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RESUMO

As folhas da Curcuma longa L., sdo um material residual ap6s a colheita do rizoma e
despertam interesse na investigacdo das suas propriedades. Neste contexto, este estudo
objetivou identificar o perfil fitoquimico do 6leo essencial das folhas da C. longa L, bem como
investigar in vitro as atividades antioxidante, anti-inflamatoria e o potencial irritante, além da
viabilidade de desenvolvimento de uma nanoemulsdo com vistas a posterior emprego como
anti-inflamatorio. As amostras foram coletadas na cidade de Sdo Leopoldo, RS, em abril de
2021. O oleo essencial foi obtido por hidrodestilacdo em aparelho Clevenger, a 100 °C por 3
horas. A andlise da composicao foi realizada em cromatografia gasosa (CG-MS) e 0s picos
foram identificados por meio do banco de dados NIST11. Para avaliacdo da atividade
antioxidante utilizou-se o método de captura do radical ABTS'". As nanoemulsdes foram
preparadas em homogenizador a alta pressao e caracterizadas quanto ao tamanho de goticula,
indice de polidisperséo, potencial zeta, pH, viscosidade, densidade e teor. A atividade citotoxica
foi determinada em células HaCaT e MRC-5, e potencial anti-inflamatério foi avaliado em
RAW 264.7. O potencial irritante foi avaliado pelo ensaio de membrana coriolantoide de ovo
de galinha. Na anélise cromatogréafica foram identificados 10 compostos sendo o composto
majoritario o a-felandreno, representando quase metade da composicéo (49,93%), seguido do
terpinoleno (27,10%) e 1,8 cineol (15,41%). Na atividade antioxidante o IC50 do 6leo essencial
foi de 2,732 mg/mL, apresentando potencial como antioxidante natural. As nanoemulsdes
desenvolvidas apresentaram tamanho de goticula <300 nm, indice de polidispersao e potencial
zeta de <0,2 e -30 mV, respectivamente, indicativos de formulagdes monodispersas e sem
tendéncia de agregacdo das goticulas. O teor de a-felandreno foi quantificado por CG-MS e as
nanoemulsdes apresentaram valores superiores a 91%. No ensaio in ovo ndo foram verificados
efeitos irritantes sobre a membrana coriolantoide. Os estudos de viabilidade celular mostraram
gue ndo foram observadas alterac6es significativas na avaliacdo da citotoxicidade em HaCaT e
MRC-5. Ao avaliar a atividade a anti-inflamatdria foi evidenciado a inibicdo da producédo de
oxido nitrico, porém algumas concentragdes testadas foram citotoxicas. Esses resultados
fornecem evidéncias dos efeitos terapéuticos deste éleo, e que a atividade antioxidante, aliada
ao seu potencial citotoxico e anti-inflamatério, pode ser de grande valia no desenvolvimento de

uma nanoemulséo de aplicacao sobre a pele com base no uso sustentavel do residuo da C. longa.

Palavras-chave: Nanoemulsdo; Curcuma longa L.; Oleo essencial; Atividade anti-

inflamatoria.






ABSTRACT

The leaves of Curcuma longa L., are a residual material after the rhizome is harvested
and arouse interest in the investigation of its properties. In this context, this study aimed to
identify the phytochemical profile of the essential oil of C. longa L. leaves, as well as to
investigate in vitro the antioxidant, anti-inflammatory and irritant potential activities, in
addition to the feasibility of developing a nanoemulsion with a view to use as an anti-
inflammatory. The samples were collected in the city of Sdo Leopoldo, RS, in April 2021. The
essential oil was obtained by hydrodistillation in a Clevenger apparatus, at 100 °C for 3 hours.
The analysis of its composition was performed using gas chromatography (GC-MS) and peaks
were identified using the NIST11 database. To evaluate the antioxidant activity, the ABTS™*
radical capture method was used. The nanoemulsions were prepared in a high pressure
homogenizer and characterized in terms of droplet size, polydispersity index, zeta potential,
pH, viscosity, density and content. Cytotoxic activity was determined in HaCaT and MRC-5
cells, and anti-inflammatory potential was evaluated in RAW 264.7. Irritant potential was
assessed by the chicken egg choriolantoid membrane assay. In the chromatographic analysis,
10 compounds were identified, the majority being a-phellandrene, representing almost half of
the composition (49.93%), followed by terpinolene (27.10%) and 1.8 cineole (15.41%). In the
antioxidant activity, the 1C50 of the essential oil was 2.732 mg/mL, showing potential as a
natural antioxidant. The developed nanoemulsions showed droplet size <300 nm, polydispersity
index and zeta potential of <0.2 and -30 mV, respectively, indicative of monodisperse
formulations and without droplet aggregation tendency. The o-phellandrene content was
quantified by GC-MS and the nanoemulsions showed values higher than 91%. In the in ovo
test, no irritating effects on the choriolantoid membrane were observed. Cell viability studies
showed that no significant changes were observed in the assessment of cytotoxicity in HaCaT
and MRC-5. When evaluating the anti-inflammatory activity, the inhibition of nitric oxide
production was evidenced, although some concentrations tested were cytotoxic. These results
provide evidence of the therapeutic effects of this oil, and that the antioxidant activity,
combined with its cytotoxic and anti-inflammatory potential, can be of great value in the
development of a nanoemulsion for application on the skin based on the sustainable use of C.

longa residue.

