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RESUMO

A pressdo do extrativismo sobre as principais espécies de Lauraceas produtoras de
6leos essenciais tem levado a uma reducdo dréstica de suas propriedades naturais. Diante do
aumento da demanda pelas industrias de cosméticos, perfumaria e farmacos, o valor de
mercado desses Oleos tem aumentado, impulsionando dessa forma, o extrativismo predatdrio
sobre essas espécies. Neste sentido, este trabalho tem por objetivo avaliar atividades
biologicas de Aniba canelilla, seu potencial toxico e oferecer alternativas sustentaveis de
aproveitamento dos residuos gerados pela industria de Oleos essenciais para obtencdo de
cosméticos, aproveitando o0s recursos naturais da Amazonia com potencial biotecnolédgico. A
extracdo do Oleo foi realizada em laboratério em aparelho tipo Clevenger. Nos destilados
(6leo e hidrolato), bem como nos extratos etanolicos de folhas e galhos de Aniba canelilla,
foram realizados ensaios para verificacdo de atividades antibidtica (antifungica e
antibacteriana) frente aos fungos Candida albicans (patégeno humano), Corynespora
cassiicola (fitopatogeno do tomate), Didymella bryoniae (fitopatdgeno da melancia), e as
bactérias Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativo) e Staphylococcus aureus (Gram-positivo).
Os resultados foram quantificados pelo tamanho do halo de inibicdo em relacdo a solucao
controle. Avaliou-se também a atividade antioxidante frente a capacidade sequestrante do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH-) com o monitoramento do decréscimo da
absorbancia. Os extratos foram submetidos a particdo liquido-liquido e novamente testados a
fim de se obter uma semi-purificacdo das substancias ativas. Foram avaliados também a
toxicidade do hidrolato e seu consequente impacto ambiental através de ensaios citotoxicos
frente a Artemia salina pela determinacdo da CLsy e frente ao Colossoma macropomum
(tambaqui), observando os parametros genotdxicos e hematolégicos. Por fim, foi avaliada a
estabilidade preliminar de um cosmético formulado a partir do hidrolato, 6leo essencial e
extratos de preciosa. Os extratos etandlicos de folhas e galhos mostraram-se com elevado
potencial antioxidante, e apds particdo liquido-liquido, a fase hidroalcodlica demonstrou-se
ainda mais promissora. Os Oleos essenciais ndo apresentaram percentual de inibicdo
significativo do DPPH. O hidrolato apresentou inibicdo do radical, apresentando potencial
biotecnoldgico para utilizacdo em cosmeéticos. Por outro lado, os dleos essenciais mostraram-
se altamente tdxicos contra C. albicans e D. bryoniae, sendo provavelmente responsavel por tal
atividade o composto majoritario 1-nitro-2-feniletano. Ao avaliar a citotoxicidade do hidrolato em
A. salina, percebeu-se sua alta toxicidade, indicado pelo baixo valor de CLsy =~ 5% (v/v). Levando
em consideracao esses dados, ao avaliar as respostas fisiologicas em C. macropomum, utilizou-se
a concentragdo de hidrolato a 1%, que promoveu danos genotoxicos e alteracbes na concentracéo
de hemoglobina e hematdcrito, indicando dificuldades respiratérias nos peixes. Por fim foi
elaborado um creme hidratante corporal, o qual foi submetido aos testes de estabilidade preliminar
onde foi aprovado nos ensaio de refrigeragdo e centrifugacao, e reprovado nos ensaios de estresse
térmico e ciclos gela-degela, sendo necessaria a elaboragdo de nova formulagdo. Com este
trabalho, pode-se concluir que A. canelilla apresenta um bom potencial biotecnolégico a ser
explorado pela inddstria de cosméticos, como na elaboracéo de cremes anti-idade e antifungicos.

Palavras-chave: Antifangico, Antibacteriano, Antioxidante, Toxicologia, Fitocosmético.



ABSTRACT

The pressure of the exploitation over the main species of Lauraceae that produce
essential oils has led to a drastic reduction of its natural properties. Given the increasing
demand of the cosmetic, perfume and pharmaceutical industries, the market value of these oils
has increased, thus boosting the predatory exploitation of these species. Therefore, this work
aims to evaluate on Aniba canelilla some biological activities, its toxic potential and offer an
alternative for the sustainable utilization of byproducts generated by the essential oils
industry, in order to produce cosmetic formulations, taking advantage of the Amazon's natural
resources which present biotechnological potential. The oil extraction was carried out in a
Clevenger type apparatus. On the distillates (oil and hydrolate) and on ethanol extracts of
leaves and branches of Aniba canelilla, were verified the antibiotic activity (antifungal and
antibacterial) against the fungi Candida albicans (a human pathogen), Corynespora cassiicola
(tomato pathogen), Didymella bryoniae (pathogen of watermelon), and the bacteria
Pseudomonas aeruginosa (Gram negative) and Staphylococcus aureus (Gram-positive). The
results were quantified by the size of the inhibition zone in relation to the control solution. It
was also evaluated the antioxidant activity, according to the ability of the radical 2,2-
diphenyl-1-picryl-hidrazila (DPPH-) scavenger by monitoring the decrease in the absorbance.
The extracts were subjected to liquid-liquid partition and tested again in order to obtain a
semi-purification of its compounds. The toxicity of hydrolate and its consequent
environmental impact were also evaluated, through cytotoxic assays on Artemia salina by
determining the LCso and the monitoring of genotoxic and hematological parameters on
Colossoma macropomum. Finally, it was evaluated the primary stability of a cosmetic
formulated from hydrolate, essential oil and extracts of Aniba canelilla. The ethanolic extract
from leaves and branches demonstrated an outstanding antioxidant potential, and after liquid-
liquid partition, the hydroalcoholic phase showed to be even more promising. The essential
oils showed no significant inhibition percentage of DPPH. The hydrolate showed inhibition of
the radical, and has biotechnological potential for use in cosmetics. Moreover, essential oils
were highly toxic against C. albicans and D. bryoniae being probably the responsible for this
activity, the major compound 1-nitro-2-phenylethane. In evaluating the cytotoxicity of
hydrolate on A. salina, it was verified its high toxicity, indicated by lower LCs value = 5% (v
Iv). Considering these data, to evaluate the physiological responses in C. macropomum was
used a hydrolate concentration of 1%, which promoted genotoxic damage and changes in
hemoglobin and hematocrit, indicating respiratory distress on fishes. Finally, it was designed
a body moisturizer, which was subjected to preliminary stability tests, being approved in
cooling and centrifugation test, but disapproved on tests of thermal stress and freeze-defrost
cycles. Hence, it is necessary to elaborate a new formulation. With this work, it can be
concluded that A. canelilla have a promising potential to be exploited by the biotech industry
in the preparation of cosmetic anti-aging creams and antifungal formulations.

Keywords: Antifungal, Antibacterial, Antioxidant, Toxicology, Phytocosmetics.
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1 INTRODUCAO

Ha milhares de anos, plantas e produtos naturais de origens diversas vém sendo
utilizados com finalidades medicinais. Inicialmente, o emprego de plantas se dava na forma
de tinturas, chés, cataplasmas e pos, entre outras formulacGes farmacéuticas (BALUNAS e
KINGHORN, 2005). Ao conhecimento tradicional agregou-se, posteriormente, uma base
cientifica solida, resultando no desenvolvimento de novos farmacos destinados ao tratamento
de diferentes doencas humanas (LEE, 2004).

A Amazonia dispde de uma rica biodiversidade que pode ser explorada como opcao de
investimento principalmente pela indUstria de cosméticos e de medicamentos. Além de trazer
divisas, oferece oportunidade para geracdo de emprego ndao sé na zona urbana, mas,
sobretudo, na zona rural, contribuindo para a descentralizacdo de renda e, conseqlientemente,
para a interiorizagdo do desenvolvimento. De fato, os empreendimentos que utilizam
matérias-primas naturais tém como fornecedores a populacdo rural que necessariamente
precisa se conscientizar de que a extracao ou cultivo desses produtos tem que estar associado
aos cuidados de conservacao desses recursos para que se tenha continuidade, por muitos anos,
de mais uma opcdo de renda para o sustento de suas familias. No entanto, as informaces
disponiveis ainda séo insuficientes para atrair investidores, dando-lhes garantia de que esses
empreendimentos sdo rentaveis economicamente, a0 mesmo tempo, ambientalmente
sustentaveis e socialmente mais justos (SEBRAE, 2008).

Uma forma de agregar valor a um produto natural, utilizando-se dos recursos naturais
da Amazobnia, é transformando-o em um fitocosmético que pode ser definido como um
cosmético que contém ativo natural, de origem vegetal, seja um extrato, dleo ou Gleo
essencial, cuja acdo define a atividade do produto (ISAAC et al., 2008).

Sendo assim, o presente estudo justifica-se devido ao fato de que a utilizagdo de 6leos,
extratos ou do hidrolato da preciosa (Aniba canelilla) em uma formulacdo cosmeética contribui
para verificar o potencial destes compostos, vislumbrando uma aplicabilidade de interesse
industrial. Portanto, o desenvolvimento deste projeto sinaliza para o aproveitamento dos
recursos naturais da regido Amazonica, primando pelo desenvolvimento sustentavel e
consequente desenvolvimento regional, a partir de um estudo quimico, bioldgico e
toxicoldégico de uma planta amazbnica para subsidiar a elaboragdo de produtos

biotecnoldgicos assegurando sua eficacia e qualidade.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FITOCOSMETICOS

2.1.1 Origem dos Cosméticos

A palavra cosmético origina da palavra grega kosmeticOs, que significa “habil em
adornar”. O uso de cosméticos remonta ha, pelo menos, 30 mil anos. Os povos primitivos
tinham o habito de pintar o corpo para fins ornamentais e religiosos. Muitos cosméticos se
originaram na Asia, mas os primeiros registros de seu uso estdo no Egito, onde, segundo
registros da época, a famosa Cledpatra se banhava com leite de cabra para obter uma pele
mais suave e mais macia (SEBRAE, 2008).

Na Biblia, é possivel encontrar muitos relatos do uso de cosméticos pelos israelitas e
por outros povos do antigo Oriente Médio, como: a pintura dos cilios (de Jezebel) com um
produto a base de carvao; os tratamentos de beleza e banhos com balsamos que Ester tomava
para amaciar sua pele; e a lavagem com varios perfumes e 6leos de banho dos pés de Jesus,
por Maria - irma de Lézaro.

Os gregos e romanos foram os primeiros povos a produzir sabfes, que eram
preparados a partir de extratos vegetais muito comuns no Mediterrdneo, como o azeite de
oliva e o 6leo de pinho, e também a partir de minerais alcalinos obtidos a partir da moagem de
rochas. Atores do teatro romano eram grandes usuarios de maquiagem para poderem
incorporar diferentes personagens ao seu repertorio. Pastas eram produzidas misturando 6éleos
com pigmentos naturais extraidos de vegetais (acafrdo ou a mostarda) ou de rochas. Mortes
por intoxicagcdo eram comuns entre 0s atores, pois muitos dos pigmentos minerais da época
continham chumbo ou mercdrio em sua composi¢do (GALEMBECK e CSORDAS, 2009).

Mais ou menos no ano de 180 d.C., na era Romana, um médico grego chamado
Claudius Galeno realizou sua propria pesquisa na manipulacdo de produtos cosméticos,
iniciando, assim, a era dos produtos quimico-farmacéuticos. Ele desenvolveu um produto
chamado Unguentum refrigerans, uma espécie de creme frio, composto de cera de abelha e
borax (SEBRAE, 2008).

A Idade Média reprimiu o uso de cosmeticos, pois o Cristianismo proibia o culto a

higiene e exaltacdo da beleza. Assim, 0 uso de cosméticos desapareceu completamente na
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Europa. Somente no periodo das Cruzadas houve o ressurgimento dos cosméticos, tendo
como meta cultivar a beleza. Neste periodo ainda persistiam os costumes de ndo tomar banho
regularmente e para mascarar o odor corporal, muitas pessoas utilizavam perfumes criados
para este fim, proporcionando o crescimento de perfumes em Paris (CAMPANHOLO, 2009).

No final do século XVIII, o uso de cosméticos ficou fora de moda. O Parlamento
Inglés, na ocasido, pregava que a utilizagdo de cosméticos e outros produtos do género eram
atos de bruxaria e quem fizesse uso de tais produtos seria punido pela lei contra a bruxaria.
Este periodo foi um dos mais amargos na histdria dos cosméticos. O retorno dos cosméticos
ocorreu por volta do século XIX, ja na Idade Contemporénea, quando cosmético ndo mais era
associado com bruxaria e 0s produtos desse género eram vistos com 0s Seus reais propositos.
Donas de casa, entdo, comecaram a fabrica-los em suas proprias residéncias e entre 0s
ingredientes utilizados incluiam-se sopas, limonadas, leite, agua de rosas, creme de pepino, e
outros elementos que constituiam receitas exclusivas de cada familia (SEBRAE, 2008).

As industrias de cosméticos surgiram no inicio do século XX, em funcdo da
necessidade de as mulheres comprarem produtos prontos, pois muitas delas ja trabalhavam
fora de casa (KLEPACKI, 2006).

2.1.2 Definicé@o de Cosméticos

Atualmente, conforme a Camara Técnica de Cosméticos (Catec), na Resolucdo RDC
n° 211, de 14 de julho de 2005 (ANVISA, 2008), a definicdo de cosméticos no Brasil é a
seguinte:

“Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes, sdo preparacfes constituidas
por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano,
pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgdos genitais externos, dentes e membranas mucosas da
cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpéa-los, perfuma-los, alterar sua
aparéncia e ou corrigir odores corporais, protegé-los ou manté-los em bom estado”.

A definicdo adotada pelo Mercosul, através da Resolugdo n° 07 de 2005 é
essencialmente a mesma definicdo de cosmético adotada pela Unido Européia (UE):
“Produtos para higiene pessoal, cosméticos, perfumes e as substancias ou preparados
formados por substancias naturais e sintéticas, e suas misturas, para uso externo em diversas

partes exteriores do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, labios e érgdos genitais
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externos, dentes e as membranas mucosas da cavidade bucal, com o exclusivo ou principal
objetivo de limpar, perfumar, alterar a aparéncia e/ou corrigir odores corporais e/ou protegé-
los e manté-los em boas condicdes.”

De acordo com a Resolucdo RDC n° 211, de 14 de julho de 2005, os produtos
cosméticos sdo classificados em dois tipos:

e Produtos Grau 1: sdo produtos de higiene pessoal cosméticos e perfumes cuja
formulacdo cumpre com a definicdo adotada no item 1 do Anexo | desta Resolucédo e que se
caracterizam por possuirem propriedades basicas ou elementares, cuja comprovagdo ndo seja
inicialmente necessaria e nao requeiram informacgdes detalhadas quanto ao seu modo de usar e
suas restrigdes de uso, devido as caracteristicas intrinsecas do produto:

* Produtos Grau 2: sdo produtos de higiene pessoal cosméticos e perfumes cuja
formulacdo cumpre com a definicdo adotada no item 1 do Anexo | desta Resolucdo e que
possuem indicagdes especificas, cujas caracteristicas exigem comprovacdo de seguranca e/ou

eficacia, bem como informagdes e cuidados, modo e restrigdes de uso.

2.1.3 Cosméticos a Base de Produtos Naturais

Um importante conceito se associa aos cosméticos naturais: trata-se dos “produtos
organicos”. Pesquisas indicam que o conceito de produtos orgdnicos ainda estd muito
associado a alimentacdo e, principalmente, as leguminosas. Entre esses produtos menos
conhecidos estdo 0s cosméticos, que ndo sdo exatamente organicos, e sim naturais (SEBRAE,
2008).

Os cosméticos sdo produzidos com extratos de plantas cultivadas com métodos
organicos, e elaborados em um ambiente industrial semelhante ao de um laborat6rio quimico-
farmacéutico. Nesse caso, a diferenca entre o natural e organico € pequena, mas as
semelhangas sdo grandes (ANVISA, 2008).

Entretanto, ha diferengas significativas entre cosméticos naturais e cosméticos com
ingredientes naturais em sua formulacédo. Isto quer dizer que ndo basta haver um ingrediente
natural na férmula para fazer do cosmético um produto natural. Para que 0s cosméticos sejam
considerados naturais, devem seguir rigidos padrdes em seu processo de formulagdo e nao

conter qualquer ingrediente quimico entre seus componentes.
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Desse modo, empresas como Natura, Boticario, Chamma da Amazonia e outros, que
construiram a forca de suas marcas a partir da énfase da presenca de ingredientes naturais e/ou
provenientes da floresta amazonica em suas formulas, ndo produzem cosméticos puramente
naturais. Sao cosmeticos com formulagao quimica tradicional, que contém alguns ingredientes
ativos de origem natural, mas também contém conservantes e outros aditivos quimicos em sua
composicdo. Os ingredientes naturais, devido aos baixos percentuais nas formulagdes, séo
fortes apelos promocionais para o mercado consumidor, mas ndo bastam para enquadrar
legalmente esses cosméticos na categoria de cosméticos naturais (ANVISA, 2008).

Por outro lado, 0 uso de conservantes e outros ingredientes quimicos é o que viabiliza
a venda desses produtos, j& que a total auséncia deles resultaria em um tempo de validade
(shelf life) tdo curto que tornaria impossivel a producdo e a comercializacdo em nivel nacional
ou internacional (ANVISA, 2004).

Assim, devem-se considerar duas importantes propriedades de qualquer cosmético,
que sdo a estabilidade e a durabilidade do produto. A opc¢éo pelo ndo-uso de conservantes em
cosméticos organicos torna sua validade muito menor e o crescimento microbiolégico
(deterioracdo do produto pelo crescimento de microorganismos) tende a ser mais acelerado
(CEFALL, et al., 2008).

Sob o ponto de vista do mercado, os consumidores que preferem usar cosméticos
naturais ou com apelo natural, entendem que a pele merece um cuidado especial, 0 mesmo
cuidado que é empregado na producdo do proprio cosmético. Outra associacdo interessante
gue vem a tona quando se fala em produtos naturais e organicos € a valorizacdo da harmonia.
Os cosmeéticos naturais ndo sdo preparados apenas para manter a pele bonita e sadia, eles
procuram estender seus efeitos a todo o organismo, buscando um equilibrio saudavel. Os

resultados estéticos finais dependerao, portanto, da saude total do corpo (SEBRAE, 2008).

2.1.4 Cosméticos Naturais

Em relagdo & origem dos cosméticos naturais, especificamente, o uso de extratos, mel,
resinas, corantes e 0leos essenciais na industria de cosméticos vem da Antigiiidade. Na China,
na India e no Oriente Médio, as plantas aromaticas, os 0leos, as aguas perfumadas e as
preparaces cosmeéticas eram utilizadas na cozinha, cosmética, na medicina e nas praticas
religiosas (GALEMBECK e CSORDAS, 2009).
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Com o desenvolvimento da quimica organica no final do século XIX, comeca-se a
desvendar a composicdo quimica dos 0Oleos e dos extratos naturais. Como resultado destas
pesquisas, a industria de perfumes passou de 500 a mais de 1.000 fragrancias sintetizadas. O
desafio na continuidade da sintetizacdo de novos perfumes consistia na volatilidade do odor
que se modificava ao cortar ou transportar as plantas. Nos anos 70, os métodos de analise
instrumental (cromatografia e espectrometria) permitiam captar as fragréncias de plantas
cortadas, reproduzindo sinteticamente sua composi¢do (BARROS, 2007).

Apesar de facilidades na bioprospeccdo, a expansao da demanda por produtos naturais,
reorientou parte da industria de cosméticos para extratos e Oleos essenciais. Os 0leos
essenciais, também chamados 6leos volateis, sdo misturas de substancias organicas volateis,
formados por uma mistura de componentes, de consisténcia semelhante ao 6leo. S&o
insolUveis em agua e sollveis em solventes organicos e obtidos por hidrodestilacdo das
plantas. A extracdo dos Oleos por destilacdo, apesar de conhecida por séculos, se torna
industrial no inicio do século vinte com o desenvolvimento da industria de perfumaria e da
agroindustria. Estes 0leos sdo encontrados em diversas partes das plantas, principalmente
folhas e flores, em estruturas especializadas, como os pelos glandulares e bolsas secretoras. A
maioria deles possui cheiro ou aroma agradavel (SEBRAE, 2008).

A aromaterapia, terapia através da esséncia das plantas, tem sido utilizada pela
medicina e na automedicagdo. Os 06leos essenciais sdo ativos e eficazes principalmente para a
pele, cabelos, digestdo, stress, dor e revitalizacdo do organismo e o mel entra nesta categoria
(ARAUJO-JUNIOR, 2009).

A industria de cosméticos moderna foi, entdo, buscar na sabedoria milenar da
fitoterapia as receitas para rejuvenescimento, hidratacdo e relaxamento da pele e do cabelo.
Os 6leos essenciais transformaram-se em gel e ganham novas embalagens (LEITE, 2009).

