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RESUMO

Aniba parviflora é uma planta nativa da regido Amaz0nica, pertencente a familia Lauraceae, e
que a exemplo das outras espécies da familia e do género, é uma planta aromatica, produtora
de 6leo essencial, mas com poucas propriedades bioldgicas descritas na literatura. Uma vez
que as plantas sdo fontes de compostos quimicos bioativos, hd uma grande procura pelas
industrias de cosmeéticos, farmacéutica e alimenticia por novas fontes de substancias de
interesse comercial. Dessa forma, este trabalho teve por objetivo avaliar atividades biol6gicas
e o potencial citotoxico do Oleo essencial, extratos e particGes de A. parviflora, a fim de
empregé-los na formulagdo de um fitocosmético, favorecendo assim, o conhecimento das
propriedades bioldgicas de uma planta nativa da regido Amazonica e a exploracdo de seus
recursos naturais de forma sustentavel. A extracdo do 6leo essencial foi realizada através da
hidrodestilacdo por arraste a vapor utilizando aparelho tipo Clevenger, os extratos preparados
por maceragdo a frio utilizando etanol como solvente, e as particbes obtidas por particéo
liquido-liquido utilizando inicialmente uma mistura de etanol e agua, e em seguida 0s
solventes n-hexano, diclorometano e acetato de etila, sendo utilizados folhas e galhos de A.
parviflora. As propriedades bioldgicas investigadas foram: antimicrobiana, por meio dos
métodos difusdo em agar e Concentragéo Inibitéria Minima (CIM); antioxidante, pelo metodo
de sequestro do radical livre DPPH- (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) com o monitoramento do
decréscimo da absorbancia; e citotoxicidade em cultura de células. Apenas 0s 0leos essenciais
de A. parviflora mostraram-se ativos contra duas cepas testadas (S. aureus e E. faecalis) com
halos inferiores a 11 mm para ambas as bactérias, tendo CIM apenas nas maiores
concentragdes (4,0 e 2,0 mg/mL). Quanto a atividade antioxidante, somente 0s extratos brutos
e as particdes liquido-liquido foram ativos, sendo os melhores resultados encontrados nos
extratos brutos e nas particdes acetato de etila e hidroalcodlica, apresentando potencial
antioxidante em média de 3 a 4,5 vezes menos eficientes que o antioxidante padrdo acido
ascorbico. Os Oleos essenciais, extratos e particbes de A. parviflora ndo apresentaram
citotoxicidade em cultura de células na concentracdo de 50 mg/mL. Os ensaios quimicos
qualitativos e quantitativos das amostras bioativas de A. parviflora demonstraram em sua
composicdo quimica a presenca de taninos, flavondides, saponinas e terpenos. Entre o0s
terpenos encontrados destacam-se o linalol, composto com muitas atividades bioldgicas
interessantes ja descritas, que foi encontrado como componente majoritario dos oéleos
essenciais, e outros, como o espatulenol e o cariofileno. A partir dos resultados encontrados,
foi proposta a formulacdo de um produto cosmético (emulsédo para o corpo), empregando o
Oleo essencial e uma particdo glicolica (obtida a partir da particdo hidroalcodlica diluida em
propilenoglicol) de A. parviflora, sendo este submetido a ensaios preliminares de estabilidade.
Por meio de um planejamento experimental fracionado foram propostas oito formulacbes do
tipo emulsdo 6leo/agua, variando a concentracdo dos componentes: base, extrato glicélico,
glicerina e 6leo vegetal, a fim de avaliar a influéncia destes fatores sobre as propriedades
fisico-quimicas e organolépticas do fitocosmético. Os resultados demonstraram que a base foi
o fator que mais influenciou as propriedades da emulsdo, e que apenas as formulacGes
mantidas no escuro e a temperatura ambiente permaneceram estaveis no teste preliminar de
estabilidade. Portanto, com este trabalho foi possivel concluir que A. parviflora possui
potencial para ser explorada pela indUstria cosmecéutica, sendo que outras atividades
bioldgicas devem ser investigadas.

Palavras-chave: Antioxidante; Antimicrobiano; Citotoxicidade; Cosmético.



ABSTRACT

Aniba parviflora is a native plant from the Amazon region, and belongs to the Lauraceae
family. Like other species of this family and gender, it is an aromatic plant, producer of
essential oils, but with few biological properties described on the literature. Once the plants
are sources of bioactive chemicals, there's a huge demand by cosmetics, pharmaceutical and
food industries for new sources of compounds with commercial appeal. Thus, this study
aimed to evaluate biological activities and the cytotoxic potential of essential oil and extracts
from A. parviflora in order to employ it in the formulation of a phytocosmetic, therefore
favoring the knowledge of biological properties of a native plant from the Amazon region and
the exploitation of its natural resources in a sustainable approach. The essential oil extraction
was performed through hydrodistillation using Clevenger apparatus. The extracts were
prepared by cold maceration using ethanol as solvent, and the partitions were obtained
through liquid-liquid partition, first using a water and ethanol mixture, followed by n-hexane,
dichloromethane and ethyl acetate. It was used leaves and thin stems of A. parviflora. The
investigated biological properties were antimicrobial, by using agar diffusion and minimum
inhibitory concentration (MIC) methods; antioxidant, by free radical DPPH" (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) scavenging, measuring the absorbance decrease; and cytotoxity, using cell
cultures. Only the essential oils from A. parviflora shown to be active against two of the
tested bacteria strains (S. aureus e E. faecalis) with inhibition halos presenting diameters
below 11 mm. The MIC was found only at the higher concentrations tested (4.0 and 2.0
mg/mL). Regarding antioxidant activity, only the extracts and its liquid-liquid partitions were
active, with the best results found for crude extracts, ethyl acetate and hydroalcoholic
partitions, presenting antioxidant potential 3 to 4 times less efficient than the standard acid
ascorbic. Essential oils, extracts and its partitions from A. parviflora showed no cytotoxicity
on cell cultures at 50 mg/mL. The qualitative and quantitative analysis of the bioactive
samples from A. parviflora showed in their chemical composition the presence of tannins,
flavonoids, saponins and terpenes. Among the terpenoids it was found linalool, compound
with many interesting activities previously described, which was found as the main
component of the essential oils. Others bioactive compounds, such as espatunelol and
caryophyllene were also found. Considering these finding results, it was proposed a cosmetic
formulation (body emulsion), using the essential oil and a glycolic extract of A. parviflora,
which was subjected to preliminary tests of stability. Through a fractionated experimental
design it was proposed eight formulations of oil/water emulsions by varying the concentration
of the components: base, glycolic extract (obtained from the hydroalcoholic partition diluted
in propylene glycol), glycerin and vegetable oil, in order to assess the influence of these
factors on the physical-chemical and organoleptic properties of the phytocosmetic. Results
showed that the base was the factor which most influenced the emulsion properties, and that
only the formulations kept in the dark at room temperature remained stable at the preliminary
stability tests. Therefore, with this work it was possible to conclude that A. parviflora has the
potential to be exploited by the cosmeceutical industry, and other biological activities should
be investigated.

Keywords: Antioxidant, Antimicrobial, Cytotoxicity; Cosmetic.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de compostos naturais de origem vegetal em produtos alimenticios,
cosméticos e medicamentos vem de longa data. Derivados de plantas ha tempos s@o utilizados
na medicina tradicional, na forma de infusdes e decocgdes, para a prevencao e tratamento de
inimeras patologias (LUO et al., 2012; GONCALVES et al., 2013), entre as quais estdo as
doencas infecciosas causadoras de morbimortalidade (MORENS, FOLKERS e FAUCI 2008;
RADULOVIC et al., 2013) e doencas neurodegenerativas (SAHOO et al., 2013). De fato,
compostos biologicamente ativos oriundos de espécies de plantas podem representar novas
fontes para o desenvolvimento de produtos importantes nas indastrias farmacéutica,
alimenticia e de cosméticos, tais como, antimicrobianos e antioxidantes (BENBELAID et al.,
2013).

Neste sentido, muitas plantas existentes nos biomas brasileiros sdo tradicionalmente
utilizadas como medicamentos naturais por populacdes locais no tratamento de inumeras
doencas tropicais, como, esquitossomose, malaria, leshmaniose e ainda para infeccGes
bacterianas e fungicas (ALVES et al., 2000; OLIVEIRA, KFFURI e CASALI, 2010).
Entretanto, ainda sdo poucos os dados sobre as propriedades bioldgicas existentes em relacéo
as plantas que compdem a flora brasileira, sejam elas nativas ou exdticas, ressaltando assim a
importancia de se gerar novos conhecimentos.

Na Regido Amazonica, as plantas que compdem sua rica biodiversidade representam
uma alternativa econdmica para o desenvolvimento sustentavel da regifo. Oleos essenciais e
extratos obtidos de diversas espécies vegetais sdo apontados como possuidores de inimeros
potenciais e propriedades bioldgicas. Assim, os produtos oriundos de plantas da Amazonia,
entre eles, Oleos e extratos, podem ser utilizados como matéria-prima nas inddstrias para
diversos fins.

Em se tratando da indutria de cosméticos, o crescimento deste setor tem valorizado
bastante a pesquisa de novas matérias-primas naturais, especialmente quando se trata da
utilizacdo de plantas amazdnicas (FRANQUILINO, 2006a). A utilizacdo de ativos naturais
para fins cosméticos tem sido frequente, em vista do interesse do mercado nacional e
internacional por estes, principalmente, se a matéria-prima em questdo apresenta estudos
comprovando sua seguranca e eficacia, alem do comprometimento com o desenvolvimento
sustentavel (FRANQUILINO, 2006b).

Dessa forma, o estudo do potencial bioldgico de Oleos essenciais e de extratos de

Aniba parviflora para sua aplicacdo em um fitocosmético, contribui para a descricdo da
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composicao quimica e propriedades bioldgicas de uma planta amazénica. Fornece ainda, uma
perspectiva de aproveitamento sustentavel de recursos naturais da regido, de forma a

demonstrar a importancia da preservacao dos ativos naturais nela existentes.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 COSMETICOS

Um cosmético é definido no Brasil, conforme a Camara Técnica de Cosméticos
(Catec) na Resolugdo RDC n° 211, de 14 de julho de 2005, como preparagdes constituidas por
substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano: pele,
sistema capilar, unhas, labios, 6rgdos genitais, dentes e membranas mucosas da cavidade oral,
com o objetivo exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia, e ou
corrigir odores corporais, protegé-los ou manté-los em bom estado (ANVISA, 2008).

Fitocosméticos, por sua vez, sd0 cosméticos que contém ativo natural de origem
vegetal, seja este um extrato, 6leo ou dleo essencial, e do qual a agéo define a atividade do
produto. Este deve passar por todas as etapas de pesquisa: proposi¢cdo, criacdo e
desenvolvimento, que devem incluir testes de estabilidade para assegurar a atividade durante
toda sua vida util (ISAAC et al., 2008).

Na area cosmetica, formulacbes do tipo emulsbes representam uma classe de
cosméticos de uso tdpico, que apresentam como grande desafio a otimizacdo da permeacéo de
substancias ativas no tecido cutaneo (SANTOS et al., 2011). As emulsBes constituem-se em
sistemas heterogéneos formados por uma mistura de dois liquidos imisciveis, sendo estes,
uma fase aquosa ou hidrofilica, e uma fase oleosa ou lipofilica, sendo uma das fases dispersa
na outra. O terceiro componente, o emulsificante, € utilizado para estabilizar o sistema unindo
as duas fases (MORAIS e BURGUES, 2012).

De acordo com a natureza da fase dispersante ou externa das emulsdes, estas podem
ser classificadas em dois tipos: emulsdo agua em 6leo (A/O), ou seja, a que contém agua
como fase dispersa sob a forma de pequenas particulas na fase oleosa; e 6leo em agua (O/A),
a qual é composta pela dispersdo de material oleoso na fase aquosa (SHARMA e SHAH,
1985).

Outros componentes configuram a preparacdo das emulsbes, dentre eles, 0s
tensoativos, 0s emolientes, conservantes e agentes umectantes.

Ingredientes vegetais utilizados na producdo de cosméticos incluem uma grande
variedade de preparacOes, entre eles, extratos, tinturas, ceras, 0leos, 6leos essenciais, assim
como componentes purificados, que incluem vitaminas antioxidantes ou outras substancias
com atividade bioldégica (ALLEMANN e BAUMANN, 2009). Os vegetais fornecedores

destes ingredientes incluem desde aqueles utilizados na dieta (cereais, frutas, legumes, raizes,



19

bulbos e especiarias), ervas utilizadas na medicina popular, assim também como plantas
exaticas e seus componentes (ANTIGNAC et al., 2011). Atualmente, a expansdo da procura
por produtos naturais, reorientou parte da indUstria de cosméticos para extratos e Oleos
essenciais (SEBRAE, 2008).

2.1.1 Oleos Essenciais

O metabolismo vegetal constitui-se em um conjunto de reacdes quimicas que ocorre
constantemente nas células vegetais. No metabolismo primario, as reacdes realizadas por
enzimas especificas da rota metabdlica dos compostos vegetais visam, em primeiro plano, o
aproveitamento dos nutrientes para satisfazer as exigéncias fundamentais das células. Estes,
essenciais para a vida do vegetal, sdo encontrados em todas as suas células, sendo formados
por aclcares simples, aminoacidos, proteinas e &cidos nucleicos (SIMOES et al., 2006).

A producdo, transformagdo e acumulacdo de outras substancias que ndo estdo
envolvidas de forma direta na manutencdo da vida do vegetal, séo chamadas de metabolismo
secundario (SIMOES et al., 2006). Estes compostos, apesar de ndo fazerem parte das funcdes
vitais da célula vegetal, como os metabolitos primarios, desempenham um papel fundamental
na adaptacdo da planta a0 ambiente (BOURGAUD et al., 2001). E no grupo de metabélitos
secundarios que se encontram os 0leos essenciais (OE).

Os OE, também conhecidos como 6leos volateis, sdo produtos aromaticos obtidos de
diferentes 6rgdos vegetais. Estes compostos encontram-se armazenados em células secretoras,
cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares, e podem estar estocados em
diferentes 6rgdos vegetais, como as flores, folhas, cascas dos caules, madeira, raizes, rizomas,
frutos e sementes. Estes 6leos sdo compostos por misturas de substancias volateis lipofilicas e
liquidas. Podem apresentar ainda caracteristicas como aroma agradavel e intenso (BAKKALI
et al., 2008).

Os OE consistem em uma mistura complexa de compostos, que pode conter cerca de 2
a 60 componentes em concentracdes diferentes. Nesta mistura dois ou trés componentes
podem ocorrer em concentracfes bastante elevadas (20 a 70%) em relagdo a outras
substancias presentes em menores quantidades. Sdo geralmente estes componentes principais
que determinam as propriedades bioldgicas dos OE (BAKKALI et al., 2008). As rotas
biossintéticas das quais os metabdlitos sdo formados constituem as vias mevalonato e

chiquimato (Figura 1). Os compostos formados por essas vias estdo dispostos em dois grupos:
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0 grupo dos terpenos ou terpendides e outro de fenilpropandides (CROTEAU et al., 2000;

BAKKALI et al., 2008).

Figura 1 - Rota biossintética dos principais metabolitos secundarios de plantas.
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Fonte: Taiz e Zeiger (2004).



21

Substéncias como 0s monoterpenos e 0s sesquiterpenos séo originadas da rota do
acido mevalbnico, enquanto os fenilpropandides sdo provenientes da rota do &cido
chiquimico. As vias biossintéticas de terpenos e derivados de fenilpropanicos geralmente sao
separadas em plantas, mas podem coexistir em algumas, assumindo uma das vias principais, a
do &cido chiquimico a partir dos carboidratos, ou via melavonato (BAKKALI et al., 2008).
Nos OE podem ser encontrados também &cidos orgéanicos de baixo peso molecular e
cumarinas (SIMOES et al., 2006).

Os terpenos sdo formados pela fusdo de unidades isoprénicas de cinco carbonos.
Sendo a classificacdo dessa classe feita de acordo com a quantidade de unidades de isopreno:
hemiterpendides (C5); monoterpendides (C10); sesquiterpendides, (C15); diterpendides,
(C20); triterpendides, (C30); e tetraterpenoides, (C40). Estes compostos desempenham
diferentes funcbes nas plantas, fazendo parte de tecidos fotossintetizantes, participando da
polinizacdo, atuando como agentes de defesa e feromdnio, germinacdo de sementes e
pigmentos (PERES, 2004).

Os fenilpropandides, por sua vez, sdo substancias naturais amplamente distribuidas
nos vegetais e constituidas por um anel aromatico unido a uma cadeia de trés carbonos.
Através da juncdo do acido chiquimico, precursor dos fenilpropanoides, e de uma molécula de
fosfoenolpiruvato ocorre a formagdo do acido corismico. Este, por sua vez, é responsavel por
gerar aminoacidos aromaticos, como a fenilalanina, a tirosina e o triptofano, que sao
precursores de varios alcaldides, importante classe de compostos com inumeras atividades
bioldgicas descritas (PERES, 2004).

Muitos grupos de pesquisa ja demonstraram que os OE e seus componentes
majoritarios possuem um amplo espectro de atividades biolégicas com grande potencial em
varios campos da quimica dos alimentos e farmacéutica (CRISTANI et al., 2007), sendo estas
propriedades atribuidas a presenca de misturas de compostos, formados principalmente pelos
terpendides e fenilpropandides (SCHELZ et al., 2010).

A extracdo de OE pode dar-se através de diferentes técnicas, e 0 método de escolha
varia conforme a localizacdo do 6leo na planta e a finalidade do uso (SIMOES et al., 2006).
Elas podem ser por: Enfleurage, método de extracdo utilizado para extrair 6leo essencial de
pétalas de flores; Extracdo com Solventes Organicos, onde o material vegetal € imerso em
solvente quimico adequado (hexano, acetona, ou outros derivados de petr6leo) e separado
quimicamente pela destilagdo em temperaturas especificas, que causam somente a
condensacéo do 6leo, livre dos solventes; Prensagem a frio, empregado para extracéo de 6leos

essenciais de frutos citricos; Extracdo com CO, supercritico, onde o CO; é primeiramente
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liquefeito através da compressdo, depois aquecido a uma temperatura superior ao seu ponto
critico, 31°C, e pressurizado a uma pressao critica; e pelo método de Hidrodestilagdo por
Arraste a Vapor.

A Hidrodestilagdo consiste na extracdo de 6leos essenciais através de vapor seguida da
condensacdo do 6leo. Nesta técnica, pelo efeito da temperatura do vapor em fluxo ascendente,
ocorre o rompimento das células odoriferas da planta aromatica, em decorréncia do aumento
da pressédo interna das células, devido a vaporizacdo parcial do 6leo em seu interior. O 6leo
em contato com o vapor é arrastado para a parte superior do extrator até o condensador e,
dessa forma, agua e Oleo essencial em emulsdo sdo conduzidos por gravidade ao vaso de

decantagéo, onde ocorre a separacao das fases.

2.1.2 Extratos Vegetais

Extratos vegetais sdo preparacdes concentradas obtidas de folhas, galhos ou outra
parte da planta, cuja consisténcia pode ser liquida, solida ou intermediaria (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010), usando como solvente etanol, agua ou uma mistura entre estes, ou
ainda, outro liquido extrator apropriado ao uso (SCHULZ et al., 2002). Ap06s o0 processo de
extracdo, o solvente pode ser evaporado, em rotaevaporador, e o residuo liofilizado. A
preparacdo destes da-se por percolacdo, maceracdo ou outro método adequado e validado,
utilizando o solvente adequado, em funcdo da classe de substancias que se pretende extrair,
variando de polaridade e acidez. ApOs a extracdo, 0os materiais indesejaveis sdo entdo
eliminados (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

A utilizacdo de extratos vegetais na medicina popular para o tratamento de inGmeras
doencas € relatado desde muito tempo. Extratos de casca de pinheiro (Pinus pinaster),
utilizados por indios nativos do Quebec, foram utilizados pelo explorador francés Jacques
Cartier e sua tripulacdo, na forma de cha das cascas, para a prevencao do escorbuto, doenca
causada pela deficiéncia de vitamina C. Mais tarde, o professor Jack Masquelier determinou
que o extrato da casca de pinheiro apresentava-se rico em biflavonoides, que por sua vez,
possuem atividade antioxidante contra radicais livres (MAIMOONA et al., 2011).

Dessa forma, extratos de plantas superiores foram relatados por muitos grupos de
pesquisa como possuidores de inimeras propriedades farmacoldgicas, tais como, atividade
antibacteriana (BRANTNER e GREIN, 1994; MARTINS et al., 2013), antifungica (OKIGBO
e OGBONNAYA, 2006; VOGTA et al., 2013), anti-inflamatéria (RAO et al., 2012) entre

outras. Neste sentido, a selecdo de extratos brutos de plantas pelo rastreio de suas atividades
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bioldgicas, pode ser uma etapa bem sucedida para a busca de compostos puros, isolados a
partir de produtos naturais (UNIYAL et al., 2006).

Os extratos vegetais podem ser utilizados em diferentes preparacdes cosméticas e,
dependendo da classe quimica de seus compostos, podem atribuir diferentes atividades ao
produto. Para a obtencdo do extrato glicolico, que é comumente utilizado em preparacées
cosméticas, o material deve ser suspenso em propilenoglicol, que possui grande
compatibilidade com as formulacBes farmacéuticas que sdo usadas como veiculos e
excipientes cosméticos. A padronizacdo do extrato estabelece a relacdo ideal entre droga
vegetal e extrato, e a relagdo entre extrato e marcador, sendo a utilizacdo de extratos
padronizados importante para assegurar a eficacia de um fitocosmético, garantindo-lhe
seguranca e qualidade (ISAAC et al., 2008).

A biodiversidade amazonica destaca-se por possuir plantas aromaticas com iniUmeros
potenciais biologicos, sendo que seus 0Oleos e extratos podem ser empregados em diversas
industrias. Neste sentido, espécies da familia Lauraceae, sobressaem-se, por seu significativo
potencial biolégico e econdmico, comprovados em diversos estudos que foram e ainda séo
realizados com espécies desta familia (MAIA e ANDRADE, 2007).