Key words: Nanoemulsion; Curcuma longa L; Essential oil; Anti-inflammatory activity.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo utilizadas desde a antiguidade com o intuito de curar e aliviar doengas.
Diante da imensa flora brasileira, varias espécies vegetais sdo utilizadas como matérias-primas
em produtos farmacéuticos e cosméticos, outras inseridas na alimentacdo. No entanto, outras
espécies sdo pouco conhecidas e potencialmente benéficas (ALMEIDA, 2017; DUTRA et al.,
2016; KURNAZ; KURNAZ, 2021; MARSELLE et al., 2021; PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Os metabolitos secundarios produzidos pelas plantas sdo fundamentais para a sua
sobrevivéncia, uma vez que estdo envolvidos no sistema de defesa e adaptacdo do vegetal.
Dentre os produtos produzidos pelos metabélitos secundarios, destacam-se o0s 6leos essenciais
(JAMWAL; BHATTACHARYA; PURI, 2018; OUSSALAH et al.,, 2007; SALVIA-
TRUJILLO et al., 2015).

Os Gleos essenciais sdo misturas complexas, volateis, constituidos principalmente por
terpenoides e fenilpropanoides, que podem ser sintetizados por diferentes partes do vegetal. Sua
composicdo quimica pode ser influenciada pelas condigdes edafoclimaticas, bem como pela
parte da planta onde é produzida e/ou armazenada (BURT, 2004; IBANEZ; BLAZQUEZ, 2021;
JUGREET et al., 2020; LIANG et al., 2012; SIMOES et al., 2017).

Segundo Franz (2010), a elucidacdo da composicdo dos 6leos essenciais nas ultimas
décadas, foi de extrema importancia para o entendimento da complexidade e da imensa
diversidade desses compostos naturais. Outro aspecto bastante relevante estaria relacionado
com a atividade in vitro e in vivo dessas substancias, o que possibilitou novos estudos e campos
de aplicacdes dos 6leos essenciais.

Conforme Jugreet et al. (2020) os 6leos essenciais apresentam capacidade de eliminagéo
de radicais livres que podem desempenhar fungdes importantes na prevencao de doengas como
0 cancer e na atividade anti-inflamatdria. Outro aspecto bastante relevante esta relacionado com
a baixa citotoxicidade sobre as células, e deste modo sdo candidatos promissores para
investigacdo de novas drogas.

A espécie Curcuma longa L. é utilizada na India ha mais de 4.000 anos, sendo
inicialmente apenas explorada pelo seu valor nutricional, porém seu emprego foi difundido a
partir da identificacdo de atividades farmacoldgicas, incluindo atividade antioxidante, anti-
inflamatoria (KUMAR et al., 2018) antifingica, antimicrobiana (ESSIEN et al., 2015;
PARVEEN et al., 2013) cicatrizante, hipoglicemiante, hepatoprotetora, acdo sobre sistema
respiratorio, nervoso e digestivo (BANSAL et al., 2002; IBANEZ; BLAZQUEZ, 2021;
JUGREET et al., 2020; MANS et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2021).
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Curcuma longa, conhecido como agafréo, acafrdo-da-terra, agafrio-da-india, gengibre-
dourado ou curcuma, pertence a familia Zingiberaceae, e € uma herbacea perene com grandes
folhas e rizoma simples, que pode apresentar c, apresenta cheiro forte e sabor picante. A planta
é nativa da regido tropical e subtropical da Asia, Australia e América do Sul, tendo sido
introduzida no Brasil na década de 80, mas sendo cultivada em todo o mundo. Desde a
antiguidade € utilizada pela medicina tradicional chinesa, com o intuito de prevenir e controlar
desordens fisicas. A parte da planta comumente utilizada € o rizoma, porém seus 06leos,
extraidos deste, tém despertado grande interesse pela importancia medicinal (AKINYEMI;
ADENIYI, 2018; AVANCO et al., 2017; BANSAL et al.,, 2002; BEZERRA et al., 2016;
DOSOKY; SETZER, 2018; ESSIEN et al., 2015; FERREIRA et al., 2013; GOVINDARAJ;
KANDASUBRAMANIAN; KODAM, 2014; IBANEZ; BLAZQUEZ, 2021;
KALAYCIOGLU; GAZIOGLU; ERIM, 2017; KUKULA-KOCH et al., 2018; KUMAR et al.,
2016; KUTTI GOUNDER; LINGAMALLU, 2012; PARVEEN et al., 2013; PRIYA et al.,
2012; RUSSO et al., 2018; TILAK et al., 2004; YUE et al., 2010, 2015).

As folhas da Curcuma longa L. sdo um material residual apos a colheita do rizoma e,
deste modo, despertam interesse na investigacdo das propriedades terapéuticas e
consequentemente na diversidade de fitoconstituintes. Os residuos obtidos das plantas podem
ser transformados em produto de elevado valor agregado e, neste contexto, o estudo das folhas
de C. longa esta em linha com a agenda de sustentabilidade (BRAGA; VIEIRA; DE
OLIVEIRA, 2018; CHAABAN et al., 2019; HALISCELIK; SOYTAS, 2019; KUMAR et al.,
2018; PANDEY et al., 2010). Estudo recente realizado por Kumar et al. (2018) utilizando o
6leo essencial obtido das folhas de Curcuma longa L. demonstrou que o 6leo apresentou
atividade anti-inflamatdria in vitro e in vivo, abrindo perspectivas para o desenvolvimento de
formulacGes para tratamento de doencas inflamatdrias.

