funcionamento do sistema fisiol6gico dos animais e, consequentemente, para uma adequada
resposta a droga testada, ja que condi¢Bes nutricionais impréoprias podem acarretar
deficiéncia do organismo (STEVENS & MYLECRAINE, 1994).

Tabela 2 - Consumo de &gua e racdo de ratos Wistar, machos e fémeas, tratados com a dose de 1000 mg/kg
das emulsoes de E.globulus (EEg), S. terebinthifolius (ESt-folha) e P. amboinicus (EPa), por via oral, durante
0 ensaio de toxicidade aguda.

Sexo/consumo Controle EEg ESt-folha EPa

Machos

Consumo Agua (mL)  207,9+18,76  202,5+27,26 198,2+20,03 118,80 + 26,12*

Consumo Ragdo (g)  132,9+19,06  133,7 + 14,50 132,7+ 8,35 71,68 £ 16,45*

Fémeas

Consumo Agua (mL)  180,4+18,27 197,9+20,94 192,7+27,87 173,80+ 17,47

Consumo Ragdo (g)  113,2+14,29 1158+11,39 110,8+18,13 97,49 + 8,09*

Os valores estdo expressos em média + S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey.*p<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa

7.2.5 Parametros bioquimicos

7.2.5.1 Emulsdo com E. globulus (EEQ)

As andlises do sangue dos animais tratados e controles evidenciaram a auséncia de
alteracOes entre estes grupos sobre a maioria dos pardmetros bioquimicos avaliados ap6s o
periodo experimental de 14 dias (Tabela 3). Porém, varia¢@es significativas foram detectadas
em determinados parametros, como: AST, creatinina, triglicerideos, calcio e ureia.

Os animais tratados com a emulsdo EEg apresentaram uma pequena diferenca nos
niveis de transaminase quando comparado com o grupo controle, no entanto, este valor
encontra-se dentro dos valores de referéncia descritos por BRANCO (2011). Os niveis de

transaminases, como ALT, AST e GGT sdo utilizados como indicadores de problemas
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hepaticos, (BRANDT et al., 2009). Dessa maneira, de acordo com resultados apresentados

na Tabela 3, pode-se observar que a emulsdo EEg ndo promoveu lesdes hepaticas.

Tabela 3 - Parametros bioquimicos obtidos do soro dos ratos tratados com a dose de 1000 mg/kg das
emulsdes contendo o 6leo essencial E.globulus (EEg), S. terebinthifolius (ESt-folha) e P. Amboinicus (EPa),
por via oral, durante o ensaio de toxicidade aguda.

Controle EEg ESt-folha EPa
Machos
Proteina (g/dL) 5,00 £ 0,33 5,15+ 0,30 5,55+ 0,34* 5,67 +£0,29*
ALT (U/L) 49,02 + 3,28 49,02 + 21,15 52,18+ 11,81 68,83 + 14,29
AST (U/L) 88,14 + 22,10 86,85 + 20,40 102,80 + 16,38 89,90 + 6,61
GGT (U/L) 3,60 +3,21 4,50+ 2,07 5,40 + 1,67 8,00 £1,83
LDH (U/L) 708,70 + 322,90 706,30 + 288,40 665,80 + 173,00 528,60 + 85,30
Colesterol (mg/dL) 78,34 +£19,71 69,67 + 13,95 55,52 + 9,40 67,30 + 10,28
Triglicerideos (mg/dL) 91,00 + 37,30 94,20 + 31,60 41,33+ 14,81* 48,25 + 16,98
Calcio (mg/dL) 7,562 £0,52 7,40 £ 0,74 5,88 + 0,26* 8,30 £ 0,29*
Acido Urico (mg/dL) 1,26 + 0,30 1,12 +0,22 1,03+0,23 0,80 + 0,20*
Ureia (U/L) 40,95 + 3,93 42,23 +6,17 46,17 + 6,99 45,58 + 7,52
Creatinina (mg/dL) 0,48 + 0,05 0,47 + 0,05 0,37 +£0,03* 0,40 + 0,02*
Fémeas
Proteina (g/dL) 4,86 +£0,18 5,18 £ 0,42 5,65+ 0,19* 5,25+ 0,39
ALT (U/L) 43,12 +7,78 47,53 + 15,10 40,93+7,11 39,09 + 12,53
AST (U/L) 117,70 + 29,80 91,48 +£21,10 83,55 + 15,84 106,70 + 33,89
GGT (U/L) 6,40 + 1,52 6,33 + 2,66 4,00 + 0,89* 6,25 + 3,86
LDH (U/L) 1681 + 761,80 921,30 + 288,80* 820,3 +298,6 684,21+ 80,4*
Colesterol (mg/dL) 56,60 + 13,50 69,15 + 12,10 78,17 + 15,70 75,45 + 8,46*
Triglicerideos (mg/dL) 69,40 + 11,41 85,83 + 39,80 120,0 + 37,22* 68,67 + 24,30
Célcio (mg/dL) 7,94 +0,42 8,57 + 1,41 7,27+0,61 9,32 + 0,45*
Acido Urico (mg/dL) 1,52 +0,30 1,25+ 0,40 1,12 +0,31 1,53+ 0,40
Ureia (U/L) 45,50 + 7,84 45,95 + 8,10 46,82 + 6,29 49,09 + 6,92
Creatinina (mg/dL) 0,55+ 0,04 0,46 + 0,08 0,45+ 0,03* 0,45 + 0,02*

Os valores estdo expressos em média £ S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey.*p<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa

O colesterol e o lactato desidrogenase (LDH) dos animais tratados com emulséo
EEg, ndo mostraram diferenca significativa.

Na administracdo da emulsdo EEg ocorreu um aumento da dosagem de
triglicerideos (TG) dos animais tratados em relacdo ao controle, no entanto, estando dentro
dos valores normais de referéncia estabelecidos para ratos. Os TG sdo a principal forma de
armazenamento dos lipideos no tecido adiposo e seu aumento € um problema, devido ser

um agente causador de hiperlipidemias e problemas cardiovasculares (PEREIRA, 2008).
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A analise do calcio no soro de machos tratados com EEg mostrou-se inferior em
relacdo ao seu respectivo controle, sendo que este tipo de resultados ndo tem conotacao
patoldgica. Além disso, as fémeas apresentaram valores superiores em relacdo ao controle.

A andlise de alguns biomarcadores de lesdao néfron-funcional, como ureia, acido
arico e creatinina no presente estudo (LEMAIRE, GODEFROY et al., 2005), mostrou que
a dosagem da ureia do grupo de animais tratados com OEEg foi superior quando
comparada ao grupo controle. Apesar do elevado valor de ureia estd relacionado com
insuficiéncia renal, o resultado encontra-se dentro dos padrées de referéncia (SALASANTI,
SUKANDAR et al., 2015). Além disso, os niveis de acido Urico e creatinina do grupo
tratado no presente estudo foram baixos em relacdo ao grupo de controle. Segundo estudos
de SILVA (2016), baixos valores indicam auséncia de leséo tecidual nos rins.

7.2.5.2 Emulsédo com S. terebinthifolius-folha (ESt-folha)

Durante a analise dos parametros bioquimicos de S. Terebinthifolius (Tabela 3)
foram encontradas alteracdes significativas nos parametros, proteina total, triglicérides,
calcio, creatinina para machos e fémeas e GGT para as fémeas. No entanto, estas alteracdes
ndo tém significado clinico, porque estdo dentro dos valores de referéncia (GIKNIS &
CLIFFORD, 2006; BRANCO et al., 2011).

Os parametros ALT e AST ndo demonstraram alteracfes estatisticas em relacdo ao
grupo controle. No entanto, um aumento da quantidade de ALT no sexo masculino foi
evidente, mas esse aumento ndo tem significado clinico, porque os valores estdo dentro dos
limites normais descritos por Castello Branco e colaboradores (2011).

De acordo com estudos realizados pelo Yuet Ping (2013), as alteracdes
significativas na ALT e AST, em ambos 0s sexos masculino e feminino, ndo afeta a fungéo
de hepatécitos nos ratos. Algumas enzimas e proteinas podem ser utilizadas como
indicadores de problemas hepaticos, tais como ALT, AST, GGT e bilirrubina (BRANDT et
al., 2009). No presente estudo houve diminuicdo significativa na quantidade de GGT (gama
glutamiltransferase) para as fémeas tratadas com a emulséo S. terebinthifolius, tal alteracdo

foi considerada ainda dentro dos valores normais.
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Embora a enzima GGT néo ser tdo especifica, pode ser encontrada no pancreas e
nos rins, onde o aumento desse marcador ndo desencadeia perturbagdes nestes 6rgdos, a
menos que haja uma dano hepéatico em curso (MOTTA, 2009). De acordo com estudos
demonstrados por Tennant e Center (2008), mesmo a GGT estando presente em muitos
tecidos, 0 aumento da sua atividade sdo observados principalmente em enfermidades
hepaticas.

