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RESUMO

A candidiase vulvovaginal é uma infeccdo fungica prevalente entre as mulheres,
causada por espécies do género Candida. Devido a crescente resisténcia aos antifingicos
convencionais ¢ aos efeitos colaterais associados, ha uma necessidade continua de alternativas
terapéuticas eficazes e seguras. O Oleo essencial de Pectis elongata (OEPe), rico em citral, ¢
conhecido por sua atividade antimicrobiana. No entanto, a incorporacdo de 6leos essenciais em
formulacdes farmacéuticas apresenta desafios devido a volatilidade e solubilidade desses
compostos. Este estudo teve como objetivo desenvolver uma formulagdo tépica liquidO-
cristalina baseada em manteiga de murumuru (4strocaryum murumuru) contendo OEPe para o
tratamento da candidiase vulvovaginal. O OEPe foi extraido por hidrodestilagdo e analisado por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CGEM), apresentando
rendimento de 1,5% e predominancia de citral (neral e geranial). A atividade antifingica do
Oleo foi avaliada contra C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis por métodos de Disco de
Difusao, revelando zonas de inibi¢do superiores a 40 mm, e por microdilui¢do em caldo, com
concentracgoes inibitérias minimas (CIM) e concentragdes fungicidas minimas (CFM) variando
de 0,15 a 1,25 mg/mL. Quatro formula¢des com diferentes concentragdes de OEPe (FB2, FB4,
FB8 e FB10%) foram desenvolvidas. A caracterizagdo da fase liquido-cristalina por
microscopia de luz polarizada mostrou que a estrutura hexagonal foi preservada. Em estudos
preliminares de estabilidade, as formulagdes mantiveram suas caracteristicas organolépticas em
temperatura ambiente e refrigerada, mas apresentaram alteracdes em altas temperaturas. O pH
das formulagdes variou entre 5,0 e 5,3. A atividade antifungica das formulacdes foi testada por
difusdo em pocos, onde a formulagao com 10% de OEPe mostrou maior eficacia. Este trabalho
destaca a importancia das formulagdes liquido-cristalinas e a escolha de matérias-primas
naturais como alternativas promissoras para o tratamento da candidiase vulvovaginal,
incentivando a busca por solucdes fitoterapicas eficazes contra infec¢des fingicas e com

potencial terap€utico seguro.

PALAVRAS-CHAVE: Candidiase vulvovaginal, Pectis elongata, 6leo essencial, sistema

liquido-cristalino, resisténcia antifungica.



ABSTRAT

Vulvovaginal candidiasis is a prevalent fungal infection among women caused by
species of the genus Candida. Due to increasing resistance to conventional antifungals and
associated side effects, there is a continuing need for effective and safe therapeutic alternatives.
Pectis elongata essential oil (PEO), rich in citral, is known for its antimicrobial activity.
However, the incorporation of essential oils into pharmaceutical formulations presents
challenges due to the volatility and solubility of these compounds. This study aimed to develop
a liquid-crystalline topical formulation based on murumuru butter (Astrocaryum murumuru)
containing PEO for the treatment of wvulvovaginal candidiasis. PEO was extracted by
hydrodistillation and analyzed by Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GCMS), showing
ayield of 1.5% and a predominance of citral (neral and geranial). The antifungal activity of the
oil was evaluated against C. albicans, C. parapsilosis and C. tropicalis by Disk Diffusion
methods, revealing inhibition zones greater than 40 mm, and by broth microdilution, with
minimum inhibitory concentrations (MIC) and minimum fungicidal concentrations (MFC)
ranging from 0.15 to 1.25 mg/mL. Four formulations with different concentrations of EPO
(FB2, FB4, FB8 and FB10%) were developed. Characterization of the liquid-crystalline phase
by polarized light microscopy showed that the hexagonal structure was preserved. In
preliminary stability studies, the formulations maintained their organoleptic characteristics at
room and refrigerated temperatures, but presented changes at high temperatures. The pH of the
formulations ranged from 5.0 to 5.3. The antifungal activity of the formulations was tested by
well diffusion, where the formulation with 10% EPO showed greater efficacy. This work
highlights the importance of liquid-crystalline formulations and the choice of natural raw
materials as promising alternatives for the treatment of vulvovaginal candidiasis, encouraging
the search for effective phytotherapeutic solutions against fungal infections and with safe

therapeutic potential.

KEYWORDS: Vulvovaginal candidiasis, Pectis elongata, essential oil, liquid-crystalline

system, antifungal resistance.
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1 INTRODUCAO

A candidiase vulvovaginal (CVV) ¢ uma infec¢do fungica oportunista, causada por
espécies do género Candida. Segundo o Ministério da Satde (2020), de 80% a 92% dos casos
de candidiase estdo associados a C. albicans e o restante as demais espécies do género (C.
glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guilliermondii, entre outras). Estima-se que 75% de
todas as mulheres, durante sua vida reprodutiva, serdo acometidas por essa infec¢do. Dessas,
50% terdo dois ou trés episodios, enquanto 5-8% desenvolverdo candidiase vulvovaginal
recorrente (CVVR) (Sanches et al., 2020).

Entre os principais sinais e sintomas da CVV estdo a coceira, ardéncia, vermelhidao,
corrimento vaginal espesso esbranquicado, edema vulvar e dor durante relagdo sexual
(Ministério da Saude, 2020). Entre os fatores mais comuns na predisposi¢do da doenga
destacam-se o uso indiscriminado de antibidticos, contato sexual com pessoa contaminada,
gravidez, uso de contraceptivos orais prolongados, terapia de reposi¢ao hormonal, clima timido,
diabetes mellitus ndo controlada e infec¢ao por HIV (Ciurea et al., 2020; Carvalho et al., 2021).

A CVV ndo apresenta consequéncias graves, mas afeta significativamente a qualidade
de vida de milhdes de mulheres. Reconhecida como um problema de satide publica mundial,
seu diagnodstico ¢ realizado por meio de exame clinico ginecoldgico, baseado nos sinais e
sintomas apresentados pela paciente. O tratamento, geralmente focado no alivio dos sintomas,
varia conforme a gravidade da infec¢do e pode ser administrado por vias oral, vaginal e/ou
topica (Carvalho et al., 2021).

Os antifingicos azo6is destacam-se pelo seu amplo espectro de agdo. No entanto, t€ém
sido observados aumentos significativos nos efeitos colaterais, na taxa de recidiva pods-
tratamento e na resisténcia dos patdogenos aos antifingicos atualmente disponiveis no mercado
(Mendes, 2023). Consequentemente, pesquisas por novos bioativos alternativos e
complementares tem crescido significativamente, com destaque para aqueles baseados em
plantas medicinais e seus compostos, devido as suas ja comprovadas atividades antifungicas
(Felix et al., 2019).

Dentre essas espécies, destaca-se Pectis elongata Kunth (Asteraceae), uma planta de
porte herbaceo, conhecida no Norte do Brasil como "cuminho-bravo", "alecrim limao" ou
"alecrim-bravo" (Silva et al., 2021 a). A espécie ¢ conhecida por suas propriedades
antimicrobianas ja descrita na literatura (Prudente et al. 1995). Trata-se de uma espécie rica em
6leo essencial (OE), que apresenta como constituinte majoritario o citral, um composto formado

pelos isdmeros neral e geranial, com comprovada acdo anti-inflamatoria, analgésica,



gastroprotetora (Lee et al., 2008; Nishijima et al., 2014) e antimicrobiana (Cai et al., 2019,
Zhang et al., 2020).

Os o6leos essenciais (OEs), sdo compostos quimicos de baixo peso molecular, muitos
dos quais sdo altamente volateis e caracterizados por aroma intenso, podendo conferir sabor a
fragrancia. Estes 0leos sdo constituidos por terpenos, alcoois simples, aldeidos, cetonas, fenois,
¢ésteres, éteres, acidos organicos e lactonas. Entre estes, os terpenos se destacam por sua
capacidade de aprimorar as propriedades fisico-quimicas € ou aumentar a biodisponibilidade
na administra¢do controlada de medicamentos (Damasceno et al., 2019).

Embora considerados como agentes promissores ao desenvolvimento de novos
medicamentos, os OEs constituem um desafio para o setor farmacéutico, uma vez que sio
altamente volateis e susceptiveis a reacdes de degradacdo, podendo resultar em perda
significativa de sua eficacia (Turek e Stintzing, 2013).

Nos ultimos anos, diversas pesquisas tém sido direcionadas ao desenvolvimento de
estratégias tecnoldgicas que visam ndo apenas aumentar a eficacia terapéutica de substancias,
mas também facilitar a incorporacdo e solubilizacao de constituintes quimicos ativos. Além
disso, essas estratégias buscam aumentar o tempo de residéncia das formulagdes no local de
acdo, prolongando a liberacdo dos compostos ativos e permitindo a redugdo das doses
necessarias, o que contribui para a diminui¢do de possiveis efeitos colaterais (Formariz et al.,
2005; Chorilli et al., 2009; Silva et al., 2021b).

Dentre as diferentes estratégias utilizadas pelo setor farmacéutico, formula¢des que
utilizam sistemas liquido-cristalinos tém ganhado crescente destaque. As principais vantagens
funcionais relacionam-se ao fato de que estes sistemas promovem a liberagao controlada de
substancias ativas; incorporam principios ativos em suas matrizes liquido-cristalinas ou em
formulagdes que os contenham, protegendo substancias ativas sensiveis a degradacao térmica
ou fotodegradagdo. Além disso, sdo capazes de promover aumento da retencdo de dgua no
estrato corneo, proporcionando consequentemente o aumento na hidratacao cutanea (Bevaqua
et al., 1991; Ferrari et al., 2003; Chorilli et al., 2009).

Porém, no desenvolvimento destes sistemas, a escolha dos componentes ¢ um passo
importante para atingir os critérios desejados, tais como eficacia, seguranca e estabilidade.
Logo, a tendéncia ¢ a utilizagdo de matérias-primas que permitam sensorial agradavel e boa
estabilidade da formulacao, propiciando um prazo de validade vidvel para comercializa¢ao do
produto (Chorilli et al., 2009).