Os 6leos essenciais apresentam algumas limitaces para a sua aplicacdo em alimentos,
bebidas, medicamentos e produtos cosméticos, devido a baixa solubilidade, alta volatilidade e
forte odor. O encapsulamento dos 6leos em nanoemulsdes facilita a sua incorporagao nestes
produtos, aumenta a estabilidade, protege da oxidagéo, degradagéo ou volatilizagdo, bem como
potencializa as propriedades funcionais. As nanoemulsdes, ou emulsfes submicrométricas, sao
goticulas em nanoescala formadas pela dispersdo coloidal de duas fases imisciveis (0leo e
agua), sendo o método de homogeneizagdo a alta pressdo o mais empregado e viavel para
posterior aplicacdo industrial. O tamanho da goticula é extremamente pequeno, entre 20 nm e
500 nm. Neste sentido, as nanoemuls@es oferecem varias vantagens quando se objetiva uma

aplicacdo sobre a pele, uma vez que causam pouca irritagdo cutanea, e facilitam a permeacao
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dos compostos pela pele (ALl et al., 2020; ALMEIDA; TEIXEIRA; KOESTER, 2008; FATHI;
MOZAFARI; MOHEBBI, 2012; GUTIERREZ et al., 2008; LIANG et al., 2012; MOU et al.,
2008; RAl et al., 2018; SALVIA-TRUJILLO et al., 2015; SINGH et al., 2017).

Devido a existéncia de poucos estudos sobre as folhas da circuma como fontes de 6leo
essencial, do recentemente descrito potencial anti-inflamat6rio, e nenhum nano sistema
empregado para este 6leo, este estudo tem como objetivos avaliar a sua composic¢éo quimica,
bem como investigar in vitro as atividades antioxidante, anti-inflamatoria e potencial irritante,
bem como avaliar a viabilidade de desenvolvimento de uma nanoemulséo do 6leo das folhas da
Curcuma longa L. com vistas ao desenvolvimento de uma formulacdo para tratamento de

processos inflamatorios por meio de aplicacéo sobre a pele.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo investigar a viabilidade de preparacdo de

nanoemulsdes com este 6leo com vistas ao tratamento de processos inflamatdrios sobre a pele.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) A partir da extracdo do Oleo essencial das folhas da Curcuma longa L. por
hidrodestilacdo, identificar os componentes quimicos do 6leo essencial;

b) Avaliar a capacidade antioxidante in vitro do 6leo essencial de C. longa;

c) Avaliar a acdo anti-inflamatéria in vitro do 6leo essencial de C. longa;

d) Avaliar o potencial irritante em modelo in ovo do 6leo essencial de C. longa;

e) Avaliar a viabilidade de nanoemulsificacdo do 6leo essencial de C. longa;

f) Caracterizar as nanoemulsées produzidas quanto aos parametros fisico-quimicos;

g) Avaliar a potencializagéo da atividade anti-inflamatoria apds nanoemulsificagéo do

6leo essencial da C. longa.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 OLEO ESSENCIAL

Os oOleos essenciais sao uma mistura complexa de compostos volateis de baixo peso
molecular, sintetizados em diferentes partes das plantas, como por exemplo, flores, folhas,
caules, sementes, frutos, casca e raiz. Geralmente sdo incolores ou amarelos, com excegéo do
6leo essencial da camomila que apresenta cor azulada, séo hidrofébicos, sollveis em solventes
apolares e com baixa solubilidade em agua (ALMEIDA, 2017; BURT, 2004; DE SOUZA et
al., 2018; GUTIERREZ-DEL-RIO; FERNANDEZ; LOMBO, 2018; JUGREET et al., 2020;
OUSSALAH et al., 2007; RAUT; KARUPPAYIL, 2014; RIOS, 2016).

Os 6bleos essenciais apresentam papel importante na natureza, atuando como agentes
antibacterianos, antivirais, antifingicos, inseticidas e, também, contra a acdo de herbivoros,
conferindo protecdo as plantas (DE SOUZA et al., 2018; FERREIRA et al., 2013;
GUTIERREZ-DEL-RIO; FERNANDEZ; LOMBO, 2018; RIOS, 2016).

Assim, o emprego dos 6leos essenciais esta cada vez mais difundido, uma vez que estes
apresentam propriedades terapéuticas e farmacoldgicas que despertam interesse de diversos
setores industriais bem como no campo da pesquisa, devido ao fato de apresentarem
versatilidade das atividades biolégicas (ALMEIDA et al., 2015; BASER; BUCHBAUER,
2009; BURT, 2004; JUGREET et al., 2020; KUMAR et al., 2016; SALVIA-TRUJILLO et al.,
2015; VERMA,; SHUKLA, 2015).

Os 6leos essenciais apresentam algumas propriedades que limitam sua aplicacdo, como
por exemplo, baixa solubilidade, alta volatilidade e odor forte, porém o encapsulamento de
compostos bioativos favorece a incorporagdo em formulagdes, protege da degradacéo e
oxidagdo, aumenta a estabilidade, bem como a biodisponibilidade, solubilidade e
permeabilidade (HARWANSH; DESHMUKH; RAHMAN, 2019; LIANG et al., 2012; LIMA
etal., 2021; MORTEZA-SEMNANI et al., 2022).