Nos animais tratados com a emulsdo de S. terebinthifolius foram observadas
alteracdes significativas nos parametros triglicerideos. No sexo masculino, houve um
decréscimo, enquanto que as fémeas houve um aumento deste parametro. Portanto, as
alteracbes nos parametros de triglicerideos, sugerem que esta emulsdo tem um efeito sobre
0 metabolismo dos lipideos. As alteracBes na concentracdo destes parametros podem
proporcionar informacgfes importantes no que diz respeito ao metabolismo lipidico e a
predisposicdo para aterosclerose e doenca cardiaca (YAKUBU, 2008).

O aumento dos niveis de ureia observado no grupo tratado quando comparado com
o controle, podera estar associado a disfuncdo renal provavelmente pelo mecanismo de
filtracdo renal, como também, interferiu na capacidade do rim de excretar este metabolito
como sugerido por Crook (2006). Os niveis de ureia podem ser alterados devido ao
desequilibrio da funcdo renal, catabolismo proteico, estado de hidratacdo do organismo e
sangramento intestinal (MUKINDA e EAGLES, 2010; RIBEIRO, 2015).

Em animais tratados com as emulsbes de S. terebinthifolius observou-se a
diminuicdo nos niveis séricos de creatinina em machos e fémeas. Esse achado embora
significativo, ndo foi sugestivo de quadro de toxicidade, uma vez que o aumento na
concentracéo de creatinina pode ser relacionado a um problema de maior gravidade devido
a reducdo na taxa de depuracdo renal e consequente elevacdo sérica de creatinina
(KANEKO, 2008; RAVEL, 1995; DINIZ, 2000). A concentracdo de creatinina € um
indicador clinico importante, desde a queda da filtracdo glomerular, com elevacao
subsequente da taxa de creatinina plasmatica o que implica em perda da funcdo renal
(BERNE & LEVY, 2006).



124

7.2.5.3 Emulsédo com Plectranthus amboinicus (EPa)

Os animais tratados com a P. amboinicus apresentaram alteragdes consideradas
significativas no tocante aos parametros referentes as proteinas totais, acido Urico,
colesterol, célcio, LDH e creatinina em relacdo ao grupo controle. Entretanto, essas
alteragcBes ndo apresentaram significancia clinica, pois os niveis avaliados ficaram dentro
dos valores de referéncia considerados normais (GIKNIS & CLIFFORD, 2006; BRANCO
et al., 2011). O perfil bioguimico dos animais tratados ap0s o periodo experimental de 14
dias esta descritas na Tabela 3.

Nos animais tratados com as emulsdes de P. amboinicus observou-se uma
diminuicdo na quantidade de creatinina para os machos e fémeas. Demonstrando que apesar
de significativo, este resultado ndo foi sugestivo de toxicidade, visto que valores
aumentados de creatinina podem estar relacionados a um aumento na ingestdo de
aminoacidos e formacdo de creatina fosfato hepatica (BORBA, 2011) e/ou desidratacdo
(TRABELSI et al., 2011).

Os niveis de colesterol se mostraram aumentados em fémeas tratadas com a
emulsdo de P. amboinicus, quando comparados ao controle. O aumento do colesterol é
considerado um fator de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, como a
hipertensdo (PEREIRA, 2008). Este aumento pode ser explicado por um estresse
ocasionado pela administracdo da emulsdo, resultando em alteracdes de cunho metabdlico
(CUNHA et al., 2009). Porém estes valores corroboram com as pesquisas realizadas por
Giknis & Clifford (2006).

7.2.6 Parametros hematologicos

Os parametros hematoldgicos obtidos dos animais tratados com EEg mostraram
alteracdes nas hemaécias, hemoglobinas, hematocritos, leucocitos mondcitos e neutrofilos.
Nos animais tratados com a ESt, apresentaram alteracGes significativas nas hemaécias,
hemoglobina, hematdcrito, linfécitos e CHCM. Em contrapartida, os animais que
receberam a dose da EPa sofreram alteragdes em hemacias, hemoglobina, hematocrito e

leucocitos. As alteracBes hematoldgicas obtidas apds o periodo experimental de 14 dias
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estdo descritas na Tabela 4 e 5. Os grupos tratados ndo revelaram alteracfes significativas
em relagédo ao grupo controle.

O sistema hematopoiético é uma das partes mais sensiveis do corpo para sofrer
alteracdes por substancias toxicas, sendo, portanto, considerado um parametro essencial e
imprescindivel para avaliar o perfil fisioldgico e patolégico em humanos e animais (LI et
al., 2010).

A emulsdo contendo OEEg induziu ao aumento na contagem de hemacias do grupo
de fémeas tratadas em relacdo a seu controle, e isso pode sugerir uma policitemia
(POITOUT-BELISSENT e McCARTNEY, 2010), no entanto, segundo Branco e
colaboradores (2011), este resultado encontra-se dentro do padrdo de referéncia para 0s
ratos, ndo inferindo em quadro de toxicidade. A dosagem de hemoglobina e hematécrito de
machos tratados, também mostraram-se elevados em relacdo a seus respectivos controles,

porém estes valores foram considerados com normais (MELO et al., 2013).

Tabela 4 - Pardmetros Hematol6gicos obtidos do plasma dos ratos tratados com a dose de 1000 mg/kg das
emulsBes contendo o 6leo essencial E.globulus (EEQ), S. terebinthifolius (ESt-folha) e P. amboinicus (EPa),
por via oral, durante o ensaio de toxicidade aguda.

Controle EEg ESt-folha EPa

Machos

Hemacia (10°/pL) 7,22 +0,68 8,00 + 0,60 9,14 + 0,34* 8,98 + 0,32*
Hemoglobina (g/dL) 12,68 + 0,87 14,75 + 0,55* 15,10 + 0,52* 14,88+ 0,58*
Hematdcrito (%) 41,63+ 2,25 47,52 +2,04* 49,55 + 1,48* 49,15 + 1,65*
VCM (fL) 57,90 + 3,53 59,55 + 3,06 54,20 + 0,40 54,73+ 1,03
HCM (Pg) 17,65+ 1,28 18,48 + 1,10 16,52 + 0,16 16,58 + 0,20
CHCM (g/dL) 30,43 £ 0,57 31,03+ 0,38 30,47 £ 0,13 30,25 + 0,26
Fémeas

Hemacia (10°/pL) 7,70 +0,17 8,52 +0,79* 8,09+ 0,49 8,02+ 0,63
Hemoglobina (g/dL) 13,60 + 0,91 14,10 + 0,58 14,78 + 0,41 14,32 + 0,52
Hematdcrito (%) 44,08 £ 2,17 46,24 + 0,62 46,13+ 1,78 44,85+ 2,83
VCM (fL) 57,28+ 2,71 56,90 + 1,26 57,12 + 1,36 56,00 + 2,01
HCM (Pg) 17,66 + 1,08 17,36 + 0,78 18,33+ 0,78 17,88 + 1,03
CHCM (g/dL) 30,84 + 0,64 30,52 + 1,06 32,07 £0,67* 32,00+ 1,28

Os valores estdo expressos em média £ S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey.*p<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa

Os animais machos tratados com as emulsdes de S. terebinthifolius e P. amboinicus,
mostraram valores de hemacias que aumentaram de forma significativa. Além disso, pode-

se observar que 0 quantitativo de hemacias varia principalmente em fungdo do sexo. Essa
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diferenca entre 0s sexos se deve aos niveis de testosterona que estimulam a medula 6ssea
na producdo de eritrécitos (MOTTA, 2009; JALJOY, 2011).

Tabela 5 - Parametros Hematologicos obtidos do plasma dos ratos tratados com a dose de 1000 mg/kg das
emulsdes contendo o 6leo essencial E.globulus (EEg), S. terebinthifolius (ESt-folha) e P. Amboinicus (EPa),

por via oral, durante o ensaio de toxicidade aguda.

