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Resumo

Pectis elongata Kunth, € uma planta herbacea, conhecida no Norte do Brasil como "cuminho-
bravo", "alecrim limao" ou "alecrim-bravo". E uma espécie rica em 6leo essencial, que
apresenta como constituinte majoritario o citral; substancia com reconhecidas propriedades
farmacoldgicas. No entanto, sabe-se que 6leos essenciais apresentam baixa solubilidade e
alta volatilidade, limitando o uso como agente terapéutico. Dessa forma, a insercao de 6leos
essenciais em sistemas nanoestruturados, tais como nanoemulsdes, pode configurar uma
alternativa promissora para contornar as limitagdes relacionadas a ampliagcado de seu uso. No
presente estudo, nossa proposta foi avaliar a eficiéncia do processo de nanoemulsificagéo do
6leo essencial de P. elongata sobre a retengao de seus principais constituintes volateis, bem
como sobre suas propriedades antimicrobiana, anti-inflamatoéria e estimulante do processo
cicatricial de feridas cutaneas. Para isso, na primeira etapa, apds a obtengao do 6leo essencial
por hidrodestilagcao, realizou-se o processo de nanoemulsificagdo utilizando o método de
baixo aporte de energia e Tween80 como surfactante, resultando em particulas com tamanho
nanométrico (109,7 £ 1,4 nm), baixo indice de polidispersao (0,182 + 0,00) e potencial Zeta
negativo (-32,3 + 1,2 mV), estes resultados garantem sua estabilidade fisica. Para investigar
a protecao exercida pelo sistema nanoestruturado, determinamos a composi¢cdo quimica do
oleo livre e nanoemulsificado, utilizando técnicas de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Nesta etapa, as amostras foram analisadas nos tempos 0, 7, 15,
60 e 360 dias pos-preparo. Os resultados apontaram o citral como constituinte majoritario para
todas as amostras analisadas onde, no 6leo livre, a concentragdo deste composto foi
determinada em 92,5%; e no sistema nanoestruturado, nos tempos pds-preparo citados, a
concentracao de citral foi determinada em 92,8%, 92,6%, 90,8,0%, 95,7% e 78,9%,
respectivamente. Na etapa seguinte, utilizamos o método de microdiluicdo em caldo para
determinar a Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragéo Bactericida Minima (CBM)
do 6leo essencial nanoestruturado, frente as bactérias de interesse em saude publica, que
interferem no processo de cicatrizagdo de feridas cutaneas. As cepas padroes selecionadas
para estudo foram: Streptococcus pyogenes, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus
aureus. Neste teste, optou-se por avaliar o potencial antimicrobiano de nanoemulsdes
estocadas a 25°C, nos tempos iniciais e finais do periodo de armazenamento (0 e 360 dias,
respectivamente). Verificou-se néo haver perdas significativas de seu potencial antimicrobiano
apos 360 dias de armazenamento. Por fim, a atividade anti-inflamatdria foi avaliada pelo teste
de edema de pata induzido por carragenina, e o potencial estimulante do processo cicatricial
foi avaliado sobre feridas cutaneas induzidas por incisdo cirargica. A atividade anti-
inflamatdria da nanoemulséo foi observada somente para a dose de 10 mg mL™", apresentando
reducao significativa do edema, quando comparado ao controle negativo (agua destilada). Ja
nos resultados da cicatrizagcdo, ndo foram observados nenhum aumento significativo no
porcentual de contragéo de feridas, quando comparadas ao controle negativo (solugao salina
estéril). A partir destes resultados, € possivel sugerir que o processo de nanoestruturagéo do
6leo essencial de P. Elongata, utilizando a técnica de baixo aporte de energia, foi capaz de
produzir uma nanoemulsao fisicamente estavel, apresentando eficacia tanto em manter suas
propriedades quimicas, quanto em preservar suas propriedades bioldgicas, inibindo o
crescimento de microrganismos e modulando a resposta inflamatéria induzida por
carragenina. Por outro lado, nas concentragdes avaliadas, a nanoemulsdo nao foi capaz de
acelerar o processo de contracio de feridas cutaneas.

Palavras-chave: Oleo Essencial. Nanoparticulas. Cicatrizagdo. Antimicrobiano.



Abstract

Pectis elongata Kunth, it's an herbaceous plant, knowledge on the Northern Brazil like
"cuminho-bravo", "alecrim limao" or "alecrim-bravo". It's a species rich in essential oil, which
present as majority constituent, the citral, component with recognized pharmacological
properties. Nevertheless, it is known that essential oils present low solubility and high volatility,
limiting its use as a therapeutic agent. In such a way, the insertion of essential oils in
nanostructured systems, such as nanoemulsions, may be a promising alternative to
circumvent the limitations related to its use. In the present study, our proposal was to evaluate
the efficiency of the process of nanoemulsification of P. elongata essential oil about the
retention of its main volatile constituents, as well as on its antimicrobial properties, anti-
inflammatory and stimulating the healing process of cutaneous wounds. For this, in the first
step, after obtaining the essential oil by hydrodistillation, the nanoemulsification process was
performed using the low energy method and Tween80 as surfactant, resulting in particles with
nanometric size (109.7 £ 1.4 nm), low polydispersity index (0.182 £ 0.00) and negative zeta
potential (-32.3 + 1.2 mV). These results characterize it as a nanoemulsion with uniform size
distribution and repulsion forces strong enough to prevent coalescence between particles;
properties that ensure its physical stability. To investigate the protection exercised by the
nanostructured system against volatilization of the main components present in the essential
oil of P. elongata, we determined the chemical composition of the free and nanoemulsified ail,
using techniques of gas chromatography coupled to mass spectrometry. In this stage, the
samples were stored under temperature of 25°C, during the period of 12 months, being the
chemical analyses of the nanoemulsions performed at 0, 7-, 15-, 60- and 360-days post-
preparation. The results showed citral as the major constituent for all samples analyzed where,
in the free oil, the concentration of this compound was determined in 92.5%; and in the
nanostructured system, in the post-preparation times quoted, the concentration of citral was
determined in 92.8%, 92.6%, 90.8.0%, 95.7% and 78.9%, respectively. In the next step, we
used the broth microdilution method to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
and the Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of the nanostructured essential oil, in the
face of bacteria of interest in public health, which interfere in the process of cutaneous wound
healing. The standard strains selected for study were Streptococcus pyogenes S012,
Staphylococcus epidermidis S010 and Staphylococcus aureus S008. In this test, it was
decided to evaluate the antimicrobial potential of nanoemulsions stored at 25°C, at the initial
and final times of the storage period (0 and 360 days, respectively). It was verified that there
was no significant loss of its antimicrobial potential after 360 days of storage. Finally, the anti-
inflammatory activity was evaluated by the carrageenan-induced paw edema test, and the
stimulating potential of the cicatricial process was evaluated on skin wounds induced by
surgical incision. The anti-inflammatory activity of the nanoemulsion was observed only for the
dose of 10 mg mL™", presenting significant results when compared to the negative control
(distilled water). In the healing results, no significant increase in the percentage of wound
contraction was observed when compared to the negative control (sterile saline solution). From
these results, it is possible to suggest that the process of nanostructuring the essential oil of
P. Elongata, using the technique of low energy input, was able to produce a physically stable
nanoemulsion, showing effectiveness both in maintaining its chemical properties and in
preserve its biological properties, inhibiting the growth of microorganisms and modulating the
inflammatory response induced by carrageenan. On the other hand, at the concentrations
evaluated, the nanoemulsion was not able to accelerate the contraction process of skin
wounds.

Keywords: Essential Oil, Nanoparticles, Healing, Antimicrobial.
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1. Introducao

Feridas cutédneas séo lesdes fisicas decorrentes da abertura ou rompimento
da pele, causando perturbagbes em sua anatomia e fungdo (NGUYEN et al., 2017).
Podem gerar um grande impacto na vida de um individuo, principalmente quando
estdo relacionadas a doencgas crénicas nao transmissiveis, tais como
comprometimento vasculares, diabetes mellitus, hipertensao arterial sistémica e
neuropatias periféricas (BRASIL, 2013).

O processo fisiolégico de cicatrizagdao de feridas € complexo, sendo
caracterizado por diferentes estagios interdependentes e sobrepostos, incluindo
hemostasia, inflamacgao, proliferagdo (formacéo celular de tecido de granulagéo) e
remodelagado (formagéo de cicatriz com todos os eventos que requerem a interagao
de diferentes tipos de células) (NGUYEN et al., 2017). Ja o processo inflamatdrio € a
resposta do organismo, com carater defensivo, seja local ou sistémica a agcao de um
agente externo, que pode ser fisico, quimico ou biolégico. Desta forma, a inflamacéo
também pode ser uma resposta a uma infeccao (ODA et al., 2014). Por sua vez, o
processo infeccioso geralmente acontece devido a mudangas que ocorrem na
microbiota tegumentar, ou a partir de uma ac&o oportunista de alguma destas
bactérias, acometendo regides com algum tipo de lesdo (TOSTES et al., 2021).

Se a resposta inflamatéria for alongada ou exacerbada, isso leva a um atraso
nas fases subsequentes de cicatrizagcdo adequada da ferida e formacao de cicatriz
(NGUYEN et al.,, 2017). Da mesma forma, o processo infeccioso € também
responsavel por atrasos no processo de cicatrizagao (KHEZRI, et al., 2019). Estes
fatores podem resultar em dificuldades no tratamento de feridas, principalmente
quando se tem dificuldades de acesso a servigos de saude, ou quando medicamentos
de uso corrente no mercado possuem alto custo, fazendo com que os pacientes
recorram a tratamentos alternativos, tais como o uso de plantas com propriedades
medicinais.

As maneiras de se utilizar as plantas medicinais variam conforme a via de
administracado e intengao terapéutica; devendo haver um preparo e cuidado para
assim poder usa-las. A infusdo é a forma mais utilizada, contudo também podemos

utilizar plantas medicinais por meio de unguentos, pés, tinturas, compressas, xaropes
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e Oleos essenciais (VILAR et al. 2019). Estes ultimos sdo compostos volateis,
lipossoluveis, provenientes do metabolismo secundario de plantas aromaticas que,
na natureza, atuam como importantes agentes antimicrobianos, antifungicos, antivirais
e inseticidas (GUSHIKEN et al., 2016).

No entanto, na pratica, o uso de d6leos essenciais é frequentemente limitado
por varios inconvenientes que podem ocorrer durante seu manuseio ou
armazenamento, estando suscetiveis a reagcdes de degradagao, tais como oxidagéo,
isomerizagdo, polimerizagdo e rearranjo, que sao principalmente dependentes de
parametros ambientais como temperatura, luz e oxigénio atmosférico; fatores que
podem resultar em perda significativa de eficacia. Além disso, s&o compostos
insoluveis em agua, apresentam alta volatilidade, tornando-os de dificil manuseio e
uso (TUREK et al., 2013).

Para transpor este cenario, a nanotecnologia vem sendo usada no
desenvolvimento de diferentes formulagdes que sao classificadas de acordo comseu
estado fisico ou composicdo. Dentre estas destacam-se as nanoemulsoes,
caracterizadas como sistemas dispersos, formados por dois liquidos imisciveis e
estabilizados por um agente tensoativo. Apresentam na fase interna goticulas de
tamanho nanométrico, na faixa de 20-200nm (TADROS et al., 2004). O destaque para
nanoemulsdes se da devido a sua facilidade de formulagdo e manuseio, além de
serem obtidas a baixo custo (PAVONI, et al., 2020).

O processo de nanoemulsificacdo é capaz de fornecer alta estabilidade aos
componentes quimicos presentes no 6leo essencial, aumentando seu potencial
bioldgico e diminuindo possiveis efeitos colaterais (ASSIS et al. 2012). Em adig¢ao, este
processo pode melhorar as propriedades fisico-quimicas dos Oleos essenciais,
permitindo sua dispersdo em agua, reduzindo sua volatilidade e protegendo-os da
interacdo com o meio ambiente (PAVONI, et al., 2020).

Pectis elongata € uma espécie é rica em 6leo essencial, que apresenta como
constituinte majoritario o citral, componente com reconhecidas propriedades
bioldgicas, tais como antifungica (CAl et al., 2019), anti-inflamatoria (LEE t al., 2008),
antibacteriana (ZHANG et al., 2020), entre outras. Dessa forma, a utilizacdo de
agentes antimicrobianos e anti-inflamatérios naturais, incluindo 6leos essenciais
obtidos de plantas, pode ser uma estratégia adequada para prevenir o crescimento

bacteriano, modular a resposta inflamatéria e promover o processo de cicatrizagéo de
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feridas.

A partir do exposto, enfatiza-se a necessidade de se descobrir novos
principios ativos, com potencial de se tornarem medicamentos a base de oleos
essenciais, que sejam eficazes na inibicao de processos inflamatdrios e infecciosos,
contribuindo para promover o processo de cicatrizacdo de feridas, de maneira mais
rapida e eficiente, e com custo reduzido, principalmente para pacientes que portam
de feridas de dificil cicatrizacdo. Desta maneira, é importante a realizagdo de novas
pesquisas sobre a tematica, buscando baratear e ampliar o acesso a medicamentos

eficazes na cicatrizacao de feridas cutaneas.

1. Objetivos

1.1. Geral:

Avaliar a eficiéncia da nanoemulsificacdo do 6leo essencial de P. elongata
(OEPe) sobre suas propriedades antimicrobiana, anti-inflamatéria e estimulante do

processo cicatricial de feridas cutaneas.