Entre diferentes matérias-primas de origem natural empregadas na elaboragdo de

sistemas liquido-cristalino, destaca-se o murumuru (4strocaryum murumuru Mart), uma planta



da regido amazonica conhecida por suas propriedades hidratantes e emolientes, e sua utilizagao
em formulacdes de liberacdo prolongada pode oferecer beneficios para o desenvolvimento de
diferentes produtos do setor farmacéutico (Araugjo et al., 2007).

Dessa forma, com base nas evidéncias ja referenciadas de resisténcias dos
microrganismos a determinados antifingicos convencionais associada a estes medicamentos,
no presente estudo, nosso objetivo ¢ desenvolver uma formulagdo de uso topico, utilizando
OEPe, quimiotipo citral, como principio ativo de origem natural com acdo anti-Candida, e
manteiga vegetal de murumuru (4. murumuru), visando a liberacao sustentada dos compostos

ativos presente no OEPe, com vistas ao tratamento de candidiase vulvovaginal.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Candidiase vulvovaginal

A CVV ¢ uma infec¢do da vulva e da vagina, causada por vdrias espécies de fungos
pertencentes ao género Candida, sendo Candida albicans o agente mais frequente,
correspondendo de 85% a 90% dos casos registrados (Araujo et al., 2023). Outras espécies
pertencentes a este género (C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guilliermondii, entre
outras), representam 10% do restante de casos. Estas podem tornar-se patogénicas sob
determinadas condi¢des que alteram o ambiente vaginal, infectando mulheres em idade
reprodutiva, pelo menos uma vez na vida (Cruz et al., 2020).

Apesar de grande parte dos casos de candidiase vulvovaginal serem consideradas
leves, algumas mulheres podem desencadear infec¢des graves, tornando-se um dos
diagndsticos comuns na area da ginecologia. Sua incidéncia tem aumentado drasticamente,
representando a segunda vaginose mais frequente nos EUA e no Brasil, precedida pela vaginose
bacteriana (Saracino et al., 2022).

Segundo Reis Costa et al. (2020), os principais sintomas da CVV sdo pruridos
vulvovaginal intenso, ardor, corrimento branco, grumoso, inodoro, como aspecto de leite
coalhado. Eventualmente podem surgir pontos branco-amarelados na parede vaginal e do colo
uterino, edema e eritema na vulga e vagina, que por consequéncia podem causar dispareunia e
disuria, com lesdes que podem se estender pelo perineo, regido perianal e inguinal (Van Riel

Sjjm, et al., 2021).



De acordo com De Queiros Alves et al. (2022), alguns fatores estdo associados as
manifestagdes da CVV em mulheres com imunidade celular comprometida, como por exemplo,
o contato sexual com pessoas contaminadas, alto teor de glicogénio das células epiteliais
vaginais, contraceptivos orais, terapia de reposicdo hormonal, vestimenta intima inadequada,
gravidez, uso prolongado de antibidticos e corticoides. Pacientes com diabetes,
imunossupressores em pacientes transplantadas ou portadoras do virus HIV, e transmissao
vertical no parto normal (Reis Costa et al., 2020).

O tratamento da CVV, usualmente mais bem sucedido e utilizado, ¢ realizado pelo
grupo dos imidazoélicos e triazolicos. Entre eles podemos citar o fluconazol, miconazol,
clotrimazole cetoconazol, agentes poliénicos, como a nistatina (Cruz et al., 2020). No entanto,
muitas mulheres nao respondem a terapia inicial e os casos de recidivas se tornam frequentes,
e por consequéncia, leva a reiniciar a terapia de remissao clinica ou microbioldgica (Reis Costa
et al., 2020).

Para Alves et al. (2022), além do tratamento medicamentoso, medidas preventivas sdo
importantes para minimizar o risco de recorréncia da CVV, como evitar o uso prolongado de
roupas Umidas, optar por roupas intimas de algoddo, manter a higiene adequada da area genital
e evitar duchas vaginais podem ajudar a manter o equilibrio da flora vaginal e reduzir o
crescimento excessivo.

Outro fator relevante ¢ o impacto psicoldégico quando essa patologia se torna
recorrente, onde os niveis elevados de estresse, ansiedade e frustragdo, comecam a interferir
nas atividades diarias e relagdes interpessoais das pacientes. Portanto, o manejo da CVV deve
incluir ndo apenas o tratamento médico, mas também o apoio psicoldgico para ajudar as
pacientes a lidarem com o impacto emocional da doenga (Pereira et al., 2022).

Para a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), a automedicagdo e o uso inadequado
de medicamentos contribuem para as altas demandas nos servigos de saude publica de CVVR,
definida como a infec¢do que apresenta em um ano, quatro ou mais episodios sintomaticos de
CVV. Estimando que 50% de usudrios de medicamentos o fazem de forma incorreta e
indiscriminada (Conselho Nacional de Saude, 2023).

Assim, o uso inadequado de medicamentos e tratamentos empiricos pode explicar a
resisténcia aos azolicos frente a algumas espécies do género Candida (Tozzo e Grazziotin,

2012).

2.2 O Género Candida



O reino dos fungos possui aproximadamente 611.000 espécies, sendo que 600 espécies
sdo de fungos com capacidade de causar algum tipo de infec¢do em humanos. Dos fungos
leveduriformes responsaveis por essas infecgdes, 150 pertencem ao género Candida spp.
(Ciurea et al., 2020). Os microrganismos pertencentes a este género se prevalecem de condigdes
de baixa imunidade do hospedeiro, portanto, sendo considerados patdgenos oportunistas (De
Paiva et al., 2021).

Estes microrganismos acometem principalmente pacientes imunodeprimidos e/ou
pacientes em uso medicamentoso com antimicrobianos de amplo espectro, o que favorece
otimas condic¢des para que se tornem importantes agentes patdgenos causadores de infec¢des
humanas (Campos et al., 2020).

Segundo Sardi et al. (2013), a incidéncia de infec¢des fungicas ocasionadas por
Candida spp., tem aumentado nas ultimas décadas, tornando o tratamento um desafio clinico.
Aproximadamente 80% dessas infecgdes invasivas sdo causadas por C. albicans, e Candida
ndo-albicans (C. parapsilosis, C. tropicalis, entre outras) (Ciurea et al., 2020).

No Brasil, ha relatos que o género Candida ¢ o sétimo agente etiologico causador das
infecgdes, sendo C. albicans a espécie mais prevalente, seguida por C. parapsilosis e C.
tropicalis (Dot et al., 2016). A maioria das infec¢des produzidas por estes patdogenos estao
associados a fatores de viruléncia com habilidade de escapar as defesas do hospedeiro, adesao,
formacao de biofilme e producao de enzimas hidroliticas que danificam os tecidos (Sardi et al.,
2013; Silva et al., 2012).

A espécie mais estudada até o momento ¢ a C. albicans, devido ao seu grande potencial
patogénico de infecgdes superficiais e invasivas, em razao do dimorfismo e dos fatores de
viruléncia (Sardi et al., 2013). E uma levedura do tipo diploide com capacidade de apresentar
varias formas morfoldgicas, tornando-a um desafio para a medicina, e para a economia,
elevando as taxas de mortalidades e custos durante a hospitaliza¢do. C. albicans é o primeiro
fungo zoopatogénico que teve seu genoma sequenciado, o que ajudou nas diversidades de
experimentos € avango no conhecimento de genes (Campos et al., 2020).

De acordo com de Santana et al. (2022), C. tropicalis apresenta indices mais altos de
letalidade que a C. albicans, manifesta ampla potencialidade infecciosa em pacientes com
hematologia malignas, linfoma, diabetes, cancer e infecgdes disseminadas. Ja C. parapsilosis é
um fungo leveduriforme, e assim com C. tropicalis, pode desencadear infec¢des sist€micas,
sobretudo em pacientes oncoldgicos, pacientes internados em unidades de cuidados intensivos
e em recém-nascidos, sendo transmitidas principalmente de forma exdgena e tornando-se uma

das infec¢des mais preocupantes no meio médico (Da Silva et al., 2022).



2.3 Antifungicos convencionais utilizados no tratamento da candidiase vaginal

Alguns farmacos, obtidos por intermédio da sintese organica, vém sendo utilizados no
tratamento de infecgdes fungicas (Peixoto et al., 2014). A escolha do tratamento para a
candidiase vulvovaginal vai depender do critério médico, do quadro clinico e das caracteristicas
de cada paciente, podendo ser realizado com agentes antifingicos topicos ou sistémicos, €
propoe-se a garantir a melhora da sintomatologia (Soares et al., 2018).

Os antifingicos mais utilizados no tratamento de pacientes com CVV estdo divididos
atualmente em trés grupos: azois, polienos e equinocandinas. Na classe dos azois, incluem-se
os imidazois (butoconazol, clotrimazol, miconazol e cetoconazol) e triazois (fluconazol e
terconazol), e na classe dos polienos (anfotericina B e nistatina) (Campos et al., 2020; Li et al.,
2018). De acordo com Rodrigues et al. (2013), a maior parte das mulheres ndo tem boa resposta
ao tratamento inicial, apresentando recaidas com frequéncia, o que pode estar relacionado com
espécies diferentes de C. albicans, as quais necessitam de concentragdes mais elevadas do
agente antifingico para serem eficazmente inibidas.

Da Rocha et al. (2021), citam a fluorocitosina como um dos medicamentos
antifingicos que podem ser usados para tratar a candidiase vaginal, mas nao sendo a primeira
escolha de tratamento, uma vez que pode causar efeitos colaterais graves, devendo ser usada
para tratar a candidiase vaginal somente quando as outras op¢des ndo estdo disponiveis ou
quando contraindicadas.

Segundo Costa et al. (2020), o ergosterol integra a membrana celular dos fungos,
conferindo estabilidade e permeabilidade a célula. Os antifingicos azéis atuam bloqueando a
enzima lanosterol 14a-desmetilase, que ¢ responsavel pela conversio do lanosterol em
ergosterol, impedindo a formac¢do da membrana fungica e causando danos a célula. Os
poliénicos atuam se ligando diretamente ao ergosterol, provocando a formagao de poros na
membrana, que altera a permeabilidade da célula, e levam a perda de ions e moléculas essenciais
para a sobrevivéncia do fungo (Do Nascimento Luz et al., 2022).

