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RESUMO

Attalea speciosa popularmente conhecida como babacu, € uma palmeira nativa da
regido norte e das areas de cerrado do Brasil. Seu 6leo possui propriedades anti-
inflamatdrias e antimicrobianas. Desta forma, este estudo analisou a atividade anti-
inflamatoria de uma microemulsdo do 6leo de A. speciosa com incorporacdo do 6leo
essencial de Citrus x aurantium (laranja-azeda). O material vegetal utilizado nesta
pesquisa foi coletado na regido de S&o Luis-MA. O 6leo essencial foi extraido por
hidrodestilacdo. Os parametros fisico-quimicos de indice de refracdo foram
avaliados de acordo com a Farmacopeia Brasileira. Os constituintes quimicos foram
identificados por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/EM). As microemulsdes foram formuladas com 6leo de A. speciosa, Citrus x
aurantium e Tween 20. O contetudo fendlico total foi determinado pelo método
espectrofotométrico de FolinCiocalteu. A atividade anti-inflamatéria foi avaliada
através do método de desnaturacao proteica com célculo da Concentracdo Eficiente
50% (CEso). Através da CG/EM foi possivel identificar no 6leo essencial de C.
aurantium os componentes majoritarios (-)-Terpinen-4-ol e Cariofileno 6xido. O
conteudo fendlico total e indice de refracdo foram encontrados, respectivamente,
para o 6leo de A. speciosae para o 6leo essencial de C. aurantium, sendo eles
238,01; 1,454 e 232,2; 1,470. ApGs as formulacdes de microemulsdo do 6leo de A.
speciosa, apenas uma das formulacdes foi utilizada por ser a Unica a apresentar
caracteristicas de microemulsdo apos os testes de estabilidade. Observou-se que o
Oleo de A. speciosapossui maior atividade anti-inflamatéria que o 6leo essencial de
C. aurantium, enquanto que a microemulsdo formulada apresentou maior atividade
anti-inflamatoéria que ambos os 6leos individuais testados. Por fim, conclui-se que a
microemulsdo apresentou-se eficaz no processo anti-inflamatério indicando que a
incorporacdo do 6leo essencial de C. aurantium a microemulsdo de A. speciosa
aumentou o seu potencial anti-inflamatorio, confirmando a possibilidade de seu uso
com acao anti-inflamatéria.

Palavras-chave:Microemulsao, Attalea speciosa, Citrus aurantium, Anti-inflamatdério,
Oleo essencial.




ABSTRACT

Attalea speciosa, popularly known as babagu, is a palm tree native to the northern
region and cerrado areas of Brazil. Its oil has anti-inflammatory and antimicrobial
properties. Thus, this study analyzed the anti-inflammatory activity of a
microemulsion of A. speciosa oil with incorporation of the essential oil of Citrus x
aurantium (sour orange). The plant material used in this research was collected in
the region of S&o Luis-MA. The essential oil was extracted by hydrodistillation. The
physicochemical parameters of refractive index were evaluated according to the
Brazilian Pharmacopoeia. The chemical constituents were identified by Gas
Chromatography coupled with Mass Spectrometry (GC/MS). The microemulsions
were formulated with A. speciosa oil, Citrus x aurantium and Tween 20. The total
phenolic content was determined by the Folin-Ciocalteu spectrophotometric method.
The anti-inflammatory activity was evaluated using the protein denaturation method
with calculation of the 50% Efficient Concentration (ECso). Through GC/MS it was
possible to identify in the essential oil of C. aurantium the major components (-)-
Terpinen-4-ol and Caryophyllene oxide. The total phenolic content and refractive
index were found, respectively, for the oil of A. speciosa and for the essential oil of C.
aurantium, being 238.01; 1.454 and 232.2; 1,470. After the A. speciosaoll
microemulsion formulations, only one of the formulations was used as it was the only
one to present microemulsion characteristics after the stability tests. It was observed
that the oil of A. speciosa has greater anti-inflammatory activity than the essential oil
of C. aurantium, while the formulated microemulsion showed greater anti-
inflammatory activity than both tested individual oils. Finally, it is concluded that the
microemulsion was effective in the anti-inflammatory process, indicating that the
incorporation of the essential oil of C. aurantium to the microemulsion of A. speciosa
increased its anti-inflammatory potential, confirming the possibility of its use with anti-
inflammatory action.

Keywords: Microemulsion, Attalea speciosa, Citrus aurantium, Anti-inflammatory,
Essential oil.
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1. INTRODUCAO

Em diversas partes do planeta o uso de plantas medicinais ainda € um
método alternativo de alivio e tratamento de doencas, por seu custo mais baixo e
facil acessibilidade da populacdo (BADKE etal., 2012).Nesse contexto mundial, o
Brasil € considerado o detentor da maior diversidade bioldgica do planeta, com um
namero superior a 350 mil de espécies catalogadas, representando apenas uma
fracdo da biodiversidade da flora brasileira (PERESetal.,2011).

Especificamente a flora tem vastas aplicabilidades em relagdo a saude,
principalmente como recurso terapéutico direto para as populacdes, ja que € muito
comum utiliza-las como insumos medicinais (BARATA, 2005). Dentro disto, a
espécieAttalea speciosa(babagu)vem ganhando destaque na pesquisa cientifica. O
babacufaz parte de uma plataforma de pesquisa de plantas medicinais da flora
brasileira, com o objetivo de contribuirpara o0 desenvolvimento da
producaodefitoterapicos(SILVA et al., 2016).

A espécie € um tipo de palmeira da familia botanica Arecacea, encontrada
atualmente em varios paises da América Latina. E bastante comum seu uso na
Amazbnia, na Mata Atlantica, no Cerrado e na Caatinga, onde pode ser visto,
despretensiosamente, em alguns estados do Brasil (CARRAZZA etal.,, 2012).
Existem alguns costumes exercidos pelos povos indigenas, no Brasil, em proveito do
babacu, como os Kayapds, que manipulamo 6leo de babagu com utilizacdo
predominanteno embelezamento e em diversos ritos (SILVA et al., 2016).