Neste contexto, as plantas amaz6nicas ganham um destaque especial pois, com uma
rica biodiversidade, possui plantas aromaticas, produtoras de 0leos essenciais, que podem ser
empregadas em diversas industrias biotecnoldgicas. As plantas da familia Lauraceae,
conhecidas pela ampla utilizacdo no setor de perfumaria, tem sido estudada por seu grande
potencial econémico, como o caso do linalol extraido do pau-rosa. Seus estudos quimico-
bioldgicos apontam para um elevado potencial para bioprospeccdo de novos bioprodutos,

alavancando a industria biotecnoldgica.
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2.2 FAMILIA LAURACEAE

Lauraceae € uma familia com distribuicdo tropical e subtropical, concentrada em
florestas pluviais da Asia e Américas. A familia inclui cerca de 50 géneros e 2.500 a 3.000
espécies (WERFF e RICHTER, 1996), sendo que no Brasil ocorrem 25 géneros e cerca de
400 espécies. A grande maioria sdo arvores e arbustos, com cheiro caracteristico nas folhas,
quando esmagadas, devido a presenca de 6leos essenciais.

As Lauraceae destacam-se entre as demais familias pela sua importancia econdémica
seja no uso da madeira, na culinaria e na medicina popular (Tabela 1) (RAGGI, 2008). E
conhecida por possuir espécies aromaticas, que produzem Oleos essenciais e alcancam alto
valor no mercado, pois sao frequentemente usadas como fonte de matéria prima nas industrias
(BRITO, 2009).

Tabela 1. Utilizag&o de espécies de Lauraceae na medicina popular (RAGGI, 2008).

Espécie Emprego na medicina popular
Aniba canelilla Problemas estomacais
Cinnamomum cassia Resfriados

Cinnamomum zeylanicum | Resfriados e problemas estomacais
Cryptocarya moschata Dores no estdbmago e célica

Laurus nobilis Sudorifico e contra flatuléncias
Nectandra grandiflora | Anti-reumatica, digestiva e diurética

Ocotea aciphylla Tdnico e estomaquico

Ocotea cajumari Inapeténcia e males intestinais

Ocotea odorifera Sudorifera, anti-reumatica, anti-sifilitica e diurética
Ocotea pretiosa Reumatismo

Ocotea pulchella Estomaquico, emenagogo e ténicos do Utero
Persea americana Diurético

Ap0s seculos de exploracdo desordenada na regido Amazonica, as especies da familia
Lauraceae continuam tendo interesse comercial, mas com poucos estudos quimicos e
farmacoldgicos (ALCANTARA et al., 2010). Algumas espécies tém sido utilizadas pelas

indUstrias para a fabricacdo de diversos produtos, porém a maioria das espécies tem seu uso
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restrito &s comunidades tradicionais que detém o conhecimento empirico da utilizagdo dessas
plantas (MARQUES, 2001).

A maioria dos membros da familia sdo caracterizados por uma héabito lenhoso e sdo de
grande importancia econémica em todo o mundo por fornecerem também madeira de boa
qualidade além de aromética. As substancias importantes e os 6leos sdo amplamente
empregados nas industrias farmacéutica e de alimentos, com énfase nos géneros Aniba,
Licaria, Nectandra e Ocotea (MARQUES, 2001; SILVA et al., 2009).

Espécies produtoras de 6leos essenciais como o de pau-rosa (Aniba rosaeodora), casca
preciosa (Aniba canelilla) e sassafras (Ocotea odorifera) estdo em exting¢do, ou proximas dela,
mas ainda agregam grande valor econdmico para as comunidades da regido, abastecendo os

mercados nacionais e internacionais de cosmeticos e perfumes (SILVA et al., 2009).

2.2.1 O Género Aniba Aubl.

As espécies do género Aniba Aubl. destacam-se pelo alto valor econémico, devido a
constituicdo do 6leo essencial, encontrado em grande quantidade principalmente no lenho e na
casca. O primeiro registro de que se tem conhecimento é de Aublet, em uma viagem de
estudos a Guiana Francesa, no periodo de 1762 — 1764, que registrou a espécie com 0 nome
de Licaria guianensis Aubl., devido a mesma ser conhecida pelo nome de “Licari”, pelos
indigenas. Sua importancia econdmica teve inicio em 1875 quando Samarin, na Franca,
obteve o 6leo essencial por destilacdo. Em 1881, Morim, também na Franca, separou o 6leo
essencial de um alcool e o chamou de linalol. Sua primeira exportacdo para a Europa aparece
registrada na Guiana Francesa em 1883. Anos mais tarde, Koeller sugeriu que a espécie fosse
denominada Ocotea caudata Koeller. Posteriormente, Mez sugeriu 0 nome Aniba parviflora
(Meiss.) Mez. Contudo, Ducke em 1926 passou a chaméa-la A. rosaeodora Ducke. O proprio
autor, neste mesmo ano, verificou que havia diferencas entre as espécies da Amazonia e das
Guianas, dai passou a chama-la A. rosaeodora var. amazonica Ducke. A ultima mudanga foi
feita em 1938, quando Kostermans propds a alteracdo para A. duckei Kosterm. (SUDAM,
1972).

A A. fragans Ducke é a espécie que mais produz 6leo essencial, segundo observacoes
de técnicos da Food and Agriculture Organization (FAO). De acordo com Ducke, a

exploracdo comercial torna-se impossibilitada pela escassez de matéria-prima (SUDAM,
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1972). Outras especies, como A. canelilla (H.B.K) Mez e A. parviflora (Meissn) Mez também
sdo usadas em perfumaria. Porém, esta Gltima, é de ocorréncia muito rara, 0 que restringe sua
exploracao.

Os caboclos geralmente distinguem trés tipos de pau-rosa, conforme a coloracdo do
lenho: “pau-rosa mulatinho”, que ¢ mais escuro, de densidade elevada, e que submerge
quando as toras sdo cortadas e atiradas na agua; “pau-rosa itauba”, de cor amarelado, menos
denso, ¢ “pau-rosa imbauba”, muito leve e quase branco. O primeiro € mais rico em esséncia e
0 ultimo, mais pobre (BASTOS, 1943). O 6leo de pau-rosa ja chegou a ocupar o terceiro lugar
na pauta de exportacdo da regido Amazonica, cabendo a borracha e a castanha, o primeiro e
segundo lugares, respectivamente. A exploracdo dos paus-rosa, fez com que essas espéecies
fossem levadas a beira da extingdo (MARQUES, 2001).

As 41 espécies de Aniba, aproximadamente, ocorrentes no Brasil, cujos representates
encontram-se em sua maioria na Amazonia (MELO et al., 2006) podem ser divididas em 3
grupos, de acordo com a natureza quimica do constituinte predominante no éleo essencial: o
grupo do linalol (A. roseodora, A. duckei); o grupo do benzoato (A. fragans, A. firmula, A.
gardneri (Meiss.) Mez, A. burchelli Kosterm., A. parviflora, A. permolis (Nees) Mez e A.
guianensis Aubl.) e o grupo do alibenzeno (A. canelilla, A. hostmanniana (Nees) Mez e A.
pseudocoto (Reesby) Kosterm.) (MORAES et al., 1972; GOTTLIEB et al., 1981). Alvarenga
et al. (1977) afirmam que A. burchelli apresenta, além do benzoato de benzila, alto teor de
alibenzenos e até um propenilbenzeno, sendo que o benzoato de benzila foi anteriormente
localizado em C. zeylanicum (GOTTLIEB, 1972) e O. teleiandra (NAVES et al., 1961).

2.2.2 Aniba canelilla (H.B.K.) Mez

A espécie Aniba canelilla (Figura 1) é nativa da regido Amazonica, distribuindo-se
amplamente nas matas pluviais do interior da Guiana Francesa no leste, ao longo do escudo
das Guianas, atravessando Suriname, Venezuela e Coldmbia até a Amazoénia peruana. No
Brasil, ocorre nos estados do Para e Amazonas (LUPE, 2007). Seus sinbnimos botanicos séo
Aniba elliptica A.C. Sm. e Cryptocarya canelilla Kunth. E popularmente conhecida como:
casca-do-maranhédo, canela-cheirosa, folha-preciosa, arapaima, amapaiama, pereiora, pau-
precioso, pau-rosa; rosewood, brazilian rosewood (inglés); legno di rose; rosenholzbaum;
bois de rose; palo de rosa (MAIA et al., 2000; MORS et al., 2000).
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Figura 1. Aniba canelilla (preciosa).

Aniba canelilla (H.B.K.) Mez tem importancia historica na regido amazonica por
inicialmente ter sido confundida com arvores de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume)
durante a viagem em 1540 de Pizzaro e Orellana dos Andes até a foz do Amazonas e durante
a expedicdo de Humbolt e Bonpland (Figura 2) em 1800 no Rio Orinoco para encontrar a

famosa “canela Amazonica” (SILVA et al., 2007).

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Humboldt_and_Bondplant_in_the_Jungle.jpg
Figura 2. Alexander von Humboldt e Aimé Bonpland na Floresta Amazénica.
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Esta arvore fornece madeira de Otima qualidade, apropriada para mobiliario e
construcdo civil (LUPE, 2007) e é enormemente utilizada na medicina popular contra
artritismo, esgotamento nervoso, como redutora da albumina no sangue (SILVA, 1977),
hidropsia, catarro cronico, sifilis, leucorréia, aerofagia, males do coracdo
(INTERAMINENSE et al., 2010), dor ap6s extracdo de dentes (MORS et al., 2000), anemia,
anti-desentérico, anti-espasmodico e anti-inflamatério, digestivo, eupéptico, peitoral e
estimulante (MAIA et al., 2000), bem como resfriados, dor de cabeca e nauseas (SILVA,
1977; LUPE, 2007).

Os oleos essenciais das folhas e galhos finos foram analisados por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometro de Massa (CG-EM) por Lima (2004) e por CG-EM e
Microextracdo em Fase Sélida (HS-SPME?) por Lupe (2007), identificando como composto
majoritario o 1-nitro-2-feniletano (Figura 3), uma molécula rara em produtos naturais,

derivada da fenilalanina.

NO,

Figura 3. Estrutura quimica do 1-nitro-2-feniletano.

Outras substancias presentes no 6leo essencial de A. canelilla sdo eugenol, linalol,
metileugenol (Figura 4), anabasina, anibina e tanino (LORENZI e MATOS, 2002) a- pineno,
B-pineno, B-felandreno, B-cariofileno, B-sesquifelandreno, p-cimeno, linalol, a-copaeno e
espatulenol (MAIA et al., 2000).

CH;0 HO <o:©/\/

OCH; OCH;
metileugenol eugenol safrol

Figura 4. Estrutura quimica dos principais constituintes do 6leo essencial de A. canelilla.

1 A Microextragdo em Fase Solida (SPME) usa uma fibra de silica fundida revestida por um filme fino de
polimeros puros ou dispersdes de adsorventes solidos tais como polidimetilsiloxano (PDMS) e PDMS /
divinilbenzeno (PDMS / DVB), respectivamente, pois ambos sdo capazes de adsorver analitos a partir de
diferentes matrizes. SPME é normalmente preferivel a outras técnicas, porque é simples, relativamente barato e
ndo utilizam solventes.
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Em outro estudo (MAIA et al., 1996) foram identificados sesquiterpenos no 6leo
essencial das folhas, bem como a presenca de moléculas precursoras da biossintese de 1-nitro-
2-feniletano como benzonitrila, benzoacetaldeido e benzoacetonitrila. Nas cascas do caule o
Oleo essencial apresenta os alcaldides benziltetrahidroisoquinolina (LORENZI e MATOS,
2002), tetrahidroprotoberberina (TAVEIRA et al., 2003), (R)-(+)-noranicanina, anicanina
(OGER et al., 1992), canelila, norcanelilena (LUPE, 2007), (-) norcanelilina, (+) canelilina e
canelilinixina (OGER et al. 1994a). A Tabela 2 apresenta a composicdo quimica do 6leo

essencial e extratos metandlicos de A. canelilla (SILVA et al., 2007).

2.3 CONTROLE MICROBIANO

Existe a necessidade crescente no desenvolvimento de métodos analiticos especificos
para quantificar os metabolitos secundarios de plantas, sendo os teores destes utilizados como
parametros para se avaliar a qualidade e padronizacdo de extratos vegetais. O teor de
componentes ativos é fator imprescindivel para a eficacia do fitocosmético. Baixos teores em
substancias ativas representam menor biodisponibilidade desses componentes, afetando,
assim, sua eficacia e terapéutica.

Um dos grandes problemas relacionados com a qualidade de cosméticos a base de
produtos naturais e matérias-primas, principalmente em seu estado cru, é a sua contaminagdo
microbioldgica. A contaminacdo microbioldgica do material vegetal pode se tornar um sério
risco para os usuarios de plantas medicinais, pois pode compreender a contaminacdo inclusive
com agentes potencialmente patogénicos (TASSANEEYAKUL et al., 2004). Material
contaminado pode representar falta de cuidado nas etapas de plantio, colheita e processamento
do material (MARTINS et al., 2001). A propria dgua de irrigacdo pode ser uma fonte de
contaminagdo microbiana.

Em principio, a carga microbiana de uma planta é o resultado de uma série de
influéncias causadas por fontes animadas e inanimadas, podendo ser facilmente transferida
por vetores aéreos ou pelo solo (KNEIFEL et al., 2002). No entanto, certas plantas contém
barreiras naturais e metabolitos com agdo antimicrobiana que exercem efeito inibitorio no
crescimento de microrganismos (DORMAN e DEANS, 2000; SANTOS et al., 2007).
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Tabela 2. Composicao quimica do 6leo essencial e extratos metanolicos de A. canelilla (SILVA et al., 2007).

RI?

LSOA LSOB TWOA TwOB BWOB

N. Componente (%)° (%)° (%)° (%)° (%)"
1  a-pineno 937 0,4 0,2
2 benzaldeido 961 1,1 0,4
3 B-pineno 978 0,3 0,2
4 Mirceno 989 0,1 0,9 0,1
5  a-felandreno 1003 0,1
6  p-cimeno 1026 0,3
7 Limoneno 1029 1,2
8  B-felandreno 1030 0,6
9  &-3-careno 1031 0,2
10 (2)-B-ocimeno 1037 0,2
11  Fenilacetaldeido 1040 0,3
12 (E)-B-ocimeno 1050 0,7 0,5 0,5 1,2
13 Linalol 1097 0,8 7,6
14 trans-p-menth-2-en-1-ol 1141 0,4 0,6 0,3 0,3
15  o-terpineol 1189 0,2
16  Safrol 1286 0,5
17 1-nitro-2-feniletano 1327 91,8 74,0 92,1 70,2 90,3
18  Eugenol 1359 0,9 1,2 0,8 1,7
19  a-copaeno 1377 0,4 1,3
20 p-elemeno 1390 01
21  Metileugenol 1403 4,3 25,8 2,0
22 Longifoleno 1405 0,4
23 a-gujuneno 1410 0,3
24 B-cariofileno 1418 1,6 3,5
25  Aromadendreno 1441 0,1
26 a-humuleno 1454 0,3 0,4
27  B-selineno 1488 0,1 0,8
28  a-selineno 1497 0,1
29  B-bisaboleno 1005 0,3
30 &-cadineno 1522 0,1
31  B-sesquifelandreno 1523 0,6
32 Spatulenol 1578 0,1 0,3
33  Oxido de cariofileno 1583 0,3 1,6
34  Guaiol 1600 0,1
35  humuleno epdxido Il 1607 0,1
36  1l-epi-cubenol 1642 0,3
37  epi-a-muurulol 1642 0,2
38  selil-11-en-4-a-ol 1660 1,3 1,7 0,4 1,2 3,5
39  Bulnesol 1670 0,1
Total 99,7 99,3 99,5 99,3 99,0

®Indices de retencéo calculados para todos os constituintes volateis usando séries homologas de n-
alcanos. "Percentagem média das trés corridas obtidas da integracéo eletrénica por FID. LSOA e
LSOB = éleo das folhas e galhos, respectivamente. TWOA e TWOB = extratos metandlicos da
madeira do tronco, amostras A e B, respectivamente. BWOB = extratos metanolicos da casca do

tronco.
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Produtos naturais tém sido fontes valiosas para o desenvolvimento desses novos
compostos, permitindo a descoberta de agentes terapéuticos ndo somente para tratar doencas
infecciosas, mas também para tratar o cancer, imunodeficiéncia e outras doencas
(ANGELICO, 2011). Extratos e dleos essenciais de plantas mostraram-se eficientes no
controle do crescimento de uma ampla variedade de microrganismos, incluindo fungos
filamentosos, leveduras e bactérias.

O interesse dos pesquisadores pelas plantas para investigacbes de novos
antimicrobianos € devido a variedade de substancias quimicas pertencentes as diferentes
classes de metabdlitos secundarios, tais como, cumarina, flavonoéides, terpendides, alcaldides
e taninos (COWAN, 1999). Vérias pesquisas realizadas com plantas demonstraram que 0s
compostos fendlicos como os flavonoides possuem potente acdo antibacteriana
(NASCIMENTO et al., 2000).

O uso de plantas aromaticas na medicina popular € bastante difundido, em especial no
tratamento de infecgdes microbianas, inflamacgdes, dores, eczemas, etc. Entre as propriedades
farmacoldgicas encontradas em éleos volateis estdo as atividades antifangica (TULLIO et al.,
2007), antimicrobiana (WALLACE, 2004; DORMAN e DEANS, 2000; DUARTE, 2007),
inseticida (SAMARASEKERA e KALHARI, 2006), antiinflamatéria (JUERGENS et al.,
1998), analgesica (SILVA, 2003), antioxidante (SILVA et al., 2007), etc. Os 06leos essenciais
também podem ser utilizados na industria alimenticia por suas atividades antimicrobianas e
antifangicas como aditivos nos alimentos e na racdo animal (WALACE, 2004). Alguns mono
e sesquiterpenos, como mirceno, canfeno, a-pineno e longifoleno retardam o crescimento de
fungos decompositores (DELL e MCCOMB, 1979; KELSEY et al., 1984).

2.3.1 Bactérias

A pesquisa de novos agentes antibacterianos se faz necessaria devido ao surgimento de
microrganismos resistentes e de infecgdes oportunistas fatais, associadas a AIDS,
guimioterapia antineoplasica e transplantes (PENNA et al., 2001). O estudo de agentes
antibacterianos faz parte do primeiro screening na descoberta de atividades bioldgicas de
farmacos e cosmeticos, sendo de extrema importancia, principalmente no Brasil que dispde de
uma imensa biodiversidade (OSTROSKY et al., 2008).
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As bactérias sdo organismos unicelulares procariotos que apresentam, quase sempre,
um envoltério rigido, a parede celular, responsavel por sua forma e protecdo. A maioria das
bactérias desidrata-se e morre em ambientes de alta salinidade, pois perde agua por osmose. E
por isso que se costuma salgar certos alimentos, como carnes e peixes para preserva-los do
ataque de bactérias. A penicilina e alguns outros antibiéticos impedem que certas bactérias
produzam substancias componentes de sua parede celular, levando-a a morte.

Na parte interna da parede celular encontra-se a membrana plasmatica, de composicéao
semelhante as células eucarioticas. No citoplasma ha milhares de granulos, os ribossomos,
responsaveis pela sintese de proteinas. A célula da bactéria Escherichia coli, por exemplo
apresenta cerca de 15 mil ribossomos, cada um capaz de produzir uma molécula de proteina
por minuto, 0 que nos dad uma ideia da capacidade de crescimento e multiplicacdo das
bactérias (AMABIS e MARTHO, 2010).

Na industria de cosméticos o Challenge test é utilizado para verificar se o agente
conservante da formulacdo cosmética estd adequado (ANVISA, 2004). As bactérias que
compdem o Teste Desafio do Sistema Conservante sdo: Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

2.3.1.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa, aerdbia, baciliforme. Seu
ambiente de origem € o solo, mas sendo capaz de viver mesmo em ambientes hostis, sua
ocorréncia é comum em outros ambientes. E um patogénico oportunista, ou seja, que
raramente causa doencas em um sistema imunoldgico saudavel, mas explora eventuais
fraquezas do organismo para estabelecer um quadro de infeccdo. Essa caracteristica, associada
a sua resisténcia natural a um grande nimero de antibi6ticos e antisépticos a torna uma
importante causa de infec¢des hospitalares (MURRAY, 2004).

Patogénico de individuos com sistema imunoldgico comprometido, a P. aeruginosa
normalmente infecta o aparelho respiratorio, aparelho urinario, queimaduras, e também causa
outras infeccBes sanguineas. Em raras circunstancias pode causar pneumonia por contagio
entre humanos (FINE et al., 1996). E a causa mais comum de infeccdes no ouvido e por
qgueimaduras, € é a mais frequente colonizadora de equipamentos meédicos. Se a infecgédo

ocorrer em &reas vitais ela pode ser fatal.
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A piocianina é um dos fatores de viruléncia da bactéria, conhecido, em teste de
laboratério, por causar morte em Caenorhabditis elegans por estresse oxidativo. No entanto,
pesquisas indicam que o acido salicilico pode inibir a producéo de piocianina (PRITHIVIRAJ
et al., 2005).