J& os antifingicos equinocandinas atuam inibindo a enzima f-1,3-glucano sintase,
enzima responsavel pela sintese do f-glucano, um polissacarideo que faz parte da parede celular
dos fungos, conferindo rigidez e prote¢do a célula. Por sua vez, a inibi¢do da sintese de f-
glucano impede a formacao da parede fungica, tornando a célula mais vulneravel a lise. No

caso dos antifungicos fluorocitosina ou flucitosina, estes atuam sobre a sintese de acidos



nucléicos dos fungos, causando desorganizagdo do DNA e RNA, levando a morte celular (Da
Rocha et al., 2021).

A maior parte dos antifingicos utilizados no tratamento da candidiase vulvovaginal
possui algum tipo de toxidade. Além disso, o aumento do wuso de antifungicos
discriminadamente, e o tratamento prolongado sem supervisao médica, sdo fatores de risco para
o surgimento de espécies de Candida resistentes aos farmacos mencionados (Oliveira et al.,

2021).

2.4 Alternativas Terapéuticas: a busca por compostos naturais com atividade anti-Candida.

A Organiza¢do Mundial de Satde (OMS) conceitua planta medicinal como “todo e
qualquer vegetal que possui, em um ou mais 0rgaos, substancias que podem ser utilizadas com
fins terapéuticos, ou que sejam precursores de fArmacos semissintéticos” (OMS, 1998).

Os fins terapéuticos desempenhados por plantas medicinais devem-se aos principios
ativos presentes em diferentes partes da planta, e t€m sido foco de varios estudos quimicos e
farmacoldgicos, visando elucidar dividas da utilizagdo de plantas medicinais como medida
terapéutica (Rocha et al., 2021), incluindo seu potencial frente a microrganismos patogénicos
e, desta forma, sendo consideradas como alternativa terapéutica promissora no combate as
infec¢des (Barba Ostria et al., 2022).

O potencial antifiungico de diferentes espécies vegetais frente a infecgdes promovidas
por espécies do Género Candida tem ganhado destaque na literatura cientifica (Silva-Rocha et
al., 2017). Dulgeret et al. (2014), por exemplo, descrevem a atividade antifingica da Hypericum
havvae frente a C. albicans, C. tropicalis, C. guilliermondii, C. neoformans e C. laurentii.

A agdo antifiingica de Agonandra brasiliensis, vegetal comum do cerrado brasileiro, e
da Curcuma longa, foi relatada por Goulart et al. (2015) e Ghosh et al. (2015) respectivamente.
Torres et al. (2016), por meio de método de disco difusdo, revelaram a atividade antifungica de
S. terebinthifolius frente a C. albicans e C. tropicalis.

Bakkali et al. (2008), relatam que os OEs sdo conhecidos por suas atividades
antissépticas (antibacterianas e antifingicas), analgésica, sedativa, anti-inflamatoria,
espasmodica e anestésica local, o que caracteriza sua importancia para a descoberta e
desenvolvimento de novos medicamentos, visto que mais de 50.000 espécies de plantas sdo
usadas em produtos farmacéuticos. Em relagdo ao potencial antimicrobiano, a vantagem dos
OEs ¢ a baixa probabilidade de que microrganismos patogénicos desenvolvam resisténcia a

estes compostos (Jamshidi-kia et al., 2018. Nazzaro et al., 2013). Por esta razdo, OEs tém



apresentado resultados promissores como agentes terapéuticos com potencial antifiingico frente
a cepas resistentes (Lee & Lee, 2018; Pfaller, 2012; Sardi et al., 2011; Scorzoni et al., 2016;),
especialmente contra Candida spp. (Herrera et al., 2013), reforcando a aplicacdo destes

compostos como terapia antifingica alternativa.

2.5 Oleos essenciais e seu potencial como agente anti-Candida

A norma 9235 da International Organization for Standardization (ISO) descreve os
OEs como produtos extraidos de matérias-primas naturais de origem vegetal por meio de
destilacdo a vapor, processos mecanicos a partir do epicarpo de frutos citricos, ou destilagdo a
seco, apos a remocao da fase aquosa, se presente, utilizando métodos fisicos. Um importante
pais na produgao e comercializacao de OEs ¢ o Brasil, ofertando esse tipo de insumo ao mercado
internacional hd quase 100 anos (Bizzo e Rezende, 2022).

Estes compostos podem conter entre 20 e 60 componentes volateis, em concentragdes
muito diferentes, que sdo sintetizados por todas as partes da planta, tais como: botdes, flores,
folhas, caules, galhos, sementes, frutos, raizes, madeira ou casca. Sdo armazenados em células
secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares (Bakalli et al., 2008;
Miranda et al., 2016). Sao soluveis em alcool, éter e 6leos fixos, mas insoluveis em agua, € o
aroma que as ervas emitem sao provenientes das substancias volateis que os OEs contém (Bunse
et al., 2022).

Normalmente, os OEs estdo constituidos principalmente por substancias terpénicas,
em especial por monoterpenos e sesquiterpenos; acrescidas de moléculas menores, como
alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas de cadeia curta (Nazarro et al., 2013). A composicao
quimica dos OEs pode variar conforme a época de colheita, as condig¢des de cultivo e o método
de extracdo. Esses fatores sdo fundamentais para a eficdcia dos OEs na defesa contra
microrganismos e predadores, além de desempenharem um papel crucial na atracdo de insetos
polinizadores (Bizzo et al., 2009).

A extragdo de OEs pode ser obtida por enfleurage, fluido supercritico, destilacao a
vapor, embora a hidrodestilagio seja 0 método mais comum. O foco em novas tecnologias de
extracdo ecologicamente corretas ¢ minimizar o uso de solventes e utilizar métodos para
controlar e garantir a qualidade, seguranca e eficacia do material vegetal (Bakalli et al., 2008).
A andlise quimica dos OEs ¢ realizada por cromatografia gasosa, técnica capaz de identificar

os 6leos, avaliar seus componentes e definir sua pureza (Wolffenbuttel, 2016).



O potencial antifingico dos OEs frente a espécie C. albicans tem sido relatado em
alguns estudos. Entre eles, o OF de Origanum vulgare L. (Raimundo; Toledo, 2017), Melaleuca
alternifolia Cheel (Oliveira; Nascimento, 2019), Cymbopogon nardus (De Toledo, 2020) e
Cuminum cyminum (Ellah, 2021), demonstrando que o uso destes compostos tem sido uma
opcdo para o tratamento de candidiase vulvovaginal, sendo considerados agentes antifungicos
alternativos ou complementares, com menor probabilidade de desencadear efeitos colaterais
(Cassiana, 2016; De Assis et al., 2023).

Segundo Tran et al. (2022), ha uma crescente demanda por terapias naturais e
pesquisas sobre OEs, pois evidéncias sugerem sua eficcia antifingica e baixa toxicidade, sendo
promissores no tratamento de cepas resistentes de Candida e podem ser combinados com
medicamentos convencionais para aumentar a eficacia e reduzir efeitos colaterais.

Vale ressaltar que os OEs sdo altamente volateis e passiveis de degradacao, tais como
oxidagdo, isomeriza¢do, polimerizagao e rearranjo; o que pode resultar em perda significativa
de sua eficacia (Turek e Stintzing, 2013). Dessa forma, ¢ imprescindivel que o setor
farmacéutico invista em estratégias para minimizar a perda de compostos ativos presentes nos
OEs em suas formulagdes, e assim aprimorar o potencial antifingico destes compostos (Cid-
Chevecich et al., 2022).

Porém, a inser¢do de OEs em formas farmacéuticas até agora ¢ um desafio
farmacotécnico em virtude da volatilidade, solubilidade degradacao e estabilidade, podendo
gerar diversas incompatibilidades com os componentes da formulagdo, resultando em
instabilidades fisico-quimicas. As formula¢des semissolidas sdo as mais adequadas para a
incorporagdo de OEs precisando, no entanto, da analise de sua estabilidade que ¢ de suma

importancia (Ledo et al., 2022).

2.6 Sistemas liquidos-cristalinos

Os sistemas liquidos cristalinos ou cristais liquidos (CLs), fazem parte dos avangos
mais recorrentes dos sistemas de liberacdo de farmacos (DDS, do inglés Drug Delivery
Systems), metodologias desenvolvidas para melhorar a eficicia dos tratamentos medicinais
(Guo et al., 2010). Os DDS sao formulagdes, sistemas ou tecnologias usadas para modular a
liberacao de um farmaco no corpo ao longo do tempo e/ou direcionar o firmaco para um tecido
ou tipo de célula especifico (Baryakova et al, 2023).

Os CLs podem ser definidos como micelas ordenadas em arranjos moleculares,

formados a partir de lipidios polares que, ao entrarem em contato com a agua, orientam-se em



10

estruturas tridimensionais, denominadas mesofases, que possibilitam seu uso para a libera¢ao
de farmacos (Estracanholli et al., 2014). Sdo caracterizados por regides lipofilicas e hidrofilicas
alternadas, onde os fArmacos incorporados podem residir (Formariz et al., 2005).

Em 1922, G. Friedel utilizou o termo "estado mesomorfico" (mesos - intermediario
e morphé - forma) para definir um quarto estado da matéria. Com isso, os CLs passaram a ser
denominados como fases mesomorficas, mesofases ou fases mesomorficas cristalinas,
apresentando caracteristicas tanto de solidos quanto de liquidos (Bevaqua et al., 1991; Chorilli
et al., 2009; Ferrari et al., 2003).

Os CLs podem ser divididos em duas principais classes: termotrdpicos e liotrdpicos.
Os termotropicos sdo formados quando a orientacdo das moléculas depende da temperatura
(Chorilli et al., 2009; Hyde, 2001). Ja os liotropicos sdo arranjos moleculares caracterizados por
regidoes hidrofobicas e hidrofilicas alternadas, sdo gerados por substancias anfifilicas ou
tensoativos que ao entrar em contato com um solvente, como a exemplo, a dgua se auto-
organizam em diferentes estruturas termodinamicamente estaveis (Kulkarni et a/., 2011), sendo
aplicado em estudo de novas formulacdes farmacéuticas (Klein, 2002).

