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RESUMO

Este estudo teve por objetivo a determinacdo dos fendlicos totais, avaliacdo das
atividades antioxidante e a anti-inflamatéria das nanoemulsbées (O/A) e dos 6leos
essenciais (OEs) de Salvia rosmarinus (alecrim). O material vegetal foi obtido no
municipio de S&o Luis (MA). O OE foi obtido através da técnica de hidrodestilagéo em
um sistema extrator de Clevenger modificado e as nanoemulsfes pelo processo de
inversdo de fases. Os constituintes quimicos do OE foram determinados por
Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometria de Massas (CG-EM). A
determinacao de fendlicos totais (CFT) foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu.
A atividade anti-inflamatéria foi realizada pelo método de desnaturacao proteica e a
atividade antioxidante pelo método espectrofotométrico de eliminagdo de radicais
hidroxilas. A CG/EM possibilitou a quantificacdo de 1,8-cineol (30,22%), a-pineno
(22,14%), canfora (18,33%) e canfeno (10,36%) como componentes majoritarios do
OE. O CFT do OE foi quantificado em 26,74 mg EAT g e o indice de refragdo em
1,466 nD 25°. No ensaio de atividade antioxidante foi obtida CEso de 80,33 mgL™ para
o OE e 19,56 a 408,85 mg L para as nanoemulsées. No ensaio de atividade anti-
inflamatoria foi obtida CEso de 62,46 mgL™ para o OE e 64,96 a 4220,25 mg L. Por
fim, as atividades farmacoldgicas testadas apresentaram valores eficientes para CEso
sendo assim considerados ativos. Essa atividade € atribuida aos seus compostos
quimicos presentes, incentivando assim estudos com esta espécie visando seu
potencial de aplicagdo em um bioproduto formulado como apresentado neste estudo.

Palavras-chave: Salvia rosmarinus; Nanoemulsdes; Oleo essencial.




ABSTRACT

This study aimed to determine the total phenolics, evaluate the antioxidant and anti-
inflammatory activities and the toxicity of nanoemulsions (O/W) and essential oils
(EOs) from Salvia rosmarinus (rosemary). The plant material was obtained in the
municipality of S&o Luis (MA). The EO was obtained through the hydrodistillation
technique in a modified Clevenger extractor system and the nanoemulsions through
the phase inversion process. The chemical constituents of EO were determined by
Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS). The determination of
total phenolics (CFT) was performed by the Folin-Ciocalteu method. The anti-
inflammatory activity was performed by the protein denaturation method and the
antioxidant activity by the spectrophotometric hydroxyl radical scavenging method.
GC/MS enabled the quantification of 1,8-cineole (30.22%), a-pinene (22.14%),
camphor (18.33%) and camphene (10.36%) as major components of EO. The EO CFT
was quantified at 26.74 mg EAT g *and the refractive index at 1.466 nD 25°. In the
antioxidant activity assay, an ECso of 80.33 mgL ! was obtained for the EO and 19.56
to 408.85 mg L * for the nanoemulsions. In the anti-inflammatory activity assay, an EC
50 of 62.46 mgL ! was obtained for the EO and 64.96 to 4220.25 mg L 1. Finally, the
pharmacological activities tested showed efficient values for EC 5o, thus being
considered active. This activity is attributed to its chemical compounds present, thus
encouraging studies with this species aiming at its potential application in a bioproduct
formulated as presented in this study.

Keywords: Salvia rosmarinus; Nanoemulsions; Essential oil.
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1. INTRODUCAO

Os Oleos essenciais (OEs) sdo substancias aromaticas volateis, presentes em
plantas aromaticas e medicinais, s&o metabolitos secundarios extraidos em diversas
partes das plantas. Possuem composi¢cao quimica complexa e garantem aos vegetais
vantagens adaptativas no meio em que estao inseridos (MIRANDA et al., 2016;
VIEIRA et al., 2018).

Estes compostos apresentam baixa capacidade de interagdo com a agua por
serem compostos lipofilicos e esta questdo tem sido considerada um desafio
tecnoldgico. As industrias farmacéuticas tém utilizado sistemas de transporte coloidais
para encapsular compostos lipofilicos, como as nanoemulsdes, permitindo sua
dispersdo em meio aquoso (MCCLEMENTS& RAO, 2011).

As nanoemulsdes podem ser definidas como sistemas heterogéneos, nos quais
um liquido (a fase interna) € disperso em outro (a fase externa) na forma de goticulas
de tamanho nanométrico, na presenca de um agente emulsionante (FRONZA et al.,
2007). Essas formulagbes séo caracterizadas por sua estabilidade termodinamica e
pequenas goticulas, variando de 20 a 200 nm e possuem uma ampla variedade de
aplicacdes industriais (IZQUIERDO et al. 2002 ; TADROS et al. 2004; OSTERTAG et
al., 2012).

As nanoemulsdes sdo sistemas promissores para liberagdo de farmacos com
pouca solubilidade em agua e ja foram propostas para serem associadas ao 6leo

essencial de Salvia rosmarinus Spenn (DUARTE et al., 2015).

7

S. rosmarinus € popularmente conhecida como alecrim, sendo uma planta
aromatica com folhas em forma de agulha pertencente a familia Lamiaceae. Tem
como caracteristicas ser um subarbusto com ramificacbes de cor verde, possuindo
hastes lenhosas e folhas pequenas (SILVA et al., 2008; MACEDO, 2020).