2.3.1.2 Escherichia coli

A Escherichia coli é uma bactéria bacilar Gram-negativa, que, juntamente com o
Staphylococcus aureus € a mais comum e uma das mais antigas bactérias simbiontes do
homem. O seu descobridor foi o alemédo-austriaco Theodor Escherich, em 1885. A E. coli
assume a forma de um bacilo e pertence a familia das Enterobacteriaceae. Sdo aerdbias e
anaerobias facultativas. O seu habitat natural é o limen intestinal dos seres humanos e de
outros animais de sangue quente. Possui multiplos flagelos dispostos em volta da célula
(MURRAY, 2004).

A E. coli é um dos poucos seres vivos capazes de produzir todos os componentes de
que sdo feitos, a partir de compostos basicos e fontes de energia suficientes. Ela é lactase
positiva, uma enzima fermentadora de acUcares que € grandemente responsavel pela
flatuléncia de cada pessoa, especialmente apds o0 consumo de leite e seus derivados.

Possuem fimbrias ou adesinas que permitem a sua fixacdo, impedindo o arrastamento
pela urina ou diarreia. Muitas produzem exotoxinas. S8o susceptiveis aos ambientes secos,
aos quais ndo resistem. Possuem lipopolissacarideo (LPS), como todas as bactérias Gram-
negativas, que ativa o sistema imunitario de forma desproporcionada e a vasodilatacdo
excessiva provocada pelas citocinas produzidas, podendo levar ao choque séptico e morte em
casos de septicemia (MURRAY, 2004).

2.3.1.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, também conhecido como estafilococo-dourado, é uma espécie
de estafilococo coagulase-positivo. E uma das mais antigas bactérias simbiontes do homem.
Porém, em grandes quantidades, pode ser uma virulenta espécie do seu género, devido a

presenca de toxinas.



36

Tém forma esférica (sdo cocos), cerca de 1 micrdmetro de didmetro, e formam grupos
com aspecto de cachos de uvas com cor amarelada, devido a producdo de carotendides, sendo

dai o0 nome de "estafilococo dourado”. Cresce bem em ambientes salinos (MURRAY, 2004).

2.3.2 Fungos

Uma grande quantidade de farmacos obtida por meio da sintese organica tem sido
utilizada no tratamento de infeccbes micoticas. Entretanto, com frequéncia, as infeccdes
fangicas séo de dificil tratamento, fato relacionado a aquisicao de resisténcia por parte de seus
agentes etioldgicos frente a ago de antiflingicos (ARAUJO et al., 2004).

Séo poucas as formulacdes cosméticas que resistem a primeira inoculacdo do Teste de
Desafio do Conservante (Challenge test). Por tal motivo remete-se a pesquisa de produtos
naturais que possam apresentar atividade frente a microrganismos patogénicos, sendo estes
compostos de grande valor para a industria cosmética (OLIVEIRA et al., 2006).

Raggi (2008) constatou que o 6leo essencial de Ocotea nectandrifolia foi ativo frente
aos fungos Aspergillus niger e Candida albicans. Oliveira et al. (2006) verificaram que 0s
6leos essenciais de Eucalyptus citriodora podem apresentar sinergismo com ampicilina,
cloranfenicol e tetraciclina com relacdo a S. epidermidis. Os autores também verificaram que
houve diminuicdo da atividade inibitoria de gentaminina, cloranfenicol e gentamicina contra
S. aureus na presenca do 6leo essencial.

Os fungos sdo organismos eucaridticos que possuem células com parede de quitina,
um polissacarideo nitrogenado que também constitui o esqueleto dos insetos. Pode apresentar
também hemicelulose e, mais raramente, celulose. No citoplasma ficam dispersos muitos
granulos de reserva de glicogénio. Além disso, em cada célula pode haver um s6 nucleo, ou
dois pareados, além de ribossomos e mitocondrias (SILVA-JUNIOR et al., 2010).

Normalmente, as longas hifas formam um denso emaranhado que cresce
irregularmente no interior do substrato, constituindo o micélio. Nos fungos superiores, 0
micelio se organiza produzindo corpo de frutificacdo, com forma bem definida, que
caracteriza as diferentes espécies.

Atualmente, sdo conhecidos mais de 70 mil espécies de fungos e, a cada ano sdo
descritas entre 1,5 e 2 mil novas espécies. Em algumas estimativas constam mais de 1,5

milhdo de espécies de fungos viventes, nimero sé superado pelo de espécies de insetos
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(AMABIS e MARTHO, 2010). Os fungos que compdem o Teste Desafio do Sistema
Conservante (Challenge test) séo: Candida albicans e Aspergillus niger.

2.3.2.1 Candida albicans

Candida albicans é uma espécie de fungo dipldide que causa, oportunamente, alguns
tipos de infeccdo oral e vaginal nos seres humanos. As infeccdes causadas por fungos
emergiram como uma das principais causas de morte em pacientes com algum tipo de
imunodeficiéncia (como € o que caso dos portadores da AIDS e das pessoas que estdo
passando por algum tipo de quimioterapia). Além disso, esse fungo pode ser perigoso para
pacientes cuja saude ja esteja enfraquecida, como por exemplo os pacientes de uma unidade
de tratamento intensivo. Devido a estes fatores, a C. albicans tem despertado grande interesse
das pesquisas na area de salde e da medicina.

A C. albicans esta entre 0s muitos organismos que vivem na boca e no sistema
digestivo humano. Sob circunstancias normais, pode ser encontrada em 80% da populagéo
humana sem que isso impliqgue em quaisquer efeitos prejudiciais a sua saude, embora o
excesso resulte em candidiase (MURRAY, 2004).

A viruléncia e patogenicidade da C. albicans estdo ligadas a diversos fatores, sendo a
formacao de hifas, a estrutura da sua superficie celular (que, durante o contato com células do
hospedeiro, se adapta, sendo determinante para uma eficaz adeséo e penetracdo), alteracdes
fenotipicas (transicdo espontanea entre a forma tipica de levedura, branca e circular, e uma
forma opaca, em forma de pequenos bastdes) e producdo de enzimas extracelulares
hidroliticas, os mais estudados ao longo dos ultimos anos (LOPES e ROSSO, 2010).

2.3.2.2 Aspergillus niger

Aspergillus niger é uma das especies fungicas mais comuns do género Aspergillus.
Este fungo provoca uma doenga chamada mofo-preto em algumas frutas e legumes como uva,
cebola e amendoim, e € um contaminante comum de alimentos. Ele é encontrado no solo e é
comumente relatado em ambientes internos, onde suas col6nias pretas podem ser confundidas

com as de Stachybotrys (cujas espécies sdo também chamadas de "bolor-negro™). Tem sido
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relatado que algumas cepas de A. niger produzem potentes micotoxinas chamadas ocratoxinas
(SAMSON et al., 2001).

2.4 RADICAIS LIVRES E ANTIOXIDANTES

A formulagédo para obtencdo de cosméticos naturais significa dar a preferéncia, sempre
que possivel, aos derivados vegetais, evitando a sua substituicdo por substancias sintéticas. E
extremamente importante realizar um balanceamento l6gico e coerente entre as matérias-
primas sintéticas e naturais, maximizando a acdo farmacoldgica, a fim de alcangar melhores
efeitos (RODRIGUES, 2001; PIETRO et al., 2006). A presenga de substancias naturais
antioxidantes e anti-radicais livres em formulaces cosméticas tem favorecido as propriedades
curativas e de prevencdo relativas a envelhecimento precoce, pois esses compostos possuem
baixa toxicidade em relacdo aos sintéticos e elevam a qualidade do produto minimizando os
fendmenos de oxidacdo durante as fases de processamento e armazenagem.

O oxigénio é uma molécula altamente reativa e pode ser parcialmente reduzida para
formar um ndmero de agentes quimicamente reativos. O processo de transferéncia de elétrons,
ou a absorcdo de energia pode levar o oxigénio a gerar as Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO’s), as quais abrangem moléculas com um elétron desemparelhado no ultimo orbital, ou
seja, ocupando um orbital atbmico ou molecular sozinho, também conhecidas como Radical
Livre (RL), tornando-0 muito instavel, extraordinariamente reativo, e com uma enorme
capacidade para combinar-se com diversas moléculas integrantes da estrutura celular e
derivados de cada uma delas (GASPARRI, 2005).

No organismo humano, a atividade metabdlica normal produz constantemente radicais
livres. Estas moléculas, geradas in vivo, sdo altamente prejudiciais para os constituintes
celulares, pois reagem com o DNA, RNA, proteinas e outras substancias oxidaveis,
promovendo danos que podem contribuir para o envelhecimento e a instalacdo de doencas
degenerativas, como cancer, aterosclerose, artrite reumatica, entre outras (MELO et al., 2006).

O oxigénio atmosférico é o principal agente responsavel pela deterioracdo de materiais
organicos e alimentos expostos ao ar. Diversas classes de moléculas sdo susceptiveis ao
ataque de O, e acabam formando hidroperdxidos. Tais hidroperoxidos contribuem para a
deterioracdo e disfungdo em células e membranas celulares (LARSON, 1988).
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A maioria dos radicais livres age muito rapidamente, podendo ser produzidos com a
mesma velocidade com que desaparecem, sendo que quando atacam podem transformar a
molécula atacada em outro radical livre, gerando reacdes em cadeia bastante danosas
(YOUNGSON, 1995; CHORILLI et al., 2007a). Se estes radicais atacarem o DNA, ocorrem
reagbes em cadeia causando danos e mutacfes no material genético ou até mesmo o
rompimento dos filamentos de DNA (BUCHILI, 2002; HALLIWELL e GUITTERIDGE,
2000; CHORILLI et al., 2007b). Em termos gerais, o dano provocado pelos radicais livres
apresenta uma reacdo quimica conhecida como oxidacdo, e os ataques dos radicais livres
sobre o tecido sdo conhecidos como estresse oxidativo (CHORILLI et al., 2007a).

A producdo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos leva ao
desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar os niveis
intracelulares e impedir a inducdo de danos (SIES, 1993).

Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibicdo e reducdo das lesGes causadas
pelos radicais livres nas células. Formam um grupo de substancias que, quando presentes em
concentracdes ideais em relacdo aos substratos oxidaveis, reagem com os radicais livres
impedindo ou diminuindo o estresse oxidativo. Os mecanismos de atuacdo dos antioxidantes
podem ser diferenciados. Seus efeitos consistem na inativacdo dos radicais livres, na
complexacdo de ions metalicos ou na reducdo dos hidroperdxidos para produtos incapazes de
formar radicais livres e produtos de decomposi¢cdo (SHAHIDI e NACZK, 2003). Outros
oxidantes podem reparar o dano oxidativo a biomoléculas ou podem influenciar as enzimas
que catalisam 0s mecanismos de reparacao.

Um grande nimero de plantas arométicas e medicinais contém compostos quimicos
que exibem propriedades antioxidantes, e estes efeitos devem-se principalmente aos
compostos fendlicos, tais como flavondides, &cidos fendlicos e diterpenos fendlicos
(MILIAUSKAS et al., 2004).

2.5 TOXICOLOGIA

Os produtos cosméticos sdo raramente associados com sérios danos a saude.
Entretanto, isto ndo significa que produtos cosméticos sejam sempre seguros, especialmente
considerando os efeitos em longo prazo. Partindo do pressuposto de que estes produtos podem

ser usados extensivamente durante um amplo periodo de nossa vida, é extremamente
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necessario garantir a seguranca e eficacia dos mesmos, através do controle da toxicidade do
produto final e dos seus ingredientes (ROMANOWSKI e SCHUELLER, 1996; ANVISA,
2003; CHORILLI et al., 2007b).

Os ingredientes para uso em produtos cosméticos devem ser avaliados em termos de
risco e ndo de dano, consequentemente a avaliagdo do risco deve relacionar o dano com o
nivel de exposicdo. A avaliacdo de seguranca deve atender o conhecimento dos parametros
toxicoldgicos de interesse dos ingredientes com base em dados correntes, observadas as
condicdes de uso do produto cosmético e o perfil do consumidor alvo (ANVISA, 2003)

A utilizacdo de bioensaios para monitoramento da atividade de extratos, fragdes e
compostos isolados de plantas tém sido incorporada a pesquisa fitoquimica com os objetivos
de avaliar ou prever os efeitos tdxicos nos sistemas bioldgicos e dimensionar a toxicidade
relativa das substancias (FORBES e FORBES, 1994). A letalidade de organismos simples tem
sido utilizada para um rapido e relativamente simples monitoramento da resposta biolégica
(MEYER et al., 1982), onde existe apenas um parametro envolvido: morte ou vida. Os
resultados podem ser facilmente tratados estatisticamente. O ensaio de letalidade permite a
avaliacdo da toxicidade geral e, portanto, é considerado essencial como bioensaio preliminar
no estudo de compostos com potencial atividade biolégica (COLEGATE e MOLYNEUX,
1993).

2.5.1 Artemia salina Leach.

Um dos organismos que tem sido utilizado nestes bioensaios € uma espécie de
microcrustdceo marinho, Artemia salina Leach. O primeiro trabalho relativo ao uso do
camardo marinho em bioensaios foi publicado em 1956 (MICHAEL et al.,1956) e, a partir
dai, inmeros artigos tém sido reportados na literatura em estudos ambientais (PRICE et al.,
1974; SORGELOOS et al., 1978), utilizando produtos e toxinas naturais, além de extratos de
plantas, e tém sido proposto como teste padrdo por Van Haecke e Persoone em 1982
(CAVALCANTE et al., 2000) e util como teste preliminar biomonitorado para triagem da
atividade biologica (SARTORI, 2005). Devido ao baixo custo, simplicidade e eficiéncia, 0
teste de toxicidade com Artemia salina Leach vem sendo cada vez mais reconhecido como

uma alternativa para a busca de compostos candidatos a novas drogas (MEYER et al., 1982).
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Diversos trabalhos tentam correlacionar a toxicidade sobre Artemia salina com
atividades como antimicrobiana (MACRAE et al., 1988), parasiticida (SAHPAZ et al., 1994),
tripanossomicida (ZANI et al., 1995), entre outras. McLaughlin e colaboradores
(MCLAUGHLIN et al., 1991a; 1991b; RUPPRECHT et al., 1990; COLMAN-
SAIZARBITORIA, et al., 1995) tém utilizado sistematicamente este bioensaio na avaliacdo
prévia de extratos de plantas conhecidas como antitumorais. As frages ou substancias ativas
sdo posteriormente testadas em diferentes culturas de células tumorais, obtendo-se uma boa
correlacéo.

As Artemias sdo pequenos crustaceos da ordem Anostraca, tém tamanho e coloracéo
variadas que vao do rosa palido ao avermelhado, branco ou esverdeado, dependendo do tipo
de alimento que elas consumirem. Vivem em regides de dgua salgada concentrada (Salinas),
ambiente extremo no qual poucas espécies desenvolvem-se, de forma que ha poucos
predadores. Por serem ricas em proteinas, vitaminas (principalmente a vitamina A e 0
Caroteno) e sais minerais, € um dos melhores alimentos vivos que pode se fornecer aos
peixes. Acelera a recuperacdo de doencas (arttmia em grego significa salude) e
seus nauplios sdo indispensaveis na alimentacdo de alevinos, cavalos-marinhos e corais, entre
outras espécies que se alimentam quase que exclusivamente de nauplios de Artemia (ASEN,
2008).

A Artemia salina (Figura 5) esta em constante estado de locomocéo, pois sao animais
filtradores e dependem disso para alimentar-se e respirar. Possui 11 pares de pernas toracicas,
gue variam um pouco no tamanho. Cada perna possui 7 enditos (“galhinhos™) com
finissimos cilios que atuam na filtragem e coleta de alimentos. Quando as pernas se
movimentam para frente, formam as “caixas filtradoras"”, nas quais, por meio das cerdas,
coletam micro algas, bactérias, diatoméaceas, flagelados, além dos detritos organicos em
suspensdo no corpo aquatico (ASEN, 2008).

De facil dimorfismo sexual atinge a fase adulta por volta dos 20 dias de vida. A fémea
adulta possui uma bolsa incubadora no ultimo segmento toracico e, ao contrario do macho,
ndo apresenta apéndices abdominais. Durante a cépula, 0 macho utiliza as segundas antenas,
semelhantes a bigodes, para fixar-se a fémea. Pode reproduzir-se de duas maneiras
distintas: viviparamente, na qual ocorre liberacdo direta de nauplios, ou oviparamente na qual

os embrides se desenvolvem até a fase de gastrula e se encapsulam nesse estagio dentro de
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uma casca interrompendo seu metabolismo, podendo permanecer como cisto durante longo
periodo de tempo (ASEN, 2008).

Fonte: http://www.flickr.com/photos/neongolden/3152940562/

Figura 5. Fotografia de Artemia salina.

2.6 ECOTOXICOLOGIA

Toxicologia Ambiental e Ecotoxicologia sdo termos empregados para descrever o
estudo cientifico dos efeitos adversos causados sobre 0s organismos vivos pelas substancias
quimicas liberadas no ambiente. No ambiente natural, um grande nimero de xenobioticos
potencialmente toxicos estdo presentes. Cada um deles pode estar em um nivel em que, por si
s0, ndo consegue causar maleficios, mas a sua interagdo com outras substancias pode acarretar
um dano (AZEVEDO e CHASIN, 2004).

Ecotoxicologia pode ser entendida como a juncdo de ecologia e toxicologia onde a
ecologia é o estudo da interagdo dos seres vivos entre si e com 0 meio ambiente em que
vivem, e a toxicologia é uma ciéncia que procura entender os tipos de efeitos causados por
substancias quimicas, bioguimicas e os processos bioldgicos responsaveis por tais efeitos,
levando em conta a sensibilidade de diferentes tipos de organismos a exposicao de substancias
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quimicas e as relativas toxicidades de diferentes substancias. O objetivo da ecotoxicologia
seria entdo entender e prever efeitos de substancias quimicas em seres vivos e comunidades
naturais (CHAPMAN, 2006).

O crescimento das cidades nas Ultimas décadas tem sido responsavel pelo aumento da
pressdo das atividades antropicas sobre os recursos naturais. Em todo o planeta, praticamente
ndo existe um ecossistema que ndo tenha sofrido influéncia direta e/ou indireta do homem,
como por exemplo, contaminacdo dos ambientes aquaticos, desmatamentos, contaminacdo de
lencol freatico e introducdo de espécies exdticas, resultando na diminuicdo da diversidade de
habitats e perda da biodiversidade. O que se observa € uma forte pressdo do sistema produtivo
sobre 0s recursos naturais, através da obtencdo de matéria-prima, utilizada na producéo de
bens que sdo utilizados no crescimento econémico. O desenvolvimento gerado retorna capital
para o sistema produtivo que devolve rejeitos e efluentes, além da degradacdo (muitas vezes
irreversivel) ao meio ambiente e poluicdo (GOULART e CALLISTO, 2003). A industria de
6leos essenciais, por exemplo, geralmente descarta seus residuos liquidos diretamente nos
rios, como o hidrolato, que pode conter substancias ativas tornando-se tdxicas ao meio
ambiente.

J& ha alguns anos, a ecotoxicologia tem sido usada também como pardmetro legal de
regulamentacéo de qualidade de agua, de efluentes e de sedimento. A Resolugdo Conama n°
344/04 instituiu testes ecotoxicoldgicos para casos de disposicdo de sedimento a ser dragado
guando a concentracdo de algumas substancias pode oferecer risco (BRASIL, 2004). Ja a
Resolucdo Conama n° 357/05 instituiu o uso de testes ecotoxicoldgicos tanto como parametro
de qualidade das aguas como de efluentes (BRASIL, 2005).

A Resolucdo Conama n° 357/05 estabelece que as possiveis interacdes entre
substancias e a presenca de contaminantes ndo listados na mencionada resolucéo, passiveis de
causar danos aos seres vivos, deverdo ser investigadas utilizando-se ensaios ecotoxicoldgicos,
toxicologicos, ou outros métodos cientificamente reconhecidos. Sdo importantes ferramentas
nos estudos ambientais, devido as limitagdes existentes nos estudos baseados em evidéncias
puramente quimicas, das quais se destacam: a elevada variedade de substancias presentes em
efluentes liquidos; baixa capacidade de deteccdo analitica; as interferéncias pelos fendbmenos
quimicos de antagonismo e sinergismo que dificultam, sobretudo, no processo de

interpretagdo de resultados.
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Atraveés dos testes de toxicidade, determinam-se o tempo e as concentragdes em que 0
agente quimico é potencialmente prejudicial, pois para qualquer produto o contato com a
membrana ou sistema bioldgico pode ndo produzir um efeito adverso se a concentracdo do
produto for baixa, ou o tempo de contato for insuficiente. Concentracao e tempo de exposicéo
estédo diretamente relacionados e, portanto, altas concentragdes poderdo ter efeitos prejudiciais
em tempos de exposicdo extremamente curtos (FONSECA, 1991; CESAR et al., 1997). Um
dos métodos de analise de toxidades é a utilizacdo de bioindicadores como forma de estudo

ecotoxicoldgico.