2.2 FAMILIA LAURACEAE

Lauraceae constitui uma familia com aproximadamente 2500 espécies, incluidas em
52 géneros. Nas Américas ocorrem cerca de 29 géneros e 900 espécies. Caracteriza-se como
uma familia de plantas predominantemente arbdreas, variando de arbustos a arvores de dossel.
Arbustos escandentes ocorrem raramente, sendo o género Cassytha uma erva parasita com
apenas uma espécie neotropical. A grande diversidade das Lauraceas ocorre em terras baixas
da Amazdnia e América Central (GOTTLIEB, 1972; RIBEIRO et al., 1999).

A utilizacdo de espécies desta familia é frequentemente relatada desde os tempos mais
antigos aos mais atuais. As folhas de louro, Laurus nobilis foram utilizadas pelos antigos
gregos e romanos para produzir grinaldas, utilizadas para coroar atletas e guerreiros
vitoriosos. A procura por esses produtos sdo relatadas ainda em outros contos, entre estes a
procura de soldados espanhois, desde os Andes até o estuario do rio Amazonas, por uma
arvore-canela, provavelmente casca preciosa (Aniba canelilla) (GOTTLIEB, 1972).

Plantas da familia Lauraceae tém sido reconhecidas ainda por serem dificeis de
identificar. Fatores que contribuem para isso incluem o fato de muitas cole¢des serem estéreis,

ou seja, por ndo possuirem caracteres florais e frutificacdo, importantes para a identificacao.



24

A falta de representantes em herbérios é também outro fato que contribui para este problema
(BURGER, 1988; WERFF, 1991).

O odor presente nas cascas e também em folhas de espécimes de Lauraceae é a
principal caracteristica para reconhecer a familia no campo, pois sdo poucas as espécies que
ndo o possuem. Alguns, inclusive, sdo tdo marcantes que permitem reconhecer a espeécie,
variando quanto ao tipo de cheiro. Por exemplo, um odor forte e fétido lembrando peixe ou
gengibre é caracteristico de espécies como Licaria canella, Licaria chrysophylla e Licaria
guianensis. Outras como Aniba rosaeodora e Licaria puchury-major possuem um odor forte e
agradavel de perfume, Aniba canelilla de cravo e Endlicheria citriodora de limdo (RIBEIRO
et al., 1999).

As muitas espécies dessa familia sdo de grande importancia econdmica no mundo
todo, sendo estas utilizadas por sua madeira, frutos cosmetiveis, gordura nas sementes, como
especiarias, entre outros. Espécies utilizadas em grande escala incluem o abacate (Persea
americana), a canela (Cinnamomum verum) e o louro (Laurus nobilis). Cascas e frutos de
algumas espécies como Dicypellium caryophyllaceum séo usadas como condimentos, outras
como Licaria puchury e Aniba canelilla sdo utilizadas para preparo de chas. Algumas
espécies sdo ainda exploradas na extracdo de madeira, na Amazonia, por exemplo, a itatba
(Mezilaurus spp.) é frequentemente utilizada na construcdo de embarcaces em razdo de sua
durabilidade e resisténcia (RIBEIRO et al., 1999; MARQUES, 2001).

Outras espécies como a canela-sassafras (Ocotea odorifera) e o pau-rosa (Aniba
rosaeodora) séo fontes de substancias aromaticas para perfumaria (MARQUES, 2001). Nesse
sentido, espécies do género Aniba destacam-se entre as de grande importancia econémica,

principalmente na industria de perfume.

2.2.1 Género Aniba

O género Aniba € representado por arvores produtoras de 6leos volateis, presentes em
todos os seus Orgdos vegetais, e que sdo inclusive extremamente importantes na inddstria
quimica (MORAIS et al., 1971; MARQUES, 2001). Entre elas, Aniba rosaeodora Ducke, que
possui em seu Gleo uma alta concentracdo de linalol, que é um composto de grande valor na
indistria de perfumaria. A maior parte das espécies desse género encontra-se na regiao
Amazonica (MAIA e ANDRADE, 2007).

Algumas espécies de Aniba tém sido ainda referidas como medicinais e ou possuidoras

de propriedades farmacoldgicas, entre elas a A. rosaeodora cujo 6leo essencial possui
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potencial antimicrobiano (LOBATO et al., 1989; HAMMER et al., 1999; SIMIC et al., 2004)
e atividade larvicida (SOUZA et al., 2007); A. heringerii apresenta potencial antifingico
(TOFOLI et al., 2012); A. canelilla possui atividade antioxidante (SILVA et al., 2007;
SILVA, 2012) e A. riparia, especie tipica da regido amazoénica cujo extrato obtido dos frutos e
calices possui atividade antimicrobiana (BARBOSA et al., 1988).

Alguns autores como Morais et al. (1971) e Gottlieb e Kubitzki (1981), classificam as
cerca de 40 espécies de Aniba ocorrentes no Brasil em trés grupos, de acordo com a natureza
quimica do 6leo essencial e seus constituintes predominantes: o grupo linalol, representado
por A. rosaeodora Ducke e A. duckei Kosterm; o grupo benzoato de benzila, cujos
representantes incluem A. burchellii Kosterm., A. firmula (Nees & Mart.) Mez., A. guianensis
Aubl., A. fragrans Ducke, A. gardneri (Meiss.) Mez., A. parviflora (Meisn) Mez. e A.
permollis (Nees) Mez.; e o grupo alilbenzeno que compreende A. canelilla Mez., A.
hostimanniana Mez. e A. pseudocoto (Reesby) Kosterm.

As espécies pertencentes a esse género sdo frequentemente de dificil identificacéo,
considerando-se apenas caracteres morfologicos, principalmente vegetativos, devido a
extrema semelhanca que existe entre eles. Aniba parviflora, em particular, apresenta grande

dificuldade de identificacéo, principalmente em relacdo a espécie A. rosaeodora.

2.2.2 Aniba parviflora (Meisn) Mez.

Aniba parviflora é uma planta aromatica da familia Lauraceae, nativa da regido
amazonica, caracteristica de solos argilosos e ndo inundaveis. A espécie constitui em arvores
medianas de aproximadamente 30 m sendo frequente na Bacia Amazbnica e Guianas
(RIBEIRO et al., 1999). Morfologicamente caracteriza-se por peciolos e ramos delgados,
folhas coriaceas com base cuneada, secundarias de 8-16 pares, casca pardo-amarelada,
inflorescéncia lateral de 2,5 cm de comprimento, multifloral, de flores pequenas, cupula do
fruto espessa, ferruginea, fruto do tipo baga, de aproximadamente 25x20 mm, de cor vinho-
escuro quando maduro (Figura 2) (RIBEIRO et al., 1999; MATTOSO, 2005). A espécie A.
parviflora tem como sinonimia a A. fragrans Ducke (KUBITZKI e RENNER, 1982).
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Figura 2 - Aniba parviflora: (a) espécime; (b) folhas, galhos e inflorescéncia; (c) frutos.
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Fonte: Batista (2014).

Na regido amazdnica, ramos e madeira de A. parviflora, popularmente conhecida
como macacaporanga ou louro rosa, quando secos, sdo transformados em pé e utilizados
como sachés aromatizantes (CORREA, 1974). Sua casca €é ainda comercializada no mercado
Ver-O-Peso em Belém do Pard, e sua infusdo é utilizada em “banhos-de-cheiro” comum em
festejos de Sdo Jodo (MATTOSO, 2005).
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A. parviflora é uma espécie frequentemente confundida com o pau-rosa por apresentar
caracteristicas morfologicas semelhantes a esta espécie. Entretanto, ambas apresentam
diferencas em relacdo a composicdo quimica e ao aroma. Em estudos para avaliar os 6éleos
essenciais e extratos de folhas de A. parviflora e A. rosaeodora através das técnicas de CG-
EM (cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa) e de NMR-HRMAS
(Nuclear Magnetic Resonance - High Resolution Magic Angle Spinning) obtiveram-se perfis
diferentes, indicando que estas sdo distintas quimicamente (BARCELOS et al., 2012). Apesar
de A. parviflora conter linalol, a andlise olfativa do 6leo essencial de folhas de pau-rosa e
macacaporanga, realizado através de cromatografia gasosa enantioseletiva acoplada a
olfatometria (Es-GC-O, Enantioselective Gas Chromatography-Olfactometry), comprovou
que ambos sdo bem distintos em relagdo ao aroma (BARATA et al., 2003).

Em trabalho realizado para avaliar a composi¢do quimica do dleo essencial de A.
parviflora, utilizando cromatografia gasosa bidimensional com espectrometria de massa
quadrupolar de répida varredura, Tranchida et al. (2008) identificaram a presenca de 87
componentes no 0leo da planta. Em outro estudo, Pereira (2012), utilizando cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massas, encontrou 63 compostos volateis no 6leo
essencial de A. parviflora, tendo o linalol como componente majoritario com média de
percentual relativo nos periodos seco e chuvoso de 34,63 e 27,83%, respectivamente. Os
demais componentes tiveram concentragdes inferiores a 7%, entre eles o B-felandreno e o
espatulenol, que apresentaram as maiores concentracdes em relacdo aos demais.

O linalol, um dos componentes majoritarios do OE de A. parviflora, € um composto de
alto valor biologico e econémico. Tem sido descrito como possuidor de inumeras
propriedades bioldgicas, entre eles, acdo anticancer (LOIZZO et al., 2008), bactericida
(BAGAMBOULA et al., 2004) e fungicida (ALVIANO et al., 2005). Além disso, 0 mesmo
possui uma grande aplicacdo no setor de perfumaria, sendo necessaria sua producdo em
quantidades sempre crescentes (SILVA et al., 2003).

Em estudos preliminares foi demonstrado que o 6leo essencial de A. parviflora possui
potencial econdmico no setor de perfumaria (MAIA et al., 2001). Além disso, apesar do
potencial do 6leo essencial de A. parviflora ter sido citado para uso em cosméticos e materiais
de limpeza, estudos sobre o potencial biologico e biotecnolégico de A. parviflora ainda sdo
escassos. Dessa forma, faz-se necessério a realizagdo de estudos que exaltem o potencial
dessa planta nativa da regido amazonica, que pode beneficiar o desenvolvimento da regido

através de sua exploragdo consciente.
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2.3 PROSPECCAO DE METABOLITOS PARA CONTROLE MICROBIANO

A maioria das plantas produz compostos que desempenham func¢des fundamentais em
sua interagdo com o0 meio ambiente. Tais compostos pertencem ao metabolismo vegetal
secundario e possuem importancia na sobrevivéncia e propagacdo do vegetal. Funcionam
como sinais quimicos que permitem a planta respostas a estimulos ambientais, apresentam
atividade alelopética, alguns fornecem protecdo contra a radiacdo solar ou contribuem para a
dispersdo de pdlen e sementes, ou ainda protegem o vegetal do ataque de herbivoros, micro-
organismos patdgenos ou competidores (RAVEN et al., 2001; BOURGAUD et al., 2001).
Tais compostos sdo comumente responsaveis pelas inimeras atividades biol6gicas
apresentadas por diversas espécies de plantas, entre elas, a atividade antimicrobiana.

As plantas superiores e aromaticas, tradicionalmente utilizadas na medicina popular e
na conservagdo de alimentos, mostraram-se inibidoras de bactérias, fungos e leveduras
(HULIN et al., 1998). Grande parte das suas propriedades biologicas séo atribuidas aos 6leos
essenciais produzidos pelo seu metabolismo secundario. Dessa forma, 6leos essenciais e
extratos de inimeras espécies de plantas sdo capazes de controlar os micro-organismos que
estdo frequentemente associados a infecgdes de pele (ADAM et al., 1998), entre outros micro-
organismos associados como causadores de infeccdo hospitalar (BEGNAMI et al., 2010) e
deterioracdo de alimentos (ALBAYRAK et al., 2010), incluindo bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (GALLI et al., 1985), leveduras e fungos filamentosos.

Os principais grupos de compostos possuidores de propriedades antimicrobianas
extraidos de plantas incluem os terpendides, alcaldides, lectinas, polipeptideos, substancias
fendlicas e polifendis (fendis simples, acidos fenolicos, quinonas, flavonas, flavondis e
flavonoides), taninos e cumarinas (SIMOES et al., 2006; RESCHKE et al., 2007). Essa
variedade de compostos é responsavel pelo interesse de pesquisas com plantas para a
producdo de novos antimicrobianos (COWAN, 1999). Os compostos ativos encontrados em
algumas plantas possuem acdo antisséptica como, por exemplo, o timol e o carvacrol, o
eugenol e o isoeugenol, assim como o a-terpinelol, e em alguns casos, os terpenos tém maior
poder antibacteriano que outros compostos (KNOBLOCH et al., 1989).

Os compostos isolados de plantas sdo substancias com estrutura quimica bem
diferenciada dos antimicrobianos obtidos a partir de bactérias e fungos. Estes produtos podem
apresentar diversos sitios de atuagdo, podendo atuar no metabolismo intermediario, ativando

enzimas, alterando a acgdo de inibidores que influenciam os nutrientes do meio, interferindo
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nos processos enzimaticos em nivel nuclear ou ribossomal, provocando alteracfes nas
membranas ou interferindo no metabolismo secundario (LIMA, 2001).

Em geral, a forma de atuagdo dos antimicrobianos estd relacionada com as
caracteristicas do micro-organismo, sejam eles bactérias ou fungos. Antimicrobianos que
atuam sobre as células bacterianas podem interferir na parede celular, causando alteracdes e
defeitos estruturais e interferindo no processo de replicacdo; inibindo a sintese de proteinas,
por alteragdes no ribossona; inibindo a sintese de acidos nucléicos, interferindo na replicacéo
e transcricdo; alterando a permeabilidade da membrana citoplasmatica; ou ainda interferindo
no metabolismo dos folatos (TORTORA et al., 2005). Ja os agentes antifiingicos, podem atuar
ligando-se ao ergosterol, alterando a permeabilidade da membrana flngica e causando a perda
de constituintes citoplasmaticos; sobre enzimas do citocromo fungico, alterando a sintese de
ergosterol; ou ainda na parede celular causando um desequilibrio osmético na célula fungica
(MARTINEZ, 2006) (Figura 3).

Figura 3 - Mecanismo de acdo dos antimicrobianos sobre células bacterianas (a) e fungicas (b).
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Fonte: www2.bakersfieldcollege.edu (2013).  Fonte: Adaptad de adigan et al. (2010).

Em tratando-se de cosméticos, um dos grandes problemas relacionados com a
qualidade destes produtos, principalmente em seu estado cru, € a sua contaminacdo
microbioldgica, que pode, por sua vez, tornar-se um sério risco para os usuarios de plantas
medicinais (TASSANEEYAKUL et al., 2004). Sendo assim, o potencial antimicrobiano da

planta que detém o principio ativo é de grande valor.


http://www2.bakersfieldcollege.edu/bio16/10_Antimicrobials.htm
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Na industria cosmética o Challenge test ou teste desafio é utilizado para verificar se o
agente conservante da formulagdo esta adequado (ANVISA, 2004). No teste, é avaliada a
atividade antimicrobiana sobre fungos e bactérias. As bactérias que compdem o Challenge
test sdo: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. S&o descritas a
seguir caracteristicas das bactérias que sao utilizadas no teste desafio e outras de importancia

medica para infeccdo de pele e mucosas, e de interesse para a indUstria de cosmeticos.

Pseudomonas aeruginosa

E um bacilo Gram-negativo aerdbio, tipicamente causador de infeccdes hospitalares,
urinérias e septicemias, sendo os pacientes com queimaduras, cateterismo vesical, fibrose
cistica, diabetes e neutropenia, os mais susceptiveis (THOMSON e BONOMO, 2005;
MARRA et al., 2006). Uma das caracteristicas mais destacadas desta espécie é a capacidade
de produzir um pigmento azul-esverdeado, denominado piocianina (TRABULSI e
ALTERTHUM, 2005).

Escherichia coli

Bactéria Gram-negativa aerobica que habita o trato intestinal de humanos e animais,
apresentando diversos sorotipos e diferentes fatores de viruléncia. Cada sorotipo é capaz de

causar diferentes infeccGes: entéricas, urinarias e hospitalares (MARRS et al., 2005).

Staphylococcus aureus

S&o cocos Gram-positivos que colonizam naturalmente a pele, as mucosas e o trato
respiratorio superior, mas que sdo incapazes de invadir pele e mucosas integras. A infeccdo
por S. aureus ocorre quando este patégeno encontra uma porta de entrada, pele e mucosas nao
integras, secretando enzimas e toxinas lesivas as membranas, capazes de destruir as células de
defesa do corpo (RUBIN e FARBER, 1999). Esta bactéria secreta também exotoxinas e
enzimas causadoras de infec¢des na pele como impetigo, furdinculos e abscessos subcutaneos,
podendo causar inclusive infecgdes sistémicas como sindrome do choque toxico e septicemias
(IWATSUKI et al., 2006).
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Enterococcus faecalis

Esta espécie é um coco Gram-positivo, anaerdbio facultativo frequentemente
associado a infeccBes intra-abdominal e pélvica, bem como outras infeccbes mais graves
como bacteremias, meningite, endocardite, infeccdes urinérias e odontolégicas (BABALOLA
et al. 2004). Os Enterococcus podem sobreviver até 07 dias em superficies, sendo
naturalmente resistentes a varios antimicrobianos (NOSKIN et al., 1995; NEUMAN et al.,
1998).

Proteus vulgaris

Bacteria Gram-negativa, que habita o trato intestinal de humanos e animais, podendo
ser encontrada em agua no solo e matéria fecal. A potogenicidade deste bacilo esta
relacionada com o desenvolvimento de fatores de viruléncia, podendo causar infeccGes

urinarias, respiratorias e septicemia (FALEH, 2011).

Salmonella enterica

Bactéria Gram-negativa, anaerdbica facultativa, causadora de infeccdo em uma grande
variedade de hospedeiros, incluindo mamiferos, aves e répteis. Em humanos, é caracterizada
como grande causadora de infec¢Ges em todo o mundo anualmente, desencadeando sintomas
como gastroenterite e diarreia, e febre tifoide, doenca sistémica grave. A viruléncia varia de

acordo com o sorotipo e a susceptibilidade do hospedeiro (CHUANG et al., 2009).

Assim como as bactérias, os fungos (leveduras e bolores) estdo associados a
contaminacdo de cosméticos e, dessa forma, também devem fazer parte da avaliacdo da
seguranca destes produtos (CAMPANA et al., 2006). Entre os fungos que compdem o Teste
Desafio do Sistema Conservante (Challenge test) esta a levedura Candida albicans. Alem de
fazer parte dos testes de qualidade microbiol6égica dos produtos cosméticos, esta levedura é

um importante patdgeno humano, sendo suas caracteristicas descritas a seguir.
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Candida albicans

A espécie C. albicans é dimorfica, 0 que caracteriza sua ocorréncia tanto em formas
leveduriformes no estado saprofitico, quanto em formas filamentosas, observadas em
processos patogénicos. Apresenta grande distribuicdo no meio ambiente ocupando diversos
habitats, 0 que ndo acontece com outras espécies do género que tém distribuicdo mais restrita
a poucos nichos ecoldgicos (TORTORA et al., 2005). Em seres humanos, a colonizacdo por
esses fungos pode ocorrer durante ou logo apds o nascimento, podendo estes apenas compor a
microbiota humana normal do trato gastrointestinal e das mucosas oral e vaginal. No entanto,
também podem provocar infeccBes sistémicas graves, o que vem adquirindo grande
importéancia clinica, principalmente para pacientes imunocomprometidos e ainda devido a

existéncia de cepas resistentes as drogas antifingicas (BROOKS et al., 2000).

2.4 RADICAIS LIVRES E ANTIOXIDANTES

O metabolismo celular normal do corpo é responsavel pela producéo de radicais livres
e outras especies reativas de oxigénio, que podem causar danos severos a biomoléculas
celulares, entre estes as moléculas de DNA e RNA (LOUREIRO et al., 2002). Estes radicais
sdo compostos que possuem um elétron ndo emparelhado girando na camada periférica em
torno do nucleo.

O conjunto de radicais livres gerados a partir do oxigénio é chamado de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs), sendo que o dano causado as moléculas por estes compostos,
deve-se a extracdo de elétrons para alcancar assim sua estabilidade. Os EROs correspondem
as principais fontes de catalisadores primarios que iniciam a oxidacéao in vivo e in vitro. Este
processo leva a célula a um estresse oxidativo, que pode resultar em diversas desordens
fisiologicas e doencas (CHANDA e DAVE, 2009), tais como: o envelhecimento precoce
(SORG, 2004) doencas cardiovasculares (SINGH e JIALAL, 2006), mal de Alzheimer
(SMITH et al., 2000), mal de Parkinson (SORG, 2004), cancer (KINNULA e CRAPO, 2004),
entre outras.

Os radicais livres formados podem ter duas origens: derivados de fontes enddgenas,
como o0 metabolismo de nutrientes, processo de envelhecimento, entre outros; ou fontes
exdgenas como radiacdo ionizante, fumo, solventes organicos, etc. (BUYUKOKUROGLU et
al., 2001). As células, entretanto, para defenderem-se contra 0s EROs e manter a homeostase

redox, sdo equipadas com diferentes tipos de mecanismo de defesa. Estes mecanismos de
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defesa incluem a presenga, producdo ou aquisi¢cdo de moléculas que protegem a célula da acéo
dos radicais livres, os chamados antioxidantes.

Antioxidantes, sdo substancias que retardam a velocidade dos processos oxidativos,
responsaveis pela formacdo dos radicais livres, conferindo importantes beneficios a salde
(PIETTA, 2000). Estas substancias podem ser naturais ou sintéticas. Antioxidantes, tais como
as enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, presentes normalmente no
organismo, desempenham papéis importantes na eliminagdo dos radicais livres e prevencéo de
lesBes nas células. Outras moléculas, como as vitaminas C e E, fortes antioxidantes, inibem a
peroxidacdo lipidica nas células. Quando o mecanismo antioxidante torna-se desequilibrado
no corpo humano, suplementos de antioxidantes podem ser utilizados para ajudar a reduzir os
danos oxidativos (CHANDA e DAVE, 2009). No entanto, o uso de antioxidantes sintéticos
tem sido evitado devido a suspeita de que estes possam produzir efeitos carcinogénicos
(BOTTERWECK et al., 2000).

