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RESUMO

A Achillea millefolium L. € uma espécie vegetal nativa da Europa, muito utilizada para
os efeitos antimicrobiano, anti-inflamatério e antioxidante, sendo conhecida,
popularmente, no Brasil, como mil folhas. O 6leo essencial (OE) de A. millefolium L.
apresenta, em sua composicdo, o azuleno, borneol, cineol, canfora, proazuleno,
eucalipitol, guaiol e B-cariofileno, cuja particularidade é a sua coloracéo azul, que se
da devido a presenca de sesquiterpenos azulénicos. A acne é uma inflamacao crénica
do foliculo piloso, que aparece na puberdade, quando os foliculos pilosos e os niveis
hormonais estdo em pico maior de desenvolvimento. O cuidado tépico é o mais
utilizado, uma vez que os efeitos colaterais sGo menores em relagdo aos tratamentos
sistémicos. A pele é altamente rica em lipideos que, por sua vez, dificultam a absorcao
de veiculos hidrofilicos. Considerando essa caracteristica da pele, as melhores
opc¢Oes de cuidado topico sdo as nanoemulsdes, as nanoparticulas lipidicas solidas e
os transportadores lipidicos nanoestruturados. Para isso, foi desenvolvida uma
formulagdo com o Oleo essencial de A. millefolium L. e verificada as atividades
antioxidante e antimicrobiana do OE. Foi realizado o teste de solubilidade do OE para
posterior utilizagcdo nos demais experimentos; foi determinada a atividade antioxidante
do OE e, posteriormente, o desenvolvimento da nanoemulsdo. Para a obtencédo da
formulacao final, foi determinado o valor de EHLr do oleo, foram testados diferentes
pares de tensoativos e, por fim, variando as concentracdes de OE para obtencéo da
formulacdo final. Foi realizada a atividade antimicrobianda contra as cepas de
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Cutibacterium acnes, tanto
como o OE, quanto para a nanoemulsdo e, por fim, o teste de estabilidade da
nanoemulsdo obtida. O OE se apresentou como muito solivel na maioria dos
solventes testados e seu valor de EHLr foi de 15,0. A nanoemulséo obtida apresentou
tamanho médio entre 13 e 20 nm, mantendo-se estavel em geladeira e a temperatura
ambiente, frente aos parametros de tamanho médio, PDI e Potencial Zeta. O valor de
ECso, frente ao radical DPPH", foi determinado como 2,56 mg/mL. Na analise da
capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC), frente ao radical ABTS™,
obteve-se o valor de 0,00026 uM Trolox/mg de 6leo. A nanoemulsdo se apresentou
satisfatoria frente ao microrganismo C. acnes. A nanoemulsdo apresenta um potencial
para ser utilizada para o cuidado da acne.

Palavras-chave: Achillea millefolium L; nanoemulsao; atividade antioxidante;

atividade antimicrobiana; acne.



ABSTRACT

Achillea millefolium L. is a plant species native to Europe, widely used for its
antimicrobial, anti-inflammatory and antioxidant effects, being popularly known in
Brazil as a thousand leaves. The essential oil (EO) of A. millefolium L. has, in its
composition, azulene, borneol, cineole, camphor, proazulene, eucalipitol, guaiol and
B-caryophyllene, whose particularity is its blue expression, which is due to the
presence of azulenic sesquiterpenes. Acne is a chronic inflammation of the hair follicle,
which appears at puberty, when hair follicles and levels are at their highest peak of
development. Topical care is used, since the most adverse effects are smaller
compared to systemic treatments. The skin is highly rich in lipids which, in turn, hinder
the absorption of hydrophilic vehicles. Considering this characteristic of the skin, the
best care options are nanoemulsions, continuous lipid nanoparticles and
nanostructured lipid transporters. One was developed for this. with millefolium L.
essential oil and verified as antioxidant and antimicrobial activities of the EO. The EO
solubility test was carried out for later use in the other experiments; the activity of the
antioxidant EO was determined and, later, the development of the nanoemulsion. To
guarantee the final formulation, the HLB value of the oil was determined, different
surfactants were tested and, finally, varying as the guarantee of EO for the final
formulation. An antimicrobial activity was performed against the strains of
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis and Cutibacterium acnes, both
as EO and the nanoemulsion and, finally, the stability test of the nanoemulsion. The
EO was very soluble in most of the solvents tested and its EHLr value was 15.0. The
nanoemulsion presented an average size between 13 and 20 nm, remaining stable in
relation to room temperature, in relation to the parameters of average size, PDI and
Zeta Potential. The ECso value, against the DPPH* radical, was determined as 2.56
mg/mL. The analysis of the equivalent antioxidant capacity (TEAC) against the radical
ABTS™" resulted in the value of 0.00026 uM Trolox/mg of oil. The nanoemulsion
presents itself against the microorganism C acnes. The nanoemulsion has the
potential to be used for acne care.

Keywords: Achillea millefolium L; nanoemulsion; antioxidant activity; antimicrobian
activity; acne.
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1. INTRODUCAO

A pele é constituida de camadas de células que se diferenciam e impedem ou
dificultam a absorcéo de ativos; entretanto, o uso topico € o mais utilizado, uma vez
gue os efeitos colaterais sdo menores em relacdo ao uso sistémico, sendo menos

agressivo para o organismo.

Quando integra, neutraliza a absor¢do de xenobioticos, ou seja, substancias
guimicas estranhas ao organismo humano. Desta forma, para resultados mais
eficientes em tratamentos para acne, faz-se necessaria a utilizacdo de sistemas
carreadores, visto que a pele é altamente rica em lipideos que, por sua vez, dificultam

a absorcao de veiculos hidrofilicos.

A acne é uma inflamacéao cronica do foliculo piloso que aparece na puberdade,
guando os foliculos pilosos e o0s niveis hormonais estdo em pico maior de
desenvolvimento. A perda de autoestima e a rejei¢ao social sdo uns dos efeitos que
essa inflamacéo pode causar, uma vez que pode desfigurar o rosto do paciente em
graus avancados, 0 que muitas vezes gera problemas psicolégicos e prejuizo social

ao individuo acometido, sendo necessario evitar ou suavizar essa situacao.

A etiologia dessa patologia esta relacionada a fatores genéticos, hormonais,
dietéticos e psicologicos, podendo, ou ndo, ser de forma combinada. A ingestao
exagerada de alimentos com potencial glicémico elevado leva o organismo a um
aumento de insulina que, por sua vez, causa um desequilibrio hormonal, favorecendo

entdo o surgimento da acne.

Popularmente conhecida como mil folhas, a A. millefolium L. é uma espécie
vegetal facilmente encontrada em varias regides do mundo, inclusive no Brasil, devido
a sua facilidade de adaptacéo. Muito utilizada pela populacdo na medicina tradicional

e com diversas atividades bioldgicas descritas na literatura.

Uma particularidade de seu 6leo essencial € a coloracdo azul, que se da pela
presenca de sesquiterpenos azulénicos que se encontram em abundéancia em sua

composicao ja descritos na literatura. Dentre estes compostos, 0 azuleno € a principal
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substancia com atividade antiacneica, sendo o composto de principal interesse para

essa finalidade.

As substancias presentes no 6leo essencial de A. millefolium L sdo de classes
bioldgicas importantes, com estudos ja relatados na literatura, que demonstram a
efetividade da A. millefoluim L. contra o C. acnes como, também, S. epidermidis e S.
aureus, o que mostra a capacidade do 6leo essencial em tratar ndo somente o0 agente
etiolégico da acne, mas, também, evitar que as demais bactérias patdgenas
oportunistas, que podem causar co-infecgdes e piorar o estado das lesdes acneicas

na pele do individuo.

A nanoemulsdo é um sistema vantajoso se comparado com emulsdes na
escala convencional por ser uma opc¢cao mais viavel, para encapsulacdo de
substancias que possuem baixa solubilidade em meios aquosos. Essa estratégia
permite a obtencdo de um produto aquoso com menores quantidades de ativos

cosmeéticos.

O custo de producdo do cosmético € menor, devido a facilidade de
encapsulacdo de menores quantidades de substancias ativas, tornando o processo

mais sustentavel e mais rentavel para a manufatura industrial.

Considerando as caracteristicas da pele, as melhores opcdes de tratamento
topico sdo as nanoemulsdes, as nanoparticulas lipidicas solidas e os transportadores

lipidicos nanoestruturados.

O mercado cosmético € um dos mercados cujo desenvolvimento é o mais
dindmico do mundo. Com aumento global nas vendas de produtos para cuidados com
a pele com percentual de crescimento, cada vez mais consideravel, ao passar dos
anos. A procura por cosméticos de origem natural nas formulacbes cosméticas tem

sido um forte critério de escolha, na aquisicdo de um produto cosmético.

O objetivo desta pesquisa foi a obtencédo da nanoemulsédo com 6leo essencial
de A. millefolium L., tendo como foco principal o efeito antimicrobiano contra o C.
acnes, S. epidermidis e S. aureus, sendo uma alternativa natural aos cuidados

convencionais utilizados para o cuidado da acne, algo bastante conveniente, pois ha
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escassez de produtos com essa tecnologia, usando o 6leo essencial de A. millefolium
L.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Apele

A pele é considerada o maior érgao do corpo humano. Atua como protecéo do
corpo, regula a temperatura corporal e possui uma microbiota composta por bactérias,
fungos e virus (Grice; Segre, 2013). Previne o corpo contra radiacdes variadas e
protege os tecidos corporais e seus fluidos (Camargo, 2008). Possui varios receptores
para pressao, tato, temperatura e dor. Sua extensdo apresenta variacdoes de
espessuras e nos valores de pH, que é regulado pela secrecdo das glandulas
sudoriparas (Figueiredo, 2019; Corréa, 2012). Histologicamente, a pele é dividida em
duas camadas: a epiderme e a derme, Abaixo da derme apresenta um tecido
subcutaneo formado por tecido adiposo (Fernandes, 2016; Lyra, 2019).

A Figura 1 representa as camadas da pele e seus anexos.

Figura 1 — Representacdo da estrutura da pele humana.
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Fonte: Pereira (2011).

A espessura da pele varia de acordo com a parte do corpo, podendo se
apresentar de 1,5 mm nas palmas das maos, nos joelhos, na planta dos pés e nos

cotovelos, até 0,06 mm na face (Pereira, 2011, Lyra, 2019).
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A microbiota existente na pele em equilibrio, € responsavel pelo bem-estar
humano; porém, quando em desequilibrio, é responsavel por diversas doencas. Pode-
se encontrar até 1 bilhdo de bactérias para cada cm? de pele (Grice et al, 2008). De
acordo com a regido da pele em que se estuda, € possivel encontrar grupos
especificos de microrganismos como no nariz, boca e vagina. Além da microbiota
natural da pele, ressalta-se a existéncia da microbiota transitéria, que permanecem
por poucas horas ou dias, pois a competicAo com 0s microrganismos residentes,
impede que a microbiota transitéria permaneca na pele por mais tempo. Os
microrganismos da microbiota da pele s&o principalmente os dos géneros
Staphylococcus, Propionibacterium (Cutibacterium), Micrococcus e Corynebacterium
(Lyra, 2019).

2.1.1. Cutibacterium acnes

A acne € uma doenca inflamatoria do foliculo piloso que aparece na puberdade;
guando os foliculos pilosos e 0s niveis hormonais estdo em pico maior de
desenvolvimento. Em adolescentes, sua incidéncia varia entre 30 — 66%. Sua causa
€ multifatorial, incluindo o aumento da seborreia, a hiperqueratinizacdo ductal

epidérmica e a hipercolonizacéo por C. acnes (Lyra, 2019).