2.6.1 Bioindicadores

Bioindicadores sdo fatores bidticos empregados para o reconhecimento de condicdes
(passadas, presentes ou futuras) de ecossistemas. As espécies estdo adaptadas para sobreviver,
se reproduzir e realizar relagBes ecoldgicas em condi¢cdes ambientais especificas. A presenca
de cada tipo de ser vivo indica caracteristicas fisicas, quimicas e estruturais do ambiente em
gue se encontra. De maneira geral, as caracteristicas dos melhores bioindicadores sdo limites
de tolerancia estreitos (sensiveis a pequenas mudanc¢as ambientais), abundancia, identificacdo
facil e rapida, que sejam bem conhecidos (biologia e ecologia) e tenham pouca
mobilidade (ZAMONER, 2011).

A avaliacdo do risco exige identificacdo de perigos e as estimativas das provaveis
exposicoes a um perigo. Todas as avaliacdes de risco ecoldgico devem ser assumidas para
cada comunidade ou ecossistema. Ha uma série de condi¢es associadas ao funcionamento
normal, sustentavel (analoga a homeostase em um organismo individual) e ha um risco
guantificavel, em que a comunidade ou ecossistema se desviard da normalidade quando os
produtos quimicos poluentes séo adicionados. Com relagdo ao componente de previsao, isto
requer o conhecimento de como as populacfes que compdem o ecossistema irdo responder a
uma carga de determinado poluente (HYNE e MAHER, 2000).

Os organismos bioindicadores, apesar de ndo morrerem por alteragdes do ambiente,
respondem a elas por meio de reacbes comportamentais ou metabdlicas mensuraveis, que
indicam e refletem alguma mudanga no ambiente onde eles vivem. Um indicador é definido
como um indice ou uma medida final para avaliar a saude de um sistema, seja ele econémico,

fisico ou biologico. O bioindicador é como a biota ou o componente bidtico de um
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ecossistema, que é utilizado como indicador da qualidade do ambiente e aponta a
probabilidade de um agente estressor (contaminante, alteraces das condigdes fisicas, etc.) de
causar efeito adverso no ambiente e nas populacdes. Sdo também utilizados para caracterizar
a saude do ambiente; indicar o grau de perigo e dar suporte as determinaces dos possiveis
riscos ecoldgicos de mudangas na satide do ambiente (ANDREA, 2008).

A vantagem do uso de bioindicadores sobre os métodos convencionais de avaliacdo da
qualidade ambiental estd em seu baixo custo, podendo, inclusive, serem utilizados para a
avaliacdo cumulativa de eventos ocorridos num determinado periodo de tempo, resgatando
um histérico ambiental ndo passivel de deteccdo ou medicdo por outros métodos (CETESB,
2011).

Os parametros avaliados mais utilizados como bioindicadores de contaminacéao
ambiental em peixes sdo 0s parametros quimicos, genotoxicos, hematoldgicos, bioguimicos,

histopatoldgicos, imunoldgicos, reprodutivos e enddcrinos (JESUS e CARVALHO, 2008).

2.6.2 Parametros Genotoxicos

Alguns tipos de xenobioticos podem atuar no ciclo redox, produzindo espécies reativas
de oxigénio (EROs) (STOHS e BAGCHI, 1995). Essas espécies, EROs, e 0 estresse oxidativo
gerado por estas, induzem a peroxidacdo de lipidios, danos ao DNA, e alteram a homeostasia
de diversos minerais essenciais. Adicionalmente, o estresse oxidativo afeta diversas rotas
metabolicas, incluindo aquelas envolvidas no reparo do DNA, conhecidos como efeitos
genotoxicos (PRA et al., 2006).

O emprego de pardmetros genotdxicos, principalmente em organismos aquaticos,
como forma de avaliacdo da qualidade hidrica, permite avaliar os efeitos dos poluentes no
meio hidrico, bem como altera¢des de seu potencial toxico ou genotoxico apos interagdo com
0 meio ambiente (JESUS e CARVALHO, 2008).

Para identificar esses efeitos, dois ensaios podem ser feitos, ao nivel celular, atuando
como bioindicadores: o ensaio cometa (SCGE, Single-Cell Gel Eletrophoresis, eletroforese
em gel de celulas individuais) e a avaliacdo de micronucleos (ANE, Anormalidade Nuclear
Eritrocitica (ANE).

O ensaio cometa tem sido proposto para estudos de toxicologia devido as suas

vantagens quando comparado a outros testes que detectam substancias genotdxicas, sendo
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uma ferramenta fundamental de investigagdo em estudos de reparo de DNA,
biomonitoramento ambiental e teste de genotoxicidade (ROSS et al., 1995). O ensaio nao €
utilizado para verificar mutacdes, mas sim lesdes genémicas que se ndo forem corrigidas,
podem ser processadas levando as mutacdes (GONTIJO e TICE, 2003) o que caracteriza as
lesbes pré-mutagénicas (KAMMANN et al., 2001).

O ensaio cometa possui uma ampla utilizacdo para avaliar agentes genotdxicos de
efluentes industriais, domésticos e agricolas quanto a inducdo de danos e reparo no DNA e
biomonitoramento de populacbes (WHITE e RASMUSSEN, 1998). A principal vantagem do
ensaio de cometa ¢ sua alta sensibilidade a varios tipos de danos de DNA (BUCKER et al.,
2006), sendo considerado em alguns casos mais sensivel a acdo de agentes genotdxicos do
que o teste de microntcleo (MATSUMOTO et al., 2006; BUCKER et al., 2006). Este ensaio
pode ser realizado em qualquer tipo de célula eucariética nucleada, necessitando de uma
pequena quantidade de células sendo possivel mensurar danos em células individuais (LEE e
STEINERT, 2003).

Schimid (1975) desenvolveu o teste de micronucleo, sendo recomendado para estudos
de biomonitoramento ambiental, principalmente por sua capacidade de detectar tanto agentes
clastogénicos (quebra de cromossomos), como aneugénicos (segregacdo cromossémica
anormal) (FENECH, 2000; RIBEIRO, 2003).

Os micronucleos sdo massas de cromatina citoplasméatica com o aspecto de pequenos
nacleos, constituidos principalmente por fragmentos cromossémicos ou por Cromossomos
retardados durante a migracdo anafasica (PORTO et al., 2005). Sdo formados durante a
divisdo celular quando a membrana nuclear est4d sendo reconstituida ao redor dos
cromossomos das células-filhas, e sdo decorrentes de fragmentos cromossémicos acéntricos
ou de cromossomos inteiros que ndo foram incluidos no nucleo principal. Como se trata de
material genético que foi separado do nucleo principal, o microndcleo representa perda de
cromatina em consequéncia de dano cromossémico estrutural (fragmento) ou numérico
(cromossomo inteiro) ou ainda dano no aparelho mitdtico. A presenca de microndcleo é um
fendmeno natural, porém as exposi¢es a compostos genotdxicos aumentam a sua freqiiéncia
nas células e sé apareceram ap6s um ciclo de divisao celular (SALVADORI et al., 2003).

Segundo Fenech (2000), durante o teste de micronucleos, outros tipos de
anormalidades podem ser visualizados as quais se relacionam aos erros que ocorrem durante a

mitose ou meiose, com 0s processos de morte celular (necrose e apoptose) além da propria
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genotoxicidade e mutagenicidade. Entre as anormalidades o autor recomenda que sejam
analisadas as celulas com brotos nucleares. Os brotos nucleares, assim como 0s “broken-
eggs”, seriam o resultado do procedimento de expulsao do micronucleo do ntcleo principal da
célula (KIRSCH-VOLDERS et al., 2002). Outra andlise reportada por Carrasco et al. (1990)
considera alteracdes da morfologia do nucleo, chamadas de “blebbed”, “lobed” e “notched”,
tendo como possivel causa a agdo mutagénica, embora o0 mecanismo de formagdo ainda ndo
tenha sido esclarecido. Nucleos “blebbed” apresentam uma pequena invaginacao da
membrana e da cromatina, enquanto que os “lobed” apresentam uma invaginacdo maior da
membrana ¢ da cromatina, formando lobos e o nucleo “notched” apresenta profundas

invaginagdes ou ainda lacunas que ndo contém cromatina.

2.6.3 Parametros Hematoldgicos

A hematologia € voltada principalmente para o estudo dos elementos formadores do
sangue, 0s eritrocitos, os leucdcitos, plaquetas, dentre outros. Os testes podem ser
qualitativos, como observacdo e registro da morfologia da célula do sangue, ou quantitativos,
como contagem de leucdcitos, eritrocitos ou determinacdo do hematdcrito. Os testes
hematoldgicos fornecem informacBes importantes sobre o bem estar do individuo
bioindicador. Varios testes sdo comumente executados para 0 monitoramento da satde do
individuo tais como: hematocrito, concentracdo de hemoglobiana, contagem diferencial de
leucdcitos, dentre outros (ESTRIDGE e REYNOLDS, 2011).

O hematdcrito fornece ao analista uma estimativa do volume de células vermelhas do
individuo e, assim, da capacidade do transporte de oxigénio do sangue. O metodo comumente
usado para determinacdo de hematocrito é denominado muitas vezes de micro-hematocrito,
porque necessita de pequena quantidade de sangue. E um procedimento simples no qual o
sangue total é centrifugado em tubos capilares delgados (Figura 6) (BAKER et al., 2001).

A medida da hemoglobina do sangue € um dos testes clinico-laboratoriais mais
comuns que existem. E usado de forma indireta, para avaliar a capacidade do sangue de
transportar oxigénio (KAMPEN e ZIJLSTRA, 1964). E uma importante informacio na
deteccdo e na avaliacdo das perdas sanguineas e no diagnostico e tratamento da anemia. A
concentracdo de hemoglobina pode ter seus valores afetados na presenca de algum

xenobidtico dependendo da concentracdo e tempo de exposicdo. A dieta deve ter quantidades
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adequadas de ferro para que as células vermelhas sintetizem hemoglobina (ESTRIDGE e
REYNOLDS, 2011). Se o xenobi6tico interfere na biodisponibilidade de ferro, haverd uma
diminuicdo na taxa de hemoglobina e uma consequente anemia pode se desenvolver. A
determinacdo da hemoglobina pode ser realizada usando tanto sangue capilar como venoso, e
para tal, & comumente utilizado o método da cianometa-hemoglobina. Nesse método, o
sangue reage com o reagente de Drabkin, que contem ferro, potéssio, cianeto e bicarbonato de
sodio. O reagente de Drabkin e a hemoglobina combinam-se para formar um produto final,
colorido e muito estavel, cianometa-hemoglobina, também chamado hemiglobincianeto
(HICN). Esse produto é medido espectrofotometricamente (KAMPEN e ZIJLSTRA, 1964).
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Figura 6. Tubo capilar com amostras sanguineas antes e apés centrifugacéo - Micro-hematécrito.

As células vermelhas sdo as mais numerosas no sangue, e sua contagem (RBC)
fornece entdo, uma estimativa indireta da capacidade de transporte de oxigénio no sangue. As
células brancas sdo menos numerosas do que as vermelhas e desempenham papéis
importantes na imunidade, capacidade do organismo de resistir a doengas. A contagem de
células brancas (WBC) da informag&o sobre a capacidade de determinado organismo de lutar
contra uma infecgéo (ESTRIDGE e REYNOLDS, 2011).

Os indices hematimétricos ou eritrocitarios sdo calculos que estimam o Volume
Corpuscular Médio (VCM), a Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) e a Concentracédo de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM). Esses célculos sdo realizados a partir da
contagem dos eritrdcitos e dos valores de hemoglobina para definir o tamanho celular e a
concentracdo da hemoglobina dentro da célula. Ainda que algumas informacfes sobre o

tamanho e o contetdo de hemoglobina dos eritrocitos possam ser obtidas a partir do exame
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microscopico do esfregaco corado, os indices hematimétricos fornecem uma medida
quantitativa do volume e da concentracdo de hemoglobina dos eritrcitos, que pode ser
comparada com os valores de referéncias normais ou um grupo controle. A CHCM expressa a
concentracdo de hemoglobina nos eritrocitos em relacdo ao seu tamanho e volume. Seus
valores abaixo do normal indicam hipocromia (ESTRIDGE e REYNOLDS, 2011).

2.6.4 Colossoma macropomum (Cuvier, 1818)

Os peixes sdo considerados excelentes ferramentas no monitoramento de ambientes
aquaticos impactados, servindo como importantes bioindicadores de contaminagdo. Estes
estdo no topo da cadeia trofica dos sistemas aquéaticos e respondem de varias maneiras a
contaminacdo. Os biomarcadores podem ser usados para diagnosticar a satde dos organismos
e para obter respostas iniciais de adverténcia a riscos ambientais (BRANDAO et al., 2009).
Um dos peixes usados como bioindicadores, avaliando-se os parametros bioquimicos e
toxicoldgicos é o Colossoma macropomum (tambaqui).

O tambaqui é uma das espécies de peixes mais importantes da ictiofauna amazonica
(Figura 7). Vivendo em lagos e &reas marginais alagadas associadas as calhas dos rios
principais, é considerado o segundo maior peixe de escamas da bacia amazbnica
(GOULDING e CARVALHO, 1982; VEINTEMILLA, 2006).

Figura 7. Colossoma macropomum (tambaqui).

Na sua forma anatbmica € um peixe de escamas com corpo romboidal e possui
nadadeira adiposa curta com raios na extremidade. Seus dentes séo de forma molariformes e

seus rastros branquiais sdo longos e numerosos. A colora¢do geralmente é parda na metade
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superior e preta na metade inferior do corpo, mas pode variar para mais clara ou mais escura
dependendo da cor da &gua. Os tambaquis em seu estagio alevino sdo cinza-claros com
manchas escuras espalhadas na metade superior do corpo. Seu tamanho alcanca cerca de 90
cm de comprimento total, onde antigamente era possivel serem capturados exemplares com
até 45 kg. Hoje, devido a causa da sobrepesca, praticamente ndo existem individuos desse
porte, onde sdo encontrados no maximo com 30 kg (VEINTEMILLA, 2006).

Dessa forma, o uso do tambaqui como bioindicador surge como estratégia
metodoldgica para avaliar o efeito toxico do residuo liquido da industria de 6leos essenciais, 0
hidrolato. Esse residuo, que contém tracos do Oleo essencial, vem sendo descartado

indiscriminadamente em rios ¢ cursos d’agua, e pode acarretar um dano ao ambiente aquatico.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar atividades biologicas do 6leo essencial, hidrolato e extratos de Aniba

canelilla e potencial toxico do hidrolato visando a formulag&o de um fitocosmético.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Investigar no 6leo essencial e em extratos obtidos com solventes orgéanicos de
diferentes polaridades a existéncia de atividade antioxidante e antimicrobiana;

2. Investigar atividade antioxidante e antimicrobiana em extratos obtidos de folhas e
galhos de A. canelilla apds a extracdo de 6leos essenciais, bem como no hidrolato, visando o
aproveitamento de residuos da industria de 6leos essenciais na industria biotecnolégica.

3. Avaliar a citotoxicidade do hidrolato de A. canelilla frente as larvas de Artemia

salina;
4. Avaliar a genotoxicidade do hidrolato de A. canelilla em Colossoma macropomum;
5. Avaliar os parametros hematoldgicos do C. macropomum exposto ao hidrolato de
A. canelilla;

6. Avaliar a estabilidade preliminar de um fitocosmético contendo 0leo essencial,

hidrolato e extrato glicdlico de A. canelilla.
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4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 COLETA DE MATERIAL VEGETAL

Folhas e galhos foram coletados da base da copa de onze arvores de Aniba canelilla. O
material vegetal de dez arvores foi utilizado para extracdo de 6leo essencial e obtencdo do
residuo liquido (hidrolato) e residuo s6lido. O material vegetal de uma arvore, devidamente
identificada, foi utilizado para obtencdo de extratos etandlicos. A coleta foi realizada no
periodo chuvoso (abril de 2011) na Reserva Florestal Adolpho Ducke do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia — INPA, localizada no Km 26 da Rodovia AM-010 (Figura 8),
Manaus — Itacoatiara, no municipio de Manaus, Amazonas, no periodo matutino. Apds a
coleta, o material vegetal foi enviado ao laboratorio de Engenharia Quimica da Universidade

do Estado do Amazonas — UEA para secagem.

% R. Amazonas

Figura 8. Imagem da Reserva Florestal Adolpho Ducke (RFAD).
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4.2 SECAGEM E TRITURACAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi seco em temperatura ambiente por 10 dias e apos este periodo
foi moido em moinho elétrico de facas com tela de 3 mm, constituindo o material utilizado

nas etapas seguintes, segundo o fluxograma apresentado na Figura 9.

Material Vegetal
Auniba canelila
Folhase Galhos

Secageme
Moagem

! 1

Extrato Bruto Hldrodemiqéo
Etandlico porarraste a
vapor
1
1 . | 1
Ensaios Particio ; v . v
Biologicos Etargll;;.gua Oleo Essencial Hidrolato Residuo 86lido

r 1 1 1 \ !

Ext Hexéanico

Ext
Diclorometénico

Ext.

Hidroetanélico = |

Ensaios
Biologicos

Ext
Diclorometanico

Ext. Etandlico

Ensaios
Biologicos

Ensaios
Biologicos

Ensaios
Biologicos

Ensaios
Biologicos

Ensaios
Biologicos

|

Figura 9. Fluxograma das etapas de extragdo, particao e ensaios bioldgicos de A. canelilla.

4.3 OBTENCAO DE OLEO ESSENCIAL E HIDROLATO

O 6leo essencial foi obtido por arraste a vapor em aparelho tipo Clevenger modificado
(Figura 10), onde 100 gramas de material vegetal foram destilados com 1000 gramas de agua
destilada a temperatura de 100 °C durante trés horas e 30 minutos para folhas e seis horas
para galhos. Posteriormente os 0leos foram separados do hidrolato por decantacao e secos por
meio de percolacdo em Na,SO,4 anidro (CHAAR, 2000). O rendimento dos 6leos foi calculado

a partir da massa do material seco e da massa do 6leo extraido segundo a Equagédo 1.

—| Moo | y 1009 1)

planta
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Onde:
m ¢1eo = Massa do 6leo (Q)
M planta = Massa da planta seca (g)

Rend. = Rendimento em porcentagem (%m/m)

Figura 10. Extracdo de 6leo essencial de folhas e galhos de A. canelilla em aparelho tipo Clevenger.

Os 0leos essenciais e 0 hidrolato resultante da hidrodestilagdo de galhos e folhas das
dez arvores foram reunidos em frascos de vidro ambar, um frasco contendo 06leo essencial e
outro hidrolato, e foram armazenados na geladeira para posteriores ensaios de atividade

bioldgica. O residuo sélido foi utilizado para obtencdo de extratos etanélicos.

4.4 OBTENCAO DE EXTRATOS DE FOLHAS E GALHOS DE A. canelilla

As folhas e galhos secos e triturados foram macerados com alcool etilico de cereais
92,8° INPM a temperatura ambiente por 72 horas, filtrando-os em seguida e adicionando-se
novo solvente deixando o material vegetal macerar por mais 72 horas seguido de nova
filtragem e macerag&o totalizando um periodo de nove dias.

Os extratos obtidos foram filtrados e o solvente evaporado sob pressdo reduzida a 45
°C. O rendimento foi determinado e retirado uma aliquota para ensaios bioldgicos. O extrato
bruto resultante foi ressuspendido em etanol-agua (1:3) e submetido a particdo liquido-
liquido, utilizando primeiro o solvente organico n-hexano, segundo, diclorometano (Figura
11).
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anel

camada menos densa
Interiace liquido-liquido
camada mals densa

Figura 11. Esquema da parti¢do liquido-liquido dos extratos.

Deste procedimento resultou uma fracdo solivel em n-hexano e uma em
diclorometano, que novamente foram levados ao evaporador rotatério sob pressao reduzida a
40 °C para a retirada do solvente, restando ainda uma fragdo hidroalcodlica que foi liofilizada
com o equipamento da marca Christ, modelo Alpha 1 — 2 LD plus (Figura 12). As condicdes
utilizadas foram de pressdo de 0,04 mbar, temperatura de — 45 °C, tempo de liofilizagdo de 93
h e 10 min. Ao final do tempo a amostra se encontrava com coloragdo marrom claro, aspecto

vitreo, quebradica, indicando sua completa liofilizacao.