Os oleos essenciais sdo geralmente produzidos pelas familias Myrtaceae, Lauraceae,
Rutaceae, Lamiaceae, Zingiberaceae, entre outras. O gengibre pertence a familia Zingiberaceae,
a mesma familia da Curcuma longa L., e seu 6leo essencial é amplamente utilizado no
tratamento de processos infecciosos e inflamatdrios, bem como para o desconforto
gastrintestinal (ALMEIDA, 2017; BAKKALI et al., 2008; BASER; BUCHBAUER, 2009;
BURT, 2004; DE SOUZA et al., 2018; RAUT; KARUPPAYIL, 2014).
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A variacdo dos componentes quimicos dos 6leos depende de vérios fatores, como, por
exemplo, clima, solo, localizacdo geogréfica, condi¢cbes ambientais, estdgio de
desenvolvimento e periodo de coleta. A diversidade estrutural apresentada pelos 0leos
essenciais esta relacionada com a presenca de terpenos e outros grupos funcionais. Na sua
composi¢do quimica encontram-se dois ou trés compostos predominantes, representando cerca
de 20 a 70%, os demais se encontram em quantidades minimas (ALMEIDA et al., 2015; DE
SOUZA et al., 2018; GUTIERREZ-DEL-RIO; FERNANDEZ; LOMBO, 2018; MORTEZA-
SEMNANI et al., 2022; RAUT; KARUPPAYIL, 2014; RIOS, 2016).

Os terpenos sdo compostos de hidrocarbonetos simples de origem natural, formados
pela unido das moléculas de isopreno e sua classificagdo € baseada no nimero de molécula de
isopreno (KASHYAP et al.,, 2022; LIMA et al., 2012) sendo empregados na industria
farmacéutica em virtude de aumentar a penetracdo de compostos (ALHASSO; GHORI;
CONWAY, 2022; DE MATOS et al., 2019). Os monoterpenos e sesquiterpenos sao 0S
compostos mais expressivos encontrados nos 6leos essenciais. Os monoterpenos representam
90% da constituicdo dos dleos essenciais (BAKKALI et al., 2008; GUTIERREZ-DEL-RIO;
FERNANDEZ; LOMBO, 2018; KASHYAP et al., 2022; RAUT; KARUPPAYIL, 2014; RIOS,
2016). Segundo Dosoky e Setzer (2018), estudos realizados acerca do Oleo essencial da
Curcuma longa L., revelam que o0s sesquiterpenos e monoterpenos sdo 0s componentes

principais encontrados, mas também apresentam outros compostos aromaticos.
2.2 Curcuma longa L.

O género Curcuma representa um grupo de ervas rizomatosas perenes nativas das
regides tropicais e subtropicais, constituindo cerca 100 espécies. As ervas tém sido comumente
empregadas como corante, aromatizante, especiarias, na culinaria, em perfumes, cosmeticos e
em medicamentos tradicionais, como um agente anti-inflamatorio, tratamento de doencas
hepéticas, antisséptico e cicatrizante (AKINYEMI; ADENIYI, 2018; CHANE-MING et al.,
2002; DOSOKY:; SETZER, 2018; ESSIEN et al., 2015; IBANEZ; BLAZQUEZ, 2021;
JUGREET et al., 2020; KUKULA-KOCH etal., 2018; MANS et al., 2019; SINGH et al., 2010;
YUE et al., 2015, 2010).

Os principais constituintes quimicos presentes na Curcuma longa L. sdo 0s
curcuminoides, 0leos volateis, agucares, proteinas e resinas. Os curcuminoides encontrados séo
a curcumina, demetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina. A curcumina é um polifenol natural

extraido do rizoma da planta, que é responsavel pela pigmentacdo amarelo alaranjada,
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geralmente empregado como corante alimentar, aromatizante e como erva medicinal. Por outro
lado, é explorada pelas atividades bioldgicas que apresenta, principalmente em doencas
respiratorias, diabetes, doencgas do sistema nervoso central e cancer. Dentre 0s compostos
presentes no Oleo essencial, destacam-se 0s terpenos, com prevaléncia de monoterpenos e
sesquiterpenos, além da presenca de compostos aromaticos. Varios estudos utilizando o 6leo
essencial da curcuma vém sendo realizados, devido 0 mesmo apresentar inimeras atividades
biologicas (AKINYEMI; ADENIYI, 2018; BEZERRA et al., 2016; DOSOKY; SETZER,
2018; GOVINDARAJ; KANDASUBRAMANIAN; KODAM, 2014; KALAYCIOGLU;
GAZIOGLU; ERIM, 2017; KUKULA-KOCH et al, 2018; KUTTI GOUNDER;
LINGAMALLU, 2012; YUE et al., 2015).

O oleo essencial obtido do rizoma ja foi estudado quanto a sua atividade em doencas
cardiovasculares, hiperlipidemia, algumas doencas respiratorias e em dores de estbmago. Este
apresenta atividade antidiabética, antiplaquetaria, antioxidante, antimicrobiana, agdo inseticida,
além de apresentar efeito anticancerigeno e anti-inflamatério (AKINYEMI; ADENIY]1, 2018;
AVANCO et al., 2017; DOSOKY; SETZER, 2018; ESSIEN et al., 2015; GOVINDARAJ;
KANDASUBRAMANIAN; KODAM, 2014; IBANEZ; BLAZQUEZ, 2021; KUMAR et al.,
2016; MANS et al., 2019; RUSSO et al., 2018; TILAK et al., 2004).