Existe, portanto, a necessidade de se obter antioxidantes mais eficazes, menos toxicos
e de baixo custo. As plantas, por sua vez, por possuirem indmeros compostos resultantes do
seu metabolismo secundario, podem ser fontes de substancias antioxidantes. Embora 0s
compostos fenolicos e flavonoides estejam associados com a maioria dos antioxidantes
naturais (RAZAVI et al., 2008), muitos outros compostos estdo sendo descobertos.

Em tratando-se de cosméticos, € extremamente importante realizar um balanceamento
entre as matérias-primas sintéticas e naturais a fim de maximizar a acdo farmacoldgica e
alcancar melhores efeitos (RODRIGUES, 2001; PIETRO et al., 2006). Atualmente, observa-
se uma tendéncia dos consumidores a procura de produtos que apresentem elevada qualidade,
0s quais minimizam os fendmenos de oxidacdo durante as fases de processamento e
armazenagem dos produtos. Além dos conjuntos de processos que objetivam eliminar e/ou
minimizar a atividade oxidante hd a procura por matérias-primas que apresentem
caracteristicas antioxidantes (CHORILLI et al., 2007; VICENTINO e MENEZES, 2007).

Dentre as substancias ativas utilizadas atualmente em produtos cosméticos visando a
acdo antioxidante, em especial a acdo antienvelhecimento, estdo os carotenoides, o acido
ascorbico, a vitamina E (a-tocoferol) e extratos vegetais, principalmente aqueles que possuem
compostos fendlicos (SCOTTI et al., 2007).

Neste sentido, um grande nimero de métodos in vitro tem sido desenvolvido para
medir a eficiéncia dos antioxidantes naturais, sejam compostos puros ou compostos de
plantas. Tendo em vista o grande potencial das plantas como antioxidantes, A. parviflora,

pode representar uma fonte de compostos com potenciais a serem explorados.
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2.5 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

A utilizacdo de plantas como medicinais e em pesquisas de exploracdo de suas
propriedades bioldgicas é de grande importancia e bastante promissor. Estas devem ser
estudadas a fim de elucidar os riscos que podem oferecer quanto a sua toxicidade e ainda
avaliar seu potencial toxico para emprego em outros produtos bioldgicos.

A utilizacdo de bioensaios de toxicidade em pesquisa fitoquimica possui o objetivo de
avaliar ou prever os efeitos téxicos nos sistemas bioldgicos e dimensionar a possivel
toxicidade das substéancias de origem de vegetal (FORBES e FORBES, 1994).

Da mesma forma, 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 exposi¢cdo. A avaliacdo de seguranca deve, portanto, atender
0 conhecimento dos parametros toxicologicos dos ingredientes (ANVISA, 2003).

Ensaio de citotoxicidade in vitro € o teste preliminar para avaliar a biocompatibilidade
de materiais a serem usados em dispositivos biomédicos. Estes testes consistem em colocar 0s
materiais de interesse direta ou indiretamente em contato com a cultura de células de
mamiferos, analisando a ocorréncia de alteracdes celulares, através de uso de corantes
reveladores, ou inibicdo da formacdo de col6nias celulares. Estudos utilizando cultura de
células para avaliar toxicidade demonstram que estes testes podem ser utilizados
satisfatoriamente, tendo em vista que sdo reprodutiveis, rapidos, sensiveis e financeiramente
acessiveis (ROGERO et al., 2003).

Uma vez que baseiam-se no potencial de degeneracao ou morte celular provocado pelo
material analisado, materiais com resultados positivos nos ensaios de citotoxicidade
descaracterizam a condicdo de inocuidade para emprego em cosméticos (CHORILLI et al.,
2007).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar por meio de um estudo quimico e bioldgico o 6leo essencial e extratos de

Aniba parviflora visando a formulacéo de um fitocosmético.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a atividade antimicrobiana, a citotoxicidade e a a¢do antioxidante dos
Oleos essenciais, extratos brutos e fases particionadas de folhas e galhos de A.
parviflora;

e Verificar a presenca de compostos quimicos (terpenos, flavonoides, alcaloides,
fendis, esteroides e saponinas) por meio de ensaios qualitativos nos extratos e
particbes de A. parviflora;

e Analisar o perfil cromatografico dos 6leos essenciais e dos extratos de folhas e
galhos de A. parviflora,

e Formular um produto fitocosmetico contendo 6leo essencial e/ou extratos de A.
parviflora;

e Avaliar a estabilidade preliminar do fitocosmético obtido.
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4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As folhas e galhos de quatro individuos de A. parviflora foram coletados na fazenda
Experimental Curaud- PEMATEC, localizada no municipio de Santarém-PA (Figura 4), no
periodo de abril de 2012. O material vegetal foi utilizado separadamente para a extracdo do
6leo essencial e producdo do extrato etandlico. Foi coletado ainda, material vegetal para
producdo de exsicatas para identificacdo da planta, realizada no herbario do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia (INPA), com o numero de registro 254.490.

Figura 4 - Mapa de Santarém-PA e circunvizinhanca do ponto de coleta de Aniba parviflora.
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Fonte: Batista (2014).

O material vegetal, folhas e galhos, coletado foi seco a temperatura ambiente por um
periodo de 10 dias e moido em moinho elétrico de facas com tela de 3 mm, para utilizagcdo na

extracdo de 6leos e producdo dos extratos.

4.2 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL

O 6leo essencial foi obtido por hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger (Figura 5),
onde o material vegetal foi submerso em &gua destilada na propor¢do de 1/10, e aquecido a
uma temperatura de 100°C por um tempo de trés horas para folhas e de seis horas para galhos.

ApoOs a extracdo os Oleos essenciais foram depositados em frascos de vidro ambar e
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armazenados na geladeira para posteriores ensaios de atividades bioldgicas. O rendimento dos
6leos essenciais foi calculado a partir da massa do material seco e da massa do 6leo extraido,
conforme a Equacéo 1:

Msgieo

Rend = x 100 (1)

mplanta

Onde:
Msieo = Massa do Gleo (g)
Mpianta = Massa da planta (g)

Rend = Rendimento em porcentagem (%p/p)

Figura 5 - Aparelhos tipo Clevenger utilizados para extracdo do 6leo essencial de A. parviflora.

Fonte: Batista (2014).
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4.3 OBTENCAO DE EXTRATOS DE FOLHAS E GALHOS DE A. parviflora

Apbs 0s processos de secagem e moagem, o material vegetal (folhas e galhos) foi
macerado com alcool etilico de cereais 92,8°INPM em temperatura ambiente, sendo a
extracdo realizada em trés ciclos de 72 h, totalizado um periodo de nove dias, onde a cada 72h
0 material vegetal foi filtrado e um novo solvente adicionado a este. Por fim, os filtrados
foram submetidos ao rotaevaporador, sob pressdo reduzida a 40°C, até a retirada total do
solvente (SILVA, 2012). Uma frac@o do extrato bruto resultante foi dissolvido em etanol-a4gua
(1:3) e submetido a particdo liquido-liquido, utilizando primeiramente o solvente n-hexano,
seguido de diclorometano e acetato de etila. Ap6s a particdo foram obtidas fases sollveis em
n-hexano, diclorometano, e acetato de etila, as quais foram rotaevaporadas, e uma fracao
hidroalcoolica que foi liofilizada.

Calculou-se o rendimento total dos extratos de acordo com a Equagéo 2:

Rend = 2 x 100 (2)

mv

Onde:
Rend = Rendimento total do extrato (%)
Pext = Peso do extrato seco ()

Pmv = Peso do material vegetal (g)
4.4 ENSAIOS ANTIMICROBIANOS

As solucBes obtidas a partir dos extratos, ressuspendidas em dimetil-sulfoxido
(DMSO) e dos 6leos essenciais, diluidos em solucdo de Tween 80 a 1% (v/v), foram testados
guanto a acdo antimicrobiana em diferentes cepas de micro-organismos potencialmente

patogénicos.
4.4.1 Material Microbioldgico

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana dos OE e dos extratos foram utilizadas
cepas adquiridas comercialmente da marca Cefar, na forma liofilizada. Os micro-organismos
utilizados como cepas padrdes para a realizacdo dos ensaios antimicrobianos foram as

bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC-25923); Enterococcus faecalis
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(CCCD-E002); Gram-negativas: Escherichia coli (CCCD-E004) e Pseudomonas aeruginosa
(CCCD-P004); entéricas Salmonella enterica (CCCD-S001) e Proteus vulgaris (CCCD-P002)
e a levedura Candida albicans (ATCC 10231).

4.4.2 Padronizacdo do Indculo

As cepas bacterianas liofilizadas foram inicialmente hidratadas em Caldo Brain Heart
Infusion (BHI) e incubadas por 24 h para reativacdo. Apos esse periodo, as bactérias foram
semeadas em Agar BHI e reincubadas a 36°C por 24 h. Uma pequena fracdo de coldnias em
crescimento foi retirada e apropriadamente diluida em solucdo salina estéril (NaCl a 0,9%),
para obtencdo do indculo no padrédo de turbidez 0,5 na escala de Mac Farland, que equivale a
concentracéo final de 1,5 x 10® UFC/mL (NCCLS, 2003).

A cepa fangica foi reativada através de sua inoculagdo em 1 mL de caldo Sabouraud e
incubacdo a 30°C. Apos reativacdo, a cultura foi sub-cultivada em Agar Sabouraud Dextrose
(ASD) e incubada. Decorrido o periodo de crescimento, a cultura foi apropriadamente diluida
em solucéo salina estéril (NaCl a 0,9%), para obtencdo do indculo no padréo de turbidez 0,5
na escala de Mc Farland, que equivale & concentracéo final de 2 a 5 x 10° UFC/mL (NCCLS,
2003).

4.4.3 Ensaio Antimicrobiano Qualitativo

Os testes qualitativos de atividade antimicrobiana de 6leos essenciais, extrato bruto e
particbes foram realizados utilizando a metodologia de difusdo em a4gar (NCCLS M7-A6). Os
micro-organismos foram inoculados em camara de fluxo laminar, onde para cada 25 mL de
meio de cultura foram adicionados 500 pL de indculo padrdo. Apds a solidificacdo do agar
foram feitas cavidades circulares de 6 mm de diametro, nas quais foram adicionados 20 uL da
solucdo de bleo essencial diluido em Tween 80 a 1% na concentracdo de 1/10 ou dos extratos
de A. parviflora na concentracdo de 4,0 mg/mL. Da mesma forma, foram utilizados discos de
antibidtico Gentamicina (10 pg) e de Cetoconazol (100 mg) como controles positivos, e
DMSO ou solugédo de Tween 80 a 1% (v/v) como controles negativos.

As placas foram entdo incubadas, em temperatura e tempo ideais para o crescimento
dos micro-organismos, sendo os ensaios realizados em triplicata. Apds a incubacdo em estufa,
foi verificada a formagdo dos halos de inibicdo de crescimento microbiano. A atividade

antibacteriana foi determinada pela mensuragdo do halo de inibicdo e classificada segundo
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Alves et al. (2010), sendo halos inferiores a 9 mm considerados inativos, halos entre 9 e 12

mm pouco ativos, entre 13 e 18 mm ativos, e maiores que 18 mm muito ativos.

4.4.4 Determinacgdo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)

Apds a verificacdo da existéncia de atividade antimicrobiana foram feitos testes para
avaliar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). A CIM foi determinada somente para as
amostras que apresentaram eficacia no método de difusdo em poco (halos de inibicdo com
didmetro maior ou igual a 8 mm). A CIM é a menor concentracdo do OE ou do extrato que
inibe visivelmente o crescimento bacteriano, e foi determinada pela técnica de microdiluicdo
em placa de ELISA (NCCLS, 2007).

Inicialmente, os indculos foram padronizados frente a escala 0,5 de McFarland e
submetidos a diluicdo em solucdo Caldo Mueller Hinton para atingir a concentragéo final de
1,5 x 10" UFC/mL.

Os ensaios foram realizados em triplicata, por adicdo de 100 puL de meio de cultura
liqguido com in6culo microbiano e 100 pL de concentracOes seriadas a partir de 4,0 mg/mL até
0,06 mg/mL da amostra em cada poco da placa de ELISA. Foram feitos ainda po¢os com
controle de crescimento do micro-organismo e controle de esterilidade do meio. As placas
foram entdo incubadas a 36°C durante 2 horas para posterior verificacdo do crescimento
microbiano.

Apos a incubacgdo, 20 uL de solugdo de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-
10-6xido) a 0,01% (p/v) foram adicionados a microplaca para controle de crescimento
bacteriano. A microplaca foi posteriormente reincubada por um periodo de 3 horas a
temperatura de 36°C e analisada quanto a mudanca de coloracao das culturas. Na reacdo com
o revelador resazurina, a permanéncia da cor azul indica que ndo houve crescimento
bacteriano e a mudanca para coloracdo rosa indica que houve crescimento (CANILLAC e
MOUREY, 2001). A mudanca de cor é explicada levando-se em conta que a resazurina é um
corante azul ndo-fuorescente que torna-se rosa e fluorescente quando é reduzido a resofurina
através de oxidoreducado por células microbianas viaveis. A resofurina ainda pode ser reduzida
a hidroresofurina (incolor e ndo-fluorescente), tornando a cor mais translicida. A
concentracdo inibitoria minima foi revelada pela menor concentragdo que promoveu a

inibicdo do crescimento microbiano, evidenciado pela permanéncia da coloragéo original.
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Aligiannis et al. (2001) apresentaram a seguinte classificacdo: CIM até 0,5 mg/mL séo
inibidores potentes; CIM entre 0,6 e 1,5 mg/mL séo inibidores moderados; CIM acima de 1,6

mg/mL sdo inibidores fracos.
4.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante foi determinada pelo método do sequestro do radical livre
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH:). O DPPH é um radical livre estdvel amplamente
utilizado para avaliar a atividade de compostos antioxidantes sobre radicais livres. O ensaio
antioxidante utilizando o método do DPPH baseia-se na reducgdo do radical livre na presenca
de um antioxidante, ou seja, uma substancia que pode ceder um atomo de hidrogénio ou
espécie radicalar, formando o difenil-picril-hidrazina (MOLYNEUX, 2004). O processo
resulta na mudanca de coloragdo de cor purpura para amarelada, consequentemente
provocando a perda da absorbancia que ¢ medida em espectrofotémetro (KRISHNAIAH et
al., 2011) (Figura 6). A metodologia utilizada neste estudo foi descrita por Brand-Williams et
al. (1995) modificada por Sanchez-Moreno et al. (1998), Mensor et al. (2001), Silva et al.
(2007), Rufino et al. (2007) e adaptada por Silva (2012).

Figura 6 - Reacdo do método de sequestro do radical livre DPPH na presencga de um antioxidante.

Q0 O

+ A-H —* + A-
OzN N0z 03N NO;
I
NO: NO;
DPFH DPFH-H
(pirpura, 517 nm) (amarelada)

Fonte: grupiv.wordpress.com (2013).

4.5.1 Preparo de Solugbes Estoque das Amostras

Para o preparo das solucGes estoque foram pesados 0,0128 g de extrato bruto seco, das
particdes (hexanica; diclorometano; acetato de etila e hidroalcodlica) e de dleo essencial, e
solubilizados em metanol P.A., avolumando-se para 10 mL em baldo volumétrico. A partir da

solucdo estoque foram entdo feitas diluicdes sucessivas em progressdo geométrica utilizando
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como solvente metanol P.A., em microtubos tipo eppendorf, até a concentracdo de 5,0

mg/mL.

4.5.2 Preparo das Solugdes Padréo de Acido Ascorbico

Foram pesados 0,0200 g de acido ascérbico e transferidos para um baldo volumétrico
de 25 mL avolumando-se com metanol P.A., obtendo-se uma solugdo estoque com
concentracdo de 800 mg/mL. Em seguida foram feitas as dilui¢cfes necessarias obtendo-se as
concentragdes finais de 200, 175, 150, 125, 100, 75, 50 e 0 mg/mL para a construcao da curva

padréo.

4.5.3 Preparo da Solugdo de DPPH-

A solucdo de DPPH- foi preparada na concentragdo 0,06 mol/L. Para isso, 0,0280 g de
DPPH foram pesados e avolumados com metanol P.A. em baldo volumétrico de 1000 mL. A

solucéo foi preparada no mesmo dia da analise e protegida da exposi¢éo a luz.

4.5.4 Realizacdo da Analise de Atividade Antioxidante

Foram transferidos 50 pL de cada concentracdo da amostra em triplicata, para tubos de
ensaio, protegidos da exposicdo direta da luz, sendo adicionados 1950 pL da solucdo de
DPPH- 0,06 mol/L seguido de homogeneizacdo da mistura. O controle foi preparado de modo
semelhante, substituindo a amostra por metanol P.A. O branco foi preparado adicionando-se
1950 pL de metanol P.A. a 50 puL da amostra na mesma concentracdo de cada ensaio para a
calibracdo do espectrofotdmetro. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotémetro
com comprimento de onda a 517 nm, apds 30, 60 e 90 min para o éleo e 30 min para 0s

extratos (Figura 7).
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Figura 7 - Metodologia para avaliacdo da atividade antioxidante pelo sequestro do radical livre DPPH.

Branco  Controle 1850 Wl DFFH +
Metanol  DFPH + 50yl da amostra em diferentes concentragies
hetang

Leitura da Absorbancia a 517 nm ap6s 30 min de reacao

4.5.5 Avaliagéo dos Resultados

Para avaliar o potencial antioxidante dos Oleos e extratos foi determinada a
porcentagem de inibicdo de DPPH-, conforme a Equacdo 3, e por meio de regressdo linear,
determinado a concentragédo eficiente (CEsp), ou seja, a concentracdo da amostra necessaria
para o sequestro de 50% dos radicais livres (SILVA et al., 2007).

AA% = (Abscontrole - Absamostra) x 100 (3)

Absamostra

Onde:
AA% = atividade antioxidante em percentagem
AbSconirole = absorbancia da solucéo controle

Absamostra = absorbancia da amostra

4.5.6 Analise Estatistica

Os dados foram expressos em média e desvio padrdo da média onde foram aplicados o
teste ANOVA One Way seguido do teste de Tukey para discriminacdo das diferencas. Foram

consideradas as diferencas com p < 0,01 como significativas.
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4.6 CITOTOXICIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS E DOS EXTRATOS

Para avaliagdo do efeito citotdxico das amostras foi aplicado o teste do Alamar Blue,
realizado conforme metodologia descrita por Ahmed e colaboradores (1994) com o intuito de
analisar a viabilidade celular apds a exposicao as amostras testadas nessa pesquisa.

4.6.1 Linhagem Celular

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando linhagens de células tumorais
e uma linhagem ndo tumoral, dentre elas: SKMELL19 (melanoma humano), HCT116
(carcinoma do colon humano), MCF7 (adenocarcinoma da mama humana) e MRC5
(fibroblasto humano). As células foram cultivadas em garrafa de cultura com meio de cultura
Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino e
1% de antibiotico Ampicilina-Estreptomicina. As células foram mantidas em estufa a 37°C e

atmosfera com 5% de CO..

4.6.2 Preparo das Amostras

As amostras de 6leos essenciais, extratos brutos e as parti¢fes (diclorometano, hexano,
acetato de etila e hidroalcoolico), foram preparadas em DMSO e para o ensaio do Alamar
blue diluidas em DMEM na concentracdo final de 50 pg/mL na placa. A concentracdo de

DMSO ndo excedeu 0,2% nesse ensaio.

4.6.3 Ensaio do Alamar Blue

Para o ensaio, as células foram transferidas para placas de 96 pocos na densidade 0,5
x 10* por poco. As placas foram entéo incubadas por 24 h em estufa a 37 °C com atmosfera de
5% de CO,. Apds esse periodo, as células foram expostas as amostras a serem avaliadas, em
concentracdo Unica de 50 pg/mL, por um periodo de 72 h. Para o controle negativo foi
utilizado o diluente DMSO (0,2%) e para o controle positivo, Doxorrubicina (5,0 pg/mL).
Passado o periodo de tratamento foi adicionado 10 pL do corante Alamar blue (0,02%) aos
pocos, e posteriormente feita a leitura das placas em leitor de Elisa (DTX 800 Beckman e

Coulter), nos comprimentos de onda de excitacdo de 530 nm e emisséo de 590 nm.
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O Alamar blue, identificado como resazurina (O’BRIEN et al., 2000), é um indicador
fluorescente/colorimétrico com propriedades redox, portanto, reduzindo-se na presenga de
células em proliferacdo. A forma oxidada é azul (ndo fluorescente, indicando célula nédo
viavel) e a forma reduzida é rdsea (fluorescente, indicando viabilidade celular).

4.6.4 Analise dos Resultados

A viabilidade foi calculada conforme a Equacédo 4, onde AFt = (fluorescéncia da célula
+ meio + extrato + resazurina) - (fluorescéncia da célula + meio + extrato) e AFc =
(fluorescéncia da célula + meio + DMSO + resazurina) - (fluorescéncia da célula + meio +
DMSO).

R AFt (4)
% viabilidade = AFc x 100

4.7 PERFIL QUIMICO DOS OLEOS ESSENCIAIS E DOS EXTRATOS
4.7.1 Determinacéo dos Grupos Quimicos dos Extratos de A. parviflora

Para a prospeccdo fitoquimica preliminar dos extratos brutos de A. parviflora foi
utilizada a metodologia de Matos (2009). Para cada procedimento realizado foram preparadas
solugdes contendo 0,019 dos extratos e parti¢oes, correspondente de folhas e galhos, diluindo
ambos em 20,00 mL de alcool etilico separadamente.

Os ensaios realizados consistiram em testes para verificar a presenca de alcaloides,

flavondides, esteroides, saponinas e taninos e fendis.
4.7.1.1 Teste para Alcaloides
Em tubo de ensaio com 2,00 mL de extrato de A. parviflora acrescentaram-se trés

gotas do reagente de Drangendorff para a observacdo da presenca de precipitado (precipitado

floculoso, em pelo menos dois tubos € indicativo de alcaldides).
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4.7.1.2 Teste para Esterdides

Foi realizada a reacdo de Lieberman-Burchard (anidrido acético + &cido sulfurico
concentrado), tomando 2,00 mL do extrato e misturando-o a 2,00 mL de cloroférmio. A
solucdo cloroférmica foi filtrada gota a gota em um funil com algoddo coberto com alguns
decigramas de sulfato de s6dio anidro em um tubo de ensaio. Em seguida, adicionou-se 1,00
mL de anidrido acético, agitando suavemente e acrescentaram-se trés gotas de H,SO,
concentrado observando-se se ha o desenvolvimento de cores: coloracdo azul seguida de

verde permanente indica presenca de esterdides livres.

