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RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar de forma inédita a atividade quimica e biologica das
nanoemulsdes bioativas (O/A) incorporadas com o 06leo essencial (OE) obtido por extracdo
cruzada de Citrus limonia Osbeck e Laurus nobilis L. Os materiais vegetativos foram obtidos
no municipio de S&o Luis (MA). O o6leo essencial foi extraido utilizando-se a técnica de
hidrodestilacdo em um sistema extrator de Clevenger modificado. Os constituintes quimicos
do 6leo essencial de C. limonia e do 6leo essencial de L. nobilis foram identificados através de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). A determinacdo dos
compostos fendlicos totais do OE foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu e expresso em
equivalente de &cido tanico. As nanoemulsdes foram preparadas pelo método de baixa energia
de inversdo de fases. A atividade antioxidante foi realizada pelo método de descoloracdo de
radicais hidroxila. A acdo anti-inflamatoria foi avaliada pelo método de desnaturacdo proteica
de albumina. O conteddo fendlico total foi de 252,35 mg EAT g™ para o OE de Citrus limonia
e Laurus nobilis, sendo um resultado significativo para atividades farmacoldgicas do éleo
essencial. No ensaio de atividade antioxidante obteve-se uma CEsp de 85,20 mg L™, CEso de
77,23 mg L%, CEso de 88,13 mg L, CEso de 45,30 mg L para acdo, respectivamente do OE
e das nanoemulsdes (NOE 1, NOE 2 e NOE 3) de Citrus limonia e Laurus nobilis, sendo
classificada como acdo promissora. O 6leo essencial estudado obtido por cruzamento e suas
nanoemulsdes (NOE 1, NOE 2 e NOE 3) apresentaram potencial anti-inflamatério, com CEsp
de 161,84 mg L™, CEso de 220,07 mg L™, CEso de 186,85 mg L™ e CEso de 252,67 mg L™,
respectivamente. Através dos resultados obtidos, comprovou-se acdo antioxidante e anti-
inflamatoria do 6leo essencial obtido por cruzamento das espécies de Citrus limonia e Laurus
nobilis e um aumento do seu potencial quando se tem a incorporacdo do 6leo a nanoemulsoes.
Trazendo resultados expressivos e inéditos, visto sua auséncia na literatura, sendo sua
aplicacdo apreciada e estudos mais profundos incentivados em virtude do seu potencial
biotecnoldgico.

Palavras-chave: Citrus: Laurus; Oleo essencial; Nanoemulsdo; Fendis.



INTRODUCAO

As plantas expressam sua individualidade quimica através da producdo de
metabdlitos secundarios, que estdo diretamente ligados as suas defesas e desenvolvimento,
sendo caracterizadas pelo seu cardter medicinal devido as fontes expressivas de
metabdlitos biologicamente ativos que as constitui (MIRAHMADI et al., 2011; TOHIDI et
al., 2019). Dentre os bioprodutos obtidos de plantas medicinais, destacam-se os 06leos
essenciais sendo misturas complexas volateis ou etéreos presentes nas plantas, encontrados
nos o6rgdos das plantas, produzidos normalmente por células secretoras ou grupos de
células. Podem apresentar composi¢cdo quimica e odores distintos quando obtidos de
diferentes partes de um mesmo vegetal (STEFFENS, 2010; SILVA, 2013).

Através do pressuposto para selecdo das espécies a ser investigado, este estudo
buscou na literatura plantas medicinais com diferentes composi¢des quimicas que ainda
ndo havia estudos relatados para sinergias de atividade bioldgica, bem como agdo de
formulacGes a partir de seus Oleos essenciais. Como resultado foram selecionadas as
espécies Citrus limonia Osbeck e Laurus nobilis L.