Controle EEg ESt-folha EPa
Machos
Leucécitos (10¥pL) 9,98 + 1,87 10,12+ 1,75 12,27 +2,13 10,88 + 1,19
Neutrofilos (%) 25,75 + 2,50 27,17 + 6,62 30,17 + 5,00 32,50 + 5,68
Eosinéfilos (%) 0,0+0,0 0,33+0,82 0,17 £ 0,17 0,0+0,0
Linfocitos (%) 70,25 + 3,78 65,67 + 8,33 61,67 + 4,50* 62,75+ 7,24
Monécitos (%) 3,50 + 2,08 6,33+2,73 7,00 + 2,28 4,75+ 222
Plaquetas (10¥uL) 673,00 +431,00  750,50+387,25 733,00 +279,00 777,80 + 332,50
Fémeas
Leucécitos (10¥pL) 6,34 + 0,86 10,86 + 2,43* 8,50 + 3,64 8,27 +1,43*
Neutrofilos (%) 31,67 + 6,03 24,80 + 3,19* 26,17 + 4,36 23,83+5,84
Eosindfilos (%) 0,0+0,0 0,00 + 0,00 0,33+0,52 0,0+0,0
Linfocitos (%) 64,00 + 6,00 68,40 + 2,30 69,50 + 4,89 73,33+ 4,88
Monécitos (%) 4,33+0,58 6,80 + 2,05* 4,00+ 1,80 2,83+1,33
Plaquetas (10¥uL) 597,40 + 464,00 784,00+154,79 830,00 + 78,91 561,20 +384,50

Os valores estdo expressos em média £ S.D (n=6). Teste “t” Mann-Whithey.*p<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa

O nivel de CHCM nos animais machos tratados com a emulsdo de S.
terebinthifolius aumentou de forma significa, porém foi considerado dentro da normalidade,
segundo os valores encontrados por GIKNIS e CLIFFORD (2006). Por outro lado, ndo
foram observadas alteracdes deste parametro para os ratos tratados com a emulsdo de P.
amboinicus. Outros valores como, hemoglobina e hematocrito dos machos tratados tanto
com a emulsdo de S. terebinthifolius quanto com a emulsdo de P. amboinicus sofreram
alteracdes significativas, entretanto, essas alteracGes estdo dentro dos valores de
normalidade (GIKNIS e CLIFFORD, 2006; BRANCO et al., 2011).

A contagem global de leucécitos e mondcitos observados nas emulsées OEEg,
estiveram elevadas para as fémeas do grupo tratado em relacdo ao controle, fora dos valores
normais (BRANCO et al., 2011). Esse aumento acima dos valores fisiolégicos no
leucograma, (leucocitose), geralmente indica um processo reativo do organismo, caso esta
contagem de leucdcitos esteja muito elevada, pode se verificar uma extensdo de sangue

periférica com aspecto semelhante ao de leucemia, quadro denominado reacéo leucemdide
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(HENRY, 2008). Este grupo de animais também mostrou reducdo de neutrofilos sugerindo
que a diminuicdo na quantidade de neutréfilos tenha sido causada por momentos de
estresse, onde ocorreu uma ligeira depressdo da producéo destas células (WOLFORD et al.,
1987; LORENZI, T.F., 2006), porém, tal reducéo esta dentro do valor normal (BRANCO et
al., 2011).

Durante a analise da série branca, observou-se uma reduc¢do significativa no nimero
de linfécitos dos machos tratados com a emulsdo de S. terebinthifolius. Existem fatores que
reduzem o numero de linfocitos circulantes e, portanto, promovem a linfopenia. Os
horménios corticosteroides produzem essa disfuncdo, pois causam um aumento da
destruicdo celular (linfocitdlise). Os estados de estresse provocam semelhante efeito
(LORENZI, 2006). Como citado na literatura, sugere-se que a diminui¢do na quantidade de
linfécitos dos machos tenha sido causada por momentos de estresse, tendo em vista que as
fémeas ndo sofreram a mesma alteracdo. Outro parametro hematol6gico analisado foi a
contagem diferencial de leucocitos, onde ocorreu aumento desse nimero de celulas em
fémeas no grupo tratado com a emulsdo de P. amboinicus, enquanto que ndo houve
alteracdo para os animais tratados com a S. terebinthifolius. A contagem elevada destas
células, geralmente indica um processo reativo/infeccioso (MOTTA, 2009).

Apos o tratamento agudo utilizando-se as emulsdes contendo o 6leo essencial obtido
E. globulus, S. terebinthifolius (folhas) e de P. amboinicus na dose de 1000 mg/kg por via
oral em ratos machos e fémeas, constatou-se baixa toxicidade na dose referida, visto que,
durante a andlise dos parametros bioquimicos e hematoldgicos, os valores obtidos
apresentaram alteracfes, porém encontram-se dentro dos valores considerados como de

referéncia.
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7.3 CONCLUSAO

Os ensaios de toxicidade aguda realizados foram importantes para garantir a
seguranca e eficicia das emulsées OEEg, OESt (folha) e OEPa administradas por via oral e
na dose 1000mg/kg. Os animais ndo apresentaram sinais significativos de toxicidade sobre
0s parametros ingestdo de agua e alimentos, evolucdo ponderal, hematoldgicos e
bioquimicos em ratos wistar de ambos 0s sexos e 0 mesmo néo levou a 6bito os animais
tratados. Dessa forma, os resultados obtidos na avaliacdo da toxicidade aguda demonstram
que as referidas emulsdes podem ser usadas de forma segura, uma vez que ndo induziu
mudancas de importancia clinica no perfil hematoldgico e bioguimico. Além disso, em
funcdo das alteracGes organicas observadas, sugere-se a continuidade dos estudos mediante
a avaliacdo da toxicidade cronica das emulsdes.



CONSIDERACOES FINAIS
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8. CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, os dleos essenciais de E.
globulus, S. terebinthifolius-fruto, S. terebinthifolius-folna e P. amboinicus foram
caracterizados quanto aos parédmetros fisico-quimicos (densidade, indice de refracdo,
solubilidade, caracteristicas organolépticas), como também, foi realizada a identificacdo
dos constituintes quimicos por cromatografia em fase gasosa.

A viabilidade de veiculacdo de 6leos essenciais de E. globulus, S. terebinthifolius-
fruto, S. terebinthifolius -folha e P. amboinicus em sistemas emulsionados foi demonstrada
com a obtencdo das emulsBes. Além disso, os sistemas foram caracterizados quanto a
estabilidade durante 180 dias, levando em consideracdo o indice de cremagem, pH,
condutividade, teor dos marcadores além da obtencdo do diagrama de fases delimitando as
regides de formacao de emulsdo, creme, logéo e separacédo de fases.

Os estudos realizados para avaliar a atividade antimicrobiana in vitro e ex vivo
foram satisfatorios, uma vez que os resultados comprovaram a viabilidade da utilizacdo das
formulagBes como antimicrobianos.

Os parametros evolucdo ponderal, hematolégicos, bioguimicos dos ensaios de
toxicidade aguda realizados nas emulsdes contendo OEEg, OESt (folha) e OEPa na dose
1000mg/kg , demonstraram que podem ser utilizadas de forma segura.

Dessa forma, os sistemas emulsionaldos contendo 6leo essencial de E. globulus, S.
terebinthifolius-fruto, S. terebinthifolius-folha e P. amboinicus mostraram ser exequiveis.
Por conseguinte, as emulsdes contendo P. amboinicus demonstraram ser mais vantajosas,
por apresentarem os melhores resultados em relacdo a atividade antimicrobiana e a
toxicidade.

Como perspectivas propdem-se o desenvolvimento do produto final como também,
o0 desenvolvimento de emulsdes contendo a mistura dos trés oleos essenciais de E. globulus,
S. terebinthifolius, P. amboinicus. Além disso, a realizacdo do estudo de estabilidade de
acordo com o Guia para a Realizagcdo de Estudos de Estabilidade publicado na RDC N°
1/2005, determinacdo do mecanismo de acédo das formulagdes, estudo de toxicidade crénica

e ensaio de sensibilidade dérmica.
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APENDICE A- CURVAS TERMOGRAVIMETRICAS (TGA) E CURVAS DE

ANALISE TERMICA DIFERENCIAL (DTA)
MARCADORES E EMULSOES.

