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RESUMO

Os Oleos essenciais extraidos de plantas possuem diversas propriedades bioldgicas,
e sendo assim, podem ser utilizados para o desenvolvimento de produtos
farmacéuticos e cosméticos. Entretanto, os mesmos apresentam alguns fatores que
limitam a sua utilizagdo no desenvolvimento de produtos, tais como, alta volatilidade,
instabilidade e baixa solubilidade. Assim, a encapsulagao de dleos essenciais tem sido
utilizada como uma estratégia eficiente que permite aumentar a estabilidade fisica e
bioatividade, como também diminuir a volatilidade dos mesmos. No presente trabalho
foi avaliado, o dleo essencial de folhas de Eugenia brejoensis (Myrtaceae), uma
espécie arbustiva encontrada em alguns estados do Nordeste e do Sudeste brasileiro
e popularmente utilizada no tratamento de diarreia, febre e reumatismo. A composicao
quimica do O6leo essencial de E. brejoensis (OEB) foi definida por meio de
Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS) e a sua
atividade antifungica frente a isolados clinicos de dermatofitos e leveduras foi definida
de acordo com protocolos do Instituto de Padronizagao Clinica e Laboratorial (CLSI).
Em seguida, foram preparados e caracterizados sistemas de encapsulagao baseados
em nanoemulsdes e complexagdo molecular com [-ciclodextrina (BCD) para a
veiculacdo do dOleo essencial. A investigacdo da complexacdo molecular do éleo
essencial de E. brejoensis e a B-ciclodextrina foi feita por calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), termogravimetria (TG) e difragdo de raios X (DRX). O estudo da
liberagao de compostos volateis do 6leo essencial de E. brejoensis livre e encapsulado
na [-ciclodextrina foi realizado por analise de headspace estatico acoplado a
Cromatografia Gasosa (HE-GC). Os resultados mostraram que o 6leo essencial de E.
brejoensis € um antifungico de amplo espectro, pois mostrou atividade contra todos
os fungos testados com Concentragao Inibitéria Minima entre 0,39 — 12,5 pyL/mL.
Ademais, a encapsulagao do 6leo essencial foi possivel tanto pelo sistema de
nanoemulsdo como pelo sistema de inclusdo molecular com B-ciclodextrina. A
nanoemulsao O/A desenvolvida apresentou didmetro médio de particula de 143,1+
1,1 nm, Pdl 0,219 + 0,004 e potencial zeta de -19,7 £ 0,1 mV. O complexo de incluséao
entre o 6leo essencial de E. brejoensis e B-ciclodextrina foi obtido na propor¢ao molar
de 1:1 e mostrou ser capaz de proteger o 6leo essencial contra a degradacio térmica
e volatilidade. A analise de headspace estatico mostrou um percentual de retengao do
oleo essencial de E. brejoensis na [3-ciclodextrina de 86,87% e que a liberagdo dos
componentes volateis ocorre de forma gradual.

Palavras-chave: Eugenia brejoensis. Atividade antifungica. [-ciclodextrina.

Nanoemulsoes.



ABSTRACT

Plant essential oils have several biological properties and can be used for the
development of pharmaceuticals and cosmetics. However, they have some factors that
limit their use in the development of products such as high volatility, instability and poor
solubility. Thus, the encapsulation of essential oils has been used as an efficient
strategy that can increase physical stability and bioactivity, as well as reducing the
volatility thereof. In this work was evaluated, Eugenia brejoensis (Myrtaceae) essential
oil, a shrubby species found in some states of the Northeast and Southeast Brazil and
popularly used to treat diarrhea, fever and rheumatism. The essential oil chemical
composition of E. brejoensis (OEB) was defined by Gas Chromatography - Mass
Spectrometry (GC-MS) and its antifungal activity against the clinical isolates of
dermatophytes and yeasts was defined according to Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) protocols. Then, were prepared and characterized encapsulation
systems based on nanoemulsions and molecular complexation with B-cyclodextrin
(BCD). The investigation of molecular complexing was made by differential scanning
calorimetry (DSC), thermogravimetry (TGA) and X-ray diffraction (XRD). The release
study of the of volatiles compounds from the essential oil of E. brejoensis free and
encapsulated in B-cyclodextrin was performed by Static Headspace - Gas
Chromatography (GC-HE) analysis. The results showed that the essential oil of E.
brejoensis is a broad-spectrum antifungal and the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) range between 0.39 to 12.5 uL/mL. Moreover, the encapsulation of essential oil
was possible both the nanoemulsion system as the 3-cyclodextrin molecular system.
The nanoemulsion 0/W showed an average particle size diameter of 143.1 £ 1.1 nm,
Pdl 0.219 + 0.004 and zeta potential of -19.7 £ 0.1 mV. The E. brejoensis essential oil
and B-cyclodextrin molecular complex was obtained in the molar ratio 1: 1 and was
found to be capable of protecting the essential oil against thermal degradation and
volatility. The static headspace analysis showed an retention percentage by [-
cyclodextrin of 86.87%, and the release of essential oil volatile components occurs
gradually.

Keywords: Eugenia brejoensis; Antifungal activity; -cyclodextrin; nanoemulsion.
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1. INTRODUGAO

As plantas aromaticas e os seus 0Oleos essenciais sdo aplicados na medicina
tradicional desde a Antiguidade devido, sobretudo, aos seus efeitos antimicrobianos.
Estima-se que existam de 220.000 a 450.000 espécies de plantas no mundo
(SCOTLAND; WORTLEY, 2003). Deste total, apenas uma minoria destas espécies foi
submetida a uma avaliagao cientifica das suas propriedades biologicas (NEWMAN;
CRAGG, 2012; SAVOIA, 2012).

O Brasil é considerado o pais que contem a mais rica biodiversidade de plantas
do mundo. Segundo a Lista de Espécies da Flora do Brasil do Programa "Plantas do
Brasil: Resgate Historico e Herbario Virtual para o Conhecimento e Conservagao da
Flora Brasileira - REFLORA", atualmente ha mais de 46.000 espécies de plantas no
Brasil. Devido a vasta biodiversidade, o Brasil possui um alto potencial para o
descobrimento de plantas com atividade antimicrobiana. Assim, compostos bioativos
Unicos que tenham fins medicinais podem ser encontrados na flora brasileira.

A Eugenia brejoensis (Myrtaceae) é uma espécie de arbusto encontrado nas
Regides Nordeste e Sudeste do Brasil (GIARETTA; PEIXOTO, 2014; MAZINE;
SOUZA, 2008). Na medicina popular, a E. brejoensis é utilizada para o tratamento de
diarreia, febre e reumatismo. Laboratorialmente, extratos de E. brejoensis foram
capazes de inibir bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (AZEVEDO et al., 2012)
e 0 seu Oleo essencial apresentou atividade larvicida contra o mosquito Aedes aegypti
(DA SILVA et al., 2015). Entretanto, a propriedade antifungica do seu 6leo essencial
ainda nao foi reportada.

A pesquisa de plantas medicinais e suas propriedades farmacoldgicas sao de
fundamental importancia para a validagdo do seu uso na medicina convencional e
desenvolvimento de bioprodutos de interesse industrial (BARRETO et al., 2014). No
periodo compreendido entre os anos de 1981 a 2006, 21% das novas drogas
antifungicas aprovadas foram derivadas ou simuladas a partir de produtos naturais
(NEWMAN, 2008).

Quando se deseja encontrar propriedades antimicrobianas em plantas
aromaticas, os 6leos essenciais sao o principal alvo. Os mesmos sao constituidos de
uma mistura complexa de componentes volateis formados principalmente de terpenos
e terpendides (ASBAHANI et al., 2015; NAKATSU et al., 2000). Alguns estudos ja

demostraram que o 6leo essencial puro € muito mais efetivo contra micro-organismos
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do que os seus componentes isolados ou mesmo uma mistura dos seus componentes
majoritarios (MAHMOUDVAND et al., 2014; PINTO et al., 2014; WANG et al., 2015).
Sendo assim, embora o componente majoritario exerga a atividade mais forte, sugere-
se que esses componentes presentes em menores quantidades ajam sinergicamente
e promovam o efeito antimicrobiano (BAKKALI et al., 2008).

Vérios estudos comprovam a sensibilidade de alguns fungos patogénicos
humanos aos 6Oleos essenciais de diversas espécies de plantas, como também,
mostram que os mesmos podem ser utilizados para melhorar a atividade antifungica
de drogas utilizadas comercialmente, tais como, fluconazol e metronidazol (CETIN et
al., 2009; SIMBAR et al., 2008; TABASSUM; VIDYASAGAR, 2013; ZABKA; PAVELA;
PROKINOVA, 2014; ZORE et al., 2011; ZUZARTE et al., 2012). Estes achados sao
de muita relevancia, dado o grande aumento de muitas espécies resistentes as drogas
convencionais.

Sendo assim, € crucial o descobrimento de novos compostos que utilizem
mecanismos diferentes dos antimicéticos convencionais para o combate aos fungos.
Ja que sdo formados por um grande numero de constituintes lipofilicos, os éleos
essenciais ndo possuem um alvo exclusivo e o seu mecanismo de agao da-se pela
permeabilizagdo das membranas celulares e indugdo de um colapso geral nas
mesmas (CARSON; MEE; RILEY, 2002; DI PASQUA et al., 2006, 2007; TURINA et
al., 2006).

A aplicabilidade tecnoldogica dos Oleos essenciais € limitada pela sua
instabilidade fisica, alta volatilidade e baixa solubilidade. Neste sentido, sugere-se a
encapsulagdao do mesmo em nanocarreadores. Além de proteger o 6leo essencial
contra as condicbes ambientais e volatilidade, os nanocarreadores podem atuar
sinergicamente com o 6leo essencial e potencializar o efeito biolégico (BILIA et al.,
2014; CIOBANU; LANDY; FOURMENTIN, 2013; GUERRA-ROSAS et al., 2016;
MOGHIMI et al., 2016; RAILEANU et al., 2013).

Diversos tipos de estratégias podem ser utilizadas para a encapsulagao de dleo
essenciais. Entre estas estratégias estdo a formagao de nanoemulsdes entre o 6leo
essencial e surfactantes, como também, a complexagdo molecular com (-
ciclodextrinas (BILIA et al., 2014; DIMA; DIMA, 2015).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antifungica frente a isolados clinicos de dermatofitos e
leveduras e desenvolver sistemas de encapsulamento do 6leo essencial extraido das

folhas de Eugenia brejoensis.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar os constituintes do 6leo essencial extraidos de folhas de E.
brejoensis através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS) e cromatografia gasosa acoplada a detector de ionizagao de
chama (GC-FID);

e Avaliar a atividade antifungica do éleo essencial de E. brejoensis frente a
isolados clinicos de dermatdfitos e leveduras de acordo com protocolos do
Instituto de Padronizacao Clinica e Laboratorial (CLSI);

e Desenvolver um sistema de inclusdo molecular do 6leo essencial de E.
brejoensis com B-ciclodextrina;

¢ Investigar a complexacgéo do 6leo essencial de E. brejoensis em B-ciclodextrina
por meio de analises de calorimetria diferencial de varredura (DSC),
termogravimetria (TG) e difragdo de raios X (DRX);

e Estudar a liberagcdo do biciclogermacreno, B-cariofileno, &-cadineno e
espatulenol no 6leo essencial de E. brejoensis por analises de headspace
estatico acoplado a cromatografia gasosa (HE-GC);

e Desenvolver uma nanoemulsdo O/A para veiculagao do 6leo essencial de E.

brejoensis.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 AS PLANTAS MEDICINAIS

Existem registros arqueoldgicos que comprovam a utilizagdo de plantas
medicinais para o tratamento e cura de doengas na populagcdo humana desde a pré-
histéria (GURIB-FAKIM, 2006). Civilizagdes muito antigas, como por exemplo as
civilizagbes africana e indiana, tinham conhecimento da localizacdo e dos efeitos
terapéuticos das plantas (GURIB-FAKIM, 2006; PHILLIPSON, 2001). Assim, o
emprego das plantas medicinais pela populacdo humana se estende até os dias
atuais. A Organizagao Mundial da Saude (OMS) estima que 80% da populagéo global,
principalmente em paises em desenvolvimento, facam uso de cerca de 20.000
espécies de plantas medicinais para cuidados primarios com a saude (OMS, 2005).

Muitos produtos farmacéuticos disponiveis comercialmente sdo provenientes
de biocompostos presentes em plantas utilizadas na medicina tradicional. Estes
biocompostos ou s&o utilizados diretamente como agentes terapéuticos, ou servem
de base para a elaboracdo de compostos semi-sintéticos ou sdo modelos para a
sintese de novas substancias utilizadas na medicina convencional (GURIB-FAKIM,
2006). A droga artemisina (derivada de Artemisia annua), utilizada para o tratamento
da malaria, a droga anticancer taxol (derivada de Taxus brevifolia) e o analgésico
morfina (derivado de Papaver somniferum) sdo exemplos bastantes conhecidos de
drogas baseadas em plantas medicinais.