Citrus limonia Osbeck popularmente conhecido como limé&o rosa ou liméo-cravo, é
um fruto do género Citrus, um hibrido originario da india que se adaptou as variadas
condigdes climaticas do Brasil (MIGLIORINI et al., 2016). Estudos apontam que os 6leos
essenciais do pericarpo de frutas citricas apresentam potencial para tratamento de diversas
condigcdes patologicas (AMORIM et al., 2016). E Laurus nobilis L. é uma planta
pertencente a familia Lauraceae, nativo da Europa e amplamente utilizado na culinaria e
medicina popular (CAPUTO et al., 2017), tem suas folhas ricas em compostos terpénicos
como cineol, linalol, eugenol e carvacrol, com diversas atividades biol6gicas, dentre elas
tém-se atividade anticancerigena, antimicrobiana, herbicida e inseticida, moluscicida,
inseticida e neuroprotetoras (GUEDOUARI&NABIEV, 2021). Sendo ambas as espécies
em potencial detentora de caracteristicas relevantes para o desenvolvimento desse estudo.

Os compostos presentes em ambas as plantas apresentadas nesse estudo podem
promover acdes bioldgicas, sendo capazes de interagir em diferentes moléculas-alvo
(BARBOSA et al., 2015). Os farmacos fitoterapicos se colocam como op¢éo de tratamento
dentro da inddstria dos cosméticos e farmacéutica tanto para o tratamento de doencas de
origem inflamatdrias como para a intencdo de combate aos sinais de envelhecimento e
cuidados com a pele, devido ao surgimento de doencas e infecces em conjunto com o
aumento de resisténcia das ja existentes, resisténcia essa que pode vir a ocorrer por
diferentes mecanismos sendo uma delas devido ao uso exacerbado de medicamentos e
tratamentos convencionais, (CHEN et al., 2018; FANIN et al., 2020).

Estudos apontam um aumento no potencial da acdo de bioativos naturais
hidrofébicos quando trabalhado com nanoemulsGes (ANWER et al., 2014). As
nanoemulsdes sao sistemas de dispersdo coloidal termodinamicamente estavel em que dois
liquidos imisciveis sdo misturados para formar uma Unica fase por meio de um surfactante
apropriado e sdo veiculos importantes para a distribuicdo de compostos bioativos (SHAH
et al., 2010), unindo o conceito de produtos naturais a sistema tecnolégico (FAUSTINO et
al., 2020).

Ainda ndo se tém relatos sobre trabalhos com foco na acdo bioldgica de 6leos
essenciais obtidos por extragdo cruzada de Citrus limonia Osbeck e Laurus nobilis L.
Diante do exposto, o estudo visou avaliar de forma inédita a acdo antioxidante e anti-
inflamatoria da nanoemulsdo do 6leo essencial cruzado de Citrus limonia Osbeck e Laurus
nobilis L.



OBJETIVOS

e ldentificar os constituintes quimicos do 6leo essencial das cascas de Citrus limonia
Osbeck e do 6leo essencial das folhas de Laurus nobilis L.

e Quantificar o contetdo fendlico total do 6leo essencial do cruzamento de Citrus
limonia Osbeck / Laurus nobilis.

e Desenvolver nanoemulsdes incorporadas com o6leo essencial de Citrus limonia
Osbeck / Laurus nobilis termodinamicamente estaveis.

e Obter a Concentracdo Eficiente 50% para acdo antioxidante do 6leo essencial e
nanoemulsdes de Citrus limonia Osbeck / Laurus nobilis.

e Determinar a Concentracdo Eficiente 50% para acdo antioxidante do 6leo essencial
e nanoemulsdes de Citrus limonia Osbeck / Laurus nobilis.

MATERIAL E METODOS
Coleta do material vegetal

As amostras identificadas das cascas de Citrus limonia Osbeck e folhas de Laurus
nobilis L. utilizados nesta pesquisa foram adquiridos no periodo de agosto de 2021. Foram
coletadas cascas de Citrus limonia Osbeck e folhas de Laurus nobilis L. no municipio de
Sdo Luis - MA. Apos a coleta, as espécies vegetais foram transportadas para o Laboratério
de Pesquisa e Aplicacio de Oleos Essenciais (LOEPAV/UFMA), onde foram pesadas,
trituradas e armazenadas para a extracdo do 6leo essencial.
Extracao dos OE’s