Ja as folhas sdo um material residual que apresentam compostos bioativos que demonstram
atividades farmacoldgicas (YANTI et al., 2021) como, por exemplo, efeito antioxidante
(BRAGA,; VIEIRA; DE OLIVEIRA, 2018; PRIYA et al., 2012) antifungico (ESSIEN et al.,
2015; PANDEY et al., 2010; SINDHU et al., 2011; YANTI et al., 2021) antimicrobiano
(PARVEEN et al., 2013) e anti-inflamatério (ALTIR et al., 2021; KUMAR et al., 2018).

Segundo Dosoky e Setzer (2018), estudos realizados com o 6leo essencial das folhas da
Curcuma longa L. demonstraram diferentes compostos majoritarios, na qual mencionaram o
ar-tumerone, a-felandreno, terpinoleno, B-sesquifelandreno, p-cimeno, 1,8-cineol e B-mirceno
dentre os compostos encontrados. Estas variages implicam nas diferentes atividades que a
mesma espécie obtida de local diferente pode apresentar. Priya et al. (2012), coletaram as folhas
da ctrcuma na india, na qual mencionam a presenca de ar-tumerone, tumerol e atlantone como
constituintes majoritarios do 6leo essencial. Um estudo realizado no Para relata que os
componentes majoritarios encontrados nas folhas sdo o a-felandreno, terpinoleno, 1,8-cineol,
p-cimeno e B-pineno (BEZERRA et al., 2016).

O a-felandreno € um monoterpeno ciclico presente em 06leos essenciais de diversas
plantas. Exerce acao anti-inflamatdria por diversos mecanismos (CABRAL et al., 2015; LIN et

al., 2016, 2014) estabilizando os mastdcitos e inibindo a migracdo dos neutrdfilos, sendo
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empregado para o tratamento de artrite reumatoide, osteoartrite, doencas alérgicas (SIQUEIRA
et al., 2016; SOBA; BABU; PANONNUMMAL, 2021) além de ser utilizado devido ao seu
efeito antinoceptivo e baixa toxicidade sistémica (LIMA et al., 2012; SIQUEIRA et al., 2016).
No estudo de Chaaban et al. (2019) o a-felandreno foi 0 composto majoritario encontrado no
6leo essencial das folhas da Curcuma longa L. coletado na regido de Santa Catarina, RS e
apresentou efeito inseticida contra miiase.

Estudo investigando modelos experimentais de nocicep¢do induzidas por produtos
quimicos em roedores, identificou que o a-felandreno apresenta efeito antinoceptivo (LIMA et
al., 2012). A atividade antioxidante e anti-inflamatéria do a-felandreno foi evidenciada em
estudo realizado por Cabral et al. (2015). Anélise in vitro menciona que o a-felandreno induziu
apoptose em ceélulas cancerigenas WEIHI-3 (LIN et al., 2016) e necrose em células tumorais
de figado humano (HSIEH et al., 2014). Em estudo recente de De Christo Scherer et al. (2019),
0 a-felandreno e o terpinoleno aumentaram a proliferacdo de fibroblastos e diminuicdo de
citocinas pro-inflamatdrias, e deste modo podem ser empregados para o tratamento de feridas
cutaneas, como também para atividade antioxidante. Estudo avaliando a cistite hemorragica
revela que o a-felandreno reduziu o dano urotelial, estresse oxidativo e a producéo de citocina
TNF-a, apresentando atividade anti-inflamatéria (GONCALVES et al., 2020). No estudo
realizado por Pinheiro-Neto et al. (2021) verificou-se a capacidade antitumoral e antinoceptiva
do a-felandreno, bem como reducéo de citocinas pré-inflamatérias. Estudo avaliando a-pineno
e a-felandreno evidenciou que ambos 0s terpenos exercem cicatrizagao de feridas apos trés dias
de tratamento (SALAS-OROPEZA et al., 2021). Os 6leos essenciais e 0s terpenos incorporados
no desenvolvimento de formulagBes farmacéuticas tdpicas, como nanoemulsdes, adesivos
transdérmicos, microemulsdes sao relatados como promotores de permeagdo mais seguros €
menos toxicos que os promotores sintéticos (ALHASSO; GHORI; CONWAY, 2022;
KASHYAP et al., 2022).