4.7.1.3 Teste para Flavondides

Foi realizado o teste de cianidina ou Shinoda (HCI concentrado e Mg). Para isso
adicionou-se a 2,00 mL do extrato, aproximadamente 0,5 cm de magnésio em fita e 2,00 mL
de &cido cloridrico concentrado. O fim da reacéo é determinado pelo término de efervescéncia
e pode ser considerado positivo se houver o aparecimento da cor vermelha.

Além disso, para a confirmacao dos resultados obtidos a partir do teste anteriormente
descrito, foi realizado o teste de alcalinizacdo dos extratos utilizando uma solu¢do de NaOH a
2% adicionada gota a gota a 3,00 mL do extrato de A. parviflora em um tubo de ensaio, até
um pH de 11, observando-se a mudanca de cor. O aparecimento de cores diversas indica a
presenca de varios constituintes: amarela para flavonas, flavondis e xantonas e vermelho

laranja para flavonois.
4.7.1.4 Teste para Saponinas

Para determinacdo da presenca de saponinas nas amostras foram misturados 2,00 mL
de cloroférmio junto a 2,00 mL de extrato e 5,00 mL de agua destilada. Em seguida, foi
separada a fracdo aquosa e depois agitada para observacdo de uma possivel formacdo de
espuma. Espuma persistente e abundante (colarinho) € indicativa da presenca de saponinas.

4.7.1.5 Teste para Fendis e Taninos

Para determinagcdo da presenca de taninos nas amostras, em um tubo de ensaio

contendo 2,00 mL de extrato foram adicionados trés gotas de FeCls. Apds forte agitacdo foi
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observado a mudanca de cor ou formacgdo de precipitado abundante. Coloracdo entre azul e
vermelho indica presenca de fendis e precipitado escuro de tonalidade azul ou verde indica a
presenca de taninos.

4.7.2 Analise Cromatogréafica dos Oleos Essenciais e dos Extratos de A. parviflora

A composi¢do quimica dos 6leos essenciais e extratos de A. parviflora foi avaliada
através da Cromatografia Gasosa associada a Espectrometria de Massa (CG-EM) utilizando o
cromatégrafo gasoso Shimadzu, modelo GCMS-QP2010, equipado com coluna capilar 5SMS
(30 mx 0,25 mm x 0,25 um). Para a realizacdo da analise cromatogréfica, foi utilizado injetor
ajustado a 220°C, a uma coluna fixada em 60°C, com uma rampa de aquecimento de 3°C/min
e uma temperatura final de 240°C, com detector de espectros de massa fixado em 250°C.
Hélio foi utilizado como gas de transporte a 1,0 mL/min.

O preparo das amostras para a analise cromatografica deu-se pela solubilizagdo dos
Oleos e das particdes (folhas e galhos) em acetato de etila na concentracdo de 20 mg/mL. Os
extratos brutos foram preparados na concentracdo de 250 upg/mL. Para a analise foram
injetados no CG-EM 1,0 puL de cada solucdo em duplicata. Os componentes dos 6leos
essenciais e extratos foram entdo identificados por comparacdo com os dados descritos na

literatura e os perfis da biblioteca de espectros de massa NIST 05.

4.8 FORMULACAO COSMETICA

4.8.1 Planejamento Experimental

O planejamento experimental fracionado foi utilizado a fim de se determinar os fatores
que influenciam no desenvolvimento de uma formulacdo cosmética a partir de metabdlitos de
A. parvifora. Este permite detectar as possiveis interacfes entre as variaveis envolvidas, e
assim, determinar um ponto 6timo, em condicBGes experimentais (RODRIGUES e IEMA,
2005). Para isso, foram analisados os efeitos de quatro fatores da formulacdo em dois niveis
de resposta, codificados como (+1) para o nivel superior e (-1) para o nivel inferior, sendo
elaborado um planejamento fatorial fracionario 2**. Apés a escolha das formulagdes com as
caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas desejadas, foram realizados estudos de

estabilidade.
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No planejamento fatorial fracionario 2**, segundo metodologia proposta por Barros
Neto (2010), é possivel estimar os efeitos principais em um experimento, realizando apenas
oito ensaios, ao invés dos dezesseis necessarios em um planejamento completo 2%
economizando esforgos e gastos, uma vez que os valores das interacdes significativas das
duas metodologias possuem boa concordancia.

As respostas investigadas foram: pH, condutividade elétrica, viscosidade e densidade
relativa, sendo ainda monitoradas nas formulagdes as caracteristicas organolépticas como cor,
odor e aspecto. A atribuicdo dos valores para o nivel superior e inferior foi feita de modo
arbitrario, sem interferéncias na realizacdo do experimento e na interpretacdo dos resultados,
permitindo sua esquematizacdo em forma de matrizes (AOUADA et al., 2008).

A seguir sdo apresentados os valores dos niveis, em quantidade (gramas), para cada
um dos fatores estudados (Tabela 1) e a distribuicdo aleatéria desses niveis, conforme

planejamento experimental fracionado 2** (Tabela 2).

Tabela 1 - Fatores e niveis (em gramas) utilizados no planejamento experimental fracionado 2**.

Fatores Nivel inferior (-1) Nivel superior (-1)
Base Croda 40,00 88,00
Glicerina 8,00 40,00
Particdo Glicdlica 24,00 56,00
Oleo Vegetal 48,00 112,00

Tabela 2 - Distribuicdo aleatoria dos niveis dos fatores estudados no planejamento experimental 2**.

Fatores F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
Base Croda -1 1 -1 1 -1 1 -1 1
Glicerina -1 -1 1 1 -1 -1 1 1
Particdo Glicdlica -1 -1 -1 -1 1 1 1 1
Oleo Vegetal -1 1 1 -1 1 -1 -1 1

4.8.2 Preparo das Emulsbes

As emulsdes foram preparadas pelo método de inversdo de fases empregando a
particdo glicdlica a 0,5% (obtida a partir da particdo hidroalcodlica e de uma solucdo de
propilenoglicol em &gua), esséncia (6leo essencial de A. parviflora e esséncia de acai na
proporcdo de 1:4), glicerina, base Croda, conservantes metilparabeno (Nipagin) e
propilparabeno (Nipazol), 6leo vegetal, antioxidante BHT, quelante EDTA, ureia e agua de

0sSmose reversa, em concentragdes determinadas no planejamento experimental.
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As fases aquosa e oleosa foram aquecidas a 75°C, vertendo-se posteriormente a fase
oleosa a aquosa, sendo esta mistura mantida sob agitacdo a 1200 rpm durante 25 min. Todas
as formulacdes foram preparadas e avaliadas em 2 lotes diferentes, sendo todas realizadas em
duplicata. Na Tabela 3 sdo apresentadas as matérias primas, suas respectivas funcbes e a

quantidade (em gramas) das mesmas, utilizadas nas formulagdes.

Tabela 3 - Matérias-primas utilizadas no planejamento experimental das formulagcdes cosméticas de A.
parviflora, suas fungdes e quantidades.

Componente Funcéo Quantidade (g)
Base Croda Autoemulsificante *
Glicerina Umectante *
Extrato glicdlico Aditivo biologico *
Oleo vegetal Emoliente *
Nipazol Conservante 0,80
Nipagin Conservante 1,20
BHT Antioxidante 0,40
EDTA Quelante 0,80
Esséncia Aroma 5,00
Ureia Emoliente 8,00
Agua deionizada Veiculo 564,00

*Conforme a matriz do planejamento experimental (Tabela 1).

4.8.3 Andlise Macroscépica das Formulagdes

4.8.3.1 Analise das Caracteristicas Organolépticas

As formulacdes foram avaliadas quanto as caracteristicas organolépticas de cor, odor e
aspecto. A coloracdo e o aspecto foram avaliados visualmente e o odor foi analisado através
do olfato em relacdo ao padrdo (LANGE et al., 2009). As amostras dos produtos foram
classificadas em relacdo ao odor e coloracdo, segundo 0s seguintes critérios: normal, sem
alteracdo; levemente modificada; modificada e intensamente modificada (ISAAC et al.,
2008).

O aspecto foi avaliado comparando-o em rela¢do ao padrdo, para verificar sinais de
instabilidade. A ndo ocorréncia de separacdo de fases, precipitacdo ou turvacdo deve ser
indicativa da estabilidade da amostra (ISAAC et al., 2008). As amostras foram classificadas
segundo 0s seguintes critérios: normal, sem alteracdo; levemente separada, levemente

precipitada ou levemente turva; separada, precipitada ou turva.
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4.8.3.2 Teste de Centrifugacéo

O teste de centrifugacéo foi realizado para produzir estresse na amostra, uma vez que
simula o aumento na forca da gravidade, aumentando, dessa forma, a mobilidade das
particulas, antecipando possiveis instabilidades (FARIA et al., 2012). O teste foi realizado 24
h apds o preparo das amostras e dos testes de estabilidade preliminar (item 4.8.5).

Em um tubo de ensaio conico graduado foram adicionados 10,0 g de cada amostra
sendo submetidos aos ciclos de 1000, 2500 e 3500 rpm durante 30 min em cada rotacéo a
temperatura ambiente (IDSON, 1993; RIEGER, 1996). Na avaliacdo foram observadas as
caracteristicas organolépticas (cor, aspecto e odor) e a homogeneidade das formulacGes, para
identificar qualquer processo de instabilidade, tais como separacdo de fases e formacédo de
precipitacdo (CASTELI et al., 2008; FARIA et al., 2012). Os testes foram realizados em

duplicata.
4.8.3.3 Densidade Relativa

A densidade das formulagdes foi analisada utilizando-se picnémetro de vidro. Para
isso, uma fracdo das amostras foi depositada no picnémetro (Figura 8) e com auxilio de uma
balanca analitica, foram registradas suas respectivas massas (M;), em gramas. Da mesma
forma, foram realizadas as medidas da massa do picnémetro com agua (M) e do picnémetro
vazio (Mp). Os ensaios foram realizados em temperatura ambiente e em duplicata. A
densidade relativa das amostras foi calculada, sequndo metodologia proposta pela ANVISA

(2008), utilizando-se a Equacéo 5:
_ Mz = Mo (5)

Onde:

d = densidade

Mo = Massa do picnémetro vazio, em gramas;

M; = Massa do picndmetro com agua purificada, em gramas;

M, = Massa do picndmetro com amostra, em gramas.
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Figura 8 - Picnémetro de vidro utilizado para determinacéo da densidade relativa das formulagdes.

Fonte: Batista (2014).

5.8.3.4 Viscosidade

As formulacBes foram avaliadas quanto a sua viscosidade utilizando-se dois métodos:
viscosidade cinematica, medida em copo Ford (Figura 9a); e viscosidade dinamica, utilizando
viscosimetro rotativo anal6gico (Figura 9b).

Figura 9 - Copo Ford (a) e viscosimetro rotativo analdgico (b) utilizados para a determinacao da
viscosidade das formulagoes.

[y

Fonte: Batista (2014).

A medicdo em copo Ford foi realizada colocando-se uma fracdo da amostra no
aparelho e observando a velocidade da passagem da emulsdo pelo orificio do copo Ford. Para
iss0, 0 equipamento foi nivelado em superficie plana, o orificio localizado na parte inferior do
copo foi obstruido e a amostra inserida até transbordar o copo. Em seguida nivelou-se a
superficie da amostra e esta foi colocada para escorrer, observando-se o tempo de escoamento
(ANVISA 2008). Para a determinacédo da viscosidade cinematica foi utilizada a Equacao 6:
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Viscosidade=AxT+B (6)

Onde:
T = tempo expresso em segundos
A e B = constantes definidas experimentalmente pelo fabricante, que variam para diferentes

orificios do copo Ford.

A viscosidade dindmica foi determinada através da medicdo da forca de friccdo,
utilizando-se um viscosimetro rotativo. Para isso foi necessario estimar, primeiramente, a
faixa aproximada de viscosidade das formulacdes para selecdo do rotor e da velocidade de
rotacdo. A combinacdo destes elementos, para cada formulacédo, € aplicada para medir uma
faixa de viscosidade diferente. Posteriormente a selecdo do rotor, a amostra foi colocada
dentro de um tubo de ago inoxidavel e mantida no nivel indicado no rotor. Depois de
selecionada a velocidade, o teste transcorreu até a estabilizagcdo do indicador, por um tempo
padronizado de 30 segundos. Apos a estabilizacdo pressionou-se a trava de disco graduado e
desligou-se o motor, simultaneamente, sendo realizada, entdo, a leitura do valor indicado no
disco.

Para o célculo da viscosidade absoluta da amostra, a leitura do angulo de deflexéo
encontrada no disco graduado foi multiplicado pelo coeficiente (Tabela 4), de acordo com a

equacao 7:

I[[=K.a (7)
Onde:
I] = viscosidade absoluta em cP;
K = coeficiente encontrado na Tabela 4;

a = leitura indicada pelo ponteiro (dngulo de deflex&o)



Tabela 4 - Coeficientes utilizados no célculo de determinacédo da viscosidade de acordo com a
velocidade e o rotor utilizado no viscosimetro rotativo.

RPM Rotor 1 Rotor 2 Rotor 3 Rotor 4
0,3 200 1.000 4.000 20.000
L 0,6 100 500 2.000 10.000
RPM 1.5 40 200 800 4.000
3,0 20 100 400 2.000
6 10 50 200 1.000
H 12 5 25 100 500
RPM 30 2 10 40 200
60 1 5 20 100
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Valores em cP. RPM = Rotagdes por minuto. L = baixa velocidade. H = alta velocidade.

4.8.3.5 pH e Condutividade

Os valores de pH foram determinados inserindo-se o eletrodo do pHmetro diretamente
na diluicdo aquosa 1:10 (p/p) das amostras homogeneizados a temperatura de 25°C (DAVIS,
1977). As leituras foram realizadas em triplicada em cada lote. O mesmo procedimento foi

realizado para a determinacdo dos valores de condutividade utilizando o condutivimetro.

4.8.4 Teste Preliminar de Estabilidade

As emulsdes classificadas macroscopicamente como estaveis, depois de decorridos 24
h de sua manipulacdo, foram submetidas aos testes preliminares de estabilidade, que
consistiram em: estresse térmico, ciclo gela-degela (ANVISA, 2004; ISAAC et al., 2008) e
exposicdo a radiacdo luminosa e ao escuro.

No ensaio de estresse térmico, as emulsdes foram acondicionadas em frascos plasticos
de poliestireno e submetidas ao aquecimento em banho termostatizado na faixa de
temperatura de 40 a 80 °C. O ensaio foi realizado com temperatura de 5 + 1°C, mantendo-se
por 30 min em cada temperatura. As leituras foram realizadas ap6s 24 h do término do
experimento a 80 °C, ap6s arrefecimento natural das amostras a temperatura ambiente
(FERRARI, 2002). As amostras que permaneceram macroscopicamente estaveis foram
analisadas quanto aos parametros de avaliagdo: determinacdo do valor do pH, condutividade,

densidade, viscosidade, espalhabilidade, cor, odor e aspecto.



54

No teste do 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
formulacbes. As amostras foram submetidas a temperatura de 4 + 2 °C/24 h em geladeira e 45
+ 2°C/24 h em estufa, completando-se um ciclo. As leituras foram realizadas antes do inicio
do teste e no final do 6° ciclo (12 dias). Foram utilizados os mesmos parametros de avaliacéo
do teste de estresse térmico (FERRARI, 2002).

No teste de exposicao a radiacdo luminosa, as formula¢fes permaneceram expostas ao
sol por um periodo de 15 dias. Apds esse periodo e decorridos 24 h, as amostras foram
novamente avaliadas quanto aos parametros de avaliacdo, a fim de se analisar se houve
degradacéo dos constituintes das formulacées (ANVISA, 2004).

As formulagbes foram ainda mantidas armazenadas em prateleira, em temperatura
ambiente e sem intervencdo de luz, por um periodo de 15 dias, para verificar se as emulsdes

mantiveram-se estaveis. As analises foram realizadas apds 24 h.
4.8.5 Analise dos Resultados
As analises estatisticas foram avaliadas pelo programa Statistica 7.0. Os resultados dos

testes de estabilidade preliminar foram submetidos aos testes estatisticos de Tamhane para

amostras heterogéneas e ao teste de Tukey para as homogéneas, considerando p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL E DOS EXTRATOS DE A. parviflora

A hidrodestilagdo realizada para a obtencdo dos 6leos essenciais de folhas e galhos de
A. parviflora resultou em 560 pL de OE de folhas e 400 uL de OE de galhos, em média, com
rendimentos de 0,52% e 0,34% respectivamente. Em trabalho realizado por Alcantara et al.
(2010) o rendimento encontrado na obtencéo do OE de caule de A. rosaeodora, foi de 1,3%, e
em outro trabalho, Maia et al. (2007) encontraram o rendimento do OE para folhas de pau-
rosa variando entre 1,6% e 2,2%, nos periodos seco e chuvoso, respectivamente. Lima et al.
(2009) relataram que o rendimento do Oleo das folhas de A. canelilla chegou a 2,0% e
Manhées et al. (2012) encontraram rendimento do 0leo essencial do caule de A. canelilla de
0,9%. Esses resultados demonstram que A. parviflora fornece rendimentos de OE inferiores a
outras espécies de Aniba.

A extracdo realizada com alcool de cereais, utilizando 300 g de material vegetal moido
de folhas e galhos de A. parviflora, possibilitou a obtencdo de 40,521 g de extrato bruto
etanolico de folhas e 30,766 g de galhos, com rendimento de 13,5% e 10,3%,
respectivamente. Trabalhos que se utilizam de extratos de espécies de Aniba, em especial de
A. parviflora, sdo escassos na literatura, 0 que pode estar relacionado com a grande

exploracdo do 0Oleo essencial de espécies deste género, caracterizado por plantas aromaticas.

5.2 ANALISES CROMATOGRAFICAS DOS OLEOS ESSENCIAIS DE A. parviflora

A partir da analise por CG-EM, 59 compostos foram identificados nos 6leos essenciais
de folhas e galhos de A. parviflora, como apresentado nos cromatogramas das Figuras 10 e
11, com base em seus espectros de massas e indices de retencdo (IR), os quais foram
comparados com o banco de dados da biblioteca NIST 05.

Nos 6leos essenciais de folhas foram identificados 53 compostos (Tabela 5) e nos
6leos essenciais de galhos 46 compostos (Tabela 6). Como pode ser observado nas Figuras 10
e 11, onde estdo apresentados os cromatogramas obtidos para o Oleo essencial de folhas e
galhos de A. parviflora, respectivamente, o linalol correspondeu ao composto majoritario de
ambos os dleos, seguido dos compostos cariofileno e B-felandreno no 6leo de folhas e
aristoleno e B-eudesmol no dos galhos. Esses resultados coincidem com o0s encontrados por

Pereira (2011), que observou o composto linalol como componente majoritario dos 6leos
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essenciais de A. parviflora, seguido do composto p-felandreno. Outros componentes como o

0-cimeno e o espatunelol também apresentaram uma proporcdo elevada nas amostras de 6leos

essenciais de A. parviflora.

Tabela 5 - Composicdo quimica do 6leo essencial de folhas de A. parviflora.

NIE IR Identificacdo do composto (NIST 05) Area % Relativa
1 4,02 (E)-2-Hexenal 520730 0,04
2 559 a-Tujeno 4558008 0,32
3 5,80 «o-Pineno 25355321 1,77
4 6,20 Canfeno 2569865 0,18
5 6,52 Benzaldeido 3646921 0,25
6 6,99 B-Pineno 12419218 0,87
7 7,33 B-Mirceno 15979503 1,11
8 7,83 a-Felandreno 77642975 5,41
9 8,00 3-Careno 3577193 0,25
10 8,20 (+)-4-Careno 2109503 0,15
11 8,51 o0-Cimeno 88878768 6,19
12 8,68 pB-Felandreno 108342371 7,55
13 8,76 Eucaliptol 77297320 5,39
14 9,25 (Z)-Ocimeno 8800864 0,61
15 9,67 y-Terpineno 4779193 0,33
16 10,18 Oxido de Linalol 5892520 0,41
17 10,79 2-Careno 10333150 0,72
18 11,37 Linalol 328288369 22,88
19 11,45 Hotrienol 1744328 0,12
20 13,96 endo-Borneol 3009089 0,21
21 14,42 A-Terpinenol 12549620 0,87
22 15,01 a-Terpineol 36395143 2,54
23 15,46 Acetato de Sabinil 3670841 0,26
24 21,71 o-Cubebeno 5323885 0,37
25 23,51 PB-Elemeno 3696415 0,26
26 24,73 Cariofileno 116897130 8,15
27 25,46 Aloaromadendreno 17895517 1,25
28 26,05 Humuleno 11763843 0,82
29 27,17 B-Copaeno 9224247 0,64
30 27,40 pB-Selineno 27657679 1,93
31 27,84 vy-Elemeno 57104567 3,98
32 27,95 o-Muroleno 2045724 0,14
33 28,21 a-Farneseno 13936733 0,97
34 28,48 vy-Cadineno 2589209 0,18
35 28,63 o-Panasinseno 3748480 0,26
36 28,85 o-Cadineno 8515981 0,59
37 29,86 Elemol 2921848 0,20
38 30,17 Germacreno 9017745 0,63
39 30,27 Epiglobulol 1430205 0,10
40 30,40 (E)-Nerolidol 12430429 0,87
41 30,58 Palustrol 2501937 0,17
42 31,06 Espatulenol 83950664 5,87


http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C29873992&Mask=200

43 31,24 Oxido de Cariofileno 37788034 2,63

44 31,75 Guaiol 6720172 0,47
45 31,96 Viridiflorol 5532827 0,39
46 33,07 (-)-Aristoleno 70079365 4,88
47 33,73 pB-Eudesmol 15295310 1,77
48 33,83 o-Eudesmol 16658843 1,16
49 33,99 Viridiflorol 3892438 0,27
50 34,32 Hedicariol 3728162 0,26
51 34,46 Acetato de 10,14-dimetil-16-0x0-17- 3090473 0,22
oxapentaciclo [13.2.2.01,14.02,11.05,10]-7-
nonadecil
53 37,80 Benzoato de Benzila 5784173 0,40

NIE = Numero de identificacdo no cromatograma; IR = indice de retencéo.
Figura 10 - Cromatograma do 6leo essencial de folhas de A. parviflora.
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Tabela 6 - Composicdo quimica do 6leo essencial de galhos de A. parviflora.