O género Propionibacterium acnes foi renomeado recentemente como
Cutibacterium acnes para explicar alteracdes adaptativas genémicas e diferencia-la
de outras espécies de Propionibacteria. (Platsidaki & Dessinioti, 2018). A C. acnes é
um bacilo anaerébio Gram-positivo, que reside em por¢des profundas dos foliculos
sebaceos saudaveis em contato com queratindcitos foliculares. Apresenta
crescimento lento, sendo um comensal sobre a pele que, em contato com 0S poros
epiteliais, promove a inflamacao dos foliculos pilosos, 0 que vem a provocar lesdes
também conhecidas como espinhas. Na pele adulta, € um dos principais habitantes
da pele humana saudavel e, geralmente, é considerado inofensivo (Perry; Lambert,
2006; Lyra, 2019).
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2.2. Achillea millefolium L.

Também conhecida popularmente como mil folhas, pertence a familia
Asteraceae e trata-se de uma espécie vegetal herbacea, rizomatosa com altura entre
30 e 60 cm (Serpa, 2011; Ayoobi et al., 2017). E nativa da Europa, Asia e Turquia;
porém, atualmente é facilmente encontrada em varias regides do mundo, inclusive no
Brasil devido a sua facilidade de adaptag¢ao. Muito utilizada na medicina popular para
os efeitos antimicrobiano, antinflamatério e antioxidante. Os flavonoides e os &cidos
fenolcarbonicos sdo compostos fendlicos importantes em sua composi¢do quimica.
Seu 6leo essencial apresenta em sua composi¢ao o azuleno, borneol, cineol, canfora,

proazuleno, eucalipitol, guaiol e B-cariofileno (Ziroldo et al., n.d.).

A Figura 2 representa a A. millefolium L. que estava em cultivo na Casa Espirita
Terra de Ismael, localizada na Rodovia Vicinal José Riul, km 2 Jurucé - Jardindpolis
— SP, CEP 14680-000, junto as coordenadas 21°04'16.2" Sul e 47°44'11.2" Oeste.

Figura 2 — A. millefolium L. com flor.

Fonte: Elaborado pela autora.

Algumas estratégias de plantio podem ser aplicadas para aumentar o
rendimento, tais como a época de plantio e 0 espacamento entre uma planta e outra.

A melhor época para plantio € entre os meses de maio a junho. Mediante a um cultivo
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padronizado, podem ser realizadas até quatro colheitas por ano de cultura, o que
permite um escalonamento a nivel industrial (Netto e Raffaelli, 2004).
Tradicionalmente, a A. millefoloum L., € amplamente utilizada para tratar
ferimentos, como feridas, cortes e escoriacdes (Abascal, 2006; Shah et al., 2015).
Partindo dessa utilizacdo, essa espécie vegetal foi alvo de estudos para a
possibilidade de atividade antiacneica, mediante o0s efeitos notados de

rejuvenescimento da pele (Shah et al., 2015).

2.3. Oleo essencial da Achillea millefolium L.

O Oleo essencial de A. millefolium L. pode apresentar variacbes em sua
coloracdo. Os tons variam de azulado a amarelo acastanhado, que depende de sua
floracdo. Quando os botdes estdo fechados, tendem a apresentar a coloracao
azulado; ja com o botédo semiaberto, tende a apresentar a coloragéao azul esverdeado.
Quando possui flores abertas tendem a apresentar a coloragéo castanho amarelado
e, por fim, quando a flor estd completamente seca, apresenta-se na cor amarelo
acastanhado (Sousa, 2017). A composicao quimica e as atividades biologicas do 6leo
essencial de A. millefolium L. variam de acordo com a regido em que é cultivada (El-

Kalamouni et al., 2017).

Dentre os compostos majoritarios do 6leo essencial de A. millefolium L., os
principais identificados em estudos conhecidos s&o: canfora, borneol, a-terpineol,
eucaliptol, 6xido de cariofileno, y-muuroleno, y-eudesmol, B-eudesmol, espatulenol,
germacreno D, y-gurjuneno, azuleno, guaiol, cineol e proazuleno (ZIROLDO et al,
2011; (HOWYZEH et al, 2019).

O Oleo essencial apresenta efeitos de reducéo da aparéncia dos poros da pele
e aumento da espessura epidérmica, o que desencadeia um efeito rejuvenescedor
em pele madura, melhorando a aparéncia e as linhas de expressdo. Existem também
estudos que demonstram a efetividade da A. millefoluim L. contra o C. aches como,
também, S. epidermidis e S. aureus, 0 que mostra a capacidade do 6leo essencial em

tratar ndo somente o agente etioldgico da acne, mas, também, evitar que as demais
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bactérias patbgenas oportunistas, que podem causar co-infeccdes e piorar o estado

das lesdes acneicas na pele do individuo.

2.4. Nanotecnologia em cosméticos

A nanotecnologia vem sendo amplamente utilizada na inddstria cosmética e
farmacéutica, visto que, é uma ciéncia inovadora dedicada, a producdo e
caracterizacdo de sistemas capazes de ter a forma e o tamanho das particulas em
escala nanométrica (Figueiredo, 2019). Essa tecnologia permite que uma formulacao
cosmeética tenha menor quantidade de ativos em sua composicéo, além de aumentar
a estabilidade do produto (Katz et al., 2015). Os nanossistemas a base de lipideos
vem demonstrando uma boa opc¢éo para produtos de uso topico. A estabilidade, a
biocompatibilidade e a liberacdo eficaz de ativos sdo pontos que apresentam

resultados satisfatorios nesse tipo de sistema (Santos et al., 2019).

2.4.1. Nanoemulsdes

As nanoemulsbes sdo sistemas dispersos de goticulas pequenas de dois
liquidos imisciveis (Solans et al., 2005). Apresenta tamanho de goticula entre 20 a
500 nm, formados por um surfactante e um co-surfactante, necessitando de energia
para a sua formacéo (Jesus et al., 2017; McClements, 2018). Além de apresentarem
escala nanométrica, sao cineticamente estaveis, ou seja, ndo se formam
espontaneamente, pois necessitam de energia para o processo de emulsificacdo.
Além de apresentarem estabilidade termodinamica (Qian et al., 2012; Santos et al.,
2019). Outra vantagem desse sistema € a capacidade de encapsular e liberar

componentes bioativos lipofilicos (Qian et al., 2012).

As nanoemulsfes apresentam aparéncia tipicamente translicida a olho nu,
podendo ter reflexos azulados intensos ou leitosos. Podem, ainda, apresentar a
reducdo da cremeacdo, floculacgdo e sedimentacdo no periodo de seu

armazenamento (Figueiredo, 2019; Solans et al., 2005).
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A escolha da metodologia do preparo é importante para a formacédo e a
estabilidade do sistema, visto que sua formacao ndo € esponténea, necessitando de
energia, podendo ser, por baixo ou alto aporte, para a emulsificacdo (Gupta et al.,
2016; Santos et al., 2019).

Sao sistemas vantajosos se comparados com emulsbes na escala
convencional, por serem mais estaveis e apresentarem menor toxicidade (Jesus et
al., 2017). Com o avango da nanotecnologia, cada vez mais as nanoemulsdes tém
sido usadas com maior frequéncia em produtos cosméticos, mediante a possibilidade

de direcionamento dos ativos e a sua possibilidade de liberacdo controlada.

2.4.2. Métodos de obtencéo

As nanoemulsdes podem ser obtidas por metodologias que consistem em
utilizacdo de baixo e alto aporte de energia. Nas metodologias de baixo aporte de
energia, sao utilizadas as propriedades fisico-quimicas do sistema para a formacéo
de goticulas. Sdo metodologias mais baratas, em comparacdo ao alto aporte. Séao
utilizados equipamentos de baixo custo e permitem a formacdo de goticulas
pequenas, apenas usando a energia quimica do sistema (Solans; Solé, 2012; Duarte,
2019). J4 a metodologia de alto aporte de energia, sédo utilizados homogeneizadores
de alta velocidade, (Adhavan et al., 2017; Tian et al., 2017), ultra-sonicadores
(Hashemigahruie et al., 2017) e microfluidizadores (Artiga-Artigas; Lanjari-Pérez;
Martin-Belloso,2018).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Obtencado de nanoemulsédo contendo 6leo essencial de A.millefolium L. para o

cuidado da acne e de outros patdégenos oportunistas residentes na pele.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Adquirir o 6leo essencial de folhas de A. millefolium L.;

e Determinar a solubilidade do 6leo essencial de A. millefolium L.;

e Caracterizar, quimicamente, por CG-EM, o éleo essencial de folhas
de A. millefolium L.;

e Avaliar a atividade antioxidante do 6leo essencial de A. millefolium
L.;

e Determinar o equilibrio hidrofilo-lipéfilo requerido (EHLr) do 6leo
essencial de A. millefolium L.;

e Obter as nanoemulsoes;

e Caracterizar as nanoemulsdes em DLS;

e Avaliar o potencial antimicrobiano contra C. acnes, S. epidermidis e
S. aureus.

e Avaliar a estabilidade da nanoemulsao obtida.



4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material

» Oleo Essencial de Achillea millefolium
Fornecedor: Lazlo

» Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH")
Fabricante: Sigma

» Radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS™)
Fabricante: Sigma

» Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico)
Fabricante: Sigma

» Polysorbate 20
Fornecedor: Synth
EHL: 16,7

» Polysorbate 40
Fornecedor: Croda
EHL:15,6

» Polysorbate 80
Fornecedor: Synth
EHL: 15

» Polysorbate 60
Fornecedor: Sigma

EHL: 14,9

» PEG-6 Oleate



Fornecedor: Praid
EHL: 13

Polysorbate 85
Fornecedor: Croda
EHL: 11

PEG-4 Oleate
Fornecedor: Praid
EHL: 11

PEG-6 Dioleate
Fornecedor: Praid
EHL:10

PEG-4 Dioleate
Fornecedor: Praid
EHL: 8,5

Sorbitan oleate
Fornecedor: Croda
EHL: 4,3

Sorbitan trioleate
Fornecedor: Praid
EHL: 1,8

27
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4.2. Métodos

4.2.1. Obter o 6leo essencial de A. millefolium L.

A espécie vegetal utilizada no inicio do projeto, foi doacdo da Casa Espirita
Terra de Ismael, localizada na Rodovia Vicinal José Riul, km 2 Jurucé - Jardinépolis
— SP, CEP 14680-000, cujas coordenadas sao 21°04'16.2" Sul e 47°44'11.2" Oeste.

Para a extracdo do Oleo essencial, foram utilizadas folhas secas em aparelho
do tipo Clevenger, com um baldo de fundo redondo, com capacidade de 4 litros. As
folhas foram adicionadas dentro do baléo e recobertas com agua. O baldo foi colocado
sobre uma manta aquecedora. O 6leo essencial foi extraido por um periodo de 2
horas, mantendo a solu¢do em ebulicdo. Apos o término da extracao, o 6leo essencial
foi centrifugado por 10 minutos. Em seguida, foi retirado o 6leo essencial, que foi
acondicionado em frasco de vidro ambar e armazenado ao abrigo da luz sob

refrigeracao (4 °C) (Guimarées et al., 2008).

No decorrer dos experimentos, mediante a dificuldade de encontrar a
guantidade de espécie vegetal suficiente para todo o desenvolvimento da pesquisa,

foi necessario adquirir 6leo essencial comercialmente.