A maioria dos compostos encontrados em plantas que possuem alguma
atividade bioldgica e sao, portanto, Uteis para fins medicinais sdo denominados de
metabdlitos secundarios. Estes podem ser isolados e caracterizados a partir do
processamento de extrato, goma, acidos graxos ou Oleos essenciais obtidos de

diferentes partes das plantas medicinais (OMS, 2000).
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3.2 Os METABOLITOS SECUNDARIOS

Os metabdlitos secundarios sao sinalizadores quimicos que atuam na interagao
da planta com o meio ambiente e sao produzidos em resposta a agressoes sofridas
pelas plantas por microbios patogénicos e herbivoros (KLIEBENSTEIN, 2012). Os
metabdlitos secundarios, sdo assim denominados, pois, ndo participam diretamente
de processos essenciais nas plantas, como o crescimento e desenvolvimento. Sendo
assim, os mesmos nao apresentam um perfil de distribuicdo global em todas as
plantas, mas sao restritos a algumas espécies (AGOSTINI-COSTA et al., 2012).

O percentual do metabdlito secundario produzido pelas diferentes espécies de
plantas ¢é influenciado por fatores genéticos, ontogenéticos, morfogenéticos e
ambientais (VERMA; SHUKLA, 2015). Entre os fatores ambientais que s&o capazes
de regular a produgdo dos metabdlitos secundarios estdo temperatura, estresse
hidrico, salinidade, sazonalidade, altitude, incidéncia de luz, deficiéncia de nutrientes
e ataque de agentes bioldgicos (Figura 1) (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

FIGURA 1. FATORES CAPAZES DE INFLUENCIAR A PRODUGCAO DE METABOLITOS
SECUNDARIOS EM PLANTAS (FONTE: GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
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A biossintese dos metabdlitos secundarios produz uma variedade de
compostos organicos que sao classificados em trés grandes grupos: terpenos,
componentes fendlicos e componentes nitrogenados (VERMA; SHUKLA, 2015).



18

Os terpenos sédo os metabdlitos secundarios mais abundantes e sdo formados
por unidades contendo cinco carbonos denominadas de isoprenos. Por meio da
associacao das unidades isoprénicas sao formadas diferentes classes de terpenos,
por exemplo, os monoterpenos (duas unidades Cs) e os sesquiterpenos (trés unidades
Cs) (VERMA; SHUKLA, 2015). A biossintese dos terpenos ocorre a partir das vias do
acido mevalonico e do metileritritol fosfato (PATERAKI; KANELLIS, 2010). Na via do
acido mevalodnico, trés moléculas de acetil-CoA associam-se e formam o acido
mevaldnico que em seguida, passa por modificagbes quimicas até a formagao do
isopentenil difosfato. Este, também pode ser formado na via metileritritol fosfato a
partir de intermediarios da glicolise. O isopentenil difosfato e o seu isémero o difosfato
de dimetilalilo sdo as unidades compostas por cinco carbonos que sdo a base para a
formacao dos terpenos (BASER; BUCHBAUER, 2010; TAIZ; ZEIGER, 2006). Os
terpenos sdo os principais constituintes dos o6leos essenciais de plantas (BASER;
BUCHBAUER, 2010).

As moléculas pertencentes ao grupo dos compostos fendlicos sao bastante
heterogéneas e, nas plantas, estes compostos séo biossintetizados, sobretudo, pela
via do acido chiquimico a partir de precursores derivados do metabolismo da glicose
(TAIZ; ZEIGER, 2006). Devido a sua diversidade, os compostos fendlicos podem ser
divididos em diferentes grupos, tais como: ligninas, flavonoides e taninos. A
constituicdo basica dos compostos fendlicos é o anel aromatico associados a um ou
mais grupos hidroxila (ACHAKZAI et al., 2009).

Por fim, os compostos nitrogenados sdo componentes organicos que contém
nitrogénio em sua estrutura e que sao sintetizados, em sua maioria, a partir dos
aminoacidos ornitina, lisina, tirosina e triptofano. Os alcaloides sdo os principais

representantes desta classe de metabolitos secundarios (TAIZ; ZEIGER, 2006).

3.3 Os OLEOS ESSENCIAIS

Os ¢6leos essenciais sao liquidos aromaticos extraidos de plantas e que sao
formados por misturas complexas de componentes volateis de baixo peso molecular
(< 500 Da), soluveis em solventes organicos e imisciveis com a agua (ASBAHANI et
al., 2015; NAKATSU et al., 2000).

Estes Oleos possuem aplicagcdes diversas nas industrias cosmética e

alimenticia, na agricultura, em produtos sanitarios e também como remédios naturais.
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Atualmente, sao conhecidos mais de 3.000 tipos de dleos essenciais extraidos de
plantas aromaticas, mas somente 300 deles s&o de interesse comercial (BAKKALI et
al., 2008; BASER; BUCHBAUER, 2010; RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

A biossintese dos 6leos essenciais ocorre em diversas partes de plantas
aromaticas (flores, folhas, frutas e sementes) como metabdlitos secundarios e o seu
armazenamento é feito por células secretdrias, cavidades, canais, células epidérmicas
ou tricomas glandulares (BAKKALI et al., 2008; BASER; BUCHBAUER, 2010; FRANZ,
2010). Embora possam ser obtidos a partir de varios 6rgaos das diferentes espécies
de plantas, os 6leos essenciais sdo considerados substancias raras, uma vez que,
apenas 10% das espécies de plantas existentes no mundo o possuem e além disso,
seu rendimento no processo de extracdo € geralmente muito baixo, cerca de 1%,
variando de acordo com a espécie e o 6rgao da planta utilizado (BASER;
BUCHBAUER, 2010).

Cerca de 60 familias de plantas possuem espécies produtoras de oleos
essenciais. As familias Apiaceae, Lamiaceae, Poaceae, Rutaceae e Myrtaceae sao
grandes produtoras de Oleos essenciais com aplicagdes medicinais e industriais
(HAMMER; CARSON, 2011; VIGAN, 2010).

3.31 Importancia econdmica

Mais de 70.000 toneladas de o6leo essencial é produzida por ano em todo o
mundo e estes 6leos sao utilizados principalmente nas industrias de cosmética e
aromaterapia (BASER; BUCHBAUER, 2010). O mercado mundial de éleo essencial
no ano de 2014 movimentou em torno de 230 milhdes de ddlares. Segundo o
International Trade Center, os trés maiores paises exportadores de 6leo essencial do

mundo s&o Franga, Estados Unidos e Alemanha (Figura 2).
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FIGURA 2. MAIORES EXPORTADORES DE OLEO ESSENCIAL DO MUNDO NO ANO DE 2014
SEGUNDO O INTERNATIONAL TRADE CENTER (DATA DE ACESSO: 10/01/2016).
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Nesta classificagdo, o Brasil se situa na vigésima quarta posicao exportando
6leo essencial primeiramente para Argentina, Estados Unidos e Chile (Figura 3). No
que se refere a importacao, Os Estados Unidos, seguido pela Alemanha, Reino Unido

e Francga séo os maiores importadores de 6leo essencial (Figura 4).

FIGURA 3. MAIORES IMPORTADORES DE OLEO ESSENCIAL PROVENIENTE DO BRASIL ENTRE
OS ANOS DE 2010 E 2014, SEGUNDO O INTERNATIONAL TRADE CENTER (DATA DE ACESSO:
10/01/2016).
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FIGURA 4. MAIORES IMPORTADORES DE OLEO ESSENCIAL NO ANO DE 2014 SEGUNDO O
INTERNATIONAL TRADE CENTER (DATA DE ACESSO: 10/01/2016).
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Os dleos essenciais de laranja (C. sinensis), milho (Mentha arvensis), hortela
(Mentha sp), eucalipto (E. globulus) citronela (Cymbopogon sp.), limao (C. limon), alho
(S. aromaticum) e canfora (C. camphora) sdo produzidos em grande escala e
possuem um grande valor comercial que pode variar dependendo de alguns fatores,
tais como, a fonte, a pureza e a composicao do 6leo (BASER; BUCHBAUER, 2010;
HUSSAIN et al., 2008).

No Brasil, segundo o sistema ALICEWeb (Ministério do Desenvolvimento
Industria e Comércio Exterior), de janeiro a novembro do ano de 2015 foram
exportadas cerca de 23 toneladas de 6leo essencial perfazendo o total de mais U$136
milhdes, sendo o 6leo essencial de laranja o principal produto exportado. Além do dleo
de laranja sdo exportados do Brasil os 6leos de bergamota, laranja petit grain, limao,
lima e outros citricos, geranio, jasmim, alfazema ou lavanda, hortela-pimenta, menta
japonesa, menta spearmint, outras mentas, vetiver, citronela, cedro, pau-santo e

lemongrass.

3.3.2 Processos de extragao

Para a extracao de 6leos essenciais obtidos de plantas podem ser utilizados os

métodos convencionais ou os métodos avancados (ASBAHANI et al., 2015; DIMA;
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DIMA, 2015). Os métodos convencionais sdo baseados na destilacdo em agua,
extragdo por solvente organico e prensagem a frio.

Existem diversas variagées na metodologia de destilagao e o que as diferencia
€ se o material vegetal esta ou ndo em contato com a agua. A hidrodestilagao é o
meétodo mais simples e mais antigo, de facil implementacao e de baixo custo utilizado
para a extracdo de Oleos essenciais. A hidrodestilagado utilizando o sistema de
Clevenger € o método recomendado pela Farmacopeia Europeia para a determinagcao
do rendimento do dleo essencial. Neste método, a parte da planta onde sera extraido
o oleo essencial é imersa diretamente na agua e colocada para ferver (Figura 5). A
agua e o oleo essencial sdo misturados simultaneamente e a decantacao da agua
permite a separagao do 6leo essencial (ASBAHANI et al., 2015; DIMA; DIMA, 2015).

Na extragcao por solvente, o material vegetal € macerado em solvente organico
e o extrato € concentrado por meio da retirada do solvente em baixa pressao. A
utilizacdo deste método para a extracdo do oleo essencial impede a utilizacdo do
mesmo em alimentos ou aplicagdes farmacoldgicas, ja que ocorre a contaminagao do
oleo essencial pelo material organico (ASBAHANI et al., 2015).

A prensagem a frio € o método tradicionalmente utilizado para extrair oleo
essencial de frutas citricas. Neste método, as glandulas que armazenam o éleo
essencial sdo prensadas para a liberacao do 6leo essencial e 0 mesmo é depois
separado por centrifugagdo (FERHAT; MEKLATI; CHEMAT, 2007).

Ja a extragdo por métodos avancados foi desenvolvida para superar,
sobretudo, o tempo gasto na extracdo convencional. Neste tipo de extragdo, sao
utilizados tipos de energias diferentes ou séo utilizados modos para aumentar as
caracteristicas dos solventes. A extracdo com fluido supercritico (MOURA et al.,
2005), a extragao com COz2 subcritico (ZIZOVIC et al., 2007), a extragéo assistida por
ultrassom (ASSAMI et al., 2012) e a extragao assistida por micro-ondas (FILLY et al.,
2014; GAVAHIAN et al., 2015) sdo alguns exemplos destes métodos avancados de

extracdo de dleo essencial.
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FIGURA 5. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO METODO DE EXTRACAO DE OLEO
ESSENCIAL POR HIDRODESTILAGCAO (FONTE: ADAPTADO DE TONGNUANCHAN; BEJAKUL,
2014).
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3.33 Composig¢ao quimica

Os dleos essenciais sao compostos por mais de 100 diferentes componentes
quimicos, sendo alguns destes presentes em altas concentragdes e outros presentes
apenas em tragos (BASER; BUCHBAUER, 2010). Além disso, também sao
observadas variagdes qualitativas e quantitativas na composigcdo quimica como
ocorre, por exemplo, com mudangas sazonais do clima e solo e técnicas de extracao
(ANGIONI et al., 2006; MASOTTI et al., 2003; PETRETTO et al., 2016). A
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e a cromatografia gasosa acoplada
com espectrometria de massas (GC-MS) sdo as metodologias mais utilizadas para a
deteccdo e quantificagdo destes componentes no 6leo essencial (CSERHATI, 2010).

Os varios componentes dos 6leos essenciais possuem baixo peso molecular (<
500 Da) e séo geralmente lipofilicos, soluveis em solventes organicos e imisciveis com
a agua (NAKATSU et al.,, 2000). Os constituintes mais encontrados nos oleos
essenciais sdo os terpenos e com menor frequéncia, os componentes aromaticos. Nas
espécies de Eugenia ha a predominancia de sesquiterpenos ciclicos e monoterpenos
(Quadro 1).
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Os principais terpenos constituintes dos 6leos essenciais sdo os monoterpenos
(C1i0H16) e sesquiterpenos (CisH24) (BAKKALI et al., 2008; DIMA; DIMA, 2015;
TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014).

Os terpendides sao terpenos contendo oxigénio e sao classificados em fenais,

alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, oxidos, lactonas e éteres (TONGNUANCHAN;
BENJAKUL, 2014).

QUADRO 1. COMPONENTES MAJORITARIOS (>10%) DO

ESPECIES DE EUGENIA.