Para extracdo do 6leo essencial, foi aplicada a técnica de hidrodestilagdo com um
extrator de Clevenger de vidro acoplado a um baldo de fundo redondo acondicionado em
manta elétrica como fonte geradora de calor. Foram utilizadas 50g de cada um dos dois
materiais vegetais a0 mesmo bal&o de fundo redondo, adicionando-se agua destilada na
proporc¢do de (1:8). A hidrodestilacdo foi conduzida a 100°C por 3h e logo apds recolheu-
se 0 Oleo essencial extraido. O 6leo essencial foi seco por percolagdo com sulfato de sédio
anidro (Na>SOg4) e centrifugado. Essas operagOes foram realizadas em triplicatas e as
amostras armazenadas em vials de vidro @mbar sob refrigeracdo de 4°C. Posteriormente
submetidos as analises. As espécies utilizadas também foram extraidas individualmente e
submetidas a todas as mesmas analises e processos do 0leo essencial obtido por processo
cruzado.
Constituintes quimicos

Os constituintes dos OE’s foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) na Central Analitica do Instituto de Quimica da
Universidade Estadual de Campinas. Para a identificagdo dos compostos na amostra
utilizou-se o programa AMDIS (Automated Mass spectral Deconvolution Mass &
Identification System).
Fendlicos Totais

A determinacdo dos compostos fendlicos totais do 6leo essencial foi realizada com
adaptacdo do método de Folin-Ciocalteu (WATERHOUSE, 2002). Utilizou-se 5 mg do
6leo essencial diluido em 1 mL de etanol. A esta solucdo foram adicionados 7 mL de agua
destilada, 800 uL do reagente Folin-Ciocalteu (10% v/v) e 2,0 mL de carbonato de sédio
(Na.CO3, 20% m/v). Apds duas horas foi realizada a leitura em espectrofotémetro UV-VIS
em comprimento de 760 nm. A curva padréo foi expressa em mg L de cido tanico.
Preparo das nanoemulsdes por método de inversdo de fases

O preparo das nanoemulsdes foi realizado de acordo com as metodologias
adaptadas descritas por Lima et al. (2020), Sugumar et al. (2014), Kubitschek et al. (2014)
e Rodrigues et al. (2014) seguindo o método de inversdo de fases. As nanoemulsdes 6leo-



em-agua foram formuladas com o 6leo essencial (5%v/v), surfactante nao idnico (Tween
20, 5%,10% e 15% v/v) e agua. As quantidades necessarias de cada constituinte da fase
oleosa (6leo+Tween20) foram aquecidas a 65 + 5 °C. A fase aquosa foi aquecida
separadamente a 65 £ 5 °C. As formulacbes que passaram nos testes de estresse
termodinamico foram levadas as analises posteriores.

Atividade Antioxidante por descoloracéo de radicais hidroxila (R-OH*)

A atividade antioxidante foi feita pelo método espectrofotométrico de eliminacao
de radicais hidroxila do acido salicilico de acordo com os métodos descritos por
Smirnoff&Cumbes (1989) e Sundararajan et al. (2016). As nanoemulsdes e 0s 6leos
essenciais em diferentes concentragbes de 10-100 mg L foram dissolvidos em &gua
destilada e DMSO 0,2%, respectivamente. Foram adicionadas a essas concentragfes 1 mL
de &cido salicilico (9 mM),1 mL de sulfato ferroso (9 mM) e 1 mL de perdxido de
hidrogénio (9 mM). Utilizou-se como padréo positivo acido ascorbico. A mistura reacional
foi incubada a 37 °C durante 60 min em banho-maria; apds a incubacéo, a absorbancia das
misturas foi medida a 510 nm usando um espectrofotdmetro UV/VIS e a CExo calculada.
Atividade Antioxidante por desnaturacgdo proteica de albumina

A atividade anti-inflamatdria foi avaliada pelo método de desnaturacéo proteica de
albumina por degradacdo termica (PADMANABHAN&JANGLE, 2012). A mistura
reacional (4 mL) consistiu em 2 mL de diferentes concentracGes do e das nanoemulsdes
(100-500 mg L) e 2 mL de uma soluc&o a 10% de albumina diluida em PBS e incubada a
(37%1) °C por 15 minutos. A desnaturacdo foi induzida mantendo a mistura de reacdo a
60°C em banho-maria por 10 minutos. Apés o resfriamento, a absorbancia foi medida em
660 nm em espectrofotdmetro UV/VIS. A inibicdo da desnaturacdo proteica foi expressa
em percentual e a Concentragdo Eficiente 50% (CEso/ICs0) capaz de inibir 50% da
desnaturacdo foi expressa em mg L™,