NIE IR Identificagéo do composto (NIST 05) Area % Relativa
1 3,70  Ocimeno 20459083 0,59
2 4,34  L-B-Pineno 12187701 0,35
3 4,94  B-Mirceno 14089712 0,41
4 5,55 a-Felandreno 80668832 2,34
5 5,80 D-a-Pineno 20074178 0,58
6 6,44 0-Cimeno 49583355 1,44
7 6,74  Eucaliptol 15105085 0,44
8 7,00 L-B-Pineno 10284215 0,30
9 7,84  a-Felandreno 73722106 2,14
10 8,68 p-Felandreno 86194153 2,50
11 11,32 Linalol 371923988 11,90
12 12,09 L-4-Terpineol 10160300 0,29
13 12,93 «a-Terpineol 34765857 1,01
14 21,08 «o-Cubebeno 42577925 1,24
15 22,26 Copaeno 16168669 0,47
16 22,86 «-Copaeno 13676312 0,40
17 23,04 pB-Elemeno 12301370 0,36
18 24,56 Cariofileno 74099517 2,15
19 25,30 (Z)-Cariofileno 15785473 0,46
20 26,05 Humuleno 14513050 0,60
21 26,75 (+)-epi-Biciclosesquifelandreno 11226589 0,33
22 26,89 B-Cubebeno 20126954 0,58
23 27,00 Himachaleno 13687373 0,40
24 27,12 B-Selineno 29048030 0,84
25 27,51 (+)-Ledeno 25772452 0,75
26 28,19 B-Curcumeno 16570947 0,48
27 28,41 a-Cedreno 33227218 0,96
28 28,71 s-Cadineno 52572354 1,53
29 28,91 B-Cadineno 39676772 1,15
30 29,84 Elemol 15280369 0,44
31 30,02 Germacreno 10806638 0,31
32 30,30 (E)-Nerolidol 45042933 1,31
33 31,06 Espatulenol 121127710 3,51
34 31,25 (-)-Globulol 43565905 1,26
35 31,53 Epiglobulol 19880623 0,58
36 31,67 Guaiol 23902462 0,69
37 31,94 o-Eudesmol 11879165 0,34
38 33,15 (-)-Aristoleno 381457878 11,07
39 33,40 <-Cadinol 100606206 2,92
40 33,82 pB-Eudesmol 136862447 3,97
41 34,03 1-Aromadendreno 16497839 0,48
42 34,36 Bulnesol 44547471 1,29
43 34,48 p-Bisabolol 37113687 1,08
44 34,90 a-Bisabolol 16747614 0,49
45 37,86 Benzoato de Benzila 59566971 1,73
46 41,35 Salicilato de Benzila 9486445 0,28

NIE = Nimero de identificacdo no cromatograma; IR = indice de retencio.
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Figura 11 - Cromatograma do 6leo essencial de galhos de A. parviflora.
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Outras espécies da familia Lauraceae apresentam em seus Oleos essenciais
componentes encontrados nos oleos de A. parviflora, os quais apresentam atividade biologica
de interesse. Oh et al. (2012) reportaram a presenca de B-cariofileno e a-humuleno no éleo
essencial da espécie Lindera melissifolia, substancias que se mostraram responsaveis pela
atividade repelente contra carrapatos. Em outro estudo, Guzman-Gutiérrez et al. (2012)
verificaram que o O6leo essencial da espécie Litsea glaucescens demonstrou atividade
antidepressiva. Os monoterpenos B-pineno e linalol foram identificados como os dois
principais compostos ativos do OE, sendo que eucaliptol, limoneno e a-pineno tambem foram
identificados no OE dessa espécie de Lauraceae.

Bruni et al. (2004) identificaram por CG-EM os constituintes do 6leo essencial da
espécie Ocotea quixos e observaram a presenca 44 compostos, entre eles o benzaldeido. Os
autores verificaram que o 6leo apresentou atividade antioxidante frrente ao radical livre
DPPH e atividade antibacteriana frente a bactérias Gram-positivas (Enterococcus foecalis,
Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa). O
6leo de O. quixos também apresentou atividade antifingica frente Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae, Pythium ultimum e Trichophyton mentagrophytes.

Takaku, Haber e Setzer (2007) identificaram por CG-EM 0s componentes quimicos de
6leos essenciais obtidos de folhas de 10 espécies do género Ocotea, a fim de discriminar as

diferencas e as similaridades existentes entre 0s compostos quimicos volateis dessas espécies.
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Os compostos a-pineno, B-pineno e cariofileno foram encontrados em todas as espécies. Estas
substancias também foram encontradas nos 6leos essenciais de A. parviflora.

A maioria dos compostos encontrados nos 6leos essenciais de A. parviflora possui
potencial para ser utilizada na industria cosmética. Tais substancias possuem inGmeras
atividades bioldgicas descritas na literatura, em especial o linalol, composto majoritario do
OE da espécie, largamente utilizado na industria de perfumaria, e com um grande potencial
bioldgico descrito (ALCANTARA, 2010).

Sceur et al. (2011) investigaram os efeitos do OE de A. rosaeodora, rico em linalol, em
células de carcinoma epidermoide humano. Os autores verificaram que o OE eliminou
seletivamente as células cancerigenas, por meio da inducdo da producdo de espécies reativas
de oxigénio e despolarizacdo da membrana mitocondrial, causando estagios iniciais da
apoptose. Em um estudo recente, Kladniew et al. (2014) verificaram o efeito antiproliferativo
e anticolesterogénico do linalol em células derivadas do figado. O monoterpeno quando
combinado com simvastatina inibiu sinergisticamente a proliferacdo e a colesterogénesis em
celulas humanas.

O composto aristoleno, que apresentou concentracdo abundante no 6leo essencial de
galhos de A. parviflora, foi encontrado em espécies de plantas com atividade antibacteriana
(WANG et al., 2010) e antioxidante (SOARES e FABRI, 2011).

Considerando os resultados encontrados na analise quimica de Oleos essenciais de
galhos e folhas, nota-se que assim como a espécie A. rosaeodora, 0 OE de A. parviflora
demonstra excelente potencial como fonte de compostos quimicos com inumeras atividades
bioldgicas de interesse, que podem ser aplicados em diversas inddstrias, em especial a

farmacéutica e a cosmética.

5.3 ANALISES CROMATOGRAFICAS DOS EXTRATOS E PARTICOES DE A.

parviflora

Nas Tabelas 7 e 8 estdo apresentados os componentes quimicos identificados nos
extratos etandlicos brutos de A. parviflora. A partir da analise por CG-EM, foram
identificados 45 compostos nos extratos brutos de folhas e galhos de A. parviflora com base
em seus espectros de massas e indices de retencdo (IR), os quais foram comparados com 0
banco de dados da biblioteca NIST 05. Os cromatogramas obtidos para os extratos brutos de

folhas e galhos estdo apresentados nas Figuras 12 e 13, respectivamente.
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Tabela 7 - Composicdo quimica dos extratos etandlicos de folhas de A. parviflora.

NIE IR Identificagéo do composto (NIST 05) Area % Relativa
1 3,19 n-Butirato de Etila 12440976 1,17
2 4,87 Ciclohexanona 5659284 0,53
3 11,19 Linalol 9958642 0,94
4 14,98 a-Terpineol 6174271 0,58
5 18,49 3,7-Dimetil-1,7-Octadien-3,6-Diol 6444448 0,61
6 20,35 1,3,3-Trimetil-2-oxabiciclo[2.2.2]octan-6-ol 4622232 0,43
7 24,28 trans-2-Ciclohexen-1-ona, 4-hidroxi-3-metil-6- 6453920 0,61

(1-metiletil)
8 24,63 Cariofileno 8455385 0,80
9 25,43 Aloaromadendreno 2649861 0,25
10 27,35 p-Eudesmeno 7202850 0,68
11 27,71 Ledeno 3737838 0,35
12 28,83 §-Cadineno 2838073 0,27
13 30,36 (E)-Nerolidol 5756185 0,54
14 30,56 Palustrol 2188139 0,21
15 31,09 Espatulenol 63290220 5,96
16 31,21 Oxido de Cariofileno 27371937 2,58
17 31,51 (-)-Globulol 7054650 0,66
18 31,62 a-Eudesmol 5259901 0,49
19 31,73 Guaiol 3706554 0,35
20 33,02 (-)-Aristoleno 41866732 3,94
21 33,19 Tetraciclo[6.3.2.0(2,5).0(1,8)]-9-tridecanol, 4007181 0,38
4,4-dimetil
22 33,71 B-Eudesmol 19319547 1,82
23 33,98 Viridiflorol 3998981 0,38
24 34,29 Hedicariol 4867086 0,46
25 34,45 Longifolenaldeido 5735722 0,54
26 37,81 Benzoato de Benzila 26835076 2,53
27 39,29 2,6,10,15,19,23-Hexametil-tetracosa- 6290323 0,59
2,10,14,18,22-pentaene-6,7-diol
28 40,06 Monobenzona 5557859 0,52
29 40,20 Acetato de Fitol 9807561 0,92
30 41,34 Salicilato de Benzila 3878671 0,36
31 41,49 4,4,8-Trimetiltriciclo[6.3.1.0(1,5)]dodecano- 4632735 0,44
2,9-diol
32 41,61 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol 3466197 0,33
33 44,38 Acido n-Hexadecandico 16888001 1,59
34 45,61 2H-Piran-2-ona, 4-metoxi-6-[(E)-2-(2- 23651180 2,23
metoxifenil)etenil]
35 47,11 3-Fenoxibenzaldeido 364347270 34,28
36 47,49 4-Hidroxi-9-fluorenona 2463676 0,23
37 49,39 1(2H)-Dibenzofuranona, 3,4-dihidro-8-metoxi 17663311 1,66
38 50,35 (Z,2)-9,12-Acido Octadecadiendico 3783732 0,36
39 5520 §-Damascona 3675425 0,35

NIE = Nimero de identificacdo no cromatograma; IR = indice de retencéo.
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Figura 12 - Cromatograma do extrato etandlico de folhas de A. parviflora.
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Observam-se nos extratos etandlicos alguns compostos que foram encontrados nos
Oleos essenciais, como linalol, cariofileno, a-terpineol, (E)-nerolidol, espatunelol e o
eudesmol. Nos extratos brutos de folhas e galhos foi observada a presenca dos compostos
aristoleno e 3-fenoxibenzaldeido, em grandes concentragdes.

O sesquiterpeno cariofileno é conhecido pelo forte aroma e propriedades bioldgicas
interessantes, entre as quais se destaca o potencial anticarcinogénico (SILVA; FIGUEIREDO;
YANO, 2007). O a-terpineol, por sua vez, possui excelente atividade antibacteriana relatada
(PARK et al. 2012). O sesquiterpeno (E)-nerolidol, utilizado como agente aromatizante de
alimentos, apresentou bons resultados quando avaliado quanto a sua atividade antilesmanica
(ARRUDA et al. 2005).

O 3-fenoxibenzaldeido é uma substancia produzida a partir da degradacdo de
piretréides sintéticos, compostos largamente utilizados como inseticidas (COLOMBO,
YARIWAKEB e LANZA, 2104). Quando lancados no meio ambiente, os piretrdides séo
rapidamente degradados por meio de processos bidticos e abidticos e seus metabolitos de
degradacéo sdo amplamente encontrados no ambiente (JIN et al., 2010). Dessa forma, a
presenca do 3-fenoxibenzaldeido nos extratos etanolicos de folhas e galhos de A. parviflora

pode ser explicada pelo uso de tais inseticidas em sua area de plantio.
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Tabela 8 - Composicdo quimica do extrato etanolico de galhos de A. parviflora.

NIE IR Identificagéo do composto (NIST 05) Area % Relativa
1 3,19 Butirato de Etila 10349317 0,41
2 4,86 Ciclohexanona 4643980 0,18
3 11,17 Linalol 11698574 0,46
4 14,96 o-Terpineol 7004679 0,27
5 15,44 Acetato de p-Sabinil 1917202 0,08
6 19,95 2-Oxabiciclo[2.2.2]octan-6-0l, 1,3,3-trimetil 3819729 0,15
7 23,58 (1S,2S,3R,5S)-(+)-Pinanediol 2199835 0,09
8 24,62 Cariofileno 3656455 0,14
9 27,34 B-Eudesmeno 5427373 0,21
10 27,70 (+)-Ledeno 3893427 0,15
11 28,19 p-Bisaboleno 2050631 0,08
12 28,33 a-Cedreno 2345269 0,09
13 28,82 $-Cadineno 15350361 0,60
14 29,82 Elemol 4380648 0,17
15 30,34 (E)-Nerolidol 14774136 0,58
16 30,54 Palustrol 2171830 0,09
17 30,54 Espatulenol 27624958 1,08
18 31,19 (-)-Globulol 15773645 0,62
19 31,61 a-Eudesmol 5577685 0,22
20 31,71 Guaiol 4810255 0,19
21 31,95 Cubedol 4152534 0,16
22 32,12 Epiglobulol 3150471 0,12
23 33,02 (-)-Aristoleno 71436097 2,80
24 33,39 o-Cadinol 8719492 0,34
25 33,55 §-Cadinol 1805263 0,07
26 33,70 B-Eudesmol 22190377 1,07
27 33,97 Cubenol 2512471 0,10
28 34,28 Hedicariol 6152693 0,24
29 34,43 pB-Bisabolol 7960155 0,31
30 35,99 1-Etoxinaftaleno 4758542 0,19
31 37,81 Benzoato de Benzila 31530344 1,24
32 38,78 (1S,2E,4S,5R,7E,11E)-Cembra-2,7,11-trien- 2008443 0,08

4,5-diol
33 39,28 2,6,10,15,19,23-Hexametil-tetracosa- 8623071 0,09
2,10,14,18,22-pentaeno-6,7-diol
34 39,77 Androstano-17,19-diol, 3,3-etilenodioxi-4,4- 1749545 0,07
dimetil
35 40,07 Monobenzona 16123060 0,63
36 41,32 Salicilato de Benzila 3809110 0,15
37 44,36 Dipalmitato de Ascorbila 13146210 0,52
38 45,27 Palmitato de Etila 5688479 0,22
39 47,87 3-Fenoxibenzaldeido 1833498828 71,96
40 49,69 8-Meto6xi-3,4-dihidro-2H-dibenzofuran-1-ona 86632442 3,40
41 50,09 N-[(2-carbamoilfenil)carbamotioil]-4- 7079081 0,28
metilbenzamida
42 50,37 Linoleato de Etila 6596229 0,26
43 50,55 2,4,7,14-Tetrametil-4-vinil 5605656 0,22

triciclo[5.4.3.0(1,8)]tetradecan-6-ol
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44 52,14 2-Hidroxifenil 2-metoxibenzoato 3065490 0,12
45 52,26 Etil 6-metil-4-ox0-4H-cromeno-2-carboxilato 7827206 0,31

NIE = Numero de identificacdo no cromatograma; IR = indice de retencio.

Figura 13 - Cromatograma do extrato etanélico de galhos de A. parviflora.
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A seguir serdo apresentados 0s componentes quimicos encontrados nas particGes de
folhas e galhos de A. parviflora em diferentes solventes. Verifica-se que assim como o extrato
bruto etandlico, as particbes n-hexanica, diclorometano, acetato de etila e hidroalcoolica
apresentam alguns dos compostos encontrados nos 0leos essenciais. Observa-se ainda que a
quantidade de compostos nas particdes diminuiu em relacdo ao extrato bruto, a medida em
que ocorre o aumento de polaridade dos solventes utilizados.

Nas Tabelas 9 e 10 estdo apresentados 0s componentes quimicos encontrados nas
particbes n-hexanicas de folhas e galhos de A. parviflora. A partir da analise por CG-EM, 26
componentes foram identificados nessas particdes, com base em seus espectros de massa e
indices de retencdo (IR), os quais foram comparados com o banco de dados da biblioteca
NIST 05. Os cromatogramas obtidos para as particdes n-hexanicas de folhas e galhos estéo

apresentados nas Figuras 14 e 15, repectivamente.
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Tabela 9 - Composicdo quimica da fase n-hexanica de folhas de A. parviflora.

NIE IR Identificagéo do composto (NIST 05) Area % Relativa
1 11,19 Linalol 18061640 1,69
2 13,70 a-Terpineol 7033192 0,66
3 24,49 Cariofileno 6798791 0,64
4 27,18 pB-Eudesmeno 8036620 0,75
5 30,36 (E)-Nerolidol 11997030 1,12
6 30,94 Espatulenol 170024792 15,90
7 31,19 Oxido de Cariofileno 70684997 6,61
8 31,51 (-)-Globulol 9873313 0,92
9 32,66 o-Eudesmol 12836406 1,20
10 33,00 (-)-Aristoleno 99407507 9,30
11 33,69 pB-Eudesmol 44820981 4,19
12 33,80 y-Eudesmol 43210837 4,04
13 33,96 Ledeno 9031744 0,84
14 34,28 Hedicariol 9905700 0,93
15 34,44 Longifolenaldeido 11057857 1,03
16 37,82 Benzoato de Benzila 58027473 5,43
17 40,19 Acetato de Fitol 16889030 1,58
18 41,33 Salicilato de Benzila 7851363 0,73
19 41,62 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol 15428949 1,44
20 44,44 Acido n-Hexadecandico 13109853 1,23
21 46,97 N-(3-Clorofenil)-2-(2-oxo-2H-piridin-1-il) 266006961 24,91

benzamida
22 48,91 Fitol 11466749 1,07

NIE = Numero de identificagio no cromatograma; IR = indice de retencéo.

Intensidade

Figura 14 - Cromatograma da fase n-hexanica de folhas de A. parviflora.
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Tabela 10 - Composicao quimica da fase n-hexanica de galhos de A. parviflora.

NIE IR Identificagéo do composto (NIST 05) Area % Relativa
1 11,22 Linalol 19606981 3,01
2 15,00 o-Terpineol 8921532 1,37
3 27,38 B-Selineno 4761420 0,73
4 28,86 o-Cadineno 10662430 1,64
5 29,86 Elemol 4488195 0,69
6 30,38 (E)-Nerolidol 15762713 2,42
7 31,00 Espatulenol 30650128 4,71
8 31,23 (-)-Globulol 17234524 2,65
9 31,53 Epiglobulol 7375976 1,13
10 31,64 o-Eudesmol 5347471 0,82
11 31,75 Guaiol 4095771 0,63
12 31,98 Widdrol 8518208 1,31
13 32,95 o-Cedreno 18584294 2,86
14 33,05 (-)-Aristoleno 57733565 8,87
15 33,42 Cubenol 5844228 0,90
16 33,73 B-Eudesmol 22435648 3,45
17 34,31 Hedicariol 4919653 0,76
18 34,47 B-Bisabolol 7863685 1,21
19 37,84 Benzoato de Benzila 36602732 5,62
20 39,69 pB-Elemeno 3362243 0,52
21 40,08 Monobenzona 6301771 0,97
22 41,36 Salicilato de Benzila 4467474 0,69
23 44,37 Acido n-hexandico 7799105 1,20
24 46,99 N-(3-Clorofenil)-2-(2-oxo-2H-piridin-1-il) 250980523 38,57

benzamida
25 49,55 Acido Linoléico 4090948 0,63

NIE = Ndmero de identificagdo no cromatograma; IR = indice de retencéo.

Observa-se nas particdes n-hexanicas alguns compostos que foram encontrados nos
extratos brutos, como o linalol, a-terpineol, cariofileno, (E)-nerolidol, aristoleno e o benzoato
de benzila. O benzoato de benzila € um composto com atividade imunoestimuladora descrita,
indicando que este possa ser um candidato em terapias antitumorais (CHOI et al. 2005).

A presenca de B-eudesmol e elemol em A. parviflora foi descrita anteriormente por
Pereira (2011) e Tranchida et al. (2008), em trabalhos com o 6leo essencial desta planta. Os
compostos elemol e B-eudesmol possuem atividade repelente (CARROLL et al., 2010) e
antiangiogénica (TSUNEKI et al., 2005), respectivamente.

Foi observado ainda que alguns compostos que foram identificados apenas nesta
particdo. Isso pode ter acontecido em funcéo da maior capacidade deste solvente em extrair

componentes com afinidade pela sua baixa polaridade.
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Figura 15 - Cromatograma da fase n-hexanica de galhos de A. parviflora.
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Nas Tabelas 11 e 12 estdo apresentados 0s componentes quimicos encontrados nas
particbes diclorometénicas de folhas e galhos de A. parviflora. A partir da analise por CG-
EM, um total de 23 componentes foram identificados nas particdes diclorometanicas, com
base em seus espectros de massa e indices de retencdo (IR), os quais foram comparados com o
banco de dados da biblioteca NIST 05. Os cromatogramas obtidos para as particdes
diclorometanicas de folhas e galhos estdo apresentados nas Figuras 16 e 17, repectivamente.

Observa-se nas parti¢fes diclorometanicas alguns compostos que foram encontrados
nos extratos etanolicos brutos, como linalol, a-terpineol, cariofileno e (E)-nerolidol. E outros
que, a exemplo da fase n-hexanica, foram encontrados nas partic@es, entre eles o bulnesol e o-
xileno. Outros compostos encontrados, como etilbenzeno e 2,6-dimetil-3,7-octadieno-2,6-diol
ndo foram relatados para essa espécie em outros estudos. Pode-se observar ainda a presenca
dos compostos 3-fenoxibenzadeido, o-metil-3-tocoferol e N-(3-clorofenil)-2-(2-oxo0-2H-

piridin-1-il) benzamida em grande concentracéo.
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Tabela 11 - Composicao quimica da fase diclorometano de folhas de A. parviflora.