O dleo essencial foi adquirido comercialmente do fornecedor “LASZLO”, com a
razdo social Koscky Producéo e Arte LTDA, inscrito no CNPJ: 23.727.171/0002-1. O
O0leo essencial acompanha andlise cromatografica realizada pelo Laboratério de
Cromatografia da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG. A analise
cromatografica consta em anexo neste documento. Lote do fornecedor: LZ 2800. Val:
09/23.

4.2.2. Determinar a solubilidade do 6leo essencial de A. millefolium L.

A solubilidade do 6leo essencial de A. millefolium L. foi avaliada conforme
descrito na Farmacopeia Brasileira - 5 Edicdo. Para a andlise da solubilidade do 6leo
foram utilizados 100 pL do 6leo e adicionados 100 uL do solvente, sempre repetindo

a adicdo do solvente para avaliar a solubilidade.
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Foram utilizados os solventes: Etanol PA, Metanol PA, Isopropanol PA, Etanol

70% (v/v), Cloroférmio PA e Acetona PA na execucao do teste.
O grau de solubilidade foi avaliado conforme o quadro 1.

Quadro 1. Descricao da solubilidade de acordo com a quantidade de partes de

solvente adicionadas a amostra.

Solvente NUumero de partes

Muito solavel Menos de 1 parte

Facilmente solavel De 1 a 10 partes

Soluvel De 10 a 30 partes

Ligeiramente soltvel De 30 a 100 partes

Pouco solavel De 100 a 1000 partes

Muito pouco solavel De 1000 a 10000 partes
Praticamente insoltvel Acima de 10000 partes

Fonte: Farmacopeia Brasileira, 52 Edigéo, 2010.

4.2.3. Caracterizar quimicamente, o 6leo essencial de A. millefolium L.

A composicdo quimica dos constituintes volateis do oOleo essencial de A.
millefolium, foi identificada utilizando um cromatografo gasoso acoplado a
espectrofotometro de massas (CG-EM — QP2020 — Shimadzu®, usando detector de
massas com ionizacdo por impacto de elétrons (70 e'V). A amostra foi diluida em
hexano na concentracdo de 1:100 mg/uL e injetado 1 uL dessa diluicdo em coluna
SH-Rtx-5MS (5% difenil / 95% dimetilpolisiloxano) com dimensdo de 30 m

(comprimento) x 0,25mm (1.D.) x 0,25um (espessura do filme).

Foram utilizadas as seguintes condi¢cdes cromatograficas: temperatura de
injecdo, 260 °C; temperatura do detector, 250 °C; gas de arraste Hélio com fluxo de 1
mL/min e modo de injecao split com razdo 1:10. A temperatura do forno foi mantida
inicialmente a 70 °C e, posteriormente, elevada, gradualmente, até 250 °C, utilizando

rampa de aguecimento de 3 °C/min.

Para a definicdo do indice de retencéao (IR) das substancias, foi considerado no
célculo a interpolacéo do tempo de retencédo de um padrdo de carbonos alifaticos (C7-

C40) (Sigma®), analisado nas mesmas condi¢cdes das amostras. Para identificacdo de
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cada componente, foi comparado na literatura o IR e espectros de massas descritos
na literatura (Adams, 2017).

4.2.4. Avaliar a atividade antioxidante do 6leo essencial de A. millefolium L.
4.2.4.1. Inibicéo do radical DPPH *

A atividade antioxidante foi avaliada por meio da atividade sequestradora do
radical DPPH (2,2 difenil-1-picril-hidrazila) (Rufino et al., 2007, com modificagdes).

Inicialmente, foi realizada a curva analitica do radical DPPH* em metanol PA,
variando a concentragédo de 10 uM a 60 puM. Posteriormente, foram preparadas cinco
diluicbes do 6leo essencial em triplicata, nas concentracdes 0,250; 0,500; 1,000;
2,000 e 4,000 mg/mL. Em ambiente escuro, foi transferida uma aliquota de 0,1 mL da
solucéo do oOleo essencial para um tubo de ensaio com 3,9 mL de radical DPPH". Para
o branco da cor, foi adicionada, a um tubo, a solugdo mais concentrada do 6leo sem
a solucdo de radical DPPH°. As solugbes foram mantidas ao abrigo da luz, em
repouso, por 30 minutos. Apds essa pausa, foi utilizado alcool metilico como branco
para calibrar o espectrofotometro, e as leituras realizadas a 515 nm, em
espectrofotometro SPECTROstar Nano® - BMG Labtech.

A partir das leituras das absorbancias obtidas, das diferentes diluicées do 0leo,
foi construido um grafico da absorbancia versus diluicdes (mg/mL), e determinada a
equacao da reta. Para calcular a atividade antioxidante, foi substituida a absorbancia
equivalente a 50% da concentracdo do radical DPPH° e calculado o resultado que
corresponde a amostra necessaria para reduzir em ou a 50% a concentracao inicial
do radical DPPH".

4.2.4.2. Inibicdo do radical ABTS ™

A avaliacdo da atividade antioxidante do 6leo de A. millefolium L. foi realizada
por meio da metodologia de captura do radical ABTS™ (2,2 -azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), (Rufino et al.,, 2007b, com modificacfes).
Inicialmente, foi preparado o radical ABTS™, a partir da reacdo de 5 mL da solucao

estoque de ABTS com 88 pL de solucéo de persulfato de sodio (140 mM). A mistura
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foi mantida sob o abrigo da luz, a temperatura ambiente, por 16 horas. Em seguida, 1
mL dessa mistura foi diluida em etanol absoluto, até se obter uma absorbancia de
0,70 £ 0,05, a 734 nm.

Posteriormente, foi realizada a curva analitica do Trolox, em etanol absoluto,
em cinco diferentes concentra¢des (100, 500, 1000, 1500 e 2000 uM). Uma aliquota
de 30 pL de cada concentracao foi transferida para tubos de ensaio, contendo 3,0 mL
da solucgéo de radical ABTS™ e homogeneizados em agitador de tubos. A leitura da
absorbancia foi realizada a 734 nm, em espectrofotometro SPECTROstar Nano® -
BMG Labtech, ap6s 6 minutos da mistura.

Para avaliacdo da atividade antioxidante do 6leo de A. millefolium L., solu¢des
de 6leo, em etanol absoluto, foram preparadas nas concentragcfes 0,03125; 0,0625;
0,1250 e 0,2500 mg/mL, em ftriplicata. Em seguida, uma aliquota de 30 pL de cada
concentracao foi transferida para tubos de ensaio contendo 3,0 mL da solucéo de
radical ABTS™* e homogeneizados. A leitura das absorbancias também foi realizada a
734 nm, apos 6 minutos da mistura. Para o branco da cor, foram utilizados 30 pL da
solucéo de maior concentragao do 6leo e 3 mL de etanol absoluto.

Os resultados obtidos foram plotados em um grafico da absorbancia pela
concentracao de Oleo de A. millefolium L. e a equacao da reta foi utilizada para calcular

o valor da capacidade antioxidante equivalente em Trolox ou TEAC.

4.2.5. Determinar o equilibrio hidrofilo-lipofilo requerido (EHLY)

Para a determinacdo do equilibrio hidréfilo-lipdfilo requerido (EHLr) do Oleo
essencial de A. millefolium L., foram preparadas emulsées com diferentes
guantidades dos tensoativos Tween 85® (T85), Tween 20® (T20), Procetyl AWS
(PAWS), Tween 80® (T80) e Span 80® (S80), a fim de se obter varias formulacées

com uma ampla faixa de EHL.
O EHLr foi calculado segundo a equacéo:

EHLr = EHLA X A% + EHLs X B%

100
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Onde:

EHLr é o valor de EHL resultante da mistura de dois tensoativos
EHLA é o valor de EHL do tensoativo mais hidrofobico

EHLg é o valor de EHL do tensoativo mais hidrofilico

A% é o percentual do tensoativo mais hidrofébico

B% é o percentual do tensoativo mais hidrofilico

A% + B% = 100% da concentragéo de tensoativo

4.2.6. Obter as nanoemulsdes

Para a obtencdo das nanoemulsdes, foi utilizado o método EPI — Emulsion
Phase Inversion, quando os tensoativos sdo solubilizados na fase oleosa.
Posteriormente, a fase aquosa foi vertida sobre a fase oleosa em agitacéo constante,
a 870 rpm, até a completa homogeneizacdo, em agitador magnético (Corning -
stirrer/hot plate) (Agostinho, 2017). Os tensoativos foram homogeneizados,
inicialmente, com o 6leo, por 30 minutos e, em seguida, foi adicionada a agua gota a
gota lentamente, e homogeneizados por 60 minutos. As formulacdes foram deixadas
em repouso, por 24 horas, para verificacdo dos parametros macroscopicos de
estabilidade (Jesus et al., 2017), tendo como parametro a presenca de formacéao de

cremagem, coalescéncia, precipitacdo e separacéo de fases.
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Figura 3 — Sistema de preparo das formulagdes.

Fonte: Elaborado pela autora.

42.7. Avaliar a influéncia de diferentes tensoativos sobre a

nanoemulsificacéo

Apoés a definicdo do valor de EHLr, foram utilizados 24 pares de tensoativos
para o preparo das formulacbes. Os pares utilizados para a preparacdo das

formulacdes, estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Pares de tensoativos utilizados para o preparo das nanoemulsoes.

Tensoativo 1 EHL Tensoativo 2 EHL Formulacéo

Polysorbate 20 16,7 Polysorbate 60 14,9 F1
Polysorbate 20 16,7 PEG 6 Oleate 13 F2
Polysorbate 20 16,7 PEG 4 Oleate 11 F3
Polysorbate 20 16,7 Polysorbate 85 11 F4
Polysorbate 20 16,7 PEG 6 Dioleate 10 F5
Polysorbate 20 16,7 PEG 4 Dioleate 8,5 F6
Polysorbate 20 16,7 Monoleato de sorbitano 4,3 F7
Polysorbate 20 16,7 Sorbitan Trioleate 1,8 F8
PPG-5-Ceteth-20 16 Polysorbate 60 14,9 F9
PPG-5-Ceteth-20 16 PEG 6 Oleate 13 F10
PPG-5-Ceteth-20 16 PEG 4 Oleate 11 F11
PPG-5-Ceteth-20 16 Polysorbate 85 11 F12
PPG-5-Ceteth-20 16 PEG 6 Dioleate 10 F13
PPG-5-Ceteth-20 16 PEG 4 Dioleate 8,5 F14
PPG-5-Ceteth-20 16 Monoleato de sorbitano 4,3 F15
PPG-5-Ceteth-20 16 Sorbitan Trioleate 1,8 F16
Polysorbate 40 15,6 Polysorbate 60 14,9 F17
Polysorbate 20 15,6 PEG 6 Oleate 13 F18
Polysorbate 20 15,6 PEG 4 Oleate 11 F19
Polysorbate 20 15,6 Polysorbate 85 11 F20
Polysorbate 20 15,6 PEG 6 Dioleate 10 F21
Polysorbate 20 15,6 PEG 4 Dioleate 8,5 F22
Polysorbate 20 15,6 Monoleato de sorbitano 4,3 F23
Polysorbate 20 15,6 Sorbitan Trioleate 1,8 F24

Fonte: Elaborado pela autora.

Apoés o término do preparo, as nanoemulsées permaneceram 24 horas em

repouso, para avaliagdo macroscopica dos parametros de estabilidade: formacao de

cremagem, coalescéncia, precipitacdo e separacdo de fases.