RESULTADOS E DISCUSSAO
Constituintes quimicos

De acordo com a CG/EM foram identificados como constituintes majoritarios na
amostra do OE de Citrus limonia o limoneno com 40,25% da composi¢do, seguido pelo -
pineno (29,36%) e cimeno (16,33%). E no OE de Laurus nobilis L. foram identificados
isoeugenol com 64,36%, seguido por mirceno (12,1%), chavicol (10,22%) e linalol (3,6%)
como majoritarios na amostra.

A composicdo quimica do OE das cascas de C. limonia foi semelhante a outras
espécies de Citrus, como C. aurantifolia e C. limon descritas na literatura anteriormente
por Simas et al. (2015). E o percentual de limoneno esta dentro do valor esperado para
espécies citricas que podem atingir de 30 a 80% da composicao total (LADANIYA, 2008;
AMORIM et al., 2016).

Os componentes identificados no OE das folhas de L. nobilis nesse estudo estéo de
acordo com os destacados por Peixoto et al. (2017), que identificaram 26 componentes
quimicos ao analisarem o 6leo essencial de L. nobilis, tendo também como principal o
isoeugenol (53,5%), seguido por mirceno (16,6%) e chavicol (10,2%) e diferem dos
apresentados por Tomar et al. (2020) em que os resultados mostraram como principais
constituintes para o OE obtido das folhas de Laurus nobilis o 1,8-cineol (41,1%), sabineno
(6,96%), a-pineno (5,94%), epoxido de humuleno II (5,73%) e a-terpinil acetato (5,72%).

As substéncias identificadas na CG-EM do 6leo essencial estudado, o limoneno, 3-
pineno e linalol sdo descritos na literatura por possuirem das mais variadas atividades
bioldgicas (KUMMER et al., 2013; MOREIRA et al., 2013). E Neves et al. (2008), assim
como Casanova&Costa (2017) relataram sobre os efeitos de sinergismo e/ou antagonismo



de constituintes quimicos, ainda que em porcentagens minoritarias nos 6leos essenciais, e
apontam o aumento das atividades bioldgicas partirem de interagcdes sinérgicas entre 0s
mais diversos componentes de uma planta ou combinacdes entre elas.

As diferencas na composicdo do 6leo essencial neste estudo e nas demais
literaturas, podem ser devidas a uma série de fatores, envolvendo desde o método de
processamento e extracao dos 6leos até as caracteristicas do solo, entre outros.

Fendlicos Totais

Os resultados do teor de fendlicos dos OE’s referente as espécies de C. limonia e L.
nobilis, assim como seus bioprodutos obtidos por sua extragdo cruzada séo apresentadas na
Tabela 1. O conteddo fendlico (CFT) foi expresso em equivalente de acido tanico (mg
EAT g de material vegetal) em que se obteve uma equacgdo da reta y= 0,0586x + 0,600
com R? = 0,9998, onde y esta representando a absorbancia e x a concentra¢io equivalente
de &cido tanico.

Tabela 1 — Contetdo fendlico total dos 6leos essenciais

Oleo Essencial CFT (mg EAT g?) Equacéo Linear R2
C. limonia e L. nobilis 252,35
C. limonia 306,47 y = 0,0586x + 0,0600 0,9998
L. nobilis 221,79

Consonante a Tabela 1, os OE's utilizados nesse estudo apresentaram um
quantitativo importante de compostos fenolicos, se atentando para o teor apresentado no
Oleo extraido a partir das duas espécies que foi de 252,35 mg EAT g, notando-se um
elevado aumento em seu quantitativo se comparado ao teor fenolico apresentado pelo OE
de L. nobilis, sob as mesmas condi¢oes.

Os resultados obtidos para os OE's em estudo revelam um superior teor de
fendlicos, quando comparado ao obtido por Migliorini et al. (2016), que relatam para o teor
total de fendlicos para extratos hidroalcodlicos das cascas de C. limonia um quantitativo de
196,05 + 7,67 e 188 + 7,22 mg EAG g. Com relagio ao resultado obtido para Laurus
nobilis, Dhifi et al. (2018) apontaram um conteldo total de fendlicos menor em 174,1 +
11,6 mg EAG g7, para extrato metanoico de Laurus nobilis. Dobroslavié et al. (2021)
descreveram para extratos de Laurus nobilis obtidos por extracdo assistida por microondas
(EAM) um contetdo fendlico total com variagdo de 30,88 a 53,57 mg EAG g™.