Figura 12. Aparelho liofilizador em (a) vista frontal e (b) vista do painel digital, indicando as condicGes de
operagéo.
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4.5 ENSAIOS ANTIMICROBIANOS

As solucdes obtidas a partir dos extratos na concentracdo de 2 mg/mL foram
ressuspendidas em dimetil-sulféxido (DMSO 1%) e dos Oleos essenciais e hidrolatos em
Tween 80 1%, as quais foram testadas em microrganismos que compde o teste desafio
(Challenge Test) proposto pela ANVISA, utilizando as cepas padrdo de Candida albicans
(ATCC 12.031), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9.027) e Staphylococcus aureus (ATCC
6.538). Estes ensaios foram realizados no Laboratério de Microbiologia na Escola Superior de
Ciéncias da Saude da UEA (Figura 13).

Figura 13. (a) Solugdes testes preparadas em DMSO e agua. (b) Inocula¢do de microrganismo em Camara
de Fluxo.

4.5.1 Ensaio Antimicrobiano

Outros fungos também foram utilizados, tais como os fitopatdgenos isolados da
melancia e do tomate, Didymella bryoniae e Corynespora cassiicola, respectivamente. Estes
ensaios foram realizados no laboratério Nucleo de Quimica do grupo de Quimica Aplicada a
Tecnologia.

Os testes qualitativos de atividade antimicrobiana dos extratos brutos etandlicos e
fases hexanicas e diclorometénicas foram realizados segundo a metodologia de cavidade-
placa. Os microrganismos foram inoculados em camara de fluxo através da técnica de spread-
plate, em placas de Petri contendo o meio de cultura Saboraund para fungos e Muller-Hinton
para bactérias, onde foram feitas cavidades circulares de 6 mm de didmetro (BANHOS, 2011)

(Figura 14). Em seguida, adicionam-se nas cavidades as solucdes teste de Aniba canelilla,
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utilizando como controle negativo de atividade antimicrobiana DMSO e Tween 80 e como

controle positivo um antibiético comercial de referéncia.

L Bl TP TP

LN

Figura 14. (a) Placa com meio de cultura Saboraud sendo preparados os pog¢os para inoculagdo das
solucdes teste. (b) Verificacdo da presenga de halo de inibi¢do em placa contendo Pseudomonas
aeruginosa.

Ap6s 24 horas de incubacio a 30°C em estufa tipo BOD, procede-se a verificagdo da
formagé&o dos halos de inibigc&o de crescimento e, em caso de atividade positiva, a verificagéo

do didmetro do halo com o auxilio de um paquimetro (Figura 15).

‘ —_

/Tl ﬂ

\.1
%= 0, 1lmL

Controle negativo: DMSO
Controle positivo: Antibiético
Meio de Cultura @ \ 'ﬁ
Microrganismo v i
0 : REEEEN RN
@=6,0mm .

Incubag:ao
30°C/ 24h

} _ Extrato Vegetal

Halo
Inibi¢do Crescimento

Figura 15. Ensaio de atividade antimicrobiana.

4.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Véarios métodos sdo utilizados para determinar a atividade antioxidante. Um dos mais

usados consiste em avaliar a capacidade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-
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hidrazila (DPPH-), de coloragdo purpura que possui absor¢cdo maxima em 517 nm. Por acdo
de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R), o DPPH- é reduzido formando difenil-
picril-hidrazina, de coloracdo amarela (Figura 16), com consequente desaparecimento da
absorcéo, podendo a mesma ser monitorada pelo descréscimo da absorbancia. A partir dos
resultados obtidos determina-se a porcentagem da atividade antioxidante ou sequestradora de
radicais livres e/ou a porcentagem de DPPH- remanescente no meio reacional (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995; SANCHEZ-MORENO et al., 1998; 2002).

3 A-H —* NH + A
O2N NO; O;N NO;
NO2 NO;
DPPH DPPH-H
(purple, 517 nm) (colorless)

Fonte: grupiv.wordpress.com

Figura 16. Estrutura do DPPH reduzindo-se na presen¢a de um antioxidante.

A metodologia abaixo foi descrita por Brand-Williams et al. (1995) modificado por
Sanchez-Moreno et al. (1998), Mensor et al. (2001), Silva et al. (2007), Rufino et al. (2007) e

adaptado pelo autor para o desenvolvimento deste trabalho.

4.6.1 Preparo de SolucGes Estoque

Para o preparo da solugédo estoque foram pesados 0,0128 g de extrato seco ou de 6leo
essencial e solubilizados em metanol P. A., avolumando-se para 10 mL em bal&o volumétrico.
A partir da solugdo estoque foram feitas diluicGes sucessivas em progressdo geometrica com
razdo igual a 0,5 utilizando como solvente metanol P. A., em microtubos eppendorf, até a
concentracéo de 5 pg/mL (Figura 17).

Para o hidrolato foi retirada uma aliquota de 1000 pL, considerada como solugdo

estoque e foram feitas dilui¢ces sucessivas conforme o procedimento descrito no item 4.7.1.
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Solugiio + 500 pL + 500 pL + 500 pL + 500 pL + 500 pL, + 3500 pL + 500 pL + 500 pL
Estoque Metanol Metanol Metanol Metanol Metanol Metanol Metanol Metanol

Figura 17. Esquema de dilui¢fes sucessivas.

4.6.2 Preparo das Solucdes de Acido Ascorbico e Quercetina

Foram pesados 0,0200 g de &cido ascérbico ou quercetina e transferidos para um baldo
volumétrico de 25 mL avolumando-se com metanol P. A., obtendo-se uma solucdo estoque de
800 pg/mL. Em seguida foram feitas as diluicBes necessarias obtendo-se as concentraces

finais 200, 175, 150, 125, 100, 75, 50 e 0 ug/mL para a construcao das curvas analiticas.

4.6.3 Preparo da Solucdo de DPPH-

A solucdo de DPPH- foi preparada na concentragcdo 0,06 mol/L, onde 0,0280 g foram
pesados e avolumados com metanol P. A. em 1000 mL. A solucdo foi preparada no mesmo

dia da analise e protegida da exposic¢éo a luz.

4.6.4 Ensaio da Atividade Antioxidante

Foram transferidos 50 uL de cada concentracdo da amostra teste, em triplicata, para
tubos de ensaio, protegidos da exposic¢éo direta da luz, sendo adicionados 1950 pL da solugéo
de DPPH- 0,06 mol/L seguido de homogeneiza¢do da mistura. O controle foi preparado de

modo semelhante, substituindo a amostra por metanol P. A. O branco foi preparado
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adicionando-se 1950 pL de metanol P. A. mais 50 pL da solucdo-teste contendo a mesma
concentracdo de cada ensaio para a calibragdo do espectrofotdmetro. Apos 30 minutos de
reacdo, verificou-se a absorbancia em espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 517
nm (Figura 18). Para os Oleos essenciais e hidrolato de A. canelilla foi verificada a

absorbancia também apds 60 e 90 minutos de reacéo.

Branco Controle 1950 ul. DPPH +
DPPH + 50 uL de amostra em diferentes concentracoes
Metanol |
Apos 30 min
By
% ’

Figura 18. Esquema da metodologia para avaliacdo da atividade sequestrante do radical livre DPPHe.

4.6.5 Avaliagéo dos Resultados

Os resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo de DPPH- conforme a
Equacdo 2, e por meio de regresséo linear foi determinado a Concentragdo Eficiente (CExso),
concentracdo de amostra necessaria para o seqiestro de 50% dos radicais livres DPPH-
(SILVA et al., 2007).

(Abscontrole — Abs

Abs

AA% =

amostra) X].OO (2)

controle
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4.6.6 Andlise Estatistica

Os dados foram expressos em média e desvio padrdo da média e aplicados o teste t de
Student para comparacdo entre duas medias e teste ANOVA One Way para andlise de
variancia em mais duas médias. Foram consideradas as diferencas com p<0,05 como

significativas.

4.7. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE FRENTE A Artemia salina

A atividade citotdxica do hidrolato foi avaliada através de letalidade contra Artemia
salina Leach, de acordo com o método proposto por Meyer et al. (1982) e McLaughlin et al.
(1991b).

4.7.1 Preparo das SolucGes Teste

As solucdes foram preparadas a partir do hidrolato oriundo da extracdo do Oleo
essencial obtendo-se as concentracGes 100%, 10%. 1%, 0,1% e 0% solubilizando-se em 1%
de Tween 80. As solugdes foram avolumadas com solucdo salina na mesma concentracao do

meio de cultivo.

4.7.2 Preparo do Meio de Cultivo

Foi utilizada, como meio de crescimento, uma solucdo salina contendo 38 g de sal
marinho sintético em agua destilada, preparando-se 1 L de solucédo (3,8%), e para a eclosdo,
adicionados 10 mg de cistos de Artemia salina. O crescimento ocorreu em temperatura
ambiente, de 25 a 28°C, sob iluminacdo em lampada fluorescente durante 48 horas e aeragéo

constante.
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4.7.3 Exposigdo dos Nauplios de A. salina

Apds as 48 h para eclosao, os nauplios foram transferidos para tubos de ensaio, sendo
distribuidas 10 larvas de Artemia salina para cada tubo. Nos tubos foram adicionados 5 mL
das solugdes teste, em triplicata. No controle, a solucdo teste foi substituida pelo solvente
utilizado para solubilizar o hidrolato. Para evitar a mortalidade no grupo controle, foi
elaborado um sistema de aeracdo constante e 0s tubos de ensaio contendo as larvas de Artemia

salina foram mantidas por 24 horas sob iluminacdo de lampada fluorescente (Figura 19).

Figura 19. Sistema operacional para realizacdo dos experimentos de citotoxicidade frente as larvas de
Artemia salina.

4.7.4 Avaliacdo dos Resultados

Ap6s o periodo de exposicao, foi analisado o nimero de larvas sobreviventes, tanto

nos tubos de controles quanto nos tratamentos. Foram feitas diluigdes sucessivas do hidrolato
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seguindo uma progressdo geométrica para a determinacdo da Concentracdo Letal que causa
morte de 50% de uma populacéo (CLsp), que foi obtida por meio de regressao linear.
4.8 ENSAIO DE TOXICIDADE FRENTE AO Colossoma macropomum

4.8.1 Obtencgé&o dos Animais e Aclimatacéo

Os exemplares de tambaqui foram adquiridos em fazendas de piscicultura da regido
(Figura 20) e transportados ao laboratério de Engenharia Quimica da EST/UEA. No
laboratdrio, os animais receberam um tratamento profilatico com NaCl e aclimatados, por no
minimo 20 dias, em tanques de 1000 litros, dotados de sistema de aeracdo permanente e filtro
mecanico, onde foram alimentados com racdo comercial durante todo o periodo pré-
experimental. A alimentacdo dos animais foi suspensa 24 horas antes do inicio dos

experimentos e durante 0s mesmos.

Figura 20. Fazenda de piscicultura Extra Beth localizada na AM-010 km 47.

4.8.2 Acompanhamento da Qualidade da Agua

As medidas das caracteristicas fisico-quimicas da agua foram efetuadas diariamente
durante a execucdo dos testes experimentais. Os valores de pH foram obtidos com auxilio de
um pHmetro e as medidas de temperatura e de oxigénio dissolvido foram realizadas com o

auxilio de um oximetro.
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4.8.3 Preparacéo da Solugdo-teste de A. canelilla

A solucéo teste foi preparada na concentracdo de 1% onde 40 mL do hidrolato foram
previamente dissolvidos em 1 mL de DMSO completando-se o volume para 4 litros. O
mesmo volume de DMSO 0,025% também foi adicionado a agua de um grupo controle.
Segundo Pacheco e Santos (1998) a concentracdo até 0,083% de DMSO ndo promove efeitos

toxicos.

4.8.4 Protocolo Experimental

Para obtencdo do objetivo desta proposta, grupos de seis exemplares (n=6) foram
transferidos para camaras individuas com capacidade para 4 L, onde foram expostos a uma
determinada concentracdo sub-letal da solugdo teste por 96 h. Os aquéarios foram dotados de
sistemas estaticos, sem renovacao da solugdo-teste, aeracdo constante e com o monitoramento
da temperatura, pH e oxigénio dissolvido. O experimento consistiu em dois grupos controles,
um ndo foi adicionado nenhuma substancia quimica poluente e ao outro foi acrescentado
DMSO a 0,025% (Figura 21).

Figura 21. Camaras individuais de 4 L para exposi¢do dos tambaquis ao hidrolato de A. canelilla. Tampa
branca é o grupo Controle 1 (4gua do pogo), tampa verde Controle 2 (agua e DMSO 0,025%), tampa
laranja Tratamento (hidrolato 1%0).
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Ao final das 96 horas de exposi¢do os animais foram coletados, anestesiados com
mentol e sacrificados para obtencdo das amostras sanguineas (Figura 22) para avaliar 0s

parametros genotoxicos e hematologicos.

Figura 22. Retirada do sangue por puncéo da veia caudal. (a) vista frontal. (b) vista lateral.

4.8.5 Anormalidades Nucleares Eritrociticas (ANE)

As anormalidades nucleares eritrociticas foram determinadas de acordo com a
metodologia revista e modificada por Pacheco e Santos (1998). Foram preparadas extensdes
sanguineas em laminas de vidro (Figura 23) e fixadas em metanol P.A. por 10 minutos. As

laminas foram secas em temperatura ambiente.
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Figura 23. Preparagdo de extensdes sanguineas em laminas de vidro.
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As extensdes foram coradas sucessivamente com (i) uma solucdo May-Grunwald por
dois minutos; (ii) May Grunwald e agua destilada (1:1) por 10 minutos; e (iii) Giemsa e agua
destilada (1:6) por 10 minutos. Em seguida, as ldminas foram lavadas abundantemente em
agua corrente e secas a temperatura ambiente.

A contagem das anormalidades nucleares eritrociticas (ANE) foi realizada em cada
l[amina até atingir 1000 células sanguineas, com auxilio de um microscopio éptico com
aumento resolutivo de 100x. Foi conferido o nimero de lesdes nucleares, que sdo de quatro
tipos (Figura 24): microntcleo (MN), nucleo lobado (NL), nucleo segmentado (NS) e ndcleo
em forma de rim (NR). Entre o nimero de células observadas (1000), foram conferidos o
numero de ocorréncias dessas anormalidades e os resultados expressos em porcentagem (%),

considerando a soma de todas as lesdes (MN+NL+NS+NR).

Figura 24. Células eritrociticas com anormalidades nucleares. MN = Micronucleo; NS = Nucleo
Segmentado; NL = Nucleo Lobado; NR = Nucleo em Forma de Rim.

4.8.6 Hematocrito (Ht)

A amostra de sangue foi colocada em tubo de microhematdcrito, que teve uma das
extremidades vedada com massa para esta finalidade, sendo, em seguida, centrifugada a
12000 rpm por 10 minutos (Figura 25). A leitura da percentagem de sedimentacdo dos
eritrécitos foi realizada com auxilio de cartdo padronizado (ESTRIDGE e REYNOLDS,
2011).
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Figura 25. Centrifuga de microhematocrito.

4.8.7 Concentracao de Hemoglobina (Hb)

A concentragdo de hemoglobina foi determinada utilizando o método da
cianomethohemoglobina (KAMPEN e ZILJSTRA, 1964), que consistiu em colocar 10 pyL de
sangue em um tubo de ensaio contendo 2 mL de solugdo Drabkin (KCN 0,5g; KH,PO, 1,4g;

K,[Fe(CN) ] 2,0 g em 1 L de agua destilada). Apos agitacao, os tubos permaneceram por 20

minutos em repouso para efetivacdo da hemdlise. O contedo do tubo foi colocado em uma
cubeta de quartzo e a absorbancia medida em um espectrofotdmetro, em 540 nm. A
determinacdo da concentracdo de hemoglobina (em gramas por 100 mL de sangue) foi obtida

pela Equacdo 3:
[Hb] (mg/dL) = absorbancia (540 nm) x 0,146 x diluicdo da amostra 3)
Onde: 0,146 = fator de correcéo.
4.8.8 Concentracao de Metahemoglobina (MtHDb)

Para a determinacdo da metahemoglobina foram colocados 15 pL de sangue em um
tubo de ensaio contendo 2,0 mL da solugdo de tampé&o fosfato 35 mM, pH 7,3, o qual foi
agitado em vortex e, em seguida, a leitura foi feita em espectrofotdémetro em 560 nm, 576 nm

e 630 nm. Os resultados foram calculados de acordo com as Equacdes 4, 5 e 6, e apresentados

em porcentagem (%).
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OxiHb = [(Abs.576 x1,013) — (Abs. 630 x 0,3269) — (Abs. 560 x 0,7353)] x 10 4)
DeoxyHb = [(Abs. 560 x1,373) — (Abs. 576 x 0,747) — (Abs.630 x 0,737) x 10™* (5)
FerriHb = [Abs. 630 x 2,985) — (Abs. 576 x 0,194) + (Abs. 560 x 0,4023)] x 10 (6)

4.8.9 Contagem de Eritrdcitos (RBC)

A contagem dos eritrdcitos foi realizada pelo método usual colocando em um tubo de
ensaio uma amostra de 10 pL de sangue diluida em 2 mL de formol citrato (3,8 g de citrato de
sodio; 2,0 mL formol e &gua destilada g.s.p. 100 mL). Apds homogeneizagdo, a contagem dos
eritrécitos (10%/uL) foi feita em camara de Neubauer, com objetiva de 40x (Figura 26).

Figura 26. Area de contagem de eritrécitos (em vermelho) utilizando camara de Neubauer.

4.8.10 indices Hematimétricos

A partir dos resultados obtidos nas analises hematoldgicas, os valores foram
calculados, de forma indireta segundo Wintrobe (1934), para a obtencdo dos valores de
Volume Corpuscular Médio (VCM), Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média

(CHCM) e Hemoglobina Corpuscular (CHC), conforme as Equacdes 7, 8 € 9.

Volume corpuscular médio (VCM; um®) = Ht x 10/RBC (7
Hemoglobina corpuscular média (HCM; ug) = [Hb]x 10/RBC (8)
Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM; %) = [Hb] x 100/Ht 9)
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4.8.11 Concentracao de Glicose Sanguinea

Os niveis de glicose (mg/dL) foram mensurados por meio de analise eletroquimicas

das amostras, em um medidor eletrénico Performa (Figura 27).

Figura 27. Aparelho medidor de glicose sanguinea (marca Performa).

4.8.12 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média e desvio padrdo da média (SEM) e
submetidos a uma analise de variancia (ANOVA, One Way). Havendo indicacdo de
existéncia de diferenca significativa em nivel de 5%, foi aplicado o teste de Tukey para

discriminagdo das diferencas.

4.9 FORMULACAO COSMETICA

4.9.1 Preparo das Emulstes

As emulsdes foram preparadas pelo método de inversdo de fases empregando 0Oleo
essencial de preciosa, hidrolato, extrato glicélico de preciosa (obtido a partir do extrato bruto
etanolico), propilenoglicol, base emulsificante comercial, conservantes metilparabeno e
propilparabeno, miristrato de isopropila e 4gua desionizada. As fases aquosa e oleosa foram
aquecidas a 75 °C, vertendo-se posteriormente a fase oleosa a fase aquosa. A mistura foi

mantida sob agitacdo mecénica durante 25 min (Figura 28). Apds este tempo, foram
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adicionados os conservantes. Todas as formulagcdes foram preparadas e avaliadas em
duplicatas (LIMA et al., 2008; ISAAC et al., 2008).

Figura 28. Preparacdo das emulsdes cosméticas em misturador mecénico. (a) aparelho em funcionamento
e (b) emuls&o cosmética.

4.9.2 Anélise Macroscopica das Formulagdes

Esta etapa foi realizada apds 24 h do preparo das amostras e durante as avaliacdes.
Foram observadas as caracteristicas organolépticas e a homogeneidade das formulagdes, a fim

de identificar algum processo de instabilidade, como cremeacdo, floculagdo e coalescéncia
(FERRARI, 1998).

4.9.3 Teste de Estabilidade Preliminar
As emulsdes classificadas macroscopicamente como estaveis, ap6s 24 h de sua

manipulacdo, foram submetidas aos testes preliminares de estabilidade: centrifugacéo,
estresse térmico, ciclo gela-degela e refrigeracdo (ISAAC et al., 2008; ANVISA, 2004).
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4.9.3.1 Teste de Centrifugacdo

Em um tubo de ensaio cénico graduado foram adicionados 10,0g de cada amostra e
submetidas aos ciclos de 1.000, 2.500 e 3.500 rpm (70, 440 e 863g, respectivamente) durante
15 min. em cada rotacdo a temperatura ambiente (IDSON, 1988; 1993a; 1993b; RIEGER,
1996; FERRARI, 1998).

4.9.3.2 Estresse Térmico

As emulsdes foram submetidas ao aquecimento em banho termostatizado na faixa de
temperatura de 40 a 80 °C. O ensaio foi realizado com aumento da temperatura de 51 °C em
5+1 °C, mantendo-se por 30 min. em cada temperatura. As leituras foram realizadas ao
término do experimento a 80 °C, ap6s o arrefecimento natural das amostras a temperatura
ambiente (FERRARI, 1998; 2002). As amostras gque permanecerem macroscopicamente
estdveis foram avaliadas a partir dos seguintes parametros: analise macroscopica;

determinacéo do valor do pH e densidade.