DOS OLEOS ESSENCIAIS,

Figura 1 - Curvas A obtidas no TGA e curvas B obtidas no DTA, na razdo de aquecimento 10°C.min™, para

6leo essencial de E. globulus (OEEg), cineol e emulses de E. globulus (EEg), respectivamente.
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Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 2- Curvas A obtidas no TGA e curvas B obtidas no DTA, na razdo de aquecimento 10°C.min™, para
o6leo essencial de S. terebinthifolius (fruto) (OESt-fruto), pineno e emulsédo de S. terebinthifolius (fruto) (ESt-

fruto), respectivamente.
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Figura 3- Curvas A obtidas no TGA e curvas B obtidas no DTA, na razdo de aquecimento 10°C.min™, para
6leo essencial de S. terebinthifolius (folha) (OESt-folha), linoneno e emulsdo de S. terebinthifolius (folha)

(ESt-folha), respectivamente.
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Figura 4- Curvas A obtidas no TGA e curvas B obtidas no DTA, na razdo de aquecimento 10°C.min™, para
6leo essencial de P. amboinicus (OEPa), carvacrol e emulsdo de P. amboinicus (EPa), respectivamente..
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ABSTRACT

Background: Plectranthus ambeoinicus Lour is a species which is
widespread throughout tropical countries where it is widely used
against respiratory tract disorders such as bronchedilator, antriussive,
and expectorant conditions. Objective: This study aims to charactenze
the essential oil of P amboinicus (PaEQ) and produce and evaluate
emulsions containing PaEQ. Materials and Methods: The essential oil
was charactenized by physical-chemical analyses for density, refractive
index, 90% ethanol solubility, color, appearance, and identification by gas
chromatography coupled to mass spectrometry detection. The emulsions
were prepared following a hydrophile-lipophile balance [HLE] spreadsheet
design from two nonionic surfactants {Span 80® and Tween 20®) producing
HLB walues ranging from 4.3 to 16.7 The products were stored at room
temperature at 5°C. The emulsion stabilities were tested both in the long
and shortterm. Results: The PeEQ was obtained by stzam distillation
and the total extraction was reached after 3 hours yielding of 0.2%
Pwiwl. This essential oil was charactenzed by physicochemical analyses
for density [1.5 g.ml], refraction index [0.2167], ethanol 90% solubility
[1:2], color, and appearance (yellow/clear). Nineteen components were
identified in the oil, among them the sesquiterpenes: carvacrol [33.50%],
pcymene [28.20%] and yterpinene [14.77%]. The emulsions obtained
successfully showed, for the first time, HLE values for essential cils from
Plectranthus amboinicus[15.7]. Conclusion: The experimental data shows
a relationship between HLB values of the surfactant mixtures contributing
to the emulsified systems production containing phytopharmaceuticals.
Such an approach is of great importance to the development of lipid
carriers for therapeutic drugs.

Key words: Flectranthus amboinicus, carvacrol, essential oil, emulsion,
stability

INTRODUCTION

The species Plectranthus amboinicus Lour, also known as Plectranthus
aromaticus, Coleus aromaticus and Coleus amboinicus, is a herbaceous
plant. It is perennial, succulent and aromatic with brittle stems and ovate
succulent leaves, an acute apex, toothed edges, and a thick petiole. This
species is native to eastern Asia and it is widespread throughout the
tropical countries.”

B amboinicus is widely used in Brazil in the treatment of diseases such
as asthma, superficial mycosis, cancer, constipation, headache, cough,
colds, fever, and digestive diseases.** The literature also reports that the
essential oil of the P amboinicus acts as an antifungal and antibacterial
agent.™ The essential oil of P amboinicus presents a rich composition in
mono and sesquiterpenes. In several studies, the carvacrol is reported to
be the major component in a concentration ranging from 40 to 90%. &=
Furthermore, other constituents have been reported such as eugenol,

© 2017 Pharmacognosy Magazine | Published by Wolters Kluwer - Medknow
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SUMMARY

* The essentizl oil from leaves of Plectranthus ambaoinicus was exiracted by
stearn distillation and characterized.

+ The emulsions containing essential oil were produced and the stability was
performed in the short and long termn.

+ The critical hydrophilicipophilic balance [HLB) of the essential ol was 15.7 and
was achigved by the combination of surfactants (Tween 80 and Span 20%).

Dol
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Abbroviations used: PaEOQ: eszential oil of F amboinicus, HLE: hydrophilic-
lipophilic balance, Cl: Creaming Index, MET:
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Owing to its technological development, the emulsified systems
containing essential oil, remain a challenge due to the volatility and
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of emulsions as carriers of essential oils demonstrates several benefits
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such as the ability to hide unpleasant flavors so they can be administered
in a palatable form, and also to improve the oral bioavailability."*
Additionally, emulsions are widely used in cosmetic and pharmaceutical
formulations due to excellent topical administration of hydrophilic and
lipophilic active ingredients.*

This study is aimed to produce and evaluate nonionic O/W emulsions
based on the essential oil from leaves of Plectranthus amboinicus. For
this proposal the physicochemical and phytochemical characterizations
of the essential oil were performed. To produce stable O/W emulsions,
the HLB system was used to determine the HLB of the essential oil.

MATERIALS AND METHODS

Plant material
A voucher specimen of the plant was identified and deposited in the

Herbarium Lauro Pires Xavier of Federal University of Paraiba, with the
reference numbers JPB 85943 and JPB 85944,

Extraction and characterization of the essential oil

from p. amboinicus

The fresh leaves of P amboinicus were extracted by steam distillation
using the Linax extractor (model D2 Mini, Sio Paulo, Brazil). The leaves
were transferred to the reservoir, which features a continuous water cycle
coming directly from the water system. This water was not in contact
with the sample, the water vapor was passed through the reservoir,
which contains the leaves, and drags down the volatile constituents. The
samples were stored in glass vials under refrigeration to prevent possible
losses of volatile constituents. Different extraction times [1to 6 h] were
used to optimize the estimate of the best yield.

Physical properties of the P. ambaoinicus essential oil
(PakEQ)

Relative density

The relative density was determined by calculating the ratio between the
mass and the volume of the sample at 20°C (Eq. 1}, used in the previously
calibrated 5ml pycnometer with distilled water at 20°C. The analysis was
performed in triplicate.

d2 =" (Eq1)
v

‘Where: d = density (g.ml"); m= mass and v = volume

Refractive index

The refractive index was determined by using a Reichert refractometer
[ AR-200, California, USA]. The oil samples were put directly over the prism
of the refractometer at 25°C. The analysis was performed in triplicate.

Solubility

A solution of ethanol in water 90% (v/v) was used to determine the
essential oil solubility. To maintain the constant volume of essential
oil (0.5 ml), an alcoholic solution was added in equal quantities to the
essential oil until the complete solubilization of the essential oil was
achieved.”! The analysis was performed in triplicate.

Gas chromatography - mass spectrometry analyses

The identification of the PaEO components was performed by gas
chromatography coupled to mass spectrometry detection in Ultra
GC-MS (Shimadzu, Kyoto, Japan). The autosampler was an AOC-
20 series injector (Shimadzu), the gas chromatograph was a GC-2010
Plus (Shimadzu), the mass spectrometer was a GCMS-QP2010 Ultra
{Shimadzu) and ion trap detector (MS, model 4000) (Shimadzu), with
electron ionization-mass spectrometry (EI-MS 70 eV). The analysis
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was developed in a Rtx"-5MS (Restek, Bellefonte, PA, USA) capillary
column (Shimadzu), 30 m long, with a 0.25 mm thickness and 0.25
mm i.d. with Helium at 1 ml/min as carrier gas. Temperature program:
injector at 250°C with a column-oven from 60 to 240 *C at 3 *C /min. The
retention index (RI) was calculated for all the volatile constituents using
an n-alkane homologous series, ranging from C8 to C40, using a linear
temperature programmed equation.”® The individual components
were identified by comparing the mass spectra and GC retention data
with those of authentic compounds previously analyzed and stored in
the database from the National Institute of Standards and Technology
(NIST). The interpretation of RI values was assisted by the FFNSC
(Flavor and Fragrance Natural and Synthetic Compounds) Library./

Development and evaluation of emulsion systems
containing PaEO

Hydrophilic-lipophilic balance spreadsheet design

The emulsions were prepared following the spreadsheet design shown
in Table 1. This spreadsheet includes two surfactants: one of a lipophilic
nature [Span 80%, HLE=4.3] and the other of a hydrophilic nature [Tween
20", HLB=16.7]. The final HLB value of each system varied according to
the relative proportion of each surfactant.!*

Preparation of the emulsions

The emulsions were obtained by the phase inversion temperature
method.™ The preparation of W/O emulsions by the PIT method is a
widely used technigue in obtaining emulsified systems, in particular,
emulsions containing the essential oil** According to studies
presented by Esquena, Sankar,”*! the PIT method requires the system
whose phase inversion temperature is above the freezing point of water,
and below the temperature where degradation of substances occurs. This
can be achieved by choosing the surfactant with the nonionic appropriate
HLB value for the system. The oil in water emulsion composition was
5% (w/w) of PaEQ, 2% (wy/w) of surfactants, and 93% (w/w) of water.
Initially, the continuous phase was prepared by dispersing the required
Tween 20" in distilled water. The dispersed phase was obtained by adding
Span 80° into the essential oil. Both phases were heated separately to
70°C and one phase dispersed within the other. The studies report the

Table 1: Design hydrophilic-lipophilic balance according with the surfactant
composition (%).