Segundo Goudjil et al. (2015) os compostos fendlicos apresentam uma alta
atividade antioxidante in vitro, e englobam componentes polares. E Silva et al. (2010)
descreve que esses compostos atuam como antioxidantes, ndo apenas pela capacidade de
doar atomos de hidrogénio ou elétrons, mas também por causa de seus radicais
intermediarios estaveis, que impedem a oxidagdo de muitos ingredientes alimentares.
Neves (2015) também descreve sob a capacidade dos compostos fendlicos de inibir
enzimas ativas no decorrer do processo inflamatorio. E como aponta Ambriz-pérez et al
(2016), esses compostos podem exercer diversas acdes anti-inflamatdrias atuando de varias
formas, enquanto geralmente farmacos vém agindo e atuando de maneira mais especifica.

Assim como, Gobbo-Neto&Lopes (2007) discorre sobre a atuacdo desses
compostos como reguladores antioxidantes de células através da absor¢do de radiacdo a
partir de sua sintetizacdo. Os contetdos fenolicos totais apontados nesse estudo encontram-
se pouco divulgado na literatura, o que ressalta ainda mais a importancia deste estudo,
principalmente devido as suas implicagcdes benéficas relacionadas a salide humana.
Atividade Antioxidante

A Tabela 2 mostra os resultados relacionados a capacidade de reducdo do radical
hidroxila dos 6leos essenciais e nanoemulsées, calculando-se a concentracdo eficiente CEso



em mg L, sendo considerada a proporcionalidade inversa da relagio entre a atividade de
um composto vegetal e valores de CEso.
Tabela 2 - Capacidade antioxidante dos 6leos essenciais e das nanoemulsdes

Identificagdo CEso(mg L) R2
OE C. limonia e L. nobilis 85,20 0,9983
OE C. limonia 59,44 0,9941
OE L. nobilis 70,31 0,9969
NOE 1 C. limonia 68,61 0,9945
NOE 2 C. limonia 57,08 0,9984
NOE 3 C. limonia 52,71 0,9955
NOE 1 L. nobilis 52,12 0,9815
NOE 2 L. nobilis 29,45 0,9985
NOE 3 L. nobilis 13,46 0,9969
NOE 1 C. limonia e L. nobilis 77,23 0,9977
NOE 2 C. limonia e L. nobilis 88,13 0,9998
NOE 3 C. limonia e L. nobilis 45,30 0,9984

Nota: OE — Oleo essencial; NOE — Nanoemulsio estavel do 6leo essencial formulada por inversio de fases;
1 — Nanoemulsdo composicdo 5% Oleo essencial, 5% Tween 20 e 90,0% de H.O; 2 — Nanoemulsdo
composicdo 5% oleo essencial, 10% Tween 20 e 85% de H,O; 3 — Nanoemulsdo composi¢do 5% o6leo
essencial, 15% Tween 20 e 80% de H,0.

Este estudo descreve de forma inédita um Oleo essencial obtido de uma extracdo
cruzada, o que ressalta a importancia deste trabalho. Em concordancia com a Tabela 2,
todos os 0leos essenciais e formulagdes de nanoemulsdes desenvolvidas por esse método
apresentaram valores significativos, comprovando uma acdo efetiva frente ao sistema
empregado, apontando a existéncia da capacidade de alteracdo de processos oxidativos de
uma reacdo. Sendo assim, classificados em ativos segundo o critério estabelecido por
Campos et al. (2003), que estabelece que produtos naturais com CEsg menor que 500 mg L
! s30 definidos como ativos.