Esta € uma planta medicinal nativa da regido mediterranea e cultivada em todo
0o mundo. Além de ser comumente utilizada como condimento e conservante de
alimentos, é amplamente utilizado na &rea de cosméticos e agentes aromatizantes,
apresenta acao antibacteriana, citotdxica, antimutagénica, antioxidante, propriedades
anti-inflamatorias e quimiopreventivas (DE OLIVEIRA, 2019; HUSSAIN, et al., 2010).



https://link.springer.com/article/10.1007/s10787-017-0438-9#ref-CR5
https://link.springer.com/article/10.1007/s10787-017-0374-8#ref-CR21
https://link.springer.com/article/10.1007/s10787-017-0374-8#ref-CR49
https://link.springer.com/article/10.1007/s10787-017-0438-9#ref-CR4

O OE de S. rosmarinus é caracterizado por ser OE com altas concentracdes
de alguns monoterpenos, como a-pineno, limoneno, 1,8-cineol, borneol e canfora, que
sdo conhecidos por inibir a germinacao de sementes, crescimento e sobrevivéncia de
mudas de muitas espécies vegetais (DE MARTINO et al., 2012; MACCIONI et al.,
2019).

A S. rosmarinus contém uma abundancia de propriedades atribuidas aos seus
metabolitos secundarios, porém poucos relatos que relacionem estas atividades as
suas nanoemulsbes, ocorrendo assim o0 relevante interesse de explorar as
particularidades das suas atividades biolégicas.

Este trabalho de conclusdo de curso foi apresentado no formato de artigo
cientifico submetido a revista Ciéncia e Natura. Este estudo teve por objetivo avaliar
0s constituintes quimicos e potencial biotecnolégico das nanoemulsdes (O/A) do OE

de Salvia rosmarinus formuladas por inversao de fases.




2. OBJETIVOS

2.1.

2.2.

OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial biotecnoldgico das nanoemulsées (O/A) do 6leo essencial

(OE) de Salvia rosmarinus (Alecrim).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Identificar os constituintes quimicos do OE de S. rosmarinus;

¢ Quantificar o contetdo fendlico total e indice de refracao;

e Avaliar atividade antioxidante das nanoemulsdes do OE de S. rosmarinus;
e Avaliar atividade anti-inflamatoria das nanoemulsdes do OE de S.

rosmarinus;
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ABSTRACT

Este estudo teve por objetivo a determinacdo dos fendlicos totais, avaliacao das atividades antioxidante e
a anti-inflamatéria das nanoemulsdes (O/A) e dos 6leos essenciais (OEs) de Salvia rosmarinus (alecrim).
O material vegetal foi obtido no municipio de S&o Luis (MA). O OE foi obtido através da técnica de
hidrodestilagdo em um sistema extrator de Clevenger modificado e as nanoemulsfes pelo processo de
inversdo de fases. Os constituintes quimicos do OE foram determinados por Cromatografia Gasosa
acoplada ao Espectrometria de Massas (CG-EM). A determinacdo de fendlicos totais (CFT) foi realizada
pelo método de Folin-Ciocalteu. A atividade anti-inflamatoéria foi realizada pelo método de desnaturacédo
proteica e a atividade antioxidante pelo método espectrofotométrico de eliminagcéo de radicais hidroxilas. A
CG/EM possibilitou a quantificacdo 1,8-cineol (30,22%), a-pineno (22,14%), canfora (18,33%) e canfeno
(10,36%) como componentes majoritarios do OE. O CFT do OE foi quantificado em 26,74 mg EAT gle o
indice de refracdo em 1,466 nD 25°. No ensaio de atividade antioxidante foi obtida CEsy de 80,33 mgL-!
para o OE e 19,56 a 408,85 mg L-! para as nanoemulsdes. No ensaio de atividade anti-inflamatéria foi obtida
CEso de 62,46 mgL-! para o OE e 64,96 a 4220,25 mg L. Por fim, as atividades farmacoldgicas testadas
apresentaram valores eficientes para CEsq sendo assim considerados ativos. Essa atividade é atribuida aos
seus compostos quimicos presentes, incentivando assim estudos com esta espécie visando seu potencial
de aplicacdo em um bioproduto formulado como apresentado neste estudo.

Keywords: Salvia rosmarinus; Nanoemulsdes; Oleo essencial.

RESUMO

Este estudo teve por objetivo a determinacao dos fendlicos totais, avaliacdo das atividades antioxidante e
a anti-inflamatoéria das nanoemulsdes (O/A) e dos dleos essenciais (OEs) de Salvia rosmarinus (alecrim).
O material vegetal foi obtido no municipio de Sado Luis (MA). O OE foi obtido através da técnica de
hidrodestilagdo em um sistema extrator de Clevenger modificado e as nanoemulsfes pelo processo de
inversédo de fases. Os constituintes quimicos do OE foram determinados por Cromatografia Gasosa
acoplada ao Espectrometria de Massas (CG-EM). A determinacédo de fendlicos totais (CFT) foi realizada