1.2. Especificos:

v' Determinar a composi¢ao quimica do OEPe;

v' Avaliar a estabilidade fisica das nanoemulsdes, em relagédo ao diametro médio

de goticulas, indice de polidisperséo e potencial Zeta;

v Determinar a eficiéncia do processo de nanoemulsificagcdo sobre a retencéo
de seus principais compostos volateis;

v Avaliar se o OEPe nanoestruturado possui potencial antimicrobiano frente a
microrganismos associados a infec¢des de feridas, e a eficacia de acordo com o
tempo de armazenamento;

v Avaliar se o OEPe nanoestruturado possui efeito anti-inflamatério;

v" Avaliar o efeito do OEPe nanoestruturado sobre o processo cicatricial de feridas

cutaneas.
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2. Hipotese Cientifica

O processo de nanoemulsificacdo € capaz de reter os principais constituintes
volateis presentes no dleo essencial de P. elongata (OEPe); apresenta propriedades
antimicrobiana, anti-inflamatéria e estimulante do processo cicatricial de feridas

cutaneas.

3. Referencial Teoérico

3.1. Pele

A pele & o maior 6rgdo do corpo humano, representando cerca de 7% do
peso corpdéreo de um ser humano adulto. Representa o principal 6rgao do sistema
tegumentar, contribuindo para a homeostase e ajudando a proteger o corpo de
microrganismos e traumas, além de auxiliar na regulagao da temperatura corpérea.
Constitui-se como o principal érgédo de contado entre o organismo e o ambiente
externo, possibilitando a percepgéo de estimulos mecénicos e térmicos (TORTORA,
2016; SIVIERI et al., 2021).

O tegumento vive em constante transformacdo. Conforme o avang¢o do
tempo, a pele sofre mudancgas, alterando significativamente suas funcgdes fisioldgicas
e estruturais. Ainda na fase embrionaria, sdo formadas o ectoderma, mesoderma e
endoderma, folhetos embrionarios que dao origem a diferentes sistemas do
organismo. O ectoderma e mesoderma, sdo responsaveis pela origem da pele e
anexos (BERNARDO et al., 2019).

Este 6rgao é composto pela epiderme, que € a camada mais externa, fina, e
rica em tecido epitelial, esta camada n&o possui vascularizagdo. A segunda camada
é a derme, espessa, e composta por tecido conjuntivo, é altamente vascularizada. E
na derme que também estdo inseridos as glandulas sudoriparas, glandulas
sebaceas, foliculos pilosos e nervos (TORTORA, 2016; SIVIERI et al., 2021).

A termorregulacdo € uma das fungdes da pele, este mecanismo de

homeostase é realizado através da liberagéo de suor na superficie, ajustando também
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a circulacao de sangue na derme. Outra fungao da pele é protegao, que se manifesta
de diversas maneiras. O sebo produzido pelas glandulas sebaceas evita que a pele
e pélos ressequem, além de possuir pequena ag¢ao antimicrobiana, o Ph acido do
suor também ajuda a evitar o crescimento de microrganismos e a melanina ajuda a
proteger o corpo da agao dos raios ultravioletas (TORTORA, 2016).

A pele também participa do sistema sensorial, através do tato. Diversas
terminagdes nervosas estdo espalhadas pela derme e epiderme, permitindo que
sejam captadas diversas sensagdes, como calor, frio, vibragdo, toque, pressao e dor
(GUYTON, et al., 2011; LAMAS; PAUL, 2013).

3.2. Feridas e processo de cicatrizacao

Feridas sao definidas como a interrupcdo na continuidade do sistema
tegumentar, representadas nao somente pela ruptura da pele e do tecido celular
subcuténeo; em alguns casos podem também atingir musculos, tenddes e 0ssos
(SMANIOTTO et al., 2010). Diversas podem ser as origens das feridas, tais como
traumas, queimaduras, doengas crénicas, procedimentos cirurgicos e muitos outros.
(CAMPOQOS et al. 2016).

De acordo com o tempo de reparacao, as feridas podem ser classificadas
como agudas ou cronicas. As feridas agudas sao lesdes teciduais que geralmente
cicatrizam completamente, com cicatriz minima, em periodo aproximado de 8 a 12
semanas. Por outro lado, feridas crénicas sao provenientes de lesbes teciduais que
cicatrizam lentamente, com tempo superior a 12 semanas, podendo ser recorrente.
A dificuldade da cicatrizag&o relaciona-se a repetidas injurias teciduais ou condigdes
fisioloégicas subjacentes, tais como infecgdes persistentes, diabetes, tratamento
primario ruim e outros fatores relacionados ao paciente (BOATENG et al., 2008;
COSTA et al., 2022).

As feridas podem também ser classificadas de acordo com a profundidade
(numero de camadas da pele) ou area da pele afetada. Lesdes que afetam apenas a
epiderme, sao classificadas como feridas superficiais, enquanto lesdes envolvendo
tanto a epiderme quanto a derme, incluindo os vasos sanguineos, glandulas e
foliculos pilosos, s&o consideradas como feridas espessas. Quando atingem o tecido

subcutaneo subjacente ou tecidos mais profundos, sao classificadas como feridas de
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espessura total (BOATENG et al., 2008; SOUSA et al., 2020).

Para reparacao das lesdes cutaneas, € necessario que ocorra a cicatrizagao.
O processo de cicatrizagao é fisiologico, dindmico e complexo, sendo dividido em
etapas que sdo: fase inflamatoria, fase proliferativa e fase de remodelagem
(CAMPOS et al. 2016). Qualquer fator que cause interrupcéo, alteragdo, ou
prolongamento desse processo pode desencadear o prolongamento da cicatrizagao
ou resultar em uma ferida crénica sem capacidade de cicatrizar (LEAL e CARVALHO,
2014).

3.2.1. Fase inflamatodria

A fase inflamatéria é a primeira que compde o processo de cicatrizacao. Inicia-
se imediatamente apds a lesdao tecidual, com a liberacdo de substancias
vasoconstritoras, principalmente tromboxana A2 e prostaglandinas, pelas membranas
celulares (CAMPOS et al. 2007). Uma vez lesionado, o endotélio e plaquetas
estimulam a cascata da coagulagdo, com consequente liberagdo de granulos que
contém fator de crescimento de transformacao beta - TGF-3, fator de crescimento
derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento derivado dos fibroblastos (FGF)
e fator de crescimento epidérmico (EGF) (LEAL e CARVALHO, 2014).

Nesta fase ha liberacdo local de histamina, serotonina e bradicinina, que
causam vasodilatagdo e aumento de fluxo sanguineo no local e, consequentemente,
sinais classicos da inflamacéo, tais como eritema, edema, calor e dor. Esta é a fase
em que os pacientes mais reclamam da ferida, justamente pelo desconforto causado
pela inflamacdo (CAMPOS et al. 2016). As prostaglandinas constituem um dos
mediadores mais importantes no processo de cicatrizagao, pois além de favorecer a
exsudagao vascular, estimula a mitose celular e a quimiotaxia de leucdcitos (LEAL e
CARVALHO, 2014), tais como linfécitos, mondécitos e neutréfilos (OLIVEIRA e DIAS,
2012).

Os neutrdfilos sédo responsaveis por defender a ferida de bactérias e removem
restos de tecidos mortos; isto ocorre devido a liberagao de varios tipos de enzimas
proteoliticas que fragmentam bactérias. A agao dos neutrofilos pode durar até 48h, e
apos este periodo, sofrem apoptose ou sdo fagocitados pelos macrofagos
(MEDEIROS, 2016).
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Os macroéfagos, por sua vez, migram para a ferida apos 48 - 96 horas da lesao,
antecedendo-se ao processo de replicagdo de fibroblastos. Macréfagos do tipo M1,
denominados pro-inflamatoérios, sdo responsaveis pela secrecao de fatores de
crescimento e citocinas; estas ultimas promovem a resposta inflamatoéria, recrutando
e ativando leucdcitos adicionais. Além disso, contribuem na angiogénese (formagéao
de novos vasos sanguineos), fibroplasia (produg¢ao de colageno pelos fibroblastos) e
sintese de matriz extracelular. Estes macrofagos sao designados de reparadores, ou
M2, e promovem a transigdo para a fase proliferativa da cura da ferida (CAMPOS et
al. 2007; LEAL e CARVALHO, 2014).

3.2.2. Fase proliferativa

A segunda etapa do processo cicatricial € a fase proliferativa, também
chamada de granulacdo. E constituida por quatro etapas fundamentais: epitelizacéo,
angiogénese, formacéao de tecido de granulagao e deposi¢cédo de colageno. Esta fase
tem inicio ao redor do 4° dia ap0s a les&o e se estende até o final da segunda semana
(CAMPOS et al., 2007). Este novo tecido possui coloragao vermelha, brilhante e de
aspecto granuloso, permitindo a proliferagdo e migracdo os fibroblastos que séo
responsaveis pela sintese de colageno. Por fim ocorre a epitelizagédo, fase em que
ocorre o fechamento da superficie da lesdo pela multiplicacdo das células epiteliais
da borda, reduzindo o tamanho da ferida (CAMPOS et al. 2016).

3.2.3. Fase de remodelagem

A Ultima etapa, também chamada de fase de maturagdo, caracteriza a
reorganizagao das fibras de colageno, e na redugdo da vascularizagdo. Estes
processos resultam em uma ferida mais plana, com coloragdo rosada ou branca.
Nesta fase comeca a ser notada a forga ténsil da nova pele, que se torna mais forte
com o passar dos dias, entretanto ela s6 alcancga até 70% da forca ténsil da pele sadia
original (OLIVEIRA e DIAS, 2012; CAMPOS et al. 2016).

3.2.4. Tratamento convencional de feridas
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O tratamento convencional de feridas varia conforme o tipo de lesdo a ser
tratada, e cada tipo de lesao precisa de cuidados especificos para melhor tratamento,
cicatrizagdo e qualidade de vida para o paciente (CAMPOS et al. 2016). Segundo a
Resolucdo n° 567/2018 do Conselho Federal de Enfermagem — COFEN, compete ao
enfermeiro avaliar, prescrever e executar curativos em todos os tipos de feridas, além
de supervisionar equipe de enfermagem e na prevengao e cuidado de feridas.

As feridas podem ter as mais diversas origens, dessa maneira, para realizagao
de um tratamento, deve ocorrer avaliacdo ndo apenas da ferida, mas também do
paciente, seu historico de saude, condicbes de nutricdo, além de condi¢des
socioeconbmicas. A partir disso, € preconizado que a ferida deve ser avaliada
diariamente durante a realizagdo do curativo, pois pode ser necessario mudar o
método terapéutico empregado, por exemplo, uma ferida simples, pode ser tratada
apenas com soro fisioloégico a 0,9 %, porém, caso apresente sinais de infec¢do, pode
ser utilizado um curativo de carvao ativado com prata. O uso de fitoterapicos tem se
mostrado cada vez mais eficazes para tratamento de feridas, a exemplo da papaina a
10%, eficaz para o tratamento de feridas necroticas (CAMPOS et al. 2016; LUCENA
et al. 2020).

3.3. Inflamacéao

A inflamagdo é uma resposta protetora que envolve células, vasos
sanguineos, proteinas e outros mediadores, e é destinada a eliminar a causa inicial
de estresse celular, bem como as células e tecidos necroéticos que resultam da lesao
original e iniciar o processo de reparo. Os estimulos nocivos podem ser de diversas
etiologias, como infec¢des causadas por microrganismos e traumas, e tais estimulos
irdo desencadear alteragdes vasculares e celulares (KUMAR, et al., 2013).

O principal evento vascular envolvido € a vasodilatagdo causada por
mediadores quimicos, como a histamina, que causa a criacdo de lacunas inter-
endoteliais, de maneira a permitir a entrada de leucdcitos e proteinas plasmaticas nos
locais de lesdo do tecido. A intensa atividade celular causa eritema e estase do fluxo
sanguineo, portanto, o liquido que extravasa dos vasos sanguineos para os tecidos
lesionados resulta no edema (KUMAR, et al., 2013).
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Por sua vez, o principal evento celular é o recrutamento de leucdcitos, que
saem da corrente sanguinea em direcdo aos tecidos afetados. Tal processo
envolve as seguintes etapas: aderéncia transitoria e rolagem no endotélio vascular,
mediado por selectinas; aderéncia firme a parede do vaso, mediado por integrinas e,
por fim, a migragao entre os espacos interendoteliais. Os neutrofilos predominam no
infiltrado inflamatério inicial e sdo posteriormente substituidos pelos macréfagos. E
importante ressaltar que a destruicdo dos patdégenos € causada por radicais livres,
como as especies reativas de oxigénio, e tais compostos também s&o capazes de
lesar tecidos saudaveis, quando a inflamacao persiste além do tempo adequado
(OLIVEIRA e DIAS, 2012).

3.3.1. Edema de pata induzido por Carragenina - modelo experimental de

compostos com agao anti-inflamatoéria

A carragenina é um polissacarideo sulfatado aniénico de ocorréncia natural,
presente em diferentes espécies de algas vermelhas pertencentes a familia
Rhodophyceae. E considerada um agente flogistico capaz de permitir a determinacéo
do papel de varios mediadores importantes, bem como a identificagdo de drogas
potencialmente anti-inflamatérias (PRAJAPATI et al., 2014). O modelo de agéao
inflamatoria induzida por carragenina foi originalmente proposto por Winter et al.
(1962) por indugdo de edema de pata em ratos. Posteriormente, Levy (1969)
demonstrou que a carragenina também causa edema de pata em camundongos.