OLEO ESSENCIAL DE ALGUMAS

Espécie

Componente Majoritario (%)

Referéncia

E. bacopari (Quamirim)

Aromadendreno (12.2), o-
cadineno (15.8)

(APEL et al., 2002)

E. beaurepaireana

uvaia rugosa)

(inga-bau

Biclyclogermacreno (14.3)

(APEL et al., 2004a)

E. brasiliensis (grumixama)

B-cariofileno (8.7 — 12.6), B-
selineno (12.6-17.3), a-selineno
(13.3-14.8)

(FISCHER et al., 2005)

E.  chlorophylla
pitanga)

(guamirim-

B-cariofileno  (12.8), a-cadinol
(10.1)

(STEFANELLO et al., 2008)

E. dysenterica (cagaita)

B-cariofileno (22.0 — 37.0), y-
cadineno (11.0 — 16.0)

(DUARTE et al., 2009)

E. florida (guamirim-cereja)

Germacreno D (10.4),

Bicliclogermacreno (10.9)

(APEL et al., 2004b)

E. hyemalis (guamirim-burro)

Bicliclogermacreno (37.7)

(APEL et al., 2004b)

grande)

E. involucrata (cereja-do-rio-

B-cariofileno (23.1), viridifloreno
(36.2)

(HENRIQUES et al., 1993)

E. mattosii (cambui-peba)

B-Elemene (16.1), PB-cariofileno
(12.4), Bicliclogermacreno (17.5),
a-cadinol (11.2)

(APEL et al., 2005)

E. moraviana (cambui)

B-elemeno (11.8), B-cariofileno
(14.5)

(APEL et al., 2002)

E. uniflora (pitanga)

(E)-B-Ocimeno (10.5),
germacreno D (29.3),

Bicliclogermacreno (22.4)

(APEL et al., 2004a)

E. punicifolia

cerrado)

(cereja-do-

B-cariofileno (23.6 — 32.9)

(MAIA; ZOGHBI; LUZ, 1997)

E. pyriformis (uvaia)

Bicliclogermacreno  (10.2), ©&-
cadineno (12.4), epi-a-cadinol
(11.9)

(APEL et al., 2004c)

E. repanda (pitanguinha)

B-cariofileno (16.3),

aromadendreno (10.2)

(APEL et al., 2002)
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E. speciosa (laranjinha-do- | a-Pineno (47.3), limoneno (23.0),
mato) bicliclogermacreno (11.1) (APEL et al., 2004a)
a-Pineno (24.7), B-pineno (11.0),
E. umbeliflora ( apé-agu) B-cariofileno (14.6) (APEL et al., 2002)

3.34 Propriedades antimicrobianas

Na natureza, os 6leos essenciais sao produzidos em resposta a alguma
condicao de estresse sofrido pela planta, como por exemplo, a infecgado por micro-
organismos, a acao de algum predador ou por deficiéncia hidrica (BETTAIEB REBEY
et al., 2012). Estudos in vitro confirmam que os 6leos essenciais apresentam diversas
atividades antimicrobianas (BOUZABATA et al., 2013; DA SILVA et al., 2015; ESSID
et al., 2015; GAVANJI et al., 2015; SETH et al., 2012) além de outras atividades
bioldgicas, como por exemplo, anticancer (ASIF et al., 2016; BAYALA et al., 2014),
antidiabética (YEN et al., 2015), anti-inflamatéria (MIGUEL, 2010), antimutagénica
(SARAC; UGUR; SEN, 2015) e antioxidante (DUARTE et al., 2016; ZENGIN; BAYSAL,
2014). Deste modo, os 6leos essenciais se apresentam como moléculas promissoras
e que podem ser exploradas para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos.

Dada a variedade de componentes quimicos presentes nos 6leos essenciais, a
sua atividade antimicrobiana ndo é atribuida a apenas um unico componente
especifico, mas a acao sinérgica de muitos deles (BAKKALI et al., 2008). Além desta
agao combinada dos componentes do 6leo essencial, a sua atividade contra micro-
organismos depende do carater anfipatico do 6leo e do tipo de organismo que ele esta
combatendo (BASER; BUCHBAUER, 2010).

A atividade antifungica dos 6leos essenciais de plantas pode ser atribuida a
presenca de alguns componentes como carvacrol, timol, pineno, eugenol e linalol
(AIDA; ALI; BEHROOZ, 2015; BARRETO et al., 2014; BOUZABATA et al., 2013; HAN
et al., 2015; HUSSAIN et al., 2008; MAGINA et al., 2009; SIEBERT et al., 2015). Por
exemplo, 85% do éleo essencial de alho sdo compostos pelo eugenol e sendo assim,
€ provavel que este constituinte majoritario esteja relacionado com a atividade
antimicrobiana deste 6leo. O 6leo essencial total de alho e o seu componente
majoritario eugenol mostraram atividade inibitéria contra Candida e Aspergillus
(PINTO et al., 2009).



26

O dleo essencial de alfavaca (Ocimum sanctum) inibe significativamente a
alteragdo morfolégica de levedura para hifa de Candida albicans, prevenindo assim, o
estagio inicial do processo de infeccdo deste micro-organismo (KHAN et al., 2014).
Além disso, este 6leo também foi capaz de inibir o efeito de proteinases de C. albicans
na membrana celular das células dos hospedeiros. Algumas linhagens de dermatofitos
também apresentam inibigdo frente a dleos essenciais. O 6leo essencial de Nigella
sativa possui efeito contra linhagens de Trichophyton mentagrophytes, Microsporum
canis e M. gypseum (MAHMOUDVAND et al., 2014).

3.3.5 Mecanismo de agao

Embora a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais em diversos micro-
organismos ja esteja comprovada por diferentes estudos cientificos ao longo dos
anos, o modo como 0s mesmos atuam ainda € incerto. Varios estudos ja propuseram
que a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais € devida ao seu carater lipofilico.
Sendo assim, os mesmos sao capazes de penetrar nas membranas bacterianas e
causar um colapso geral na célula por meio do extravasamento do material intracelular
(CALO et al., 2015).

Nas bactérias Gram-negativas, o 6leo essencial desintegra a sua membrana
externa liberando polissacarideos e aumentando a permeabilidade da membrana
citoplasmatica a adenosina trifosfato (ATP) (TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014).

Ja nas bactérias Gram-positivas, a interacdo do dleo essencial com a
membrana da bactéria € capaz de alterar a permeabilidade aos ions H* e K*,
reduzindo o potencial de membrana e acarretando um colapso da bomba de préton e
deplecao do estoque de ATP. A diminuicdo de gradientes de ions danifica os
processos essenciais na célula levando a morte celular (REYES-JURADO et al., 2014;
TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014).

Geralmente, a acao do d6leo essencial nas bactérias Gram-positivas como
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Bacillus cereus € mais eficaz do
que em bactérias Gram-negativas como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Salmonella enteritidis, uma vez que, estas possuem uma membrana externa que
dificulta a penetracdo do dleo essencial e, além disso, o espaco periplasmatico das
mesmas contém enzimas capazes de degradar moléculas estranhas (KOKOSKA et
al., 2002; OKOH; SADIMENKO; AFOLAYAN, 2010). No entanto, no estudo de
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MAGINA et al. (2009), o 6leo essencial de Eugenia beaurepaireana foi mais eficaz

contra P. aeruginosa e Escherichia coli do que contra S. aureus.

3.3.6 Encapsulamento

Os o6leos essenciais possuem alta volatiidade e além disso, os seus
componentes podem se degradar quando expostos a condi¢des ambientais, tais
como, calor, humidade, luz ou oxigénio durante o0 processamento e/ou
armazenamento do 6leo. Neste sentido, a encapsulagcdo do 6leo essencial em
carreadores se apresenta como uma abordagem plausivel e eficiente para aumentar
a estabilidade fisica, diminuir a sua volatilidade, aumentar a bioatividade e reduzir a
toxicidade do 6leo essencial (BILIA et al., 2014; CIOBANU; LANDY; FOURMENTIN,
2013; GUERRA-ROSAS et al., 2016; MOGHIMI et al., 2016; RAILEANU et al., 2013).

Diversos tipos de estratégias podem ser utilizadas para a encapsulagéo do oleo
essenciais, tais como: emulsdes e

nanoparticulas poliméricas, lipossomas,

complexacao molecular com ciclodextrinas (BILIA et al., 2014; DIMA; DIMA, 2015)

(Figura 6).

FIGURA 6. MICRO E NANOSSISTEMAS UTILIZADOS PARA ENCAPSULAR OLEO ESSENCIAL
(FONTE: ADAPTADO DE DIMA; DIMA, 2015).
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Dentre os sistemas de nanoparticulas lipidicas disponiveis para a veiculacao
de 6leos essenciais podemos destacar as nanoemulsdes. Estas sido dispersoes
cineticamente estaveis compostas de 6leo, dgua e agentes surfactantes e que
possuem um didmetro médio de gota entre 20 e 200 nm (RAJALAKSHMI; MAHESH,;
KUMAR, 2011; YANG; CHO; PARK., 2009). Dependendo das proporc¢des utilizadas
destes constituintes, as nanoemulsdes podem existir sob diferentes estruturas e fases
tais como: dispersbes de 6leo em agua (O/A), dispersdes agua em oleo (A/O),
dispersdes homogéneas trifasicas O/A e A/O e dispersdes homogéneas monofasicas
O/A e A/IO (WINSOR, 1948) (Figura 7).

FIGURA 7. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE UMA NANOEMULSAO OLEO/AGUA (FONTE:
ADAPTADO DE M.R. MANGALE et al., 2015).
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Os surfactantes i6nicos e nao-idnicos podem ser utilizados sozinhos ou em
conjunto para estabilizar o sistema. O equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) e o
parametro de empacotamento critico (PEC) sao fatores importantes para a selegéo
do surfactante mais adequado. O EHL é uma medida da contribuicao relativa da fragao
hidrofilica e lipofilica da molécula do surfactante. Valores de EHL entre 3 e 6
geralmente favorecem a formacéao de sistemas A/O e entre 8 e 18 sao favorecidos a
formacdo de sistemas O/A (LAWRENCE; REES, 2000). J& o PEC leva em
consideragao a geometria molecular do surfactante e sendo assim, € uma ferramenta
util capaz de predizer a estrutura que sera formada (ABOOFAZELI; LAWRENCE,
1994).

Devido ao seu tamanho reduzido, as particulas das nanoemulsdes s&o capazes

de penetrar e romper a membrana de células procariotas, virus e células eucaridticas
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de fungos (BILIA et al.,, 2014) e, desse modo, podem agir de forma sinérgica e
aumentar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais (MOGHIMI et al., 2016;
SALVIA-TRUJILLO et al., 2015; ZAHI; LIANG; YUAN, 2015).

Uma outra estratégia bastante simples para o encapsulamento de dleos
essenciais € a complexacdo molecular com ciclodextrinas. Existem trés principais
estruturas de ciclodextrinas: a-, -, e y-ciclodextrinas. Estas sdo oligossacarideos
formados por unidade repetidas de glucopiranose ligadas por ligacées a-(1,4) e que
possuem uma conformacéo cilindrica com cavidade interna hidrofobica e cavidade
externa hidrofilica (SZENTE, L., & SZEJTLI, 2004) (Figura 8).

FIGURA 8. REPRESENTACAO ESNQUEMATICA DA a, B E y-CICLODEXTRINAS MOSTRANDO,
RESPECTIVAMENTE, AS DIMENSOES DA CAVIDADE INTERNA DE 0,57, 0,78 E 0,95 nm (FONTE:
CIOBANU; LANDY; FOURMENTIN, 2013).
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Este carater anfipatico das ciclodextrinas permite simultaneamente a
encapsulacao, dentro de suas cavidades, de moléculas hidrofébicas formando
complexos de inclusdo e a solubilizagdo em agua. A formagdo do complexo de
inclusdo da-se sobretudo pela substituicdo das ligacbes desfavoraveis, entre
moléculas de agua e a cavidade interna das ciclodextrinas, por ligagdes favoraveis,
formadas pelas moléculas hidrofébicas. Entretanto, outros tipos de forgas estao
envolvidas, tais como: interagdes hidrofébicas, pontes de hidrogénio, forgas dipolo-
dipolo e interagdes eletrostaticas e forgas de van der Waals (SZEJTLI, 1998) (Figura
9).
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FIGURA 9. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA FORMAGAO DO COMPLEXO DE INQLUSAO
COM CICLODEXTRINAS POR MEIO DO DESLOCAMENTO DE MOLECULAS DE AGUA E
SUBSTITUICAO PELA MOLECULA CONVIDADA HIDROFOBICA (FONTE: MURA, 2014).
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A avaliagédo da formacgéo de um complexo de inclusao no estado sélido exige o
uso de diferentes técnicas analiticas cujos resultados devem ser examinados e
avaliados em conjunto. Para isso, se faz necessario a preparagédo de uma mistura
fisica entre os mesmos componentes usados na inclusdo molecular para ser usado
como um controle e aferir se houve ou ndo a formagao real de um complexo de
inclusdo. Sendo assim, as principais técnicas utilizadas para este propdsito séo: as
técnicas de analises térmicas (calorimetria exploratéria diferencial e analises
termogravimétrica), difragado de raios X em po e técnicas de espectroscopia (MURA,
2015).

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) é considerado o método de
analises térmicas mais utilizado quando se quer investigar a interagdo entre moléculas
e ciclodextrinas no estado sélido (GIORDANO; NOVAK; MOYANO, 2001; NOVAK et
al., 2006). O resultado desta analise fornece curvas termais das amostras que
mostram informagdes sobre modificagdes nas propriedades fisicas e energéticas das
mesmas. As ciclodextrinas, por exemplo, quando submetidas a analise de DCS,
apresentam um pico endotérmico entre 90 e 130 °C, correspondente a sua
desidratagao, e um pico da decomposi¢ao apés os 300 °C (MURA, 2015).

As andlises termogravimétricas (ATG) sao utilizadas para corroborar as
informacdes obtidas por DSC. Por meio desta analise, € possivel visualizar o efeito da
variacdo de temperatura na mudanca de massa na amostra (NOVAK et al., 2006).
Nas ciclodextrinas ocorre uma perda de massa aproximadamente entre 100 e 300 °C
(GALVAO et al., 2015; MENEZES et al., 2014). O aumento de estabilidade da
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molécula encapsulada nas ciclodextrinas geralmente é mostrado nas curvas deste tipo
de andlises (MURA, 2015).