No ambito mundial, agregado ao valor dos produtos obtidos de origem
vegetal, os 6leos essenciais do género Citrustambém se destacam, estando entre 0s
mais utilizados. Esta condicdo se da principalmente por serem obtidos como
subprodutos da induastria de sucos, como o 6leo essencial de laranja (ARAUJO,
2019).Estes compostos sdo complexos naturais, volateis, caracterizados por um
odor caracteristico e constituido por metabdlitos secundarios de plantas aromaticas.
(BAKKALI et al., 2008).

Entretanto, algumas limitagbes relacionadas a estabilidade destas
substancias e suas misturas podem ser observadas na utilizacdo direta de uma
forma geral (rapida volatilizacdo, oxidacdo dos constituintes quimicos do 6leo, entre
outros). Estas limitacbes podem ser solucionadas com a utilizacdo de sistemas

carreadores, como as microemulsées (GONSALVES et al., 2009).




Os sistemas microemulsionados vém sendo amplamente pesquisados quanto
a sua capacidade em promover a permeacao de farmacos hidrofilicos e lipofilicos,
através da pele, quando comparados a outras formas farmacéuticas, como solugdes
aguosas, solucdes micelares, emulsdes e lipossomas (KREILGAARD, 2002; SILVA
et al., 2010; YUAN et al., 2010).

Estudos in vitro e in vivo, envolvendo esses sistemas, com farmacos
analgésicos e anti-inflamatorios, demonstraram que houve uma maior permeacao
desses farmacos em experimentos com pele de rato, sugerindo que as
microemulsdes sao eficientes promotoras de permeacédo (DJORDJEVIC et al., 2004,
LEE etal.,, 2005; YUAN et al.,, 2006; OKUR et al., 2011). Em principio, as
microemulsdes podem ser usadas para administrar medicamentos aos pacientes por
varias vias, mas a aplicacdo tépica de microemulsdes tem ganhado crescente
interesse (PELTOLA et al., 2003).

Desta forma, o presente estudo teve por objetivo avaliar o perfil quimico
epotencializacdodo efeito anti-inflamatério da microemulsdo do Oleo vegetal de
Attalea speciosa incorporando o 6leo essencial de CitrusxaurantiumL.




2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

e Avaliar o perfil quimico e capacidade anti-inflamatéria de uma
microemulsdo estavel de Atallea speciosa com a incorporacdo do Oleo

essencial de Citrusxaurantium.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Formular uma microemulsédo estavel de Atallea speciosa incorporada ao
Oleo essencial de Citrusxaurantium;

e Quantificar os componentes quimicos presentes no o6leo essencial de
Citrusxaurantium.

e Determinar o indice de refracdo do 6leo de Attalea speciosa e do 6leo
essencial de Citrusxaurantium;

e Verificar a atividade anti-inflamatoria da microemulséo formulada e do 6leo

de Atallea speciosa e do 6leo essencial de Citrusxaurantium;.




3. RESULTADOS E DISCUSSAO - CAPITULO 1 - Potencializacdo do efeito
anti-inflamatério de microemulsées do Oleo de Attalea Speciosa(babacu)
através da incorporacdo do Oleo essencial de Citrus x aurantiumL. (laranja-
azeda)

ARTIGO SUBMETIDO NA REVISTA CIENCIA E NATURA

Potencializacéo do efeito anti-inflamatorio de microemulsdes do 6leo de
Attaleaspeciosa(babacu) através da incorporacdo do 6leo essencial de Citrus x
aurantiumL. (laranja-azeda)

Resumo

Attalea speciosa popularmente conhecida como babacu, € uma palmeira nativa da regido norte
e das éareas de cerrado do Brasil. Seu dleo possui propriedades anti-inflamatorias e
antimicrobianas. Desta forma, este estudo analisou a atividade anti-inflamatdria de uma
microemulsdo do 6leo deA. speciosa com incorporacdo do Oleo essencial de Citrus x
aurantium (laranja-azeda). O material vegetal utilizado nesta pesquisa foi coletado na regido
de Sdo Luis-MA. O 6leo essencial foi extraido por hidrodestilacdo. Os parametros fisico-
quimicos de indice de refracdo foram avaliados de acordo com a Farmacopeia Brasileira. Os
constituintes quimicos foram identificados por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM). As microemulsbes foram formuladas com 6leo de A.
speciosa, Citrus x aurantium e Tween 20. O contetdo fenodlico total foi determinado pelo
método espectrofotométrico de FolinCiocalteu. A atividade anti-inflamatoria foi avaliada
através do método de desnaturacdo proteica com calculo da Concentracdo Eficiente
50%(CEsp). Através da CG/EM foi possivel identificar no 6leo essencial de C. aurantium 0s
componentes majoritarios (-)-Terpinen-4-ol e Cariofileno 6xido. O conteudo fendlico total e
indice de refracdo foram encontrados, respectivamente,para o 6leo de A. speciosae para o 6leo
essencial de C. aurantium, sendo eles 238,01; 1,454 e 232,2; 1,470. Ap6s as formulagdes de
microemulsdo do éleo de babacu, apenas uma das formulac@es foi utilizada por ser a Unica a
apresentar caracteristicas de microemulsdo apds os testes de estabilidade.Observou-se que 0
6leo de A. speciosapossui maior atividade anti-inflamatdria que o 0Oleo essencial de C.
aurantium, enquanto que a microemulsdo formulada apresentou maior atividade anti-
inflamatdria que ambos os 6leos individuais testados. Por fim, conclui-se que a microemulséo
apresentou-se eficaz no processo anti-inflamatério indicando que a incorporagdo do dleo
essencial de C. aurantiuma microemulsdo de A. speciosaaumentou o seu potencial anti-
inflamatorio, confirmando a possibilidade de seu uso com acédo anti-inflamatéria.
Palavras-chave: Microemulsdo,Attalea speciosa,Citrus aurantium,Anti-inflamatério, Oleo
essencial.