A medida que a concentragdo de tensoativo aumenta nos sistemas liquido cristalino
liotropico (CLLs), podem surgir diversas estruturas, dentre elas: lamelares, hexagonais e
cubicas (Formariz et al., 2005; Gabboun et al., 2001). Dentre estas fases, a cubica e a hexagonal
sao consideradas as mais estudadas em decorréncia da alta ordenag¢dao das suas estruturas
internas, oferecendo capacidade de sustentar a liberacdo de farmacos para varios bioativos

farmacéuticos (Figura 1) (Guo et al., 2010).

Figura 1 - Estrutura das fases liquido cristalinas: ciibica, hexagonal e lamelar.

Fase Cubica

0000000
Fase Lamelar

Fonte: (Bernegossi et al., 2015).
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A fase lamelar ¢ constituida por uma rede unidimensional de bicamadas paralelas e
planas de tensoativos, que sdo intercaladas por camadas de solvente. Ja na fase hexagonal, os
agregados sdao formados pelo arranjo de cilindros longos, originando estruturas bi ou
tridimensionais. Na fase hexagonal normal, as moléculas do tensoativo se agrupam em micelas
cilindricas circulares, com agua preenchendo o volume entre os cilindros, enquanto na fase
hexagonal reversa, os cilindros contém canais de dgua circundados pelas cabegas polares do
tensoativo e a porg¢ao oleosa localizada ao redor dos cilindros (Ezrahi et al., 1999; Formariz et
al., 2005).

Na fase cubica a estrutura tridimensional ¢ formada por bicamada lipidica e um canal
aquoso continuo e curvado. Ela é descrita como bicontinua porque tanto o componente
lipofilico quanto o aquoso formam redes independentes e interconectadas, criando uma
estrutura estavel e densa, em padrao cubico repetitivo. E pode surgir com uma certa proporgao
de agua e surfactante, em condicdes especificas de temperatura entre a fase hexagonal e lamelar
(Guo et al., 2010).

As formulacdes de CLLs demonstraram eficiéncia de aprisionamento significativa,
perfil de liberacdo sustentada e estabilidade aprimorada (Bala et al., 2021).

A microscopia de luz polarizada e as medidas reoldgicas sdo consideradas importantes
ferramentas para auxiliar na identificagdo dos materiais liquido-cristalinos (Brinon et al., 1999;
Chorilli et al., 2009; Formariz et al., 2005).

Os sistemas liquido-cristalinos podem ser administrados por meio de diferentes vias,
tais como: oral, retal, sublingual, subcutanea, transdérmica, intramuscular, endovenosa e topica
podendo ser utilizadas como alternativas inovadoras para a preparacao de formulacdes
farmaceéuticas (Brinon et al., 1999; Carr et al., 1997; Dorschel, 1992; Lee e Kellaway, 2000;
Leu et al., 2023; Miyazaki et al., 1986; Wyatt et al., 1992).

2.7 A manteiga de murumuru (4strocaryum murumuru) € seu emprego no desenvolvimento de

sistemas liquidos-cristalino

A manteiga de murumuru tem sido empregada no desenvolvimento de sistemas
liquidos cristalinos para liberacao sustentada de substancias bioativas na pele e nas mucosas.
Suas propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade asseguram seu emprego no
desenvolvimento de produtos farmacéuticos e cosméticos (Neves et al., 2018).

De acordo com Américo et al. (2020), por exemplo, a utilizacdo de um sistema liquido

cristalino de uso topico, contendo manteiga de murumuru e extrato etandlico de Juca (Libidibia
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férrea Mart. ex Tul.) teve desempenho melhor na cicatrizagdo de feridas do que a pomada
comercial de alantoina.

O acido laurico presente na manteiga de murumuru atua como carreador de principios
ativos, aumentando a permeabilidade através da pele. Isso ocorre tanto pela reagdo com ativos
catidnicos, que podem aumentar sua lipofilicidade, quanto pela desorganizagdo temporaria da
camada cornea da pele. Comporta-se como emulsionante, estabilizando emulsdo do tipo 6leo
em agua (O/A) apds sofrer reagdo de neutralizagdo na presenca de uma base forte, como
hidréxido de sodio (NaOH) (Green, 2005).

O uso do conteudo lipidico extraido das améndoas do murumuru amazonico, que
contém 4acidos graxos saturados, auxilia na formagdo de sistemas ordenados em uma
formulacao. Isso proporciona uma consisténcia semissolida similar a manteiga e permite um
ponto de fusdo adequado para fundi¢cdo a baixas temperaturas, facilitando a incorporagcdo em

varios produtos farmacéuticos e cosméticos (Da Silva et al., 2010; Pesce et al., 2009).

2.8 A familia Asteraceae, o género Pectis ¢ a espécie P. elongata Kunth

A familia Asteraceae inclui aproximadamente 1.100 géneros e cerca de 25.000
espécies frequentemente encontradas em regides tropicais, subtropicais e temperadas. Espécies
pertencentes a esta familia ocorrem em uma ampla variedade de altitudes, desde o nivel do mar
at¢ montanhas, mas sdo predominantemente observadas em terrenos arenosos e rochosos
(Marques et al., 2006). No Brasil, ocorrem aproximadamente 300 géneros e 2.000 espécies
cosmopolitas (Souza; Lorenzi, 2012).

O género Pectis, pertencente a Familia Asteraceae, ¢ encontrado principalmente na
América do Norte, México, Indias Ocidentais, América Central, América do Sul e ilhas do
Pacifico (Roque e Bautista, 2008; Hind e Frisby, 2014). As espécies pertencentes a este género
sdo popularmente conhecidas como capim-liméao, devido ao aroma citrico de seus constituintes
volateis (Pereira et al., 2021).

Dentro deste género, as espécies mais estudadas, tanto do ponto de vista quimico
quanto em relacdo ao seu uso tradicional, incluem: P. floribunda; P. angustifolia; P. papposa;
P. prostata Cav.; P. apodocephala Baker, P. oligocephala; P. brevipedunculata Sch. Bip, P.
linifolia L.; P. haenkeana (DC.) Sch. Bip; P. jangadensis S. Moore; P. multiseta var. ambigua
(Fernald) DJ Keil e P. elongata Kunth (Massing et al., 2021).

No Brasil, P elongata possui distribuicdo geografica por todo o territorio,

principalmente nas regides norte e nordeste (Flora Brasil, 2024). Nos estados do Para e Amapa,
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Norte do Brasil, a espécie é conhecida como, “cuminho” e “limaozinho™ (Liporacci, 2014). Em
Silva et al. (2005), a espécie foi descrita com nome popular de “cuminho-bravo” e "alecrim-
bravo". Apresentam modificagdes nos aromas quando maceradas, algumas com aroma de
cominho, outras com aroma de capim-santo (Oliveira et al., 2022).

P. elongata é caracterizada como uma pequena erva ou subarbusto anual, com porte
herbaceo de aproximadamente 40 cm de altura ereta (Figura 2) (Silva et al., 2004 ), ramificada,
com folhas lineares, pontiagudas simples, flores amarelas ou levemente roxeadas, floretes de
raios, e glandulas secretoras contendo OE responsavel pelo tipico aroma citrico ou picante

(Bautista, 1987; Hind e Frisby 2014).

Figura 2 - Partes aéreas de Pectis elongata.

Fonte: Autora 2024

Na medicina tradicional brasileira, Pectis elongata é utilizada no tratamento de febres
(Pagani et al., 2017) e em infusdes para o tratamento de hipertensdo, disturbios géstricos,
resfriados, ou como calmante e analgésico (Albuquerque et al., 2007; Agra et al., 2007;
Rodrigues, 2006). Na Guiana Francesa, esta espécie ¢ comumente usada em chas ou como
especiaria culinaria (Silva et al., 2005).

Os quimiotipos volateis encontrados no OE de P. elongata sdo, até o momento,
identificados como dois: citral (neral e geranial) (Prudent et al., 1995), com reconhecida
atividade antimicrobiana, vasodilatadora, anticarcinogénica, e outras (Ganjewala et al., 2012;
Moreira et al., 2010; Pereira et al., 2013), e aldeido perila mais limoneno (Silva et al., 2005),

com acdo anti-inflamatoria, antidepressiva, antimicrobiana, sedativa, vasodilatadora,
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antioxidante e anti-hipertensiva (Nascimento et al., 2019; Nishimura et al., 2009; Song et al.,

2018; Takagi et al., 2005).

2.9 Citral e propriedades biologicas

Citral (3,7-dimetil-2,6-octadienal), ¢ um composto natural presente em diferentes OEs
extraidos de plantas herbaceas com aroma de limao (Bouzenna et al., 2017). Do ponto de vista
quimico, o citral ¢ um aldeido monoterpeno aciclico, composto por dois estereoisdmeros: trans
geranial (E-isdmero, ou citral A) e cis neral (Z-isémero, ou citral B). E um composto lipofilico,
altamente volatil, soluvel em alcool e 6leos, pouco soltivel em 4dgua e meios bioldgicos, e
instavel sob irradiacdo de luz (Bailly, 2020).

Estudos mostram que este composto apresenta diferentes propriedades
farmacoldgicas, tais como: anti-hiperalgésia, antinociceptiva, anti-inflamatéria (Campos et al.,
2019; Nishijima et al., 2014; Quintans-Junior, et al., 2011), antipirética (Emilio-Silva et al.,
2017), antitumoral (Kapur et al., 2016), antidislipidémica, antidiabética (Najafian et al., 2011),
antiadipogénica (Sri Devi e Ashokkumar, 2018) e antimicrobiana (Gutiérrez-Pacheco et al.,
2023).

Espina et al. (2017), determinaram os efeitos do citral e sobre as bactérias L.
monocytogenesi, S. aureus € E. coli. Segundo estes autores, o citral causou uma diminui¢ao no
nimero de células bacterianas e reduziu a formagdo de biofilmes por todas as trés cepas
confrontadas. Este composto também apresentou-se eficaz contra Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) (Long et al., 2019).

O citral também apresentou eficacia quando testado contra diferentes fungos
patogénicos, tais como C. tropicalis (Chatrath et al., 2019), C. albicans (Leite et al., 2014) e

diversas espécies de Penicillium e Aspergillus (Tang et al., 2018).