Formulation TWEEN 20* SPAN 80 Final HLB value
(%) HLE (%) HLB
Fl1 100.0 16.7 0.0 0.0 16.7
F2 91.9 154 8.1 0.3 15.7
E3 83.9 14.0 16.1 0.7 14.7
F4 75.8 11T 242 LD 13.7
F5 67.7 113 323 1.4 12.7
F6 59.7 10.0 40.3 1.7 1.7
F7 51.6 8.6 484 21 10.7
F8 435 7.3 56.5 24 9.7
Fa 35.5 59 64.5 28 8.7
F10 274 46 726 31 i
F11 19.4 3.2 806 35 6.7
F12 11.3 1.9 88.7 38 5.7
F13 3 0.5 96.8 4.2 4.7
Fl4 0.0 0.0 100.0 4.3 43

F-Formulations; HLB- hydrophilic-lipophilic balance
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use of up to 70°C to obtain emulsions containing essential oil *-#212.27-2]
The final emulsions were obtained after homogenization using an Ultra-
Turrax [IKA, model T-18, Frankfurt, Germany] at 15,500 rpm for 10
min. Two batches of 14 emulsions with varying HLB values [Table 1]
were obtained and stored at 25 £ 2°C and 5 + 1°C in tube assay to
evaluate the IC. Furthermore, 14 flasks of 50ml each, were stored at room
temperature to complete the pH and conductivity tests.

Characterization of the emulsions
Creaming index

The creaming rate was determined experimentally by the measurement
of the creaming index (CI) from Eq.2. The CI values were obtained from
the ratio between the total height of cream layer (CC) and the total
height of emulsion layer (CT). CC and CT were measured directly into a
storage glass flask with the help of a graduate scale.

%er- L .100 (Eq2)
pH cr
The measurements of pH were obtained from the probe inserted directly
into the emulsion container at room temperature. The values were
obtained using a pre-calibrated pH meter (model PG1800, Sio Paulo,
Brazil). The analysis was performed in triplicate.

Conductivity

The conductivity was measured by directly inserting the probe into an
emulsion container at room temperature, using a portable conductivity
meter [MITE, model CD30] previously calibrated with a standard
solution of 0.1 N KCL The analysis was performed in triplicate.

CG-FID analysis

The quantification studies were performed on a Shimadzu Gas
Chromatograph (model GC-2010 Plus, Kyoto, Japan) equipped with
a capillary column DB-1 dimethylpolysiloxane (30mx 0.25 mm, 0.25
micron), and a flame ionization detector was used to analyze the
samples.”" The carrier gas was N, with a flow of 1.3 ml/min., split 1:100,
injector temperature 260°C, detector temperature 280°C, initial column
temperature equal to 60°C heated at a rate of 10°C. min™ up to 92¢C for 3
minutes, followed by a heating rate of 10°C/min up to 120°C and a rate of
20°C/min up to 280°C. The injection volume was 1.0 pl. The calibration
curve from a commercial sample of carvacrol [Sigma- Aldrich, Chicago,
IL, USA| was obtained by recording the peak areas against the known
injected amount contained in the same injected volume (1 ml). The
analysis was performed in triplicate.

Stability studies

Long-term stability

The macroscopic aspect, CI, pH, and conductivity were evaluated on
storage days 1, 3, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 150, and 180. The samples
were stored at room temperature (25 + 2°C) and at a low temperature
(5 £ 1°C). These parameters enabled the evaluation of the emulsion
system stability and therefore the prediction of the chemical stability of
the components of the emulsion.

Shart-term stability

The short-term stability was evaluated by the micro-emultocrit technique
(MET).®! The formulations were stored in closed containers at room
temperature and were not homogenized before testing. The heparin-free
capillary tubes were filled to 75% with each formulation and placed in a
micro-centrifuge (Quimis, model Q10.500, Sio Paulo, Brazil) at 10,500
rpm for 10 min. The evaluation was realized at room temperature on the
storage days 1 (D1), 30 (D30) and 90 (D}90). After the centrifugation cycle,
the IC calculations were performed in accordance with (equation 2).

Pharmacognosy Magazine, January-March 2017, Vol 13, Issue 49

The short-term stability realized by the micro-emultocrit technique
revealed not only, that the emulsion stability was highly influenced by
the gravity acceleration, but also managed to predict influences provided
in the HLEB values. The Stability measurements were made in triplicate
for each of the three days.

Statistical analysis
The mean, standard error of the mean, test-t and graphics were calculated

by using SipmaPlot v.10.0 [Systat, USA]. and p<0.05 was considered to
be statistically significant

RESULTS AND DISCUSSIONS

Extraction and characterization of the essential oil

The essential oils extraction conditions are important as they are one of
the main physical and chemical parameters which are directly related to
the quality of the essential oil. A rapid distillation can lead to a product
containing predominantly volatile constituents with better organoleptic
and chemical characteristics. However, a prolonged extraction of the
product makes the process more expensive and can also increase the
amount ofless desirable compounds.®>*" In our study, the PaEO extraction
was performed in a period from 1 to 6 hours [Figure 1]. The data showed
higher extraction efficiency after 3 hours. After that, the extractions from
three hours, showed constant behavior. Under these conditions, 0.9 ml of
PaEQ was obtained from 2 kg of fresh leaves of P amboinicus.

The higher yield was obtained after 3 hours of extraction. Thus, 0.9 ml of
PaEO was extracted from a mass of 2 kg of plant fixed to 2 | of distilled
water at 100°C. The yield was 0.067% + 0.3 [n= 3] relative to the weight
of fresh material according to the Equation.®!

%r.-ewﬁ‘tiﬁ{ﬁqj}

Where: d = density (g.ml"); m= mass (g) and v = volume (ml)

The extraction performance is in accordance with the essential oil
content report in the literature for this herbal drug.#2

The essential oil characterization plays an important role in the establishment
of quality specifications for the quality control for industrial production of
herbal products. The full characterization (physico-chemical), including
chemical profile and thermal profile, as well as the biological activity of the
essential oils according to their toxicological or pharmacological properties
contributes to improving safe and effective therapeutic use of the species.F39
Plectranthus is a genus with an economic potential in various sectors, and it
is attracting attention due to its medicinal value. A large number of species
are not toxic and so may be taken orally, whilst others can be used topically
on the skin. It is a promising plant for the development of medication.**
The essential oil of P amboinicus (PaEO) was characterized by determination
of its physicochemical properties such as relative density, refractive index,
and solubility in 90% ethanol.

The essential oil, obtained from P amboinicus leaves, presents itself as a
clear yellow liquid with strong aromatic odor and the physicochemical
properties as summarized in Table 2.

Generally, oil yield and chemical composition are taxon-dependent and
are strongly influenced by several factors, including harvest date, storage,

Table 2: Physical properties of the essential oil extracted from leaves of
P amboinicus (PaEQ).

Physicochemical Properties PaEO
Density (g.ml") 1.5 £ 0.03
Refractive index (N, 25¢) 0.9167 + 0.04
Solubility in 90% ethanol (viv) 01:02 + 0.07
Yield (%) 0.2+ 0.06
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Figure 1: The extraction performance of the essential oil from the leaves
of P amboinicus.

environment, stage of maturity, and tested plant parts.™ Therefore,
the products marketed are usually obtained from pools of several oil
charges to achieve some uniformity. Nevertheless, comparing the results
obtained in this work with the literature, it could be observed that
there are similarities among some quality parameters analyzed, such as:
relative density, refractive index, and solubility in ethanol./*]

Identification of components by GC/MS

The identification of the chemical constituents of the PaEO performed by
GC-MS as well as the percentages, retention time and Kovats Index; are
presented in Table 3. The chromatographic data allowed the identification of
19 components, corresponding to 99.99% of the total oil composition. The
main constituents were carvacrol [33.5%], p-cymene [28.20%)], y-terpinene
[14.77%], E-caryophyllene [4.63%], acid phthalic [4.32%], y-bergamotene
[3.16%], a-terpinene [2.52%], and p-mytcene [2.03%].

The qualitative data of the major compounds are in agreement with data
previously reported for Plectranthus sp. oils from Brazil.® However,
the quantitative data were different for: carvacrol [33,5%], p-cyneme
[10.3%], and y-terpinene [5.9%]. Other studies on the composition of
the B amboinicus oil also showed carvacrol as the main constituent,
but the concentrations ranged from 28.65% to 90-98%./%%44 The
variations observed among the various reports can be attributed to the
methodology used in the extraction process, seasonal variations, soil
type, climate, genetic aspects, and geographical variations of plant.”®
According to Haddouchi, Chaouche™ the knowledge about essential
oil composition is fundamental in its correct application as a bioactive
product. To control the types of components and the essential oil yield
in the plant, it is necessary to standardize the cultivation conditions as
well the harvest and postharvest procedures. Thus, the extraction of high
quality essential oils is feasible."