NIE IR Identificacdo do composto (NIST 05) Area % Relativa
1 4,23  Etilbenzeno 733703 0,19
2 4,37 0o-Xileno 529609 0,14
3 11,22 Linalol 3331748 0,86
4 14,90 1,5-Octadieno-3,7-diol 625250 0,16
5 15,00 a-Terpineol 1498158 0,39
6 20,36 2-Hidréxi-1,8-Cineol 1301067 0,34
7 24,27 trans-2-Ciclohexen-1-ona, 4-hidroxi-3-metil- 3275859 0,85

6-(1-metiletil)
8 24,67 Cariofileno 1229080 0,32
9 27,37 B-Eudesmeno 1405666 0,36
10 30,98 Espatulenol 10357493 2,67
11 31,20 Oxido de Cariofileno 3759339 0,97
12 32,93 Bulnesol 693155 0,18
13 33,01 (-)-Aristoleno 4188513 1,08
14 33,71 B-Eudesmol 2622109 0,68
15 33,82 a-Eudesmol 2436311 0,63
16 36,18 pB-Espatulenol 6094367 1,57
17 37,80 Benzoato de Benzila 3147581 0,81
18 39,69 pB-Elemeno 2370018 0,61
19 40,07 Monobenzona 1817652 0,47
20 45,31 2H-Piran-2-ona, 4-metoxi-6-[(E)-2-(2- 6034156 1,56

metoxifenil)etenil]
21 46,98 3-Fenoxibenzaldeido 231776995 59,86
22 53,78 o0-Metil-3-Tocoferol 62306628 16,09
23 58,83 1,6-dimetil-3,8-dihidropiridazino[4,5- 1817516 0,47

g]ftalazina-4,9-quinona

NIE = Ndmero de identificacdo no cromatograma; IR = indice de retencéo.

O composto O-Metil-5-Tocoferol foi encontrado em quantidade significativa na fase
diclorometanica de folhas de A. parviflora. A vitamina E (descricdo genérica para todos 0s
derivados de tocoferdis e tocotriendis) esta presente em diversas espécies da familia
Lauraceae. Ouchikh et al. (2011) reportaram a presenca de a-tocoferol em diversos 6rgdos de
Laurus nobilis, sendo que as folhas de louro apresentaram as maiores concentrac@es. Singh et
al. (2007) encontraram vitamina E na oleoresina obtida da canela (Cinnamomum zeylanicum

Blume).

Os tocoferdis estdo presentes de forma natural na maioria dos 6leos vegetais e estdo
entre os antioxidantes naturais mais utilizados. A atividade antioxidante dos tocoferdis é
principalmente devida a capacidade de doar seus hidrogénios fendlicos aos radicais livres
lipidicos interrompendo a propagacdo em cadeia (RAMALHO E JORGE, 2006).
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Figura 16 - Cromatograma da fase diclorometano de folhas de A. parviflora.
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Tabela 12 - Composicdo quimica da fase diclorometano de galhos de A. parviflora.
NIE IR Identificacdo do composto (NIST 05) Area % Relativa
1 11,18 Linalol 1614837 0,22
2 19,95 2-Hidroxi-1,8-Cineol 1960313 0,27
3 28,83  6-Cadineno 2091940 0,29
4 30,95 Espatulenol 2807651 0,38
5 31,19 (-)-Globulol 1412561 0,19
6 32,89 a-Funebreno 2162931 0,30
7 32,99 (-)-Aristoleno 5344053 0,73
8 33,68 B-Eudesmol 2060611 0,28
9 33,79 o-Eudesmol 2652785 0,36
10 35,99 1-Etoxinaftaleno 1535176 0,21
11 36,15 p-Espatulenol 2091429 0,29
12 37,79 Benzoato de Benzila 2417385 0,33
13 38,93 1,2,3,4,5,6,7,8-Octahidro-antraceno 1652422 0,23
14 39,66 pB-Elemeno 2243750 0,31
15 40,05 Monobenzona 3613075 0,49
16 47,19 N-(3-Clorofenil)-2-(2-oxo-2H-piridin-1-il) 624195286 85,38

benzamida

NIE = Numero de identificagdo no cromatograma; IR = indice de retencio.
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Figura 17 - Cromatograma da fase diclorometano de galhos de A. parviflora.
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Nas Tabelas 13 e 14 estdo apresentados 0s componentes quimicos encontrados nas
particOes acetato de etila de folhas e galhos de A. parviflora. A partir da analise por CG-EM,
um total de 19 componentes foram identificados nas parti¢fes acetato de etila de A. parviflora
com base em seus espectros de massas e indices de retencao (IR), os quais foram comparados
com o banco de dados da biblioteca NIST 05. Os cromatogramas obtidos para as parti¢coes
acetato de etila de folhas e galhos estdo apresentados nas Figuras 18 e 19, respectivamente.

Observam-se nas partices acetato de etila alguns compostos que foram encontrados
nos extratos brutos, como linalol e a-terpineol, e outros que, assim como nas demais fases
citadas anteriormente, foram observadas apenas nas particbes, como o 2,6-Dimetil-3,7-
octadieno-2,6-diol. Este composto possui propriedades organolépticas apreciadas na
preparacdo de perfumes (MUELLER, 2010). Os compostos benzenoacetaldeido, o-(2-
furanilmetileno), N-(3-Clorofenil)-2-(2-oxo-2H-piridin-1-il) benzamida e tocoferol foram

encontrados em altas concentracdes nestas particoes.
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Tabela 13 - Composicao quimica da fase acetato de etila de folhas de A. parviflora.

NIE IR Identificagéo do composto (NIST 05) Area % Relativa
1 3,84 Diacetona 271692 0,11
2 11,20 Linalol 510455 0,21
3 18,47 2,6-Dimetil-3,7-octadieno-2,6-diol 3543484 1,45
4 19,34 2-Hidroéxi-1,8-Cineol 505140 0,21
5 23,56 (+)-Pinanediol 457725 0,19
6 24,25  4-Hidroxi-3-metil-6-propan-2-ilciclohex-2-en- 1686314 0,69

1-ona
7 30,95 Espatulenol 1263895 0,52
8 36,16 B-Espatunelol 3620814 1,48
9 38,08 a-Eudesmol 786147 0,32
10 39,27 Epiglobulol 760971 0,31
11 39,66 B-Elemeno 555834 0,23
12 40,19 Acetato de Fitol 1602972 0,66
13 43,10 Palmitato de Etila 1483489 0,61
14 44,22 Palmitato de Retinol 565927 0,23
15 46,30 1-Fenoxinaftaleno 881667 0,36
16 46,77 3-Furan-2-il-2-fenil-propenal 54712881 22,37
17 48,52 Acido Elaidico 1824517 0,75
18 57,53 2H-Piran-2-ona, tetrahidro-6-tridecil 1832705 0,75
19 58,21 DL-a-Tocoferol 85896614 35,12

NIE = Ndmero de identificacdo no cromatograma; IR = indice de retencéo.

Figura 18 - Cromatograma da fase acetato de etila de folhas de A. parviflora.
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Tabela 14 - Composicao quimica da fase acetato de etila de galhos de A. parviflora.

NIE IR Identificagdo do composto (NIST 05) Area % Relativa
1 11,20 Linalol 5957396 1,47
2 19,96 2-Oxabiciclo[2.2.2]octan-6-0l, 1,3,3-trimetil 1492877 0,37
3 30,96 Espatulenol 1292869 0,32
4 31,20 (-)-Globulol 556549 0,14
5 32,91 Cubenol 788470 0,19
6 33,00 (-)-Aristoleno 2188965 0,54
7 33,69 B-Eudesmol 924828 0,23
8 33,80 o-Eudesmol 1184945 0,29
9 36,17 B-Espatunelol 1540722 0,38
10 37,79 Benzoato de Benzila 1009500 0,25
11 38,94 1,2,3,4,5,6,7,8-Octahidro-antraceno 677917 0,17
12 39,67 pB-Elemene 1028598 0,25
13 40,06 Monobenzona 1303779 0,32
14 44,25 Acido n-Hexadecandico 778033 0,19
15 47,04 N-(3-Clorofenil)-2-(2-oxo-2H-piridin-1-il) 349300915 86,25

benzamida
16 55,60 4-Metoxi-6-[2-(4-metdxifenil)etil]-2H-piran- 2320614 0,57
2-0na

NIE = Ndmero de identificagdo no cromatograma; IR = indice de retencéo.

Figura 19 - Cromatograma da fase acetato de etila de galhos de A. parviflora.
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Nas Tabelas 15 e 16 estdo apresentados 0s componentes quimicos encontrados nas

particdes hidroalcodlicas de A. parviflora. A partir da anélise por CG-EM, um total de 9

componentes foram identificados nas particdes hidroalcoolicas de folhas e galhos de A.

parviflora com base em seus espectros de massa e indices de retengdo (IR), os quais foram
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comparados com o banco de dados da biblioteca NIST 05. Os cromatogramas obtidos para as
particbes hidroalcodlicas de folhas e galhos estdo apresentados nas Figuras 20 e 21,
repectivamente.

Observa-se nas parti¢des hidroalcoolicas que apenas o composto n-Butirato de etila
também foi identificado nos extratos brutos. Os ésteres de &cido butirico, entre eles o n-
Butirato de etila, possuem atividades antitumorais descritas, e sdo comumente usados em
medicamentos, cosméticos, aditivos de perfumes ou como relaxantes musculares
(MOHARRAM; MOSTAFA e ISMAIL, 2012). O composto piranona, identificado na
particdo hidroalcodlica de galhos, possui forte atividade antioxidante, segundo Yu et al.
(2013).

Tabela 15 - Composicao quimica da fase hidroalcoodlica de folhas de A. parviflora.

NIE IR Identificacdo do composto (NIST 05) Area % Relativa
1 3,21 Butirato de Etila 221906 0,36
2 3,65 Formato de Isopropila 251309 0,40
3 4,29  L-Acido Léctico 274992 0,44
4 13,01 4H-Piran-4-ona, 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil ~ 747199 1,18
5 17,14 a-Monoacetina 725639 1,15
6 34,35 y-Glicidoxipropiltrimetoxisilano 557001 0,88
7 44,84 2-Oxabiciclo[4.2.0]oct-4-en-3-0nea, REL- 3830543 6,06

(1R,6S,7S,8S)-5-metdxi-7-(2-metoxifenil)-8-(4-

metoxi-2-0xo-2H-piran-6-il)-1-[(E)-2-(2-

metoxifeniletenil
8 45,41 2-Piranona 30673182 49,12
9 46,32  2,3,5-Trimetil-fenantreno 209712 0,33
10 46,57 3-Furan-2-il-2-fenil-propenal 2219524 3,51

NIE = Ndmero de identificacdo no cromatograma; IR = indice de retencéo.
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Figura 20 - Cromatograma da fase hidroalcodlica de folhas de A. parviflora.
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Tabela 16 - Composicao quimica da fase hidroalcodlica de galhos de A. parviflora.
NIE IR Identificacdo do composto (NIST 05) Area % Relativa
1 3,22 n-Butirato de Etila 267199 3,24
2 3,66 Formato de Isopropila 135486 1,64
3 13,01 4H-Piran-4-ona, 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6- 948761 11,51
metil
4 17,17 a-Monoacetina 635657 7,71
5 34,39 vy-Glicidoxipropiltrimetoxisilano 329498 4,00
6 46,68  3-Furan-2-il-2-fenil-propenal 3537369 42,91
7 57,65 Ester metilico de B-Alanina, N-metil-N-(1-metil- 184172 2,23
4-nitro-1H-imidazol-5-il)
8 57,80 a-Tocoferol-B-D-manosideo 1139148 13,82
9 59,47 Ester isobutilico 2-norbornil de acido fumarico 143648 1,74

NIE = Numero de identificacdo no cromatograma; IR = indice de retencio.
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Figura 21 - Cromatograma da fase hidroalcodlica de galhos de A. parviflora.
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Observa-se, portanto, que assim como outras espécies da familia Lauraceae e do
género Aniba, folhas e galhos de A. parviflora podem ser considerados como promissoras
fontes de metabdlitos secundarios com inumeras atividades bioldgicas conhecidas. Estes
compostos, por sua vez, podem fazer parte de formulagc6es fitocosméticas, agregando valor a

estes produtos.

5.4 TRIAGEM FITOQUIMICA

A realizacdo de uma pesquisa fitoquimica preliminar tem por objetivo conhecer os
grupos de metabolitos secundarios presentes nas espécies vegetais, podendo a mesma ser
direcionada a uma classe especifica de constituintes ou substancias responsaveis por uma
atividade bioldgica.

Com a triagem fitoquimica dos extratos de galhos e folhas de A. parviflora e suas

particOes foi possivel a obtencdo dos resultados observados na Tabela 17.
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Tabela 17 - Resultados dos testes de triagem fitoquimica para 6leos essenciais, extratos e particoes de

folhas e galhos de A. parviflora.

Testes Realizados

Amostras Trit
vegetais Alcaldides o Esfgfgiréc; Flavondides Saponinas  Fendis/Taninos
EBF - - + + - +
EBG - - + + - +
FHF nr nr + + - +
FHG nr nr + + - +
FDF nr nr + + - +
FDG nr nr + + - +
FAF nr nr + + - +
FAG nr nr + + - +
FHAF nr nr + - - +
FHAG nr nr + - - +

EBF = Extrato bruto de folhas; EBG = Extrato bruto de galhos; FHF = Fase hexanica de folhas; FHG
= Fase hexanica de galhos; FDF = Fase diclorometano de folhas; FDG = Fase diclorometano de
galhos; FAF = Fase acetato de etila de folhas; FAG = Fase acetato de etila de galhos; FHAF = Fase
hidroalcodlica de folhas; FHAG = Fase hidroalcodlica de galhos; nr = Néo realizado.

Inicialmente, foram realizados os testes apenas para 0s extratos brutos de folhas e

galhos, em triplicata. A triagem fitoquimica dos extratos etanolicos mostrou que a reacao de

Lieberman-Burchard apresentou resultado negativo (Figura 22), indicando, portanto, a

auséncia de esteroides e triterpenos nas amostras de folhas e galhos de A. parviflora. Dessa

forma, ndo foi realizado este teste nas particdes.

Figura 22 - Resultado do teste para esterdides e triterpenos nos extratos brutos de folhas e galhos de A.
parviflora.

SP = Solugdo padrdo; EF = Extrato de folhas;
EG = Extrato de galhos.
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Do mesmo modo, a reacdo de Dragendorff utilizado para verificar a presenca de
alcaloides, foi negativa para os extratos etandlicos de folhas e galhos de A. parviflora,
sugerindo, portanto, a auséncia dessa classe de compostos.

Nos teste realizados para verificar a presenca de flavonoides, foi observado que as
solugBes adquiriram uma coloragdo vermelho alaranjada em todas as amostras de folhas e
amarelada para galhos, ambas as cores indicativas da presenca desta classe quimica nas
amostras de A. parviflora avaliadas (Figura 23).

Figura 23 - Resultados dos testes para flavondides em A. parviflora: (a) extratos de folhas e (b) extrato
de galhos.

Ja no teste realizado para verificar a presenca de saponinas nos extratos etanélicos, foi
verificada a formacdo de espuma quando a fracdo aquosa era separada e agitada fortemente
por alguns minutos (Figura 24). No entanto, nas fases particionadas observaram-se resultados
negativos, uma vez que ndo foi observada uma abundante formacdo de espuma quando

comparados aos extratos brutos.

Figura 24 - Resultado do teste para saponinas nos extratos brutos de folhas e galhos de A. parviflora.

EF = Extrato de folhas; EG = Extrato de galhos.
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As reacdes com cloreto férrico para verificar a presenca de fendis e taninos mostraram
a aquisicdo de uma coloracdo verde em todas as amostras avaliadas, indicando a presenca de
taninos (Figura 25).

Figura 25 - Resultados do teste para fendis e taninos nos extratos etandlicos de folhas e galhos de A.
parviflora, depois da reacdo com FeCl;,

— B\

F = Extrato de folhas; EG = Extrato de galhos.

O uso de testes quimicos qualitativos para conhecer a composi¢cdo quimica de extratos
vegetais € um método rapido e de baixo custo, que possibilita identificar as classes de
metabdlitos secundarios de interesse farmacolégico que estdo presentes nos extratos. Dessa
forma, o estudo fitoquimico de A. parviflora revelou a presenca de flavonoides, taninos e
saponinas nos extratos etanolicos e partigdes.

As classes de metabdlitos encontrados em A. parviflora possuem potencial bioldgico
reconhecido. Os taninos s@o compostos fendlicos de grande interesse econdmico e ecoldgico.
Pesquisas avaliando o potencial bioldgico de taninos evidenciaram a acdo destes compostos
contra  micro-organismos e, ainda, potencial anticarcinogénico (MONTEIRO;
ALBUQUERQUE e ARAUJO, 2007). As saponinas, por sua vez, sdo uma classe de
compostos com ampla distribuicdo no reino vegetal, com potencial imunoadjuvante e
hemolitico ja reconhecidos (SIMOES, 2006). Da mesma forma, os flavondides s&o compostos
aromaticos, com inmeras atividades bioldgicas descritas, entre elas o potencial vasoprotetor,
anti-inflamatorio, antitumoral, e destacando-se principalmente o potencial antioxidante
(SOUZA; MELLO e LOPES, 2011).

A partir da analise cromatografica dos extratos e partigdes de folhas e galhos de A.
parviflora verifica-se que ndo foi possivel identificar compostos pertencentes as classes de

flavonoides, saponinas e taninos, encontrados nos ensaios de triagem fitoquimica.
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5.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Apbs a obtencdo do 6leo essencial, extrato etandlico e as particbes em n-hexano,
diclorometano, acetato de etila e agua-etanol de folhas e galhos de A. parviflora, de acordo
com os itens 4.2 e 4.3, estes foram preparados conforme o item 4.4, para a realizagdo dos
testes antimicrobianos. Os resultados dos testes de difuséo em poc¢os estdo expostos na Tabela
18.

Os extratos e particoes de folhas e galhos de A. parviflora ndo apresentaram atividade
na concentragdo de 4,0 mg/mL contra nenhuma das bactérias testadas. Dessa forma, ndo
foram realizados testes com 0s mesmos em concentracGes superiores a 4,0 mg/mL, pois, além
da possibilidade de um falso positivo, concentragdes maiores sdo inviaveis econémica e
fisiologicamente no desenvolvimento de novos antibidticos.

Ja os oleos essenciais de folhas e galhos de A. parviflora, testados na diluicdo de 1:10
em Tween 80 a 1%, apresentaram atividade antimicrobiana, com formacgédo de halos de
inibicdo superiores a 8 mm, para as bactérias Gram-positivas avaliadas (S. aureus e E.
faecalis) como pode ser observado na Figura 26. Quando comparados ao antibiotico padrédo
Gentamicina, que apresentou halo de inibicdo de 17,7 mm para S. aureus e de 18,2 mm para
E. faecalis , os Oleos essenciais de A. parviflora foram considerados pouco ativos (ALVES,

2000), com halos de 11,0 e 9,0 mm para as respectivas bactérias.

Figura 26 - Resultados do teste de atividade antimicrobiana dos éleos essenciais de folhas de A.
parviflora. Em (a) halo de inibicdo promovido pelo OE sobre S. aureus, controles positivo e negativo.
Em (b) halo de inibicdo promovido pelo OE sobre E. faecalis, controles positivo e negativo.

OE= Oleo Essencial: A= Antibiotico; T= Tween 80 a 1%.
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Tabela 18 - Halos de inibicdo resultantes da atividade antimicrobiana dos extratos, partices e do 6leo essencial de folhas e galhos de A. parviflora.

Extratos de A. parviflora (mg/mL) Oleo essencial (v/v) Controle
Cepas a c
EBE EBG FHE FHG FDF FDG FAF FAG FHAF FHAG OEF OEG GEN CET
Testes
S. aureus SA SA° SA SA SA SA SA  SA SA SA 11 +0,1° 11 +0,1° 17,7+0,7 NR
E. faecalis SA SA SA SA SA SA SA SA SA  SA 904+0,1° 9,0 + 0,05 18,2+1,3 NR
E. coli
SA SA SA SA SA SA SA SA  SA  SA SA SA 26,2 +16,7 NR
Paeruginosa SA SA SA SA SA SA SA SA  SA  SA SA SA 264 +1,34 NR
C. albicans SA SA SA SA SA SA SA SA SA  SA SA SA NR 253+ 0,57
S. enterica NR NR NR NR NR NR NR NR NR AR SA SA 17,0+0,1 NR
P. vulgares NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR SA SA 155+0,84 NR

EBF = Extrato bruto de folhas, EBG = Extrato bruto de galhos, FHF = Fase hexanica de folhas, FHG = Fase hexanica de galhos, FDF = Fase diclorometano de
folhas, FDG = Fase diclorometano de galhos, FAF = Fase acetato de etila de folhas, FAG = Fase acetato de etila de galhos, FHAF = Fase hidroalcoblica de
folhas, FHAG = Fase hidroalcodlica de galhos, OEF = Oleo essencial de folha, OEG = Oleo essencial de galho, GEN = Gentamicina, CET = Cetoconazol, SA
= Testes que ndo apresentaram atividade, NR = Testes ndo realizados. Resultados expressos em Média + DPM do halo de inibi¢cdo (mm); Halos com a mesma
letra indicam que néo houve diferenca estatistica, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,01).