Ja a técnica de difragao de raios X é utilizada na caracterizagdo de complexos
de inclusdo com ciclodextrinas para determinar o grau de cristalinidade ou
amorfizagdo de amostras. Esta técnica também deve ser utilizada comparando os
resultados da amostra que se presume ser o complexo de inclusdo com a amostra da
mistura fisica. Novos picos ou diferencas de intensidade nos picos de difracédo pré-
existentes sdo indicativos de formagao de um novo estado sélido e, por conseguinte,
a formacao do complexo de inclusdo (MURA, 2015).

Apesar de inumeras similaridades entre as principais ciclodextrinas, o que faz
com que a mesma seja denominada de a-, -, ou y-ciclodextrina € o tamanho de sua
cavidade interna que, por sua vez, € determinado pela quantidade de unidades de
glucopiranose que possuem (SZENTE, L., & SZEJTLI, 2004). A B-ciclodextrina possui
sete unidades glucopiranose e € uma das ciclodextrinas mais utilizadas para o
encapsulamento de 6leo essencial devido as dimensdes de sua cavidade interna (0.5-
0.8 nm), eficiéncia na complexacdo, disponibilidade e baixo custo (D. DUCHENE; G.
PONCHEL, 1999). A complexagao de 6leo essencial com ciclodextrina aumenta a
solubilidade do 6leo essencial, além de protegé-lo das condicbes ambientais. Estes
complexos moleculares formados entre 6leos essenciais e ciclodextrinas tém sido

utilizados para fins farmacéuticos, alimenticios e cosméticos (BILIA et al., 2014).
3.4 IMPACTO MUNDIAL DAS INFECGOES POR DERMATOFITOS E LEVEDURAS

As infecgbes fungicas que acometem o homem sao doengas bastante comuns
e que podem se manifestar desde infecgbes superficiais leves até graves infeccbes
sistémicas com altas taxas de morbidade e mortalidade. Também conhecidas como
micoses, as infecgdes fungicas sao classificadas em superficiais, subcutaneas e
invasivas (HAY, 2006).

As micoses superficiais que acometem a pele e as unhas sao a causa mais
comum de doengas ocasionadas por fungos e afetam aproximadamente 25% da
populacdo mundial - ocorrendo tanto em individuos saudaveis como em individuos
imunocomprometidos (HAVLICKOVA; CZAIKA; FRIEDRICH, 2008). Entre as micoses
superficiais, destaca-se a dermatofitose causada por fungos queratinofilicos dos

géneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton e embora a maioria ndo cause
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nenhum risco de morte, trazem grande desconforto e isolamento social do paciente
(BROWN et al., 2012; HAVLICKOVA; CZAIKA; FRIEDRICH, 2008). Os dermatofitos
colonizam tecidos queratinizados produzindo uma reacdo que, dependendo da
viruléncia do patégeno pode variar de leve a intensa (AMEEN, 2010; HAINER, 2003).
As infecgdes fungicas superficiais sdo endémicas em regides tropicais e sao
transmitidas pelo contato direto com a superficie infectada (SHRUM; MILLIKAN;
BATAINEH, 1994).

Um outro tipo bastante comum de infecgéo fungica superficial é a candidiase
vulvovaginal. Esta infecgcédo € a principal doencga clinica ocasionada por espécies da
levedura Candida e se estima que 70-75% das mulheres no mundo serao acometidas
por esta infecgao pelo menos uma vez em suas vidas (SOBEL, 2007). As espécies de
Candida com maior importancia médica séao C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C.
parapsilosis e C. krusei (LYON et al., 2010b; PFALLER et al., 2012, 2011; SILVA et
al., 2011; VAZQUEZ-GONZALEZ et al., 2013; YAPAR, 2014). Além de ocasionar
estas infeccbes superficiais, as espécies de Candida sao os agentes de etiologia
fungica mais comuns em infecgdes invasivas, possuem alta taxa de morbidade e
mortalidade e sendo assim, sdo o primeiro maior agente causador de infecgbes
micéticas (VALLABHANENI et al., 2016). Em torno de 10% dos pacientes em UTI
desenvolvem candidiase sistémica (KETT et al., 2011; PFALLER et al.,, 2012;
VINCENT et al., 2009).

Aproximadamente dois milhdes de pessoas por ano no mundo morrem devido
a alguma infeccao fungica invasiva ocasionadas, na maioria dos casos, pelos géneros
Cryptococcus e Candida (BROWN et al., 2012). As espécies do género Cryptococcus
podem causar criptococose, uma micose de porta de entrada inalatéria (BYRNES et
al., 2011). A maioria dos pacientes com criptococose possuem deficiéncia imune
causada pela sindrome da imunodeficiéncia humana (AIDS) e/ou por medicagao
imunosupressiva. Estes patdgenos podem se disseminar e invadir o sistema nervoso
central e causar meningoencefalite tanto em individuos susceptiveis como em
individuos competentes. A mortalidade estimada de meningite criptocécica é de 600
mil mortes por ano (PARK et al., 2009; SABIITI; MAY, 2012).

Os agentes antifungicos utilizados atualmente para tratar as infecges fungicas
possuem espectro de atividade variavel em relagcao a espécie fungica a ser tratada. A

maioria destes agentes antifungicos tem como alvo algum componente responsavel
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pela fluidez e integridade da membrana plasmaticas das células fungicas (NETT,;
ANDES, 2015).

A Anfotericina B possui diferentes formulacdes e ¢ utilizada para tratamento de
infeccdo fungica sistémica. A mesma interage com o ergosterol, o esterol mais
abundante encontrado na membrana celular dos fungos, intercala-se na membrana
plasmatica e forma canais que favorecem o desequilibrio idbnico da célula fungica
(ARIKAN; REX, 2001). A anfotericina B € um dos antifungicos mais potentes e
apresenta atividade contra as espécies de Cryptococus, fungos dismorficos e contra
a maioria das espécies de Candida e Aspergillus (DIEKEMA et al., 2003; LI et al.,
2000; MCGINNIS et al., 2001; PFALLER et al., 2003, 2005; SABATELLI et al., 2006).

Os antifungicos azodis bloqueiam a sintese do ergosterol por meio da inibicao
da enzima lanosterol 14a-desmetilase e desregulam a integridade da membrana pelo
acumulo de precursores de esterol e a redugao de ergosterol (HEIMARK et al., 2002;
MUNAYYER et al.,, 2004). Cetoconazol, fluconazol e itraconazol sdao exemplos
bastante conhecidos desta classe de antifungicos, pois sao utilizadas para tratamento
de infecgdes superficiais, como por exemplo, a candidiase vulvovaginal
(GHANNOUM; RICE, 1999; SARDI et al., 2013).

Os agentes antifungicos classificados como fluoropirimidinas (flucitosina) e
equinocadinas  (caspofungina, anidulafungina e  micafungina),  atuam,
respectivamente, na inibicdo de acidos nucléicos (KONTOYIANNIS; LEWIS, 2002;
PEREIRA GONZALES; MAISCH, 2012) e na parede celular fungica inibindo a
biossintese da a-1,3-D-glucano, um polissacarideo de parede celular essencial para
muitos fungos (PERLIN, 2011; SANGLARD; ODDS, 2002).

Devido ao aumento de cepas resistentes a todas as drogas antifungicas
disponiveis comercialmente (PERFECT; COX, 1999; PFALLER; DIEKEMA, 2007),
como também, aos varios efeitos adversos atribuidos a muitas destas drogas
(ASHLEY et al.,, 2006; BATES et al.,, 2001; CHANDRASEKAR; SOBEL, 2006;
CLEMENTS; PEACOCK, 1990; GUBBINS et al., 2006; SLAVIN et al., 1995;
ULLMANN et al., 2006; VAZQUEZ; SOBEL, 2006; VERMES, 2000) faz-se necessario
a busca por terapias antifungicas alternativas que possam suplantar os mecanismos

de resisténcia reportados até o momento.
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3.5 EUGENIA BREJOENSIS

A familia Myrtaceae € uma das maiores familias de plantas angiospérmicas do
mundo com 132 géneros e 5.671 espécies (GOVAERTS et al., 2014). No Brasil, esta
familia esta distribuida geograficamente em todas as regides sendo representada por
23 géneros e 1.034 espécies (SOBRAL et al., 2015).

Assim, a familia Myrtaceae constitui-se como uma familia muito importante para
a economia local das regides brasileiras onde as diferentes espécies sao cultivadas.
Por exemplo, as espécies do género Eucalyptus sao utilizadas como fontes de
madeira e lenha. Existem também as espécies que produzem frutos comestiveis e/ou
esséncias utilizadas na industria alimenticia e de cosméticos, como exemplo, Eugenia
uniflora (pitanga), Psidium guajava (goiaba) e Eugenia luschnathiana (pitomba)
(KAHKONEN; HOPIA; HEINONEN, 2001; LANDRUM; KAWASAKI, 1997).

Adicionalmente, algumas espécies da familia Myrtaceae sdo popularmente
utilizadas como agentes antidiarreicos, antimicrobianos, antioxidantes e anti-
inflamatdrios (CONSOLINI; BALDINI; AMAT, 1999; OGUNWANDE et al., 2005). Um
dos géneros da familia Myrtaceae que possui 0 maior numero de espécies, e devido
a isso, é um dos mais estudados € o género Eugenia. No Brasil, o género Eugenia é
representado por 388 espécies.

A Eugenia brejoensis € uma espécie endémica da regido Nordeste do Brasil e
que foi primeiramente descrita no municipio pernambucano de Brejo da Madre de
Deus (MAZINE; SOUZA, 2008). Atualmente, além dos estados nordestinos da
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, a E. brejoensis esta presente no
sudeste brasileiro no estado do Espirito Santo (GIARETTA; PEIXOTO, 2014).

Popularmente, a E. brejoensis é conhecida como “cutia” e as suas folhas, frutos
e caule sdo utilizados pela medicina popular para tratamento de diarreia, febre e
reumatismo. Laboratorialmente, a acdo antimicrobiana de E. brejoensis contra
algumas bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus) e Gram-
negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enteritidis e
Pseudomonas aeruginosa) foi comprovada por meio da utilizacdo dos extratos obtidos
de ramos, folhas e frutos de E. brejoensis (AZEVEDO et al., 2012). Além disso, o 6leo
essencial extraido das folhas da E. brejoensis apresentou atividade larvicida contra o
mosquito Aedes aegypti (DA SILVA et al., 2015).
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Resumo

Este trabalho avaliou a atividade antifungica do 6leo essencial de Eugenia brejoensis
(OEB) frente a leveduras patogénicas de Candida e Cryptococcus e algumas espécies
de dermatdfitos. Os valores das concentragdes inibitérias minimas (CIM) foram
medidos de acordo com o protocolo de microdiluigdo em caldo CLSI M27-A3. O OEB
apresentou atividade antifungica contra todas as leveduras e dermatofitos testados. A
CIM do OEB para as leveduras foi de 0,39 a 6,25 yL.mL"' e para as espécies de
dermatéfitos, os valores da CIM foram de 6,25 a 12,5 yL.mL-'. Estudos adicionais
serao necessarios para avaliar a segurangca do OEB como também, desenvolver um
sistema de encapsulamento que o torne viavel para utilizacdo na industria

farmacéutica.

Palavras-chave: atividade antifungica; 6leo essencial; Eugenia brejoensis.
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1. Introducgédo

As infecgdes fungicas que acometem o homem sao doengas bastante comuns
e que podem se manifestar desde leve infecgdes superficiais até graves infecgbes
sistémicas com altas taxas de morbidade e mortalidade. Também conhecidas como
micoses, as infecgdes fungicas sao classificadas em superficiais, subcutaneas e
invasivas (HAY, 2006).

As micoses superficiais afetam 25% da populacdo mundial e sdo causadas
principalmente por dermatoéfitos do género Epidermophyton, Microsporum e
Trichophyton (HAVLICKOVA; CZAIKA; FRIEDRICH, 2008).

As leveduras do género Candida situam-se como o segundo agente mais
prevalente em infecgbes fungicas. C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C.
parapsilosis e C. krusei séo as espécies com maior importancia médica (LYON et al.,
2010; PFALLER et al., 2012, 2011; SILVA et al., 2011; VAZQUEZ-GONZALEZ et al.,
2013; YAPAR, 2014). Estas espécies sdo responsaveis tanto por infecgdes
superficiais como por infecgdes invasivas. A candidiase vaginal é a segunda causa
mais comum de infec¢gdo vaginal e é a principal doenga clinica ocasionada por
espécies de Candida. Estima-se que 70-75% das mulheres no mundo serao
acometidas por candidiase vaginal pelo menos uma vez em suas vidas e 40-50%
sofrerdo de infecgdes recorrentes (SOBEL, 2007).

Cerca de dois milhdes de pessoas por ano no mundo morrem devido a alguma
infeccdo fungica invasiva ocasionadas, na maioria dos casos, pelos géneros
Cryptococcus e Candida (BROWN et al., 2012). As espécies do género Cryptococcus
podem causar criptococose, uma micose de porta de entrada inalatéria (BYRNES et
al., 2011). A maioria dos pacientes com criptococose possuem deficiéncia imune
causada pela sindrome da imunodeficiéncia humana (AIDS) e/ou por medicagao
imunosupressiva. Estes patdgenos podem se disseminar e invadir o sistema nervoso
central e causar meningoencefalite em individuos susceptiveis. A mortalidade
estimada de meningite criptocécica € de 600 mil mortes por ano (PARK et al., 2009;
SABIITI; MAY, 2012).