Development and evaluation of emulsions containing essential
oil from P. amboinicus.

The essential oils, obtained from different plant species, have been
extensively studied as bicactive products for therapeutic purposes in
the pharmaceutical industry due to their antimicrobial, antiviral, anti-
inflammatory, and repellent properties.” Furthermore, essential oils
have showed lower toxicity and resistance in comparison to synthetic
products.'*! On the other hand, the chemical complexity and variability
of the herbal matrix, in addition to other deleterious properties such
as susceptibility to degradation, volatility and, water insolubility, makes
the technological development of pharmaceutical systems to improve
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Table 3: Percentage chemical composition of the essential oil from leaves of
P.amboinicus by gas chromatography-mass spectrometry.

Peak  Compounds Rimn Area (%) Kl

1 a-Thujene 5.757 0.83 9.275.044

2 a-Pinene 5.969 038 9.350.088

3 Camphene 6392 0.11 9.499.823

4 Vinyl amyl carbinol 7.170 0.74 9.775.221

5 B-Myrcene 7.567 203 9.915.752

6 a-Phellandrene B.068 031 10.069.947
7 a-Terpinene B.480 252 10.179.521
8 p-Cymene 8.783 282 10.260.106
9 Limonene 8921 0.84 10.296.809
10 y-Terpinene 10.04 1477 10594415
1 a-Terpinalene 11.190 0.19 10.900.266
12 Linalool 11.599 0.15 11.007.907
13 L-4-terpinecl 14.972 1.52 11.792.326
14 Carvacrol 20.608 335 13.065.455
15 E-Caryophyllene 25710 463 14233216
16 y-Bergamotene 26352 3.16 14.384.452
17 a-Humulene 27.162 L17 14.575.265
18 Caryophyllene 32,558 0.62 15.878.484

oxide
19 Acid Phthalic 43.094 432 21.647.484

R, .., - Retention Time (min. }; KI - Kovats Index

the oil characteristics fundamental, in order to assure the biological
properties and its effectiveness.!*!

The emulsions can improve stability and the biopharmaceutical profile of
essential oils, as well as provide protection against oxidation, and allow
for the introduction of technological adjuvants in a formulation. =
These systems are defined as heterogeneous mixtures that consist of
droplets of a liquid dispersed in a second continuous immiscible liquid
phase forming a thermodynamically unstable system. To produce stable
emulsions, surfactants are added to the system.*** The selection of the
surfactant used is fundamental in the production of formulations with
a good stability. The first step in the selection of the correct surfactants
for the emulsion system is the identification of the HLE value of the oil
fraction. The concept of the hydrophile-lipophile balance [HLE] was first
described by Griffin®"! and is used as a semi-empirical scale for selecting
surfactants to form stable emulsions. A well established methodology to
identify the HLE of essential oils is the study of long-term stability of a
bath of emulsions produced with the essential oil, and ranging the HLB
value of the surfactants." The HLB value of the more stable emulsion is
considered the HLB of the essential cil.

Long-Term stability study

The PaOE containing emulsions were evaluated for a period of 180 days
to assess the stability of the systems. In spite of the various HLB values
of the formulations, the process of emulsification by phase inversion
was able to produce stable emulsions with a milky aspect and which
remained stable on the day of preparation.

As expected, the emulsions showed different behavior to creaming
during the storage time, according to the concentration of the
emulsifving agent used. The cream index (CI) reflects the emulsion
stability by measuring the height of the separated cream layer with
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time, but also indirectly demonstrates the process of separation of
droplets in the creaming.*!

The studies by Guerra-Rosas, Morales-Castro,® showed that after
the emulsification, the droplets migrate to the surface of the sample
(coalescence) after a few hours of emulsification, forming a layer of
cream. Consequently, there is a decrease of the CI over storage time in
which the emulsion is preparing for phase separation.

The emulsions at room temperature showed significant creaming
formation in the first 24 h (D1) [Table 4]. As the storage period increases,
the emulsions showed a gradual increase in the creaming index (CI). The
emulsions F5, Fs, F7, F8, F9, F10, and F11 showed a phase separation
process after 120 days. Therefore, phase separation of the emulsion F12
and F13 in D180 demonstrated instability of these formulations. The F14
formulation showed a high CI in D180. On the other hand, there was no
phase separation of emulsions for Fl, F2, F3, and F4. However, among
these emulsions, the F1 had the lowest rate of creaming [Table 4].

When comparing the formulations at ambient temperature with 5°C,
the temperature influences on stability were observed.”™ According
to studies conducted by Hosseini, Jafari® and Leal, Sousa,™ high
temperatures promote a high frequency of collisions of the droplets,
speeding up physical-chemical and chemical reactions, favoring the
coalescence process resulting in a lower stability of the emulsions.

The formulations stored at 5°C presented a better stability when
compared to the formulations stored at room temperature [Table 5].5%
There was an increase of IC with increasing storage time in the
formulations. However, the emulsions F1, F2, F3, F4, and F5 showed the
least CI, and the formulation F2 had the lowest CI, proving to be the
most stable at the temperature 5°C [Table 5].

Determination of pH

The measurements of pH were obtained from the probe inserted directly
into the emulsion container. The evaluation of the pH values has the
objective to investigate changes that affect the stability of the formulation.
The pH values for emulsions stored at room temperature indicated no
important influence on the surfactant composition. However, the storage
time promoted a decrease in the pH for all formulations. Throughout the
experimental period, the pH of all the formulations reduced, as well as the
PH range between the formulations also reduced 2.5-4 (D180) [Figure 2].
The range of values may indicate the occurrence of undesirable chemical

reactions or degradation of the products which could be attributed
to a possible oxidation in the oil."****" This result indicates that all
formulations showed loss or degradation of the essential oil.

Conductivity

According to Masmoudi, Le Dréau,'®! modifications could be observed
to the conductivity values of the emulsions before seeing the instabilities
of the systems. Studies by Bernardi, Pereira'®! observed modifications to
the conductivity values of the emulsions before seeing the instabilities of
the systems. The studies by Abdullah, Abdulkarim®’ and Mahmood and
Akhtar'' attributed the continuous increase of conductivity values to
the process of coalescence of the internal phase. This was followed by a
reduction, which may be attributed to phase separation. Nevertheless, F1
and F2 presented an increase in conductivity during all the experiment,
and they were the only formulations that did not have a decrease in
conductivity during the period of 180 days [Figure 3]. Furthermore, F2
showed a lower value in conductivity than F1 and a better stability.

Short-term stability

The results presented in Figure 4 suggest that the method was able to
detect not only the major influence of the centrifugal stress but also the
individual contribution of each HLB [surfactant composition] on the
system stability.

The micro-emultocrit technigue (MET) was first described by Macedo,
Fernandes,* as an appropriate tool to evaluate and predict influences
provided by small variations in the HLE values on emulsions. Thus,
besides the simplicity, the ability to use a low amount of sample and
with a short time of execution made this method an excellent tool to
evaluate and/or optimize formulation parameters and their respective
HLB values. The results of the short term stability study are shown in
Figure 4. Regarding the creaming index data, the lowest CI rates were
observed at time D1 for the formulations F3, F4, F5 and F6, where
CI were 3.62%, 3.43%, 3.47%, and 3.51%, respectively. After 30 days
(D30), lower CI were observed for F1, F2, F3, F4, and F5 (2.42%, 1.88%;
1.81%; 1.83% and 1.78%, respectively). And, on the last day of analysis
(D90}, the CI for F1, F2, F3 and F4 were 2.43%, 1.75%; 2.9%, and 1.73%
respectively.

By comparing the values obtained by the micro-emultocrit technique
it became apparent that the results for formulations containing PaEO

Table 4: Analysis of creaming index (%) for the long-term stability study at room temperature.