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Desenvolver uma formulagdo liquido-cristalina & base de manteiga de murumuru

(4strocaryum murumuru Mart) contento 6leo essencial de Pectis elongata (OEPe), e avaliar
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seu potencial antifingico contra leveduras do género Candida, visando a aplicagdo no

tratamento da candidiase vulvovaginal.

3.2 Especificos

® Caracterizar o OEPe quanto a sua composi¢do quimica;

e Avaliar se o OEPe e seu composto isolado (citral) apresentam propriedades
antifiingicas, frente a trés espécies pertencentes ao género Candida (C. albicans,
C. tropicalis e C. parapsilosis);

e Obter e caracterizar uma formulagdo de uso topico, com base no OEPe e manteiga
de murumuru;

e Avaliar as caracteristicas organolépticas e realizar o estudo de estabilidade
preliminar fisico-quimica das formulagdes desenvolvida;

e Identificar a composi¢do quimica do OEPe incorporado nas formulagdes, nas
concentracgoes de 2 e 10%;

e Avaliar se as formulagdes desenvolvidas apresentam atividade antifungica frente

as cepas fungicas selecionadas para o estudo.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Partes aéreas (folhas, flores e ramos finos) de P. elongata foram coletadas em fevereiro
de 2023, as 9h da manha, em 4rea de cultivo localizada no municipio de Santarém, Pard, Brasil,
sob as seguintes coordenadas geograficas: 2°27.8'143” S/ 54°41,31'646” W. Exsicatas foram
depositadas no Herbario HSTM da UFOPA, sob o nimero de registro 003432. Os espécimes
foram coletados de acordo com as leis brasileiras relacionadas a protecao da biodiversidade
(licenga SisGen A192EBE). O Citral (pureza de 95%), foi obtido comercialmente da Sigma-
Aldrich (Darmstadt, Alemanha).

4.2 Extracao do o6leo essencial
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Apos trés dias de secagem em temperatura ambiente, o material vegetal (100 g/L) foi
submetido ao processo de hidrodestilagdo, em aparelho tipo Clevenger, por 3 h, a contar do
inicio da fervura da dgua contida no baldo. O 6leo obtido foi seco com sulfato de sodio anidro,
e o seu teor (rendimento em %) foi determinado com base no peso seco da planta, segundo

formula descrita por Santos et al. (2004).

Ty = P (B(’%%U) x 100
Onde:
. T,= teor de oleo (mL de 6leo essencial em 100 g de biomassa seca) ou rendimento de
extracdo (%);
. Vy = volume de 6leo extraido (ml), lido diretamente na escala do tubo separador.
° B,,, = biomassa aérea vegetal (folhas e ramos finos), medida em gramas.
° B;”OZU = quantidade de umidade ou agua presente na biomassa.
. B, — (BTOEU) = quantidade de biomassa seca, isenta de agua ou livre de umidade.

100 = fator de conversao para porcentagem

Os procedimentos foram realizados em triplicata

4.3 Determinacio da composicio quimica do oJleo essencial de P. elongata por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

A composi¢ao quimica do OEPe foi determinada por GC-EM, em equipamento
modelo QP-2010-Plus (Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan), utilizando coluna capilar de
silica (30m x 0,25mm x 0,25um), sob as seguintes condi¢des de anélise: temperatura do injetor
250°C; programacao de temperatura do forno 60°C (5 min), gradiente de 3 °C/min até 240 °C;
injecao tipo split (1,0 uLL da amostra diluida em hexano); ioniza¢ao por impacto eletronico de
70eV de energia; temperatura da fonte de ion e linha de transferéncia de 200 °C e 250 °C,
respectivamente. Hélio foi utilizado como gés de arraste, com fluxo de 1 ml.min"' e pressdo de
entrada de 16,5 psi. A identificagdo dos componentes quimicos foi realizada comparando-se o
tempo de retengdo com aqueles apresentados pelos padrdes, bem como por seus respectivos
espectros de massas com aqueles das bibliotecas ADAMS, (2007) e NIST - National Institute

for Standard Technology, (2011). A analise quimica das formulagdes seguiu metodologia
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descrita acima, apos dilui¢do em hexano (fator de diluicdo 1:1000). Procedimento realizado

pelo Laboratério de bioprospec¢ao da UFOPA.

4.4 Avaliacao do potencial antifingico do éleo essencial e do citral

4.4.1 Microrganismos e condicoes de cultivo

Cepas de referéncia: C. albicans ATCC 24433, C. parapsilosis ATCC 90018 e C.
tropicalis ATCC 750, foram adquiridas comercialmente na forma liofilizada (Cefar
Diagnostico, Sdo Paulo — Brasil). Para reativagdo, os microrganismos foram reidratados em
Caldo Sabouraund Dextrose (SDB) (Himedia, Mumbai - India), e levados a estufa a 27 °C + 2,
por 48 horas. Ap6s crescimento em meio s6lido, os indculos foram preparados por transferéncia
direta de colonias, para 1 mL de solugdo salina estéril, e ajustados ao padrao 0,5 na escala de
McFarland, que corresponde a 2-5 x 10® UFC mL™' (CLSI - Instituto de Padrdes Clinicos e
Laboratoriais, 2017).

4.4.2 Método de disco difusiao em agar

O espectro de inibicdo do OEPe contra os microrganismos ensaiados foi determinado
de acordo com método descrito por Bauer e colaboradores (1966) e aceito como padrdo pelo
NCCLS (2002), com modificagdes. Para isso, os indculos foram inicialmente semeados em
Agar Sabouraud Dextrose (SDA). Em seguida, discos de papel de filtro (6 mm de didmetro),
contendo 10 uL de OEPe e do citral ndo diluidos, foram levemente pressionados contra a
superficie do agar. Apds 30 minutos a temperatura ambiente, as placas foram incubadas em
estufa bacterioldgica a 27 + 2°C, durante 24 h. No final do periodo de incubacdo, o didmetro

da zona de inibi¢ao foi mensurado em milimetros. Os testes foram realizados em triplicata.

4.4.3 Método de microdiluicio em caldo para determinacio da concentrac¢io inibitoria

minima (CIM) e concentrac¢io fungicida minima (CFM) do o6leo essencial e do citral

Neste método, a concentragio inicial de ensaio foi de 10 mg. mL™! (6leo essencial ou
citral diluidos em Twenn80 a 1%). A partir desta solu¢do, as demais concentragdes foram
igualmente preparadas por diluicdo em série (fator de dilui¢ao 1:1) usando Caldo Sabouraud

Dextrose (SDB) como diluente. Os indculos fungicos foram inicialmente ajustados ao padrao 0,5
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da escala de MacFarland, com posterior diluicdo em solugdo salina estéril (fator de diluigcdo de
1:10), para obtengio da concentragio final de 2 a 5 x 10° UFC mL"".

Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos, onde cada pogo recebeu 90 uL da
concentracdo especifica das amostras teste, 90 uL de SDB estéril e 10 pL do indculo.
Fluconazol (Sigma Aldrich®), utilizado como antifiingico padrio, foi diluido em solugdo
tampdo fosfato de sodio, em concentragdes variando de 0,004 a 128 pug. mL™'. O controle de
esterilidade do meio, o controle de viabilidade das cepas, € o controle de atividade do solvente,
foram realizados simultaneamente. Cada pogo comportou volume final de 100 pL.

As placas foram encubadas em estufa bacterioldgica, com temperatura de 27 + 2 °C,
por 24h. Transcorrido o periodo de incubagao, a inibicdo do crescimento dos microrganismos
foi revelada por adicdo de solugdo aquosa de resazurina (20 pL, 0,02%, p/v) e re-incubagdo por
mais 3h. A CIM, definida como a menor concentragdo de amostras teste capaz de inibir o
crescimento de microrganismos, foi determinada pela permanéncia de coloragdo azul nos
pocos. A mudanga da cor azul para rosa (devido a redu¢do da resazurina a refazurina) indicou
o crescimento de células vidveis. Os pogos que nao mostraram crescimento aparente foram
selecionados para avaliar a CFM, determinada pela auséncia de crescimento microbiano apos

subcultura em placas contendo SDA. Os testes foram realizados em triplicata.

4.5 Obtencao e caracterizacdo das formulacdes contendo manteiga de murumuru

(Astrocaryum murumuru Mart.) e 6leo essencial de P. elongata

Nesta etapa, utilizou-se metodologia a pedido de patente BR 1020150308884, com
adaptagdes. Para a formulacao base, utilizou-se um sistema emulsionado tipo liquido cristalino,
composto por manteiga de murumuru (Amazon Oil), (fase oleosa); Span20, como tensoativo;
e agua deionizada como fase aquosa (5:4:1, respectivamente), (Tabela 1).

A manteiga de murumuru e o tensoativo foram inicialmente aquecidos em banho
termostatizado, em temperatura de 35 + 1°C, até fusdo completa. Em seguida, a fase aquosa foi
vertida sobre a fase oleosa, sob agitagdo constante, até seu resfriamento. Apos obtenciao de
homogeneidade, adicionou-se o OEPe em diferentes concentragdes (2, 4, 8 e 10%) (Tabela 1).
Para atingir o equilibrio, as formulagdes foram deixadas em repouso por 24h, em temperatura
de 25 £ 1°C. Obtencao e caracterizagdo realizado no Laboratério de Farmacotécnica da

Universidade Federal do Oeste do Para.
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Tabela 1 - Composi¢ao das formulagdes baseadas em manteiga de murumuru (4strocaryum
murumuru Mart.), contendo 6leo essencial de Pectis elongata.

COMPONENTES (%)
Manteiga Span20 Agua OEPe
Formulagao Base (FB) 50 40 10 -
FB1 OEPe (2%) 49 40 9 2
FB2 OEPe (4%) 48 40 8 4
FB3 OEPe (8%) 46 40 6 8
FB4 OEPe (10%) 45 40 5 10

FB: Formulagdo Base; OEPe — Oleo essencial de Pectis elongata

Fonte: Autora 2024

4.5.1 Microscopia de luz polarizada (MLP)

Apo6s 24 horas do preparo, amostras de FB e FB4 foram colocadas sobre lamina de
vidro, cobertas com laminula e submetidas a microscopia de luz polarizada em microscopio
Linkam THMSG600 para a identificagdo do comportamento de birrefringéncia de fase

mesomorfica das formulagdes ( Abraham, 2020; Nunes et al., 2016).