Artigo publicado por Ciéncia e Natura sob uma licenga CC BY-NC-SA 4.0.
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pelo método de Folin-Ciocalteu. A atividade anti-inflamatéria foi realizada pelo método de desnaturagéo
proteica e a atividade antioxidante pelo método espectrofotométrico de eliminagéo de radicais hidroxilas. A
CG/EM possibilitou a quantificacdo 1,8-cineol (30,22%), a-pineno (22,14%), canfora (18,33%) e canfeno
(10,36%) como componentes majoritarios do OE. O CFT do OE foi quantificado em 26,74 mg EAT gl e o
indice de refracdo em 1,466 nD 25°. No ensaio de atividade antioxidante foi obtida CE s, de 80,33 mgL-! para
o OE e 19,56 a 408,85 mg L para as nanoemulsdes. No ensaio de atividade anti-inflamatdria foi obtida CEsg
de 62,46 mgL? para o OE e 64,96 a 4220,25 mg L1 Por fim, as atividades farmacoldgicas testadas
apresentaram valores eficientes para CEso sendo assim considerados ativos. Essa atividade é atribuida aos
seus compostos quimicos presentes, incentivando assim estudos com esta espécie visando seu potencial de
aplicacdo em um bioproduto formulado como apresentado neste estudo.

Palavras-chave: Salvia rosmarinus; Nanoemulsdes; Oleo essencial.

1 INTRODUCAO

Os oOleos essenciais (OEs) sdo substancias aromaticas volateis, presentes em
plantas aroméaticas e medicinais, sdo metabdlitos secundarios extraidos em diversas
partes das plantas. Possuem composi¢ao quimica complexa e garantem aos vegetais
vantagens adaptativas no meio em que estao inseridos (MIRANDA et al., 2016; VIEIRA
et al., 2018).

Estes compostos apresentam baixa capacidade de interacdo com a agua por
serem compostos lipofilicos e esta questdo tem sido considerada um desafio
tecnoldgico. As industrias farmacéuticas tém utilizado sistemas de transporte coloidais
para encapsular compostos lipofilicos, como as nanoemulsdes, permitindo sua
dispersdo em meio aquoso (MCCLEMENTS& RAO, 2011).

As nanoemulsdes podem ser definidas como sistemas heterogéneos, nos quais
um liquido (a fase interna) é disperso em outro (a fase externa) na forma de goticulas
de tamanho nanomeétrico, na presenca de um agente emulsionante (FRONZA et al.,
2007). Essas formulacdes sado caracterizadas por sua estabilidade termodinamica e
pequenas goticulas, variando de 20 a 200 nm e possuem uma ampla variedade de
aplicacdes industriais (IZQUIERDO et al. 2002; TADROS et al. 2004; OSTERTAG et al.,
2012).

As nanoemulsfes sdo sistemas promissores para liberacdo de farmacos com
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pouca solubilidade em agua e ja foram propostas para serem associadas ao Oleo
essencial de Salvia rosmarinus Spenn (DUARTE et al., 2015).

S. rosmarinus é popularmente conhecida como alecrim, sendo uma planta

aromatica com folhas em forma de agulha pertencente a familia Lamiaceae. Tem como
caracteristicas ser um subarbusto com ramificacbes de cor verde, possuindo hastes
lenhosas e folhas pequenas (SILVA et al., 2008; MACEDO, 2020).
Esta € uma planta medicinal nativa da regido mediterrdnea e cultivada em todo o
mundo. Além de ser comumente utilizada como condimento e conservante de alimentos,
€ amplamente utilizado na area de cosméticos e agentes aromatizantes, apresenta acao
antibacteriana, citotoxica, antimutagénica, antioxidante, propriedades anti-inflamatorias
e quimiopreventivas (DE OLIVEIRA, 2019; HUSSAIN, et al. 2010).

O OE de S. rosmarinus € caracterizado por ser OE com altas concentracdes de
alguns monoterpenos, como a-pineno, limoneno, 1,8-cineol, borneol e canfora, que sao
conhecidos por inibir a germinacao de sementes, crescimento e sobrevivéncia de mudas
de muitas espécies vegetais (DE MARTINO et al., 2012; MACCIONI et al., 2019).

A S. rosmarinus contém uma abundancia de propriedades atribuidas aos seus
metabolitos secundarios, porém poucos relatos que relacionem estas atividades as suas
nanoemulsdes, ocorrendo assim o relevante interesse de explorar as particularidades
das suas atividades bioldgicas. Desta forma, este estudo teve por objetivo avaliar os
constituintes quimicos e potencial biotecnologico das nanoemulsdes (O/A) do OE de

Salvia rosmarinus formuladas por inversao de fases.

2 MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Folhas de S. rosmarinus foram adquiridas no municipio de Sdo Luis (MA) da

distribuidora certificada de Produtos Naturais Muniz LTDA. A amostra foi encaminhada ao
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Laboratorio de Pesquisa e Aplicacdo de Oleos essenciais (LOEPAV/UFMA) para extracio

do OE.

Obtencéo do 6leo essencial

Para extracdo do OE, foi aplicada a técnica de hidrodestilacdo 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 200 g das folhas secas e trituradas de S.
rosmarinus, adicionando-se agua destilada (1:8) ao material vegetal contido no baldo. A
hidrodestilacao foi conduzida a 100°C por 3h e logo apos recolheu-se o OE extraido. O OE
foi seco por percolagdo com sulfato de sédio anidro (Na2SOa). A amostra foi armazenada em
vial de vidro ambar sob refrigeracéo de 4°C. Os procedimentos dos experimentos descritos

sdo apresentados resumidamente na Figura 1. Posteriormente submetidos as analises.