4.9.3.3 Ciclo Gela-Degela

As formulacGes permaneceram nas temperaturas padronizadas por um periodo de 12
dias. O 1° dia correspondeu as 24 h apds o preparo das formulacdes. As amostras foram
submetidas a 4+2 °C/24 h em geladeira e 45+2 °C/24 h em estufa, completando-se assim, um
ciclo. As leituras foram realizadas antes do inicio do teste e no final do 6° ciclo (12 dias).
Foram utilizados os mesmos pardmetros de avaliagdo do teste de estresse térmico (FERRARI,
1998; 2002).

4.9.3.4 Determinacdo do Valor do pH
Esse valor foi determinado inserindo o eletrodo diretamente na diluicdo aquosa 1:10

(p/p) das amostras homogeneizadas a temperatura de 25°C (DAVIS, 1977). As leituras foram
realizadas em duplicata em cada lote.
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4.9.3.5 Andlise dos Resultados

Os resultados dos testes de estabilidade preliminar foram submetidos a analise de
variancia ANOVA para amostras homogénas e, ao teste de Tukey, para a discriminagédo das
diferencgas, considerando p<0,05. As analises estatisticas foram avaliadas pelo programa
BioEstat 5.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos de A. canelilla foram expressos
em percentual de inibicdo da oxidagéo frente ao radical DPPH- e por meio de regresséo linear
foram determinadas as concentracBes eficientes (CEsp), sendo comparadas as do &cido
ascorbico e da quercetina. Segundo Mensor (2001), o acido ascorbico possui alta atividade
antioxidante, e segundo Behling et al. (2004), o flavondide quercetina sequestra radicais de
oxigénio, inibe a xantina oxidase e a peroxidacdo lipidica. Sendo assim, estes dois compostos
podem ser utilizados como antioxidantes de referéncia.

As Figuras 29 e 30 apresentam as curvas analiticas da atividade antioxidante para
diferentes concentracdes de &cido ascorbico e quercetina, respectivamente. A partir destas
curvas foram determinados os valores de CEsy de 113,55 ug/mL e 104,35 pg/mL para o acido
ascorbico e a quercetina, respectivamente. O mesmo procedimento foi adotado para a
obtenc¢éo da CEs das amostras de extratos de A. canelilla.

100

y=0.473x-3.713

RZ=0.986 /i
80 »

. —

) /
0 T
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Atividade Antioxidante {%)

Concentragdo da amostra (pg/mL)

Figura 29. Curva analitica do acido ascorbico utilizada para determinacao da Concentracdo Eficiente
(CEso).



74

100
y=0.564x- 8922
R;=0.82% +
80

60 *

40

Atividade Antioxidante {%)

20

0 50 100 150 200 250

Concentragdo da amostra (pg/mL)

Figura 30. Curva analitica da quercetina utilizada para determinacéo da Concentracao Eficiente (CEx).

A partir dos resultados obtidos na analise dos extratos etandlicos brutos das folhas de
A. canelilla (Figura 31), pode-se constatar que estes apresentaram uma alta atividade
antioxidante, apenas, 2,92 vezes menos eficiente (CEso = 331,20 ug/mL) que o padréo acido
ascorbico (CEsp = 113,55 pg/mL) e 3,18 vezes menos eficiente que a quercetina (CEsy =
104,35 ug/mL). Verifica-se ainda que a maior parte das substancias responsaveis por tal
atividade foi separada na fase hidroalcodlica (CEsy = 338,20 pug/mL), que possui o carater

mais polar dos extratos, sendo este resultado de concentracdo eficiente bem proximo aos
antioxidantes padréo, acido ascorbico e quercetina.

Fase hidroalcodlica
Fase Diclorometdanica
Fase Hexanica

Extrato Etandlico Bruto
Quercetina

Acido Ascérbico

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
CEso (ng/mL)

Figura 31. Concentracéo Eficiente (CEsy) em pg/mL dos extratos das folhas de A. canelilla e dos
antioxidantes padrao.
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Tal resultado pode ser explicado pela maior solubilidade das substancias antioxidantes
em solvente polares, pois o0 ensaio utilizando o radical estdvel DPPH mede a capacidade das
substancias testadas em doar hidrogénio radicalar a este radical, e assim, quanto maior o
numero de hidroxilas presentes na amostra, maior seu potencial antioxidante (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006). O aumento do numero de hidroxilas nas substancias também
aumenta sua polaridade, e consequentemente, essas substancias podem ser extraidas nas fases
mais polares da particao.

As substancias responsaveis pela inibicdo da oxidacdo deste extrato, ao doar
hidrogénios radicalares para a reducdo do DPPH, podem possuir a capacidade de deslocalizar
o radical por sua estrutura, devido a alta estabilidade do novo radical formado, pois além da
reducdo do DPPH ocorrer no primeiro minuto da reacdo (observado visualmente), apés trinta
minutos de reacdo, a absorbancia permaneceu constante.

A fase obtida com diclorometano apresentou a menor atividade antioxidante, com
CEso de 789,50 pg/mL. Estes resultados corroboram a possibilidade de as moléculas
responsaveis pela atividade possuirem varias hidroxilas, pois apesar de ser um solvente mais
polar que o n-hexano, ndo pode interagir formando ligacbes de hidrogénio com outras
substancias, como a agua ou o etanol, o que interfere no tipo de substancia a ser extraida.

Nota-se também que a fase hexanica apresentou certa atividade antioxidante com CEsg
de 482,20 ug/mL. Com isso, pode-se dizer que no extrato de A. canelilla encontram-se
substancias de natureza apolar com atividade antioxidante, mesmo em menor quantidade, pois
a fase hexanica foi apenas 1,43 vezes menos eficiente que a fase hidroalcodlica.

Analisando os extratos dos galhos (Figura 32), observa-se que as substancias
responsaveis pela atividade antioxidante possuem o mesmo perfil quimico que as das folhas,
pois a fase hidroalcodlica apresentou a atividade mais acentuada com a menor CEsg (350,5
ug/mL), seguida do extrato bruto etanolico (CEsy = 449,4 pug/mL), o qual apresentou uma
atividade 3,97 vezes menos eficiente que a do padréo acido ascorbico (CEsg = 113,3 pug/mL),
e 4,31 vezes menos eficiente que a quercetina (CEsp = 104,35 pug/mL).

A fase diclorometanica foi a que apresentou a menor atividade (CEso = 1078,3
ug/mL), mesmo perfil observado nas folhas. Estes resultados indicam que as folhas de A.
canelilla possuem componentes com atividade antioxidante mais pronunciada que 0s
componentes encontrados nos galhos, ou ainda, que as substancias responsaveis pela atividade

sdo produzidas em maior quantidade nas folhas do que nos galhos. Observou-se também que,
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a fase hidroalcodlica de folhas e galhos de A. canelilla apresentou valores bem préximos de
CEsp, mostrando a eficiéncia do método de extracdo de tais substdncias tanto em folhas

quanto em galhos de A. canelilla.

Fase hidroalcodlica
Fase Diclorometéanica
Fase Hexanica

Extrato Etandlico Bruto
Quercetina

Acido Ascorbico

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
CEso (ng/mL)

Figura 32. Concentracao Eficiente (CEsy) em pg/mL dos extratos dos galhos de A. canelilla e dos
antioxidantes padrao.

Analisando os extratos brutos etandlicos do material vegetal obtido apos a extracdo do
6leo essencial (residuo solido), notou-se que houve uma diminuicdo significativa da atividade

antioxidante (Figura 33).

Fase hidroalcodlica
Fase Diclorometdanica
Fase Hexanica 2409.9
Extrato Etanolico Bruto

Quercetina

Acido Ascérbico

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
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Figura 33. Concentracéo Eficiente (CEsy) em pg/mL dos extratos do residuo de folhas de A. canelilla e dos
antioxidantes padréo.

No residuo das folhas de A. canelilla (Figura 33), 0 extrato bruto etandlico apresentou
uma atividade 11,62 vezes menos eficiente (CEsp = 1316,9 ug/mL) que a do padréo acido
ascorbico (CEsp = 113,3 pug/mL) e 12,62 vezes menos eficiente que o flavondide quercetina.

Comparando-se com a atividade observada para o extrato bruto antes da extracdo do 6leo,
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percebe-se que houve uma alteragdo significativa entre os extratos, pois o extrato etandlico
bruto das folhas, antes da extracdo do Oleo (CEsp = 331,2 upg/mL), mostrou-se
aproximadamente quatro vezes mais eficiente que o extrato bruto etandlico obtido ap6s a
hidrodestilacdo (CEso = 1316,9 pug/mL).

Observando as fases hidroalcodlicas antes (Figura 31) e depois (Figura 33) da extracdo
do oleo essencial das folhas, nota-se que a atividade antioxidante nestas fases polares
permaneceu inalterada, mostrando valores iguais estatisticamente com p>0,05. Nota-Se,
contudo, que a extragdo do 6leo essencial influenciou diretamente nas fases apolares, pois
houve uma queda significativa (p<0,05) na atividade antioxidante.

A partir desses resultados, pode-se inferir sobre a possibilidade de que existem
moléculas detentoras de atividade antioxidante no 6leo essencial de folhas e galhos de A.
canelilla, uma vez que apds sua extracdo, as fases menos polares (hexanica e diclorometéanica)
apresentaram reducéo significativa da atividade.

Ao analisar os extratos dos galhos de A. canelilla apds a extracdo dos 6leos essenciais
(Figura 34), notou-se 0 mesmo comportamento quanto a diminuicdo da atividade antioxidante

em relagdo aos extratos obtidos antes da hidrodestilag&o.

Fase hidroalcodlica
Fase Diclorometanica 3267.6
Fase Hexdnica
Extrato Bruto Etanolico
Quercetina
Padrio Acido Ascorbico
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

CEso (ng/mL)

Figura 34. Concentracao Eficiente (CEsp) em pg/mL dos extratos do residuo de galhos de A. canelilla e dos
antioxidantes padréo.

Antes da extragdo do Oleo, o extrato etandlico bruto obtido a partir dos galhos
apresentou uma CEs de 449,4 pug/mL, e apo6s a hidrodestilacdo, o extrato bruto do residuo de
galhos apresentou CEsp de 643,0 ng/mL, mostrando diferenca estatisticamente significativa

com p<0,05. Verifica-se, portanto, que os extratos brutos dos galhos mostraram-se mais
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eficientes que os do residuo (1,4 vezes mais eficientes), resultados semelhantes aos
observados em relagdo as folhas. A varidvel determinante desta observagdo é unicamente a
extracdo ou ndo do oleo essencial, sendo que foi adotada e padronizada a mesma metodologia
para a avaliacdo da atividade antioxidante de ambos os extratos.

Os resultados obtidos da porcentagem de inibicdo do radical DPPH, para o extrato
bruto etandlico, estdo listados na Tabela 3. Estes demonstram que o percentual de inibicéo
(%Inib) € diretamente proporcional a concentracdo do extrato adicionado, atingindo um valor
maximo em 1280 pg/mL com 92,65% de inibicdo para o extrato etandlico bruto das folhas
(EBF); 92,07% de inibicdo para o extrato etanolico bruto dos galhos (EBG); 48,66% de
inibicdo para extrato etanolico bruto do residuo das folhas (EBFR) e 88,97% para 0 extrato

etandlico bruto do residuo dos galhos (EBGR).

Tabela 3. Porcentagens de inibi¢cdo do radical livre DPPHe expressos em média + desvio padriao da média
em funcdo da concentracdo dos extratos etandlicos brutos de A. canelilla.

Extrato % Inibigao
[ Jpe/mL EBF EBG EBRF EBRG

0 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
4 -1.16 + 2.13 1.00 + 0.34 -0.32 + 1.21 0.07 + 1.20
8 1.11 + 0.39 2.03 + 0.95 -0.64 + 0.00 -1.10  + 1.24
16 3.11 + 0.09 3.21 + 0.62 2.25 + 3.06 -0.15 + 0.33
32 6.14 + 1.94 5.37 + 0.51 1.93 + 0.89 2.63 + 0.21
64 10.79 + 6.73 9.28 + 0.88 3.11 + 0.82 6.28 + 0.23
128 27.24 * 2.36 18.72 + 0.25 8.20 + 2.70 15.34 £ 1.26
320 52.01 #+ 1.49 36.44 & 0.72 12.81 + 0.23 31.55 + 0.77
640 92.23 + 0.39 69.63 + 1.84 24.65 + 0.62 58.65 + 1.75
1280 02.65 + 0.40 92.07 + 0.10 48.66  + 1.84 88.97 + 2.54

EBF = Extrato etandlico bruto das folhas; EBG = Extrato etanolico bruto dos galhos; EBRF = Extrato
etandlico bruto dos residuos de folhas; EBRG = Extrato etandlico bruto dos residuos de galhos.

Os valores de atividade antioxidante para os extratos etanolicos brutos das folhas
(EBF) obtiveram um maior coeficiente de regressao nas concentracdes de 8 pug/mL a 640
ug/mL (Figura 35a). Os valores abaixo de 8 ug/mL ficaram abaixo do limite de detecgdo do
método, e os valores acima de 640 ug/mL ndo apresentaram diferencas significativas entre o
percentual de inibicdo do radical (Tabela 3). Os extratos brutos etanolicos dos galhos (EBG)
apresentaram um bom coeficiente de regressdo, sendo utilizadas todas as concentracOes
testadas (Figura 35b).
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Figura 35. Curvas da atividade antioxidante em fun¢do da concentracdo dos extratos etanélicos brutos de
(a) folhas e (b) galhos de A. canelilla.

Analisando os extratos etandlicos brutos dos residuos, nota-se que, com a diminui¢do
da atividade antioxidante, as analises abaixo de 32 ug/mL ficaram abaixo do limite de
deteccdo do método, sendo necessaria uma maior concentracdo dos extratos para a analise da
atividade antioxidante. Os extratos brutos dos residuos das folhas (Figura 36a) apresentaram
uma atividade menor (estatisticamente significativa com p>0,05) que os dos galhos a 1280
ug/mL (Figura 36b), podendo-se inferir que a hidrodestilacdo influenciou mais na atividade

antioxidante das folhas que dos galhos de A. canelilla.
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Figura 36. Curvas da atividade antioxidante em funcéo da concentracéo dos extratos etandlicos brutos dos
residuos de (a) folhas e (b) galhos de A. canelilla.

A Tabela 4 apresenta os resultados de atividade antioxidante para a fase hexanica de
folhas e galhos de A. canelilla, e de folhas e galhos apos a extracdo de 6leo essencial.
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Tabela 4. Porcentagens de inibigéo do radical livre DPPH+ expressos em média + desvio padrao da média
em funcao da concentracado das fases hexanicas dos extratos de A. canelilla.

Extrato % Inibi¢cao
[ Ipg/mL FHF FHG FHRF FHRG

0 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
4 -2.70 £ 1.42 -0.52 & 1.01 0.98 b 3.24 0.11 + 0.15
8 1.07 + 1.26 -0.47  t 1.22 2.84 + 4.78 -1.74 + 3.20
16 1.21 + 2.12 -3.10  + 2.58 -1.96 + 1.29 -1.59 + 3.14
32 5.71 + 3.05 3.34 + 0.59 -1.32  + 1.56 -0.27 + 2.70
64 7.86 + 1.31 8.32 + 0.74 -0.07 + 1.70 0.89 + 3.12
128 16.62 + 0.86 17.38 + 2.14 1.56 + 1.44 3.50 + 3.26
320 35,57 ¢ 1.89 32,13 ¢ 0.76 4.76 + 1.48 8.60 £ 3.23
640 64.44  + 0.86 63.20 + 2.01 13.29 + 1.94 18.16 + 2.55
1280 8983 + 0.14 91816 + 0.15 2062+ 2.08 3X21  + 3.01

FHF = Fase hexanica do extrato de folhas; FHG = Fase hexanica do extrato de galhos; FHRF = Fase
hexanica do extrato do residuo de folhas; FHRG = Fase hexanica do extrato do residuo de galhos.

A fase hexanica das folhas apresentou um percentual de inibicdo a 1280 pg/mL de
89,8%. Contudo, os resultados de atividade antioxidante apresentaram maior correlacdo
(Figura 37a) nas concentracdes de 16 a 640 ug/mL. Resultados parecidos foram observados
na fase hexanica dos galhos (Figura 37b), mostrando que as atividades em ambas as fases
foram estatisticamente iguais (p>0,05).
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Figura 37. Curvas da atividade antioxidante em fun¢do da concentracdo das fases hexanicas de (a) folhas e
(b) galhos de A. canelilla.

A fase hexanica dos extratos dos residuos das folhas (Figura 38a) apresentou um
percentual de inibicdo bem inferior aos encontrados nas folhas antes da extracdo de oleo
essencial, chegando a um percentual de inibicdo de apenas 25,62%. Analisando a fase
hexanica dos extratos dos residuos dos galhos (Figura 38b) percebeu-se o mesmo
comportamento da fase hexanica dos residuos das folhas, chegando a 32,21% de inibic&o.
Comparando-se os resultados, percebe-se que ndo houve diferenca significativa entre os

extratos de folhas e galhos antes da extracdo de 6leo essencial (Tabela 4). No entanto, houve
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diferenga significativa quando ao comparar os extratos antes e apOs a extracdo de Oleo
essencial, e entre folhas e galhos apds a extra¢do do 6leo essencial. Considerando que os 6leos
essenciais tém caracteristicas apolares, ndo se solubilizando em agua, notou-se que a extragdo
do oleo essencial influenciou diretamente na atividade antioxidante da fase hexanica dos
extratos dos residuos de folhas e galhos, pois houve uma diminuicéo significativa na atividade
antioxidante desta fase, podendo-se inferir que as substéncias responsaveis por tal atividade

podem ter sido extraidas juntamente com o 0leo essencial.
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Figura 38. Curvas da atividade antioxidante em func¢éo da concentracao das fases hexanicas dos extratos
dos residuos de (a) folhas e (b) galhos de A. canelilla.

A Tabela 5 apresenta os resultados de atividade antioxidante para a fase
diclorometanica de folhas e galhos de A. canelilla, e folhas e galhos apds a extracdo de 6leo
essencial.

Tabela 5. Porcentagens de inibi¢cdo do radical livre DPPH« expressos em média + desvio padrao da média
em funcdo da concentracdo das fases diclorometénicas dos extratos de A. canelilla.

Extrato % Inibicao
[ Ipg/mL FDCMF FDCMG FDCMRF FDCMRG
0 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 £ 0.00
4 0.42 + 0.39 0.15 + 1.26 2.36 + 0.20 -0.62  + 1.82
8 0.28 + 0.50 1.29 + 2.74 3.32 + 0.45 -0.46 ¢+ 1.26
16 1.12 + 0.42 0.64 + 0.23 3.78 + 0.96 0.54 + 0.01
32 2.86 + 0.34 4.52 + 0.84 -0.01  + 0.85
64 6.18 + 1.31 2.08 + 0.53 6.25 + 1.10 0.76 £ 1.02
128 14.02 + 0.57 5.79 + 1.79 9.09 + 0.40 2.32 + 1.42
320 2443 + 0.17 2029 + 4.91 1477 # 1.08 5.29 + 1.23
640 44,07 + 0.38 3139 + 0.70 23.95 + 1.75 11.01 + 0.00
1280 7334  + 0.55 53005 + 0.01 476  + 0.76 19483  + 0.80

FDCMF = Fase diclometanica dos extratos de folhas; FDCMG = Fase diclorometanica dos extratos
dos galhos; FDCMRF = Fase diclorometanica dos extratos dos residuos de folhas; FDCMRG = Fase
diclorometénica dos extratos dos residuos de galhos.



82

A fase diclorometénica de folhas apresentou um percentual de inibigcdo relativamente
alto, chegando a 73,34% em 1280 ug/mL, porém em concentracfes abaixo de 16 ug/mL,
apresentou valores que ndo foram detectados pelo método. A melhor correlagdo encontrada
foi de 64 a 1280 ug/mL (Figura 39a). A fase diclorometanica de galhos mostrou-se linear no

mesmo intervalo de concentragcBes (Figura 39b), porém apresentou valores de inibicéo
menores que os das folhas.
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Figura 39. Curvas da atividade antioxidante em fun¢do da concentracgdo das fases diclorometénicas dos
extratos de (a) folhas e (b) galhos de A. canelilla.

Analisando as fases diclorometénicas das folhas e galhos (Figuras 40a e 40b) apds a
extracdo de Oleo essencial, percebeu-se que os valores foram significantemente menores que
antes da hidrodestilacdo, e ainda apresentaram atividades diferentes entre folhas e galhos. Os
constituintes quimicos responsaveis pela atividade podem ter sido extraidos com o 6leo
essencial e os diferentes valores de atividade antioxidante encontrados s6 poderdo ser

explicados por meio da caracterizacdo quimica de cada extrato.
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Figura 40. Curvas da atividade antioxidante em fun¢do da concentracgéo das fases diclorometénicas dos
extratos dos residuos de (a) folhas e (b) galhos A. canelilla.