4.5.2 Estudo de estabilidade preliminar

A estabilidade preliminar das formulagdes contendo manteiga de murumuru e OEPe
foi realizada conforme o Guia de estabilidade de Produtos Cosméticos, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria - ANVISA (Brasil, 2004), com adaptacdes. Para isto, amostras de 25 g
tanto da FB, quanto das FB1, FB2, FB3 e FB4, foram acondicionadas em frascos de vidro &mbar
e mantidos sob trés diferentes condi¢des de temperaturas: 5 + 2 °C (temperatura de geladeira),
25 £ 2°C (temperatura ambiente), e 45 + 2°C (estufa de secagem), durante 30 dias consecutivos.
Para verificar possiveis alteragdes nas caracteristicas organolépticas (aspecto, cor € odor), as
formulag¢des foram avaliadas periodicamente, no tempo zero e ap6s intervalos de 7, 15 e 30 dias
consecutivos. As formulagdes armazenadas a temperatura ambiente foram consideradas como

controle. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

4.5.2.1 Caracteristicas organolépticas
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As caracteristicas organolépticas das formulagdes em estudo foram analisadas, por

meio de observagdo, considerando modificagdes no aspecto, cor e odor, segundo critérios

descritos no Quadro 1.

Quadro 1 - Avaliacdo das caracteristicas organolépticas

N Normal

LMA Leve Modificagdo da Aparéncia
LMC Leve Modificagdo da Cor
LMO Leve Modificagdo do Odor
MA Modificagdo da Aparéncia
MC Modificagdo da Cor

MO Modificagdo do Odor

IMA Intensa Modificacdo da Aparéncia
IMC Intensa Modificag@o da Cor
IMO Intensa Modifica¢do do Odor

Fonte: (Buhler e Ferreira 2008)

4.5.2.2 Determinac¢ao do pH

A determinacdo do pH foi realizada em pHmetro calibrado (solugdes tampao 4,0 e

7,0), logo apds a diluicdo das amostras em agua destilada, a uma concentracao de 10% (m/v).

As andlises foram realizadas em triplicata, seguindo o Guia de estabilidade de Produtos

Cosméticos, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (Brasil, 2004).

4.6 Determinacio da composi¢io quimica das formulacdes por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas

A composicao do OE presente nas formulagdes foi analisada por GC e GC-MS,

conforme metodologia descrita no item 4.3. Para a extracdo do concentrado volatil, as

formulagdes (5 g) foram submetidas ao processo de destilagdo e extracdo simultaneas (Likens

e Nickerson, 1964), usando pentano (4 ml) como solvente.
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4.7 Avaliacao da atividade antifingica das formulacdes técnica de difusdo em pocos

A atividade antifungica das formulagdes foi avaliada por meio da técnica de difusdo
em pocos, segundo metodologia descrita por Balouiri, Sadiki e Ibnsouda (2016). Nesta
avaliagdo, C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis foram utilizadas como microrganismos
padrio. Para obtengiio de indculos na concentracio inicial de trabalho (2 a 5 x10°® UFC ml™"),
estes foram inicialmente preparados, segundo metodologia descrita no item 4.4.1. Os
microrganismos foram inoculados pela dispersdo de um volume de indculo microbiano sobre a
superficie do 4gar. Em seguida, pogos com didmetro de 6 mm foram perfurados assepticamente
e, com auxilio de ponteiras estéreis, as formula¢des fundidas a 35°C foram adicionadas aos
pocos, em volumes finais de 100 pL por pogo. Os resultados foram mensurados conforme o
item 4.4.2. Os testes foram realizados em triplicata.

As formulagdes empregadas neste ensaio compreenderam: controle negativo
(formulagao base, sem adi¢ao do OEPe); controle positivo (formulagao contendo nistatina - 0,3
mg. mL); e formulagdes teste, contendo 4 (quatro) diferentes concentragdes do OEPe (2, 4, 8
e 10%). Essas concentragdes foram selecionadas de acordo com os resultados de CIM obtidos

no teste de microdilui¢ao em caldo.
4.8 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média = desvio padrao, e submetidos a analise de
variancia, seguido do teste de Tukey. As diferengas entre os valores obtidos foram consideradas
estatisticamente significativas quando p<0,05. O intervalo de confianca foi estabelecido em
95%.
5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Rendimento e caracterizacdo quimica do d6leo essencial de Pectis elongata

No presente estudo, o rendimento do OEPe foi determinado em 1,5%, o que esta de

acordo com os resultados de Pereira et al. (2021), que analisaram o rendimento em OE de

espécimes coletados na mesma regido. Por outro lado, Massing et al. (2021) reportaram um
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rendimento superior, determinado em 2,5%, enquanto Da Silva Pires et al. (2024) observaram
um rendimento inferior, determinado em 1%.

Em estudo conduzido por Silva et al. (2021), os autores relataram um rendimento em
OE de 0,74% para espécimes de P. elongata coletados em Boa Vista. Da mesma forma, Silva
et al. (2005), observaram rendimentos de 0,7%, 1,3% para amostras e espécimes coletados em
Belém-PA (estrada Bujaru-PA e vila Ajuru, respectivamente) e 1,5%, para amostras coletadas
em Ferreira Gomes-AP. Tais variagcdes no rendimento podem ser atribuidas a genética das
plantas, fatores climaticos, variabilidade sazonal, zonas geograficas, periodo de coleta, 6rgaos
da planta e técnicas de extracao (Gobbo-Neto; Lopes, 2007).

Na determina¢do da composi¢do quimica do OEPe, foram identificados vinte e trés

constituintes, os quais representam 95,6% do total analisado (Tabela 2).

Tabela 2 - Constituintes quimicos presentes no 6leo essencial de Pectis

elongata.
ORDEM TR CONSTITUINTES QUIMICOS OEPe (%)
1 7.024 Hepteno-2-ona<6-metil-5-> 0,27
2 7.639 NI 0,03
3 8.282 p-cimeno 0,02
4 8.426 Limoneno 0,23
5 10.663 NI 0,08
6 10.990 Linalol 0,29
7 12.785 exo-Isocitral 0,25
8 13.125 Citronelal 0,07
9 13.601 (Z)-Isocitral 0,89
10 14.058 Epdxido de rosefurano 0,11
11 14.244 NI 0,08
12 14.357 (E)-Isocitral 1,76
13 14.737 a-Terpineol 0,03
14 14.858 NI 0,02
15 15.133 cis-Piperitol 0,03
16 15.389 NI 0,03
17 16.088 Citronelol 0,16
18 16.340 Nerol 0,44

19 16.973 Neral 36,77




20 17.455 Geraniol 0,89

21 18.296 Geranial 49,61
22 18.543 NI 1,25
23 19.030 (1)Trideceno 1,81
24 20.952 NI 0,79
25 21.803 Acido geranico 0,36
26 21.968 NI 0,32
27 22.484 NI 1,37
28 23.268 fS-elemeno 0,23
29 23.578 Cipereno 0,11
30 23.729 NI 0,07
31 24.630 NI 0,10
32 24.719 NI 0,14
33 24.810 NI 0,06
34 25.774 o - Humuleno 0,72
35 27.325 Dodecanol 0,06
36 31.872 Epdxido de Humuleno IT 0,46
37 41.856 NI 0,03
38 42.010 NI 0,06
TOTAL CONSTITUINTES IDENTIFICADOS 95,6%

TR — Tempo de retengdo; NI — Nio identificado; OEPe — Oleo essencial de Pectis elongata.

Fonte: Autora 2024.
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A composi¢dao quimica do OEPe determinada por GC-EM, revelou a predominancia
de citral (86,38%) como constituintes majoritarios. Este composto € caracterizado pela soma de
dois estereoisomeros: aldeidos: neral (36,77%) e geranial (49,61%).

O citral tem sido evidenciado como marcador quimico do OE em diferentes espécies
do género Pectis, incluindo P. apodocephala, P. angustifolia, P. brevipedunculata, P. ciliares,
P. jangadensis, P. linifolia e P. elongata (Marques et al., 2013).

Em estudos prévios sobre a composi¢ao quimica do OEPe, o citral prevalece como
composto majoritario, com outros monoterpenos presentes em pequenas concentragdes
(Massing et al.; 2021; Nascimento et al., 2021; Pereira et al., 2021; Da Silva Pires et al., 2024).
Por outro lado, Silva et al. (2005), ao analisarem o OEPe obtido de espécimes coletadas no
Para, identificaram como principais constituintes os compostos aldeido perila e o limoneno. Em
amostras coletadas no estado do Amap4, os autores identificaram o quimiotipo aldeido perila
(81,9%) como composto maioritario. Tais resultados confirmam a presenca de dois quimiotipos
distintos para a espécie: citral e aldeido perila.

O citral ¢ um fitocomposto com odor doce de limdo, e estd presente naturalmente em
ervas, plantas e frutas citricas, como murta-limao, capim-limao, limao e laranja. Este terpenoide
possui alta volatilidade, ¢ lipofilico e apresenta baixa solubilidade em 4gua (EI Harati et al.,
2024).

Nas ultimas décadas, as propriedades bioativas do citral foram bem demonstradas por
um numero crescente de pesquisadores. Dentre elas, destacam-se as atividades anti-
inflamatéria, (Campos et al., 2019; Emmanuela et al., 2024), antinociceptiva e anti-
hiperalgésica (Da Silva Pires et al., 2024; Santos et al., 2023), antioxidante (Ling et al., 2022),
anticancerigena, (Al-Maharik et al., 2024; Camas-Reyes et al., 2022) ansiolitico (Soares et al.,

2021), antidiabética (Alan et al., 2022) e antimicrobiana (Bence et al., 2024; Gutiérrez-Pacheco
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et al., 2023; Kang et al., 2022; Miranda-Cadena et al., 2022; Prudent et al., 1995; Tazi et al.,
2024).