Figura 1 - Extracdo do 6leo essencial

)

\Qf

5% \

Salvia rosmarinus Agua destilada Percolacdo Armazenamento
(200 g) (1600ml) Hidrodestilagao (NaySO,) (vial)

(100° C - 3h)

Fonte: Autor (2022)

Constituintes quimicos

Os constituintes do OE foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a
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espectrometria de massas (CG-EM). Foi dissolvido 1,0 mg da amostra em 1000 uyL de

diclorometano (pureza 99,9%).

As condic¢des de analise foram as seguintes: Método: Adams. M; Volume injetado: 0,3
ML; Coluna : Capilar HP-5MS (5% difenil, 95% dimetil polisiloxano) (Equivalente DB-5MS ou
CP-Sil 8CB LB/MS), nas dimensdes (30m x 0,25 mm x 0,25 pm); Gas de arraste : He
(99,9995); 1,0 mL.min%; Injetor: 280°C, modo Split (1:10); Forno : 40 °C (5,0 min.) até 240
°C numa taxa de 4°C mint, de 240°C até 300°C (7,5 min) numa taxa de 8°C.min™1); tT= 60,0
min; Detector : EM; EI (70 eV); Modo varredura (0,5 seg scan'); Faixa de massas: 40-500
daltons(uma); Linha transferéncia: 280° C.; Filamento: desligado 0,0 a 4,0 min;
Espectrdmetro de massas tipo quadrupolo linear. Para a identificacdo dos compostos na
amostra utilizou-se o programa AMDIS (Automated Mass spectral Deconvolution Mass &

Identification System).

Formulacao das nanoemulsodes

O preparo das nanoemulsdes foi realizado de acordo com as metodologias adaptadas
descritas por Lima et al. (2020), Sugumar et al. (2014), Kubitschek et al. (2014) e Rodrigues
et al. (2014). A nanoemulséo oleo-em-agua foi formulada com o 6leo essencial, surfactante
nao iénico (tween 20 e tween 80) e 4gua. As quantidades necessérias de cada constituinte
da fase oleosa (Oleo+surfactante) foram aquecidas a 65 = 5 °C. A fase aquosa foi aquecida
separadamente a 65 + 5 °C, proporcionando uma formulacdo primaria, pelo método de
inversdo de fases. Os procedimentos dos experimentos descritos sdo apresentados

resumidamente na Figura 2.

Figura 2 - Preparo das nanoemulsdes atraves do método de inverséo de fases
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I_ OE (2,5%)+
o| T20/80 (2,5%)
o
\/
: = 7
I E e 3
=1 OE (2,5%)+ B 3 i =
©| T20/80 (5.0%)
) T ==t
! Armazenar
‘ Adigio da
S | 1 gz ) e Fase aquosa
bz i a = i E
o OE (2,5%)+ (6570 ; itacs
T20/80 (7.5%) Fase oleosa Aquecimento e agl.tzlgao
\OJ Aquecimento e agitacdao 605 °C - 20 min
6045 °C - 30 min

Fonte: Autor (2022)

Para comprovar a estabilidade, a emulsdo formulada foi submetida a diferentes testes
de estresse (SHAFIQ et al., 2007). Ciclo de aquecimento-resfriamento: foi realizado
mantendo as nanoemulsdes formulada a 40 e 4 °C, alternando cada temperatura por 48 h. O
ciclo foi repetido trés vezes. Estresse de congelamento-descongelamento: nanoemulsao
alternativamente a -21 e 25 °C por 48 h em cada temperatura. O ciclo foi repetido trés vezes.
As formulagdes que passaram nos testes de estresse termodinamico foram levadas para os

estudos posteriores.

Determinacao espectrofotométrica do Conteudo Fendlico Total (CFT)

A determinacdo dos compostos fendlicos totais do OE e das nanoemulsdes, foi
realizada com adaptacédo do método de Folin-Ciocalteu (WATERHOUSE, 2002). Utilizou-se
5 mg do OE diluido, ou de nanoemulsdes, em 1 mL de etanol a 70%. A esta solucéo foi
adicionado 7 mL de agua destilada, 800 pL do reagente Folin-Ciocalteu e 2,0 mL de

carbonato de sédio a 20%. Apos duas horas foi realizada a leitura em espectrofotémetro UV-

11
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VIS em comprimento de 760 nm. Os procedimentos dos experimentos descritos sao

apresentados resumidamente na Figura 3.

Figura 3 - Ensaio de Folin-Ciocalteu

MRl

OE / (O/A) EtOH 70% Agua Folin- Na,CO; 20%
(TmL) destilada Ciocalteu (2mL)
(7mL) (800 uL)

(5mg)

&
- -
" 4
/1N -
Solugdes em ﬁ\use.naa~de Uv-Vis
tubos de ensaio INIRAga0 (760nm)

Fonte: Autor (2022)

A curva padréo foi expressa em mg L™de acido tanico.

Determinagdes do indice de refragéo

Foi determinado o indice de refracdo do OE e das formula¢cdes com o auxilio do
aparelho Refratdmetro Abbé, calibrado inicialmente conforme o indice de refracdo da agua

destilada, a 25°C, informado pelo fabricante, de 1,332.

Determinacgéo da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi feita pelo método espectrofotométrico de eliminacédo de
radicais hidroxila do acido salicilico conforme os métodos descritos por Smirnoff e Cumbes

(1989) e Sundarajan et al. (2016).