2.3 PELE

A pele é o maior orgéo do corpo humano, constituindo aproximadamente 15% da massa
corporal total, e que representa a principal linha de defesa contra fatores extrinsecos, além de
manter a homeostase, prevencao da perda de fluidos corporais, controle de temperatura e funcéo
de reparo. A pele € constituida principalmente pela epiderme, derme e hipoderme, além dos
anexos cutaneos (ELMOWAFY, 2021; SALA et al., 2018; SHESHALA et al., 2019; SOUTO
etal., 2022; YU et al., 2021).
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A camada mais externa, a epiderme, é composta por queratin4citos que sao responsaveis
pela producdo de queratina e protecdo de agentes externos. Os melandcitos, células de
Langerhans e Merkel estdo dispostos entre os queratindcitos do estrato basal. A epiderme é
composta por cinco subcamadas, a mais importante é a camada do estrato corneo formada pelos
cornedcitos em uma matriz de bicamadas lipidicas constituida de ceramidas, colesterol e acidos
graxos livres, que desempenha uma fungéo de barreira contra a perda de substanciais essenciais
e a permeacdo dos farmacos através da pele. A camada mais profunda, a derme, € composta
principalmente de tecido conjuntivo, contendo fibras elasticas, fibroblastos, macrofagos,
colageno, elastina, plasmocitos, além de vasos sanguineos e linfaticos, foliculos pilosos,
glandulas sebaceas e sudoriparas. A hipoderme, camada subcutédnea abaixo da derme, é
composta por tecido adiposo e conjuntivo que fornece a ligacdo da pele aos tecidos subjacentes
e aos Orgaos (ELMOWAFY, 2021; SALA et al., 2018; SHESHALA et al., 2019; SOUTO et
al., 2022).

A absorg¢do percutanea é influenciada pelas caracteristicas fisico-quimicas do farmaco,
como por exemplo, peso molecular, solubilidade, ponto de fusdo, dose. As principais rotas de
permeacdo pelo estrato corneo sdo pela via intercelular e transcelular ou através dos poros
anexiais, via transdérmica (foliculo piloso, glandulas sudoriparas e sebaceas) (ELMOWAFY,
2021; SALA et al., 2018; SOUTO et al., 2022).

No estrato cérneo, as glandulas sudoriparas e os foliculos pilosos sao utilizados para a
administracdo dérmica e transdérmica de farmacos. A versatilidade da pele torna a
administracdo topica uma via promissora para tratamento ou controle de distdrbios de pele,
como inflamacdo, dermatite, psoriase, entre outras. Diferentes estratégias foram realizadas para
melhorar a permeabilidade através da pele, por meio do encapsulamento de ingredientes ativos
bem como o emprego de nanoparticulas para o seu direcionamento (MORTEZA-SEMNANI et
al., 2022; SALA et al., 2018; SOUTO et al., 2022).

A nanotecnologia vem sendo empregada em medicamentos de usos dérmico e
transdérmico, por meio do uso de nanocarreadores como as nanoemulsdes, que modulam o
desempenho do composto ativo, além de melhorar a solubilidade e estabilidade fisico-quimica,
aumentar a superficie, promover liberacdo controlada, bem como permitir o direcionamento
para as camadas mais profundas da pele ou até mesmo atingir a circulagdo sistémica
(ELMOWAFY, 2021; SALA et al., 2018; SHESHALA et al., 2019; SINGH et al., 2017; YU
etal., 2021).
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2.4 NANOEMULSOES

As nanoemulsdes (NE) sdo emulsdes submicrométricas, com tamanho de gota inferior
a 1000 nm, geralmente menores que 500 nm, formadas por uma fase oleosa e aquosa,
estabilizadas por tensoativos. Podem ser do tipo 6leo/agua ou agua/dleo. As nanoemulsdes
oferecem vantagens para administragdo tdpica, devido a baixa irritacdo cutanea e a capacidade
de permeacdo pelas camadas da pele (ALI et al., 2020; ELMOWAFY, 2021; HARWANSH,;
DESHMUKH; RAHMAN, 2019; PAVONI et al., 2020; RAI et al., 2018; SHAKER et al.,
2019; SINGH et al., 2017).

As nanoemulsBes tendem a se desestabilizar devido a fatores fisico-quimicos, como
separacdo gravitacional, floculacdo, coalescéncia (“Ostwald ripening”), porém sdo mais
estaveis que as emulsBes convencionais por apresentarem tamanho de goticula pequeno
(SINGH et al., 2017; ZIANI et al., 2011). Durante a producdo, armazenamento, transporte e
emprego é necessario que a NE permaneca estavel em condigdes ambientais (LIU et al., 2019)
em funcdo disso, a selecdo de ingredientes, concentracao, métodos de preparo adequado, tensdo
de cisalhamento ou velocidade de agitacdo interferem na obtencdo de um produto com
qualidade (RAI et al., 2018).

Os componentes da fase oleosa incluem &cidos graxos, triglicerideos de cadeia média,
terpenos e promoteres de permeagdo, enquanto a fase aquosa podem ser composta por cloreto
de sddio, sais tamponantes e conservantes (NASTITI et al., 2017). Os surfactantes comumente
utilizados sdo tensoativos ndo-idnicos, em virtude de serem menos irritantes para a pele além
de reduzir a tensdo superficial, evitando a agregacao das goticulas e aumentando a permeacéo
através da pele (HARWANSH; DESHMUKH; RAHMAN, 2019; LIANG et al., 2012; LIMA
etal., 2021; PAVONI et al., 2020).

Os métodos utilizados para o desenvolvimento de uma nanoemulsdo envolvem baixa
energia (emulsdo espontanea, inversdo de fase) ou alta energia (homogenizador de alta presséo,
microfluidizador, ultrassom) (FATHI; MOZAFARI; MOHEBBI, 2012; NASTITI et al., 2017).
A técnica mais simples de baixa energia, sem necessidade de equipamento ou dispositivo para
0 desenvolvimento de uma nanoemulsdo é a emulsificacdo espontanea, onde a fase oleosa,
aquosa e o tensoativo sdo adicionados em etapas com agitagao suave. A limitacdo desta forma
de preparo é a escolha de ingredientes para obter uma NE estavel e com tamanho de goticula
pequeno (LIU et al., 2019; SHAKER et al., 2019).