4.2.8. Caracterizar as nanoemulsdes pelo espalhamento dinamico da luz

As nanoemuls@es obtidas foram caracterizadas pelo espalhamento dinamico

da luz (DLS) pelo equipamento Zetasizer Nano ZS, Malvem, UK. As amostras foram

diluidas com &gua deionizada na propor¢cdo de 1:25 v/v, em triplicata. Foram

registrados os dados de: tamanho das goticulas, o indice de polidispersdo e o
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potencial zeta, que foram expressos como a média + desvio padrdo (Jesus et al.,
2017). Os gréficos de distribuicdo do tamanho de goticula, por intensidade
populacional, foram obtidos pelo proprio software do equipamento (Zetasizer software
— Malvern).

4.2.9. Avaliar o potencial antimicrobiano

4.2.9.1. Preparo do in6culo

Foram utilizados meio de cultura e caldo Mueller Hinton, para a manutencao
dos microrganismos e execuc¢ao dos ensaios. Os meios foram preparados de acordo
com a orientacao do fabricante. As cepas padrao utilizadas na execucao dos ensaios
foram: Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Staphylococcus aureus (ATCC
2593) e Cutibacterium acnes (ATCC 2592) (Ostrosky, 2007).

As culturas de S. aureus e S. epidermidis foram retiradas do freezer a -80 °C,
transferidas para o caldo de manutencdo e permaneceram, para Seu
desenvolvimento, em estufa microbiologica a temperatura de 37 + 2°C, por 24 horas,
antecedentes a execucdo do ensaio. O inoculo foi padronizado em escala de
McFarland até obterem um indice de turbidez de 0,5; o que equivale a 1,5 x 108
unidades formadoras de colénia (UFC) /mL.

A cultura de C. acnes foi retirada do freezer a -80 °C, transferida para o caldo
de manutencéo e permaneceu, para seu desenvolvimento, em jarra de anaerobiose,
em estufa microbiolégica a temperatura, de 37 + 2 °C, por 48 horas, antecedentes a
execucao do ensaio. O in6culo foi padronizado em escala de McFarland até obterem
um indice de turbidez de 0,5; o que equivale a 1,5 x 108 unidades formadoras de
colénia (UFC) /mL.

4.2.9.2. Determinar a Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana qualitativa foi realizada pela metodologia de difuséo
em agar, na qual foi avaliado o tamanho da zona de inibicdo, frente aos
microrganismos S. epidermidis, S. aureus e C. acnes. Foi avaliada, também, pela

técnica de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), os microrganismos S. aureus e S.
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epidermidis (Lyra, 2019; CLSI; 2018). Os testes foram realizados tanto para o 6leo
essencial quanto para a nanoemulsédo. A C. acnes nao foi avaliada pela técnica de
Concentracdo Inibitéria Minima, uma vez que a placa de 96 pogos ndo coube na jarra
de anaerobiose, sendo apenas testada com a técnica de difusdo em agar por
template.

Para este ensaio, foram utilizados os delineamentos das placas conforme as

figuras 04 e 05.

Figura 04 — Delineamento utilizado para analise de atividade antimicrobiana

das cepas S. aureus e S. epidermidis para o 6leo essencial de A. millefolium L.
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@ Controle negativo - meio de cultura + S. epidermides

Fonte: Elaborado pela autora
A partir do delineamento anterior, foram obtidos os resultados para cada cepa,

expressos em CIM ou CBM. A CIM, Concentrag&o Inibitéria Minima, define a menor
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concentracao inibitéria visivel do microrganismo estudado; j& a CBM, concentracao
Bactericida Minima, é a menor concentracado que mata 99,99% das bactérias (CLSI,
2015).

Figura 05 — Delineamento utilizado para analise de atividade antimicrobiana

das cepas S. aureus e S. epidermidis para a nanoemulsédo obtida.
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Fonte: Elaborado pela autora

4.2.9.3. Difusé@o em agar por template

Esta analise microbiolégica seguiu a metodologia de difusdo em agar de Kiby
Bauer, e consistiu na deposicdo do template na placa de agar semeada, cujos
compostos testes sdo adicionados ao pog¢o do template. O ensaio foi realizado em
triplicata e envolveu as seguintes etapas: sele¢do das colbnias bacterianas, preparo

do in6culo bacteriano, ajuste da escala de McFarland, preparo das placas, inoculacéo
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do microorganismo na placa, adicdo do template estéril, adicdo das amostras no
template, incubacao das placas, medi¢cado dos halos de inibicdo e interpretacdo dos
resultados (Kirby; Bauer, 1966).

As cepas de S. aureus, S. epidermidis e C. acnes, foram padronizadas na
escala 0,5 de MacFarland e, posteriormente, 100 pyL adicionados em placas de
Mueller Hinton e semeadas utilizando algca de Drigalski de vidro estéril. Em seguida,
foram inseridos os templates sobre 0 meio de cultura, e adicionados 100 yL da diluicao
do dleo essencial e da nanoemulsdo, por po¢co do template. As placas foram
incubadas a 37 °C, por 24 horas. Para a leitura, foram medidos os didmetros dos halos

de inibicdo em milimetros (mm), (Kirby; Bauer, 1966).

4.2.9.4. Concentragéo Inibitoria Minima (CIM)

As concentragdes inibitorias minimas (CIM) dos compostos foram obtidas
utilizando a metodologia da microdiluicio REMA (Resazurin Microtiter Assay Plate)
(Palomino et al., 2002; Palomino et al., 2007; Bou, 2007; Coban, 2012; CLSI, 2008),
em meio de cultura Caldo Mueller Hinton, com modificacdes.

Antes de adicionar o microorganismo, foram preparadas concentracfes
decrescentes de 4,0000 a 0,1250 mg/mL com os seguintes compostos: 6leo essencial
e nanoemuls&o contendo o 6leo essencial.

O preparo das concentracdes nas microplacas estéreis com 96 pocos foi iniciado
com um volume de 100 uL de meio de cultura Caldo Muller Hinton, em todos os pog¢os,
com excegao dos primeiros de cada fileira. Nestes, 200 yL dos compostos a serem
testados foram adicionados e, entdo, foi realizada uma micro diluicdo seriada,
manualmente, que consiste em pipetar 100 yL do po¢co de numero 1, adicionar ao
po¢co de numero dois, homogeneizar; retirar 100 pL, passar para o pogo 3,
homogeneizar e, assim, sucessivamente.

As cepas foram adicionadas a solucao salina 0,85%, até obterem um indice de
turbidez de 0,5 no padrdo de McFarland, o que equivale a 1,5 x 108 unidades
formadoras de col6nia (UFC) /mL. O indculo inicial para cada poco da microplaca foi

calculado e preparado na concentracdo equivalente a 10° - 108 UFC/mL, tendo
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utilizado, também, um volume de 100 pL da bactéria diluida em meio Caldo Muller
Hinton.

Os valores de CIM; ou seja, a menor concentracdo do composto capaz de inibir
o crescimento do microrganismo, visivelmente, foi definido ap6s a incubacéo e
revelacdo com 50 pL de resazurina (0,01%), adicionados em cada poc¢o. A mudanca
de cor, de azul para rosa, indica o crescimento e a presenca de células bacterianas
viaveis.

Para a determinacéo da CBM, isto é, da menor concentracdo do composto na
gual ndo ocorreu crescimento do microrganismo, foi realizada antes de adicionar a
resazurina, com o auxilio de palitos de madeira estéreis, a inoculacédo de cada um dos
pocos da microplaca em agar SDA. Apos a incubacao, (35,5 °C/ 24 horas) foi efetuada

a leitura, se havia ou nao crescimento microbiano.

4.2.10. Avaliar a estabilidade fisica da nanoemulsao obtida

Para avaliar a estabilidade da nanoemulséo escolhida, foram preparados 10 g
de nanoemulsdo, em triplicata, e acondicionados em frasco de vidro transparente,
com tampa, protegido da luz. As formulagdes foram submetidas nas condi¢cbes de
estresse: geladeira com temperatura de 5 + 2 °C; estufa com temperatura de 37 + 2
°C e temperatura ambiente de 25 + 5 °C (Isaac et al., 2008, com modificacdes).

As nanoemulsdes foram avaliadas 24 horas ap0s o seu preparo e nos dias 7,
14, 21, 28, 35, 42, 63 e 90 apos a exposicado a condi¢cdes de estresse, quanto aos
parametros: tamanho de goticula, indice de polidisperséo, potencial zeta e pH.

Para as analises de tamanho de goticula, indice de polidispersao e potencial
zeta, as nanoelmusdes foram diluidas com agua Mili-Q na proporcéo de 1:25. O pH
foi lido diretamente nas nanoemulsfes, sem diluicbes, em peagbmetro digital
(Gehaka®, PG1800).

Os resultados estdo expressos como a média + desvio padréo.
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4.2.11. Anédlise estatistica dos resultados

A analise estatistica dos resultados foi realizada através do software GraphPad
Prism 7® com nivel de significancia de 95%. Foi realizado o teste ANOVA One-way e
pos-teste Tukey, para a determinacdo do EHLr e escolha do melhor par de

tensoativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. TESTE DE SOLUBILIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE A. millefolium L.

A solubilidade do 6leo essencial de A. millefolium L. foi avaliada conforme a
metodologia da Farmacopeia Brasileira - 52 Edicdo. A solubilidade foi testada frente
aos solventes: Etanol PA, Metanol PA, Isopropanol PA, Etanol 70% (v/v), Cloroférmio
PA e Acetona PA.

Na Tabela 2, estdo demonstrados os solventes utilizados no teste e o grau de

solubilidade do éleo, respectivamente.

Tabela 2. Solubilidade do 6leo essencial de A. millefolium L. em diferentes

solventes.
Solvente Solubilidade
Etanol 70% (v/v) Ligeiramente soltvel
Metanol PA Muito soluvel
Acetona PA Muito soluvel
Cloroférmio PA Muito soluvel
Etanol PA Muito soluvel
Isopropanol PA Muito soltvel

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 6 — Andlise de solubilidade do 6leo essencial de A. millefolium L. em

diferentes solventes.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Ao observar a Figura 6, nota-se a homogeneidade de cada mistura de 6leo, em
diferentes solventes. Entre os 6 solventes utilizados no teste, o 6leo essencial de A.
millefolium L. se apresentou como: “ligeiramente soluvel” apenas na presencga de

Etanol 70% (v/v) e, nos demais solventes, apresentou-se como muito soluvel.

A avaliacdo da solubilidade do 6leo de A. millefolium L. & de suma importancia
para a realizacdo dos experimentos de avaliacdo da atividade antioxidante, visto que
€ necessaria a solubilizacédo do 6leo em solventes organicos, assim como no meio de
cultura para avaliacdo da atividade antimicrobiana. Sem a solubilizacéo do 6leo, ndo
€ possivel a realizagcdo de ambos 0s experimentos. Os 6leos essenciais sdo uma
mistura de substancias volateis lipofilicas (metabdlitos secundérios), odoriferas e
liquidas, que comumente sdo chamados de 6leos volateis, devido a volatilidade e a
solubilidade em solventes organicos (Paiva, 2014). Scheffer, em 2012, descreveu a

solubilidade do 6leo essencial como 0,2 em 1 volume de alcool 90%.

5.2. CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DE A. millefolium L.

O dleo essencial possui a coloragéo azul escuro, conforme a Figura 7.

Figura 7 — Oleo essencial de Achillea millefolium L.

Fonte: Elaborada pela autora.
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O dleo essencial foi analisado por CG-EM, para quantificacdo quimica

percentual, na qual, foram identificadas 22 substancias que estao descritos na Tabela

3, que descreve as substancias do OE de A. millefolium L., em sequéncia crescente

de eluicdo, e os cromatogramas estao dispostos nos Apéndices.