O OE e as nanoemulsdes em diferentes concentracdes de 10-100 mg L? foram
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dissolvidos em DMSO 0,2% e agua destilada, respectivamente. Foram adicionadas a essas
concentracfes 1 mL de acido salicilico (9 mM),1 mL de sulfato ferroso (9 mM) e 1 mL de
peréxido de hidrogénio (9 mM). Utilizou-se &cido ascorbico como padréo positivo. A mistura
reacional foi incubada durante 60 min a 37 °C em banho-maria; apds a incubacao, a
absorbancia das misturas foi medida a 510 nm usando um espectrofotdometro UV/VIS e a
CEso calculada. Os procedimentos dos experimentos descritos sdo apresentados

resumidamente na Figura 4.

Figura 4 - Ensaio antioxidante de eliminacdo de radicais hidroxilas

+ + s +
o/ &
Solugdo de Agua Acido  Sulfato Peréxido de SolucBes
OE / (O/A) destilada  salicilico ferroso  Hidrogénio (10-100 mg/L)
(2mL) (1TmL) (TmL) (TmL)

.

Uv-Vis

Banho Maria
(510nm) (370 C -1 h)

Fonte: Autor (2022)

Determinacao da Atividade Anti-Inflamatoria

A atividade anti-inflamatéria foi avaliada pelo método de desnaturacdo proteica

(PADMANABHAN; JANGLE, 2012). A mistura reacional (4 mL) consistiu em 2 mL de
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diferentes concentragdes do OE, assim como para as formulagdes (50-500 mg L) e 2 mL

de uma solucéo a 10% de albumina diluida em PBS e incubado a (37+1) °C por 15 minutos.

A desnaturacéo foi induzida mantendo a mistura de reagéo a 60°C em um banho-maria
de agua por 10 minutos. Apds o resfriamento, a absorbancia foi medida em 660 nm. Os

procedimentos dos experimentos descritos sdo apresentados resumidamente na Figura 5.

Figura 5 - Ensaio anti-inflamatorio de eliminag&o de radicais hidroxilas

+ Incubadora
37£1)° C
OE/(O/A)  Albumina 15 min

(10-100 uL) (2mL)
60 Solugdes
(50-500 mg/L)

.. |
. Y

&
Uv-Vis
(760nm)

Banho Maria
(60°C)

Fonte: Autor (2022)

A inibicdo da desnaturacdo proteica foi expressa em percentual e a Concentracao

Eficiente 50% (CEso/ICs0) capaz de inibir 50% da desnaturacgéo foi expressa em mg L.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Constituintes quimicos

De acordo com os resultados obtidos por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (CG-EM) para os constituintes quimicos deste estudo, foram
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identificados 12 compostos presentes na amostra do OE de S. rosmarinus. Na Tabela 1 estdo
relacionados 0os componentes encontrados na amostra com 0S seus respectivos tempos de
reteng&o. Os 12 compostos foram identificados atingindo o total de 100% da composig&o, neste
total encontram-se 0s compostos majoritarios como, 1,8-cineol (30,22%), a-pineno (22,14%),

céanfora (18,33%) e canfeno (10,36%).

Tabela 1 - Identificagcdo dos constituintes quimicos na amostra de 0leo essencial de Salvia
rosmarinus.

Pico Tempo de retencdo (min) Col\rlrllg_(l?géos -E(:/Sr
1 6,01 a-pineno 22,14
2 6,41 Canfeno 10,36
3 7,22 B-pineno 5,98
4 8,26 p -Cymene 1,08
5 8,37 Limoneno 1,88
6 8,51 1,8-Cineol 30,22
7 9,16 Linalol 0,75
8 10,28 Isopulegol 2 1,55
9 11,88 Cénfora 18,33
10 13,19 a-Terpineol 3,01
11 13,60 Verbenona 2,01
12 19,70 B-cariofileno 2,69

Fonte: Autor (2022)

Composicdo quimica similar a esta foi identificada por Zaouali et al. (2010), que
encontraram dentre aos 25 componentes identificados, o 1,8-cineol (40,0%), canfora (17,9%),
a-pineno (10,3%), e canfeno (6,3%) como componentes majoritarios.

De modo semelhante, Bouyahya et al. (2017) também apresentaram como 0s principais

componentes do OE de S. rosmarinus, a-pineno (14,07%), 1,8-Cineol (23,67%) e canfora
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(18,74%) dentre os 29 componentes identificados.

Em outro estudo proposto por Sales e Pashazadeh (2020), foram identificados 19
compostos no OE de S. rosmarinus que correspondiam a 96,57% do OE. Os componentes
majoritarios foram 1,8 cineol (21,8%), a-pineno (18,7%), canfora (14,6%), linalol (13,4%) e
canfeno (7,2%). Maia et al. (2014), identificaram a seguinte composic¢ao: 1,8-cineol (44,39 %),
canfora (19,75 %), a-pineno (12 %) e B-cariofileno (4,53 %).

Até agora, cerca de 150 compostos quimicos foram identificados em amostras de OE de
S. rosmarinus, as moléculas relatadas com mais frequéncia foram os monoterpenos 1,8-cineol,
a-pineno e canfora (BORGES et al., 2019). A presenc¢a de monoterpenos em OEs é amplamente
relatada em diversos estudos como 0s principais metabdlitos. Sao responsaveis por diversas
atividades bioldgicas, incluindo o efeito alelopatico (FILHO et al. 2009; SAWI et al. 2019;
ASSAEED et al. 2020).