Resultados de atividade antibacteriana de A. parviflora sdo escassos na literatura, mas
o0 potencial antimicrobiano ja foi encontrado em outras espécies do género. Klausmeyer et al.
(2004) mostraram o potencial antifingico de A. panurensis sobre cepas do género Candida,
entre elas, C. albicans resistente. Simic et al. (2004) estudaram o potencial antifingico de
espécies de Lauraceas,onde destacaram-se 0s resultados positivos do 6leo essencial de A.
rosaeodora sobre todos os fungos testados, entre eles, espécies de Aspergillus e Fusarium,
reconhecidos como patégenos humano e vegetal. Em outro trabalho, Rosato et al. (2010)
encontram um bom potencial antimicrobiano do 6leo essencial de A. rosaeodora em
associacdo com o antibidtico Gentamicina sobre uma grande quantidade de estirpes 81
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Os resultados negativos em relacdo aos extratos e partices de folhas e galhos de A.
parviflora, e ainda a baixa atividade dos OE em relacdo ao antibidtico padréo, ressalvam a
importancia de inferir sobre fatores que possam interferir no potencial antimicrobiano da
planta. Fatores como o periodo de coleta, por exemplo, devem ser levados em consideragéo,
uma vez que, no periodo seco a planta tende a sofrer mais injarias pelas condigdes ambientais,
podendo esta produzir uma maior quantidade de substancias que possam defendé-la de tais
estresses, garantindo sua sobrevivéncia, e levando a producdo de compostos com grande
potencial biologico, entre eles o antibacteriano (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Embora ndo se possa afirmar ao certo o mecanismo de acdo dos OE nas células
bacterianas, alguns estudos mostraram a maior sensibilidade de bactérias Gram-positivas a
OE em relacdo a bactérias Gram-negativas. A maior sensibilidade de Gram-positivas pode
estar associada as diferencas na parede celular bacteriana, possivel sitio de atuacdo dos 6leos
essenciais. Em trabalhos que avaliaram a atividade de OE sobre Gram-negativas e Gram-
positivas, foi sugerido que a relativa impermeabilidade da membrana externa, rica em
lipopolissacarideos, presente em Gram-negativas e responsaveis pelo carater hidrofilico da
superficie dessas bactérias, dificulta a acdo de substancias hidrofébicas e assim pode torna-las
menos sensiveis aos OE (DORMAN e DEANS, 2000; SMITH-PALMER et al., 2001).
Possivelmente os mecanismos de acdo de Gleos essenciais sobre as bactérias Gram-positivas
ddo-se através do contato direto dos compostos hidrofébicos com os fosfolipideos da
membrana celular, levando a danos, ou rompimento desta, com consequente perda de
nutrientes, desequilibrio quimiostatico e interferéncia no sistema de respiracdo celular
(BARATTA et al., 1998; KALEMBA e KUNICKA, 2003; PIEROZAN et al., 2009).

Em relacdo a composicdo quimica dos OE de A. parviflora, a analise cromatogréafica

indicou a presenca do terpeno linalol, que pode estar associado com os resultados
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encontrados. Os terpenos tém a capacidade de romper e penetrar na estrutura lipidica da
parede celular das bactérias, levando a desnaturacdo de proteinas e da membrana celular e ao
extravasamento do citoplasma e lise celular (DORMAN e DEANS 2000; OUSSALAH et al.,
2006). O linalol, em especial, possui muitas propriedades bioldgicas descritas, entre 0s quais
o0 potencial anti-inflamatério, in vitro e in vivo (MEIXIA et al., 2013), antibacteriano (PARK,
et al., 2012), repelente (YOON et al., 2011) e antitumoral (MIYASHITA e SADZUKA,
2013).

Outros compostos presentes em cada um destes 6leos, também podem ter participado
no efeito antimicrobiano, inclusive com interacdes sinérgicas entre eles. Segundo Burt (2004),
a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais pode estar relacionada a um efeito sinérgico
entre seus constituintes. Entre eles o cariofileno, B-felandreno, nafitaleno entre outros.

Apos a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de A. parviflora por
difusdo em agar, com formacdo de halos de inibicdo, foi realizado o ensaio qualitativo para a
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima, menor concentracdo do OE capazes de
inibir o crescimento bacteriano. Os resultados mostraram que 0s 6leos essenciais foram
capazes de inibir o crescimento bacteriano até a concentracdo de 2,0 mg/mL, evidenciado pela
permanéncia de cor azul do reagente rezasurina (Figura 27).

Figura 27 - Determinacdo da CIM por ensaio de microdilui¢do para diferentes concentragdes de OE
sobre S. aureus (a) e E. faecalis (b).

CEQE
;

4mg - 2mg - 1mg - 0,5mg - 0,25 mg - 0,125 mg - 0,625 mg - 0,03125 mg

CEOE = Controle de esterialidade do 6leo essencial; CEM = Controle de esterialidade do meio
de cultura.

Aligiannis et al. (2001) apresentaram a seguinte classificacdo para a concentracéo
inibitéria minima de antimicrobianos: CIM até 0,5 mg/mL sdo inibidores potentes; CIM entre
0,6 e 1,5 mg/mL sdo inibidores moderados; CIM acima de 1,6 mg/mL sdo inibidores fracos.
Portando, os 6leos essenciais de A. parviflora sdo considerados inibidores fracos.
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ConcentracOes baixas de antimicrobianos capazes de inibir o crescimento bacteriano
sdo importantes para limitar qualquer efeito adverso que estes possam produzir no organismo
quando empreendidos por suas propriedades (FISHER e PHILLIPS, 2008).

Considerando o desenvolvimento de resisténcia bacteriana frente aos antibacterianos
disponiveis e o problema de satde publica que isso representa, pode-se inferir que a pesquisa
por busca de novos compostos antibacterianos, sobretudo de origem vegetal mostra-se de
relevante significancia. E possivel observar o potencial antibidtico que os produtos vegetais
possuem, entre 0s quais 0s 0leos essenciais de A. parviflora, podendo estes serem largamente

empregados como farmacos ou cosmecéuticos.

5.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos e 6leos essenciais de A. parviflora
estdo expressos em percentual de inibicdo e comparados com a atividade do &cido ascorbico,
utilizado como padrdo, visto que segundo Mensor et al. (2001), o &cido ascorbico possui alta
atividade antioxidante. A partir da curva padrédo da atividade do antioxidante para diferentes
concentragdes do acido ascorbico e com o uso da Equacdo 3(pag. 44), foi determinado o valor
da Concentracdo Eficiente (CEsp) de 113,34 pug/mL. O mesmo procedimento foi adotado para
a obtencdo da CEsp das amostras de A. parviflora.

A atividade antioxidante dos Oleos essenciais esta relacionada a existéncia de
compostos que possam doar ions hidrogénio para o radical DPPH na reagdo. Os resultados
mostram que os Oleos essenciais de folhas e galhos de A. parviflora ndo apresentaram
potencial antioxidante frente ao radical livre DPPH", quando comparados ao antioxidante de
referéncia, o acido ascorbico (Tabela 19). A baixa atividade antioxidante de dleos essenciais
por avaliacdo pelo método DPPH ja foi verificada em outros trabalhos. Polatoglu, Karacog e
Goren, (2013) observaram ao analisar os 0Oleos essenciais de trés espécies de Achillea
(Asteraceae), que a atividade de varredura do radical DPPH era dependente da concentracdo
do dleo, apresentando baixa atividade sequestradora no inicio da reacdo, com melhores
resultados ap6s uma hora de incubacdo e na mais alta concentracéo do 6leo (20 mg/mL).

Em outro estudo Alcantara et al. (2010) avaliaram o potencial antioxidante dos 6leos
essenciais de A. rosaeodora e A. panurensis, e encontraram atividade varredora de radicais
livres em ensaios qualitativos em placa cromatografica, porém na analise guantitativa as
concentragdes consideradas ativas foram altas, sendo superiores a 700 pg/mL. Segundo 0s

mesmos autores, nenhum dos 6leos essenciais avaliados apresentou em sua composi¢do
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quimica compostos com atividade antioxidante reconhecida em quantidades significativas,
tais como o B-cariofileno associado a compostos fendlicos (SHAHIDI e WANASUNDARA,
1992).

Tabela 19 - Atividade antioxidante dos 6leos essenciais de folhas e galhos de A. parviflora em
funcdo da concentragdo e do tempo de reacdo expressos em media + desvio padrdo da média.

Atividade Antioxidante (AA%)

Oleo Oleos essenciais de folhas Oleos essenciais de galhos
(mg/mL) 30min 60min 90min 30min 60min 90min
0 0,00£0,00 0,00x0,00 0,00£0,00 0,00£000 0,00£0,00 0,00%0,00
5 0,33+£0,29 042+08 0,63+030 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00%0,00
10 0,65+0,21 0,00x0,00 0,08£0,18 0,00£000 0,00£0,00 0,00%0,00
20 093+0,21 0,09+008 0,09£001 000£000 0.00£0,00 0,140,550
40 210+£0,14 093x0,16 055%+054 0,00£000 0,00£000 0,43%0,51
80 275+021 047021 034+018 0,00£000 0,00£181 0,00%0,00
160 284+£03 140x028 084£0,79 000£000 0,00£0,00 0,67%0,67
320 466+041 167+0,24 096+101 0,00x0,00 0,000,000 0,09+0,30
640 494+035 163+0,32 098+092 0,00x0,00 0,000,000 0,00=+0,00
1280 6,62+032 326+044 185%+199 0,00£000 0,00£0,00 0,00%0,00

O extrato etandlico bruto das folhas mostrou uma percentagem de inibicdo diretamente
proporcional a concentracdo do extrato adicionado, com coeficiente de regressdo igual a 0,985
até a concentracdo de 640 mg/mL, com inibicdo de 81,16 + 1,30%. O percentual maximo de
inibicdo foi verificado na concentracdo de 1.280 mg/mL, que correspondeu a inibicdo de
87,17 + 0,30% (Figura 28).

Figura 28 - Atividade antioxidante do extrato bruto de folhas de A. parviflora em funcéo do
aumento da concentracdo da amostra.
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Os resultados mostram que o extrato etandlico bruto das folhas de A. parviflora
apresentou uma atividade antioxidante 3,24 vezes menos eficiente (CEsp= 370,2 pug/mL) do
que o padréo &cido ascorbico (CEs=113,3 pg/mL) (Figura 29).

Figura 29 - Concentraco Eficiente (CEs)” do extrato bruto e parti¢des de folhas de A, parviflora e do
antioxidante padrdo.
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“Resultados expressos em Média + DPM, letras diferentes indicam diferenca estatistica, de acordo
com o teste de Tukey (p <0,01).

Foi verificado ainda, em relacdo aos extratos de folhas de A. parviflora, que a maior
parte das substancias responsaveis pela atividade antioxidante apresentada nos extratos brutos
foi separada nas fases acetato de etila e hidroalcoodlica, que possuem um carater mais polar
quando comparado aos outros solventes utilizados, apresentando CEsp = 506,9 pg/mL e CEsp
= 275,9 pg/mL respectivamente. As fases n-hexano e diclometano apresentaram baixa
atividade antioxidante, sendo observada apenas nas concentra¢fes mais altas de extrato (640 a
1280 mg/mL).

Uma vez que o ensaio utilizando o radical livre DPPH mede a capacidade das
substancias avaliadas em doar hidrogénio, quanto maior o nimero de hidroxilas presente nas
amostras, maior seu potencial antioxidante (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). O aumento
do namero de hidroxilas nas substancias também aumenta sua polaridade, e
consequentemente, essas substancias podem ser extraidas nas fases mais polares da particéo, o
que explica a maior solubilidade das substancias antioxidantes em solventes polares e,
portanto, os resultados encontrados no ensaio antioxidante das folhas de A. parvifora.

Analisando o extrato etanélico obtido dos galhos de A. parviflora, foram observados
resultados de atividade antioxidante semelhantes aos das folhas. Na Figura 30 pode-se

observar a percentagem de inibicdo do radical DPPH, que segue diretamente proporcional ao
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aumento da concentracdo do extrato, com coeficiente de regressdo igual a 0,951, até a
concentragdo 640 mg/mL, com inibicdo de 91,85 = 0,1%, sendo nessa concentragdo o
percentual méximo de inibicéo.

Figura 30 - Atividade antioxidante do extrato bruto de galhos de A. parviflora em funcdo do aumento
da concentracdo da amostra.
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O extrato bruto etanolico apresentou uma atividade antioxidante 2,7 vezes menos
eficiente (CEsp = 312,1 pug/mL) que o padréo (Figura 31).

Figura 31 - Concentragéo Eficiente (CEs;)” do extrato bruto e particdes de galhos de A, parviflora.
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“Resultados expressos em Média + DPM, letras diferentes indicam diferenca estatistica, de acordo
com o teste de Tukey (p < 0,01).

Em relacdo aos resultados antioxidantes das particGes, os resultados também séo

semelhantes aos encontrados nas folhas, onde a amostra em acetato de etila apresentou CEsp =
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586,3 pg/mL e a fase hidroalcodlica CEso = 279,3 pg/mL. As fases n-hexano e diclometano
apresentaram atividade apenas nas maiores concentracGes, sugerindo que as substéncias
responsaveis pela atividade antioxidante dos galhos sdo similares aos das folhas, possuindo
um carater mais polar (Figura 31).

Apesar de ndo ser possivel inferir com exatiddo quais compostos sdo responsaveis pela
atividade antioxidante apresentada pelos extratos e particoes de A. parviflora, pode-se
relaciona-la a presenca de flavonoides com grupos doadores de hidrogénio ou elétrons na sua
estrutura, verificada na triagem fitoquimica. Inimeras pesquisas relatam diferentes atividades
bioldgicas atribuidas para esta classe de compostos, entre as quais destacam-se como potentes
antioxidantes (ALVES et al., 2007). Além disso, a possivel presenca de outros compostos
polares contendo grupos hidroxila na sua estrutura, sobretudo a classe de taninos, encontrado
na pesquisa fitoquimica, podem contribuir para a acdo antioxidante dos extratos, uma vez que
estes possuem propriedades supressoras de radicais peroxila reconhecidas (AURICCHIO et
al., 2007) .

Estudos sobre a atividade antioxidante de A. parviflora sdo escassos na literatura, mas
outras duas espécies deste género (A. rosaeodora e A. canelilla), quando avaliadas pelo
método do DPPH apresentaram bons resultados. Dessa forma, os resultados para atividade
antioxidante dos extratos de folhas e galhos de A. parviflora utilizando o radical livre DPPH-
coincidem com os encontrados em outros estudos com espécies do género Aniba. Silva et al.
(2007) encontraram atividade antioxidante nos 6leos essenciais e extratos metanolicos de A.
canelilla. Ja no trabalho realizado por Silva (2012), observou-se que 0s extratos etandlicos de
A. canelilla apresentaram uma percentagem de inibicdo do radical livre de 92,65% para folhas
e 92,07% para galhos, mas os 6leos essenciais de folhas e galhos ndo demonstraram atividade.

Os resultados encontrados mostram que os extratos etandlicos das folhas e galhos de
A. parviflora possuem um bom potencial antioxidante que pode ser aproveitado na industria
de alimentos, farmacos e cosméticos. Outros métodos devem ser utilizados para a analise dos
Oleos essenciais, tendo em vista que estes ndo apresentaram percentual de inibi¢do

significativo.

5.6 CITOTOXICIDADE

Os testes de citotoxicidade realizados pelo ensaio do Alamar blue mostraram que

mesmo nas maiores concentragles, 0s 0leos essenciais, extratos e particdes das folhas e
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galhos de A. parviflora apresentaram baixa toxicidade em todas as linhagens estudadas. A
Tabela 20 apresenta os valores de CLs (indice de citotoxicidade que causa a morte de 50%
das células) encontrados. Pode-se observar que com 50 pg/mL, somente a fase diclometano
de folhas chegou a 50% de citotoxicidade para as linhagens celulares estudadas.

Tabela 20 - Resultados da avaliagdo de citotoxicidade dos 6leos essenciais, extratos e particdes de A.
parvifora, expressos em percentagem de inibi¢do a 50 pg/mL.

Amostras Viab. Cel. em Viab. Cel. em Viab. Cel. em Viab. Cel. em
SKMELL19 (%) | HCT116 (%) MCF7 (%) MRCS5 (%)
OEF 100 95,5 85,6 100
OEG 100 97,9 91,1 100
EEF 95,4 98,3 83,1 100
EEG 91,5 90,1 87,6 100
FHG 90,9 94,3 79,1 98,4
FHF 88,5 91,3 82,7 99,7
FDF 52,8 449 27,8 40,2
FDG 67,8 76,6 43,5 73,1
FAG 77,6 77,3 63,3 77,6
FAF 75,4 100 67,8 91,1
FHAF 82,9 87,8 82,7 99,9
FHAG 74,5 77,5 76,7 89,2
Doxorrubicina

(5,0 pg/mL) 16,7 10,5 14,7 10,2

OEF = Oleo essencial de folhas, OEG = Oleo essencial de galhos, EBF = Extrato bruto de folhas, EBG = Extrato
bruto de galhos, FHF = Fase hexénica de folhas, FHG = Fase hexanica de galhos, FDF = Fase diclorometano de
folhas, FDG = Fase diclorometano de galhos, FAF = Fase acetato de etila de folhas, FAG = Fase acetato de etila
de galhos, FHAF = Fase hidroalcodlica de folhas, FHAG = Fase hidroalcodlica de galhos.

Trabalhos avaliando toxicidade de espécies de Aniba utilizando ensaios em cultura de
células sdo escassos na literatura. Souer et al. (2011), a fim de explorar o potencial bioldgico
do 6leo essencial de A. rosaeodora em células da pele humana, investigaram primeiramente a
citotoxicidade de 6leos essenciais comercialmente disponiveis sobre linhagens de células de
carcinoma epidermoide humano (A431), queratindcitos epidérmicos humano transformados
(NHEK) e de queratindcitos normais primarios (HEKO001) utilizando o ensaio de MTT
(Brometo de tetrazélio dimetiltiazol-2,7-2,5-difenil tetrazolio). Os resultados mostraram que o
tratamento dessas células com baixas concentracdes de 6leo (< 300 nL/mL), ndo resultou em
significativos efeitos citotdxicos. No entanto, em maiores concentra¢fes do 6leo (400
nL/mL), as células tumorais tiveram uma significativa reducdo da viabilidade, enquanto as
células normais foram ainda pouco afetadas. Embora sejam linhagens celulares diferentes das
utilizadas no presente estudo com A. parviflora e em concentragdes inferiores, os resultados

demonstram uma tendéncia das plantas desse género em ndo demonstrarem citotoxicidade em
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celulas normais e, portanto, suas propriedades benéficas podem ser exploradas sem
representar riscos aos usuarios.

A avaliacdo da citotoxicidade fornece um importante parametro para avaliagédo da
seguranga na utilizagdo dos compostos presentes em A. parviflora, visando uma possivel acao
farmacéutica destes. Os resultados encontrados sdo importantes, tendo em vista que 6leos
essenciais e extratos de A. parviflora apresentaram bons resultados em relagdo ao potencial
antibacteriano e antioxidante, e ndo se mostraram citotoxicos para linhagem de células ndo
tumorais MRC5.

5.7 FORMULACAO COSMETICA

Além de fazer parte da biodiversidade amazonica e ser utilizada pela populagéo local
em banhos de cheiro, por seu perfume agradavel, a espécie A. parviflora possui um bom
potencial biologico além de baixa toxicidade, o que foi demonstrado pelos ensaios
antioxidantes, antimicrobianos e de citotoxicidade realizados neste trabalho. Foi demonstrado
ainda, que a espécie possui em sua composicao quimica, classes de substancias que sdo bem
reconhecidas pelos seus beneficios a saude humana e que podem, portanto, serem utilizadas
nas industrias farmacéutica e cosmecéutica.

Dessa forma, apresentam-se a seguir os resultados do desenvolvimento e dos testes de
estabilidade preliminar de uma formulacdo cosmética do tipo emulsdo, utilizando o extrato
hidroalcoolico e 6leo essencial de A. parviflora, baseado em um planejamento experimental

de seus co mponentes.

5.7.1 Avaliacéo das Propriedades Organoléepticas

Em geral todas as formulacbes obtidas adquiriram uma coloracdo branca, sendo
possivel observar que a quantidade de extrato influenciou na cor das amostras. Nas
formulacdes em que, segundo o planejo experimental, a quantidade do extrato glicolico de A.
parviflora foi maxima e da base foi minima, os extratos adquiriram uma coloracao levemente
mais escura. Os outros fatores ndo influenciaram visivelmente nas caracteristicas das
formulagbes. As propriedades organolépticas de aspecto, cor e odor das formulacdes

desenvolvidas estdo descritas na Tabela 21.
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Tabela 21 - Propriedades organolépticas das formulacdes cosméticas de A. parviflora

Formulacéo Aspecto Cor Odor
Homogéneo; Fluido; sem sinais Caracteristico das
1 . i Branca . -
de instabilidade. esséncias utilizadas.
2 Homogéneo; Espesso; sem sinais Branca Caracteristico das
de instabilidade. esséncias utilizadas.
3 Homogéneo; Fluido; sem sinais Branca Caracteristico das
de instabilidade. esséncias utilizadas.
4 Homogéneo; Espesso; sem sinais Branca Caracteristico das
de instabilidade. esséncias utilizadas.
Muito fluido; com separacdo de Caracteristico das
S Branca N .
fases. esséncias utilizadas.
Homogéneo; Espesso; sem sinais Caracteristico das
6 . - Branca A - o
de instabilidade. esséncias utilizadas.
Homogéneo; Fluido; sem sinais Caracteristico das
7 . i Branca . -
de instabilidade. esséncias utilizadas.
Homogéneo; Espesso; sem sinais Caracteristico das
8 . - Branca A - o
de instabilidade. esséncias utilizadas.

As formulacdes apresentaram odor com caracteristica das esséncias utilizadas,
consistindo em uma mistura do 0leo essencial de A. parviflora e esséncia comercial de acai.
Em geral, quando a quantidade de base utilizada estava no seu nivel maximo, o aroma das
formulacdes era mais brando em relacdo as esséncias utilizadas. Todas as formulacdes
apresentaram ainda aspecto homogéneo, exceto a formulacdo 5, e coloracdo branca. Foi
observada ainda uma grande diferenca de fluidez entre as amostras, que foi avaliada mais

detalhadamente com a andlise da viscosidade.

5.7.2 Andlise de Centrifugacao

A forca da gravidade atua sobre os produtos de forma que as particulas que 0s
compdem se movam no seu interior (ISAAC et al 2008). Dessa forma, segundo Brasil (2007),
a centrifugacdo promove estresse na amostra pela simulacdo do aumento da forca da
gravidade, aumentando a mobilidade das particulas e antecipando possiveis sinais de
instabilidade na emulsdo, tais como precipitacdo, separacao de fases, formacao de sedimento
compacto e coalescéncia. Sinais de instabilidade indicam necessidade de reformulacéo
(ANVISA, 2008).

Apobs 24 h de preparo das formulagdes, foi realizado o teste de centrifugacdo. Foi

verificado que somente quatro formulagbes mantiveram-se estdveis e com aspecto



91

homogéneo. As formulacbes 1, 3, 5 e 7 apresentaram separacdo de fases, sendo reprovadas na

triagem das formulacGes, como pode ser observado na Figura 32.

Figura 32 - Formulagdes cosméticas apds centrifugacdo: formulagdes 1, 3, 5 e 7 com separagdo de
fases e formulagdes 2, 4 6 e 8 sem sinais de instabilidade.