O desenvolvimento de edema induzido pela inje¢do de carragenina causa
uma resposta inflamatéria aguda e local, que ocorre em trés fases distintas, de
acordo com os mediadores envolvidos (DI ROSA et al., 1971). Nos primeiros 90
minutos, ocorre a liberacdo de histamina e serotonina (5HT), substancias
responsaveis pela vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular no inicio do
processo inflamatério. A segunda fase ocorre entre 90 e 150 minutos, e é
caracterizada pela liberacdo de cininas, notadamente a bradicinina, que além de
promover o aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos, estimulam a
biossintese de prostaciclinas e outros autacoides participantes do processo
inflamatario.

Por fim, a terceira fase tem inicio apds 150 minutos, quando ocorre aumento
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da sintese de prostaglandinas (PGs) e leucotrienos no tecido inflamado, com um pico
maximo na terceira hora. Nesta fase ocorre uma infiltracdo de leucdcitos
polimorfonucleares, principalmente neutréfilos (DI ROSA et al., 1971; UENO et al.,
2000; QUINTANS-JUNIOR, et al.,, 2010; BATISTA et al., 2016). As PGs séao
eicosanoides derivados do acido aracddnico, via agao de enzimas cicloxigenase
(COX). A inibicdo destas enzimas configura o mecanismo de acdo de anti-
inflamatorios n&o esteroides (AINES), utilizados no tratamento da dor e inflamagéo
(MORRIS, 2003).

3.4. Ferida Infectada

O tratamento de feridas visa reduzir a dor e a proliferagdo de microrganismos,
garantindo a seguranga e o conforto do paciente. O protocolo basico de um curativo
envolve a limpeza, o desbridamento (caso haja a presenga de necrose) e cobertura,
objetivando a protecao da ferida e a prevengao de infecgao (CAMPOS et al, 2016).

Quando ocorre o manuseio inadequado do ferimento, uso de técnica incorreta
de assepsia, protecdo incorreta do leito da lesdo ou auséncia de protecao, pode-se
suceder a contaminagao da ferida por microrganismos patogénicos, sendo 0os mais
comuns: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococus Pyogenes,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (BUZZI, et al., 2015; BORGES et
al., 2022; LUTZKENDOREF et al., 2022).

A contaminacgao por microrganismos gera a formacgao de biofilmes bacterianos
no leito das lesdes, sendo extremamente nociva para o tecido e € um dos principais
responsaveis para o estabelecimento da condigdo cronica de lesdes, ao prolongar
demasiadamente o periodo inflamatorio da ferida. Essa situagdo se agrava ainda mais
com o aparecimento de bactérias multirresistentes, em resposta ao uso indiscriminado
de antibidticos, pratica comum entre significativa parcela da populagédo brasileira
(BUZZ| et al., 2015; JARA et.al., 2017). Apesar do desenvolvimento de novas classes
de antibioticos, o surgimento de cepas bacterianas multirresistentes ocorre em um
ritmo bastante acelerado, fazendo com que a busca por novos agentes
antimicrobianos seja constante. Nesse contexto destacam-se as plantas medicinais,
caracterizadas como fontes de substancias quimicas seguras e eficazes no combate
a microrganismos (SILVA e NOGUEIRA, 2021).
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3.5. Plantas Medicinais

O uso de plantas para fins medicinais, perpassa toda a historia da
humanidade, pois através de chas, pomadas, extratos, 6leos e varias outras formas
que pudessem ser utilizados, os curandeiros, boticarios e primeiros médicos
comecgaram a tratar seus doentes e enfermos, muitas vezes conseguindo cura-los, ou
pelo menos aumentando sua expectativa e qualidade de vida (MONTEIRO &
BRANDELLI, 2017). Mesmo que nem todas as plantas apresentem comprovagao
cientifica quanto a sua eficacia curativa, isso ndo diminui seu uso de forma empirica.

Acredita-se que aproximadamente 80% da populagdo mundial faz uso de
produtos naturais para cuidados de saude. Este conhecimento, com registros antigos
datando de 3000 a.C. na China, ainda se mantém no cotidiano, sendo amplamente
utilizado por pessoas com baixa condigbes socioecondmicas, que sao geralmente
pessoas com dificuldades de acesso aos servigos de saude (STAROSTA & ANJOS,
2020).

No Brasil, o uso de plantas medicinais é estimulado pelo Ministério da Saude
desde 2006, quando foi implementado a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, aprovada por meio do Decreto N° 5.813 em de 22 de junho de 2006,
sendo que em 2009 foi publicado que 9 plantas ja haviam sido aprovadas pela ANVISA
para uso farmacéutico. Isso demonstra que as plantas medicinais sdo um caminho
seguro para as praticas integrativas em saude (CASTRO & FIGUEIREDO, 2019).

Nos ultimos anos, mais de 10.000 artigos foram publicados a respeito do
potencial fitoterapico de plantas medicinais, contudo, poucos estudos avaliam a
toxicologia destes produtos extraidos das plantas, além de existir baixo incentivo da
industria farmacéutica para o desenvolvimento de fitoterapicos (SANTOS, 2018).
Entretanto, estudos a respeito de plantas medicinais sdo importantes, visto que existe
um grande uso empirico das mesmas, e ainda existem muitas espécies que nao
tiveram seu potencial descoberto, cabendo as universidades que fomentam a
pesquisa, estudar e levar este produto até a populagéo, seja através de projetos, ou
de parcerias com empresas farmacéuticas (DUTRA et al., 2016).

Na regido amazoénica, o uso das plantas medicinais € cultural, e isso se deve,
em parte, a impossibilidade de acesso a medicamentos de uso convencional, seja

pelo preco, que muitas pessoas nao tém condigdes de pagar, ou devido as grandes
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distancias que precisam ser percorridas para se chegar a um centro urbano com
atendimento médico e/ou farmacias, fazendo com que a populacao prefira utilizar
plantas que muitas vezes estdo em seus quintais, do que percorrer uma estrada ou
rios em busca de atendimento especializado (MESQUITA & TAVARES-MARTINS,
2018).

Além disso, ao visitar as grandes feiras na regido amazdnica, como o Ver-o-
Peso em Belém — PA, o Mercaddo 2000 em Santarém — PA, ou o Mercado Adolpho
Lisboa em Manaus — AM, é possivel encontrar feirantes especializados na venda de
remeédios a base de plantas medicinais para todos os tipos de tratamento, que sao
frequentemente utilizados pela populagdo. Contudo, mesmo que o uso empirico de
plantas medicinais se mostre eficiente, ainda é necessario comprovacao cientifica
para uso seguro e constatando todas as possibilidades terapéuticas que os

medicamentos a base de plantas medicinais podem nos oferecer.

3.5.1. Oleos essenciais

Oleos essenciais sdo produtos derivados do metabolismo secundario das
plantas, podem estar presentes em qualquer parte de sua estrutura, tais como raizes,
folhas, frutos, cascas e sementes. Entre suas fungdes para a planta estao a protecao,
que pode ser repelindo predadores, ou com ag&o contra microrganismos, além de
proteger a planta contra a perda de agua e excesso de temperatura. Os Oleos
essenciais também possuem aroma forte e caracteristico da planta, isto também
contribui para que a planta atraia insetos que atuam na disperséo do polen e sementes
(SILVA et al., 2019).

Cada planta possui uma variacado propria de substancias quimicas, sendo
constituida principalmente por terpenos. Por apresentarem diferentes funcdes
biolégicas, dentre elas as fungbes antiviral, antibacteriana, anti-inflamatoria,
antisséptica, dentre outras, os Oleos essenciais sdao amplamente utilizados na
fitoterapia (SALVIANO et al., 2017, BEZERRA FILHO et.al., 2020).

Pesquisas tem demonstrado que o uso 6leos essenciais de diversas plantas,

€ um caminho seguro para a solugdo de diversos agravos. Os 6leos essenciais,
dependendo da planta selecionada, ja demonstram que podem ser utilizados em

varias situagbes, como uso antimicrobiano para conservacdo de alimentos,
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atividade antioxidante, sedativo ou na cicatrizagao de um ferimento (MANOHARAN,
et.al.,,2017; ALMEIDA et al., 2018; CUTRIM et al., 2019).

3.5.1.1. Métodos de extracao

Na industria, o método de extragao dos 6leos essenciais mais utilizado é o
de destilagao por arraste de vapor. Entretanto, existem outros métodos capazes de
extrai-los. Dentre eles podemos citar a hidrodestilagdo, extracdo por solventes
organicos, enfloracdo e prensagem a frio. O método selecionado para extragado do
6leo essencial depende da finalidade de uso, e a escolha do método pode influenciar
em seu potencial biologico (SILVEIRA et al. 2012).

A destilacdo por arraste a vapor utiliza um conjunto de equipamentos
interligados, na qual em um baldo se coloca agua, e em outro o vegetal que ira extrair
o ¢6leo, o calor do vapor faz com que as paredes das células da planta se abram,
liberando o dleo que evapora junto com a agua, sendo levado para um condensador,
que deve estar acoplado no baldo de destilagdo. Devido ao 6leo ndo se misturar na
agua, o mesmo fica concentrado sobre a camada de agua, desta maneira pode ser
separado por um funil de separagdo (TRANCOSO, 2013).

A extragao por solventes organicos € utilizada em alguns casos especificos,
quando comprovado que o 6leo ¢é instavel em temperaturas altas, neste caso utiliza-
se compostos organicos como etanol, benzeno e hexano, tendo cuidado com as
especificidades de cada 6leo, evitando uma possivel reagao secundaria (SILVEIRA et
al. 2012). A enfloragado é um método utilizado a muitos séculos; entretanto, seu uso
acaba sendo mais restrito na area cosmetica, para obtencido de aroma das flores,
que possuem Oleos muito instaveis para serem extraidos em outros métodos
(SILVEIRA et al. 2012).

A prensagem a frio € mais utilizada para extragao de 6leo essencial de frutas
citricas, tais como laranja e tangerina. O método utiliza uma prensa hidraulica e a fruta
€ comprimida extraindo suco e 6leo, sendo o 6leo separado posteriormente através
de decantagao e centrifugacéo (SILVEIRA et al. 2012; BUSATO et al., 2014).

O método de hidrodestilacdo também é bastante utilizado, devido sua
praticidade. Consiste em colocar partes da planta ou fruto em contato direto com a

agua fervente, o oleo é liberado junto com o vapor de agua e capturado em um
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condensador (SILVEIRA et al. 2012; BUSATO et al., 2014).

3.5.1.2. Composicdo quimica

Os 6leos essenciais possuem uma composicao quimica complexa que
apresentam alta volatilidade, contendo diversos hidrocarbonetos como aldeidos,
alcoois, éteres, ésteres, cetonas, fenois e fenilpropanodides (SILVA et al., 2019a).
Porém, dentre estas substancias, as que sdo mais presentes sao os terpenos,
estruturas quimicas muito exploradas pela humanidade, através de seu uso em
esséncias, para perfumaria, bem como pela industria alimenticia, por contribuir para a
melhora sensorial dos alimentos (FELIPE & BICAS, 2017).

Os terpenos sdo considerados alcenos naturais, devido a dupla ligagao entre
as moléculas de carbono, o que lhe classifica como hidrocarboneto insaturado. A
principal caracteristica dos terpenos sao o fato de serem a substancias que
proporcionam o aroma das plantas; entretanto também possuem outras atividades
biolégicas (FELIPE; BICAS, 2017).

3.5.1.3. Potencial biolégico

Os oleos essenciais apresentam variados potenciais bioldgicos, isso depende
da qualidade de extragdo do dleo, tipo de vegetal, area da planta utilizada, dentre
outros. Podem trazer inumeros beneficios para a saude e bem-estar, pois podem ser
implementados em diversas areas de atuagdo como saude, estética, agronomia e
veterinaria (MACHADO & JUNIOR, 2011).

A acao antimicrobiana de d6leos essenciais, por exemplo, é fonte para
inumeras pesquisas, sendo altamente empregadas na agroindustria, pois
apresentam grande potencial para conservagao de alimentos, evitando a proliferagao
de bactérias, desta maneira excluindo a necessidade do uso de conservantes
industriais (SILVA et al., 2020b).

Estudos ja demonstram potencial larvicida de 6leos essenciais contra larvas
de mosquitos vetores de doencgas (SILVA et al, 2019b); potencial antifungico contra
fungos fitopatogénicos (FONTANA et al., 2020; MENEZES FILHO et al. 2020).

Os 6leos essenciais de Carum carvi e Citrus lemon apresentam potencial
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contra problemas gastrintestinais; em relagdo ao sistema respiratorio os 6leos de
Eucaliptus globulus e Cinnamomum camphora destacam-se com agao estimulante.
Em relagcdo a agédo anti-inflamatoria e antioxidante, os déleos de Origanum vulgare
e Satureja cuneifélia merecem destaque. Os Oleos essenciais também ja
demonstram potencial anticarcinogénico, com resultados satisfatorios em testes in
vitro e in vivo, entretanto ainda ndo se conhece seus efeitos em seres humanos
(FERREIRA, 2014). Também apresentam agao relaxante, através da aromaterapia
e massagens (GNATTA et al., 2016; MONTIBELER et al. 2018).