Comparando os resultados para o OE de S. rosmarinus estudado com os disponiveis na
literatura de referéncia, pode-se perceber que houve semelhancas entre os valores
encontrados, sendo observadas diferengas apenas em seus niveis de concentracdo e na
guantidade de compostos encontrados. Segundo Zaouali et al. (2010), estas diferencas podem
depender de fatores como o tempo e estagio de colheita da planta, idade da planta, tipo de solo,
clima e método de extracdo do OE, uma vez que estes sao eficazes nos constituintes efetivos

da planta.

indice de refracdo e Contetdo Fendlico Total (CFT)
Os resultados para o indice de refracdo e teor de fendlicos totais do OE e das O/A do

material vegetal, estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - indice de refracdo e contetdo fendlico total do 6leo essencial e nanoemulsées
estaveis de S. rosmarinus

indice de refracéo CFT

ID (nD 25%) (Mg EAT g) Equacio da reta R?
OE 1,466 26,74

NOE1 1,341 7,32

NOEZ2 1,343 6,59

NOE3 1,344 7,44 y=0,3151x-0,1813 0,998

NOE4 1,338 6,56

NOES 1,344 6,73

NOEG6 1,342 7,05

Nota: OE- 6leo essencial; NOE— Nanoemulsdo estavel do 6leo essencial formulada por inversédo de fases; 1 —
Nanoemulsdo composicao 2,5% 0leo essencial, 2,5% Tween 80 e 95% de H,0; 2 — Nanoemulsdo composigao
2,5% oleo essencial, 5,0% Tween 80 e 92,50% de H,0; 3 — Nanoemulsdo composic¢ao 2,5% o6leo essencial, 7,5%
Tween 80 e 90,0% de H,0; 4 — Nanoemulsédo composicao 2,5% o6leo essencial, 2,5% Tween 20 e 90,0% de H-0;
5 — Nanoemulsdo composicao 2,5% 06leo essencial, 5,0% Tween 20 e 92,50% de H,O; 6 — Nanoemulsao
composicao 2,5% o6leo essencial, 7,5% Tween 20 e 92,50% de H,O; Fonte: Autor (2022)

A amostra de OE de S. rosmarinus apresentou um indice de refracéo de 1,466. Segundo
Santos et al., (2005), os 6leos de S. rosmarinus brasileiros apresentaram indice de refracédo
médio de 1,468, rotacdo Optica meédia de +11,82. Carreiro et al. (2020), encontraram valores
semelhantes para amostras comerciais e uma amostra cultivada de R. officinalis, sendo elas,
1,466, 1,469 e 1,471 respectivamente.

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (2019), os OEs de S. rosmarinus apresentam
indice de refracdo na faixa de 1,460 - 1,476. De forma semelhante, as especificacdes
recomendadas pela International Standard Organization (ISO) estabelecem, para S.
rosmarinus, um indice de refracdo na faixa de 1,464 - 1,472 de acordo com a ISO 1342:2012.

Este parametro fisico-quimico é utilizado para a identificacdo e determinacdo de uma
pureza de compostos e para analise de composicdo de misturas binarias homogénea de

constituintes conhecido. Esta propriedade ¢é utilizada para controlar a pureza dos OEs, que tém
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um indice de refracdo caracteristico (BANDONI, 2000). Observando os valores para ao OE
estudado neste trabalho e os da literatura, pode-se observar que ha semelhancas entre eles,
estando o indice de refracdo da amostra dentro dos padrdes estabelecidos pela Farmacopeia
Brasileira (2019).

A Tabela 2 também apresenta os resultados das nanoemulsdes (O/A) em diferentes
concentracfes, estes valores sdo menos, tendo como referéncia o OE, porém ainda assim
resultados proximos. Segundo o Instituto Adolfo Lutz (1985), o indice de refracdo €
caracteristico para cada tipo de 0Oleo, dentro de certos limites.

Isto esté relacionado com o grau de saturacéo das ligacdes, mas € afetado por outros
fatores tais como: teor de acidos graxos livres, oxidacao e tratamento térmico. As nanoemulsfes
por serem um material nanométrico, que possuem tamanho de faixa reduzido apresentam
propriedades fisico-quimicas particulares em relacdo aos materiais estruturados em escala
macroscopica (DURAN, 2006).

O conteudo fendlico total (CFT) do OE, assim como para a O/A foram apresentados na
Tabela 2. O conteudo fendlico total (CFT) foi expresso como equivalente de acido tanico (mg
EAT/g de material vegetal) a equacéo da reta obtida foi y = 0,3151x — 0,1813 (R?=0,998), sendo
y a absorbéancia e x a concentracdo equivalente de 4cido tanico.

O resultado do CFT para o OE de S. rosmarinus deste estudo apresentou um valor de
compostos fendlicos de 26 mg EAT g*. Silva et al. (2011) relataram um resultado semelhante,
através de um estudo com extrato aquoso de S. rosmarinus, em base equivalente em grama de
acido gélico, uma quantidade expressiva de compostos fendlicos com uma média de 30,70 mg
gl. O contetdo fendlico total para o OE da espécie em estudo possui poucas referéncias
disponiveis na literatura, sendo assim evidenciada a importancia deste estudo.