Abstract

Attalea speciosa, popularly known as babacu, is a palm tree native to the northern region and
cerrado areas of Brazil. Its oil has anti-inflammatory and antimicrobial properties. Thus, this
study analyzed the anti-inflammatory activity of a microemulsion of A. speciosa oil with
incorporation of the essential oil of Citrus x aurantium (sour orange). The plant material used
in this research was collected in the region of S&o Luis-MA. The essential oil was extracted
by hydrodistillation. The physicochemical parameters of refractive index were evaluated




according to the Brazilian Pharmacopoeia. The chemical constituents were identified by Gas
Chromatography coupled with Mass Spectrometry (GC/MS). The microemulsions were
formulated with A. speciosa oil, Citrus x aurantium and Tween 20. The total phenolic
content was determined by the Folin-Ciocalteu spectrophotometric method. The anti-
inflammatory activity was evaluated using the protein denaturation method with calculation of
the 50% Efficient Concentration (ECso). Through GC/MS it was possible to identify in the
essential oil of C. aurantium the major components (-)-Terpinen-4-ol and Caryophyllene
oxide. The total phenolic content and refractive index were found, respectively, for the oil of
A. speciosa and for the essential oil of C. aurantium, being 238.01; 1.454 and 232.2; 1,470.
After the A. speciosa oil microemulsion formulations, only one of the formulations was used
as it was the only one to present microemulsion characteristics after the stability tests. It was
observed that the oil of A. speciosa has greater anti-inflammatory activity than the essential
oil of C. aurantium, while the formulated microemulsion showed greater anti-inflammatory
activity than both tested individual oils. Finally, it is concluded that the microemulsion was
effective in the anti-inflammatory process, indicating that the incorporation of the essential oil
of C. aurantium to the microemulsion of A. speciosa increased its anti-inflammatory
potential, confirming the possibility of its use with anti-inflammatory action.

Keywords: Microemulsion, Attalea speciosa, Citrus aurantium, Anti-inflammatory, Essential
oil.

Introducéo

Em diversas partes do planeta o uso de plantas medicinais ainda é um método
alternativo de alivio e tratamento de doencas, por seu custo mais baixo e facil acessibilidade
da populacdo (BADKE et al., 2012). Nesse contexto mundial, o Brasil é considerado o
detentor da maior diversidade bioldgica do planeta, com um numero superior a 350 mil de
espécies catalogadas, representando apenas uma fracdo da biodiversidade da flora brasileira
(PERES et al., 2011).

Especificamente a flora tem vastas aplicabilidades em relacdo a satde, principalmente
como recurso terapéutico direto para as populacdes, ja que é muito comum utiliza-las como
insumos medicinais (BARATA, 2005). Dentro disto, a espécie Attalea speciosa (babacu) vem
ganhando destaque na pesquisa cientifica. O babacu faz parte de uma plataforma de pesquisa
de plantas medicinais da flora brasileira, com o objetivo de contribuir para o desenvolvimento
da producéo de fitoterdpicos (SILVA et al., 2016).

A espécie é um tipo de palmeira da familia botanica Arecacea, encontrada atualmente
em varios paises da América Latina. E bastante comum seu uso na Amazdnia, na Mata
Atlantica, no Cerrado e na Caatinga, onde pode ser visto, despretensiosamente, em alguns
estados do Brasil (CARRAZZA et al., 2012). Existem alguns costumes exercidos pelos povos
indigenas, no Brasil, em proveito do babagu, como os Kayapds, que manipulam o dleo de
babacu com utilizagdo predominante no embelezamento e em diversos ritos (SILVA et al.,
2016).




No ambito mundial, agregado ao valor dos produtos obtidos de origem vegetal, 0s
Oleos essenciais do género Citrus também se destacam, estando entre os mais utilizados. Esta
condicdo se da principalmente por serem obtidos como subprodutos da industria de sucos,
como o 6leo essencial de laranja (ARAUJO, 2019).Estes compostos sdo complexos naturais,
volateis, caracterizados por um odor caracteristico e constituido por metabolitos secundarios
de plantas aromaticas. (BAKKALI et al., 2008).

Entretanto, algumas limitacdes relacionadas a estabilidade destas substancias e suas
misturas podem ser observadas na utilizacdo direta de uma forma geral (rapida volatilizacéo,
oxidacdo dos constituintes quimicos do OGleo, entre outros). Estas limitacbes podem ser
solucionadas com a utilizacdo de sistemas carreadores, como as microemulsdes
(GONSALVES et al., 2009).

Os sistemas microemulsionados vém sendo amplamente pesquisados gquanto a sua
capacidade em promover a permeacdo de farmacos hidrofilicos e lipofilicos, através da pele,
quando comparados a outras formas farmacéuticas, como solugbes aquosas, solucdes
micelares, emuls@es e lipossomas (KREILGAARD, 2002; SILVA et al., 2010; YUAN et al.,
2010).

Estudos in vitro e in vivo, envolvendo esses sistemas, com farmacos analgésicos e
anti-inflamatorios, demonstraram que houve uma maior permeacdo desses farmacos em
experimentos com pele de rato, sugerindo que as microemulsdes séo eficientes promotoras de
permeacdo (DJORDJEVIC et al., 2004; LEE et al., 2005; YUAN et al., 2006; OKUR et al.,
2011). Em principio, as microemulsfes podem ser usadas para administrar medicamentos aos
pacientes por vérias vias, mas a aplicacdo topica de microemulsfes tem ganhado crescente
interesse (PELTOLA et al., 2003).

Desta forma, o presente estudo teve por objetivo avaliar o perfil quimico e
potencializacdodo efeito anti-inflamatério da microemulsdo do 6leo vegetal de Attalea

speciosa incorporando o 6leo essencial de CitrusxaurantiumL.

Metodologia
Material vegetal

As amostras de casca de Citrusxaurantium L. (laranja) foram coletados no municipio
de Sdo Luis - MA (-2.49853, -44.27096). Os materiais vegetais foram transportados ao
Laboratério de Pesquisa e Aplicacdo de Oleos Essenciais (LOEPAV / UFMA) da

Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), onde foram secos em estufa de ar convectivo




(FANEM 520). Posteriormente, sendo triturados e sua massa medida para calculos de

rendimento subsequentes.