3.5.2. Oleos essenciais e suas atividades em processos cicatriciais

O efeito cicatrizante de 6leos essenciais e seus constituintes majoritarios tém
sido relatados (CAVALCANTI et al., 2012; RIELLA et al., 2012; TUMEN et al., 2013).
O uso do dleo essencial de Mentha piperita, por via topica, por exemplo, ajuda na
reducao da fase inflamatoria, acelerando o processo de cicatrizagdo (MODARRESI
et al., 2019). O dleo essencial obtido da Calendula officinalis também demonstrou
potencial cicatrizante em feridas cuténeas de ratos Wistar (VIVEIROS, 2018).

O potencial cicatrizante de 6leos essenciais sobre feridas de pacientes
diabéticos, foi demostrado no estudo de Carvalho et al. (2016), incluindo sua eficacia
no alivio da dor. O 6leo de Caryocar brasiliense demonstra grande potencial
cicatrizante, diminuindo a inflamacao e acelerando o reparo tecidual (BEZERRA et al.
2015). Os dleos essenciais de Cedrus libani e Abies cicilica induziram a cicatrizagao
de feridas e apresentam atividade anti-inflamatéria em modelos de inciséo e excisao
de feridas experimentais em ratos (TUMEN et al.,, 2011). Riella et al. (2012)
demonstraram que o monoterpeno timol apresentou efeito anti-inflamatorio e que a
incorporacao desse monoterpeno em curativos, proporcionou melhoras no processo
de cicatrizacao de feridas. Perches et al., (2015), utilizaram um colirio a base do dleo
essencial de Citrus lemon, para o tratamento de ulceras corneais induzidas em

coelhos.

3.5.3. Oleos essenciais e suas atividades em processos anti-inflamatérios

O uso dos dleos essenciais também se mostra efetivo para o tratamento de
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processos inflamatérios. Ramos (2014), demonstrou que o O6leo essencial de
Mangifera indica apresentou potencial anti-inflamatério relacionado a inibicado da
migragao celular além de diminuir a produgado de citocinas pro-inflamatérias. O dleo
essencial de Cyperus articulatus também apresentou grande potencial anti-
inflamatdrio em testes in vitro (FERREIRA, 2018). O uso topico do 6leo essencial de
Baccharis dracunculifolia apresentou grande potencial anti-inflamatério em

experimento realizado com camundongos (BRANDENBURG, 2020).

3.5.4. Oleos essenciais com potencial antimicrobiano.

O potencial antimicrobiano € o mais conhecido das atividades bioldgicas
atribuidas a dleos essenciais, sendo amplamente estudado e utilizado na industria
farmacéuticae principalmente a industria alimenticia, para conservagao alimentos,
semproporcionar risco para a saude da populacao que os consumir (ALMEIDA et al.,
2020).

Oleos essenciais de Tagetes minuta L., por exemplo, apresentam efeito
antimicrobiano frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli, bactérias de
grande atencdo da saude publica, pois sao responsaveis por diversos tipos de
infecgdes (SPERANDIO et al., 2019). O éleo essencial extraido da flor de Lavandula
dentata L. e Ocimum basilicum apresenta efeito antibacteriano contra Pseudomonas
aeruginosa (ULSENHEIMER et al., 2020). Oleo essencial de Lippia origanoides,
conhecido também como alecrim-pimenta, é efetivo na inibicdo de crescimento de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella choleraesuis, além de
apresentar efeito antifungico contra Candida albicans (ALMEIDA et al., 2016;
QUEIROZ et al., 2014).

Infecgbes causadas por fungos e bactérias sao geralmente tratadas com
antibiéticos, mas em alguns casos verifica-se que algumas cepas sao resistentes a
esta classe de medicamentos (EKAWATI et al., 2020). Ao se tratar de infec¢des de
feridas, a resisténcia antimicrobiana tem sido tema de interesse global, sendo
considerada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como as dez principais
ameacas a saude humana (PUCA et al., 2021).

Por esse motivo, inumeras pesquisas tém sido voltadas para a descoberta de

novos compostos com potencial antimicrobiano, principalmente compostos nao
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sintéticos, de origem natural; na expectativa de que estes compostos, além de
eficazes, apresentem efeitos colaterais reduzidos, e sejam viaveis do ponto de vista
econdmico.

Nesse contexto, os Oleos essenciais podem representar uma nova
abordagem terapéutica antimicrobiana, mesmo contra microrganismos resistentes a
maioria dos antimicrobianos convencionais (RIBEIRO e SIMOES, 2019). Vale
ressaltar que os Oleos essenciais sdo constituidos por diferentes compostos
quimicos, portanto, seu mecanismo de acao depende de sua diversidade quimica e
da quantidade de cada composto individual, dessa forma, sua atividade
antimicrobiana nao é atribuivel a um Unico mecanismo, mas sim uma cascata de
reacdes envolvendo toda a célula bacteriana (BURT, 2004; NAZZARO et al., 2013).

Bakkali e colaboradores (2008), descrevem que, devido a caracteristica
lipofilica, os Oleos essenciais podem, por exemplo, atravessar a membrana
citoplasmatica, desestruturar suas diferentes camadas de polissacarideos, acidos
graxos e fosfolipidios e torna-los mais permeaveis, de modo que a citotoxicidade

parece incluir tais danos a membrana.

3.6. S. aureus, S. pyogenes e S. epidermidis associados a infec¢des de

feridas cutaneas

S. aureus, S. pyogenes e S. epidermidis fazem parte do grupo de bactérias
piogénicas frequentemente associadas as infec¢bes de feridas, onde podem causar
desde simples infecgdes, com a presenca de pus, a infecgdes necrosantes graves
(EKAWATI et al., 2020).

Na fase inicial das infec¢des, primeira semana, bactérias Gram-positivas,
especialmente S. aureus, parecem ser os colonizadores mais frequentes (PUCA et
al., 2021). Quando presentes em lesdes na epiderme, S. aureus podem desencadear
infeccbes na camada superficial de queratina (impetigo), na camada superficial da
epiderme (erisipela) e no tecido subcuténeo (celulite), além de desencadear foliculite,
abscessos (EKAWATI et al., 2020), eritema e separagdo de pele promovida por
toxinas esfoliativas, incluindo enzimas epidermoliticas A e B (LOWY, 1998).
Streptococcus pyogenes também pode causar impetigo, erisipela, celulite, além de

infeccdes na fascia (fasciite necrosante) ou o musculo (miosite e mionecrose). E
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também o agente etioldgico da escarlatina e da sindrome do choque toxico
estreptococico (STEVENS et al., 2016). Por sua vez, S. epidermidis, embora seja
considerado como um microrganismo comensal simbionte, ha evidéncias de que a
colonizagao da pele por cepas especificas desse microrganismo pode ser prejudicial
ao hospedeiro, onde a simples ruptura do tecido epitelial altera drasticamente o
comportamento de S. epidermidis de benigno a patogénico (BROWN e HORSWILL,
2020).

3.7. Biotecnologias aplicadas para dar estabilidade a formulagbes a base de

6leos essenciais

Os 6leos essenciais sdo elementos instaveis e, por esse motivo, € necessario
que se produzam formulagdes que tornem seus componentes estaveis e que possam
prolongar seu efeito terapéutico (SILVA et al., 2015). Uma forma de buscar
estabilidade para os 6leos essenciais € através de cremes, método comumente
utilizado na area de cosmética. Utiliza uma emulsdo com mais de um principio ativo
dissolvido em uma base apropriada, criando uma estrutura estavel que proporciona
melhor absorcao pela pele.

Existe também a possibilidade de utilizar géis, que sao sistemas
semissolidos que possuem pequenas moléculas inorganicas dispersas em grande
quantidade de liquido, outra caracteristica € que existe uma maior concentracéo de
agua em relagcao a quantidade de 6leo no componente final (COELHO, 2014).
Contudo, nos ultimos anos, a utilizagdo de nanotecnologia tem sido cada vez mais
utilizada.

Nanocarreadores coloidais submicrométricos, tais como lipossomos,
nanoparticulas, microemulsées e nanoemulsdes por exemplo, sdo considerados
sistemas promissores no setor farmacéutico, apresentando numerosos vantagens
sobre as formulagdes tradicionais, tais como: liberagao controlada do elemento ativo;
solubilizagdo de moléculas lipofilicas, protegao contra degradagdo quimica e
enzimatica de moléculas labeis; reducao da volatilizagao, dose e efeitos colaterais
(BAJERSKI et al., 2016). Recentemente, atencdo especial tem sido dada para

formulagdes que usam a fase oleosa como nucleo de preparagdo de nanoemulsdes.
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3.7.1. Nanoemulsao

As nanoemulsdes sao sistemas cineticamente estaveis, podendo ser de
Oleo/agua (O/A), quando goticulas de éleo estédo dispersos na fase aquosa continua,
ou agua/éleo (A/O), quando goticulas de agua estao dispersas na fase oleosa
continua. As particulas contidas em nanoemulsées possuem o tamanho entre 20 e
500nm, podendo ser translucida quando apresentar tamanho menor que 200nm e
opalescentes com tamanho superior a 500nm (CAMARGO, 2008).

A relacao dos tamanhos das particulas influencia na eficacia do farmaco;
quanto menor o tamanho da particula mais eficaz sera sua agao e melhor sera sua
estabilidade, fazendo com que a nanoemulsdo seja eficiente no transporte de
farmacos ativos, melhorando as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do
material em que forem aplicadas (PIRES, 2016).

As nanoemulsbées nao podem ser formadas espontaneamente, sendo
necessario fornecimento de energia ao sistema. Assim, podem ser preparadas por
métodos que utilizam alta ou baixa energia de emulsificagao (BAJERSKI et al., 2016).
As técnicas que utilizam alta energia, utilizam energia mecanica por meio de alta
tensdo de cisalhamento, geralmente por uso de homogeneizadores de alta presséo
ou geradores de ultrassom, capazes de induzir, devido as for¢gas de cisalhamento
intensas, a ruptura de estruturas micrométricas e levar a formagao de particulas
nanomeétricas (KOURNIATIS et al, 2010; LIU et al., 2019).

Ja a técnica que utiliza baixa energia de emulsificacdo utilizam as
propriedades fisico-quimicas dos sistemas para obterem emulsdes com gotas muito
pequenas (TADROS et al., 2004). As técnicas de baixa energia mais utilizadas sao
Emulsdo Espontanea e Inversdo de Fase de Emuls&do, que inclui Inversdo da
Composicéao das Fases e Temperatura de Inverséo de Fase (LIU et al., 2019). Em
ambos ocorre a inversao de fase da emulsao de agua/éleo para 6leo/agua ou vice e
versa (MCCLEMENTS & RAO, 2011). Nas abordagens de baixa energia, a formagao
das particulas ocorre de maneira espontanea, quando a solugao (como a velocidade
de agitacdo, a taxa e a ordem de adigdo), ou as condi¢gdes ambientais (como

temperatura e pH) séo alteradas.

3.8. Pectis elongata Kunth (Asteraceae)
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A espécie Pectis elongata Kunth [syn. P. elongata var. divaricata Hieron; P.
elongata var. fasciculiflora (DC.) D. J. Keil; P. elongata var. floribunda (A. Rich.) D. J.
Keil; P. elongata var. oerstediana (Rydb.) D. J. Keil, P. elongata var. schottii Fernald
(International Plan names index) (figura 01), € encontrada em varias regides das
América Central e América do Sul. Apresenta porte herbaceo, podendo atingir
aproximadamente 40cm de altura. Nos estados do Para e Amapa, esta espécie é
conhecida como “cuminho”, devido ao cheiro lembrar o tempero popularmente usado
em diversas receitas. Na Guiana Francesa é utilizada comumente em chas ou como
tempero culinario (SILVA et al., 2005).

Figura 01 - (A) a espécie Pectis elongata (B) detalhe da flor, (C) detalhe das glandulas
de oOleo

O dleo essencial é extraido a partir de suas folhas, que possuem glandulas
de 6leo em suas bordas, sendo responsaveis pelo seu aroma tipico de liméao e erva-
doce (MASSING et al, 2021). Ja foram encontrados dois quimiotipos distintos para
esta espécie: citral e aldeido perila (SILVA et al., 2005; MASSING et al, 2021).

Em relagao ao potencial bioldgico do 6leo essencial de Pectis elongata, poucos
dados cientificos existem atualmente, porém ja se comprovou sua atividade
antimicrobiana contra Candida albicans, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes.
(SILVA et al., 2021).

4. Material e Métodos

4.1. Tipo de Estudo
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Trata-se de uma Pesquisa Experimental, de carater prospectivo, longitudinal,

quantitativo e intervencional.

4.2. Material vegetal

O material vegetal foi coletado na cidade de Santarém, estado do Para, em
area de cultivo localizada sob as seguintes coordenadas geograficas: 2°27.8'143” S/
54°41,31'646” W. A coleta foi realizada em fevereiro de 2021, no periodo da manha
(9:00h). A identificagao botanica foi realizada pela professora MsC. Chieno Suemitsu,
e exemplares encontram-se depositados no Herbario da Universidade Federal do
Oeste do Para, sob numero de registro HSTM-003432.