No Apéndice 1, é apresentado o Certificado de andlise quimica — Oleo

essencial Achillea millefolium e no Apéndice 2, apresentada a Caracterizacdo quimica

— Oleo essencial Achillea millefolium, obtida no ensaio de caracterizago.

Tabela 3. Caracterizacdo quimica percentual do éleo essencial da A. millefolium.

TR Substancia Al exp Al tedrico  Area %
9,703 Pinene <a-> 927 932 0,69
9,909 Artemisia triene 934 923 2,36
11,103 Hepten-2-one <6-methyl-5-> 971 981 0,58
11,230 Sabinene 975 969 20,53
11,322 Pinene <-> 977 974 15,61
11,808 Myrcene 992 988 0,54
12,623 Terpinene <a-> 1018 1014 0,63
13,013 Limonene 1030 1024 1,02
13,090 Cineole <1,8-> 1033 1026 4,24
13,989 Terpinene <y-> 1061 1054 0,83
14,055 Artemisia ketone 1063 1056 6,66
17,673 Terpinen-4-ol 1181 1174 2,60

Sabinyl acetate <trans->

20,481 (ﬁgp vs. Acetyl) 1279 1289 0,85
20,811 Bornyl acetate 1291 1284 0,85
24,464 B-caryophyllene 1410 1417 15,52
25,327 Linalool butanoate 1422 1421 2,09
26,012 Copaene<B-> 1432 1430 11,58
26,261 Bergamotene <a-trans-> 1436 1432 1,00
26,400 Elemene <y-> 1437 1434 0,55
26,996 Aromadendrene 1446 1439 0,55
28,511 Aromadendrane <dehydro-> 1467 1460 1,91
31,820 Chamazulene 1723 1730 3,00

Total 94,19

Fonte: Elaborado pela autora

Entre os 22 constituintes (94,19%) identificados no O6leo essencial de A.

millefilium L., foi verificada a presenca dos compostos majoritarios sabinene (20,53%),



44

Pinene <B-> (15,61%), B-caryophyllene, (15,52%), Copaene<@-> (11,58%), Artemisia
ketone (6,66%), Chamazulene (3,00%), que correspondem a 72,9% da composi¢cao

do 6leo.

Em estudo realizado por Daniel, 2019; por CG/EM foram detectados 21
compostos quimicos e, dentre os majoritarios, o de maior concentracdo foi o a-
farneseno (31,66%), seguido pelo camazuleno (17,17%), o B-cariofileno (10,27%) e o
sabineno (8,77%), sendo a classe majoritaria os sesquiterpenos hidrocarbonados com
74,29%.

5.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.3.1. Inibigdo do radical DPPH"

A capacidade antioxidante do 6leo de A. millefolium L. foi avaliada pela
metodologia de inibicdo do radical DPPH™ cuja curva analitica do radical DPPH' esta

ilustrada na Figura 8.

Figura 8 — Curva analitica do radical DPPH*
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Fonte: Elaborada pela autora.

A curva de inibicdo do radical DPPH" pelo 6leo de A. millefolium L. esta ilustrada

na Figura 9.
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Figura 9 — Curva de inibicdo do radical DPPH- pelo 6leo de A. millefolium L.
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Fonte: (Elaborada pela autora).

Figura 10 — Diluicdo seriada do 6leo de A. millefolium L. apos inibicdo pelo radical
DPPH".

Fonte: Elaborado pela autora.

Esta metodologia trata-se de uma reacgdo colorimétrica, cuja reducdo da
absorbancia, a 515 nm, ocorre pela captura do radical pelo 6leo essencial de A.
millefolium L. (Rufino et al., 2007).

Foi calculado o valor de ECso para avaliar a capacidade antioxidante do 6leo
de A. millefolium L., sendo este valor correspondente a quantidade de 6leo necessaria

para inibir 50% dos radicais livres presentes na amostra. Quando menor o ECso, maior
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a capacidade antioxidante, visto que é necesséria uma menor quantidade de 6leo
para reduzir em 50% o radical livre DPPH".

O valor de ECs foi calculado substituindo em y, na equacéo da reta da curva
de inibicdo do DPPH’, o valor da absorbéancia encontrada para 30 yM de DPPH-. O
valor de ECsp, frente ao radical DPPH’, foi determinado como 2,56 mg/mL.

Em estudo realizado por Dolwitsch e colaboradores, 2016, o extrato etandlico
10% de partes como folha, ramo, inflorescéncia e flor apresentaram valores 21%,
64%, 66% e 67%, respectivamente. Ja Fabri et al., 2011, determinaram a atividade
antioxidante da inflorescéncia e encontraram o valor de 48 pug m.

Os resultados obtidos por Dolwitsch e Fabri, com seus colaboradores, sdo bem
distantes do valor encontrado, que pode ser justificado por terem realizado com
extrato de A. millefolium L. e ndo, o 0leo essencial. Dolwitsch determinou em extrato
etandlico das diferentes partes da planta, compostos com funcdo antioxidante
significativa, sendo eles os compostos canferol, acido cafeico, quercetina e flavona.

A atividade antioxidante encontrada no 0leo essencial pode ser atribuida ao
composto sabinene (20,53%), conforme a caracterizacdo quimica percentual obtida.

O valor de ECspvaria de acordo com a composigéo quimica da espécie vegetal,
visto que fatores ambientais como o clima de cultivo, época de coleta, horario de
coleta e tipo de solo cultivado, interferem no processo de crescimento e
desenvolvimento da espécie vegetal (Borges et al., 2011), assim como a metodologia
de extracdo e tempo de estocagem (Silva, 2015), o que justifica as variacdes nos

valores encontrados.

5.3.2. Captura do radical 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS®Y)

A capacidade antioxidante do 6leo de A. millefolium L. também foi analisada
pela metodologia de inibicdo do radical ABTS<+. Essa metodologia se trata de uma
reacao colorimétrica, na qual ha a reducdo da absorbancia, a 734 nm, conforme

ocorre a captura do radical pelo 6leo essencial de A. millefolium L. (Rufino et al., 2007).

A curva analitica do padrao Trolox € ilustrada na Figura 11.
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Figura 11 — Curva analitica do Trolox.
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Figura 12 — Diluicdo seriada do 6leo de A. millefolium L. apés inibicdo pelo radical
ABTS™.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 13 — Curva de inibi¢cdo do radical ABTS™ pelo 6leo essencial de A. millefolium
L.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para avaliar a capacidade antioxidante do Oleo de A. millefolium L. frente ao
radical ABTS™, foi calculado o valor da capacidade antioxidante do equivalente Trolox,
ou TEAC. Para calcular o valor de TEAC, foi substituindo o y, da equacgéo da reta da
curva de inibicdo do radical ABTS™, pelo valor da absorbancia encontrada para 1000
MM de Trolox e, em seguida, o resultado foi dividido por 1000, obtendo-se, assim, o
valor de 0,00026 uM Trolox/mg de éleo.

A atividade antioxidante € uma analise importante para estabelecer a relacao
sinérgica de extratos e Oleos vegetais, com os beneficios de substancias isoladas ja
comercializadas. E notoria a diferenca de valores de inibicdo dos radicais DPPH" e
ABTS™" respectivamente, pelo 6leo essencial de A. millefolium. Frente ao radical
DPPH’, foi determinado o valor de ECsocomo 2,56 mg/mL, enquanto o radical ABTS™
apresentou o valor de 0,00026 uM Trolox/mg de 6leo. A atividade antioxidante
encontrada no 6leo essencial pode ser atribuida ao composto sabinene (20,53%),

conforme a caracterizacdo quimica percentual obtida.
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A diferenca nos valores encontrados frente aos radicais testados, se da
mediante as diferencas estereoquimicas na estrutura dos radicais DPPH" e ABTS™*
gue influencia, diretamente, no mecanismo de reacdo de diferentes compostos
presentes nas espécies vegetais, que podem ter acdo antioxidante (Pérez-Jiménez et
al., 2008). Existem diversas metodologias para a avaliagéo da atividade antioxidante,
além das metodologias propostas neste estudo. Ha o ensaio de capacidade de
absorcéo do radical oxigénio (ORAC), método de captura de anion radical superéxido
e potencial antioxidante redutor férrico (FRAP) (Almeida-Cincotto, 2016).

A atividade antioxidante encontrada é um fator que corrobora no cuidado da
acne, pois diminui o estresse oxidativo, prevenindo o envelhecimento precoce da pele

e a formacdao de lesdes causadas pela acne (Cefali et al., 2020).

5.4. DETERMINACAO DO EQUILIBRIO HIDROFILO-LIPOFILO REQUERIDO
(EHLTr)

A metodologia de baixo aporte de energia foi a escolhida para a execucao
dessa pesquisa. A nanoemulsédo foi obtida pelo método EPI — Emulsion Phase
Inversion, quando os tensoativos séo solubilizados na fase oleosa. Posteriormente, a
fase aquosa foi vertida sobre a fase oleosa em agitacdo constante, a 870 rpm, até a
completa homogeneizacéo (Agostinho, 2017).

Para a determinacdo do EHLr da fase oleosa, foram preparadas diferentes
proporcdes de Polysorbate 20 (T20) e Sorbitan Trioleate (S85), na qual apresentam
valor de EHL de 16,7 e 1,8 respectivamente. Desta forma, foi possivel obter uma

ampla faixa de EHL, conforme a Tabela 4.



Tabela 4. Composicao percentual das formulacdes para determinagéo do EHLr.

COMPOSICAO (%m/m)

EHL T20 S85 OE H-0
16,7 5,00 - 1,00 94,00
16,0 4,72 0,28 1,00 94,00
150 4,32 0,68 1,00 94,00
140 391 1,09 1,00 94,00
135 3,77 1,23 1,00 94,00
13,25 3,70 1,30 1,00 94,00
13,0 351 1,49 1,00 94,00
12,0 3,10 1,90 1,00 94,00
11,0 2,70 2,30 1,00 94,00
10,0 2,30 2,70 1,00 94,00
9,0 1,90 3,10 1,00 94,00

8 1,49 3,51 1,00 94,00

Fonte: Elaborada pela autora.
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A quantidade de 6leo de A. millefolium L. e de 4gua foram mantidas fixas e a

guantidade de cada tensoativo foi modificada, a fim de se obter o respectivo valor de

EHL, para cada formulacéo. Ao total, foram 12 formulagbes, com diferentes valores

de EHL, e diferentes aspectos macroscopicos, conforme as Figuras 14 e 15.

Figura 14 — Formulacdes para a determinacéo do EHLr, apds 24 horas em repouso.

Fonte. Elaborada pela autora.
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Figura 15 — Formulagdes para a determinacéo do EHLr, apds 24 horas em repouso.

Fonte: Elaborada pela autora.

Ap0s a avaliacdo visual dos aspectos macroscopicos de estabilidade, como a
formacdo de cremagem, floculacdo e separacédo de fases, somente as formulacdes
com EHL 14,0 e 15,0 ndo apresentaram nenhum sinal de instabilidade. Conforme a
Figura 16, ambas se caracterizaram como estaveis visualmente, e com aspecto
translucido.

Figura 16 — Formulacfes estaveis apos a determinacéo do EHLr, apos 24 horas em
repouso.

Fonte: Elaborada pela autora.

Para escolher a melhor formulacéo, foi realizada a medicdo do tamanho de
goticula, pela técnica de espalhamento dinamico da luz (DLS), 24 horas apos o

preparo das formulacdes, conforme Tabela 5.
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Tabela 5. Tamanho médio das formulagfes de EHL 15 e EHL 14,

EHL Tamanho (nm)

15,0 19 nm

14,0 36 nm
Fonte: Elaborada pela autora.