O teor de CFT de S. rosmarinus também é confirmado por Wang et al. (2018)
e Moczkowska et al. (2020). Em estudo realizado por Mendes et al. (2015) para extratos de

condimentos alimentares, S. rosmarinus obteve um rendimento de compostos fendlico de 47,86
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mg mL1. Wang et al. (2018), relataram a quantidade do CFT na faixa de 10,30 a 160,70 mg
EAG g de extrato.

S. rosmarinus é reconhecido como fonte potencial de compostos fendlicos, destacando
trés grandes: os acidos fendlicos, flavonoides e diterpenos fendlicos (SILVA, 2012). As
atividades biol6gicas desta planta tém sido relacionadas com os seus compostos fendlicos e os
seus constituintes volateis, tais como o a-pineno, acetato de bornilo, canfora e 1,8-cineol
presentes no 6leo essencial desta planta (BABOVIC et al. 2010).

A presenca de compostos fendlicos tem sido constantemente relacionada com potencial
antioxidante e com outras atividades biolégicas, como anti-inflamatoria (BASTIANETTO et al.,

2000; SILVA et al., 2009; ABDEL-HAMEED et al., 2014; LIU et al. 2014; LOU et al., 2014).

Atividade antioxidante
A Tabela 3 apresenta a atividade antioxidante do OE e das formulagfes estaveis. A partir
das equacbes da reta, foram calculados os respectivos valores da concentracédo efetiva 50%

(CEso) responsavel pela inibicdo de 50% de radicais hidroxilas.

Tabela 3 - Atividade antioxidante do OE e formulagfes estaveis

ID CEso(mg L) Equacédo dareta R?

OE 80,33 y=144,22x-224,72 0,9882
NOE1 408,85 y=26,733x-19,815 0,9929
NOE2 157,41 y=31,528x-19,268 0,9919
NOE3 82,51 y=36,125x+19,234 0,9998
NOE4 110,51 y=59,963x-72,529 0,991
NOES5 109,03 y=35,808x-22,961 0,9995
NOEG6 19,56 y=39,916x+1,5459 0,9907

Nota: OE- dleo essencial; NOE— Nanoemulsédo estavel do 6leo essencial formulada por inversédo de fases; 1 —
Nanoemulsdo composicao 2,5% 0leo essencial, 2,5% Tween 80 e 95% de H,0; 2 — Nanoemulsdo composigao
2,5% oleo essencial, 5,0% Tween 80 e 92,50% de H,0; 3 — Nanoemulsdo composic¢ao 2,5% o6leo essencial, 7,5%
Tween 80 e 90,0% de H,0; 4 — Nanoemulsdo composicao 2,5% o6leo essencial, 2,5% Tween 20 e 90,0% de H-0;
5 — Nanoemulsdo composicao 2,5% 06leo essencial, 5,0% Tween 20 e 92,50% de H,O; 6 — Nanoemulsao
composicao 2,5% o6leo essencial, 7,5% Tween 20 e 92,50% de H,O; Fonte: Autor (2022)
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Observa-se nos resultados da Tabela 3, os valores da CEso das amostras em estudo,
assim como as respectivas equacgdes das retas obtidas a partir do padréo de acido ascorbico.
O valor da CEso para o OE de S. rosmarinus foi de 80,33 mg L%, suas nanoemulsdes
apresentaram resultados superiores, exceto a formulacdo de NOE6 (nanoemulsdo com 2,5%
de OE e 7,5% de Tween 20) com o valor de 19,56 mg L.

As amostras estudadas apresentaram concentracées efetivas menores que 500 mg L™,
segundo Campos et al. (2003), produtos naturais com este nivel de concentracdes possuem
atividade antioxidante.

Segundo Sousa et al. (2007) quanto menor o valor de CEso maior a atividade antioxidante
do composto vegetal, pois € necessaria uma menor concentracdo de 6leo essencial para reduzir
o radical hidroxila em 50%. Assim destacando-se a formulacdo NOE6 com CEso de 19,56 mgL”
1 a presenca de uma maior quantidade de surfactante e agua destilada na formulacdo
proporcionou uma maior diluicdo do 6leo essencial colaborando para este resultado, sendo este
o melhor resultado para atividade antioxidante.

Wanderley (2016) apresentou a CEso em diferentes amostras desse OE pelo método do
sequestro do radical livre DPPH, observou-se concentragdes variando de 33,44 a 36,43 mg mL"
1, Sabe-se que a atividade antioxidante de um OE esta primeiramente relacionada a genética
da planta e as condi¢bes climaticas do crescimento da mesma, e como segundo parametro o
processo de extracdo do OE.

A atividade antioxidante também é uma das atividades biolégicas que tém sido
reportadas tanto para o OE como para os seus compostos isolados. Evidéncias cientificas
concluiram que o OE de S. rosmarinus tem maior atividade antioxidante devido aos seus
compostos maioritarios, nomeadamente 1,8-cineole, a-pineno e canfora (WANG et al., 2008).
Segundo Takayama et al. (2016) os monoterpenos estdo entre 0s responsaveis pela acao

antioxidante do OE do S. rosmarinus. A literatura demonstra que o S. rosmarinus, na forma de
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seu OE, possui capacidade antioxidante. No entanto, deve ser levada em consideracdo a
composicado do Oleo, tendo em vista que fatores ambientais e de cultivo podem alterar a resposta

antioxidante (TIUZZI e FURLAN, 2016).

Atividade anti-inflamatéria

A Tabela 4 apresenta os resultados da atividade anti-inflamatoéria do OE e nanoemulsées

de S. rosmarinus, estes valores sdo as concentracdes Eficientes Inibitérias (CEso) resultantes

dos processos de desnaturagao proteica.