4.3. Extracao do dleo essencial e determinagao do rendimento

Folhas e ramos finos de P. elongata foram secos a temperatura ambiente,
durante o periodo de 4 dias. Apds secagem, o material vegetal foi submetido ao
processo de extracdo do oleo essencial, pela técnica de hidrodestilagao, utilizando
aparelho tipo Clevenger (100g, 3h). O 6leo obtido foi seco em sulfato de sédio anidro
(Na2S0s4), e o seu rendimento foi calculado com base no peso seco da planta, a partir
da relagdo entre o volume de éleo obtido e a biomassa vegetal livre de umidade (%
v/p) (SANTOS et al., 2004), segundo a formula descrita abaixo:

Onde:

T,= teor de dleo (mL de dleo essencial em 100 g de biomassa seca) ou
rendimento de extracao (%);

V, = volume de dleo extraido (ml), lido diretamente na escala do tubo separador.

B,, = biomassa aérea vegetal (folhas e ramos finos),

medida em gramas.

B xU

00 quantidade de umidade ou agua presente na biomassa.
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Bm—(BTOEU) = quantidade de biomassa seca, isenta de agua ou livre de

umidade.

100 = fator de conversao para porcentagem.

Os procedimentos foram realizados em triplicata.

4.4. Preparo da nanoemulsédo pelo método de baixo aporte de energia

A nanoemulsao, a base de 6leo essencial de P. elongata, foi preparada pelo
meétodo de baixo aporte de energia, segundo metodologia descrita por Pereira et al.,
2021, com modificagbes. Para isso, 0,03g de Polissorbato 80 (Tween80 - surfactante
nao idnico) foram misturados a 0,03g de d6leo essencial, com posterior agitagcao
vigorosa durante 1 min, em agitador tipo vortex. Posteriormente, adicionou-se agua,
lentamente, gota a gota, até obtencdo de massa final de 3,0g. A nanoemulséo
resultante foi armazenada em frascos de vidro transparente, sob temperatura

ambiente (25 £ 2°C) e protegida da luz até o momento de uso.

4.5. Determinacdo do Diametro HidrodinAmico, indice de Polidispersdo e
Potencial Zeta (espectroscopia de correlagdo de fotons).

Para determinagcdo do diametro hidrodinamico, indice de polidispersao e
potencial Zeta do sistema nanoestruturado, utilizou-se o equipamento Zetasizer Nano
SZ (Malvern Instruments Inc. USA). Para isso, a amostra foi inicialmente preparada
diluindo-se 10uL da nanoemulsdo em 990 uyL de agua ultrapura, transferida para
cubeta de poliestireno e introduzida no equipamento para a leitura do didmetro
hidrodinamico e indice de polidispersao, por meio da técnica de espalhamento
dinamico de luz. A mesma diluigao foi utilizada para conferir o potencial Zeta, sendo a
leitura realizada em cubeta especifica (DST1061), utilizando-se a técnica de
microeletroforese doppler a laser. As analises foram realizadas no Laboratério de
Nanotecnologia Farmacéutica - NANOFARM/UFPA, em temperatura de 25°C, em um
periodo de 14 dias apds o processo de nanoemulsificacao.

4.6. Determinacdo da composicdo quimica do oleo essencial livre e



34

nanoestruturado, analisada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM).

A identificacdo dos constituintes quimicos presentes no 6leo essencial livre e
nanoestruturado foi realizada por GC-EM, usando o equipamento QP-2010-Plus
(Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan), com auxilio do software MS Solution e de
bibliotecas-padrdoes (ADAMS, 2007; NIST, 2011). Para esta a analise, utilizou-se uma
coluna capilar de silica (Rtx-5ms, 30m x 0,25mm x 0,25um). As condi¢des de analise
foram as seguintes: temperatura do injetor 250°C; programacao de temperatura do
forno 60°C (5 min), gradiente de 3°C/min até 240°C; gas de arraste hélio (1,0 mL min-
'); injecao tipo split de 1,0uL da amostra; ionizagdo por impacto eletrénico (70eV);
temperatura da fonte de ion e linha de transferéncia de 200°C e 250°C,
respectivamente. Os compostos foram identificados pelo tempo de retencdo dos
padrdes e por comparacado dos seus respectivos espectros de massas com aqueles
das bibliotecas citadas acima. Para analise cromatografica dos constituintes quimicos
retidos na nanoemulsdo, inicialmente foi realizada a particdo liquido-liquido da

amostra. Para isso, 500uL da nanoemulsao foram diluidos em 1500uL de hexano.
4.7. Determinacéo do potencial antimicrobiano
4.7.1. Microrganismos e condi¢des de cultivo

Para analise do potencial antimicrobiano do 6leo essencial nanoestruturado,
foram utilizadas bactérias de interesse em saude publica, que frequentemente
interferem no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas. As cepas padroes
selecionadas (Streptococcus pyogenes S012, Staphylococcus epidermidis S010 e
Staphylococcus aureus S008) foram adquiridas comercialmente na forma liofilizada,
da empresa Cefar Diagndstica. Os microrganismos foram inicialmente hidratados em
caldo Mueller Hinton (MHA) a 37 + 2 °C, durante 24 h. Sequencialmente aliquotas
foram transferidas para placas de Petri contendo agar Mueller Hinton e incubados sob
as mesmas condicoes descritas acima. Os indculos foram preparados através da

inoculagao direta de colénias em 1 mL de solugao salina estéril, e ajustados ao padrao

0,5 na escala de McFarland, correspondendo a 1,5 x 108 UFC mL-" (NCCLS/CLSI,
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2006).

4.7.2. Método de microdiluicdo em caldo - Determinacido da
concentracgao inibitéria minima (CIM) e a concentragédo bactericida minima (CBM)
(NCCLS, 2004).

Neste método, a concentragcdo inicial de ensaio foi de 10 mg mL-1.
(nanoemulsao néo diluida). A partir desta solugdo, as demais concentragdes foram
igualmente preparadas por diluicdo em série (fator de diluicdo 1:1) usando Caldo
Mueller-Hinton (MHB) como diluente. O in6culo bacteriano foi inicialmente ajustado ao

padrao 0,5 da escala de McFarland, com posterior diluicido em solucdo salina estéril
(fator de diluigdo de 1:10), para obteng¢ao da concentragao final de 1,5 x 104 UFC mL-

1. Os testes foram realizados em placas de 96 pogos, onde cada pogo recebeu 90 uL
da concentracio especifica da nanoemulséo, 90 uL de MHB estéril e 10 uL do indculo.
Ampicilina foi diluida em solucdo tampao fosfato de sodio, para obtencdo de

concentragdes variando de 2 a 256 ug mL-1. O controle de viabilidade das cepas, 0
controle de esterilidade do meio e o controle de atividade do solvente, foram realizados
simultaneamente. Cada poco comportou volume final de 100 pyL. As placas foram
encubadas em estufa bacteriolégica, com temperatura de 37 + 2°C, por 24h.
Transcorrido o periodo de incubagéo, a inibicdo do crescimento dos microrganismos
foi revelada por adigdo de solugdo aquosa de resazurina (20 uL, 0,02%, p/v) e re-
incubacao por mais 3h. A CIM, definida como a menor concentragao de 6leo essencial
capaz de inibir o crescimento de microrganismos, foi determinada pela permanéncia
de coloragao azul nos pogos. A mudancga da cor azul para rosa (devido a reducéo da
resazurina a refazurina) indica o crescimento de células viaveis. Os pogos que nao
mostraram crescimento aparente foram selecionados para avaliar a CBM,
determinada pela auséncia de crescimento microbiano apds subcultura em placas

contendo MHA.. Os testes foram realizados em triplicata.
4.8. Atividades anti-inflamatdria e cicatrizante - Animais utilizados no estudo

Para o teste de edema de pata induzido por A-carragenina, foram utilizados
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36 (trinta e seis) Rattus novergicus, da linhagem Wistar, machos, com idade
aproximada de 2 meses e peso entre 150 e 200 g. Para o experimento de cicatrizagao,
foram utilizados 72 (setenta e dois) camundongos, da linhagem Swiss, com idade
aproximada de 2 meses, e peso entre 40 e 50 g. Todos os animais sdo provenientes
do Biotério da Universidade Federal do Oeste do Parda — UFOPA e da Universidade
do Estado do Para — UEPA, Campus Xll, onde sdo mantidos em estantes ventiladas,
temperatura de 24 + 2 °C, fotoperiodo com ciclo de 12h claro/escuro e recebendo agua
e racao ad libitum.

4.8.1. Principios Eticos da Pesquisa

Todo o manejo dos animais utilizados na pesquisa segui o Art. 225, Lei n°
6.638/1979, Lei Arouca n°11.794/2008, Decreto 6.899/2009 e as Resolucdes
Normativas 30/2016 e 37/2018. Esse estudo foi submetido e aprovado no Comité de
Etica no Uso de Animais — CEUA/UFOPA, e encontra-se aprovado sob nimero de
protocolo 0820210124 (ANEXO ).

4.8.2. Avaliacdo do potencial anti-inflamatério - Teste de edema de Pata

induzido por carragenina

4.8.2.1. Delineamento experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em 06 (seis) grupos, contendo 06

(seis) animais cada, sendo:

v" Grupo controle do solvente (n=6) - receberam, via oral, 300 uL da solugéo
solvente da nanoemulséo (Tween 80 a 1%);

v" Grupo controle negativo (n=6) - receberam, via oral, 300 pL de aguadestilada;
v" Grupo controle positivo (n=6) - receberam, via oral, solugao de indometacina,
na dose final de 10 mg Kg™’;

v Grupo tratamento 1 (n=6) - receberam, via oral, nanoemulsao contendo 6leo
essencial, na dose final de 10 mg Kg™’;

v Grupo tratamento 2 (n=6) receberam, via oral, nanoemulsédo contendo 6leo
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essencial, na dose final de 5 mg Kg*;
v" Grupo tratamento 3 (n=6) receberam, via oral, nanoemulsao contendo 6leo
essencial, na dose final de 2,5 mg Kg'.

4.8.2.2. Procedimentos

Os tratamentos foram administrados 45 minutos antes da indug¢ao do edema,
pela administrag&do subplantar de A -carragenina (1%) - Sigma Aldridh (20uL/pata), na
pata posterior esquerda, seguindo o descrito por WINTER et al., (1962) e
HENRIQUES et al., (1987). Volume semelhante de salina (NaCl 0,9%) foi injetado na
pata contralateral. O edema foi registrado nos tempos 0, 4 e 24h apds a
administracao dos tratamentos.

O volume do edema, em mililitros (mL), foi registrado com auxilio de um
pletismémetro (Insight, Brasil). Para isso, a pata posterior esquerda do animal é
submersa até a jungao tibio-tarsal, na camara de leitura do aparelho. O volume de
liquido deslocado é registrado digitalmente e corresponde ao volume da pata. Os
resultados foram expressos como a diferenga de volume (mL) entre a pata que

recebeu A -carragenina e a pata contralateral, que recebeu solugao salina.

4.8.3. Avaliagao do potencial cicatrizante

4.8.3.1. Delineamento experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em 6 (seis) grupos, contendo 06 (seis)

animais cada, sendo:

v' Grupo controle positivo (n=06) - receberam, via topica, 50 uL de oleo de
girassol comercial (Dersani);

v" Grupo controle do solvente (n=06) - receberam, via tépica, 50 uL da solugao
de preparo da nanoemulsdo (Tween 80 a 1%);

v Grupo controle negativo (n=06) - receberam, via tépica, 50 pyL de solugao
salina;

v' Grupo tratamento 1 (n=06) - receberam, via topica, 50 yL da nanoemulséo



38

contendo 6leo essencial de Pectis elongata, na concentragao final de 10mg/mL;
v' Grupo tratamento 2 (n=06) - receberam, via topica, 50 yL da nanoemulséo
contendo oOleo essencial de Pectis elongata, na concentracéo final de 5mg/mL;
v' Grupo tratamento 3 (n=06) - receberam, via topica, 50 yL da nanoemulséo

contendo 6leo essencial de Pectis elongata, na concentragao final de 2,5mg/mL.

4.8.3.2. Procedimentos

Os testes foram realizados segundo metodologia descrita por
BEHEREGARAY et al. 2017. Os animais foram inicialmente anestesiados com inje¢cao
intraperitoneal da associagdo de ketamina 100 mg kg™' e Xilazina 10 mg kg™', seguida
de injecao subcutanea local com lidocaina (0,5% - 3 ml Kg'). Apds a anestesia, foram
realizados os procedimentos de tricotomia elétrica, assepsia (iodo ativo a 1%) e incisao
cirurgica da regiao dorsal, utilizando Punch de bidpsia n° 5.

Posteriormente a incisdo cirurgica, e logo apds a recuperacao da anestesia,
0s animais de cada grupo receberam os respectivos tratamentos: controle positivo,
controle do solvente, controle negativo e grupos teste, com trés diferentes
concentragbes do Oleo essencial de Pectis elongata nanoemulsificado. A
administragao dos tratamentos (via tépica) foi realizada com auxilio de micropipetas,
utilizando ponteiras estéreis.

Cada grupo foi avaliado em dois momentos: o primeiro, com duragéo de 7 dias
de cicatrizagéo, e o segundo com duragao de 14 dias, a contar do procedimento de
incisao da ferida.

Para verificacdo do processo de cicatrizacdo, todas as incisdes foram
inicialmente medidas com auxilio de paquimetro digital e posteriormente registradas
por fotografia. Apds 7 dias de tratamento, 6 (seis) animais de cada grupo foram
eutanasiados para medicao e registro fotografico do local da incisdo. Os 6 (seis)
animais restantes de cada grupo foram observados por mais 7 (sete) dias, totalizando
14 (quatorze) dias consecutivos de tratamento, quando entdo foram eutanasiados,

para medida e registro fotografico das incisdes.