Em casos de candidiase disseminada e criptococcose, o tratamento inicial
recomendado pela Sociedade Americana de Doencas Infecciosas inclui derivados
azdlicos, caspofungina e Anfotericina B ou, em casos de reincidéncia, uma

combinacéao de fluconazol e Anfotericina B.
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O uso continuo das drogas antifungicas convencionais acarreta no
desenvolvimento de resisténcia pelos micro-organismos tornando, deste modo, a
droga ineficaz (PERFECT; COX, 1999; PFALLER; DIEKEMA, 2007) . Sendo assim,
existe a necessidade de encontrar novos tratamentos que tenham como alvo de agao
sitios diferentes das drogas convencionais.

Com este proposito, os Oleos essenciais extraidos de plantas tém sido
examinados e a eficiéncia antifungica de muitos deles ja foi comprovada por diversos
estudos (ABBASZADEH et al.,, 2014; CETIN et al,, 2009; PINTO et al., 2009;
TABASSUM; VIDYASAGAR, 2013; ZABKA; PAVELA; PROKINOVA, 2014; ZORE et
al., 2011; ZUZARTE et al., 2012).

A Eugenia brejoensis (Myrtaceae) € uma espécie endémica da “caatinga” semi-
arida do nordeste do Brasil e cujos extratos apresentam ac&o antimicrobiana contra
algumas bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus) e Gram-
negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enteritidis e
Pseudomonas aeruginosa). A uUnica atividade biolégica conferida ao 6leo essencial
desta espécie é a atividade larvicida contra o mosquito Aedes aegypti (DA SILVA et
al., 2015). Assim, neste estudo, sera avaliado pela primeira vez, a atividade

antifungica do OEB contra isolados clinicos de leveduras e dermatofitos.

2. Material e Métodos

2.1 Material vegetal

O OEB foi gentilmente cedido pelo Laboratério de Produtos Naturais do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os
protocolos de extracdo e identificacdo quimica do 6leo essencial utilizado neste

trabalho ja foram previamente descritos (DA SILVA et al., 2015).

2.2 Micro-organismos

Neste estudo foram utilizadas vinte e duas linhagens de Candida e quatro
linhagens de Cryptococcus neoformans obtidas de pacientes diagnosticados com
candidemia e neurocriptococcose, respectivamente, em Hospital Publico do Recife,

Brasil, entre os meses de julho de 2012 e junho de 2013. As cinco espécies de
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dermatofitos usadas foram obtidas de pacientes com dermatofitose cutanea no servigo
dermatolégico do Hospital das Clinicas, UFPE, Brasil. Todos os isolados avaliados
neste trabalho estavam em 6leo mineral (SHERF, 1943) na cole¢ao de cultura URM
da UFPE. Esta colegcao esta registrada no Centro Mundial de Dados sobre Micro-
organismos (WDCM) da Federagdo Mundial de Cole¢des de Cultura (WFCC) sob o
acrénimo URM (Universidade Recife Micologia) “604”.

2.3 Identificagc&o fenotipica classica

As colbnias foram cultivadas em meio agar dextrose Sabouraud com 2,5% de
extrato de levedura (Difco, EUA) e avaliadas quanto a aspectos morfolégicos, tais
como, cor, forma, topologia de cada colénia e a morfologia da célula. A formagao dos
clamidéporos foi induzida através do cultivo em agar Bili de boi (Difco, EUA) a 25 °C
apos 3 dias. Os isolados foram testados bioquimicamente por ensaios de assimilagao
e fermentacao de carboidratos. A producao de uréase e acido acético foram também
avaliadas usando ureia e meio carbonato de calcio (Difco, EUA), respectivamente. A
temperatura maxima de crescimento para cada um dos isolados foi determinada.
Todos os parametros fenotipicos classicos foram analisados de acordo com
(BARNETT; PAYNE; YARROW, 2000; HOOG et al., 2000).

24 Identificacédo por MALDI-TOF MS

Os inéculos das células de levedura foram mantidos em meio YPD (extrato de
levedura, peptona, glicose e agar) e cultivados em atmosfera aerébica durante 20 h a
37 ° C. As culturas foram previamente avaliadas quanto a pureza e, em seguida, foram
analisadas por Matrix-assisted laser desorption/ionization — Time of Flight Mass
Spectrometer (MALDI-TOF MS).

Uma placa contendo 196 pocos (Bruker Daltonik GmbH) foi utilizada como
suporte para as colbnias analisadas. Primeiro, as colénias foram, individualmente,
misturadas com 1 uL de acido férmico a 70% e colocadas sobre a placa. Em seguida,
1 uL de solugao saturada de matriz {75mg/ml de a-4-ciano-hidroxicinamico (CHCA)
em etanol/agua/acetonitrila [1:1:1] com 0.03% de acido trifluoroacético (TFA)} foi

adicionada a preparacao. A placa contendo as amostras foi deixada em temperatura
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ambiente por cinco minutos para a secagem das amostras (LIMA-NETO et al., 2014).
Um total de vinte isolados foram analisados em duplicata.

O equipamento utilizado foi o MALDI TOF Autoflex Ill Mass Spectrometer
(Bruker Daltonics Inc., USA/Germany) equipado com um laser Nd:YAG (neodymium-
doped yttrium aluminium garnet; Nd:Y3Als012) de 1064 nm, ajustado a uma poténcia
de 66%. As analises foram feitas em modo linear na faixa de massa entre 2.000 e
20.000 Da e aceleragao de voltagem de +20 kV. A lista de picos resultantes foi
exportada para o software MALDI Biotyper™ 3.0 (Bruker Daltonics, Bremem,

Alemanha) onde foi feita a identificacao final.

2.5 Sensibilidade antifungica in vitro

Microdiluicdes em série foram preparadas de acordo com diretrizes do método
de referéncia M27-A3 do Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2008) para
leveduras e M38-A2 (CLSI, 2008) para fungos filamentosos. O OEB foi dissolvido em
1,0 mL de dimetilsulféxido (DMSO), e, em seguida, diluido em 9,0 mL de meio padréao
RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) tamponado a pH 7,0 com 0,165 M
de acido morfolino propano sulfénico (MOPS; Sigma, Brasil). As concentragdes
testadas do OEB variaram de 0,0488 a 25 yL.mL-'. As equinocadinas e Anfotericina
B foram utilizados como antifungicos de referéncia nas concentragdes de 0,03 a 16,0
e 0,015-8,0 pg.mL", respectivamente. Todas as solugdes de estoque foram
armazenadas a temperatura de -80 °C.

Para a obtengdo de um inéculo de levedura de 1,0 a 5,0 x 108 UFC.mL"", cada
isolado foi cultivado em um tubo contendo 20 mL de 4% de agar dextrose Sabouraud
(SDA; Difco) e extrato de levedura a 35 °C durante 24 horas para Candida e 48 horas
Cryptococcus. Depois disso, as suspensdes de leveduras foram transferidas para uma
solucgao fisiologica esterilizada (0,85%), mantidas a 28 + 2 °C e ajustado para 90% de
transmitancia a 530 nm. Para a obtengdo de um inéculo final de 0,5 a 2,5 x 103
UFC.mL-" duas diluicdes seriadas de 1:100 e 1:20 foram realizadas.

Os dermatofitos foram cultivados em tubos de cultura contendo 20 ml de agar
dextrose de batata (PDA, Disco) a 35 ° C durante quatro dias. Apds este periodo, as
colénias de fungos foram transferidas para tubos contendo 1 mL de solugéo fisioldgica

esterilizada (0,85%) e Tween 20 e agitadas suavemente. O sobrenadante foi agitado
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em vortex e a transmitancia foi ajustada para 65-70% a 530 nm. Para a obtengao de
um inéculo final de 0,4 - 5 x 10* UFC.mL"" uma diluicdo de 1:50 foi realizada.

Os testes de susceptibilidade fungica ao OEB foram realizados em microplacas
por meio da diluicdo seriada de 100 uL do OEB em dez pogos consecutivos contendo
100 uL de meio padrdao RPMI 1640 (pH 7,0; 0,165 M de MOPS) e 100 uL do inéculo.
Os antifungicos caspofungina, anidulafungina, micafungina e Anfotericina B foram
utilizados como drogas de referéncia. Apos as diluicbes, as microplacas foram
incubadas a 35 °C em incubadora de CO2 e a avaliagao visual foi feita apds 48 horas
para os isolados de Candida e 72 horas para os isolados de Cryptococcus.

A CIM correspondeu a concentragcao mais baixa da droga capaz de provocar
50% de inibicdo no crescimento dos indculos para os pogos contendo OEB,
caspofungina, micafungina e anidulafungina. Para a Anfotericina B a CIM esta
relacionado a 100% de inibicao de crescimento do inéculo. Todos os testes foram

realizados em triplicado e os valores de CIM foram expressos como média aritmética.

3. Resultados e Discussao

Neste estudo foi testada a atividade antifungica do OEB contra as mais
incidentes espécies de Candida (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e
C. tropicalis) e também contra Cryptococcus neoformans e algumas espécies de
dermatofitos (Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Microsporum
canis, Microsporum gypseum e Epidermophyton floccosum). O Quadro 1 apresenta

os valores da CIM do OEB para as espécies testadas.
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QUADRO 1. COMPARAGAO ENTRE A ATIVIDADE ANTIFUNGICA DAS EQUINOCADINAS E
ANFOTERICINA B EM RELAGCAO AO OLEO ESSENCIAL DE Eugenia brejoensis (OEB) CONTRA
ISOLADOS CLINICOS DE CANDIDA E CRYPTOCCOCUS OBTIDOS DE PACIENTES COM
CANDIDEMIA E NEUROCRIPTOCOCCOSE, RESPECTIVAMENTE, EM HOSPITAL PUBLICO DO
RECIFE, BRASIL, ENTRE JULHO DE 2012 E JUNHO DE 2013, E CONTRA DERMATOFITOS
OBTIDOS DE PACIENTES COM DERMATOFITOSE CUTANEA DO HOSPITAL DAS CLINICAS,
UFPE, BRASIL, ENTRE ABRIL E JUNHO DE 2013.

Linhagem Valores da CIM ' para os antifiingicos e o 6leo essencial de E.
] ) ou numero brejoensis (OEB)
Micro-organismo q
o
) Caspofungina | Anidulafungina | Micafungina OEB Anf B2
paciente
Candida
82 0,5 4 0,06 0,390625 1
albicans
C. albicans 6081 0,06 0,5 0,03 1,5625 0,25
C. albicans 4451 0,03 0,5 0,03 3,125 0,5
C. albicans 8299 0,125 0,25 0,015 3,125 1
C. albicans 9925 0,125 0,25 0,015 3,125 1
C. albicans 5623 0,06 0,5 0,03 3,125 0,25
C. glabrata 8340 0,25 0,25 0,015 6,25 0.5
C. krusei 14206 0,125 0,25 0,015 6,25 0,5
C. tropicalis 4584 0,06 0,125 0,015 3,125 1
C. tropicalis 7866 0,125 0,25 0,015 3,125 0,5
C. parapsilosis 3521 0,06 2 0,03 6,25 0,5
C. parapsilosis 5283 0,25 8 0,06 6,25 0,25
C. parapsilosis 6085 0,25 8 0,06 6,25 0,25
C. parapsilosis 7398 0,5 2 0,06 6,25 1
C. parapsilosis 7736 0,5 4 0,125 6,25 0,5
C. parapsilosis 9968 0,25 4 0,125 6,25 1
C. parapsilosis 13531 0,25 4 0,125 6,25 0,25
ATCC?®
C. parapsilosis 0,5 1 0,5 6,25 0,5
22019
Cryptococcus URM*
GS G G 3,125 0,5
neoformans 6895
C. neoformans URM 6901 G G G 3,125 0,25
C. neoformans URM 6907 G G G 3,125 0,125
C. neoformans URM 6909 G G G 3,125 0,125
Trichophyton URM
0,5 1 0,03 6,25 16
mentagrophytes 5432
T. rubrum URM 5413 0,5 0,5 0,06 12,5 16
Microsporum
) URM 6241 0,5 0,5 0,06 12,5 4
canis
M. gypseum URM 6199 0,5 0,5 0,06 12,5 1
Epidermophyton URM
P phyt 1 1 0,06 12,5 1
floccosum 6209
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'CIM - Concentragéo Inibitéria Minima. Os valores da CIM estdo em ug.mL- para a caspofungina,
anidulafungina, micafungina e anfotericina B; e em uL.mL"" para o 6leo essencial de E. brejoensis.
2Anf B - Anfotericina B

SATCC - American Typical Culture Collection

4URM — Colegéo de Cultura URM /UFPE/Brasil

5G — Crescimento na maior concentragéo testada

Numerosos estudos ja reportaram a atividade antifungica de dleos essenciais,
sendo a eficiéncia de inibicao variavel em relagao a espécie fungica e ao tipo de éleo
essencial testados (NYEGUE et al., 2014; PINTO et al., 2014; RATH; MOHAPATRA,
2015).