Tabela 4 - Atividade anti-inflamatéria do OE e nanoemulsdes estaveis

ID CEso(mg L) Equacédo dareta R?

OE 62,46 y=6,782x+37,822 0,9986
NOE1 64,96 y=24,196x+ 6,1419 0,9977
NOE2 624,66 y=111,62x-262,05 0,9998
NOE3 - - -
NOE4 4220,25 y=32,117x-66,435 0,9997
NOES5 477,71 y=110,71x+246,61 0,9981
NOEG6 101,57 y=56,881x+64,148 0,9997

Nota: OE- 6leo essencial; NOE— Nanoemulsédo estavel do éleo essencial formulada por inversdo de fases; 1 —
Nanoemulsdo composi¢éo 2,5% 6leo essencial, 2,5% Tween 80 e 95% de H,0; 2 — Nanoemulsdo composi¢ao
2,5% oleo essencial, 5,0% Tween 80 e 92,50% de H,0; 3 — Nanoemulsdo composi¢ao 2,5% 6leo essencial, 7,5%
Tween 80 e 90,0% de H,0O; 4 — Nanoemulsédo composi¢ao 2,5% o6leo essencial, 2,5% Tween 20 e 90,0% de H0;
5 — Nanoemulsao composicao 2,5% 06leo essencial, 5,0% Tween 20 e 92,50% de H,O; 6 — Nanoemulsao
composicao 2,5% oleo essencial, 7,5% Tween 20 e 92,50% de H,O; Fonte: Autor (2022)

O resultado obtido para o OE de S. rosmarinus, em comparacao aos apresentados pelas
formulacdes, foi menor tendo uma CEso de 62,46 mg L, sendo assim o OE apresenta uma
maior atividade anti-inflamatoria.

As nanoemulsdes avaliadas apresentaram respostas de maiores concentracdes, porem
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relacionadas a desnaturacdo da proteina, com excecdo da NOE1 que difere das demais por
apresentar inibicdo do processo de desnaturacdo, com CEso de 64,96 mg L sendo este
resultado a melhor atividade anti-inflamatdria para as nanoemulsdes. A nanoemulsao NOE3 nédo
apresentou resultado satisfatorio ou conclusivo.

A atividade anti-inflamatéria das nanoemulsdes foi avaliada no estudo desenvolvido por
Borges et al. (2018) que avaliaram o potencial anti-inflamatério de nanoemulsées contendo OE
de S.rosmarinus in vitro e in vivo, e observada a capacidade das nanoemulsdes de potencializar
a acao anti-inflamatéria dos OEs. Enquanto que estudos realizados por Altinier et al. (2007) da
atividade anti-inflamatéria resultaram em um efeito fraco para os extratos de S. rosmarinus.

Este resultado para as nanoemulsdes pode ser justificado pela da composi¢cdo majoritaria
encontrada na amostra avaliada neste trabalho, principalmente os monoterpenos, na disposi¢cao
das formulagdes ou até mesmo no fendtipo da planta. A desnaturacdo proteica € um dos
principais problemas documentados em condic¢des inflamatérias (PADMANABHAN e JANGLE,
2012). Entretanto estudos que avaliassem a atividade anti-inflamatoria por desnaturacao
proteica n&o foram encontrados para OE e formulac¢des de S. rosmarinus sendo este um estudo

inédito.

4 CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos neste estudo, o OE de Salvia rosmarinus (alecrim)
encontra-se dentro das normas e padrdes estabelecidos, tendo em vista seus parametros
fisico-quimicos e composicdo majoritaria de seus constituintes quimicos. Também foram
avaliadas as formulacdes de nanoemulsdes, o indice de refracdo e fendlicos totais
apresentaram valores satisfatérios muito similares ao seu OE e estando de acordo com as
referéncias encontradas na literatura de outros estudos. As atividades farmacolégicas,
como anti-inflamatéria apresentaram valores baixos para CEso sendo assim considerados

eficientes. A atividade antioxidante mostrou potencial e resultado satisfatorio, evidenciando
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uma das nanoemulsdes com resultado melhor que o OE. Por se tratar de um estudo
relativamente novo poucas referéncias estdo disponiveis para nanoemulsbes de S.
rosmarinus, evidenciando assim a importancia da continuidade de trabalhos como este em

busca de novos resultados.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Por Através dos resultados obtidos neste estudo, o OE de Salvia rosmarinus
(alecrim) encontra-se dentro das normas e padrdes estabelecidos, tendo em vista
seus parametros fisico-quimicos e composicdo majoritaria de seus constituintes
guimicos. Também foram avaliadas as formulacdes de nanoemulsdes, o indice de
refracdo e fendlicos totais apresentaram valores satisfatérios muito similares ao seu
OE e estando de acordo com as referéncias encontradas na literatura de outros
estudos. As atividades farmacologicas, como anti-inflamatoria apresentaram valores
baixos para CEso sendo assim considerados eficientes. A atividade antioxidante
mostrou potencial e resultado satisfatério, evidenciando uma das nanoemulsées com
resultado melhor que o OE. Por se tratar de um estudo relativamente novo poucas
referéncias estdo disponiveis para nanoemulsées de S. rosmarinus, evidenciando
assim a importancia da continuidade de trabalhos como este em busca de novos

resultados.
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