O tamanho das goticulas é determinado a partir das mudancas na frequéncia
do feixe de luz, que incide sobre a amostra, devido ao movimento Browniano das
goticulas presentes na suspensdao. Uma nanoemulsdo, tipicamente estavel,
apresenta-se com tamanho de goticula de até 200 nm (Solans et al., 2005; Jafari;
McClements, 2018; Almeida, 2020).

Frente & analise do tamanho de goticula, foi definida a melhor formulagéo,
aquela com EHLr 15,00, por ter apresentado menor tamanho e aparéncia mais
translucida que a formulacdo de EHL 14,00, sugerindo uma dispersdao mais
homogénea das goticulas de 6leo na fase aquosa (Jafari; McClements, 2018). Sendo
assim, a formulacéo de EHL 15 foi a eleita para continuacdo dos ensaios.

5.5. PARES DE TENSOATIVOS

Foram propostos 24 pares diferentes de tensoativos, a fim de avaliar o
comportamento das formulacdes, frente as alteracdes dos tensoativos quanto as suas
estruturas quimicas, para o EHL 15. A medida que os pares de tensoativos fossem
alterados, era avaliadas se as alterac6es promoveriam modificacdes nos parametros
macroscopicos de estabilidade. Nas tabelas 6, 7 e 8 estdo descritas as composi¢coes
das formulagdes com as respectivas quantidades de tensoativos, 6leo e agua e as

imagens das nanoemulsdes obtidas, para cada par de tensoativos.
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Tabela 6. Composi¢ao percentual das formulacdes F1 a F8.

COMPOSICAO % (m/m)

FORM T20 PAWS T40 T60 P6MO P4MO T85 P6DO P4DO S80 S85 OE H.O

F1 0,2 4,8 1,00 94,00
F2 2,8 2,2 1,00 94,00
F3 3,6 14 1,00 94,00
F4 3,6 14 1,00 94,00
F5 3,8 0,06 1,00 94,00
F6 4,0 1,0 1,00 94,00
F7 44 0,6 1,00 94,00
F8 44 0,6 1,00 94,00

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 17 — Formulacdes (F1 a F8), 24 horas apds o0 preparo, em repouso, para
determinar o melhor par de tensoativos

a2

: \."\"" iR e 2
do pela autora.

"~ Fonte: Elabora

Apdés 24 horas em repouso, pode-se avaliar que apenas as formulacdes F3 e
F8, mantiveram-se estaveis, quanto aos parametros de estabilidade, uma vez que nao
apresentaram formacéo de cremagem ou floculacdo. Apds isso, o tensoativo T20 foi
substituido pelo tensoativo PAWS, e as formulacbes foram preparadas conforme
composicao descrita na tabela 6, e as formulacdes obtidas estdo mostradas na Figura
17.



Tabela 7. Composicao percentual das formulacdes F9 a F16.
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FORM T20 PAWS T40 T60 P6MO P4MO T85 P6DO P4DO S80 S85 OE H»O

F9
F10
F11
F12
F13
F14
F15
F16

0,4
3,4
4,0
4,0
4,2
4,4
4,6
4,6

4,6

1,6
1,0
1,0
0,8

0,6

0,4

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,4 1,00

94,00
94,00
94,00
94,00
94,00
94,00
94,00
94,00

Figura 18 — Formulacdes (F9 a F16), 24 horas ap6s o preparo, em repouso, para

Fonte: Elaborado pela autora

determinar o melhor par de tensoativos.

Fonte: Elaborado pela autora.

ApGs 24 horas em repouso, pode-se avaliar que apenas as formulacées F10,

F11, F13 e F14, mantiveram-se estaveis quanto aos parametros de estabilidade, uma

vez que nado apresentaram formacdo de cremagem ou floculacdo. Apds isso, 0

tensoativo PWS foi substituido pelo tensoativo T40, e as formulagdes foram

preparadas conforme composicdo descrita na tabela 8, e as formulacfes obtidas

estdo mostradas na Figura 18.



Tabela 8. Composicao percentual das formulacdes F17 a F24.
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FORM T20 PAWS T40 T60 P6MO P4MO T85 P6DO P4DO S80 S85 OE H>O

F17
F18
F19
F20
F21
F22
F23
F24

0,8 4,2
3,8
4.4
4.4
4.4
4,6
4,8
4,8

1,2
0,6
0,6
0,6

0,4

0,2

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,2 1,00

94,00
94,00
94,00
94,00
94,00
94,00
94,00
94,00

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 19 — Formulacbes (F17 a F24), 24 horas apds o preparo, em repouso, para

determinar o melhor par de tensoativos.

A TRy - RORtS 2
i DB - s SR s A

Fonte: Elaborado pela autora.

ApOs 24 horas em repouso, pode-se avaliar que nenhuma das formulacdes se

manteve estavel quanto aos parametros de estabilidade, uma vez que todas se

apresentaram com formacéo de cremagem e aspecto leitoso.

Para escolher uma formulacéo entre as seis que se apresentaram estaveis 24

horas apds o preparo, foi realizada a caracterizacdo dos parametros: tamanho (nm),

PDI e Potencial Zeta (mV). Para isso, em outro dia, foram preparadas/manipuladas

as seis formulacdes, que permaneceram em repouso por 24 horas e, por fim, foram

realizadas as leituras, em DLS, que se encontram descritas na Tabela 9.
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Tabela 9. Tamanho médio de goticula, indice de polidisperséo (PDI) e Potencial Zeta
(mV) das formulagdes F3, F8, F10, F11, F13 e F14, em DLS.

Formulacdo Tamanho (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
F3 23,58 £+ 1,9772 0,640 + 0,004¢ -20,7 +0,924h
F8 13,44 + 0,199 0,184 + 0,016° -8,10 + 1,440
F10 18,94 + 0,7922P 0,485 + 0,029 -19,8 + 2,630M!
F11 30,92 + 4,695¢ 0,325 £ 0,074¢ -13,3 + 3,380
F13 16,78 + 2,6542P 0,296 + 0,0229 -7,81 + 2,050
F14 19,75 + 0,08382b 0,280 £ 0,009¢¢ -14,3 + 0,757
Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica significativa. ANOVA One-way, pés teste Tukey
p<0,05

Fonte: Elaborado pela autora

Uma nanoemulséao tipicamente estavel, apresenta-se com tamanho de goticula
de até 200 nm, indice de polidispersdo menor que 0,5 e potencial maior que 30 Mv
em moédulo (Solans et al., 2005; Jafari; McClements, 2018).

Analisando os dados obtidos na Tabela 9, todas as formulacdes apresentaram

o tamanho de goticula como o esperado para uma nanoemulsao.

A formulacéo F3, apresentou o PDI superior a 0,5 e todas as formulacfes nao
apresentaram o potencial Zeta maior que 30 mV, em maodulo. Os valores de potencial
Zeta sdo0 negativos, o que sugere uma interferéncia do tipo do tensoativo, o que pode
ter acarretado a instabilidade. O tensoativo Procetyl € uma mistura de alcoois graxos
etoxilados, saturada em alcool cetilico etoxilado (ULPROSPECTOR, 2020).

As forcas de atracdo e repulsédo entre as particulas da dispersado, determinam
a estabilidade e formacédo de agregados. Os valores de potencial Zeta altamente
negativos e positivos, se dao pelas interacdes eletrostaticas de repulséo (Jiang et al.,
2009). Esses valores de potencial Zeta negativos séo significativos em faixas de pH
entre 5 e 7, que é a faixa segura para produtos de aplicacéo tdpica, além de prevenir
a aglomeracao das nanoparticulas, que € diretamente relacionada a transparéncia do

sistema (Manaia, 2012).
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Para a escolha da melhor formulacgéo, foi realizado o teste estatistico ANOVA

One-Way, pos teste Tukey.

Apéds a analise estatistica e a verificagdo dos graficos obtidos no software do
equipamento, apenas F13 e F14 ndo apresentaram diferenca estatistica significativa
entre si. A partir disso, a formulagéo F14 foi a escolhida, uma vez que o Potencial Zeta
era 0 mais alto, e o desvio padréo era o mais baixo quando comparado com a F13.

5.6. FORMULACOES FINAIS

Mediante a impossibilidade de determinacdo da regido de nanoemulséo,
devido a instabilidade das formulacdes, foram definidas novas formulagcbes com
percentual de 6leo proximo a 1% mantendo o valor de EHLr, a fim de avaliar o
comportamento e melhorar a estabilidade das formulagcdes. A composicdo das
formulacdes se encontra na Tabela 10.

Tabela 10. Composicao percentual das formulacdes finais com percentuais de OE,
de 0,25 a 1,75%.

FORM PAWS P4DO OE H;0O
F1 440 0,6 0,25 94,75
F2 440 0,6 0,50 94,50
F3 440 0,6 0,75 94,25
F4 440 0,6 1,00 94,00
F5 440 0,6 1,25 93,75
F6 440 0,6 1,50 93,50
F7 440 0,6 1,75 93,25

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 20 — Formulacgdes finais com percentuais de OE, de 0,25 a 1,75%.

Fonte: Elaborado pela autora
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Conforme demonstrado na Figura 20, as formulagbes F1 a F5, néo
demonstraram sinais de instabilidade; portanto, foram avaliadas quanto aos
parametros de tamanho (nm), PDI e Potencial Zeta (mV). Para isso, em outro dia,
foram manipuladas as cinco formulagdes, permaneceram em repouso, por 24 horas

e, por fim, realizadas as leituras, que se encontram descritas na Tabela 11.

Tabela 11. Tamanho médio de goticula, indice de polidisperséo (PDI) e Potencial Zeta
(mV) das formulacdes F1, F2, F3, F3 e F5.

Formulacdo Tamanho (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
F1 18,89 + 0,2132 0,168 + 0,011¢ -5,99 + 6,260°
F2 20,73 £ 0,2002 0,247 +0,033¢4¢ -5,71 + 0,536f
F3 21,45 +0,2632 0,187 + 0,02449¢ -5,19 + 1,820f
F4 13,72 +1,761° 0,237 + 0,059¢¢ -10,9 + 2,690"9
F5 17,96 = 1,4203°¢ 0,294 + 0,029¢ -17,9 £ 2,5009
Letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica significativa. ANOVA One-way, pos teste Tukey.
p<0,05

Fonte: Elaborado pela autora

Apoés a andlise dos resultados da Tabela 11, foi escolhida a formulacéo F4
como a formulacéo final, visto que apresentou diferenca significativa em relacao as
demais e possuia o menor tamanho médio, além de possuir uma maior

homogeneidade, conforme figura 21.

Figura 21 — Grafico de distribuicdo de tamanho de goticula por intensidade percentual
da formulacao F4.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 19: Amostra F4 1 Record 20: Amostra F4 2 Record 21: Amostra F4 3

Fonte: Zetasier Software.
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As demais formulac¢des foram descartadas e a formulacdo F4 foi a eleita para
a continuidade dos testes de estabilidade e avaliacdo antimicrobiana. A formulacéo
foi renomeada como NE-MF.

5.7. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.7.1. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracao
Bactericida Minima

5.7.1.1. Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis

A partir do delineamento das figuras 04 e 05, foram executados os testes com
as cepas S. aureus e S. epidermidis, tanto com o 6leo, quanto para a hanoemulsao
NE-MF obtida. Os resultados estdo demonstrados nas Figuras 22 e 23, e descritos na
Tabela 12.

Figura 22 — Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentracao bactericida minima
(CBM) do dleo essencial, obtidos no ensaio de atividade antimicrobiana, utilizando
cepas de S. aureus e S. epidermidis.