Formulations HBL D1 D3 Do D15 D30 De0 Doo D120 D150 D180
Fl1 167 44 1.66 6.17 6.17 6.25 641 6.67 6.85 5.71 5.80
E2 15.7 241 5.06 6.41 641 6.58 6.85 7.14 8.82 7.69 B8.20
F3 147 5.00 5.00 7.69 769 7.89 811 7.14 7.25 7.58 6.25
F4 137 5.13 6.41 6.41 5.13 6.58 8.00 6.85 6.54 7.25 746
E5 127 5.13 641 6.58 667 6.76 8.45 5.97 PS Ps PS
F& 1.7 4.88 610 7.41 750 7.59 .09 5.41 Ps Ps PS
E7 10.7 390 5.19 6.67 533 6.76 8.22 5.71 Ps Ps PS
F8 9.7 5.00 6.25 7.50 769 7.m9 9.21 6.85 P5 P5 PS5
F9 8.7 513 5.13 6.41 i 7.89 6.67 6.94 P5 P5 PS5
F10 7 3.75 5.00 6.49 6.76 5.82 10,17 B8.93 P5 P5 PS5
F11 6.7 3.75 5.00 7.59 769 7.7 9.21 &.11 P5 P5 PS5
F12 57 3.75 5.00 B.86 769 779 6.67 Q.46 9.86 S.B7 PS
F13 47 1.23 247 6.25 6.33 641 9.33 10.96 9.86 8.82 PS5
F14 43 2.50 380 6.41 i 7.89 8.22 11.43 1194 7.81 13.11

F - formulation; D - day; HBL - hydrophilic-lipophilic balance; PS - phase separation.
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Table 5: Analysis of creaming index (%) for the long-term stability study at 5°C degree.

Formulations HBL D1 D3 D10 D1s D3o Dso Do D120 D150 D1so
F1 16.7 244 3.66 6.17 6.17 625 641 6.67 6.85 571 5.80
EF2 15.7 241 5.06 641 641 6.58 6.85 7.14 8.82 7.69 8.20
F3 147 5.00 5.00 7.69 7.69 7.89 811 7.14 7.25 7.58 6.25
F4 13.7 5.13 641 6.41 5.13 6.58 8.00 6.85 6.54 725 746
E5 12.7 5.13 641 6.58 6.67 676 845 597 PS Ps Ps
E& 11:% 4.88 6.10 741 7.50 7.59 .09 541 PS Ps Ps
E7 10.7 3.90 5.19 6.67 533 6.76 8.22 571 PS PS PS
E8 9.7 5.00 625 7.50 7.69 1.79 921 6.85 PS5 Ps Ps
F9 87 5.13 5.13 6.41 7.79 7.89 6.67 6.54 PS PS PS
F10 7.7 3.75 5.00 6.49 6.76 8.82 1017 8.53 PS PS PS
F11 6.7 3.75 5.00 7.59 769 1.79 9.21 B.11 PS PS PS
F12 5.7 375 5.00 8.86 7.69 1.9 667 9.46 9.86 9.87 Ps
F13 47 1.23 247 6.25 6.33 6.41 9.33 10.96 9.86 8.82 PS
F14 4.3 2.50 3.50 6.41 7.79 7.89 8.22 11.43 11.54 7.81 1311
F - formulation; D - day; HBL - hydrophilic-lipophilic balance.
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Figure 2: pH curves versus days for formulations (F) stored at room
temperature.

between the days (D1, D30 and D90) showed a statistically significant
difference between the formulations, when p < 0,05.

According to Franzol and Rezende,”™ to obtain emulsions there is a need
to introduce energy in the emulsified systems, presenting very agitated
droplets in the first days. This is because the emulsified system has free
energy in the first days of storage which can lead to altered results.
Thus, the study was conducted using the micro-emultocrit technique
on three different days, where it was observed that the day D1 showed
instability in relation to D30 and D90, possibly because free energy still
existed in the system. The formulations on D30 and D90 had greater
stability, because free energy had already dissipated promoting a kinetic
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Figure 3: Conductivity curves versus days in accordance with the
formulations (F) stored at room temperature.

stabilization. It was noted that F2 is the most stable formulation due to
lower 1C, based on the static data.

Quantitative analysis of carvacrol in emulsion

The quantitative analysis plays an important role in the pharmaceutical
field throughout the production process from quality control to
finished product to achieve a quality standard required for a drug.”®
This approach becomes more critical and challenging when complex
materials such as biological matrix are used as active ingredients.
Regarding the essential oils in which the chemical complexity is
followed by adverse physico-chemical properties, the quantitative
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Figure 4: Analysis of creaming index [Cl %] for the formulations
containing essential oil P amboinicus stored at room temperature.
The short-term stability study performed by the micro-emultocrit
technigue in the days (D) 1, 30 and 90.

evaluation is used both as an indication of stability and measurement
of technological success. According to Lukhoba, Simmonds,” and
Ruzsikova, Souckovd, ™ the drug quantitative analysis facilitates
development of medicines.

The chemical control of the emulsions was performed by the quantitative
analysis of the Carvacrol, which is the major constituent of the PaEQ.
The contents of the chemical marker were assayed by GC, and the PaEO
contents in the emulsions were evaluated, also indicating the emulsions
stability. The contents of the chemical marker for each formulation were
evaluated after 7 and 180 days of storage at room temperature [Figure 5].
The gquantification of Carvacrol in the emulsions was carried out only
at room temperature because volume loss was observed, unlike with
emulsions, which are stored at 5°C. The proportions of PaEO entrapped
in emulsified systems were estimated from the total volume of essential
oil added to each formulation.

After 7 days, the percentages of carvacrol present in the emulsions
were ranged from 25.6% to 100.00%. Maximum carvacrol content
was observed in the formulations F2 [97.38%] and F10 [100.00%].
Regarding the content of carvacrol after 180 days, an important decrease
was observed. The content reduction ranged from 50.3% to 89.6%, for
formulations F8 and F11, respectively.

The F1, F2, F3, and F4 emulsions, which had the highest values of HLE,
showed the highest carvacrol content after 180 days. Thus, this showed
that the most stable formulations are those which showed higher HLB
values and the highest levels of carvacrol. According to studies by Viana,
Bohrer,® the HLE system is based on surfactants, which are amphiphilic
compounds whose moleculesare in the hydrophilic and lipophilic groups.
The higher HLB values are assigned to more hydrophilic surfactants in
which the hydrophilic groups are more suitable for the production of
O/W emulsions. In fact, the essential oil properties presented a volatility
which could explain the difficulty of oil entrapment and retention.

CONCLUSION

The development of emulsions containing essential oil remains a
technological challenge, specifically in the improvement of their topical
applicabilities. However, in the present work the feasibility of production of
disperse systems was demonstrated using only the essential oil from leaves
of Plectranthus amboinicus in the disperse phase, and its HLB value was
described for the first time. Accordingly, the combination of surfactants
[Span 80" and Tween 20°] leads to a required HLB value of 15.7.
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Figure 5: The quantitative analysis of carvacrol in emulsions containing

essential oil P amboinicus. The analysis was realized after 7 and 180 days
stored at room temperature.

To summarize, the present work demonstrated the feasibility of emulsion
containing essential oil extracted from leaves of P amboinicus. However,
further biological studies are necessary to evaluate the activity of the
PaOE containing emulsions, as well as the study of cutaneous permeation
for topical use, as well as the definitive dose to be administered.
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ANEXO B- Apresentacdo do trabalho cientifico no 8° RIOPHARMA, Congresso de
Ciéncias Farmacéuticas, Rio de Janeiro intitulado: EVALUATE THE ACTIVITY
ANTIFUNGAL AND ANTIBACTERIAL IN VITRO THE EMULSIONS CONTAINIG
ESSENTIAL OIL SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS RADDI.

o BLRAS

'@@ CERTIFICADO
RIOPHARMA

Ao Cotoutam Bipsnmdy

Certificamos que o trabalho cientifico EVALUATE THE ACTIVITY ANTIFUNGAL AND
ANTIBACTERIAL IN VITRO THE EMULSIONS CONTAINING ESSENTIAL OIL SCHINUS
TEREBINTHIFOLIUS RADDI, autores PABLO QUEIROZ LOPES (UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO-UFPE);FABIOLA BERNARDO CARNEIRO(UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO-UFPE);RAPHAEL ALMEIDA LIRA(UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA-
UFPB);SOCRATES GOLZIO DOS SANTOS(UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA-
UFPB);ELQUIO ELEAMEN OLIVEIRA(UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA-UEPB);LUIS
ALBERTO DE LIRA SOARES(UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA-UFPB);, foi apresentado no
XVIIl Congresso da Federacién Farmacéutica Sudamericana e 8° Congresso RIOPHARMA de
Ciéncias Farmacéuticas, com carga horaria de 28 horas, que abordou como tema "A prescricéo
farmacéutica e os novos paradigmas da profissdo" e teve como eixo central "Atuacédo clinica do
farmacéutico", de 15 a 17 de outubro de 2015, no Centro de Convengdes SulAmérica, no Rio de

Janeiro.
Rio de Janeiro, 17 de outubro de 2015,
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ANEXO C- Apresentacdo do trabalho cientifico no 8° RIOPHARMA, Congresso de
Ciéncias Farmacéuticas, Rio de Janeiro, intitulado: DEVELOPMENT AND
EVALUATION OF EMUSION PHISICAL STABILITY CONTAINING ESSENTIA OIL
FROM EUCALIPTOS GLOBULUS LABILL.

i CERTIFICADO |
RIOPHARMS

Certificamos que o trabalho cientifico DEVELOPMENT AND EVALUATION OF EMULSION
PHYSICAL STABILITY CONTAINING ESSENTIAL OIL FROM? EUCALIPTUS GLOBULUS
LABILL?, autores PABLO QUEIROZ LOPES (UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO- |
UFPE);FABIOLA BERNARDO CARNEIRO(UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO-
UFPE);RAPHAEL ALMEIDA LIRA(UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA-UFPB); EDELTRUDES
DE OLIVEIRA LIMA(UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA-UFPB);ELQUIO ELEAMEN
OLIVEIRA(UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA-UEPB);LUIZ ALBERTO DE LIRA
SOARES(UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA-UFPB);, foi apresentado no XVIII Congresso da
Federaciéon Farmacéutica Sudamericana e 8° Congresso RIOPHARMA de Ciéncias
Farmacéuticas, com carga horaria de 28 horas, que abordou como tema "A prescrigdo farmacéutica e
os novos paradigmas da profissédo" e teve como eixo central "Atuagéo clinica do farmacéutico”, de 15 a
17 de outubro de 2015, no Centro de Convengdes SulAmérica, no Rio de Janeiro.