Obtencao do dleo essencial

Para extracdo do Oleo essencial, foi aplicada a técnica de hidrodestilagio com um
extrator de Clevenger de vidro acoplado a um baldo de fundo redondo acondicionado em
manta elétrica como fonte geradora de calor. Foram utilizadas as cascas do vegetal trituradas,
adicionando-se agua destilada ao material vegetal contido no bal&o.

A hidrodestilacdo foi conduzida a 100°C por 3h e logo apds recolheu-se o 6leo
essencial extraido. O 6leo essencial foi seco por percolacdo com sulfato de sodio anidro
(Na2S0s). As amostras foram armazenadas em vials de vidro &mbar sob refrigeracéo de 4°C.

Posteriormente submetidos as analises.

Obtencédo do 6leo vegetal deAttalea speciosa(babacu)
O dleo deAttalea speciosa foi obtido do lote produzido pela Associacdo dos Produtores de
Doces e Azeite: Sabor de Todo Dia: Povoado de Todo Dia, Vitéria do Mearim/ MA.

Constituintes quimicos

Os constituintes dos 6leos essenciais foram identificados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Para a identificacdo dos compostos na
amostra utilizou-se o programa AMDIS (Automated Mass spectralDeconvolution Mass

&Identification System).

Determinacao espectrofotométrica do Conteudo Fendlico Total (CFT)

A determinacdo dos compostos fenolicos totais do Oleo essencial foi realizada com
adaptacdo do método de Folin-Ciocalteu (WATERHOUSE, 2002). Utilizou-se 5 mg do dleo
essencial diluido em 1 mL de etanol. A esta solucdo foi adicionado 7 mL de &gua destilada,
800 uL do reagente Folin-Ciocalteu e 2,0 mL de carbonato de sddio a 20%. Apds duas horas
foi realizada a leitura em espectrofotdometro UV-VIS em comprimento de 760 nm. A curva

padréo foi expressa em mg L *de 4cido tanico.

Formulacéo das microemulsées




Para formulagdo das microemulsdes utilizou-se a metodologia adaptada de Carnicel

(2014). Inicialmente, sistemas diferentes foram desenvolvidos, utilizando agua destilada,

Tween 20 (EHL=16,7) e o 6leo vegetal de babagu.Utilizou-se nas formulag6es estaveis 2% do

o0leo essencial. Em cada sistema foram preparadas 36 formulacdes variando as concentracfes

entre 10 e 80% de fase oleosa, aquosa e tensoativo.

Cada formulacdo foi preparada individualmente, aferindo o volume em militros de

cada componente, realizando em seguida a homogeneizacéo utilizando um agitador magnético

elétrico em velocidade intermediaria por aproximadamente 10 minutos. O quadro contendo as

proporcdes de componentes utilizadas nas 36 formulacGes esté representado na Tabela 1.

Tabela 1 -Tabela de propor¢des dos componentes das formulagdes

Ponto Oleo Tween 20 Agua Oleo Tween 20 Agua
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 10 80 10 19 30 30 40
2 20 70 10 20 20 30 50
3 10 70 20 21 10 30 60
4 30 60 10 22 70 20 10
5 20 60 20 23 60 20 20
6 10 60 30 24 50 20 30
7 40 50 10 25 40 20 40
8 30 50 20 26 30 20 50
9 20 50 30 27 20 20 60
10 10 50 40 28 10 20 70
11 50 40 10 29 80 10 10
12 40 40 20 30 70 10 20
13 30 40 30 31 60 10 30
14 20 40 40 32 50 10 40
15 10 40 50 33 40 10 50
16 60 30 10 34 30 10 60
17 50 30 20 35 20 10 70
18 40 30 30 36 10 10 80

As formulacdes realizadas a partir da Tabela 1 foram mantidas em repouso, a

temperatura ambiente por 24 horas. Apos esse periodo, foi realizada a classificacdo visual dos
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pontos, conforme seu aspecto fisico, em emulsdo liquida (EL), emulsdo gel (EG),
microemulsdo liquida (MEL), microemulsdo gel (MEG), transi¢do ou separacao de fases (SF).
Sendo classificadas como EL as formula¢Ges homogéneas de cor branca e consisténcia fluida,
EG as que se apresentaram misturas homogéneas de cor branca e consisténcia gel, MEL as
misturas homogéneas translucidas e fluidas, MEG as formulagdes de consisténcia gel de
aspecto transllcido. Classificou-se como transicdo 0s pontos que se apresentaram com
aspecto turvo e SF aqueles que ndo se misturaram de forma homogénea.Para este estudo s
foram utilizadas as formulacdes classificadas como MEL e MEG.

Através dos dados obtidos realizou-se a construcdo do diagrama pseudo-ternério,
conforme o exemplo da Figura 1.Foram selecionadas para continuidade do trabalho as

microemulsoes estaveis.

Figura 1 -Diagrama pseudo-ternario para classificacdo das formulacdes nas propor¢oes

estabelecidas

Estudo de estabilidade das microemulsdes
As formulagcbes foram submetidas a 3600 rpm por 30 minutos e classificadas
novamente como microemulsdo (ME)ou separacdo de fases (SF), sendo SF excluida dos

experimentos seguintes.
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As microemulsGes que permaneceram estaveis apos centrifugacdo, foram submetidas a
exposicdo alternada em geladeira a 5° C + 1° C e estufa a 40°C, a cada 24 horas por 14 dias.
Apbs o periodo estabelecido, as amostras que separaram as fases foram excluidas do estudo e
as que se mantiveram estaveis foram submetidas aos testes seguintes.

Todas as formulacGes estaveis foram repetidas com adicdo do 6leo essencial sendo utilizado
na concentragdo de 2% (m/m), sendo a quantidade necessaria solubilizada em etanol absoluto
e homogeneizada utilizando um agitador magnético elétrico em velocidade intermediaria por

aproximadamente 10 minutos.