A ‘,,'f 458 7 8 9

Observacdes: A: CIM utilizando cepas de S. aureus e S. epidermidis. B: CBM utilizando cepa de S.
aureus. C: CBM utilizando cepa de S. espidermidis.

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 23 — Concentrac¢do inibitéria minima (CIM) e Concentragdo bactericida minima
(CBM) da naenoemulsdao NE-MF, obtidos no ensaio de atividade antimicrobiana,
utilizando cepas de S. aureus e S. epidermidis.

Observacdes: A: CIM utilizando cepas de S. aureus e S. epidermidis. B: CIM utilizando cepas de S.
epidermidis

Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 12. Concentracdes Inibitérias minimas do 6leo essencial e da nanoemulsao
NE-MF obtida

CIM OU CMB (mg/mL)

S. aureus S. epidermidis
CIM CBM CIM CBM
OE 0,375 0,375 0,75 0,75
Nanoemulsdo N&o inibiu N&o inibiu N&o inibiu N&o inibiu

Fonte: Elaborado pela autora
O 0dleo essencial inibiu 0 crescimento do microrganismo S. aureus em uma
concentracdo minima de 0,375 mg/mL e para o microrganismo S. epidermidis inibiu
em uma concentracdo minima de 0,750 mg/mL. Ja a NE-MF néo inibiu o crescimento
dos microrganismos S. aureus e S. epidermidis.
A NE-MF ndo apresentou um desempenho superior ao 6leo puro, pois a
guantidade de 6leo empregada na formulacéo é de 1%, ou seja, a quantidade 6leo na

nanoemulsdo é bem inferior a quantidade do 6leo essencial puro que inibiu os

microrganismos S. aureus e S. epidermidis.
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Figura 24 — Concentracgdo inibitéria minima (CIM) e Concentragdo bactericida minima
(CBM) do 6leo, obtidos no ensaio de atividade antimicrobiana, utilizando cepa de S.
aureus na técnica de difusdo em agar, usando template.

Observagdes: A: Controle. B: Oleo essencial.

Fonte: elaborado pela autora.

Figura 25 — Concentrac¢dao inibitéria minima (CIM) e Concentracdo bactericida minima
(CBM) do controle e Oleo respectivamente, obtidos no ensaio de atividade
antimicrobiana, utilizando cepa de S. epidermidis na técnica de template.

Observagdes: A: Controle. B: Oleo essencial.

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 26 — Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentragéo bactericida minima
(CBM) da nanoemulséo, obtidos no ensaio de atividade antimicrobiana, utilizando

cepas de S. aureus e S. epidermidis na técnica de difusdo em agar, usando template.

Observacdes: A: Controle. B: Nanoemulséo.

Fonte: elaborado pela autora.

As cepas bacterianas S. aureus e S.epidermidis mostraram-se sensiveis as
concentracfes testadas do 6leo essencial. Verificou-se que os valores de CIM
variaram de 0,375 a 0,750 mg/mL do 6leo essencial respectivamente. Saddiq e Al-
Ghamdi (2018), avaliaram o potencial antimicrobiano da Aloe vera em cepas de S.
aureus obtendo um CIM de 20 mg/mL. Sadrnia e Arjomandzadegan (2014), avaliaram
0 potencial antimicrobiano da Aloe vera em cepas de S. epidermidis obtendo um CIM
de 30 mg/mL. Cruz e colaboradores (2019) avaliaram o potencial antimicrobiano do

Thymus vulgaris contra S. aureus e S. epidermidis, obtendo um CIM de = 0,10 uL.mL.

Lima classificou a atividade inibitéria como forte a moderada, mediante os
valores definidos de 12,5 a 25 mg/mL (Lima, 2013.) Essa diferen¢a na atividade
antimicrobiana do 6leo essencial A. millefolium L., é justificada devido a variabilidade
na composi¢cao quimica e a parte da espécie vegetal utilizada, sendo composta por
monoterpenos, sesquiterpenos e compostos fendlicos (Hofmann et al., 1992).
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As cepas testadas ndo demonstraram sensibilidade a nanoemulséo testada,
visto que n&o ouve inibicdo, em nenhuma concentracdo. A concentracdo ativa de dleo
presente na formulacédo, € de 1% em uma solu¢cdo composta por 94% de 4gua e 5%
de tensoativos. A quantidade de 06leo essencial puro testado é superior quando
comparada a quantidade de 6leo na composicdo da NE-MF, o que pode explicar a

n&o ocorréncia da inibigao.

5.7.2. Cutibacterium acnes

O principal foco do cuidado atual da patologia ocasionada pelo microrganismo
C. acnes, é controlar e tratar as les@es, limitar a duracdo da doenca e prevenir as
cicatrizes permanentes. Dentre as diversas formas de tratamento da acne, ha
diferentes possibilidades, como: os antibiéticos que podem ser utilizados de forma
topica e/ou sistémica, e diversos ativos como o acido azelaico, peréxido de benzoila
e acido salicilico (Abascal, 2006; Fox et al., 2016). Uma outra vertente importante
refere-se as praticas integrativas, como a utilizacdo de 6leos essenciais, vegetais e

extratos de espécies vegetais, como a A. millefolium, o foco dessa pesquisa.

Para o ensaio de atividade antimicrobiana, foram considerados algumas
dessas substancias, ja utilizadas de forma rotineira em cuidado da acne, para a
comparacao da efetividade do 6leo essencial de A. millefollium e a nanoemulséo

desenvolvida.

Os resultados obtidos no ensaio de Difusdo em agar pela técnica de template

estdo demonstrados nas Figura 27 e 28.
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Figura 27 - Concentragdo inibitoria minima (CIM) do controle e do Oleo,
respectivamente, obtidos no ensaio de atividade antimicrobiana, utilizando cepas de

C. acnes na técnica de difusdo em agar pela técnica de template.

Observacoes: A: Controle. B: Oleo essencial.

Fonte: elaborado pela autora.

A esquerda da Figura 27, esta mostrado o controle com o antibiético
Clindamicina, nas concentracdes de 0,500 a 0,0156 mg/mL, que foi capaz de inibir o
crescimento da C. acnes a partir da menor concentragao testada, de 0,0156 mg/mL A
direita da figura 27 esta mostrado o 6leo essencial de A. millefolium L., nas
concentragbes de 1,5 mg/mL a 0,046 mg/mL, que apresentou halo de inibicdo
semelhante em todas as concentracdes testadas.

Aléem do o6leo essencial e do controle de clindamicina, foram testadas
substancias comerciais frente & NE-MF desenvolvida, conforme resultados expressos

na Figura 28.
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Figura 28 — Concentracdo inibitéria minima (CIM) dos controles de peroxido de
benzoila 75%, acido azelaico e a nanoemulsao, respectivamente, obtidos no ensaio

de atividade antimicrobiana, utilizando cepas de C. acnes na técnica de template.

Observacdes: A: peréxido de benzoila 75%. B: acido azelaico; C:nanoemulsdo de A. millefolium.
Fonte: Elaborado pela autora.

Na Figura 28, estdo mostrados os controles com substancias ja utilizadas
comercialmente, para o cuidado da acne, sendo elas o peroxido de benzoila 75% e
acido azelaico, nas concentracées de 0,500 a 0,0156 mg/mL

Nota-se que tanto o peréxido de benzoila 75% quanto o acido azelaico, foram
capazes de inibir o crescimento da C. acnes a partir da menor concentracéo testada,
de 0,0156 mg/mL. Na terceira placa esta representada a NE-MF obtida a partir do
oleo essencial de A. millefolium L., cujo halo de inibicdo foi semelhante aos controles
testados.

Em estudo realizado por Apel e colaboradores, em 2020, os autores mostraram
a investigacdo antimicrobiana das espécies de Achillea. Comparadas ao presente
estudo, extratos de Achillea millefolium L., Achilea moschata e Achillea atrata L.,
ambos os extratos apresentaram reducdo do crescimento da cepa C. acnes, na
concentragado de 8 mg/mL.

A variabilidade dos valores de inibicdo se da devido a composi¢cao quimica da
espécie vegetal, que se altera mediante a sazonalidade. Outro fator importante que
pode explicar os diferentes valores de inibicdo, € a forma em que essa espécie vegetal
é utilizada no estudo. Em extratos, é notoria essa diferenca quando se muda o tipo de
solvente extrator, como Shah e seus coloboradores, definiram essa variagéo,

utilizando extratos de Achillea moonshine, uma espécie hibrida, a base de Eter de
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Petroleo, Acetato de Etila e Etanol. Definiram a concentracao inibitéria minima frente
a C. acnes como: 0,83 mg/mL para o extrato a base de Eter de Petroleo; 1,25 mg/mL
para o extrato a base de Acetato de Etila e 1 mg/mL para o extrato etandlico (Shah et
al., 2015). Essa diferengca de inibicho em ambos os extratos se da mediante a
polaridade dos solventes, que seleciona compostos diferentes, durante a extracéo.

Dentre as medicinas alternativas ja supracitadas, destaca-se a utilizacdo de
Oleos essenciais, que ja tiveram seus efeitos comprovados em estudos clinicos, tais
como o 6leo de melaleuca e o 6leo de manjericdo (Orchard et al., 2018).

Frente a semelhanca na inibicdo da cepa C. acnes, pode-se inferir que a NE-
MF obtida resultou em uma inibicdo do crescimento do microrganismo causador da
acne vulgar, podendo ser promissora na utilizagdo como um cosmeético para o cuidado
da acne, uma vez que, quando comparada ao 0leo essencial puro e substancias ja

utilizadas rotineiramente no tratamento da acne, apresentou inibicdo satisfatoria.

5.7.3. AVALIACAO DA ESTABILIDADE DAS FORMULACOES

Apés a determinacdo da melhor nanoemulsdo, foi iniciado o estudo de
estabilidade, para avaliar a influéncia do tempo e temperatura sobre o tamanho médio

de goticula, PDI, potencial zeta e pH.

Todas as formulacdes foram avaliadas macroscopicamente durante os 90 dias
de andlise, também como foram avaliados o pH, o tamanho médio de goticula, PDI e

o potencial zeta.

A figura 29, mostra a influéncia nos parametros macroscopicos das
formulacdes durante o periodo de 7 dias, nas condi¢cdes de temperatura, em estufa,
em geladeira e em temperatura ambiente. Foi possivel perceber a mudanca de
coloracédo, logo nos primeiros 7 dias, nas formulacdes que estdo armazenadas na
estufa. A coloracao azul comeca a ter alteracées de azul escuro para azul claro. Apés

14 dias de estudo, a coloracdo mudou totalmente de azul para amarelo.
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Figura 29 — Nanoemulsfes submetidas, durante o periodo de 7 dias, as condi¢des de
armazenamento: estufa (37 2 °C) geladelra (5 + 2 °C) e ambiente (25 5 °C)

Fonte: Elaborado pela autora.

Nos primeiros sete dias de andlise, notou-se uma diferenca de coloracdo das

amostras que estavam acondicionadas em estufa, enquanto nas outras condi¢des
permanecem iguais.

Figura 30 — Nanoemuls6es submetidas, durante o periodo de 21 dias, as condicdes
de armazenamento: estufa (37 £ 2 °C), geladeira (5 + 2 °C) e ambiente (25 + 5 °C)

Fonte: Elaborado pela autora.