A Tabela 6 apresenta os resultados de atividade antioxidante para a fase hidroalcodlica
de folhas e galhos de A. canelilla, e de folhas e galhos apds a extracdo de 6leo essencial.
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Tabela 6. Porcentagens de inibi¢cdo do radical livre DPPHe expressos em média + desvio padrio da média
em funcédo da concentracao das fases hidroalcodlicas dos extratos de A. canelilla.

Extrato % Inibi¢cao
[ Ipg/mL FHAF FHAG FHARF FHARG

0 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
4 -0.27 £ 0.82 2.07 + 2.27 -0.64 £ 1.05 -0.96 ¢+ 0.58
8 0.63 + 0.55 1.54 + 0.89 1.89 + 3.58 -0.64 + 0.56
16 1.48 + 0.36 1.96 + 1.22 211 + 0.95 -0.69 + 0.10
32 5.55 + 1.21 6.56 + 0.61 9.14 + 6.33 0.63 + 1.10
64 1169 + 2.59 13.76  + 1.79 14.14 + 1.82 1.00 £ 2.42
128 36.17 + 16.53 28.84 + 3.36 29.01 + 3.03 6.72 + 1.68
320 60.06 + 18.79|||60.86 + 4.21 57.41 ¢+ 5.54 27.16 £ 1.96
640 80.57 + 0.36 78.83 + 0.33 78.88 + 0.39 20.81 + 6.33
1280 8216 + 0.13 77298 + 0.54 7988 + 0.32 5421 t 7.33

FHAF = Fase hidroalcodlica do extrato das folhas; FHAG = Fase hidroalcodlica do extrato dos
galhos; FHARF = Fase hidroalcodlica do extratos dos residuos das folhas; FHARG = Fase
hidroalcodlica do extrato dos residuos de galhos.

As fases hidroalcoolicas dos extratos de A. canelilla apresentaram excelente atividade
antioxidante, tendo em vista que nas folhas (Figura 41a), o percentual de inibicdo chegou a
82,16%, e nos galhos (Figura 41b) a 77,98%. Esses resultados, portanto, ndo se diferem
estatisticamente, podendo-se afirmar que ambos possuem caracteristicas quimicas
semelhantes, e que possivelmente, a atividade antioxidante estd associada a uma mesma

molécula ou classe de substancias.
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Figura 41. Curvas da atividade antioxidante em fung¢do da concentracao das fases hidroalcoolicas dos
extratos de (a) folhas e (b) galhos de A. canelilla.

As fases hidroalcodlicas dos extratos dos residuos de folhas e galhos (Figura 42a e
42b) apresentaram os maiores coeficientes de regresséo de 16 a 640 pg/mL. Para as folhas, a
extracdo do oleo essencial ndo alterou seu potencial antioxidante, tendo em vista que néo

houve diferenga significativa entre os resultados antes e apos a hidrodestilagéo. Entretanto, o
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percentual de inibicdo dos galhos foi afetado pela extracdo do 6leo essencial ja que seus
valores de atividade foram significativamente mais baixos (p<0,05).
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Figura 42. Curvas da atividade antioxidante em fun¢do da concentracao das fases hidroalcodlicas dos
extratos dos residuos de (a) folhas e (b) galhos de A. canelilla.

As Tabelas 7, 8 apresentam o0s resultados da atividade antioxidante dos Oleos
essenciais das folhas e dos galhos, respectivamente. Durante todo o ensaio, realizado apds 30
minutos (OEF30), 60 minutos (OEF60) e 90 minutos (OEF90), ndo foram detectadas
atividades de inibicdo do radical DPPH- nos dleos essenciais de folhas e galhos. Portanto o
método ndo foi eficiente para encontrar um potencial antioxidante nos 6leos essenciais e no
hidrolato nas concentragdes estudadas.

Tabela 7. Porcentagens de inibicdo do radical livre DPPH- expressos em média + desvio padrdo da média
em funcéo da concentragdo do 6leo essencial das folhas de A. canelilla.

Oleo % Inibigdo
[ Jug/mL OEF30 OEF60 OEF90

0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
4 -4,54 + 10,14 1,52 + 1,76 0,75 + 2,36
8 -7,60 £ 11,52 -0,79 + 3,19 -0,86 + 2,11
16 -4,37 + 9,58 -0,82 + 1,9 -0,86 + 3,10
32 -4,08 * 9,56 -1,05 + 1,94 -0,72 + 5,40
64 -6,24 £ 8,01 -0,86 + 1,98 -3,55 + 6,07

128 -3,69 + 9,47 0,20 + 2,41 -7,09 + 2,45

320 -2,77 + 9,17 0,44 + 2,12 0,02 + 2,39

640 -2,31 + 9,43 0,85 + 2,23 0,70 + 3,04

1280 -1,64 £ 9,46 1,01 + 1,37 0,71 + 2,52

OEF30 = Anadlise dos 6leos essenciais de folhas em 30 minutos; OEF60 = Analise dos
oleos essenciais de folhas em 60 minutos; OEF90 = Andlise dos 6leos essenciais de folhas
em 90 minutos.
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Tabela 8. Porcentagens de inibicéo do radical livre DPPH- expressos em média + desvio padrao da média
em funcao da concentracao do dleo essencial dos galhos de A. canelilla.

Oleos
[ Iug/mL
0
4
8
16
32
64
128
320
640
1280

OEG30
0,00
2,31
3,09
1,45
0,81
-1,13
-0,62
2,31
2,26
2,01

+= + + + + + + + I+

I+

0,00
1,94
0,74
1,69
1,21
1,71
1,65
1,62
1,56
1,76

% Inibicao
OEG60
0,00 + 0,00
477 4,27
-1,49 3,47
-2,62 + 2,89
-3,25 + 5,25
-539 + 3,53
-0,79 + 2,76
-098 + 2,59
-098 + 2,59
-1,09 + 3,03

OEG90
000 + 0,00
728 + 8,02
454 + 571
522 t+ 6,93
544 + 3,64
841 + 5,07
806 + 6,58
2,03 + 457
28 + 5,71
2,45 + 511

OEG30 = Analise dos 0leos essenciais dos galhos em 30 minutos;

OEG60 = Analise dos

6leos essenciais dos galhos em 60 minutos; OEG90 = Andlise dos 6leos essenciais dos
galhos em 90 minutos.

O hidrolato (Tabela 9) resultante da hidrodestilagcdo apresentou percentuais de inibi¢ao

do radical DPPH- de até 14,31% em média, nas analises em 30, 60 e 90 minutos quando

analisado sem diluicdo. As substancias de carater polar encontradas nos extratos etanolicos

brutos também estdo presente no hidrolato, em menor quantidade. Sendo assim, este estudo

pode demonstrar um potencial biotecnol6gico para o aproveitamento deste residuo.

Tabela 9. Porcentagens de inibicdo do radical livre DPPH- expressos em média + desvio padrdo da média
em funcdo da concentracdo do hidrolato de A. canelilla.

Hidrolato
[ 1%(v/v)
0
0,39
0,78
1,56
3,13
6,25
12,5
25,0
50,0
100,0

HID30
0,00
-0,46
0,31
0,00
3,19
2,78
3,60
5,20
8,74
14,40

+= + + + + + + + I+

I+

0,00
1,61
0,44
0,15
0,73
0,16
0,64
0,08
0,38
0,45

% Inibigao
HID60
0,00 + 0,00
0,08 + 0,11
-0,21 + 0,40
-0,05 + 0,71
0,16 + 0,16
0,05 + 0,50
1,21 + 0,65
3,93 + 041
8,29 + 0,50
14,47 + 0,69

HID90

0,000 + 0.00
-0,67 + 149
-0,67 + 0.36
-1,13 * 0.69
-0,87 + 0.85
-3,64 t 394
-0,16 + 131
2,70 + 099
7,49 + 1.46
14,06 + 0.36

HID30 = Analise do hidrolato em 30 minutos; HID60 = Anélise do hidrolato em 60 minutos;

HID90 = Anélise do hidrolato em 90 minutos.
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Silva et al. (2007), ao analisar extratos metandlicos de A. canelilla, encontraram alta
atividade antioxidante, com concentracfes eficientes equivalentes aos deste trabalho.
Analisando os 6leos essenciais do tronco, folhas e galhos, os autores perceberam que, embora
menor que nos extratos, havia atividade antioxidante relevante em seus estudos (CEsy =
223,81 £ 1,88 ug/mL). Analisaram também a atividade antioxidante do composto majoritario
1-nitro-2-feniletano encontrando a CEsy = 792,50 £ 9,97 levando-nos a conclusdo de que o
potencial antioxidante da espécie ndo é devido exclusivamente a este composto. A diferenca
nos resultados pode ser explicada levando em consideracdo a amostra vegetal que foi coletada
em diferentes regides (Ulindpolis-PA e Novo Airdo-AM) por Silva et al. (2007) em relacdo a
este trabalho (Manaus-AM). O estudo da composi¢do quimica neste caso faz-se necessario
para caracterizar as substancias presentes nos Oleos essenciais e extratos etanolicos dos
troncos, folhas e galhos para uma melhor avaliagdo dos resultados.

De acordo com Soares et al. (2008) os compostos fendlicos sdo substancias com
grande potencial antioxidante, pertencentes as classes de taninos e flavonoides. Sdo formados
no metabolismo secundario de vegetais, possuindo funcGes de defesa contra o ataque de
pragas. Silva et al. (2007) ao analisarem os 6leos essenciais de folhas e galhos finos de A.
canelilla descreveram a presenca do terpeno p-cariofileno. Associado com compostos
fendlicos, o B-cariofileno tem seu potencial antioxidante aumentado através do efeito
sinérgico (ADAMS, 2001), o que pode ter sido um dos responsaveis pela boa atividade
antioxidante descrita pelos autores.

A realizacdo de diferentes testes para a avaliacdo da atividade antioxidante se faz
necessaria, juntamente com a caracterizacdo quimica dos componentes dos 6leos e extratos,
para a obtencdo de respostas mais precisas sobre a interacdo dos compostos presentes na
amostra com os diferentes radicais gerados durante a reagéo.

Tendo em vista os resultados observados, os extratos etanodlicos brutos e a fase
hidroalcodlica dos extratos de folhas e galhos de A. canelilla podem ser incorporados em
estudos de desenvolvimento de produtos cosmeticos combatentes de radicais livres. Uma
outra alternativa a ser incluida nestas pesquisas, € a utilizacdo do hidrolato, que se mostrou se

certa forma eficiente na inibicdo do radical DPPH-.
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5.2 ENSAIO ANTIMICROBIANO

As solucbes de oOleos essenciais, hidrolato e extratos da planta foram testadas frente
aos fungos Candida albicans (patdgeno humano), Corynespora cassiicola (fitopatégeno do
tomate), Didymella bryoniae (fitopatdgeno da melancia), e as bactérias Pseudomonas aeruginosa
(Gram-negativo) e Staphylococcus aureus (Gram-positivo). As amostras foram avaliadas quanto a
presenca de halo de inibicdo do crescimento microbiano e os resultados estdo apresentados na
Tabela 10 e comparados ao controle.

Tabela 10. Resultado dos ensaios antimicrobianos das solug6es de A. canelilla.

Solucgbes Microrganismos

(2 mg/mL) S.aureus P.aeruginosa C. albicans D. bryoniae C. cassiicola
OEF - - + + -
OEG - - + + _
Hidrolato - - - - -
EBEF - - - - -
FHEF - - - - -
FDCMEF - - - - -
EBEG - - - - -
FHEG - - - - -
FDCMEG B - - - -
EBEFR - - - - -
FHEFR - - - - -
FDCMEFR - - - - -
EBEGR - - - - -
FHEGR - - - - -

FDCMEGR B ) ) B )

(+) indica teste positivo e (-) indica teste negativo. OEF = Oleo essencial das folhas; OEG = Oleo
essencial dos galhos; EBEF = Extrato bruto etanolico das folhas; FHEF = Fase hexanica dos extratos das
folhas; FDCMEF = Fase diclorometanica dos extratos das folhas; EBEG = Extrato bruto etandlico dos
galhos; FHEG = Fase hexanica dos extratos dos galhos; FDCMEG = Fase diclorometénica dos extratos
dos galhos; EBEFR = Extrato bruto etanolico dos residuos das folhas; FHEFR = Fase hexanica dos
extratos dos residuos das folhas; FDCMEFR = Fase diclorometénica dos extratos dos residuos das folhas;
EBEGR = Extrato bruto etandlico dos extratos dos residuos dos galhos; FHEGR = Fase hexanica dos
extratos dos residuos dos galhos; FDCMEGR = Fase diclometanica dos extratos dos residuos dos galhos.

De todas as solucOes testadas, apenas os Oleos essenciais de folhas e galhos se
mostraram eficaz frente a C. albicans e D. bryoniae. Observa-se que em ambos 0S €asos, 0S

6leos essenciais apresentaram efetividade de inibicdo, caracterizado pela formagdo de halos
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de inibicdo do crescimento microbiano com diametro igual ou superior a 20 mm. Entre 0s
resultados obtidos, ressalta-se que a atividade mostrada pelos 6leos essenciais de A. canelilla
foi eficiente quanto a atividade fungistatica, tendo em vista que apds alguns dias as cepas
voltaram a crescer, desaparecendo o halo de inibicdo inicialmente observado. A alta atividade
dos 6leos essenciais de A. canelilla pode ser verificada quando comparam-se os diametros dos
halos de inibicdo do crescimento da levedura C. albicans (27-33 mm) frente a acdo do

cetoconazol usado como controle positivo (23-25 mm) (Figura 43).

Oleo essencial
de galhos

Controle positivo
(cetoconazol)

Oleo essencial
de folhas

Figura 43. Ensaio antimicrobiano frente & C. albicans apresentando halos de inibi¢do nos pocos contendo
6leos essenciais e cetoconazol (controle positivo).

Os 6leos essenciais de folhas e galhos também tiveram uma notavel atividade frente ao
fungo D. bryoniae, fitopatdgeno da melancia, tendo em vista seu halo de inibicdo de 25-30
mm em comparac¢do ao controle negativo (solugdo de Tween a 1%) cujo halo ndo ultrapassou
10 mm. Nota-se também, de acordo com a Figura 44, que o hidrolato diminuiu a velocidade
de crescimento do fungo, pois pode-se visualizar na placa um po¢o com a area ao redor
esbranquicada (hidrolato) e outro ponto com o fungo bem desenvolvido (solucdo de Tween
1%) ap0s 48 h de crescimento fangico.
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OE de folhas

Hidrolato

. OE de galhos®

Tween a 1%

OE de galhos

Tween a 1%

Figura 44. Ensaio antimicrobiano frente ao fungo D. bryoniae apresentando halos de inibicéo nos pocos
contendo os 6leos essenciais. (a) apds 24 h e (b) apo6s 48 h. OE = Oleo essencial.

N&o houve atividade antimicrobiana em nenhum extrato de A. canelilla testado. Os
Oleos essenciais ndo apresentaram atividade frente as bactérias P. aeruginosa e S. aureus,
tampouco ao fungo C. cassiicola. A Figura 45 apresenta o ensaio de atividade contra P.

aeruginosa, mostrando um halo de inibi¢do apenas para o controle positivo.

Controle
positivo

Figura 45. Ensaio antimicrobiano frente a bactéria P. aeruginosa apresentando halo de inibi¢do apenas
para o controle positivo.
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Os 6leos essenciais constituem o0s elementos volateis contidos em muitos Orgaos
vegetais, e estdo relacionados com diversas funcdes necessarias a sobrevivéncia das lantas,
exercendo papel fundamental na defesa contra microrganismos (LIMA et al., 2006).

Segundo Oger et al. (1994), a alta toxicidade do 0leo essencial de A. canelilla contra
C. albicans (MIC 170 ug/mL) e Aspergilus fumigatus (MIC 1500 ug/mL) se deve ao
composto majoritario 1-nitro-2-feniletano, isolado a partir de extratos hexanicos das cascas do
tronco. Possivelmente, o0 mesmo componente é o responsavel pela toxicidade contra D.
bryoniae observada neste trabalho.

Considerando a resisténcia das leveduras pertencentes ao género Candida frente aos
antifangicos atualmente utilizados, pode-se inferir que a pesquisa de busca de novos
compostos antiflingicos de origem vegetal mostra-se de relevante significancia. E possivel
observar o potencial antibiético que os produtos vegetais possuem, e por conseqiiéncia, a real
possibilidade de aplicacdo destes produtos na prevencao e tratamento de doencas infecciosas
de origem fangica. Porém, é necessario citar a necessidade de realizacdo de estudos de cunho
toxicologico e clinico como suporte de seguranca para o0 uso destes produtos como farmacos

ou cosmecéuticos.

5.3 CITOTOXICIDADE FRENTE A Artemia salina

Os resultados de mortalidade dos nauplios de Artemia salina expostos ao hidrolato de

Aniba canelilla estdo listados na Tabela 11.

Tabela 11. Resultados do percentual de mortalidade das larvas de A. salina em funcéo das concentracGes
do hidrolato de A. canelilla.

[Hidrolato] Mortalidade
% (VIV) Réplicas Total Percentual
0,0 1 0 2 3 6,67
0,1 1 0 0 1 2,22
1,0 4 1 2 7 15,56
10,0 15 15 15 45 100,00

100,0 15 15 15 45 100,00
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O hidrolato de A. canelilla apresentou-se altamente toxico frente as larvas de Artemia
salina. As concentracdes testadas foram de 100% (hidrolato puro) seguida de dilui¢des
sucessivas com razdo igual a 10, seguindo uma progressao geometrica decrescente até 0,1%.
Os dados de percentual de mortalidade foram expressos em funcdo da concentracdo para a
determinacdo da concentracdo letal a 50% da populagdo (CLsp) (Figura 46). Os resultados
demonstram linearidade em relacdo a concentracdo do hidrolato na faixa de 0% a 10%, sendo
utilizados para a construcdo da curva, visto que a partir da concentracao de 10% a mortalidade

jaerade 100% das larvas.
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Concentracdo do Hidrolato (%)

Figura 46. Curva apresentando o percentual de mortalidade de A. salina em funcéo das concentracdes do
hidrolato de A. canelilla mostrando a equacéo da reta utilizada para o calculo da CLsy.

A CLso do hidrolato, de acordo com equacdo da reta obtida, foi de 5,72%, sendo
considerado um baixo valor (altamente toxico), levando em consideracdo que se trata de um
residuo liquido que ¢é geralmente descartado nos rios pelas industrias de éleos essenciais.

Souza et al. (2007) analisaram o hidrolato de pau-rosa (Aniba duckei Kostermans)
utilizando as concentracdes de 12,5%, 25% e 50 %, e perceberam que na concentragdo a
12,5% ainda existiam larvas vivas, porém debilitadas, considerando o hidrolato ativo frente ao
crustaceo. Esse resultado é diferente do encontrado neste trabalho, onde a partir de 10% néo
se encontravam mais larvas sobreviventes. Silva et al. (2007), ao analisar 0leos essenciais
extraidos das cascas do tronco, bem como o 1-nitro-2-feniletano isolado de A. canelilla,
observaram uma alta atividade citotoxica frente a A. salina, com CLsp igual a 21,61 £ 1,21 ¢
20,37 + 0,99 pg/mL, respectivamente. Por outro lado, os autores verificaram que 0s extratos
metanolicos da madeira apresentaram CLso igual a 91,38 = 7,20 pug/mL, mostrando uma

citotoxicidade 4 vezes menor, demonstrando a grande correlagdo entre 0 composto majoritario
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1-nitro-2-feniletano encontrado no 6leo essencial com a bioatividade. Contudo, como todos
apresentaram a CLsp abaixo de 1000 pg/mL, foram considerados ativos. Tendo em vista que
certa quantidade de 6leo essencial encontra-se dispersa na agua resultante da hidrodestilagéo,
estes dados justificam a bioatividade do hidrolato de A. canelilla.

Estudos comparativos efetuados no Instituto Nacional do Cancer (EUA) apontam que,
em geral, a alta toxicidade (ou seja, baixa CLsp) de substancias frente a larvas de Artemia é
correlacionada a alta inibicdo (ou baixa concentracdo letal mediana (CLsg)) in vitro em
linhagens de células provenientes de tumores sélidos. Tendo em vista esses resultados, pode-
se afirmar que o hidrolato de folhas e galhos de A. canelilla (H.B.K) Mez posui substancias
potencialmente citotoxicas e antitumorais (ANDERSON et al., 1991). Por outro lado, uma
baixa toxicidade pode ser uma boa caracteristica para utilizacdo de extratos vegetais em
ambientes naturais, por exemplo, para o controle da populacdo de caramujos (NUNES et al.,
2008).