5.2 Potencial anti-Candida do dleo essencial de Pectis elongata e do citral, seu composto

majoritario

O presente estudo avaliou a eficacia do OEPe e do citral isolado contra trés diferentes
espécies de Candida (C. albicans, C. parapsilosis € C. tropicalis). As amostras avaliadas foram
submetidas a testes para determinar os didmetros de zona de inibicdo de crescimento de
microrganismos (DD-mm), concentrag¢do inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida
minima (CFM), ambas determinadas em mg. mL'. A Tabela 3 apresenta os resultados

detalhados desses testes, destacando o potencial anti-Candida dos compostos ensaiados.

Tabela 3 - Potencial anti-Candida do 6leo essencial de Pectis elongata e do citral isolado.

OE P. elongata Citral FLU
Microrganismos
DD CIM CFM DD CIM CFM CIM CFM
C. albicans
>40 0,62 1,25 >40 0,005 0,31 32 > 128
ATCC 24433
C. parapsilosis
>40 0,15 0,31 >40 0,002 0,31 0,062 > 128
ATCC 90018
C. tropicalis
>40 0,31 1,25 >40 0,31 1,25 0,062 64

ATCC 750

OE — Oleo essencial; DD - Disco de difusio (mm); CIM - Concentragio inibitoria minima (mg/mL™"); CFM -
Concentragdo fungicida minima (mg/mL™"). FLU - Fluconazol (ug/mL™") foi usado como antifingico padrio.

Fonte: Autora (2024)

Como resultado, no método de Disco Difusdo, tanto o OEPe quanto o citral isolado
demonstraram forte atividade anti-Candida, com zonas de inibicdo de crescimento
apresentando diametros superiores a 40 mm frente a todas as cepas confrontadas, sendo,
portanto, classificadas como extremamente sensiveis diante a acdo destes compostos. Como
parametros de classificacdo, utilizamos os padrdes de sensibilidade adotados por Moreira et al.,
(2005), onde a atividade de diferentes OEs foi classificada de acordo com o tamanho do halo

de inibi¢do, sendo: ndo sensivel (-) para didmetros < 8§ mm; sensivel (+) para didmetros de 9-14
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mm; muito sensivel (++) para 15-19 mm e extremamente sensivel (+++) para os halos com
diametros > 20mm.

De maneira geral, nos testes de CIM e CFM, a atividade anti-Candida do OEPe variou
de acordo com a espécie ensaiada, sendo mais eficaz frente a C. parapsilosis. Aligiannis et al.
(2001) propuseram uma classificagdo para materiais vegetais, baseada nos resultados de CIM,
onde valores até 0,5 mg/mL™!, sdo considerados fortes inibidores; CIM entre 0,6 e 1,5 mg/mL-
!'s3o considerados inibidores moderados, e valores de CIM acima de 1,6 mg/mL™!, representam
fracos inibidores de crescimento microbiano. Portanto, OEPe é um forte inibidor de
crescimento dos microrganismos, assim como o citral. Fluconazol, utilizado como antifungico
padrdo, apresentou valores de CIM e CFM compativeis com dados da literatura. Estudos
prévios destacam o potencial antifingico de OEs, com alto teor de citral (Boukhtem et al., 2014;
De Paiva et al., 2021; Gongalves et al., 2019; Prado et al., 2024; Rhimi et al., 2022; Sawadogo
et al., 2022; Zore et al., 2011).

O mecanismo de acdo do citral frente a microrganismos patogénicos ndo esta
completamente elucidado. Segundo Leite et al. (2014), este mecanismo nao envolve danos a
parede celular ou inibicdo da sintese do ergosterol. Em contraponto, Tao et al. (2014),
mostraram que o citral prejudicou consideravelmente a biossintese de ergosterol em células de
Penicillium italicum, diminuindo significativamente os niveis de lipidios, sugerindo a
membrana plasmatica como um possivel alvo antifungico deste composto.

Gucwa et al. (2018) e Karpinski et al. (2021), por exemplo, observaram que OEs ricos
em citral sdo capazes de inibir a formacdo de biofilmes quando confrontados frente a C.
albicans, C. parapsilosis ¢ C. tropicalis, indicando que este monoterpeno pode inibir
efetivamente o crescimento de patdgenos fungicos.

De acordo com Harris (2002), o citral atua principalmente bloqueando a sintese da
membrana celular fingica, afetando sua estrutura e causando morte celular, a0 mesmo tempo
em que inibe a germinagao de esporos, proliferagdo e respiragao celular.

Em adicdo, em estudo conduzido por OuYang et al., (2018), os autores relatam que a
atividade antifingica do citral resulta, pelo menos em parte, de danos a fosforilagao oxidativa
e as membranas celulares, por meio do acimulo de espécies reativas de oxigénio. A literatura
sugere ainda, que a atividade antifingica do citral se deve a sua capacidade de formar um
complexo de transferéncia de carga com o triptofano da célula fingica, resultando na morte dos
fungos (Kurita et al., 1981; Leite et al., 2014).

Ressalta-se que a natureza lipofilica do citral, derivada da sua estrutura monoterpénica,

facilita a penetragdo através das paredes celulares dos patdégenos e resulta no seu acimulo no
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interior das membranas celulares, aumentando sua eficécia na interrupgao das fungdes celulares
essenciais dos microrganismos, o0 que o torna um potente agente antimicrobiano (Oliveira et al.,

2021).

5.3 Obtencdo e caracterizacio das formulacées semissolidas a base de manteiga de

murumuru (Astrocaryum murumuru Mart.) contendo o6leo essencial de P. elongata

Formas farmacéuticas semissolidas sdo empregadas para aplicagdo topica e,
dependendo dos excipientes utilizados e do sistema formado, elas podem proporcionar efeitos
locais (absor¢do pela pele e mucosas) e sistémicos (absor¢do através da pele para a circulagdo).
Além disso, essas formulagdes servem como uma alternativa terapéutica quando a
administracao oral € invidvel ou a biodisponibilidade ¢ limitada (Da Costa et al., 2021).

Apds o preparo das formulagdes, constatou-se que as amostras apresentaram-se
homogéneas, sem sinais de separagdo de fase, portanto, utilizada nas demais etapas do estudo,

ilustrada na figura 3.

Figura 3 - Registro fotografico da formulacdo fitoterdpica na concentracao de 10%.

FORMULACAD
M ¢

SPAN) 2.0
Hy O

o

Fonte: Autora 2024

A FB apresentou valor de pH de 5,3 + 0,4. Apds a adicdo do OEPe, o valor de pH da
FB4 foi determinado em 5,0 + 0,6. Esses valores sdo considerados compativeis para aplicacao
na mucosa vaginal, uma vez que o pH dessa regido apresenta-se em uma faixa entre 4,0 a 4,5
(Lin et al., 2021). Essas caracteristicas sao importantes para manter a homeostase dérmica
(Hachem et al., 2003), e evitar colonizagdo por microrganismos patogénicos (Lambers et al.,

2006).
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Segundo Petrovic et al. (2024), existem algumas razdes pelas quais o pH das
formulagdes pode diminuir, dentre estas destacam-se as possiveis interagdes quimicas entre
substancias acidas ou alcalinas presentes na formulacdo, processos de oxidacao resultante da
exposicao ao ar, contaminagdo microbiana, absor¢ao de dioxido de carbono do ar, mudangas de
temperatura, etc. Todos esses fatores sdo cruciais e podem levar ao desequilibrio do pH da
formulagdo e, consequentemente, a irritacdo, ressecamento, vermelhidao, inflamagao e danos a

pele e mucosas.

5.3.1 Microscopia de luz polarizada (MLP)

Todas as formulacdes apresentaram-se birrefringentes e anisotropicas, com texturas
em forma de estrias, caracteristica de fase hexagonal, indicando que a adigdo do OE a
formulagdo ndo alterou a estrutura da mesofase liquido-cristalina, preservando a textura de

estrias tipica da fase hexagonal (Figura 4).

Figura 4 - Fotomicrografias das formulag¢des na concentragao de 10% observadas ao
microscopio de luz polarizada apresentando anisotropia, com estrias caracteristicas de fase
hexagonal, aumento 10x. a) base (sem adicdo do Oleo essencial de Pectis elongata) e b)

Formulacao 10% do 6leo essencial de Pectis elongata.

Fonte: Autora 2024

Segundo Chavda et al. (2022), a microscopia de luz polarizada (MLP) ¢ utilizada para
identificar cristais liquidos liotrépicos (LLCs) nas fases lamelar, que costumam exibir um
padrao em mosaico, e a fase hexagonal, que apresentam texturas fragmentadas ou estriadas, em
formato de leque.

A utilizagdo de materiais vegetais, como os OE e as manteigas vegetais, sdo

amplamente preferidos para a incorporacdo em formulagdes topicas, devido a presenca de
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acidos graxos que se assemelham a composi¢do quimica da pele (Morais et al., 2005), podendo
promover a formacdo de fases liquido-cristalinas, mostrando potencial significativo no
desenvolvimento de sistema de liberacao sustentada de medicamentos (Rajak; Nath; Bhuyan,
2019). Vale ressaltar que a liberagdo lenta e continua de fArmacos e bioativos pode reduzir a
frequéncia da administracdo, promovendo maior adesdo a terapia pelo paciente e
consequentemente a eficicia no tratamento (Nunes et al., 2016).

Quando comparados aos sistemas convencionais, os CLLs se destacam pela alta
capacidade em incorporar farmacos e bioativos de diversos pesos moleculares e solubilidade

(Da Silva et al., 2021).

5.3.2 Estudo de estabilidade preliminar

Ap6s 24h de preparo, as formulagdes FB1, FB2, FB3 e FB4, contendo manteiga de
murumuru  (Astrocaryum murumuru) ¢ OFEPe, apresentaram-se macroscopicamente
homogéneas e estaveis, com odor citrico e refrescante e cor levemente amarelada.

As caracteristicas organolépticas das formulagdes, nas concentragdes descritas, bem
como a FB (sem OEPe incorporado), foram submetidas ao estudo de estabilidade preliminar,

sendo monitoradas durante 30 dias. Os resultados estdo descritos no quadro 1.

Quadro 2 Caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor) das formula¢des contendo 6leo
essencial de Pectis elongata, durante o periodo de 30 dias.