Com énfase para as nanoemulsdes com formulagées NOE 3 L. nobilis e NOE 2 L.
nobilis e a nanoemulsdo NOE 3 C. limonia e L. nobilis que apresentaram 0s menores
valores para CEso. Entendendo-se assim, que no geral as nanoemulsdes aumentaram
significativamente o potencial/eficiéncia da agdo da atividade antioxidante, comprovando
assim, a existéncia de um aumento do potencial bioldgico quando trabalhados em
nanoemulsdes descritos nas literaturas. De acordo com Sousa et al. (2007), a atividade
antioxidante de um composto vegetal € inversamente proporcional aos valores de CEso, em
que a menor concentracdo indica uma maior capacidade do OE em reduzir o radical
hidroxila em 50%.

Até onde nossa pesquisa de literatura péde verificar, a atividade antioxidante dos
OE’s e nanoemulsdes das espécies em estudo ndo foi encontrada por esse método, no
entanto ela aponta que a agdo antioxidante pode sofrer alteracbes devido a efeitos
sinérgicos e antagonicos entre componentes presentes nos OE’s (MSSILLOU et al., 2020).
Apontando também que espécies do género Citrus costumam possuir uma boa atividade
antioxidante, como Lou et al. (2017) que estudaram o potencial do OE de Citrus medica L.
var. Sacodactylis e do 6leo essencial nanoemulsificado pelo método de emulsificacéo
espontanea, apontando um aumento do potencial 51,6% para a nanoemulsdo e 30,5% do
6leo quando trabalhados em concentragdes de 0,12 mg/mL por ensaio DPPH.

Esse estudo apresentou resultados com inibicdo diferente em relacdo ao OE de L.
nobilis do que os apresentados por Ballen et al. (2019), que obtiveram uma atividade



antioxidante com Clso de 4,749 mg mL™ utilizando o método de DPPH. Ainda segundo
Goudjil et al. (2015), a acdo do 6leo essencial de L. nobilis obteve uma inibicdo com Clso
de 72,78 ug mL™* pelo ensaio DPPH e uma CEso de 14,66 pg mL™ pelo ensaio FRAP. A
divergéncia nos valores apresentados pode ser devido a fatores intrinsecos e extrinsecos a
que a planta esta sujeita, bem como a sazonalidade e idade do vegetal.

Segundo Wojtunik, et al. (2014), a atividade antioxidante dos terpenos presentes em
6leos essenciais, assim como nos obtidos neste estudo, estdo relacionadas a presenca de
ligacGes duplas conjugadas, que ocorrem através do mecanismo de quebra de cadeia, para
a remocéo de radicais livres, que de acordo com Ferreira et al. (2020), s&o definidos como
substancias capazes de retardar ou inibir a oxidacdo de substratos oxidaveis, podendo atuar
em alimentos ou sistemas bioldgicos, mostrando-se que os resultados apresentados neste
estudo séo promissores
Atividade anti-inflamatodria

A Tabela 3, mostra os resultados relacionados a capacidade de acdo anti-
inflamatoria dos OE e nanoemulsdes estaveis de C. limonia e L. nobilis.

Tabela 3 - Acéo anti-inflamatdria dos 6leos essenciais e das nanoemulsdes

Identificacdo CEso/1Cs0(mg L?) R2
OE C. limonia e L. nobilis 161,84 0,9987
OE C. limonia 431,16 0,9933
OE L. nobilis 150,49 0,9971
NOE 1 C. limonia 305,98 0,9997
NOE 2 C. limonia 187,50 0,9844
NOE 3 C. limonia 279,67 0,9839
NOE 1 L. nobilis 153,02 0,9904
NOE 2 L. nobilis 258,39 0,9975
NOE 3 L. nobilis 374,29 0,9999
NOE 1 C. limonia e L. nobilis 220,07 0,9976
NOE 2 C. limonia e L. nobilis 186,85 0,9888
NOE 3 C. limonia e L. nobilis 252,67 0,9917

Nota: OE — Oleo essencial; NOE — Nanoemulsio estavel do 6leo essencial formulada por inverséo de fases;
1 — Nanoemulsdo composicdo 5% o6leo essencial, 5% Tween 20 e 90,0% de H,O; 2 — Nanoemulsdo
composi¢do 5% 6leo essencial, 10% Tween 20 e 85% de H,O; 3 — Nanoemulsdo composicdo 5% o6leo
essencial, 15% Tween 20 e 80% de H-0.