Determinagdes do indice de refracdo

Foi determinado o indice de refracdo do Oleo de Attalea Speciosa (babacu) e 6leo
essencial de Citrus x aurantium L. (laranja-azeda) com o auxilio do aparelho Refratbmetro
Abbé, calibrado inicialmente conforme o indice de refracdo da &gua destilada, a 25°C,
informado pelo fabricante, de 1,332.

Atividade Anti-inflamatoria in vitro por Desnaturacdo Proteica

Neste ensaio foram avaliadas todas as formulacBes estaveis com e sem a adicdo do
6leo essencial.A atividade anti-inflamatoria foi avaliada pelo método de desnaturacdo proteica
(PADMANABHAN&JANGLE, 2012). A mistura reacional (4 mL) consistiu em 2 mL de
diferentes concentracdes do 6leo essencial (100-500 mg L) e 2 mL de uma solug&o a 10% de
albumina diluida em PBS e incubado a (37+1) °C por 15 minutos.

A desnaturacéo foi induzida mantendo a mistura de reacdo a 60°C em um banho-maria
de &gua por 10 minutos. Apds o resfriamento, a absorbancia foi medida em 660 nm. A
inibicdo da desnaturacdo proteica foi expressa em percentual e a Concentracao Eficiente 50%

(CEso/1Cs0) capaz de inibir 50% da desnaturacéo foi expressa em mg L.
Resultados e Discussao
Estabilidade das Microemulsdes

A Figura 2 apresenta através da representacdo grafica do diagrama Pseudo-Ternario,

as classificagdes das formulacdes realizadas em diferentes proporgdes.
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<> SF: Separacao de Fases
<> MEL: Microemulsao Liquida
<> C: Cremeacao

‘ EL: Emulsao liquida

&0 \‘

Figura 2 - Diagrama pseudo-ternario para classificacdo das formulactes

Ap0s o periodo de 14 dias, foi possivel identificar a formacdo de apenas 2 emulsdes
estaveis entre as demais, dentre elas apenas uma microemulsdo liquida foi estavel contendo

10% do 6leo, 80% de tensoativo e 10% de agua foi utilizada nesse estudo.

Fenolicos totais
A Tabela 2 apresenta o Contetido fendlico total (mg EAT g?) para o 6leo deAttalea

Speciosa e 6leo essencial de Citrus x aurantium L.

Tabela 2 — Contetdo fendlico total (mg EAT g™) para o Attalea Speciosa (babagu) e 6leo
essencial de Citrus x aurantium L. (laranja-azeda)

_ Conteudo fendlico total
Espécie Eq. Reta R?
(mg EAT g*)

Citrusxaurantium 232,2
y=0,0586x+0,06 0,9998
Attalea Speciosa 238,01

Conforme a Tabela 2, o 0leo vegetal de Attalea Speciosa (babagu), apresentou maior
quantidade de compostos fenolicos que o 6leo essencial de Citrusxaurantium. Porém, ambos

apresentaram semelhanca no quantitativo de fenolicos totais.
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A presenca de fenolicos totais no 6leo de Attaleaspeciosa também é apontada por
Amorim&Francielly, (2020) ao identificarem uma grande quantidade de fendlicos totais no
6leo do babagu, sendo seu intervalo variando de 191,8 mgEAG100g™.

Resultados observados também sdo comprovados por Oliveira (2018) que avaliou o
teor de compostos fendlicos totais no mesocarpo do babacu (Orbignyaphalerata, Mart)
encontrando valores que variaram de 185,53 a 1257,25 mgGAE/100 mg de extrato,
demostrando um alto valor de compostos. Vieira et al. (2011), identificaram o contedo
fendlico total de 98,3mgEAG100g™ no mesocarpo do babagu. Em comparagdo a esses
autores, o valor encontrado no presente estudo para o 6leo de babagu apresentou conteido
fenolico superior, 232,2 mgEAT g,

Para o Oleo essencial de Citrus x aurantium, o contetdo fendlico encontrado
aproximou-se do observado no estudo de Zulkifli etal. (2012) ao quantificarem 277 mgeEAG
gl. Enquanto que os resultados encontrados por Stork et al., (2013), apresentaram contedido
fenolico total de 631,25 mgEAG g Por outro lado,Ussevane(2014) encontraram um
contetido fendlico nas casas de Citrus sinensis de apenas 31,76 mgEAT g.

As diferencas nas quantidades dos compostos fendlicos quando comparado a
literatura, devem-se provavelmente a diferentes extragdesutilizadas bem como aos padrdes
usados para a determinacao do teor total dos compostos fendlicos (USSEVANE, 2014), ou as
condicBes agricolas em que as plantas foram submetidas, assim como condicbes de
armazenamento e de processamento das mesmas (SILVEIRA, 2013).

Esses compostos fenolicos sdo definidos como substancias que possuem um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais
(MALACRIDA; MOTTA, 2005). Sua quantificacdo importante neste estudo deve-se ao fato
de que sdo encontrados largamente em frutos e vegetais, como em cascas e sementes de frutos
citricos, alem de serem responsaveis por diversos potenciais bioldégicos como o antioxidante e
anti-inflamatorio (FALLER; FIALHO, 2009).

Constituintes quimicos do 6leo essencial de Citrusxaurantium L.

Através da Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM) o
composto majoritario do 0leo essencial das cascas de Citrusxaurantium L. foi o (-)-Terpinen-
4-ol (32,56%), seguido do Cariofileno o0xido (23,52%).

Assuncéo (2013) identificou no total, 15 diferentes constituintes com concentragdes de
0,06 a 89,55%, correspondendo a 100% da composic¢do do 6leo. Os principais constituintes

presentes no 6leo essencial das cascas de Citrus sinensisL. Osbeckforam o monoterpeno: d-
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Limoneno (89,55%) como constituinte majoritario, seguido do monoterpeno oxigenado com
Linalol (3,85%) e o monoterpeno beta-mirceno (1,90%).