Apés 14 dias, as amostras armazenadas na estufa mudaram a coloragéo

totalmente, de azul para amarelo, o que pode indicar uma instabilidade ao calor.
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Figura 31 — Nanoemulsfes submetidas, durante o periodo de 35 dias, as condi¢des
de armazenamento: estufa (37 £ 2 °C), geladeira (5 + 2 °C) e ambiente (25 + 5 °C)
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 32 — Nanoemuls6es submetidas, durante o periodo de 63 dias, as condicdes

de armazenamento: estufa (37 £ 2 °C), geladeira (5 + 2 °C) e ambiente (25 + 5 °C)
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 33 — Nanoemulsfes submetidas, durante o periodo de 90 dias, as condi¢des

de armazenamento: estufa (37 £ 2 °C), geladeira (5 + 2 °C) e ambiente (25 + 5 °C)
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Fonte: Elaborado pela autora.

Avaliando macroscopicamente as formulacfes, apds 90 dias de analise, ja é
possivel perceber, que nas condigcbes ambiente e geladeira ndo houve degradacao.

A tabela 13 apresenta os valores de tamanho médio de goticula + desvio
padrdo, no periodo de 90 dias de analise, para as condi¢cdes de estresse: estufa,

geladeira e temperatura ambiente.

Tabela 13. Tamanho médio de goticula + desvio padrao, durante 90 dias de analise.

Tamanho (nm)
Geladeira Ambiente

15,43 £0,902 29,292 + 21,302

Dia Estufa

0 14,926 + 0,493

7 14,531 + 0,510 16,326 +0,812 17,090 + 2,330
14 12,996 + 0,264 17,19+1,344 20,61 + 7,503
21 14,390 £ 0,926 17,377 +1,264 14,775+0,736
28 14,881 + 2,413 17,866 + 3,356 17,504 + 1,448
35 13,718 £ 0,144 16,387 +0,491 15,994 + 0,602
42 17,895+ 0,607 13,723 +0,560 18,235+ 1,418
63 11,970+0,635 15,92+0,488 15,463 + 1,048
90 13,020 £ 0,951 18,922 +0,710 17,152 +0,421

Fonte: Elaborado pela autora.

A tabela 14 apresenta os valores de PDI *+ desvio padrédo, no periodo de 90
dias de andlise, para as condi¢cdes de estresse: estufa, geladeira e temperatura

ambiente.



Tabela 14. Valor médio de PDI + desvio padrdo, durante 90 dias de andlise.

PDI
Dia Estufa Geladeira Ambiente
0 0,212 +0,075 0,249+0,041 0,296 + 0,086
7 0,162 £ 0,032 0,266 + 0,079 0,291 £ 0,067
14  0,120+0,050 0,328 £+0,061 0,345+ 0,026
21 0,188 £+ 0,014 0,317 £0,052 0,249 + 0,037
28 0,151 +0,047 0,297 +£0,090 0,307 + 0,036
35 0,184+0,024 0,321+0,039 0,315+0,033
42 0,381+0,048 0,184 +0,011 0,403 +£0,051
63 0,096 +0,045 0,286 +0,032 0,313 + 0,037
90 0,163+0,035 0,382+0,042 0,362+ 0,023
Fonte: Elaborado pela autora.
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A tabela 15 apresenta os valores de potencial zeta médio, em maodulo, £ desvio

padrdo, no periodo de 90 dias de andlise, para as condicdes de estresse: estufa,

geladeira e temperatura ambiente.

Tabela 15. Potencial zeta médio + desvio padrao, durante 90 dias de analise.

Potencial Zeta (mV)

Dia Estufa Geladeira Ambiente

0 10,272 + 5,522 20,877 + 3,107 21,766 + 6,463
7 1,519+1,790 16,855+4,120 20,067 + 2,434
14 0,519+4,670 21,39+6,733 17,888+ 3,164
21 2,419+1,299 17,057 +7,643 17,607 +5,797
28 0,086 + 2,466 18,9+3,769 11,362 + 1,305
35 1,012 + 3,428 16,116 +4,779 13,744 + 1,467
42 15,067 5,253 0,907 +£1,501 12,965 + 0,995
63 1,190+ 1,469 13,864 £5,292 12,900 + 0,816
90 0,606 +1,219 15,388+2,674 13,100+ 1,476

Fonte: Elaborado pela autora.
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A tabela 16 apresenta os valores médio de pH + desvio padrdo, no periodo de

90 dias de analise, para as condi¢Bes de estresse: estufa, geladeira e temperatura

ambiente.

Tabela 16. Valores médio de pH + desvio padréo, durante 90 dias de andlise.

pH

Dia Estufa Geladeira Ambiente

1 3,75+0,01 3,75+£0,10 3,78 £0,02
7 3,92 £ 0,27 3,32 +£0,05 3,66 £ 0,04
14 3,12+0,01 3,36 £ 0,04 3,6 0,03
21 2,85+0,01 3,08 +£0,01 2,98 £0,01
28 2,71 +0,07 3,07 £ 0,07 2,94 £ 0,04
35 0,00 292+0,14 2,58 +£0,10
42 0,00 2,86 +£0,13 2,54 +£0,10
63 0,00 2,84 +0,13 2,50 £ 0,09
90 0,00 2,80+0,13 2,48 £ 0,08

Fonte: Elaborado pela autora.

As tabelas apresentadas mostram que ocorreu variacdo superior a 10% no
tamanho médio de goticula no periodo de 90 dias de analise, para todas as condi¢des
de armazenamento: estufa, geladeira e ambiente.

A andlise do tamanho médio de goticula é um fator que deve ser considerado,
para determinar a estabilidade das nanoemulsdes, pois 0 movimento Browniano das
goticulas e o pequeno tamanho, permite a reducdo do efeito da gravidade sobre as
formulacdes, porém, o fenébmeno de Ostwald ripening, provoca o aumento da goticula,
afetando a estabilidade do sistema e podendo ocasionar uma possivel separacao de
fases (McClements, 2018; Figueiredo, 2019).

Todas as formulacbes nédo apresentaram sinais de instabilidade,
macroscopicamente, como cremeacao, separacao de fases ou sedimentacdo, o que
justifica o tamanho permanecer na escala hanométrica, durante o periodo avaliado.

O valor médio de PDI também sofreu variacées superiores a 10%; porém, nota-

se que a variacdo foi inferior nas condicbes de armazenamento em geladeira e
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temperatura ambiente, mostrando que o resultado final do valor médio de PDI n&o
aumentou a ponto de indicar um sinal de instabilidade macroscépica.

O potencial zeta apresentou variacdo superior a 10% nas condi¢cdes de
temperatura ambiente e em geladeira, porém, na condicdo de temperatura ambiente,
essa variagao foi inferior. O potencial zeta € um parametro importante para a avaliacao
da estabilidade das formulacdes frente a floculagdo: quanto mais préximo de 30 mV,
em médulo, maior a atuacdo das forgas repulsivas da dupla camada, do que as for¢as
atrativas de Vander Waals, sugerindo, assim, maior estabilidade (Friberg; Jansson;
Cederberg, 1976; Jafari; McClements, 2018).

A diminuicdo nos valores de potencial zeta, podem gerar problemas na
estabilidade das nanoemulsdes, o que relata a possibilidade de aumento na tendéncia
a floculacdo (Maruno e Filho, 2010). Apesar das formulacdes apresentarem valores
inferiores a 30 mV, nenhuma formulacdo apresentou sinais de instabilidade,
macroscopicamente.

O pH se manteve estavel até o 28° dia de analise. Apés esse periodo, néo foi
possivel realizar a afericdo do valor de pH para as amostras armazenadas em estufa,
ou seja, houve a completa degradacdo da formulacdo. Nas condicbes de
armazenamento em geladeira e em temperatura ambiente, iSSO ndo aconteceu,
apesar da variabilidade ter sido superior a 10%, os valores tiveram um decaimento
menor a partir do 35° dia.

Os valores de pH altamente negativos, sdo decorrentes da interacdo
eletrostatica de repulsdo, que tornam os valores de pH afastados do ponto isoelétrico.
Em consequéncia, tornam o potencial zeta mais positivo ou negativo.

Mediante os resultados apresentados e devido a atividade antioxidante
apresentada, sugere-se que a formulacdo seja acondicionada em frasco opaco, com
protecdo da luz, de preferéncia um frasco sem entrada de luz, de vidro e com a tampa

do tipo conta gotas.
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6. CONCLUSOES

Apls a realizacdo dos ensaios, pode-se concluir que o 6leo essencial de A.
millefolium L. é “ligeiramente soluvel” apenas na presencga de Etanol 70% (v/v) e na
presenca de Metanol PA, Acetona PA, Cloroformio PA, Etanol PA e Isoprapanol PA,

apresentou-se como “muito soluvel”.

Foi possivel caracterizar a composi¢cdo percentual do Oleo, tendo sido
identificados 22 compostos.

O Oleo apresenta atividade antioxidante frente aos radicais DPPH* e ABTS™.

Foi possivel determinar o EHLr do 6leo essencial de A. millefolium L. de 15,00 e
verificar a influéncia de diferentes pares de tensoativos, sendo o mais eficaz o par
formado por PPG-S-Ceteth 20 e o PPG 4 Dioleate.

Foi possivel, ainda, determinar a CIM do 6leo para as cepas S. aureus, S.
epidermidis e C. acnes. A nanoemulséo obtida promoveu uma inibicdo do crescimento
do microrganismo causador da acne vulgar, podendo ser promissora na utilizacao
como um cosmetico para o cuidado da acne.

Foi possivel avaliar a estabilidade da nanoemulsédo que se mostrou estavel ao ser

armazenada em temperatura ambiente e na geladeira.
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Apéndice A — Certificado de analise quimica — Oleo essencial Achillea millefolium.

Universidade Federal de Minas Gerais 2
Instituto de Ciéncias Exatas U F
Departamento de Quimica / Colegiado de Extensdo

Telefax : (31) 3409-5724 — e-mail: nicleo@qui.ufmg.br

CERTIFICADO DE ANALISE QUIMICA

Composigdo Quimica:

Solicitante: LASZL.O AROMATERAFPIA LTDA. CNPJ: 07.997.093/0001-10 Constituinte ID Yo
1 a-thujeno 04
OLEO ESSENCIAL de MILEFOLIO AZUL DARK TP BULGARIA i ‘C‘;'f”:n':f’ ‘11;
Nome comercial: Oleo Essencial de Milefolio Azul, Mil Folhas 4 sabineno 95
Nomenclatura botanica: Achillea Millefolium 5 p-pineno 78
Extragio: Destilagdo por arraste a vapor 6 mirceno 07
Método de cultivo: Organico n3o certificado 7 p-cimeno 1.3
Parte da planta: Folhas g limoneno 1.8
Origem: Bulgaria 9 1-8cineol 7.2
- 10 y-terpineno 65
H 11 artemisia cetona 1.1
o - 12 o-thuiona 05
- " 13 thujanol 8.4
14 canfora 6.4
- - 15 borneol 78
16 a-terpineol 1.0
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- = 19 azuleno 04
20 p-elemeno 10
= } 1 - 21 a-copaeno 03
H 22 B-cariofileno 72
- i - = 23 humuleno 09
(Q " . 1 ; i § r i i E 24 germacreno D 63
AT - H E T ii I H i 25 oxido cariofileno 10
_ Vw‘&F % ; i 1 | A | 26 a-cadinol 54
Lambcm;:gﬁu zgaémmatugraﬁa' o T T e ) - o 27__chamazuleno 17
Departamento de (Iluimm—UFMG Método de andlise:
Ei‘"gdﬁgﬂ;gf:“%ﬁé 1472015 Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo. Cromatografo a Gas AGILENT 7820A

Coluna: HP-5 30m x 0,32mm x 0,25 pm (AGILENT). Temp_: Coluna 70T (Omin), 3T /min a 250T.
Injetor: 250 Split: 1/50. Detector FID: 250. Vo I. de injegdo: 1 ul (tonc 1.0 % em clorofdrmio)
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