Métodos de alta energia sdo sofisticados, consomem energia e, em geral, sdo adequados

para produtos termolabeis, bem como requerem 0 uso de equipamentos para reducdo do
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tamanho de gota (SHAKER et al., 2019). A homogenizacao a alta energia € baseado na geracdo
de energia mecénica através da alta tensdo de cisalhamento, sendo 0 método tradicionalmente
utilizado para preparacdo de nanoemulsao, fornecendo reducdo do tamanho das goticulas e
distribuicdo estreita (HARWANSH; DESHMUKH; RAHMAN, 2019; RAI et al., 2018). O
preparo da NE ocorre em duas etapas, onde inicialmente a fase aquosa e oleosa é aquecida
separadamente para posteriormente serem emulsionadas em misturador ou agitador de alta
velocidade, se obtendo uma emulsdo grosseira. Em seguida ocorre a reducdo do tamanho da
goticula, em torno de 100 a 500 nm, através do homogenizador a alta pressdo. O nimero de
ciclos, pressdo e temperatura do sistema devem ser otimizados (ALMEIDA; TEIXEIRA,
KOESTER, 2008; LIU et al., 2019), em especial quando se trata de 6leos volateis.

O tamanho de goticula constituiu um parametro importante na avaliacdo da estabilidade
da formulacdo, onde é possivel avaliar fenbmenos como coalescéncia e floculacdo. A
uniformidade da distribuicdo das goticulas é medida pelo indice de polidispersdo, onde valores
<0,3 indicam monodispersdo enquanto o potencial zeta mede a carga de superficie e fornece
informacBes sobre estabilidade a longo prazo, valores maiores em modulo que 30 mV séo
indicativos de estabilidade (NASTITI etal., 2017; SINGH et al., 2017). Deste modo, o0 tamanho
de particula pequeno, com baixo indice de polidispersdo e o alto potencial zeta influenciam as
propriedades dos nanocarreadores, moléculas menores sdo mais propensas a se difundirem
através da pele e tendem a ser mais estaveis (ELMOWAFY, 2021; SINGH et al., 2017).

Além disso, conforme Bilal e Igbal (2020) nanocarreadores como as nanoemulsdes
estdo sendo empregadas em uma grande variedade de produtos cosméticos, como protetores
solares, esmaltes, logdes, xampus, condicionadores e desodorantes em virtude do pequeno
tamanho de goticula que permite uma rapida penetracdo dos componentes ativos através da
pele, além de manté-la hidratada, bem como confere alta solubilidade e estabilidade cinética..

A nanoemulsdo O/A € o transportador lipidico mais utilizado para incorporar 6leos
essenciais (DE MATOS etal., 2019; RAl etal., 2018; SINGH et al., 2017). O emprego de 6leos
essenciais na industria farmacéutica e alimenticia apresenta limitacbes em virtude destes
apresentarem alta volatilidade, sensibilidade e fraca dispersibilidade em meios hidrofilicos, em
vista disso a nanoemulsificacdo € uma técnica alternativa para contornar essas barreiras (ALI
etal., 2020). Ademais, estudos mencionam que 0s compostos bioativos encapsulados melhoram
a sua estabilidade fisica e os protegem de fatores ambientais que estdo relacionados com a
degradacdo quimica, aléem disso, o encapsulamento proporciona possibilidade de entrega
controlada e/ou retardada do farmaco, além de possuir alto desempenho para aplicacGes

cutaneas em virtude de aumentar a permeabilidade em formulagcdes dérmicas e transdérmicas
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bem contornar os problemas relacionados a via de administracéo usual (ALHASSO; GHORI;
CONWAY, 2022; DE MATOS et al., 2019; HARWANSH; DESHMUKH; RAHMAN, 2019;
MORTEZA-SEMNANI et al., 2022).
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4 DISCUSSAO GERAL

A Curcuma longa L. pertence a familia Zingiberaceae e o seu rizoma é amplamente
utilizado como aditivo alimentar, em produtos cosméticos e no tratamento de algumas doencas.
Estudos demonstram inumeros beneficios terapéuticos associados a Curcuma longa e seus
componentes puros, como a curcumina (ALTIR et al., 2021; CHAABAN et al., 2019). Na
composi¢do quimica do rizoma 0s sesquiterpernos sdo 0s compostos predominantes enquanto
que nas folhas os principais constituintes sdo os monoterpenos, como a-felandreno, 1,8-cineol,
-mirceno, terpinoleno (BEZERRA et al., 2016; CHANE-MING et al., 2002; YANTI et al.,
2021).

Apo6s a coleta do rizoma, as folhas sdo consideradas um material residual e
consequentemente podem resultar um produto de alto valor agregado (ALTIR et al., 2021).
Alguns estudos recentes demonstraram que o 6leo essencial obtido da folha previne o estresse
oxidativo e o envelhecimento, reduz a producéo de citocinas pré-inflamatorias, além de aliviar
a inflamacdo da pele (ALTIR et al., 2021; KUMAR et al., 2018). Os 0leos essenciais
apresentam algumas propriedades que limitam a sua aplicacao, devido a sua volatilidade, odor
e solubilidade, porém o encapsulamento pode contornar essas barreiras além de potencializar
as atividades biolégicas (ELMOWAFY, 2021; LIANG et al., 2012).