Ledo (2015) identificou um total de 10 compostos a partir dos 6leos essenciais das
cascas secas e frescas de Citrus sinensis, dentre eles alfa-terpineol (14,45%), beta-citral
(13,35%), linalol (12,12%), octanal (8,01%) e alfa-terpineno (6,07%), como constituintes
majoritarios. Almeida et.al. (2012), em seus estudos com Gleos essenciais das espécies
Citrussinensis, encontrou como constituintes majoritarios para o 6leo de um hibrido de Citrus
aurantiumo gama-terpineno (23,1%) e timol (15,0), para o 6éleo de Citrusxaurantium foi
encontrado majoritariamente linalol (44%) e acetato de linalila (28,1).

A constituicdo quimica do dleo essencial é bastante variada, podendo formar-se de
derivados terpenoides ou de fenilpropanodides. No qual, os terpenoides representam

aproximadamente 90% da composi¢éo quimica do 6leo essencial (BAKKALI et al., 2008)

Determinacéo do indice de refracéo
A Tabela 3 apresenta o indice de refracdo encontrado para o Oleo vegetal de

Attaleaspeciosa (babacu) e 6leo essencial de Citrus x aurantium L. (laranja-azeda).

Tabela 3 — indice de refracdo para o Attalea speciosa (babacu) e 6leo essencial de Citrus x

aurantium L. (laranja-azeda)

Indice de refracéo (nD 25°)

Oleo essencial:
) . 1,470
Citrusxaurantium

Oleo vegetal:
) 1,454
Attalea Speciosa

Segundo a literatura, o indice de refracdo do Oleo de Attalea
Speciosa-babacu- varia entre 1,448 a 1,455 (ROSSEL,1993).No estudo realizado por
Machadoet al. (2006) nas temperaturas de 28°C e 34°C os indices de refracdo para o 6leo de
babacu foram de 1,448 e 1,450, respectivamente. Enquanto que o valor encontrado nos
estudos de Araujoetal. (2016) foi de 1,467 na temperatura de 27 °C. De acordo com a Anvisa
(2016), os oleos vegetais que apresentam indices de refracdo na faixa de 1,466 — 1,477 estéo

apropriados para consumo(Araujo et al., 2016).
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Analisando o trabalho realizado por Santos (2016) para o 6éleo de babagu a 40 °C foi
encontrado o indice de refracdo 1,454. Mesmo indice encontrado nesse estudo. O que
demonstra que o Oleo babacu utilizado na formulacdo da microemulsdo estd dentro das
normas nacionais da “Associa¢do Brasileira de Normas Técnicas — ABNT” e Internacionais
do “American OilChemists Society — AOCS” para 6leos vegetais, publicadas pela [IUPAC
segundo AOCS (2009); Lima et al. (2010); Santos (2010), citados por Santos (2016).

Os parametros fisico-quimicos dos 6leos essenciais sdo importantes ndo apenas para a
determinagdo da qualidade, como também para o controle da sua pureza. (ASSUNCAO,
2013)

Em anélise do 6leo essencial de Citrus sinensis - laranja doce, LEAO (2015)
encontrou os valores de indice de refracdo a 20 °C de 1,471 e 1,476 para as cascas secas e
frescas do fruto, respectivamente. Assuncdo (2013) em seu estudo para o 6leo essencial de
Citrusxaurantiuma 25°C apresentou indice de refragdo 1,476. Em comparagdo com outro
fruto da espécie Citrus, o Citrus limonLineo, o estudo de pardmetros fisico-quimicos de dleos
essenciais feito por Fernandes (2011)obteve indice de refracdo 1,475.

De acordo com as normas para 6leos essenciais adotados pela Farmacopeia Europeia e
ISO, os valores do indice de refracdo para o 6leo essencial de Citrus, devem estar entre 1,470
e 1,476 (REVISTA DE FITOTERAPIA,2011). Desta forma o 6leo essencial desse estudo
encontra-se de acordo com as normas estabelecidas.

A determinacdo desse indice tem grande utilidade no controle dos processos de
hidrogenacdo, ndo so6 para os 0leos, mas, também para as gorduras, cuja temperatura indicada
é de 40° C (MORETTO&FETT, 1998). O indice de refragdo é caracteristico para cada tipo de
6leo, dentro de certos limites. Esté relacionado com o grau de saturacdo das ligacGes, mas é
afetado por outros fatores, tais como: teor de acidos graxos livres, oxidacdo e tratamento
térmico. Quando a luz muda de meio de propagacdo, sofre geralmente uma mudanca na
direcdo dessa propagacdo, denominando-se esse fendbmeno de refracdo. Os 6leos e as gorduras
possuem diferentes poderes de refringéncia de acordo com sua natureza. Podem desviar com
maior ou menor intensidade os raios luminosos. Dessa forma, o indice de refracdo é utilizado
para determinar o grau de pureza de substancias, sendo um método simples e rapido
(KOBORI&JORGE, 2005).

Atividade anti-inflamatdria
A Tabela 3, apresenta os resultados das Concentracdes Eficientes Inibitorias (CExso)

resultantes dos processos de desnaturacdo proteica, avaliando assim as atividades anti-
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inflamatoria do 6leo vegetal de Attalea Speciosa (babagu), do 6leo essencial de Citrus x

aurantium L. (laranja-azeda) e da microemulsdo formulada.

Tabela 4 — Atividade anti-inflamatoria para o Attalea Speciosa (babacu), 6leo essencial de
Citrus x aurantium L. (laranja-azeda) e microemulséo formulada

CE=o

) Eqg. reta R?
(Hg mL™)
Oleo essencial:
_ ) 82,42 y=40,442x — 27,488 0,9934
Citrusxaurantium
Oleo vegetal:
_ 31,59 y=34,164x — 1,2286 0,9944
Attalea Speciosa
Microemulséo:
Attalea Speciosa + Citrus x 2,26 y=17,003x — 43,982 0,9900

aurantium

Ao observarmos a Tabela 4, pode-se perceber que o 0leo vegetal de Attaleaspeciosa
(babagu), apresenta a CEso menor que a do 0Oleo essencial de Citrus x aurantium L, dessa
forma o dleo de babacu apresenta maior atividade anti-inflamatoria. Enquanto que a
microemulsdo formulada apresentou a menor concentracdo inibitéria dentre os demais,
demonstrando que a incorporagdo do 6leo essencial de Citrus x aurantium L potencializou o
efeito anti-inflamatorio, tornando a atividade anti-inflamatéria da microemulsdo melhor que a
do 6leo babacu.