Todas as formulagdes foram submetidas as analises fisico-quimicas, e somente as
formulacdes que se mantiveram estaveis apos a centrifugacdo foram avaliadas no teste
preliminar de estabilidade.

Os proximos itens descrevem as respostas obtidas com o planejamento fatorial para as
andlises fisico-quimicas das formulacbes, onde 1 representa o componente Crodabase, 2
representa 0 componente Glicerina, 3 o componente Extrato glicolico de A. parviflora e 4 o

componente Oleo vegetal.

5.7.3 Avaliacéo do pH

O pH é o logaritimo negativo da concentracdo molar de ions hidrogénio e representa
convencionalmente a acidez ou a alcalinidade de uma solugcdo (ANVISA, 2008). A
determinacdo dos valores de pH é considerado fundamental no estudo de emulsGes, uma vez
que alteragBes bruscas de seu valor ao longo do tempo podem indicar modificagfes quimicas



92

dos componentes presentes nas formulagOes, sugerindo incompatibilidade entre estes
(CASTELI et al,, 2008). Podendo-se ainda ajusta-lo ao valor de pH étimo de acdo para 0s
componentes presentes na formulacao.

Deve-se levar em conta ainda que a avaliacdo deste pardmetro em emulsbes é
importante para correlaciona-lo com o pH do corpo humano. Os valores proximos ao pH
pertencente a pele, levemente acido (4,6 — 5,8), torna as emuls6es um meio de restricdo ao
crescimento de micro-organismos (LEONARDI; GASPAR; MAIA CAMPQOS, 2002).

Os valores de pH encontrados variaram entre 3,65 para a formulagdo 2 e 5,01 para a
formulacdo 5. Em média, os valores se aproximam do pH encontrado na pele, o que é uma
caracteristica importante para um cosmético. A formulacdo 2, embora tenha se mostrado
estavel nos teste de centrifugacdo, apresentou valores de pH mais acidos, podendo este ser
prejudicial a pele, uma vez que pode alterar o pH desta, expondo este tecido a uma serie de
agentes agressores, sendo necessario a correcdo do pH na formulagdo (LEONARDI;
GASPAR; CAMPQS, 2001).

Através da analise do diagrama de Pareto, Figura 33, foi possivel observar que o pH
das emulsbes ndo foi afetado significativamente por nenhum dos fatores avaliados no
planejamento experimental, para um nivel de confianca de 95%. Dessa forma, é possivel
afirmar que dentro da faixa de concentracdo utilizada no planejamento, esses fatores nédo

alteram o pH das formulacdes.

Figura 33 - Diagrama de Pareto do planejamento fatorial fracionario 2** obtido para o pH (a linha
vertical define 5% de significancia estatistica).
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5.7.4 Avaliacao da Condutividade Elétrica

Utilizada para medir a passagem da corrente elétrica no meio avaliado (ANVISA,
2004), a condutividade elétrica é extremamente sensivel as variaces do contetdo idnico da
solugdo. Dessa forma, tem sido amplamente utilizada para estimar o grau de ionizagdo de
micelas i0nicas, assim como para estudar processos de auto-associacdo de micelas
(MODOLON, 2009). Alteracdo na condutividade de sistemas dispersos pode ser indicativa de
instabilidade, desse modo, o aumento desses valores podem indicar coalescéncia, enquanto a
diminuicdo, sinalizar processos de agregacdo das moléculas (ANVISA, 2004).

Os valores de condutividade elétrica encontrados variaram entre 0,66 a 1,37 pS/cm
para as formulacdes. Esses valores foram em meédia superiores aos encontrados por Pianovski
et al. (2008) em emulsbes cosméticas utilizando o 6leo de pequi (Caryocar brasiliense), que
tiveram valores variando entre 0,68 e 0,96. Apenas a Formulacdo 6 obteve valores proximos
aos encontrados pelo autor.

Através da analise do Diagrama de Pareto (Figura 34) € possivel observar que nenhum
dos fatores avaliados no planejamento experimental influenciou significativamente a
condutividade elétrica das amostras. Portanto, a adicdo de maximo ou minimo da

concentracdo dos fatores estudados ndo interfere na condutividade das formulagdes.

Figura 34 - Diagrama de Pareto do planejamento fatorial fracionario 2** obtido para a condutividade
(a linha vertical define 5% de significancia estatistica).
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5.7.5 Avaliacdo da Viscosidade Dinamica

A viscosidade consiste na resisténcia que o produto oferece a deformacéo ou ao fluxo
(ANVISA, 2008). A avaliacdo desse parametro ajuda a determinar se um produto apresenta a
consisténcia ou fluidez apropriada, podendo indicar se a estabilidade é adequada, sobretudo
ao longo do tempo (ANVISA, 2004).

A viscosidade de uma emulsdo é influenciada pela composicdo de lipidios, pela
proporcdo entre fase aquosa e oleosa, pela concentracdo de doadores de viscosidade e
emulsionantes, assim como também, a presenca de polimeros (SOUZA e FERREIRA, 2010).

O Diagrama de Pareto, apresentado na Figura 35, para viscosidade dindmica mostra
que apenas o componente Base influenciou significativamente essa resposta, para um nivel de
confianca de 95%. O fator Base apresentou uma influéncia positiva sobre a viscosidade das
formulacgdes, de forma que o aumento da quantidade de Base causa 0 aumento da viscosidade
dinamica. Através da ANOVA, foi obtido o valor do coeficiente de determinacdo R* = 0,889,

indicando 88% de linearidade da resposta.

Figura 35 - Diagrama de Pareto do planejamento fatorial fracionario 2** obtido para viscosidade
dindmica (a linha vertical define 5% de significancia estatistica).
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A Figura 36 mostra os efeitos das varidveis Base e Oleo vegetal na resposta
viscosidade por meio da curva de contorno. O grafico mostra que o maximo de densidade se

encontra com niveis superiores de Base e inferiores de 6leo vegetal.
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Figura 36 - Superficie de contorno para a resposta viscosidade, variando os fatores Base e 6leo vegetal
(estatisticamente significativo).
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A base ndo-ibnica Croda utilizada para o preparo das formulacdes, é uma base auto
emulsionante que permanece estavel em uma ampla faixa de pH, assim como na presenca de
altas concentracdes de eletrolitos (CASTELI et al. 2008). A influéncia do fator base sobre a
viscosidade das formulacOes esta relacionada com o aumento da fase oleosa nas formulagdes,

Em estudo feito por Andrade et al. (2007) os autores descreveram a influéncia de
produtos emolientes sobre a viscosidade, o que ndo foi verificado neste trabalho, como

demonstrado pelo diagrama de Pareto (Figura 35), onde observa-se que o 6leo vegetal ndo
afetou significativamente a viscosidade.

5.7.6 Avaliacéo da Densidade

A densidade especifica é a relacdo entre densidade absoluta da amostra e a densidade
de uma substancia, no caso, a &gua (BRASIL, 2007), Além de demosntrar a instabilidade por
alteracdes bruscas, relaciona-se também a sensacdo ao tato quanto a leveza da emulséo.

O diagrama de Pareto, apresentado na Figura 37, para a resposta densidade relativa
mostra que 0s componentes Base e Glicerina influenciaram significativamente esta resposta,
para um nivel de confianca de 95%. O fator Base influenciou negativamente a resposta, assim,
guanto maior a quantidade de base na formulacdo, na faixa de quantidade determinada no
planejamento experimental, menor foi a densidade. O fator Glicerina, por outro lado,
influenciou positivamente a resposta, assim, a medida que a quantidade de glicerina na
formulacdo aumenta, ocorre um aumento da densidade. Através da ANOVA, foi obtido o

valor do coeficiente de determinacdo R? = 0,671, indicando 67% de linearidade da resposta.
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Figura 37 - Diagrama de Pareto do planejamento fatorial fracionario 2** obtido para a densidade (a
linha vertical define 5% de significancia estatistica).
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A Figura 38 mostra os efeitos das variaveis Base e Glicerina na resposta densidade por
meio da curva de contorno. O grafico mostra que 0 maximo de densidade se encontra com
niveis inferiores de Base e superiores de Glicerina.

Figura 38 - Superficie de contorno para a resposta densidade, variando os fatores Base e Glicerina
(estatisticamente significativo).

A densidade de uma emulsdo esta relacionada a quantidade de adgua nesta (ISAAC et
al. 2007). Assim, o aumento de Base nas formulacfes pode ter provocado o aumento da fase
oleosa em relagdo a fase aquosa, ou ainda a perda de &gua, enquanto a glicerina por outro

lado, promoveu a retencdo da mesma.



97

5.7.7 Teste de Estabilidade Preliminar das Formulagbes Cosméticas de A. parviflora.

As emulsbes classificadas como macroscopicamente estaveis apds 24 h da formulagéo
(F2, F4, F6 e F8) foram submetidas aos testes preliminares de estabilidade, por um periodo de
15 dias (ANVIS, 2004). As amostras foram analisadas macroscopicamente e submetidas aos
testes de centrifugacdo, ciclo gela-degela, estresse térmico, luminosidade e escuro. Foram
feitas as analises de pH, condutividade, densidade relativa e viscosidade. Os resultados sdo
descritos na Tabela 22.

Tabela 22 - Resultados dos parametros de avaliacdo do teste de estabilidade preliminar das
formulagdes de A. parviflora.

Amostras Asp. Cent. oH (%Cg;grl:]g) (;)/ﬂi) szg;s.
Controle F2 N SIS 3,65+0,04  1,31x0,48  0,950,03 10167
(24 h F4 N SIS 4,68+0,46  1,02+0,23  0,96+0,01 18000
apéso  F6 N SIS 4,40+054  0,88x0,09  0,93+0,03 19833
preparo) g N SIS 4,40+058  1,06£0,15  0,98+0,01 9567
F2 m C/S  465+0,61  1,61+0,32  0,94+0,02 6333

Estresse 4 M SIS 559+0,43  1,35:024  0,990,01 11467
Térmico  F6 SIS 550054  1,339+0,17  0,98+0,01 9400
F8 M C/S  510+1,14  1.28+0,15  0,95+0,02 7067

Ciclo F2 m C/S  515+0,91  1,67+0,19  0,97+0,00 10833
Gela- F4 M SIS 6,21#0,37  1,42#0,37  0,96+0,00 23417
Degela  F6 SIS 6124022  1,65%0,13  0,93+0,00 11333
F8 M SIS  525+0,13  1,63x0,19  0,98+0,00 11000

F2 N SIS 3,99+0,32  1,12+0,36  0,97+0,01 23917

Escuro N SIS 4,87+0,67  0,86x0,07  0,94+0,04 23583
F6 N SIS 4,85+0,73  0,91+0,05  0,93+0,04 15250

F8 N SIS 4,65+0,89  0,97+0,07  0,98+0,01 15167

F2. ™M SIS 391+025  1,36x0,35  0,96+0,01 13933

Luz F4 ™M SIS 4,65+0,57  0,98+0,09  0,97+0,02 20817
F6 ™M SIS 4,64+0,63  1,01+0,04  0,94+0,02 21500

F8 ™M SIS 4,33+0,75  1,09%0,15  0,98+0,00 20417

Asp. = Aspecto; Cent. = Centrifugacdo; Condut. = Condutividade; Resist. = Resistividade; Dens. =
Densidade; Visc. = Viscosidade; M = Modificada; N = Normal; S/S = Sem separacdo de fases; C/S
= Com separacdo de fases.
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Todas as emulsdes submetidas ao ensaio preliminar de estabilidade (Estresse térmico,
Ciclo Gel-Degela, Luz e Escuro) apresentaram mudangas em relagcdo ao aspecto e parametros
fisico-quimicos. Somente as formulacBes que foram submetidas ao Escuro ndo apresentaram
modificagdes de aspecto. Na centrifugacdo, no entanto, observaram-se modificacbes nos
pardmetros fisico-quimicos avaliados.

Quando submetidas a centrifugagdo, apds o teste preliminar de estabilidade, a
formulacdo F2 submetida ao estresse térmico e ciclo gela-degela, e a F8 submetida ao estresse
térmico, mostraram-se instaveis, apresentando separacdo de fases, como pode ser observado

na Figura 39. As demais formulagdes mostraram-se estaveis apos a centrifugacao.

Figura 39 - Formulacdo F2 submetida ao teste de estresse térmico (a); Formulacdo F8 submetida ao
estresse térmico (b).

~ T

Em relacdo ao aspecto, as emulsdes foram classificadas em normal, sem alteracédo
visivel: aspecto homogéneo, coloracdo branca, sem grumos aparentes, superficie lisa, odor
caracteristico da matéria-prima, ou seja, com propriedades iniciais mantidas ao longo das
analises; ou modificada: aspecto heterogéneo, coloracdo amarelada, presenca de grumos,
separacdo de fases clara, opacidade, odor indicativo de rancidez, caracteristicas que
evidenciam alteracbes das propriedades iniciais (SPELLMEIER e HEBERLE, 2007). Neste
parametro somente as formulacdes que foram submetidas ao escuro, durante os quinze dias de
ensaio, mantiveram-se sem modificac6es em relacdo a formulacéo inicial.

Pode-se observar que todas as formulacGes que foram submetidas ao aumento de
temperatura apresentaram modificacbes no odor, que se tornou caracteristico de rancidez.
Alteracdes no odor estdo associadas a reacOes de oxidacdo (SOUZA e FERREIRA, 2010),
indicando que os antioxidantes utilizados, BHT e extrato glicolico de A. parviflora, nas

concentrages utilizadas, ndo foram eficientes para evitar processos oxidativos e consequente
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degradacdo dos componentes das formulagdes. Processos oxidativos podem ter sido o0s
responsaveis também pela alteracdo na cor das formulacGes, que por sua vez, adquiriram uma

coloracéo amarelo/alaranjada (Figura 40).

Figura 40 - FormulagGes F2, F4, F6 e F8 com variagdo de coloracdo apds serem submetidas ao ciclo
gela-degela.

As formulag6es com modificacdo no aspecto apresentaram ao final dos quinze dias de
teste preliminar de estabilidade endurecimento da superficie, observado, especialmente, nas

formulacOes submetidas ao estresse térmico (Figura 41).

Figura 41 - Formulagdes F2, F4, F6 e F8 apresentando endurecimento da superficie apds serem
submetidas ao estresse térmico.

Segundo Souza e Ferreira (2010), o endurecimento € resultado da perda dos
componentes hidrofilicos por evaporagdo, que ocorre de forma mais intensa na superficie,
aumentando, dessa forma, a concentragdo dos componentes menos volateis, geralmente mais
consistentes. Ainda, segundo 0s mesmos autores, essa constatacdo pode ser reforcada pelo
acumulo de goticulas de dgua na superficie interna da tampa das amostras, 0 que também foi
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observado nas formulagdes com A. parviflora. A ocorréncia dessa condi¢do pode ser resultado
da ineficiéncia do umectante na concentracao utilizada (FERREIRA, 2002). Deve-se ressaltar
que o aumento da temperatura pode acelerar reagdes quimicas nas emulsdes, ou ainda causar a
perda da atividade antioxidante, principalmente nas submetidas a temperaturas elevadas,
como ocorre nas formulagdes expostas ao estresse térmico, ciclo gela-degela e expostas a luz
solar (LANGE, HERBELE, MILAO, 2009).

O aspecto de um cosmético em relagdo a caracteristicas organolépticas, tais como,
homogeneidade e coloracdo, € importante do ponto de vista comercial, tendo em vista sua
influéncia sobre consumidor na compra do produto, que ndo se sente atraido pela aparéncia
deste (ISAAC et al. 2008).

Em relacdo aos parametros fisico-quimicos foram observadas significativas alteracdes
nos parametros avaliados, especialmente nas formulagGes submetidas aos testes de estresse
térmico, ciclo gela-degela e exposicdo a luz. Varios fatores podem estar relacionados com a
instabilidade fisico-quimica de sistema emulsionado, entre estes, a escolha dos componentes,
tipo e concentracdo de emulsificantes, velocidade de agitacdo, tempo de aquecimento e
arrefecimento, quantidade das fases, temperatura e ambiente de estocagem e, ainda, a
contaminacdo microbiologica do produto (IDSON, 1993; RIEGER, 1996; SCHUELLER e
ROMANOWSKI, 2000; ALVAREZ et al. 2007).

As formulagdes apresentaram um comportamento instavel em relacdo a viscosidade ao
longo dos testes de estabilidade, com alteracdes particulares a cada formulacéo. Alteracdes na
viscosidade podem ser relacionadas a concentracdo do umectante empregado (SILVA et al.
2013). Por se tratar de um planejamento experimental, com variacdo dos valores de glicerina,
umectante utilizado neste estudo, pode-se inferir que este componente foi o responsavel pelas
variacOes de viscosidade encontradas. Pode-se observar a diminuicdo do valor da viscosidade
nas formulacbes submetidas a temperatura elevada, que estd associada a perda dos
componentes hidrofilicos (SPELLMEIER e HEBERLE, 2007) ou aumento da fase oleosa.

Todas as formulac@es, ao longo do tempo de analise (15 dias), apresentaram alteracdes
nos valores médios de seus pHSs, especialmente as formula¢es submetidas ao estresse térmico
e ciclo gela-degela que apresentaram variacdes expressivas nesse parametro. A avaliacdo do
pH é muito importante no estudo de emulsdes, tendo em vista que alteracGes bruscas nesses
valores podem sugerir modifica¢fes quimicas dos componentes presentes nas formulacdes
(CASTELI et al. 2008). As formulages que permaneceram no escuro por quinze dias podem
ser consideradas estaveis em relacdo ao pH, uma vez que ndo apresentaram variagdes

expressivas e mantiveram-se na faixa de pH dermatologico (entre 4,6 e 5,8).
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Os valores de condutividade variaram em todas as formulagdes. Observou-se uma
tendéncia no aumento da condutividade nas formulagcdes quando submetidas ao aumento de
temperatura.

Em relacdo a densidade, a variacdo dos valores entre as formulagdes e as condigdes
que estavam expostos foi pequena, portanto ndo ha como inferir se esta propriedade
promoveu instabilidade nas formulac6es avaliadas.

As formulacdes que foram submetidas ao estresse térmico apresentaram reducao nos
valores de viscosidade, o que ndo foi observado nos demais ensaios. A elevacdo da
temperatura, comumente, causa reducdo no valor da viscosidade, o que permite as goticulas
da fase interna da emulsdo colidirem com maior magnitude, causando modificagdes fisicas na
amostra. Dessa forma, este teste permite demonstrar mais rapidamente a tendéncia dos
veiculos emulsionados em apresentar sinais de instabilidade como cremeacéo, sedimentagéo e
separacdo de fases (RIEGER, 1996).

As formulagdes que permaneceram no escuro e em temperatura ambiente por quinze
dias, apesar de apresentar variagdes dos parametros fisico-quimicos: pH, condutividade,
resistividade, densidade e viscosidade, ndo foi considerada instavel, em raz&o de ter
apresentado estabilidade em relacdo ao aspecto e centrifugacdo, e devido as variagdes nao
serem tdo significativas.

Portanto, analisando os valores encontrados, pode-se sugerir a formulagdo F4 como a
mais estavel, uma vez que esta apresentou menores variacdes nos testes de estabilidade, e os
sinais de instabilidade mais brandos em relacdo as demais. Dessa forma, as concentra¢des dos
componentes desta formulacdo podem ser utilizadas para a realizacdo da otimizacdo de uma
formulacdo cosmética a partir de A. parviflora.

E importante avaliar ainda os efeitos produzidos pelo 6leo essencial e extrato de A.
parviflora nas formulacdes, a fim de verificar se estes conferiram efeitos desejaveis nas
emulsBes, uma vez que ambos possuem atividades biolégicas comprovadas, antibacteriana e

antioxidante, respectivamente.
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CONCLUSAO

Os resultados indicam a potencialidade do emprego de Aniba parviflora, por meio da
utilizacdo dos dleos essenciais, extratos etanolicos e parti¢des acetato de etila e hidroalcolico
obtidos de suas folhas e galhos para pesquisa visando o 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. parvifloraa possuem potencial
antioxidante, e, portanto, podem ser incorporados em formulacdes cosméticas que visam o
combate a radicais livres. Para obter-se melhores resultados € ideal a realizacdo de particdes
liquido-liquido obtendo-se uma fase hidroalcdlica, que apresentou, neste estudo, 0os melhores
resultados de percentual de inibicdo do radical DPPH. Os 0leos essenciais de folhas e galhos
ndo apresentaram atividade antioxidante apreciavel.
> Os oOleos essenciais obtidos de folhas e galhos de A. parviflora possuem ainda
potencial antibacteriano, contra importantes cepas patogénicas, incluindo S. aureus, e podem
ser utilizados em formulagdes cosméticas com ativo natural, uma vez que nao possuem perfil
citotdxico contra células humanas. N&o foi verificado potencial antimicrobiano nos extratos e
particoes.
> O planejamento experimental aplicado para o estudo da formulacdo de um
fitocosmético a partir do 6leo essencial e extrato glicolico de A. parviflora mostrou que a base
foi o fator que mais influenciou as caracteristicas organolépticas e as propriedades fisico-
quimicas das oito formulagdes que foram obtidas.
> As formulacdes cosméticas acrescidas de Oleo essencial e extrato glicolico de A.
parviflora mostraram-se macroscopicamente instavel ao serem submetidas aos testes de
estabilidade preliminar que utilizaram mudancas de temperatura. Tendo em vista esses
resultados, as formulacbes avaliadas ndo podem seguir para os testes de estabilidade
acelerada, tampouco de prateleira, sendo necessarios novos lotes em diferentes composicdes
para o estudo da intera¢do dos componentes da formulacao.
> O perfil quimico de Aniba parviflora mostrou a existéncia de importantes compostos
quimicos, entre eles o Linalol, a-Terpineno, Cinemeno, Cariofileno e B-felandreno, que
possuem propriedades bioldgicas descritas na literatura. Portanto, esta espécie pode ser
utilizada como fonte desses compostos para a inddstria cosmecéutica.

Tendo em vista os resultados encontrados neste estudo e o fato de A. parviflora ser

pouco descrita na literatura, foi possivel contribuir para o conhecimento quimico e biolégico
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desta espécie amazoOnica. Porém, faz-se necessario a realizagdo de novas pesquisas que visem
avaliar outras propriedades bioldgicas dessa espécie, bem como a elucidagdo de todos 0s seus

componentes quimicos.
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