Considerando as atividades terapéuticas da Curcuma longa L., este estudo teve como
objetivos avaliar o 6leo essencial extraido das folhas, além de investigar a viabilidade de
preparacdo de nanoemulsées com este 6leo com vistas ao tratamento de processos inflamatorios
sobre a pele.

Inicialmente foi realizada a extracdo do dleo essencial e posteriormente a determinagdo
da composicdo quimica da oleorresina por CG-MS (cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas). Ao todo foram identificados 10 compostos, sendo 0s majoritarios
a-felandreno (49,93%), terpinoleno (27,1%) e 1,8-cineol (15,41%). Em seguida realizou-se a
analise antioxidante do 6leo essencial e do a-felandreno, na qual foi observada que o 6leo
essencial apresenta maior atividade que o seu composto majoritario, esse fato pode ser
justificado pelo efeito aditivo ou mesmo sinérgico dos compostos presentes no 6leo essencial
(CABRAL et al., 2015).

A partir desses dados, planejou-se o desenvolvimento e caracterizacdo das
nanoemulsdes do OE de Curcuma longa L. na concentracdo de 5% e 10% e concentracfes
equivalentes do seu composto majoritatio o a-felandreno. Em relacdo aos pardmetros fisico-

quimicos das NE, todos apresentaram pH compativel com a via tépica (BARRADAS et al.,
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2017; SINGH et al., 2017), tamanho de gota inferior a 300 nm caracterizado como sistema
nanoemulsionado (PAVONI et al., 2020; RAI et al., 2018), indice de polidispersao inferiores a
0,200 e potencial zeta superior a — 30 mV, indicativos de formulacdes monodispersas sem
tendéncia a agregacao das goticula (LIMA et al., 2021; SINGH et al., 2017). Em relacdo ao
teor de a-felandreno as formulagdes apresentaram percentuais superiores a 91% (entre 91,68 e
98,41%) em relacdo ao contetdo tedrico inicialmente incorporado. Cabe ressaltar que as
formulacGes selecionadas para dar continuidade ao trabalho foram entdo NECUR2 e NEPHE?2,
em virtude de apresentarem maior concentracdo de 6leo essencial e a-felandreno em sua
composicdo, além de alto potencial zeta, menor tamanho de goticula e indice de polidispersao.

Ap0s o desenvolvimento e caracterizacdo das nanoemulsdes, avaliou-se a capacidade
citotoxica em linhagem celular de queratindcitos (HaCaT) e fibroblastos de pulméo humano
(MRC-5), na qual ndo foram evidenciadas alteracdes significativas na viabilidade celular. Na
atividade anti-inflamatoria in vitro com células RAW 264.7 foi evidenciado a inibi¢do da
producdo de éxido nitrico, porém em algumas concentraces houve citotoxicidade celular.

O HET-CAM (Hen’s egg chorioallantoic membrane test) € método alternativo utilizado
pra avaliacdo de produtos e substancias cosméticas (DEROUICHE; ABDENNOUR, 2017) e
todas as formulagdes foram caracterizadas como ndo-irritantes pois nenhum efeito (hemorragia,
coagulacao e vasoconstricdo) foi observado sobre a membrana.

Estes resultados evidenciam as vantagens do desenvolvimento de uma formulagéo com
vista ao tratamento topico da inflamacdo a partir do 6leo essencial obtido das folhas de Curcuma

longa L.
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5 CONCLUSAO

As folhas séo o principal material residual obtido durante a colheita de Curcuma longa
L. e a sua exploracdo desempenha um papel impreterivel na conversao de residuos em produtos
de alto valor agregado. Neste estudo, o 6leo essencial foi extraido das folhas de C. longa por
hidrodestilagdo em aparelho clevenger e submetido a analise cromatogréafica (CG-MS), na qual
revelou a presenca a-felandreno como o principal constituinte, seguido de terpinoleno e 1,8-
cineol. O perfil fitoquimico esta semelhante com estudos realizados anteriormente com o 6leo
essencial extraido das folhas (CHAABAN et al., 2019; SINDHU et al., 2011; YANTI et al.,
2021).

O desenvolvimento de nanoemulsdes de oleorresina de folhas de Curcuma longa L.
apresentaram goticulas nanométricas com distribuicdo de tamanho monomodal e potencial zeta
negativo, sem tendéncia de agregacdo. Durante o periodo monitorado, todas as nanoemulsdes
permaneceram estaveis. Ademais, a fim de investigar sua atividade anti-inflamatéria para
administracdo cutanea, estudos in vitro demonstraram que ndo foram observadas alteracdes
significativas na avaliacdo da citotoxicidade em células HaCaT assim como em MRC-5, além
de demonstrar a inibicdo da producéo de NO em células RAW 264.7.

Além disso, todas as formulagdes apresentaram um perfil de seguranca aceitavel, pelo
ensaio HET-CAM, sem a observacéo de efeitos irritantes e sendo compativel com a via topica.
Esses resultados promissores mostram que o 6leo essencial a base de nanoemulsdo de Curcuma
longa L. é uma estratégia interessante para entrega topica de compostos para o tratamento de

processos inflamatorios e abre perspectivas para novos estudos.
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