Apos a realizacdo dos experimentos, o ensaio de concentracdo eficiente 50%
quantificou uma CEso que variou de 150,49 a 431,16 mg L-! para a capacidade de acao das
amostras testadas em inibir a desnaturacdo da albumina por degradacéo térmica, sendo o
OE de L. nobilis com a menor CEsg, seguido por NOE 1 L. nobilis, OE de C. limonia e L.
nobilis e NOE 2 C. limonia e L. nobilis.

Na literatura também nédo foi possivel encontrar dados quanto a atividade anti-
inflamatéria do OE referente a esse tipo de sinergia apresentada neste estudo, obtido por
extracdo cruzada dessas espécies, e de suas respectivas nanoemulsdes utilizados nesses
testes, mas de acordo com Loe et al. (2018), essa capacidade de inibi¢do pode ser atribuida
devido a presenca de substancias bioativas que inibem a inflamacdo. Demonstrando o
quanto se faz necessario esse trabalho para posteriores estudos.

A acdo anti-inflamatoria apontada para as espécies em estudo também foi
observada no estudo de Amorim et al. (2016) utilizando modelos com ensaios in vivo em
camundongos, através da lambedura de pata induzida por formalina do OE em reduzir a
migracéo celular induzida por carragenina no modelo de bolsa de ar subcutaneo (SAP),



apresentaram resultados satisfatorios para o OE de C. limonia com doses de 100 mg kg™,
enquanto, Sayyah et al. (2003) obtiveram resultados com doses de 2 mg kg™ para OE de L.
nobilis realizando um estudo in vivo. O estudo in vivo realizado por Guedouari&nabiev
(2021), em que a capacidade anti-inflamatdria foi avaliada o extrato etanolico das folhas de
L. nobilis apresentou uma reducdo de um percentual de inibicdo de 30,62% no volume da
pata, enquanto a atividade do diclofenaco sodico, usado como referéncia, exibiu um
percentual de 17,59% de reducédo do edema.

Outras nanoemulsBes sdo descritas na literatura para outras espécies vegetais,
porém com resultados inferiores, a exemplo Abdelhameed et al. (2021) que relataram uma
acdo anti-inflamatoria significativa da nanoemulsdo do 6leo essencial dos brotos de
Araucaria bidiwillii, no modelo de edema de pata de rato induzido por carragenina, nas
vias orais de 50 e 100 mg kg. Utilizando o mesmo método in vivo, Borges et al. (2018)
apresentaram um estudo com uma eficacia em dose de 498 mg kg™, para uma nanoemulséo
contendo 0leo essencial de Rosmarinus officinalis L.

Segundo Chen et al. (2018) e Yesmin et al. (2020), a desnaturacdo de proteinas esta
relacionada como causa da liberacdo de mediadores pro-inflamatérios do organismo para
sua defesa. Eles induzem respostas inflamatdrias que podem prejudicar 6rgaos e sistemas,
causando doencas ou danos aos tecidos. E de acordo com Borges et al. (2019), os anti-
inflamatorios tém o intuito de amenizar ou impedir uma reacdo inflamatoria.

Conclusdes

Por fim, o 6leo essencial obtido por extracao cruzada, assim como sua nanoemulséo
apresentaram de forma inédita propriedades significativas para as a¢fes antioxidante e
anti-inflamatoria, atenuando possiveis reacfes desses processos. Os métodos utilizados na
obtencdo dos quantitativos de CEso para as espécies em estudo frente as atividades
analisadas in vitro sdo inéditos, ndo sendo encontrados relatos na literatura e apresentam
resultados expressivos e eficientes. Conclui-se também que o uso do 6leo e principalmente
das nanoemulsdes pode ser utilizado como mecanismo para melhor distribuicdo e
durabilidade, além do seu potencial quimico e biol6gico, sendo incentivados assim futuras
pesquisas fitoquimicas e farmacoldgicas que devem expandir ainda mais os resultados
deste estudo abrindo caminhos para novos itens terapéuticos devido principalmente a
intensificacdo de buscas por antioxidantes naturais. Além disso, afirma-se que o produto
avaliado possui parametros essenciais como o baixo custo, devido ao reaproveitamento de
materiais de descarte (cascas), qualificando-o como promissor.
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