O efeito antimicrobiano dos 6leos essenciais € relacionado ao sinergismo
existente entre os varios componentes presentes nos mesmos (PINTO et al., 2006;
YAHYAZADEH et al., 2008). Estes componentes agem, sobretudo, nas membranas
celulares e sao capazes de alterar a permeabilidade das mesmas (BAKKALI et al.,
2008). Especialmente em espécies de Candida, o mecanismo de agao dos o6leos
essenciais € por meio da inibicdo da fase S do ciclo celular (PINTO et al., 2013).

Entre todos os micro-organismos testados, as espécies de Candida
apresentaram os resultados mais promissores, uma vez que os valores da CIM foram
os mais baixos (0,39 a 6,25 yL.mL"). A menor CIM do OEB (0,39 uL.mL™") é trés vezes
menor do que o menor valor da CIM reportado previamente (1,25 — 2,5 yL.mL-1) do
Oleo essencial de Thymus caespititius para espécies de Candida de interesse médico
(PINTO et al., 2014). Os 6leos essenciais de espécies de Thymus sao considerados
agentes antifungicos potentes (FLORES; BECK; DA SILVA, 2015). Além disso, a CIM
para as espécies de Candida, no presente estudo, estdo em conformidade com os
apresentados por eugenol e estragol puros (FONTENELLE et al., 2011). Vale
salientar, que o eugenol e o estragol sdo considerados os componentes de éleo
essencial com a maior atividade antimicrobiana existente, uma vez que os mesmos
possuem grupamento hidroxil de natureza acida que degrada o sitio ativo de algumas
importantes enzimas antimicrobianas (KALEMBA; KUNICKA, 2003).

As espécies de C. neoformans testadas néo sao inibidas pelas Equinocadinas
mesmo na mais alta concentragdo da droga testada (16 ug.mL-'), no entanto, o OEB
na concentracdo de 3,12 uL.mL"' foi capaz de provocar a inibigdo de 50% no

crescimento dos in6culos testados.
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Em relagao as espécies de dermatdfitos avaliadas, os seguintes valores de CIM
foram encontrados: 6,25 yL.mL' para T. mentagrophytes e 12,5 yL.mL-' para T.
rubrum, M. canis, M. gypseum e E. floccosum. Esses resultados estdo em
consonancia com estudos anteriores (FLORES; BECK; DA SILVA, 2015; MAHBOUBI,
KAZEMPOUR, 2015). Ainda, o valor da CIM para o T. mentagrophytes foi 2,56
menores do que o apresentado pela droga utilizada como controle, Anfotericina B.

Destarte, os resultados apresentados mostram que o OEB é um biocomposto
que, apdés avaliadas as condigcbes de seguranga, podera ser utilizado no

desenvolvimento de uma formulagao para o tratamento de candidiase e onicomicose.

4. Conclusoes

Este estudo descreve, pela primeira vez, a atividade antifungica do OEB.
Nossos resultados demonstram que o OEB tem atividade contra algumas espécies de
leveduras e dermatofitos que estdo associadas com infeccbes em humanos.
Entretanto, estudos posteriores sdo necessarios a fim de desenvolver um sistema
apropriado para a encapsulagao do OEB com a finalidade de melhorar a solubilidade
e assim aumentar a sua atividade antifungica. Além disso, a encapsulagdo do OEB o
tornara mais estavel as condicdes adversas durante o processamento e
armazenagem do mesmo e a sua utilizagdo na industria farmacéutica sera mais

plausivel.
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Resumo:

Diversos 6leos essenciais extraidos de plantas apresentam significantes atividades
biolégicas. Entretanto, a baixa solubilidade em agua, facil oxidagao e alta volatilidade
sao fatores que limitam a sua aplicagédo em muitos produtos e tecnologias industriais.
Assim, a estratégia de formagéo do complexo de inclusdo com ciclodextrinas e o 6leo
essencial tem sido amplamente utilizada para melhorar a solubilidade e evitar a
degradacéo do 6leo. Neste estudo, o 6leo essencial obtido de folhas de Eugenia
brejoensis (OEB) foi usado para preparar o complexo de inclusdo solido com (-
ciclodextrina (BCD). A formagdo do complexo de inclusdo do OEB e BCD foi
investigada por calorimetria exploratéria diferencial (DSC), analises de
termogravimetria (ATG) e difragao de raios X (DRX). Além disso, o estudo da liberacao
do biciclogermacreno, [B-cariofileno, &-cadineno e espatulenol, no complexo de
incluséo foi realizado por analises de headspace estatico acoplado a cromatografia
gasosa (HE-GC). Os resultados obtidos confirmam a formagdo do complexo de
inclusdo de OEB e BCD na proporgao molar de 1:1 e mostram que o percentual de
retencao do OEB pela BCD foi de 86,87%.
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1. Introducgédo

Os oleos essenciais provenientes de algumas espécies de plantas da familia
Myrtaceae apresentam significativas atividades bioldgicas, tais como, antibacteriana,
antidiabética, antifungica, anti-inflamatodria, antimutagénica, antioxidante e
antiprotozoarios (RAUT; KARUPPAYIL, 2014; RODRIGUES et al., 2013; ZABKA,;
PAVELA; PROKINOVA, 2014). Tais atividades bioldgicas sao atribuidas a diversidade
quimica dos componentes dos o6leos essenciais (RAUT; KARUPPAYIL, 2014;
STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011), que em espécies de Eugenia ha uma
predominancia de sesquiterpenos e monoterpenos. (STEFANELLO; PASCOAL;
SALVADOR, 2011).

A baixa solubilidade em agua, facil oxidacao e alta volatilidade séo fatores que
limitam a aplicacdo do 6leo essencial em muitos produtos e tecnologias industriais
(MARQUES, 2010). Portanto, a estratégia de fazer complexos moleculares com
ciclodextrinas e 6leos essenciais € uma alternativa para melhorar a solubilidade e
evitar a degradacao do 6leo (BILIA et al., 2014).

Existem trés principais tipos de ciclodextrinas: a-, - e y-ciclodextrinas. [3-
ciclodextrinas (BCD) é uma das mais utilizadas devido as dimensdes da sua cavidade
interna (0.5-0.8 nm) (D. DUCHENE; G. PONCHEL, 1999). BCD & um oligossacarideo
ciclico formado por sete unidades de glucopiranose ligadas por ligagées a-(1,4) e que
possui a cavidade interna hidrofébica e a interna hidrofilica (SZENTE, L., & SZEJTLI,
2004). Muitos trabalhos ja foram publicados reportando a complexag¢ao de BCD com
Oleos essenciais brutos ou com alguns componentes purificados visando diferentes
propdsitos (ABARCA et al., 2016; HADARUGA et al., 2014; SANTOS et al., 2015; XI
et al., 2015).

Na formagdo de complexos de inclusdo entre ciclodextrinas e moléculas
hidrofdbicas, estdo envolvidas ligagdes reversiveis e que ocorrem através de ligagcoes
nao covalente como forgcas de Van der Waals, interagdes hidrofébicas e pontes de
hidrogénio (JIANG et al., 2006).
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Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar a complexacado do 6leo essencial
de Eugenia brejoensis (Myrtaceae), popularmente conhecida como cutia, uma espécie
arbustiva localizada nas regides nordeste e sudeste do Brasil (GIARETTA; PEIXOTO,
2014; MAZINE; SOUZA, 2008) e determinar a capacidade de retengdao da BCD e o
seu potencial de ligagcdo a componentes volateis individuais (biciclogermacreno, -

cariofileno, &-cadineno e espatulenol) do OEB.

2. Materiais e Métodos

2.1 Materiais

As folhas de E. brejoensis usadas neste trabalho foram coletadas no més de
margo de 2014 no Parque Nacional do Catimbau, Buique/PE - Brasil (8° 30" 57" S, 37°
20" 59" 0O). Uma amostra da espécie foi depositada no herbario do Instituto
Agronémico de Pernambuco (IPA), Brasil, sob o numero IPA 84.033. A B-ciclodextrina
(BCD) foi adquirida da Sigma—Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

2.2 Métodos

2.21 Extracédo do éleo essencial

A extragdo do 6leo essencial das folhas de E. brejoensis foi realizada no
Laboratério de Produtos Naturais do Departamento de Bioquimica da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Foram coletadas 342 g de folhas de E. brejoensis.
Em seguida, as folhas foram picadas e submetidas a hidrodestilacdo durante 4 horas

em aparelho tipo Clevenger.

222 Analise da composi¢ao quimica do 6leo de E. brejoensis por GC-MS

A analise de GC-MS foi realizada no Laboratério de Ecologia Quimica do
Departamento de Quimica Fundamental da UFPE. Os compostos volateis foram
analisados através de cromatografia gasosa/ espectrometria de massa (CG/EM) em
um sistema quadrupolo Agilent 5975C Series CG/EM (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, EUA), equipado com uma coluna apolar DB-5 (Agilent J&W; 60 m x 0.25 mm d.i.,
0.25 ym espessura da pelicula). Para a analise, 1 yL de uma solugao de 2000 ppm

do dleo essencial dissolvido em hexano, foi injetado em modo split 1:20.
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Posteriormente injetou-se 1uL em split (1:20) da mistura de padrbes de
hidrocarbonetos (C9-C34). Posteriormente, injetou-se a mistura do 6leo essencial e a
mistura de padrbes de hidrocarbonetos, 1uL (0.2uL de alcanos e 0.8uL de 6leo) em
splitless. A solucao hexanica de hidrocarboneto foi preparada com padrdes comerciais
Sigma-Aldrich®. A temperatura do CG foi ajustada em 60 °C por 3 min, aumentada
em 2,5 °C min’1, até 240 °C e mantida por 10 min. O fluxo de hélio foi mantido em
pressdo constante de 100 kPa. A interface do EM foi definida em 200 °C e os
espectros de massa registrados em 70 eV (em modo IE) com uma velocidade de
escaneamento de 0.5 scan-s de m/z 20-350. Os compostos foram identificados a partir
de comparacao de seus espectros de massa e tempos de retengcdo com aqueles de
padrées auténticos disponiveis na biblioteca de referéncia MassFinfer 4, NIST 08 e
Wiley Registry™ 9th Edition, integradas ao software Agilet MSD Productivity do
Chemstation (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA). As areas dos picos nos
cromatogramas foram integradas para obtencgdo do sinal iénico total e seus valores
utilizados para determinar as proporcoes relativas de cada campo.

A partir da analise dos tempos de retencdo dos compostos na amostra do d6leo
essencial, dos padrdes de hidrocarboneto e a combinacao do 6leo essencial com a
mistura de padrdes foi calculado o indice de retencao para cada componente do dleo,
segundo a equagao de Van den Dool and Kratz (1963) e comparado com dados da
literatura (Adams, 2009).

223 Preparagdo do complexo de inclusdo do éleo de E. brejoensis e B-

ciclodextrina

O complexo de inclusao do dleo de E. brejoensis e 3-ciclodextrina (OEBCD) foi
preparado de acordo com o método previamente descrito (MENEZES et al., 2014),
com algumas modificagdes. A propor¢do molar de BCD e OEB foi de 1:1.
Primeiramente, a BCD foi solubilizada em 10 mL de agua Mill-Q®. Em seguida, o OEB
foi adicionado e mantido sob agitacdo magnética a 300 rpm e 25 °C durante 30 h.
Depois deste periodo, esta solugao foi liofilizada a - 45 °C e 0 Pa em liofilizador modelo

Enterprize Il (Terroni — Sao Carlos, Brazil) durante 48h.

2.2.4 Preparacéo da mistura fisica do 6leo de E. brejoensis e [3-ciclodextrina
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A mistura fisica (MF) foi preparada pela adigdo de OEB a um almofariz
contendo a BCD em p6 e submetida a agitagdo manual. A propor¢géo molar do OEB e
da BCD foi a mesma descrita na preparagao do complexo de inclusdo. Em seguida, a

MF foi armazenada em recipiente de vidro e mantida em dessecador.

2.2.5 Caracterizagdes do complexo de inclusao do dleo de E. brejoensis e [3-
ciclodextrina

2.2.5.1 Analises térmicas

Analises de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e analises de
termogravimetria (ATG) foram realizadas em analisador térmico simultdneo
(NETZSCH STA 449 F3 Jupiter). Cerca de 2 mg da amostra foi colocada em cadinho
de aluminio e submetida a faixa de temperatura de 40 °C a 600 °C, sob atmosfera

dindmica de nitrogénio (50 mL/min) e taxa de aquecimento de 10 °C/min.

2.2.5.2 Difragao de raios X

Os padroes de raios X das amostras analisadas foram obtidos em difratdmetro
Bruker D8 Advance (Alemanha) (30 kV, 30 mA) equipado com radiagdo Cuka e
comprimento de onda 0,154 nm. As medidas foram feitas variando o intervalo angular
entre 3 - 65 °C (2 0).