Assim como o trabalho de Souza et al. (2007) alerta, deve-se tomar um cuidado
especial no descarte deste residuo no meio ambiente, ou na tentativa de se agregar valor a este
sub-produto, tendo em vista que o hidrolato possui substancias ativas, e se for lan¢ado ou
utilizado sem tratamento prévio, pode causar danos principalmente ao ambiente aquatico e a

saude humana.

5.4 ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS

5.4.1 Parametros fisico-quimicos

Os parametros fisico-quimicos registrados nos aquarios dos grupos Controles e
Tratamento ndo apresentaram diferenca significativa entre os eles quanto & concentragdo de
oxigénio dissolvido e temperatura. As aguas apresentaram um aumento significativo no pH no
grupo que continha o hidrolato (Tabela 12), porém ainda dentro dos limites aceitaveis. Esses
parametros sdo importantes para 0 monitoramento da agua, reduzindo assim a mortalidade dos
peixes causada por variac@es bruscas destes pardmetros durante as 96 horas de experimento,
além de eliminar outras variaveis que possam alterar os resultados.

Tambem foi observada elevada produgé@o de muco e leve expansédo do labio inferior. A

expansdo do labio inferior € uma caracteristica sintomatica de hipoxia, apesar dos niveis de
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oxigénio apresentarem-se normais. Situacdo similar foi descrita por Oliveira (2003), que

trabalhou com os metais cobre e chumbo presentes na agua de formacao do petrdleo.

Tabela 12. Caracteristicas fisico-quimicas das aguas dos aquarios experimentais utilizados durante os
experimentos de exposi¢cdo aguda ao hidrolato de A. canelilla.

Parametros fisico-quimicos
Grupos de Exposicéo

pH O (mg/L) Temp. (°C)
Controle 1 .
(Agua) 70" + 03 68 t 0,6 267 + 1.9
Controle 2 .
(Agua + DMSO 0,025%) O * 03 60 + 17 267 + 20
Tratamento
(Hidrolato 1% + DMSO 74+ 04 69 + 06 26,6 + 19
0,025%)

Letras minUsculas representam a comparacdo estatistica entre 0s grupos

5.4.2 Parametro genotdxico

A porcentagem de anormalidades nucleares foi significantemente maior no grupo
Tratamento (4,05 £ 0,08%) em relacdo aos grupos Controle 1 (2,07 + 0,40%) e Controle 2
(1,60 £ 0,48%) (Tabela 13).

Tabela 13. Resultados de Anormalidade Nucleares Eritrociticas (ANE) de Colossoma macropomum apos
96 h de exposic¢éo ao hidrolato de A. canelilla expressos em média + desvio padrdo da média.

Grupos de Exposicéo

Parametro Controle 1 _Controle 2 Tratamento
(Agua) (Agua + DMSO (Hidrolato 1% +
0,025%0) DMSO 0,025%)
ANE (%) 2077 + 040 160° * 048 405° + 088

Letras mindsculas representam a comparacao estatistica entre os grupos.

A andlise das anormalidades nucleares eritrociticas tem sido geralmente utilizada
como indicador genotoxico, para avaliar o efeito da exposi¢cdo do animal & substancias

guimicas téxicas (PACHECO e SANTOS, 1998). Por outro lado, os animais podem produzir
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anormalidades nucleares naturalmente, por um erro no processo de divisdo celular
(OLIVEIRA, 2005).

Os mecanismos de formacdo das anormalidades nucleares ndo sdo completamente
conhecidos. No entanto, a exposicao de peixes a ambientes poluidos também pode induzir a
um estresse oxidativo e a peroxidagdo lipidica, e dependendo do tempo de exposicdo e da
concentracdo dos poluentes, o processo de biotransformacgdo dessas substancias pode gerar
espeécies reativas de oxigénio (ERO). As EROs sdo mediadoras na inducdo de genotoxicidade
e citotoxicidade, pois podem reagir com acidos nucleicos, lipideos, carboidratos e proteinas,
danificando as células (OLIVEIRA, 2003).

5.4.3 Parametros hematologicos

A concentracdo de hemoglobina (Hb) foi significantemente menor (p<0,05) no grupo
Controle 1 (3,81 + 0,40 g/dL) em relacéo ao Tratamento (6,57 + 1,02 g/dL), embora ndo tenha
havido diferenca significativa entre os grupos Controle 2 (5,19 £ 0,70 g/dL) e o Tratamento
(Tabela 14).

Tabela 14. Resultados dos parametros hematol6gicos de Colossoma macropomum apds 96 h de exposi¢éo
expressos em média + desvio padréo da média.

Grupos de Exposicéo

Parametros Controle 1 _Controle 2 Tratamento

(Agua) (Agua + DMSO (Hidrolato 1% +

0,025%) DMSO 0,025%)

Hb (g/dL) 381 + 087 519 + 0,70 657° + 1,02
Ht (%) 1450° + 2,78 18,70° + 1,48 19,75° + 1,84
MetaHb (%) 7428 + 717 71,64 + 16,46 7795 + 568
Glicose (mg/dL) 3360 + 586 36,00 + 274 4167 + 850
RBC (10° cél/mm?®) 1,00 + 084 1,07 + 055 1,69 + 152
HCM (ug) 3815 + 875 4867 + 6,57 3892 =+ 6,05
VCM (um?) 14500 + 27,84 17531 + 1391 11694 * 10,88
CHCM (%) 2656 + 584 2783 + 376 3323 = 375

Letras mindsculas representam a comparacao estatistica entre os grupos.
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Os valores da concentragéo de hemoglobina podem ser afetados na presenca de algum
xenobiotico dependendo da concentragdo e tempo de exposicdo (ESTRIDGE e REYNOLDS,
2011). Alguns trabalhos como o de Veintemilla (2006) relatam a diminui¢do na concentracao
de hemoglobina em tambaquis sob exposi¢do crénica ao fenantreno. Dede et al. (2002)
inocularam amostras de petréleo cru, querosene e gasolina em ratos, e ap0s 3 meses,
observaram uma significante reducdo na concentracdo de hemoglobina. A baixa taxa de
hemoglobina pode ser causada por um incremento na taxa de destruicdo da hemoglobina ou
por um descréscimo na taxa de sintese (JEE et al., 2004).

Em relacdo a este trabalho, ndo foi observado uma diminuigdo, e sim um aumento na
concentracdo de hemoglobina. Considerando que houve um aumento na producdo de muco
nos peixes, 0 mesmo pode ter dificultado as trocas gasosas, sendo necessario um aumento na
sintese de hemoglobina para compensar a falta de oxigénio, tendo em vista que a
concentracdo de oxigénio dissolvido nos aquérios estava dentro dos valores normais. O
mesmo foi observado por Oliveira (2003). Contudo, ndo se pode atribuir o aumento da
concentracdo de hemoglobina unicamente a exposi¢do ao hidrolato de A. canelilla, pois este
efeito foi observado também no grupo Controle 2, onde havia solucdo de DMSO a 0,025%.

A porcentagem de hematocrito também apresentou diferenca estatistica no grupo
Controle 1 (14,50 + 2,78%) em relacdo aos grupos Controle 2 (18,70 + 1,48%) e Tratamento
(19,75 £ 1,84%), sendo estes dois Ultimos iguais estatisticamente. Esses dados corroboram o
fato de que a exposicdo dos individuos ao hidrolato a 1% de A. canelilla e ao DMSO a
0,025% provoque um ajuste fisiolégico, maximizando a transferéncia de oxigénio do meio
ambiente para o tecido. Estes parametros, hemoglobina e hematdcrito, aumentaram
significativamente nos grupos expostos, indicando um investimento do organismo em captar
oxigénio na presenca das solucdes.

As porcentagens de metahemoglobina (MetaHb) ndo apresentaram diferengas
significativas entre os grupos Controle 1 (74,28 + 7,17%), Controle 2 (71,64 + 16,46%) e
Tratamento (77,95 + 5,68%) demonstrando que a presenca das substancias acrescentadas
(DMSO e hidrolato) ndo influenciou na biodisponibilidade de ferro a hemoglobina. Segundo
Domingos (2006), a elevacdo deste pardmetro também estd relacionada com o estresse
oxidativo. No estado normal, o ferro inserido no grupo “heme” da hemoglobina encontra-se

no estado reduzido ou ferroso (Fe?*). Entretanto, situacbes de estresse que elevam a
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concentragdo de produtos com potencial oxidativo, oxidam o ferro, mudando-o para o estado
férrico (Fe*"), tornando a hemoglobina no funcional, assim denominada metahemoglobina.
A concentracdo de glicose também nao foi alterada entre os grupos Controle 1 (33,60
+ 5,86 mg/dL), Controle 2 (36,00 £ 2,74 mg/dL) e Tratamento (41,67 + 8,50 mg/dL),
mantendo-se em valores estatisticamente iguais. A apesar do aparente aumento observado no
grupo Tratamento, ndo foi evidenciado estresse nos animais pela exposicdo aguda ao
hidrolato, assim como outros parametros hematologicos (RBC, HCM, VCM e CHCM)

indicaram que ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos.

5.5 TESTE DE ESTABILIDADE PRELIMINAR DA EMULSAO COSMETICA

As emulsBes caracterizadas como macroscopicamente estaveis apds 24 h da
formulacdo, acrescida de hidrolato, extrato glicdlico e éleo essencial de A. canelilla, foram
submetidas aos estudos preliminares de estabilidade, por um periodo de 15 dias (ANVISA,
2004). As amostras foram examinadas macroscopicamente e submetidas aos testes de
centrifugacdo, ciclo gela-degela, estresse térmico e refrigerador. Foram feitas as andlises de

pH, densidade aparente e densidade relativa. Os resultados encontram-se na Tabela 15.

Tabela 15. VValores dos parametros fisico-quimicos observados durante os ensaios de estabilidade
preliminar da emulsédo cosmética.

Densidade Densidade
Amostras Aspecto Aparente Relativa pH
(g/mL) (g/mL)
Controle N 095 + 0.00 095 + 0.00 545 + 0.07
Ciclo gela-degela N 097 £ 0.00 097 £+ 0.00 459* + 0.08
Estresse térmico H 097 + 0.01 097 + 001 501* + 0.08
Refrigerador N 096 + 0.00 096 + 0.00 498 + 0.23
Contrifugacéo N 097 £+ 0.01 097 £ 0.02 546 + 0.27

N = normal; H = heterogéneo

As emulsdes submetidas aos ensaios de estabilidade demonstraram semelhanga, no
que se refere a cor, odor e aparéncia, em relacdo as emulsbes recentemente elaboradas,

independente das condicGes e periodos de armazenamento (Figura 47).



97

Na avaliacdo do aspecto, primeiramente foram definidas quais as caracteristicas
desejaveis para o produto. Dentre as caracteristicas organolépticas as qualidades desejaveis
foram: homogeneidade, brilho, macio, fino e opacidade. Dentre os defeitos aceitaveis e 0s
defeitos sérios, incluem-se: para homogeneidade, o defeito sério € o produto se apresentar
heterogéneo; para o brilho, o defeito aceitavel é mate e o defeito sério é opaco; para a
qualidade macio, o defeito sério é fibroso; para a qualidade fino, o defeito sério é grosso; para
opacidade, o defeito aceitavel é translucido ou perolado e o defeito sério é opalescente. Como

defeito sério, em quaisquer produtos, sdo inaceitaveis as bolhas de ar (CEFALLI, et al., 2008).

Figura 47. Emulsdo cosmética apresentando aspectos homogéneo, brilhante e fino, apés a preparacao.

A homogeneidade foi perdida e o produto adquiriu um aspecto heterogéneo, opaco e
fibroso, tidas como defeitos sérios, apenas ap0s o estresse térmico, que visa acelerar
interacbes fisico-quimicas entre as matérias-primas, com formagdo ou destruicdo de
compostos atraves do aumento de temperatura num reduzido espago de tempo (RIEGER,
1996). Apo0s o estresse térmico obteve-se um pH estatisticamente diferente do controle. Neste
quesito, o produto ndo se mostrou estavel, sendo necessaria alteragdo em sua composicao.

O aspecto de um fitocosmético, em relacdo & homogeneidade e coloracdo do produto,
é importante do ponto de vista comercial, uma vez que pode influenciar a compra, por parte
do consumidor, que nao se sente atraido pela aparéncia do produto (ISAAC et al., 2008).

Os ensaios de centrifugacdo sdo os primeiros testes de carater eliminatorio que
objetivam verificar possiveis instabilidades, como: separacdo de fase, coalescéncia, entre
outras, pelo aumento da mobilidade das particulas como consequéncia do aumento da forca da
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gravidade (ANVISA, 2004). De acordo com os resultados, a formulacdo demonstrou-se
estavel, ndo apresentando cremeacdo, tampouco separacao de fases.

O procedimento de centrifugacdo € eficaz na determinacdo da instabilidade dos
produtos emulsificados, ja que a simulagdo de aumento da forca de gravidade pode promover
separagdo de componentes de diferentes densidades, como nas fases 6leo e agua. Diversos
valores de rotacdo e tempo de centrifugacdo sdo citados na literatura, entretanto, o uso da
ultracentrifugacao ndo é recomendado. Velocidades de rotacdo moderadas entre 2000 e 5000
rpm, durante curto periodo, sdo muito Uteis para verificar o comportamento das goticulas
emulsionadas frente a forca da gravidade (RIEGER, 1996).

As densidades da formulagdo ndo apresentaram variagdo significativa. Os valores
medidos durante os ensaios de estabilidade preliminar ndo diferem entre si nos produtos
elaborados.

O pH das emulsées em estudo foi ajustado para 5,45 + 0,07, visando adequar o
produto a via de administracdo, e acompanhado durante os estudos de estabilidade. Os
resultados (Tabela 15) demonstram que as emulsdes armazenadas durante os 14 dias em
refrigerador, bem como as submetidas a centrifugacdo, ndo apresentam variacdo significativa
de pH, quando comparadas com o pH do controle, referente as emulsdes recentemente obtidas
(p>0,05). Entretanto, observa-se uma ligeira diminui¢do do pH dos sistemas armazenados sob
estresse térmico e em ciclos gela-degela, sendo indicativos de instabilidade. Como pode ser
verificado, os valores ndo sofreram alteracdo maior que 10%. Porém, os valores ficaram
abaixo de 5,5 e 6,5, tornando-os incompativeis com o pH cutaneo. Valores baixos de pH
podem estar relacionados ao aparecimento de irritacdo dérmica cumulativa (LEONARDI,
2002), e ocorrer devido a degradacdo de qualquer componente do fitocosmético.

O pH de uma formulagdo deve garantir a estabilidade dos ingredientes da formulacao,
sua eficacia e seguranca (ANVISA, 2004), bem como ser compativel com os fluidos
biolégicos de acordo com a via de administracdo pretendida. A maior estabilidade dos
sistemas da-se quando estes sdo mantidos dentro de uma pequena variacdo de pH. Desta
forma, a diminuicdo progressiva da estabilidade da-se quando o pH se afasta de seu limite
6timo (GENNARO e REMINGTON, 1999).

Apesar do valor do pH nédo ser uma medida tdo sensivel a instabilidade quando
comparado a condutividade elétrica, alteracGes deste durante o periodo de estocagem nas

diferentes temperaturas podem indicar um processo de instabilidade. Segundo Masmoudi et
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al. (2005), a diminuicdo do pH pode representar uma oxidagdo da fase oleosa com formacéo
de hidroperoxidos, ou mesmo a hidrolise de triglicerideos levando a formagdo de acidos
graxos.

Emuls6es fisicamente estaveis sdo melhores preparadas por meio da presenca de uma
camada condensada de emulsionante na interface Oleo/agua; e, os filmes interfaciais
complexos, obtidos mediante a mistura de um agente emulsionante solivel em &gua com
outro soltivel em 6leo, permitem obter emulsées com resultados mais satisfatorios (AULTON,
2005).

Logo, um estudo aprofundado da estabilidade das emulsdes deve ser conduzido,
objetivando antever possiveis alteracdes das amostras ao armazené-las em condi¢cdes que
acelerem mudancas passiveis de ocorrer; permitindo, assim, obter informacdes sobre a

estabilidade do produto em menor tempo possivel (ANVISA, 2004).
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6 CONCLUSOES

Os resultados indicam a potencialidade do emprego de Aniba canelilla (H.B.K) Mez,
por meio da utilizacdo dos extratos etandlicos, hidrolato e 0leos essenciais obtidos de suas
folhas e galhos para pesquisa e desenvolvimento de produtos cosméticos com ativos naturais.
Dentro dos limites dos ensaios avaliados, pode-se concluir que:

» Os extratos etandlicos de folhas e galhos de A. canelilla possuem potencial
antioxidante que podem ser incorporados em formulacdes cosméticas anti-radicais livres pois
possuem concentracOes eficientes abaixo de 500 ug/mL. Uma forma de se obter melhores
resultados é realizar parti¢6es liquido-liquido ressuspendendo os extratos etandlicos secos em
etanol:dgua (1:3) particionando em n-hexano e diclorometano, afim de obter a fase
hidroalcodlica, que demonstrou os melhores resultados de percentual de inibicdo do radical
DPPH.

> A utilizacdo de extratos dos residuos solidos (material vegetal) da hidrodestilagdo
de Oleos essenciais pode ser aproveitada em formulacdes cosméticas anti-radicais livres,
desde que sejam utilizadas as fases hidroalcodlicas da parti¢do liquido-liquido, tendo em vista
gue houve um aumento significativo nas concentracfes eficientes dos extratos brutos em
relacdo a fase hidroalcodlica.

> Os extratos etandlicos das folhas e suas particbes mostraram-se mais eficiente que
os extratos etandlicos dos galhos e suas particdes na inibicdo do radical DPPH, devido a
maior concentracdo de substancias antioxidantes de carater polar nas folhas de A. canelilla.

» Os oleos essenciais de folhas e galhos de A. canelilla ndo apresentaram potencial
antioxidante frente a metodologia utilizada devendo-se investigar tal potencial por meio de
outras técnicas analiticas.

> O hidrolato de A. canelilla possui potencial antioxidante que pode ser aproveitado
pelas indUstrias de cosméticos, ao invés de ser descartado como residuo da industria de leos
essenciais.

» Os oOleos essenciais obtidos de folhas e galhos de A. canelilla possuem agéo
antifngica contra Candida albicans e podem ser utilizados em formulagfes cosméticas com
ativo natural, como sabonetes liquidos intimos, ap0s a investigagdo da interacdo entre seus
componentes. Os 0Gleos essenciais demonstraram atividade antifungica também contra

Didymella bryoniae, que é um fitopatdogeno da melancia, possuindo um bom potencial
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biotecnolégico na elaboragdo de agrotoxicos naturais, tendo em vista a baixa toxicidade
ambiental em relacdo aos defensivos sintéticos.

» Os hidrolatos e os extratos etandlicos, bem como suas parti¢des, da planta integra e
dos residuos sélidos, ndo apresentaram quaisquer atividades contra os fungos e as bactérias
testadas, no entanto néo se deve descartar a possibilidade de se encontrar atividades contra
outras cepas fngicas e bacterianas de interesse médico e agroindustrial.

» Os hidrolatos demonstraram uma alta atividade citotoxica frente as larvas de
Artemia salina apresentando sua concentracdo letal em 5,72% (v/v). Considerando que este
ensaio tem uma boa correlagdo com atividade anticancer, pode-se afirmar que os hidrolatos de
A. canelilla possuem potencial a ser investigado nessa linha de pesquisa.

» O hidrolato de A. canelilla pode gerar riscos ao ambiente aquatico onde sdo
lancados, pois na concentracdo de 1% promoveu o aumento de anormalidades nucleares
eritrociticas em Colossoma macropomum (tambaqui), possuindo efeitos genotdxicos que
podem levar a mutagdes em nivel molecular, caso esse efeito seja constante.

» A exposicdo do C. macropomum ao hidrolato a 1% também gerou mudancas
fisioldgicas por meio de alteracbes nas concentraces de hemoglobina e no micro-hematocrito
evidenciando dificuldade respiratéria ocasionada na presenca do DMSO e acentuada na
presenca do hidrolato de A. canelilla. Todos os outros parametros hematoldgicos avaliados
ndo tiveram seus valores alterados na presenca do xenobiético.

> A formulacdo cosmética acrescida de 6leo essencial, hidrolato e extrato glicélico de
A. canelilla mostrou-se macroscopicamente estavel em todos os testes durante o ensaio de
estabilidade preliminar, exceto apds estresse térmico que apresentou separacdo de fases e
diminuicdo nos valores de pH. No ensaio que envolveu alteracdo drastica de temperatura, 0
ciclo gela-degela, a emulsdo também apresentou diminui¢do nos valores de pH. Tendo em
vista esses resultados, a formulacdo avaliada ndo pode seguir para os testes de estabilidade
acelerada, tampouco de prateleira, sendo necessarios novos lotes em diferentes composic¢oes

para o estudo da interacdo dos componentes da formulacao.
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