4.8.3.3. Analise Macroscopica
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Ao término da cirurgia, as lesdes foram fotografadas, com altura de 10cm de
distancia entre a camera e o animal, sendo as fotografias realizadas nos tempos 7 e
14 dias apo6s o ferimento. Foram registrados o grupo de tratamento ao qual o animal
pertence, o tempo de tratamento (0, 7 ou 14 dias) e numero do animal por grupo (1,
2,3,4,5e06).

As feridas fotografadas tiveram suas areas medidas com auxilio do programa

ImageJ® (NIH, EUA), que avalia a lesdo graficamente pela medida do diametro
(WEBER & SANTOS, 2019). O percentual de contragdo das feridas foi calculado
utilizando a seguinte formula (TONG et al., 2008):

% de contragao = (area inicial - area final) x 100
area inicial

Durante o periodo de tratamento, foram também observadas possiveis
alteracdes nos animais, tais como: sinais de tremores, convulsdes, salivacao, diarreia,
letargia e alteragbes na pele, pélos, olhos e mucosas.

Para alivio de dor e melhor bem-estar dos animais durante o periodo de
experimentagdo, 0s animais receberam diariamente dosagem adequada de

Paracetamol (10 mg kg™).

49. Analise Estatistica

Os resultados das analises do potencial antimicrobiano, foram expressos
como média + desvio padrao, e submetidos a analise de variancia, seguido do teste
de Turkey, os resultados do potencial anti-inflamatério e cicatrizante foram expressos
como média + desvio padrdo, e submetidos a analise de multipla comparacao de
Dunnett, as diferengas entre os grupos foram consideradas estatisticamente
significativas quando p < 0,05. O intervalo de confianga foi estabelecido em 95%. As

analises foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prisma 7.0.

5. Resultados e discussao

5.1. Rendimento e composicdo quimica do Oleo essencial livre e
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nanoestruturado

O rendimento do 6leo essencial de P. elongata foi determinado em 1%. Apos
analise dos constituintes quimicos do 6leo essencial livre e nanoestruturado (tempos
0, 7, 15, 60 e 360 dias), evidenciou-se o citral (neral + geranial), como constituinte

majoritario, seguido de outros terpenos, em baixas concentragdes (Tabela 01).

Tabela 01. Compostos quimicos majoritarios presentes no 6leo essencial de Pectis
elongata livre (OElivre) e nanoestruturado (tempos 0, 7, 15, 60 e 360 dias pods-
producao.

CONSTITUINTES OF livre Nanoemulsao (%)

QUIMICOS TO T7 T15 T60 T360
p-Menta-1,5-dien-8-ol - _ _ _ _ 1,0
2-Acetoxihexano 1,13 0,3 0,2 0,2 0,2 0,8
6-metil-5-hepten-2-ona 0,84 0,8 0,9 1,0 0,3 0,6
Cis-Piperitol - - - - 0,1 0,7
Limoneno 0,73 0,4 0,5 0,6 0,1 -
Linalol 0,41 0,4 0,4 0,5 0,2 0,4
Nerol 1,64 1,4 1,5 1,5 0,2 _
Neral 37,20 39,1 38,5 36,3 34,0 25,2
Geraniol 2,84 2,5 2,7 2,6 0,6 _
Geranial 54,11 53,8 54,1 54,5 61,7 53,7
Citronelal 0,05 _ _ _ _ 3.1
Hidroxi citronelal - - 0,2 0,6 0,4 2
3-Undecanol - _ 0,2 0,7 0,5

Acido geranico - i i 0,6 0,4 2?7
TOTAL DE COMPOSTOS 98,95 98,8 99,3 99,0 98,5 90,2

IRc = Indice de Retengdo Calculado (Rxi-5ms column), IRL = indice de Reteng&o da Literatura. T =
tempo em dias. OE = 6leo essencial.

Existem fatores que podem influenciar na composi¢cdo quimica de oleos
essenciais. Estes podem ser divididos em fatores bioldgicos, representados por
organismos vivos presentes no solo, e os que habitam a prépria planta; e néo
bioldgicos, tais como o clima, o pH e o nivel de hidratagao do solo (DE MATOS et al,
2019; FOKOU et al., 2020).

Como a composi¢cado quimica pode variar, diferentes quimiotipos podem ser
reconhecidos para uma mesma espécie, portanto é relevante comparar os principais
compostos quimicos encontrado nos 6leos essenciais de Pectis elongata coletado em

diferentes localidades. Ha pesquisas identificando os compostos quimicos da Pectis
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elongata em outros paises, tais como em Porto Rico, nos EUA, e na ilha Martinica,
nas indias Ocidentais, destacando citral (geranial - 40,15% e neral - 27,47%) como
constituinte majoritario (ARRILLAGA, 1943; PRUDENT et al, 1995).

No Brasil, ha catalogadas amostras dos estados do Para, na cidade de
Santarém, e em Boa Vista, Roraima, onde o citral representa o composto majoritario
(MASSING et al., 2021; SILVA et al., 2021, PEREIRA et al., 2021).

Por outro lado, o 6leo essencial extraido de espécimes coletados nas cidades
de Belém e Bujaru (Para, Brasil), e Ferreira Gomes (Amapa, Brasil), os compostos
predominantes foram aldeido perila e limoneno (SILVA et al., 2005). A variabilidade
presente nos Oleos essenciais de diferentes localidades possibilitou que fossem
catalogados 2 quimiotipos diferentes para a mesma espécie de P. elongata
(MASSING et al, 2021).

No presente estudo, o 6leo essencial de P. elongata, em sua forma livre,
apresentou citral (91,31%) (neral + geranial) como constituinte majoritario. Da mesma
forma, no sistema nanoestruturado, em amostras avaliadas nos tempos 0, 7, 15,60 e
360 dias pos-preparo, os valores (%) de citral foram determinados em 92,8; 92,6; 90,8;
95,7 e 78,9, respectivamente. Analisando os dados apresentados da Tabela 01, foi
possivel verificar que nos tempos 0, 7, 15 e 60 dias pds-preparo, a concentracao de
citral manteve-se estavel no sistema nanoestruturado, quando comparado ao éleo
livre.

No presente estudo, a nanoemulsao foi obtida utilizando-se o método de baixo
aporte de energia e Tween80 como surfactante nao-iénico. Segundo KOMAIKO &
MCCLEMENTS (2016), nanoemulsdes preparadas por este método sao eficientes em
reduzir o processo de degradagdo de compostos bioativos presentes em oOleos
essenciais, 0 que corrobora com os resultados encontrados.

Observou-se ainda nao haver perda significativa de citral no sistema
nanoestruturado, mesmo apds um longo periodo de armazenamento (360 dias). Apos
este periodo, o valor de citral no sistema nanoestruturado representou 86,41% de seus
valores iniciais (tempo zero), confirmando estabilidade quimica da nanoemulséo
durante todo o periodo avaliado. Estudo semelhante foi realizado por Pereira e
colaboradores (2021), onde o processo de nanoemulsificagdo do 6leo essencial de
Pectis elongata nao afetou seu perfil quimico geral.

Vale ressaltar que o citral foi citado como sendo o componente responsavel
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por diferentes propriedades farmacologicos ja descritas na literatura para esta
espécie, incluindo seu potencial antibacteriano e antifungico (PRUDENT, et al., 1995,
MASSING et al., 2021, SILVA et al., 2021).

5.2. Determinacdo do Diametro Hidrodinamico, indice de Polidispersdo e

Potencial Zeta (espectroscopia de correlagdo de fétons)

As leituras do didmetro hidrodindmico, indice de polidispersao e do potencial
Zeta da nanoemulsao, foram realizadas em equipamento Zetasizer modelo Nano ZS.
Os resultados mostraram particulas em tamanho nanométrico (109,7 £ 1,4 nm), baixo
indice de polidispersao (0,182 + 0,00) e elevado valor de potencial Zeta (-32,3 + 1,2
mV). Estes resultados caracterizam-na como uma nanoemulsdo com distribuicdo
uniforme de tamanhos e forgcas de repulsdo forte o suficiente para impedir a
coalescéncia entre particulas, propriedades que garantem sua estabilidade fisica.

Utilizando um sistema de emulsdo multipla (polissorbato 80 e trioleato de
sorbitan) e tecnologia de baixo aporte de energia, Pereira e colaboradores (2021)
produziram nanoemulsées contendo 6leo essencial de P. elongata quimiotipo citral,
com caracteristicas de tamanho, indice de polidispersdao e potencial Zeta,
semelhantes as encontradas no presente estudo, quando comparados o mesmo
periodo de armazenamento das amostras, até o momento das analises (14 dias).

O processo de encapsulamento dos compostos quimicos esta relacionado ao
tamanho das goticulas da emulsdo. Ou seja, quanto menor o tamanho da goticula
nanoemulsificada, maior € o indice de retengdo dos compostos quimicos do d6leo (LU
et al., 2018). Além disso, nanoemulsdes com tamanhos de goticulas <200 nm s&o
consideradas cineticamente estaveis (KOMAIKO e MCCLEMENTS, 2016; LIU et al.,
2019), e quanto menor o tamanho das particulas, mais eficientes elas serdo no que
diz respeito a agao e transporte de farmacos ativos, por exemplo (PIRES, 2016).

Ja o indice de polidispersao € usado para descrever a variagao no tamanho
das particulas da nanoemulsdo e seus valores podem variar entre 0 e 1. Valores
préximos de zero indicam homogeneidade da dispersado, enquanto valores que se
aproximam de 1 indicam alta heterogeneidade (YUAN et al., 2006; CAMARA, et al.,
2021).

A composicao quali-quantitativa, o método, e as condigdes operacionais de
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preparacao dos nanocompostos, sdo fatores determinantes do didmetro médio e da
polidispersao das particulas (SCHAFFAZICK et al., 2003). O controle do tamanho das
particulas € importante, pois impede variagdes nas caracteristicas fisico-quimicas da
solucdo. Desta forma, ao manter o padrao de indice de polidispersao e tamanho dos
compostos encapsulados, é possivel conseguir que a liberagdo do farmaco seja feita
de forma gradual e homogénea (COSTA et al., 2015).

Os valores do potencial Zeta sdo indicativos da estabilidade dos sistemas
coloidais, determinando a mobilidade eletrosférica das particulas e estando associado
as medidas das superficies de nanoparticulas (HACKER, 2018). Valores inferiores a
-30 mV e superiores a +30 mV, sao considerados bons, pois indicam alta estabilidade,
porém, valores intermediarios, ou mais proximos de zero, indicam baixa instabilidade
da solucdo (CAMARA et al., 2021). Quando o potencial Zeta apresenta valores altos
significa que as goticulas presentes nas nanoemulsées possuem forga de repulsao
capaz de impedir coalescéncia, mantendo estabilidade (PIRES e MOURA, 2017).

No presente estudo, o valor negativo do potencial Zeta (carga superficial
negativa sobre as goticulas da nanoemulsdo), pode ser resultante da adsorcao de
ions hidroxila na interface éleo/agua, provenientes das ligagcdes de hidrogénio da agua
com os grupamentos quimicos presentes tanto no Tween 80 quanto nos compostos
presentes no 6leo essencial (PIRES e MOURA, 2017).

Para obtengdo de uma nanoemulsdo tem sido cada vez mais explorado as
técnicas de baixo aporte energético, visto que é possivel obtencdo de emulsdes
estaveis com a utilizagao de surfactantes, permitindo que seja possivel a obtencao de
nanoemulsdes de forma mais rapida (KOMAIKO; MCCLEMENTS, 2016).

O fato de gerar uma emulséo de forma espontanea, faz com que a obtengao
de uma nanoemulsdo através de técnicas de baixo aporte energético seja cada vez
mais utilizadas pela industria, em decorréncia de terem um custo mais baixo, e
obtencdo mais rapida em comparagdo a técnicas de alto aporte energético, que
utilizam energia mecénica ou geradores de ultrassom (CONTENTE et al., 2015; LI et
al., 2020).

Portanto, a nanoemulsédo produzida a partir de baixos niveis de energia, e
Tween 80 como surfactante, confere ao 6leo essencial de P. elongata
nanoestruturado, caracteristicas de sustentabilidade, economia e eficiéncia, o que

pode caracterizar vantagens para diferentes setores industriais.
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5.3. Determinagao do potencial antimicrobiano

Para este teste, optou-se por avaliar o potencial antimicrobiano do 6leo
essencial nanoestruturado, nos tempos iniciais e finais do periodo de armazenamento
(O e 360 dias, respectivamente). O objetivo foi verificar se possiveis
alteracbes/reducdées na concentracdo dos principais constituintes volateis,
associadas ao tempo de armazenamento das nanoemulsdes, poderiam influenciar
sobre sua estabilidade farmacologica frente aos microrganismos ensaiados. Para
validagao do experimento, Ampicilina foi utilizada como antimicrobiano padrao. Os

resultados sdo mostrados na TABELA 02.

TABELA 02 - Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida
Minima (CBM) de nanoemulsdes contendo éleo essencial de Pectis elongata. Tempo
inicial (TO) e apds 360 dias (T360) de armazenamento.