2.2.6 Headspace estatico acoplado a cromatografia de fase gasosa

Para estudar a liberagao dos compostos volateis do OEB quando complexados
com BCD, foi utilizada a técnica de HE-GC. Para esta analise, uma solugdo aquosa
de 5 mL a 500 ppm foi preparada utilizando-se o OEB puro como controle e o OEBCD.
As solucdes foram colocadas em frascos especificos para headspace de 22 mL, os
quais foram vedados. Ap6s 30 min, o equilibrio entre a fase gasosa e a fase aquosa
foi estabelecido e 1 mL dos vapores, presentes acima da fase aquosa, foi retirado do
frasco utilizando-se uma seringa para gases e a amostra foi injetada no cromatégrafo

para andlise. As condicdes de medida foram as mesmas descritas para GC-MS.
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2.2.6.1 Determinagado do percentual de retengao do dleo de E. brejoensis pela

B-ciclodextrina

O percentual de retencao {r(%)} do OEB pela BCD foi determinada pela analise
de HE-GC com as amostras incubadas a 30 °C, segundo a férmula abaixo descrita
previamente (KFOURY et al., 2015):

r(%) = (1 - ZZA;()D) x 100 (1)

Onde YAO e YACD representam a soma das areas dos picos na auséncia e na

presenca de BCD, respectivamente. As medidas foram feitas em triplicata.
2.2.6.2 Estudos de liberagao

O estudo de liberagao dos componentes do OEB foi feito utilizando o método
de extragao multipla de headspace (EMH) (KOLB; ETTRE, 2006). As amostras foram
mantidas a 60 °C e quatro sucessivas extragdes foram feitas a cada intervalo de 60
min. A cada extragcdo, 1 mL da amostra era retirada do frasco e a quantidade de cada
componente presente no OEB na fase gasosa foi determinado por analise de CG. O
percentual remanescente de cada componente do OEB livre ou complexado foi
determinado usando a seguinte equagéao previamente descrita (KFOURY et al., 2015):
Componentes remanescentes do 6leo (%) = (ﬁ) x 100 (2)

Onde At e Ao correspondem a area do pico de cada componente do OEB no tempo t

e no tempo 0. As medidas foram feitas em ftriplicata.

3. Resultados e Discussao

3.1 Composicao do 6leo essencial de E. brejoensis

A extracdo do OEB obteve um rendimento de 0,010% (p/p). Um total de

cinquenta componentes, que representam 99,32% do 6leo total, foram identificados
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(Tabela 1). Os hidrocarbonetos sesquiterpenos sao os componentes mais presentes
(63,83%) no 6leo. Os componentes majoritarios do OEB sdo o biciclogermacreno
(17,87%), d-cadineno (14,31%), B-cariofileno (11,44%), a-cadinol (7,24%) e muurolol
<epi-a-> (6,66%). Nossos resultados sdao muito similares a identificagcdo dos
constituintes do OEB reportada previamente (DA SILVA et al., 2015). Entretanto, o
presente estudo foi capaz de identificar mais nove componentes volateis. Esses novos
achados podem ser explicados pelas mudancgas sazonais do clima e solo, que sdo
capazes de mudar a composicdo do Oleo essencial quantitativamente e
qualitativamente (ANGIONI et al., 2006; GOBBO-NETO; LOPES, 2007; MASOTTI et
al., 2003).

TABELA 1. COMPOSICAO QUIMICA (%) DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DE FOLHAS DE E.
brejoensis.

Numero Componente IR Obtido® IR Referéncia®  Teor (% do
identificado? Oleo total)
1 Bicicloelemeno 1339 1335 0,63
2 a-Cubebeno 1351 1345 0,15
3 a-Copaeno 1377 1374 0,50
4 -Bourboneno 1387 1387 0,50
5 B-Elemeno 1393 1389 1,56
6 a-Gurjuneno 1412 1409 2,46
7 B-(E)-Cariofileno 1421 1417 11,44
8 B-Copaeno 1431 1430 0,16
9 Aromadendreno 1441 1439 0,73
10 cis-Muurola-3,5- 1448 1448 0,14
dieno
11 trans-Muurola-3,5- 1452 1451 0,34
dieno
12 a-Humuleno 1455 1452 1,39
13 Cariofileno <9-epi- 1463 1464 1,81
(E)->
15 trans-Cadina- 1475 1475 0,55
1(6),4-dieno

17 Germacreno D 1483 1485 1,13
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21

22
23
24
26
28
29

30
31
33
35
38
41

42
44
45
47
48
50

trans-Muurola-
4(14),5-dieno
Biciclogermacreno
a-Muuroleno
Germacreno A
y-Cadineno
6-Cadineno
Trans-Cadina-1,4-
dieno
a-Cadineno
a-Calacoreno
Palustrol
Espatulenol
Guaiol
Cubenol<1,10-di-
epi->
Cubenol<1-epi->
Muurolol <epi-a->
a-Muurolol
a-Cadinol
Bulnesol
Shyobunol

HS
SO
NI
Total

1494

1499
1502
1507
1516
1526
1535

1540
1545
1570
1580
1600
1618

1631
1645
1649
1657
1670
1694

1493

1500
1500
1508
1513
1522
1533

1537
1544
1567
1577
1600
1618

1627
1640
1644
1652
1670
1688

0,61

17,87
2,98
0,16
3,81

14,31
0,40

0,69
0,10
0,56
2,32
2,01
0,39

0,69
6,66
1,16
7,24
0,20
5,73

63,83
26,96
8,53
99,32

aConstituintes listados em ordem de eluigdo na coluna nao-polar DB-5; Indices de Retengdo (IR) cauculados a

partir do tempo de retencao em relagao aqueles da série C9-C30 n-alcanos em uma coluna de capilaridade 30 m

DB-5; Valores obtidos de Adams, 2007. HS = Hidrocarbonetos Sesquiterpenos; SO =Sesquiterpenos Oxigenados;

NI=Componentes nao-identificados.

Além disso, a identificacdo quimica também estd em consonéncia com a

composicao de Odleos essenciais extraido de outras espécies do género Eugenia
(APEL et al., 2005; COLE; HABER; SETZER, 2007; COLE et al., 2007; DUARTE et

al., 2009; FISCHER et al., 2005), que geralmente sdo compostos por sesquiterpenos
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ciclicos e monoterpenos. Somente poucas espécies do género Eugenia produzem
componentes alifaticos e aromaticos (STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011).
O sesquiterpeno (B-cariofileno é frequentemente encontrado como o maior constituinte
de Oleos essenciais de folhas de varias espécies de Eugenia (SOUSA et al., 2015;
VICTORIA et al., 2012).

3.2 Caracterizagao do complexo de inclusdo do 6leo de E. brejoensis e [3-
ciclodextrina
3.2.1 Analises de DSC

A DSC é o método mais utilizado para a identificagdo e comprovagao de
complexos de inclusdo com ciclodextrinas. Por meio desta analise €& possivel
visualisar uma modificagdo no padrao térmico das ciclodextrinas, que ocorre apos a
ligacao da molécula hidrofébica na cavidade interna da mesma (MURA, 2015).

Nos resultados obtidos pode-se observar a ocorréncia de dois picos
endotérmicos bem definidos na curva de DSC da BCD, um relacionado a sua
desidratagcdo (aproximadamente em 140 °C) e o outro correspondente a sua
decomposicao (aproximadamente a 318 °C).

A curva de DSC do OEB apresentou pico endotérmico em cerca de 243 °C, que
desaparece no termograma do OEBCD. Este fato pode ser explicado pela
encapsulacao do OEB na BCD que é capaz de aumentar a estabilidade do éleo. Por
fim, o padrdo encontrado na curva de DSC da MF é semelhante com a curva de DSC
da BCD livre, indicando pouca ou nenhuma interacdo do OEB e a BCD. Os resultados
sdo apresentados na Figura 1 e estdo compativeis com os dados encontrados na
literatura (Xl et al., 2015).
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FIGURA 1. CURVAS DE CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC) DO OLEO
ESSENCIAL DE E. brejoensis (OEB), B-CICLODEXTRINA (BCD), MISTURA FISICA (MF) E
COMPLEXO DE INCLUSAO ENTRE OEB E BCD (OEBCD) EM ATMOSFERA DINAMICA DE
NITROGENIO (50 mL/min) E TAXA DE AQUECIMENTO DE 10 °C/min.
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3.2.2 Analises Termogravimétricas

As curvas das analises de termogravimetria (TG) para as amostras analisadas
podem ser visualizadas na Figura 2. O OEB mostrou decomposi¢cdo gradativa
acentuada entre 157°C e 298°C, com uma perda de massa equivalente a 85,57% do
total da amostra. Nesta mesma faixa de temperatura (157 - 298°C) a perda de massa
para o OEBCD foi de apenas 0,95%.

A amostra de BCD livre mostra um perfil termodinamico que pode ser dividido
em quatro fases. A primeira fase envolve a perda de agua (13,69%) de 37 — 150°C.
Em seguida, entre 165 e 270°C, a curva de ATG é plana e nenhuma perda de massa
é detectada e a decomposicao termal (30,74%) ocorre depois dos 270°C, com maxima
temperatura de decomposicéo aos 327°C.

A curva de ATG do OEBCD mostrou a sobreposi¢cao do comportamento termal
da BCD e do OEB. Até a temperatura de decomposi¢gao do OEB livre (236 °C), o
OEBCD tem uma perda de massa de 18,59%, que pode ser atribuida tanto a perda
de agua quanto a liberagdo de pequena quantidade de dleo. Ja a MF mostrou

comportamento semelhante ao da BCD livre e houve uma perda de massa de 16,44%
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até 236°C. Assim, conclui-se que para as amostras contendo a BCD a decomposigcao
maior comecgou acima de 270°C. Na formacado do complexo molecular, as moléculas
de agua na cavidade hidrofébica séo substituidas pelas moléculas do 6leo essencial
que se ligam por meio de ligagdes ndo-covalentes e deste modo, ficam protegidas da
degradacao (BILIA et al., 2014).

Esses resultados em combinacdao com as analises de DSC corroboram a
formacao do complexo de inclusdo entre o OEB e a BCD e indicam que o OEB esta
complexado na BCD, uma vez que, na encapsulacdo moléculas de agua sao
substituidas pela molécula convidada (MURA, 2015)

FIGURA 2. CURVAS DE TERMOGRAVIMETRIA (TG) DAS AMOSTRAS DE OLEO ESSENCIAL DE
E. brejoensis (OEB), B-CICLODEXTRINA (BCD), MISTURA FISICA (MF) E COMPLEXO DE
INCLUSAO ENTRE OEB E BCD (OEBCD) EM ATMOSFERA DINAMICA DE NITROGENIO (50
mL/min) E TAXA DE AQUECIMENTO DE 10 °C/min.
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3.2.3 Difracao de Raios X

DRX é uma técnica bastante util para a caracterizacdo de ciclodextrinas e seus
complexos de inclusdo (GALVAO et al., 2015; MURA, 2015). Quando uma nova fase
solida é formada, em virtude da constituicdo do complexo de inclusao, sdo observadas
mudancas na intensidade ou na posig¢ao de alguns picos caracteristicos das amostras
de ciclodextrinas (MURA, 2015). Os padrées de DRX para a BCD livre, a MF e o

OEBCD estao apresentados na Figura 3. Como pode ser observado, a BCD livre é
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uma amostra cristalina cujo padrdao de difragdo apresenta numerosos picos
caracteristicos (4,5° 8,9° 10,6°, 12,4°). O padrao de difragdo da MF é muito similar
ao da BCD, mostrando que nao existe nenhuma interacéo entre o OEB e a BCD. Ja o
padrao de difracao do OEBCD mostra amorfizacdo. Esta mudanca de padrao é
atribuida a formagao do complexo de inclusdao (ABARCA et al., 2016; MENEZES et
al., 2014).

FIGURA 3. PADRAO DE RAIOS X DAS AMOSTRAS DE B-CICLODEXTRINA (BCD), MISTURA
FiSICA (MF) E COMPLEXO DE INCLUSAO ENTRE OEB E BCD (OEBCD).
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3.3 Headspace estatico acoplado a cromatografia de fase gasosa

3.3.1 Determinacao do percentual de retengao do OEB pela BCD

O percentual de retencdo do OEB pela BCD foi de 86,87%. Este percentual foi
calculado pela diferengca entre a soma das areas dos picos do cromatograma dos

componentes do OEB na presenca de BCD menos a soma das areas dos picos do
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cromatograma dos componentes do OEB na auséncia de BCD, como mostrado na
Equacédo 1. Kfoury et al. estudou a complexagdo entre nove diferentes 6leos
essenciais e BCD e mostrou um percentual de retencao entre 27 — 87% (KFOURY et

al., 2015). Esses resultados mostram que a BCD pode reter eficientemente o OEB.

3.3.2 Estudos de liberacao

Para os estudos de liberacao foram selecionados quatro componentes do OEB,
sao eles: biciclogermacreno, p-cariofileno, &-cadineno e espatulenol. Apds alcangado
o equilibrio entre as fases aquosas e gasosas do OEBCD, foram feitas extracbes a
cada 60 min de intervalo. O percentual remanescente de cada componente volatil
selecionado encontrado no OEB foi determinado baseando-se nas suas areas
individuais dos picos cromatograficos utilizando a Equagéo 2. Como observado na
Tabela 2, as areas dos picos dos componentes do OEB estudados diminuiram na
presenca de BCD. Este fato pode ser explicado pela diminuicdo da volatilidade dos
componentes que ocorre devido a formagdo do complexo molecular (FOURMENTIN
et al., 2013; KFOURY et al., 2014). A maior percentagem de liberacado no OEBCD
ocorreu entre 60 e 120 minutos (Tabela 2). Isto pode ser explicado pela interagdo da
BCD por cada componente causando uma retengdo inicial com subsequente
liberagdo, como observado para B-cariofileno, biciclogermacreno e é—cadineno. Em
contrapartida, o OEB livre é observado uma diminuigao continua das concentracoes
dos componentes em relagdo ao tempo (Tabela 3), ja que nao existe a retencao pela
BCD. Este resultado demonstra que a BCD promove a retencao do OEB, permite a

liberacdo gradual do mesmo e, podera assim, prolongar a sua bioatividade.