Tempo (dias)
Temperaturas FO Aspecto Cor Odor

0 7 15 | 30 0 7 15 | 30 0 7 15 | 30

FB1 2% N | N N N N | N N | N N | N | N N

. FB2 4% N N N N N | N N N N N N N
Ambiente 5

(25°C+2) | FB38% N N N N N | N N N N N N N

FB410% | N N N N N | N N N N N N N

FB12% |IM|ILM|IM|LM| N | N N | N N | N | N N

. FB24% |IM |ILM |IM |LM | N | N N N N N N N
Geladeira S

(5°C2) FB38% |ILM |ILM |IM|LM | N | N N | N N | N | N N

FB410% | LM | LM | IM | LM | N | N N | N N | N | N N

FB1 2% M| M| M| M| M| M| M|M|N|N/|N N

Estufa FB2 4% M| M| M| M|M|M|M|M|N|N|N/|N

(45°C£2) | FB3 8% M| M| M| M| M| M| M| M N N N N

FB410% | M | M | M| M| M| M| M| M| N | N | N N

FO: Formulagido com 6leo essencial; N: Normal; LM: Leve Modificagdo; M: Modificacéo.

Fonte: Autora 2024
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Todas as formulagdes, quer acondicionadas sob temperatura ambiente (25 + 2 °C) ou
em temperatura de geladeira (5 + 2 °C), ndo sofreram modificagdes em relacdo a cor e odor.
Por outro lado, observou-se leve modificagao no aspecto (consisténcia), quando armazenadas
na geladeira. Da mesma forma, foram observadas alteragdes no aspecto das formulacdes
mantidas em temperatura elevada (45°C), com mudancgas de estado semissolido para liquido,
bem como altera¢des na cor, que apresentou-se mais intensa. Tais alteragdes foram observadas
do tempo 0 ao 30° dia . Segundo a literatura, o ponto de fusdo da manteiga de murumuru ¢
aproximadamente 32°C (Feitosa et al.,, 2021), tornando esse resultado esperado. A

intensificagdo da cor pode ser explicada pela mudanga do estado semissolido para liquido.

5.4 Determinacdo da composicdo quimica das formulacées por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas

Tabela 5. Constituintes quimicos presentes nas formulacdes contendo dleo
essencial de Pectis elongata, nas concentracdes de 2 e 10%.

ORDEM TR Nome F2% F10 %
1 3,075 Octanas<n-> - 0,20
2 3.900 Hexenol<3Z-> 0,14 -

3 5.020 Acetilfurano<2-> 0,30 -

4 6.025 Canfeno 0,11 -

5 6.685 Sabinene 0,96 -
6 6.800 [S-pineno 0,54 -

7 6,990 Hepteno-2-ona<6-metil-5-> - 2,75
8 7.170 Cineol<desidro-1,8-> 1,45 -

9 8.400 Limoneno - 4,70
10 8.685 Ocimeno<(Z)-beta-> 0,13 -
11 9.050 Ocimeno<(E)-beta-> 1,04 0,65
12 9.950 Oxido de linalol <cis-> (furanoide) 0,15 -
13 10.980 Linalol 4,26 2,53
14 11.390 Octadienal <2,2-dimetil- 3,4-> 0,74 -
15 12.770 (E)-Isocitral 2,08 1,18
16 13.105 Citronelal 0,79 0,38
17 13.600 (Z)-Isocitral 6,10 5,35
18 14.370 (E)-Isocitral 8,76 7,29
19 14.720 a-terpineol 0,41 -
20 16.605 Nerol 0,77 1,33
21 17.270 Neral 21,80 30,88
22 17.530 Geraniol 4,99 3,79
23 18.675 Geranial 22,90 32,74
24 19.095 Trideceno<1-> 0,43 0,90
25 19.185 Undecanona<2-> 0,63 -
26 22.385 Acido decandico 0,46 -

[\
BN

23.260 p-elemeno 0,45 0,91
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28 23.565 Cipereno 0,13 -
29 25.755 o-Humuleno 1,05 2,25
30 28.580 Dodecanoato de metila 0,18 -
31 30.350 Acido dodecanoico 1,26 -

TR — Tempo de retengdo; F2%: Formulagdo a 2%; F10%: Formulagdo a 10%

Fonte: Autora 2024.

As formulacdes analisadas quanto a composi¢cdo quimica foram identificadas como
FB2% e FB10% (Tabela 5). Em F2% foram detectadas 27 substancias, enquanto em FB10%,
apenas 15 substancias foram identificadas.

Ap6s analise comparativa entre a composi¢ao quimica do OEPe livre, FB2% e FB10%,
foram observadas varia¢des significativas nas concentracdes dos compostos presentes. Em
comparacao ao OEPE livre, ambas as formulagdes apresentaram uma redu¢ao nos percentuais
de citral, com valores entre 2 e 1,5 vezes inferiores. Os percentuais de citral também diferem
quanto a concentragdo entre amostras, apresentando-se 1,4 vezes mais concentrado em FB10%,
quando comparado a FB2%.

Adicionalmente, observou-se que alguns compostos presentes em FB2% ndo foram
detectados ou tiveram seus percentuais reduzidos em FB10%. Isso inclui o linalol, citronelal e
geraniol, compostos quimicos de grande importancia farmacologica devido, entre outros, a sua
acdo antimicrobiana ja confirmada, quando presentes em OEs (Gurtler & Garner, 2022).

Vale ressaltar que as substancias presentes em OEs podem interconverter-se devido a
sua estrutura quimica. Essas transformagdes ocorrem por meio de reacdes de oxidagdo,
isomerizacao, ciclizagdo ou desidrogenagdo, desencadeadas tanto por processos enzimaticos
quanto quimicos (Turek & Stintzing, 2013).

Por sua vez, modificagdes na composi¢do quimica dos OEs podem impactar
significativamente suas propriedades biologicas. Logo, a analise da caracterizacdo quimica pos-
formulacao ¢ essencial para avaliar possiveis alteracdes na composicdo quimica do ativo
responsaveis pela acao antifungica de formulagdes contendo OEPe, em comparagao ao OEPe
livre. Variacao na composi¢ao quimica pode impactar diretamente na eficacia e a estabilidade
do produto final (ANVISA, 2010), destacando a importancia dessa avaliagdo para garantir a

qualidade e a efic4cia terapéutica das formulagdes desenvolvidas.

5.5 Atividade antifungica das formulacoes contendo dleo essencial de Pectis elongata
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Os resultados obtidos no presente estudo demonstram a relagdo entre a concentracao
do OEPe presente nas formulagdes, e a eficacia antifingica contra as diferentes espécies de

Candida. A atividade antifungica das formulacdes com OEPe sdo evidenciadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Atividade antifingica das formula¢des contendo 6leo essencial de Pectis elongata
(FB2, FB4, FB8 ¢ FB10%), nitrato de miconazool, na concentragdo de 10% (controle
positivo), e da formulagao base (FB), sem adi¢cao do 6leo essencial (controle negativo).

Formulacdes
Microrganismos  FB2% FB4% FBS% FB10% Ilfq‘ltcr(’;‘;‘;z‘i‘i FB &gléTL
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
C. albicans SI 10,6+0,2 10,240,1 12,84+0,8 17+0,5 SI
C. parapsilosis SI SI SI 9,9+1,4 19,3+1,3 SI
C. tropicalis SI 12,4+0,9 11,8+0,2 17,7+0,9 17,1+0,6 SI

FB: Formulagdo base; SI: Sem inibigdo, CRTL NEG: Controle negativo; mm: milimetro

Fonte: Autora (2024)

Como observado na Tabela 6, para as espécies de Candida testadas, as formula¢des na
concentracdo de FB2%, ndo promoveram inibicdo de crescimento de microrganismos,
evidenciando auséncia de atividade antifungica, provavelmente associada a baixa concentracao
do OEPe presente na formulagdo. Por outro lado, formulagdes contendo FBS e FB10% de OEPe
mostraram melhores resultados quando comparadas a formulagdes menos concentradas.

Em estudo conduzido por Valeriano et al. (2012), os autores observaram que diferentes
concentragdes do principio ativo podem influenciar a atividade antimicrobiana, resultando em
alteragcdes tanto na resposta terapéutica.

C. albicans demonstrou-se mais sensivel ao aumento da concentragdo do OEPe,
expressando vulnerabilidade a acdo antifungica das formulagdes, seguida por C. tropicalis.
Frente a C. parapsilosis, as formulagdes exibiram menor eficacia, o que pode sugerir possivel
diferenca na composicdo da parede celular e no mecanismo de resisténcia dessas células
fungicas. Em estudo realizado por Branco et al. (2023), os autores descrevem as vias
mecanicistas de viruléncia associadas a C. parapsilosis, sendo a principal delas relacionada a
formacgao de biofilmes, uma vez que estes atuam como barreira protetora, reduzindo a eficacia

de antifungicos. Ainda segundo esses autores, C. parapsilosis apresenta genes que codificam
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bombas de efluxo, envolvidas no mecanismo de resisténcia a multidrogas, transportando o
farmaco para fora da célula.

Vale ressaltar que as formulagdes contendo OEPe promoveram halos de inibicdo com
diametros inferiores em comparacdo ao OEPe puro, resultado que pode estar associado a
complexidade das formulagdes e interacdo entre os excipientes, o que pode interferir na

liberagdo do principio ativo, sua absor¢ao e biodisponibilidade (Bharate et al., 2016).

6 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, demonstramos que o OEPe possui atividade anti-
Candida, mesmo em baixas concentra¢des. Adicionalmente, a formulacdo contendo o OEPe
manteve as propriedades antifiingicas evidenciando seu potencial para o desenvolvimento de
novos medicamentos antifungicos. Além disso, o uso da manteiga de murumuru como matrix
lipidica para a obten¢ao de sistema liquido cristalino visa ndo apenas alcangar uma maior taxa
de liberacdo dos bioativos presentes na formula¢ao, mas também aumentar o tempo de retencao
no canal vaginal. Isso pode otimizar o tratamento topico para candidiase vulvovaginal,

oferecendo uma alternativa terapéutica mais eficaz e prolongada.
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