Rio do Janeiro, 17 de outubno e 2015,
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ANEXO D- Declarago do Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal da Paraiba-CEP/CCS/UFPB.

Ll

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CERTIDAO

Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro
de Ciéncias da Saide da Universidade Federal da Paraiba —
CEP/CCS/UFPB, aprovou por unanimidade na 8* Reunifo Ordinaria,
realizada no dia 24/09/2015, o parecer favoravel do Relator desse egrégio
Comité, autorizando o Pesquisador Pablo Queiroz Lopes, a publicar a
Pesquisa intitulada: “ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE
EMULSOES CONTENDO OLEO ESSENCIAL DE
PLECTRANTHUS AMBOINICUS LOUR, SCHINUS
TEREBINTHIFOLIUS RADDI E EUCALYPTUS GLOBUTUS
LABILL, SOBRE O FUNGO CANDIDA ALBICANS E
TRICHOPHITON RUBRUM COMUM NAS INFECCOES DE
UNHAS?”. Protocolo 0549/14. CAAE: 36919814.4.0000.5188

Jodo Pessoa, 24 de setembro de 2015.
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K/Andraa Marcia da €. Lima
) Mat. SIAPE 1117510
Secretaria do CEP-CCS-UFPB

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal da Paraiba
Campus | — Cidade Universitdria — 12 Andar CEP 58051-900 — Jodo Pessoa/PB
& (83) 3216 7791 — E-mail: eticaccsufpb@hotmail.com
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ANEXO E- Declaracao de identificacdo e caracterizacdo anatbmica dos materiais vegetais
cultivados na Empresa Laboratdrio Agua Rabelo.

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
DEPARTAMENTO DE SISTEMATICA E ECOLOGIA

DECLARAGAO

Declaramos para os devidos fins, que o material coletado na érea de cultivo da
Empresa Laboratério Agua Rabelo, situada na Cidade de Cabedelo, Paraiba, foi identificado e
caracterizado anatomicamente por especialistas do Departamento de Sistematica e Ecologia
do CCEN/UFPB. Em anexo, documentos referentes & ideniificacdo e a caracterizagao

anatémica dos materiais coletados.

Joéo Pessoa, 30 de agosto de 2013.
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Ms. Maria‘do {Cﬁ'O\ Rodrigues Pessoa

Dr. Rivete SiN(‘a‘de Lima




UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
DEPARTAMENTO DE SISTEMATICA E ECOLOGIA

Identificacéo Botanica

As amostras de material botanico, ora referidas, foram identificadas como Schinus
terebinthifolius Raddi (Aroeira da Praia) e Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng.
(Hortela da Folha Grossa) e registradas no acervo do Herbario Lauro Pires Xavier (JPB) sob
nimeros de tombo JPB 54051, 54052, 54053 (Schinus terebinthifolius Raddi) e JPB 54054,
54055 (Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng.).
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ANEXO F- Declaracdo do Comité no Uso de animais da Universidade Federal da Paraiba

de execucdo do projeto Avaliacdo da Toxicidade Aguda da Emulsdo de Eucalyptus
globulus Labill em roedores.

N
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA @ "
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA CBiotec ))
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS  yppg o "' &
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIDAO

VMR R, T T e

limo(a). Prof* Dr* Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz
Departamento Departamento de Ciéncias Farmacéuticas - CCS - UFPB

Orientando(a): Prof* Dr* Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz, (Iniciagdo
Cientifica)

A Comissao de Etica no Uso de Animais do Centro de Biotecnologia da Universidade
Federal da Paraiba em sua reuniso ordinaria de 11/09/2014 analisou e APROVOU a

execugéo do projeto AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DA EMULSAO DE
Eucalytptus globulus Labill EM ROEDORES.

Com previsédo de empregar 12 Ratas WISTAR, 12 Ratos WISTAR - ANIMAIS DO
BIOTERIO Prof. Thomas George.

Para serem utilizados no periodo de 01/08/2014 a 01/08/2015

6 )
Atenciosamente,
> P
St (25 Ao
e ¢
Prof. Dr.Luis Cezar Rodrigues
Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animal do CBiotec/UFPB
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Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA — CBiote%

Centro de Biotecnologia — Universidade Federal da Paraiba
https://sites.google.com/site/ceuacbiotec/ — eua@cbiotec.ufpb.br




182

ANEXO G- Declaracdo do Comité no Uso de animais da Universidade Federal da Paraiba
de execugdo do projeto Investigacd da Toxiciade Aguda da Emulsdo de Schinus
terebenthifolius Raddi em ratos wistar por vial oral.

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA 9 ‘V
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA CBlotec ))
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (o ““E‘;‘“’“"’ N
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIDAO

Jodo Pessoa, 11 de setembro de 2014
CEUA N°1205/14

limo(a). Prof* Dr* Caliandra Maria Bezerra Luna Lima
Departamento Departamento de Fisiologia e Patologia - CCS - UFPB

Orientando(a): Prof* Dr* Caliandra Maria Bezerra Luna Lima, (Iniciagdo Cientifica)

A Comiss&io de Etica no Uso de Animais do Centro de Biotecnologia da Universidade
Federal da Paralba em sua reunido ordinaria de 11/09/2014 analisou e APROVOU a
execucéio do projeto INVESTIGAGAO DA TOXICIDADE AGUDA DA EMULSAO DE
Schinus terebinthifolius Raddi EM RATOS WISTAR POR VIA ORAL.

Com previsdo de empregar 12 Ratas WISTAR, 12 Ratos WISTAR - ANIMAIS DO
BIOTERIO Prof. Thomas George.

Para serem utilizados no periodo de 01/08/2014 a 01/08/2015
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" Prof. Dr. Luis Cezar Rodrigues
Presidente da Comiss&o de Etica no Uso de Animal do CBiotec/UFPB
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Comissso de Etica no Uso de Animais — CEUA — CBiotec
Centro de Biotecnologia — Universidade Federal da Paraiba

https://sites.goo Ie.com/site/ceuacbiotec/—cgua@cbiogec.ufgb.gr
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ANEXO H- Declaracdo do Comité no Uso de animais da Universidade Federal da Paraiba

de execucdo do projeto Avaliacdoda Toxiciade Aguda da Emulsdo de Plectranthus
amboinicus Lour em roedores

i
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIDAO

L Joo Pesece, 1 caseloer do E04

CEUA N°1005/14

limo(a). Prof® Dr* Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz
Departamento Departamento de Ciéncias Farmacéuticas - CCS - UFPB

Orientando(a): Prof® Dr® Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz, (Iniciagao
Cientifica)

A Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Biotecnologia da Universidade
Federal da Paralba em sua reunido ordinaria de 11/09/2014 analisou e APRCVOU a

execucdo do projeto AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DA EMULSAO DE
Plectranthus amboinicus Lour EM ROEDORES.

Com previsdo de empregar 12 Ratas WISTAR, 412 Ratos WISTAR - ANIMAIS DO
BIOTERIO Prof. Thomas George.

Para serem utilizados no periodo de 01/08/2014 a 01/08/2015

L

rof. Dr. Luis Cezar Rodrigues
missao de Etica no Uso de Animal do CBiotec/UFPB

Atenciosamente,

Presidente da

Comiss&o de Etica no Uso de Animais — CEUA — CBiotec

Centro de Biotecnologia — Universidade Federal da Paraiba
hitps://sites.qoogle.com/site/ceuacbiotec/ —

ceua@cbiotec.ufpb.br