TABELA 2. MEDIA DAS AREAS REAIS DOS PICOS DOS COMPOSTOS VOLATEIS DO OLEO
ESSENCIAL DE E. brejoensis (3-CARIOFILENO, BICICLOGERMACRENO, 6-CADINENO E
ESPATULENOL) QUANDO COMPLEXADOS NA B-CICLODEXTRINA.

Area real

Tempo (min.) | B- cariofileno | Biciclogermacreno | d- cadineno | Espatulenol

0 33948519 7283099 59459540 | 70938820
60 36117430 9316780 72087550 | 66598937
120 38617707 8055162 79746038 | 66334567

180 21239713 5178478 58229885 | 54027204
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TABELA 3. MEDIA DAS AREAS REAIS DOS PICOS DOS COMPOSTOS VOLATEIS DO OLEO
ESSENCIAL DE E. brejoensis (3-CARIOFILENO, BICICLOGERMACRENO, 6-CADINENO E
ESPATULENOL) NO OLEO LIVRE.

Tempo (min.) Area real
B- cariofileno | Biciclogermacreno | &- cadineno | Espatulenol
0 3202519378 2778904202 2969085826 | 386725039
60 3156944483 2556300954 2720912699 | 316013871
120 3056022815 2290445190 2511674164 | 285030783
180 3018403482 2115276174 2420204594 | 289076979

4. Conclusoes

Este trabalho possibilitou a identificagcdo quimica de novos componentes do
oleo essencial obtido de folhas de E. brejoensis, como também, mostrou, a partir de
analises térmicas e DRX, a formagao do complexo de inclusao solido entre o OEB e
BCD. Analisando os resultados obtidos por DSC é possivel inferir uma maior
estabilidade do OEB apés a complexagao com BCD em comparagédo com o OEB livre.
Além disso, a habilidade da BCD de reter o OEB e reduzir a sua volatilidade foi
demostrado pela extracdo multipla de headspace. Entretanto, estudos adicionais
devem ser realizados para avaliar as propriedades biologicas e toxicidade do

complexo de inclusao entre OEB e BCD.
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Resumo

O encapsulamento de 6leos essenciais oriundos de plantas aromaticas em
nanoemulsées é uma estratégia que permite a solubilizacdo em meio aquoso,
aumento da estabilidade fisica e bioatividade, bem como, a diminui¢cao da volatilidade
do dleo. O objetivo deste estudo foi desenvolver e caracterizar nanoemulsdes do tipo
6leo em agua (O/A) para a veiculagao de 6leo essencial de Eugenia brejoensis (OEB).
Com este proposito, nove formulagdes foram feitas, utilizando o método da
homogeneizacdo, empregando diferentes tempos e velocidades de rotacdo. Em
seguida, as formulagbes foram investigadas quanto a variagdes nas caracteristicas
fisico-quimicas das mesmas tais como, tamanho médio de gota, potencial zeta e
estabilidade. Os resultados apresentados mostraram que as nanoemulsdes mais
estaveis (143,1+ 1,1 nm; Pdl 0,219 £ 0,004, -19,7 £ 0,1 mV) foram obtidas com 12.000
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rom durante 4 minutos. Entretanto, pesquisas futuras sdo necessarias a fim de

comprovar a atividade biolégica das nanoemulsdées de OEB desenvolvidas.

Palavras-chave: 6leo essencial; Eugenia brejoensis; nanoemulsao.

1. Introdugao

As nanoemulsdes sio dispersdes cineticamente estaveis compostas de dleo,
agua e agentes surfactantes e que possuem um didmetro médio de gota entre 20 e
200 nm (RAJALAKSHMI; MAHESH; KUMAR, 2011; YANG; CHO; PARK., 2009).
Dependendo das proporcdes utilizadas dos constituintes, as nanoemulsées podem
existir sob diferentes estruturas e fases, tais como: dispersdes de 6leo em agua (O/A),
dispersdes agua em 6leo (A/O), dispersées homogéneas trifasicas O/A e A/O e
dispersdes homogéneas monofasicas O/A e A/O (WINSOR, 1948). Consideradas
como um dos mais eficientes nanossistemas utilizados para dispersar nanoparticulas,
as nanoemulsdes sao capazes de conferir alta solubilidade a componentes lipofilicos
que estejam sendo veiculados pelas mesmas (M.R.MANGALE et al., 2015). Além
disso, a possibilidade de utiliza-las sob a forma de cremes, liquidos e sprays em
formulagdes transdérmicas torna a sua aplicabilidade bastante atrativa para as
industrias farmacéuticas e de cosméticos (V; RAVICHANDRAN V, 2011). Por
conseguinte, a otimizacdo das condigdes de obtencdo das nanoemulsdes é
fundamental para a aplicacdo tecnoldgica deste sistema (GUTIERREZ et al., 2008;
M.R.MANGALE et al., 2015).

A Eugenia brejoensis (Myrtaceae), popularmente conhecida como “cutia”, é
uma espécie arbustiva encontrada nas regides Nordeste e Sudeste do Brasil
(GIARETTA; PEIXOTO, 2014; MAZINE; SOUZA, 2008) e que ¢ utilizada na medicina
tradicional no tratamento de diarreias, febre e reumatismo. A baixa solubilidade e a
alta volatilidade sao alguns fatores que diminuem a bioatividade de 6leos essenciais
e desse modo, limitam a sua utilizagao (BILIA et al., 2014). A encapsulagado do OEB
em nanoemulsdes pode ser uma alternativa para melhorar a solubilizacdo do mesmo
em meio aquoso, favorecer uma liberagao mais prolongada do 6leo e quica aumentar
a sua bioatividade.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi desenvolver e caracterizar uma

nanoemulsao oleo em agua (O/A) para veiculagao de OEB. Com este propésito, o
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efeito da velocidade e do tempo de rotagao sobre as caracteristicas fisico-quimicas

(tamanho médio de gota, potencial zeta e estabilidade) foram investigados.

2. Materiais e Métodos

2.1.Reagentes

O polioxietileno 20 mono-oleato de sorbitano (Tween 80) foi adquirido da Synth
(Diadema, Brasil) e usado como surfactante. Todas as emulsbes e solugbes foram

preparadas com agua ultrapura.

2.2.0leo essencial

O dleo essencial das folhas de E. brejoensis foi gentiimente cedido pelo
Laboratério de Produtos Naturais do Departamento de Bioquimica da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Os protocolos de extragao e identificagdo quimica
do dleo essencial utilizado neste trabalho ja foram previamente descritos (DA SILVA
et al., 2015).

2.3. Preparagao das nanoemulsoes

As nanoemulsdes de OEB foram preparadas, com algumas modificagdes,
conforme protocolo previamente descrito (OTONI et al., 2014). Primeiramente, foram
adicionados a agua ultrapura 2% de OEB (p/v) e 1,5% (p/v) de Tween 80. Em seguida,
a solucao foi misturada em um equipamento T25 Ultra-Turrax (IKA Werke GmH & Co,
Staufen, Germany) nas velocidades de 4.000, 8.000 ou 12.000 rpm e durante 2, 4 ou
6 minutos a fim de obter diferentes didmetros de gotas. Todos os testes foram feitos

em triplicata.

2.4. Caracterizacao das nanoemulsdes

Uma hora apds o preparo da nanoemulsao foram realizados experimentos de
espalhamento de luz dindmico (ELD) em equipamento Nano Zetasizer Series (Malvern
Instruments Inc., Worcestershire, Reino Unido) para a determinagao de distribuigdo

de tamanho, didmetro médio e indice de polidispersidade (Pdl) das gotas. Agua
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ultrapura foi utilizada como dispersante para evitar o efeito de espalhamentos

multiplos e interagdes entre gotas.

3. Resultados e Discussao

O Tween 80, cujo valor do equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) é igual a 15, foi
escolhido para ser utilizado como surfactante ja que o mesmo é capaz de favorecer a
formagdo de nanoemulsbes o6leo em &agua (LAWRENCE; REES, 2000). Nove
formulagdes foram preparadas utilizando diferentes intervalos de tempo (Figura 1) e
velocidades de rotacdo (Figura 2) durante a homogeneizagdao a fim de avaliar a
influéncia desses fatores no didmetro médio das gotas. O tamanho de gota variou
entre 141,9 - 9455 nm entre as nove formulacbes desenvolvidas. O aumento da
velocidade de rotagao foi capaz de reduzir o tamanho das gotas. Este fato ocorre ja
que o aumento da energia mecanica fornecida por homogeneizagao acarreta a
superagao das pressdes de Laplace e a consequente redugdo no tamanho de gota
(FERNANDEZ et al., 2004; SAJJADI; ZERFA; W. BROOKS, 2002).

A formulagao submetida a velocidade de 12.000 rpm durante 4 min mostrou um
perfil monomodal, com o Pdl = 0,219 + 0,004, indicando a presenc¢a de uma populacao
cujo tamanho de gota € homogéneo. A alta energia empregada nas preparagdes
também é responsavel pelo perfil uniforme do tamanho de particula apresentado
(FERNANDEZ et al., 2004). O diametro médio de aproximadamente 143 nm obtido
com esta formulagdo esta de acordo com a literatura (BHARGAVA et al., 2015;
CHANG; MCLANDSBOROUGH; MCCLEMENTS, 2015; MOGHIMI et al., 2016). Além
disso, esta formulagdo apresentou potencial zeta de -19,7 £ 1 mV mostrando a
estabilidade da mesma, ja que a obtencéo de valores de potencial zeta entre [£8| a
|£33] é indicativo de uma formulagéo estavel (MISHRA et al., 2009). Na Tabela 1 sédo

apresentados os experimentos em triplicata realizados para esta formulacao.
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FIGURA 1. VARIAGAO DO DIAMETRO DE GOTA (A), INDICE DE POLIDISPERSIVIDADE (B) E
POTENCIAL ZETA (C) EM RELAGAO AO TEMPO DE HOMOGENEIZAGAO DA NANOEMULSAO DE

OLEO ESSENCIAL DE E. brejoensis.
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FIGURA 2. VARIACAO DO DIAMETRO DE GOTA (A), INDICE DE POLIDISPERSIVIDADE (B) E
POTENCIAL ZETA (C) EM RELACAO A VELOCIDADE DE HOMOGENEIZACAO DA NANOEMULSAO
DE OLEO ESSENCIAL DE E. brejoensis.
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TABELA 1. POTENCIAL ZETA, DIAMETRO DE GOTA E INDICE DE POLIDISPERSIVIDADE (Pdl) DE
NANOEMULSOES DE OLEO ESSENCIAL DE E. brejoensis OBTIDAS POR HOMOGENEIZAGAO A
12000 rpm DURANTE 4 MINUTOS.

Velocidade de rotacao Tempo Potencial Zeta Diametro PdI? Populagao
(rpm) (min) (mV) (nm)
12000 4 -19,8 141,9 0,215 Monomodal
12000 4 -19,6 1441 0,221 Monomodal
12000 4 -19,7 143,4 0,222 Monomodal
MEDIA -19,7 143,1 0,219
DESVIO PADRAO 0,1 1,1 0,004

a Pdl: indice de polidispersidade.

4. Conclusoes

O desenvolvimento de nanoemulsées de OEB utilizando o método de
homogeneizacao é possivel e pode ser uma alternativa para minimizar os efeitos da
degradacdo do 6leo essencial quando expostos a condigdes ambientais e também
aumentar a solubilidade do mesmo. Durante a emulsificagdo, o didmetro das gotas
pode ser controlado quando submetidos a diferentes velocidades e tempos de rotagao.
As nanoemulsdes de OEB mais estaveis foram obtidas a 12000 rpm e 4 minutos de
rotagao. Entretanto, estudos futuros sdo necessarios a fim de verificar a bioatividade

destas formulagdes.
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5 CONCLUSOES

A partir das analises de GC-MS e GC-FID foi possivel determinar a composicao
quimica do 6leo essencial de folhas de E. brejoensis;

O déleo essencial de E. brejoensis apresentou uma atividade antifungica in vitro contra
leveduras e dermatofitos causadores de importantes infecgbes fungicas em humanos;
Dois sistemas de veiculagéo do 6leo essencial de E. brejoensis foram desenvolvidos:
um baseado em inclusdo molecular com (-ciclodextrina e outro em nanoemulsdées;

A inclusdo molecular com B-ciclodextrina promoveu a retencao dos componentes
volateis do 6leo essencial de E. brejoensis e isto possibilitou a liberagado gradual dos
seus componentes e a protecao do dleo contra os efeitos da temperatura;

Por meio do método de homogeneizacgao foi possivel produzir nanoemulsées do 6leo
essencial de E. brejoensis com didmetro médio de gota de aproximadamente 143 nm;
Um modelo experimental in vivo sera desenvolvido a fim de comprovar a acgao
antifungica do complexo molecular do 6leo essencial de E. brejoensis e [3-
ciclodextrina;

Estudos adicionais utilizando docking molecular serao realizados a fim de estudar a
interacdo dos componentes biciclogermacreno, [(-cariofileno, ©&-cadineno e
espatulenol na B-ciclodextrina. Este estudo determinara os tipos de interacbes
quimicas presentes entre a ligagédo da B-ciclodextrina com cada composto, a influéncia
do ponto de ebulicdo na volatilidade, bem como o calculo de hidrofobicidade e
hidrofilicidade e assim, justificara a diferenga de comportamento de liberagao entre os
componentes;

Testes de bioatividade serdo realizados nas nanoemulsoes.