Nanoemulséo TO Nanoemulséo T360 Ampicilina
MICROORGANISMOS mg mL" mg mL " mg mL"!
MIC CBM MIC CBM MIC
S. aureus ATCC 25923 2,5 >5 25 >5 0,016
S. pyogenes ATCC 19615 0,62 1,25 1,25 2,5 0,008
S. epidermidis ATCC 12228 2,5 >5 25 >5 0,032

Quando avaliadas nos tempos inicial e final de armazenamento (TO e T360),
as nanoemulsées contendo o 6leo essencial de Pectis elongata apresentaram
resultados semelhantes frente as bactérias S. aureus e S. epidermidis, com CIM de
2,5 mgmL" e CBM de >5 mg mL™ para ambos os patdgenos, respectivamente.

Frente a S. pyogenes, a nanoemulsdo, no TO, promoveu CIM na
concentragéo de 0,62 mg mL™ e CBM na concentragao de 1,25 mg mL™. Em relag&o
a T360, as concentragcdes foram dobradas quando comparados aos valores
apresentados pela nanoemulsao avaliada em T0O. Segundo Hammer e colaboradores
(1999), os mecanismos de agdo antimicrobiana de d6leos essenciais podem ser
diferentes contra cada tipo de microrganismo, uma vez que existem mais de um
componente quimico em sua composi¢do, onde cada um pode agir de maneira
diferente, ou agir sinergicamente contra células microbianas. Dessa forma, os
resultados de CIM e CBM aumentados em T360, frente a S. pyogenes, podem ser
atribuidos a redugao da concentragao do citral durante o periodo de armazenamento

da nanoemuls&o (de 92,8%, em TO, para 78,9%, em T360).
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A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de P. elongata foi relatada
anteriormente por Prudent et al., (1995) e Silva et al., (2021), frente a bactérias e
fungos patogénicos. Ambos os autores atribuiram o potencial antimicrobiano ao citral,
componente que, no presente estudo, representa 91,31% do total de compostos
identificados no OEPe livre. Este composto, com férmula molecular C10H160 (3,7-
dimetil-2,6-octadienal), € o nome dado a uma mistura natural de dois aldeidos
monoterpénicos aciclicos isoméricos: geranial (trans -citral, citral A) e neral (cis -citral,
citral B) (SADDIQ e KHAYYAT, 2010).

O potencial antimicrobiano do citral contra alguns importantes
microrganismos patogénicos foi descrita anteriormente por diferentes autores. O 6leo
essencial de Lippia alba, por exemplo, rico em citral, demonstrou potencial
antimicrobiano contra S. aureus, B. cereus, E. coli e S. typhimurium (COUTO et al.,
2021). Citral isolado também apresentou potencial antimicrobiano contra Aspergillus
carbonarius, Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus e Aspergillus niger (SOUZA et
al., 2021). O citral é capaz de causar lesdo na membrana celular das bactérias de
maneira irreversivel. Este componente interage com a membrana celular dos
microrganismos, causando aumento do efluxo de ions de potassio de forma letal para
bactérias, além de ocasionar o aumento significativo da liberagdo de acidos nucleicos,
decorrente do extravasamento de material citoplasmatico (TEIXEIRA, 2015).

Entretanto, semelhante a outros 6leos essenciais, o citral € um composto
hidrofobico instavel em condi¢des normais de armazenamento, e pode facilmente
perder sua atividade antimicrobiana. Dessa forma, sistema nanoestruturados, tais
como nanoemulsdes, constituem uma maneira de hidrofilizar e proteger este
composto (LU et al., 2018), além de potencializar suas aplicabilidades, uma vez que
sao eficientes em aumentar a bioeficacia do OE, devido a capacidade de absorcao
por células, e por sua permeabilidade através de membranas e barreiras bioldgicas
(DE MATOS et al., 2018).

Dessa forma, o processo de nanoemulsificacdo de 6leos essenciais pode ser
considerado como uma estratégia para melhorar o potencial antimicrobiano destes
compostos. A CIM e CBM de nanoemulsbes podem ser iguais ou menores que 0s
apresentados pelos 6leos puros, pois o sistema de liberagdo dos compostos € mais
eficiente, devido o diametro fino das goticulas, resultando no aumento das atividades
bactericida e bacteriostatica (DONSI et al., 2012; ZIANI et al., 2011).



46

A capacidade de nanoemulsbes em potencializar a acdo antimicrobiana dos
Oleos essenciais, pode estar relacionada a melhor estabilidade e dispersdo das
goticulas (SALVIA-TRUJILLO et al., 2014). O aumento da area de superficie e o
transporte passivo através da membrana celular, melhoram a interagcdo com a
membrana citoplasmatica. Além disso, a fusdo de goticulas de emulsificantes com
bicamadas fosfolipidicas de membranas celulares, pode facilitar a liberagcao
direcionada de 6leos essenciais em locais desejados.

A partir disso, a liberagdo sustentada de Oleos essenciais das goticulas da
nanoemulsdo ao longo do tempo, estende a atividade dos o6leos essenciais,
impulsionada pela particdo entre as goticulas de 6leo e a fase aquosa. Dessa forma,
as nanoemulsdes sdo capazes de aumentar os mecanismos de absorgao celular com
consequente aumento da atividade antimicrobiana (LU et al., 2018). Em adigao, o
processo de aquisi¢ao de resisténcia antimicrobiana a nanoemulsées contendo 6leos
essenciais é dificultado pelo fato de estas substancias atuarem diretamente na ruptura

inespecifica de membranas celulares bacterianas (PANDYA, 2015).

5.4. Potencial anti-inflamatério

Nesta etapa, avaliamos o potencial anti-inflamatério do 6leo essencial de
Pectis elongata nanoestruturado, administrado por via oral, objetivando comprovar
sua acgao anti-edematogénica em modelo de edema de pata induzido por A -
carragenina. Este modelo experimental é considerado como padrao de inflamacgao
aguda, uma vez que apresenta um alto grau de reprodutibilidade, e seu agente
flogistico n&o apresenta propriedades antigénicas, além de ser desprovido de efeitos
sistémicos (HADRICH, 2015). Os resultados podem ser visualizados na Figura 02

(n=6 animais/grupo).
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Figura 02 - Efeito do 6leo essencial de Pectis elongata nanoestruturado (OEPE) sobre o edema de
pata induzido por carragenina. As colunas representam média + desvio padrao da média (n=6).
*P<0,05 indica diferenca significativa entre o grupo controle negativo (solu¢édo salina 0,9%) e demais
grupos tratados (grupos nano 10, 5 e 2,5 mg kg' OEPE; grupo controle positivo — Indometacina10 mg
kg e grupo controle do solvente - Tween80 a 1%).

Para o grupo controle negativo, o edema de pata foi rapidamente induzido
apos injecado de carragenina, iniciando em T1 (36,03%), momento em que ocorre
liberagdo simultdnea de aminas vasoativas (histamina e serotonina), e atingindo
volume maximo em T4 (70,7%), periodo em que ocorre a sintese de PGs e
leucotrienos e a liberagdo de leucdcitos polimorfonucleados. Estes resultados foram
comparados aos valores de edema mensurados nas patas contralaterais, onde
injetou-se apenas veiculo, confirmando, dessa forma, o processo inflamatorio
promovido pelo agente flogistico (Figura 01).

Indometacina, farmaco padréo utilizado como controle positivo, administrado
via oral (10 mg Kg™'), inibiu 0 edema a partir de T1 (71,4%) e continuou o processo de
inibicdo até T24 (62,6%), apresentando reducéo significativa do edema, quando
comparado ao controle negativo.

Na primeira hora de avaliagdo (T1), ndo foram observadas diferencas
significativas entre o edema de pata mensurado no grupo controle negativo e o
edema dos grupos tratados com o 6leo essencial de P. elongata nanoestruturado,
indicando que a substancia teste, nas doses avaliadas, ndo apresenta efeito anti-
histaminico, e ndo atua como antagonista de serotonina, substancias liberadas

simultaneamente nas primeiras horas do processo inflamatério induzido por
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carragenina (DI ROSA, 1971).

De T2 a T24, apds indugdo do edema pelo agente flogistico, pbde-se
observar efeito anti-edematogénico significativo (p<0,05) da nanoemulsdo na dose
de 10 mg kg', quando comparada ao controle negativo, com pico de redugéo
calculado em T3 (58,7%). De maneira semelhante, na dose de 5 mg kg”', a
nanoemulsao foi eficiente em reduzir o edema nos tempos T3 (42,3 %) e T4 (48,2%).
Por outro lado, de T1 a T24, a dose de 2,5 mg kg™! n&o reduziu o edema promovido
por carragenina (Figura 01).

Segundo Batista e colaboradores (2016), T3 (correspondente a 180 minutos)
€ 0 momento em que ocorre aumento da sintese de prostaglandinas, que pode ser
bloqueada via inibicdo de COX; mecanismo de acédo de anti-inflamatérios n&o
esteroidais, tais como a Indometacina (MORRIS, 2003). Durante o experimento o T3
a dosagem de 10 mg kg™! apresentou resultados muito semelhantes ao tratamento
do grupo controle positivo.

Nos tempos T2 a T24, quando analisamos os valores de inibicdo do edema
promovido pelo OEPe nanoestruturado, nas doses de 10 e 5 mg kg™, verificou-se
nao haver diferenga significativa (p = 0,05) em relagao aos valores conferidos ao
padrdo Indometacina. Portanto, considerando os picos de redugao do edema
promovido pelo OEPe nanoestruturado nas doses de 10 e 5 mg kg' (T3 e T4,
respectivamente), € possivel sugerir que, nestas doses, a nanoemulsédo pode atuar
de maneira semelhante ao anti-inflamatério padréao.

Dos muitos medicamentos disponiveis para prevenir ou minimizar o processo
inflamatorio, destacam-se o0s anti-inflamatérios nao esteroides (AINEs) e
corticosteroides, porém, estes primeiros, por exemplo, podem desencadear alguns
efeitos colaterais secundarios, principalmente disturbios gastrointestinais (KUMMER
et al, 2002).

Em contrapartida, produtos de origem natural, utilizados na medicina
tradicional, surgem como uma interessante alternativa ao desenvolvimento de novos
medicamentos. Nesse contexto, um numero crescente de estudos tem demonstrado
que os Oleos essenciais, derivados de plantas, exibem uma variedade de
propriedades bioldgicas, destacando-se como uma importante fonte de compostos
bioativos que podem atuar no tratamento de doencas de origem inflamatéria (PEREZ
et al., 2011).
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Monoterpenos sao os principais componentes desses 0leos essenciais e 0s
efeitos biolégicos de muitas espécies vegetais com propriedades medicinais, tém
sido atribuidos a eles. A atividade anti-inflamatoria do citral, monoterpeno identificado
como principal componente do o6leo essencial de P. elongata, foi previamente
estudada em diferentes modelos experimentais. Quintans-Junior e colaboradores
(2011), por exemplo, concluiram que o pré-tratamento com citral, nas doses de 100
e 200 mg kg™, reduziu significativamente o edema de pata induzido por carragenina,
em ratos. Os autores sugeriram que, nas doses avaliadas, o citral isolado pode atuar
tanto na primeira fase do edema, inibindo a liberagao de histamina e/ou serotonina,
quanto na inibicao significativa do edema na segunda e terceira fase, com inibi¢ao
de 5-lipoxigenase e/ou cicloxigenase, ambas as enzimas envolvidas na formagao de
prostaglandinas e leucotrienos.

O citral também apresentou forte atividade anti-inflamatdria no ensaio de
edema de orelha induzido por éleo de créton, em camundongos, nas doses de 0,1 e
0,3 mg por orelha, reduzindo a inflamacéo em 22% e 83%, respectivamente (LIN et
al., 2008). Os exatos mecanismos de agao pelos quais o citral exerce sua atividade
anti-inflamatdéria continuam a ser estudados. Porém, pesquisas apontam a
possibilidade deste composto monoterpénico agir principalmente sobre a cascata do
acido araquidoénico, e/ou regulando a produgdo de moléculas envolvidas em
processos pro-inflamatérios (QUINTANS-JUNIOR et al., 2011). Katsukawa e
colaboradores (2010) sugeriram que o citral € capaz de suprimir a expressao de
COX2, via ativacao de Proliferadores de Peroxissoma do tipo Alfa e Gama (PPAR a
e Yy - sao fatores de transcricdo nucleares responsaveis por regular a inflamacao).
Vale ressaltar que a enzima cicloxigenase (COX), enzima chave para a biossintese
de prostaglandinas, tem duas isoformas homologas, COX1 (constitutiva) e COX2
(indutiva). COX1 é sintetizada por muitos tipos celulares, e sua expressao aumenta
apenas em 3 a 4 vezes mediante quadros inflamatdrios, enquanto COX2, que em
condigdes normais apresenta-se em niveis muito baixos, quase indetectaveis, é
largamente sintetizada mediante a presenga de estimulos inflamatérios, quando sua
expressao € aumentada cerca de 20 vezes ou mais, sugerindo que esta isoforma
constitui a chave do processo inflamatério (KUMMER et al., 2002).

Estudos sobre o potencial anti-inflamatorio de nanoemulsdes contendo 6leos

essenciais ricos em citral, ou mesmo citral em sua forma isolada, sdo escassos na
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literatura, sendo a presente pesquisa uma das primeiras a avaliar tal atividade.