A atividade inflamatéria observada na Tabela 4, é descrita por Santos(2019),
realizando um estudo in vivocom edemas induzidos de orelha avaliando a atividade anti-
inflamatdria dos 6leos de babacu e licuri. No edema induzido por &cido araquidénico foi
possivel observar que a dose de 10 pL do 6leo de Attalea speciosa, Syagruscoronata e o acido
laurico apresentaram atividade anti-inflamatdria, uma vez, que houve reducdo na formacéao do
edema quando comparado com o controle negativo. A avaliacdo pré-clinica dos efeitos
terapéuticos do babagu demonstra que este produto possui propriedades antitumorais, anti-
inflamatdrias e propriedades antimicrobianas (BARROQUEIRO et al., 2011).

Diferentes anti-inflamatorios podem ser utilizados no tratamento de doencas
inflamatdrias, na qual age inibindo a expressdo da enzima fosfolipase A2 com liberacdo do
AA, bem como os anti-inflamatérios que bloqueiam apenas a acdo das COX, como a
indometacina (SILVA, 2006; SARAIVA et al.,, 2011).Assim, pode se observar que
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possivelmente a acdo anti-inflamatoria atribuida ao 6leo de babacu, licuri e ao acido laurico
esteja relacionada com o bloqueio das enzimas COX (SANTOS, 2019).

O estudo realizado por Reisetal. (2017) através de edemas em orelhas de
camundongos induzidos por PMA, avaliaram a atividade anti-inflamatoria do 6leo de Attalea
speciosa observou-se que o 6leo de babagu administrado de maneira topica, (3 e 10 L / orelha)
foi capaz de inibir o PMA-edema de ouvido induzido em 19,1 (<0,05) e 54,1%
(<0,001),respectivamente. O Acido laurico (4mg / orelha), o principal acido graxo deéleo de
babacu, apresentou 90,3% de inibi¢do (<0,001). Quando administrado por via oral, o 6leo de
babacu (100, 300 e 1000 mg / kg) mostrou 23,5 (<0,05), 39,7 e 51,9% de inibi¢do do edema
(<0,001), evidenciando a atividade anti-inflamatéria desse 6leo.

Santos et al.(2020) realizaram estudos in vitro e in vivo, utilizando o éleo de babacu
em cicatrizacdo de feridas, e concluiram que o 6leo estimula os fibroblastos a migracao e
modula a resposta inflamatéria induzida por LPS em macréfagos peritoneais de
camundongos. In vivo, o 6leo de babacu foi capaz de acelerar o processo de cicatrizagdo em
um modelo de ferida com tala de espessura total devido a um aumento no nimero de
fibroblastos, vasos sanguineos e depoésito de coldgeno posicionados nas feridas. O 6leo de
babacu também aumentou o recrutamento de células inflamatdrias para o local da ferida e
mostrou um efeito anti-inflamatdrio em um edema de ouvido crénico.

N&o foram encontrados estudos do 6leo de babacu que avaliassem a atividade anti-
inflamatdria por desnaturacdo proteica.

Por outro lado, o 6leo essencial de Citrus x aurantiumtambém exerce acdo anti-
inflamatéria (SARROU et al., 2013). Flavonoides citricos contém compostos com atividade
anti-inflamatoria, devido a presenca das enzimas reguladoras (proteina quinase C,
fosfodiesterase, fosfolipase, lipoxiganase e ciclooxigenase) que controlam a formacdo dos
mediadores biologicos, responsavel pela ativacdo de células endoteliais e células
especializadas envolvidas na inflamagéo (TRIPOLI et al., 2007).

Wei(2010) em seu estudo sobre a atividade inibitoria e antioxidantes de o0leos
essenciais encontrou linalol e acetato de linalila como principais constituintes do Gleo
essencial de Citrus x aurantium, estes possuem ativos anti-inflamatorios, neste mesmo estudo
0 Oleo de Citrus x aurantiumapresentou ligeira atividade inibitéria da lipoxigenase a 5 ug /
mL. Por causa de seu envolvimento em lipidios oxidacao e inflamacao, as lipoxigenases tém
sido implicadas o desenvolvimento de doengas vasculares inflamatorias, como a aterosclerose
e a diabete (MIGUEL, 2010)
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O estudo realizado por Yangetal. (2010) com o 6leo essencial de Citrus sunki em
patdgenos da pele, avaliou-se a atividade anti-inflamatéria destedleo cujo limoneno
predominou em sua composicdo, e identificou-se a inibicdo de oOxido nitrico induzido por
mediadores inflamatorios estimulando a producdo de células RAW 264,7 de maneira dose-
dependente, indicando que elas tinham caréter anti-inflamatorio.

Neste estudo foi possivel identificar a atividade anti-inflamatoria do dleo essencial de
Citrus x aurantium. Em comparacdo com os estudos realizados por Janakiraman(2014) que
utilizou 0 mesmo método de desnaturacdo proteica para medir a atividade anti-inflamatoria da
folha de Coleusamboinicus Lour (horteld-grossa), concluiu-se que o 6leo essencial de Citrus
x aurantium (laranja-azeda) utilizado neste trabalho apresentou a CEsede 82,42 pug mL™*
menor que a do Coleusamboinicus Lourde 98,28 pg mL™. Desta forma o 6leo essencial de
Citrus x aurantiumapresenta maior atividade anti-inflamatdria que a hortela-grossa.

A inflamacédo € uma resposta complexa do organismo, sempre com intuito de eliminar
o0 causador de lesdes tecidual ou areas de necrose. Assim, a inflamacdo tem funcéo protetora
contra acdo de agentes lesivos (ex. micro-organismos, toxinas, radiacdes), a fim de elimina-
los. Desta forma, sem essa resposta, as infec¢cBes poderiam prosseguir e a cicatrizacdo nao
existiria (PATIL&PATIL, 2017; CHEN et al., 2018)

Farmacos com propriedades anti-inflamatorias sdo utilizados para o tratamento e cura
de doengas inflamatdrias agudas e cronicas (HILARIO et al., 2006). Outra classe de farmacos
de interesse para a industria farmacéutica com propriedades anti-inflamatorias sdo 0s
fitoterapicos (GHASEMIAN et al., 2016). Diferentes plantas medicinais tem sido fonte
promissora de moléculas bioativas com propriedades farmacol6gicas para producdo de novos
farmacos (VEIGA JUNIOR et al., 2005), enfatizando a inovacéo deste estudo ao trazer uma

nova formulacdo com amplo potencial de aplicacéo.

Concluséo

Através dos resultados obtidos ao longo do estudo, foi possivel concluir que o 6leo
essencial de Citrusxaurantium obtido, encontra-se dentro do padréo legislativo tendo em vista
0s parametros fisico-quimicos e sua composi¢do majoritaria. Observou-se a formagdo de uma
microemulsdo estavel, esta contendo 10% do 6leo, 80% de tensoativo e 10% de agua. O
conteudo fenolico total e o indice de refracdo de ambos os Oleos, apresentaram valores
satisfatorios e de acordo com a literatura e com outros estudos. Apos a incorporagdo do 6leo
essencial na microemulsao formulada, foi possivel observar o aumento do seu potencial anti-

inflamatdrio. Desta forma pode-se concluir que o 6leo essencial de Citrusxaurantiumaumenta
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a capacidade de combater inflamacGes de uma microemulsdo contendo 6leo de Attalea
Speciosa.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Através dos resultados obtidos ao longo do estudo, foi possivel concluir que o 6leo
essencial de Citrus aurantium obtido, encontra-se dentro do padréo legislativo tendo em vista
0s parametros fisico-quimicos e sua composi¢do majoritaria. Observou-se a formagdo de uma
microemulsdo estavel, esta contendo 10% do 6leo, 80% de tensoativo e 10% de agua. O
conteddo fenolico total e o indice de refracdo de ambos os Oleos, apresentaram valores
satisfatorios e de acordo com a literatura e com outros estudos. Apos a incorporagdo do 6leo
essencial na microemulsdo formulada, foi possivel observar o aumento do seu potencial anti-
inflamatdrio. Desta forma pode-se concluir que o dleo essencial de Citrus aurantiumaumenta
a capacidade de combater inflamacbes de uma microemulsdo contendo 6leo de Attalea

speciosa.
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- IF THE REFERENCES FORMAT ARE CORRECT(ABNT)

- IF THE RESOLUTION YOUR FIGURES (600 DPI) ARE SUITABLE

- IF THE STATEMENT BY THE ETHICS COMMITTEE (IF IT INVOLVES HUMANS)
WAS ADDED,;

- IF THE DECLARATION OF ORIGINALITY WAS ADDED.
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- IF THE TEXT IS ORIGINAL. IF THE IDEA HAS ALREADY BEEN REGISTERED IN
SUMMARY FORM, OR PUBLISHED IN CONGRESS ANNUALS, PLEASE INFORM
THE EDITOR.

11.COPYRIGHT NOTICE

To access the DECLARATION AND TRANSFER OF COPYRIGHT AUTHOR’S
DECLARATION AND COPYRIGHT LICENSE click here.
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Ethical Guidelines for Journal Publication

The Ciéncia e Natura journal is committed to ensuring ethics in publication and
quality of articles.

Conformance to standards of ethical behavior is therefore expected of all parties
involved: Authors, Editors, Reviewers, and the Publisher.

In particular,

Authors: Authors should present an objective discussion of the significance of
research work as well as sufficient detail and references to permit others to replicate
the experiments. Fraudulent or knowingly inaccurate statements constitute unethical
behavior and are unacceptable. Review Articles should also be objective,
comprehensive, and accurate accounts of the state of the art. The Authors should
ensure that their work is entirely original works, and if the work and/or words of others
have been used, this has been appropriately acknowledged. Plagiarism in all its
forms constitutes unethical publishing behavior and is unacceptable. Submitting the
same manuscript to more than one journal concurrently constitutes unethical
publishing behavior and is unacceptable. Authors should not submit articles
describing essentially the same research to more than one journal. The
corresponding Author should ensure that there is a full consensus of all Co-authors in
approving the final version of the paper and its submission for publication.

Editors: Editors should evaluate manuscripts exclusively on the basis of their
academic merit. An Editor must not use unpublished information in the editor's own
research without the express written consent of the Author. Editors should take
reasonable responsive measures when ethical complaints have been presented
concerning a submitted manuscript or published paper.

Reviewers: Any manuscripts received for review must be treated as confidential
documents. Privileged information or ideas obtained through peer review must be
kept confidential and not used for personal advantage. Reviewers should be
conducted objectively, and observations should be formulated clearly with supporting
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arguments, so that Authors can use them for improving the paper. Any selected
Reviewer who feels unqualified to review the research reported in a manuscript or
knows that its prompt review will be impossible should notify the Editor and excuse
himself from the review process. Reviewers should not consider manuscripts in which
they have conflicts of interest resulting from competitive, collaborative, or other
relationships or connections with any of the authors, companies, or institutions
connected to the papers.

12.PRIVACY STATEMENT

The Names and Addresses informed to this journal will be used exclusively for
publication services and they will not be available for different finalities or to others.
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conducted objectively, and observations should be formulated clearly with supporting
arguments, so that Authors can use them for improving the paper. Any selected
Reviewer who feels unqualified to review the research reported in a manuscript or
knows that its prompt review will be impossible should notify the Editor and excuse
himself from the review process. Reviewers should not consider manuscripts in which
they have conflicts of interest resulting from competitive, collaborative, or other
relationships or connections with any of the authors, companies, or institutions
connected to the papers.