Ao compararmos o potencial anti-edematogénico do 6leo essencial de P.
elongata nanoestruturado, nas doses de 5 e 10 mg kg™, avaliadas no presente
estudo, aos resultados de estudos realizados por Quintans-Junior e colaboradores
(2011), utilizando tratamento com citral, nas doses de 100 e 200 mg kg™, frente ao
edema de pata induzido por carragenina, verifica-se que formulagbes
nanoestruturadas requerem concentragdes cerca de 20 vezes menores para atingir
o efeito desejado.

Segundo Borges e colaboradores (2018), nanoemulsdes tém o potencial de
aumentar a penetracao de substancias lipofilicas através das membranas celulares,
aumentando sua biodisponibilidade e melhorando seu efeito anti-inflamatdrio.
Portanto, nanoemulsdes contendo o 6leo essencial de Pectis elongata, rico em citral,
podem configurar uma interessante alternativa no desenvolvimento de novos

farmacos com propriedades anti-inflamatorias.

5.5. Potencial Cicatrizante

Ao analisarmos a evolucdo temporal da reparacio tecidual de lesbes dos
animais dos grupos testes, comparadas ao grupo controle negativo (solugéo salina
estéril), verificou-se que, no 7° dia pos-cirurgico, as areas das feridas diminuiram em
todos grupos, quando comparadas ao tamanho inicial, mas ndo foram observadas
diferencgas significativas relacionadas ao porcentual de contragao de feridas entre os
grupos avaliados. Porém, neste periodo, pdde-se observar a tendéncia de que,
quanto mais concentrada a nanoemulsdo, menor sua eficacia como agente
cicatrizante, no que se refere ao potencial de contragao (redugao da area da ferida).

Em estudos conduzidos por Kobayashi e colaboradores (2015) ao avaliar o
potencial cicatrizante do estrato etandlico dos frutos de Lippia ferrea, os autores
concluiram que a maior concentracdo avaliada (50%) retardou o processo de
contracao da ferida, quando comparado ao tratamento com NaCl 0,9% e resultou em
menor grau de reepitelizagdo, quando comparado ao grupo tratado com L. Ferrea
com baixas concentragdes (12,5%).

De Oliveira e colaboradores (2014), observaram que o 6leo essencial de
Lippia sidoides, em altas concentragdes, pode desencadear efeitos irritantes sobre a
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pele de camundongos, demonstrados pelo aumento da espessura cutanea, formagao
de edema e eritema, e perda de hidratagao e elasticidade da pele. Por outro lado, em
baixas concentragdes, o efeito irritante sobre a pele de camundongos, apos sete dias
de tratamento, limitava-se a eritema e edema discretos, sendo considerados como
sinais de irritagcdo leve. Os autores sugeriram que a concentragao de 6leos essenciais
deve ser controlada quando utilizada para uso tépico.

No presente estudo, ao final de 14 dias de tratamento, uma vez que a
reparacao tecidual se caracteriza como um processo sistémico, todas as lesdes
estavam completamente reepitelizadas. Ao final deste periodo, nao foram
encontradas diferengas entre os grupos, em relagao ao percentual de contragao das
feridas, por inexisténcia de lesdo, restando apenas a cicatriz do tecido lesionado
(TABELAS 03 e 04).

Tabela 03 - Analise Morfométrica da reparacédo tecidual da lesdo nos animais
experimentais e controles no 7° e 14° dias pds-cirurgico. Os valores estao expressos
como média + desvio padrado dos percentuais de contracado das feridas.

TRATAMENTOS
Tempo
(Dias) Grupo *Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
controle controle controle do nano 2,5 nano 5 nano 10
negativo positivo solvente mg/mL mg/mL mg/mL
7° 84,8 +6,8 91,7+59 73,5+8,5 83,9+50 82,3+9,6 71,3+£9,9
14° 100+0,0 100+ 0,0 100+0,0 100 +£0,0 100+ 0,0 100+0,0

Os valores representam a média + DP (n=6). Nao houve diferenca significativa entre grupo controle
negativo (tratado com solucéo salina estéril) e grupos teste. Anova, One-way, teste de multipla
comparagao de Dunnett. *Oleo de girassol (Dersani)

Tabela 04. Evolugado da area das feridas nos diferentes grupos, durante 14 dias de
tratamento

Tratamento Dia 0 Dia7 Dia 14

Nanoemulsao
Pectis elongata
[ 12,5 mg mL"’
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Nanoemulsao
Pectis elongata
[ 15 mg mL"

Nanoemulsao
Pectis elongata
[ 110 mg mL"

Controle do solvente
(Tween 80 a 0,5%)

Controle Negativo

(solugao salina 0,9%)

Controle Positivo

(6leo de girassol)

Durante a execugao do experimento, embora ndo tenhamos observado

reducdo no percentual de contracado de feridas, a partir do 3° dia, observou-se a
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formacdo de crosta seca no local onde procedeu-se a incisao cirurgica, sem
presenca de exsudato e sem sinais de processos infecciosos ou inflamatdrios,
mantendo as crostas até aproximadamente o 10° dia pds-cirurgico.

Vale ressaltar que, além do reparo tecidual, decorrente do estimulo a
proliferagdo celular, um agente cicatrizante deve possuir outros atributos que
possam influenciar positivamente o processo cicatricial, tais como potencial
antimicrobiano e anti-inflamatério. Dessa forma, acentua-se a busca por tratamentos
gue associem propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias e cicatrizantes, em
um mesmo produto.

Segundo Barreto e colaboradores (2014), no processo de cicatrizagado de
feridas, o provavel mecanismo de acdo de monoterpenos pode ser atribuido ao
potencial antimicrobiano (promovendo alteragdo na permeabilidade da membrana
citoplasmatica, inibindo a sintese de acidos nucléicos ou a biossintese de proteina),
anti-inflamatério (inibindo a sintese de interleucinas em mastdcitos, retardando a
liberacdo de leucotrienos ou atuando sobre a liberagdo de tromboxano) e
antioxidante (inibindo a produgao de radicais livres).

Ao atuar diretamente sobre microrganismos, compostos antimicrobianos
podem minimizar os riscos de infeccao, impedindo que estes possam se instalar no
local da ferida. Por sua vez, agentes com propriedades anti-inflamatérias, além de
contribuir para remogédo de microrganismos contaminantes no local da leséao, por
meio do estimulo a migragdo neutréfilos, cuja funcdo, dentre outras, € eliminar
microrganismos invasores; podem ainda estimular a migragao de macréfagos, que
apresentam funcdes multiplas no processo cicatricial, tais como inducao e retirada
de células em apoptose (incluindo neutrofilos), promogéo da regeneragao do tecido
lesionado, por meio do estimulo a producao de queratindcitos e fibroblastos, bem
como o estimulo a angiogénese (LEAL e CARVALHO, 2014).

Uma vez que ndo ocorra um processo de descontaminacao eficaz, a
inflamagédo € prolongada, pois os microrganismos presentes no local da ferida
podem estimular a sintese de citocinas pro-inflamatérias, tais como a interleucina-1
(IL-1) e o TNF-q, prolongando a fase inflamatéria, e consequentemente retardando
0 processo de cicatrizagdao, o que pode desencadear uma ferida crbonica sem
capacidade de cicatrizar (LEAL e CARVALHO, 2014).

O potencial anti-inflamatoério do citral isolado (QUINTANS-JUNIOR et al.,
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2011), e o potencial antimicrobiano do 6leo essencial de P. elongata, rico em citral,
ja haviam sido descritos anteriormente (SILVA et al., 2021). No presente estudo,
além de apresentar potencial anti-inflamatério na maior dose ensaiada (10 mg kg™),
0 Oleo essencial de Pectis elongata nanoestruturado também apresentou agao
antimicrobiana contra bactérias comumente envolvidas em infeccdes de pele, o que
pode ter contribuido para que, durante o experimento de cicatrizagdo, nao tenha
ocorrido nenhum tipo de sinal de inflamacgao ou infecgao nas lesoes.

Em outros estudos, o citral, encapsulado em emulsdo Pickering (tipo de
emulsao, na qual se utiliza dispersdes de dois liquidos imisciveis estabilizadas através
de particulas sdélidas que podem ser tanto de origem organica como inorganica), ja
apresentou acao cicatrizante, atuando tanto na proliferagcao de células de fibroblastos
(principais células envolvidas no processo de cicatrizagdo), quanto na inibicdo de
processos infecciosos (TEIXEIRA, 2015; LI et al., 2022).

Juntamente com as células endoteliais, os fibroblastos correspondem as
principais células da fase proliferativa. Porém, para sair de seu estado de quiescéncia
e migrar de tecidos vizinhos para a area da ferida, os fibroblastos precisam
primeiramente ser ativados. O fator de crescimento mais importante na proliferacéo e
ativagao dos fibroblastos € o PDGF (BROUGHTON, 2006). Em seguida € liberado o
TGF-B, que estimula os fibroblastos a produzirem colageno tipo | e a transformarem-
se em miofibroblastos, que promovem a contragao da ferida (CAMPOS et al., 2007).

Sob nossas condicdes experimentais, o 6leo essencial de P. elongata
nanoestruturado ajudou no processo de reparo tecidual, embora nao tenha
acelerado o processo de contragao das feridas, ressaltamos que, principalmente em
situagcbes onde ha comprometimento do sistema de defesa do organismo, é
necessario favorecer condi¢cdes locais, através de terapia topica adequada,
objetivando favorecer o processo fisioldgico de cicatrizagao.

Nessa perspectiva, destaca-se a importancia de estudos experimentais,
envolvendo o uso de substancias naturais como agente estimulante do processo
cicatricial, que possam auxiliar a cascata de eventos celulares e moleculares que
atuam na reepitelizacao e reconstituicao do tecido lesionado, prevenir infeccdes na
ferida, bem como evitar episddios frequentes de exacerbacdo do quadro
inflamatorio, com consequente aparecimento de dor e desconforto local
(CAVALCANTI et al., 2012; PISTORE et al., 2014).
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Em relagdo ao uso de solugao salina como controle negativo, ressaltamos que
€ uma solugao tradicionalmente utilizada nos servicos de saude para realizar a
limpeza do leito da ferida, porém esta solu¢do nao proporciona melhora no processo
cicatricial além de limpeza da sujidade, desta forma nao interfere nos tratamentos
utilizados (CAMPOS et al., 2016; SOUSA et al., 2020).

Acidos graxos, como o Oleo de Girassol (Helianthus annuus L.), utilizado no
teste de cicatrizagdo como controle positivo, vem sendo utilizado como uma
ferramenta importante para o tratamento e prevencao de feridas (CAMPOS et al.,
2016; TORRES et al., 2021). O baixo custo e facil acesso permite que os acidos graxos
sejam considerados tratamento padrao para diversos tipos de feridas (ROSA et al.,
2021). Estas substancias permitem que o leito da ferida permanega umido, evitando
a desidratagao do tecido, diminuindo a ocorréncia de traumas durante a execucgao de
curativos, e aumentando a atividade pré-inflamatéria. Além disso, o 6leo de girassol
também contribui para a nutricdo celular, dessa forma acelerando o reparo tecidual
(HATANAKA e CURI, 2007; ROSA et al., 2021; TORRES et al., 2021).

6. Conclusao

Citral foi caracterizado como componente majoritario do OEPe, seguido de
outros compostos em baixas concentracdes. O processo de nanoemulsificagdo do
OEPe, utilizando a técnica de baixo aporte de energia, foi capaz de produzir uma
nanoemulsao fisicamente estavel, apresentando eficacia tanto em manter suas
propriedades quimicas, quanto em preservar suas propriedades bioldgicas, inibindo o
crescimento de microrganismos mesmo apds 360 dias de armazenamento, e
modulando a resposta inflamatéria. A nanoemulsdo de OEPe contribuiu para o
processo de cicatrizacdo nas concentragbes avaliadas, minimizando riscos de
infeccdo e prolongamento de inflamacgédo, todavia a nanoemulsdo n&o foi capaz de
acelerar o processo de contracdo de feridas cutaneas. Contudo ainda se torna
necessario realizagao de novos estudos com maior abordagem ao tema referido, para
maior enriquecimento de conhecimento etnocientifico na Amazénia que podem ser
empregadas para a construgdo de uma pratica baseada em evidéncia de forma

segura, adequada e eficaz.
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Universidade Federal do Oeste do Para 'CE UA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS m

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo N® 0820210124, intitulado NANOEMULSAD CONTENDO GLEO ESSENCLAL
DE Pectis slongata: POTENCIAL ANTIHNFLAMATGORIO E ESTIMULANTE DO PROCESSO CICATRICIAL
DE FERIDAS CUTANEAS, =ob a responsabiidade de SANDRA LAYSE FERREIRA SARRAZIN, ectd de
acorndo com os Prncipios éticos na Experimentacds Animal adotados pele Conselho Macional de Controle de
Expenmentacao Animal (CONCEA), tendo sido aprovado peia Comiss8o de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Oeste do Para - UFOPA.

CERTIFICATE

We certify that the protocol N? 0820210124, entiled *"MANOEMULSAD CONTENDO GLEO ESSENCIAL DE
Pectis elongata: POTENCLAL ANTIHNFLAMATORIO E ESTIMULANTE DO PROCESSO CICATRICIAL DE
FERIDAS CUTANEAS", is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Metional Councl for Conftrol of Animal Experimentation (COMCEA). This project was approved by the
ins@butional Commission for Efhics in the Use of Animals of Universidade Federsl do Oeste do Para.
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