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RESUMO 

 

Diversos recursos da flora amazônica são conhecidos por seu potencial aromático e 

farmacológico e cosmético. A família botânica Piperaceae da Amazôna possuem 

destaque devido às atividades biológicas e à produção de óleos essenciais aromáticos, 

como a espécie Piper aduncum rica em dilapiol que é ativo para diversas atividades 

farmacológicas como antibacteriano, antifúngico e anti-inflamatório. Os óleos essenciais 

por serem lipofílicos e hidrofóbicos, apresentam limitações como alta volatilidade, baixa 

estabilidade, biodisponibilidade e solubilidade que desencadeia no menor aproveitamento 

desses insumos para a indústria farmêutica e cosmética. O fenilpropanóide Dilapiol do 

óleo essencial de P. aduncum, que apresenta grande potencial farmacêutico, na qual 

foram feitas complexações com ciclodextrinas (CDs), microemulsões, nanoemulsões e 

carreadores lipídicos nanoestruturados que são alternativas tecnológicas convenientes 

para resolver essas limitações, podendo proporcionar derivados mais solúveis, estáveis, 

maior biodisponibilidade e tempo de retenção de susbstâncias ativas. Este trabalho tem 

como objetivo analisar diferentes metodologias de incorporação do Dilapiol do óleo 

essencial de P. aduncum da Amazônia em tecnologias farmacêuticas como 

nanoformulações, microemulsões e complexo de inclusão com ciclodextrinas, a fim de 

obter produtos inovadores viáveis para uso farmacêutico e cosmético. Os óleos foram 

obtidos pela técnica de hidrodestilação e por arraste à vapor em extrator elétrico. Em 

seguida, os principais constituintes foram fracionados e isolados por técnicas 

cromatográficas e analisadas por técnicas espectrométricas. Os complexos de inclusão 

foram feitos com β-ciclodextrina e Hidroxipropil-β-ciclodextrina pelos métodos de 

mistura física, malaxagem e slurry. As microemulsões foram feitas pelo diagrama de 

fases pseudoternário, a nanoemulsão e o carreador lipídico nanoestruturado foram 

realizadas pela técnica de homogeneização a alta pressão e feito também seus 

espessamentos em hidrogéis. Foram realizadas em todas as formulações as análises 

físico-químicas. Nas nanos foram avaliadas a liberação das substâncias e permeação 

tópica e o perfil de toxicidade. As atividades antibacteriana e moduladora de antibióticos 

foram feitas na microemulsão e nos complexos de inclusão. As microemulsões 

apresentaram tamanho em 123 nm nas formulações com 10% de dilapiol. A atividade 

antimicrobiana e moduladora com os complexos e microemulsão apresentaram 

modulação dos antibióticos ampicilina e vancomicina para as bactérias Staphylococcus  

aureus e Enterococcus faecalis. A liberação e permeação tópica das nanos e hidrogéis 

que apresentaram tamanho nanométrico na faixa de 118 e 134 nm, apresentaram perfis de 

liberação controladas em comparação com a substância pura e os níveis de toxicidade 

baixos. As micros e nanotecnologias nos bioativos de óleos essenciais da Amazônia 

permitem uma maior exploração farmacológica e cosmética dessas fontes naturais, 

aumentando seu potencial econômico, maior conhecimento da biodiversidade amazônica 

e elaboração de novo bioproduto farmacológico de alta eficiência.   

Palavras-chave: Óleos essenciais, Amazônia, Bioativos, Formulações farmacêuticas. 
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ABSTRACT 

 

Several resources of the Amazonian flora are known for their aromatic, pharmacological 

and cosmetic potential. The Amazonian Piperaceae botanical family stands out due to 

biological activities and the production of aromatic essential oils, such as the Piper 

aduncum species rich in dillapiole which is active for several pharmacological activities 

such as antibacterial, antifungal and anti-inflammatory. Essential oils, because they are 

lipophilic and hydrophobic, have limitations such as high volatility, low stability, 

bioavailability and solubility that triggers less use of these inputs for the pharmaceutical 

and cosmetic industry. The phenylpropanoid dillapiole of the essential oil of P. aduncum, 

which has great pharmaceutical potential, in which complexations were made with 

cyclodextrins (CDs), microemulsions, nanoemulsions and nanostructured lipid carriers 

that are convenient technological alternatives to solve these limitations, and may provide 

more soluble derivatives, stable, greater bioavailability and retention time of active 

substances. This work aims to analyze different methodologies for incorporating 

dillapiole from the essential oil of P. aduncum from the Amazon into pharmaceutical 

technologies such as nanoformulations, microemulsions and inclusion complex with 

cyclodextrins, in order to obtain viable innovative products for pharmaceutical and 

cosmetic use. The oils were obtained by the hydrodistillation technique and by steam 

dragging in an electric extractor. Then, the main constituents were fractionated and 

isolated by chromatographic techniques and analyzed by spectrometric techniques. The 

inclusion complexes were made with β-cyclodextrin and Hydroxypropyl-β-cyclodextrin 

by physical mixing, malaxagem and slurry methods. The microemulsions were made by 

the pseudoternary phase diagram, the nanoemulsion and the nanostructured lipid carrier 

were carried out using the high pressure homogenization technique and also thickened 

them in hydrogels. Physical-chemical analyzes were performed in all formulations. In the 

nanos, the release of substances and topical permeation and the toxicity profile were 

evaluated. The antibacterial and antibiotic modulating activities were performed on the 

microemulsion and inclusion complexes. The microemulsions were 167 nm in size with 

10% dillapiole. The antimicrobial and modulating activity with the complexes and 

microemulsion showed modulation of the antibiotics ampicillin and vancomycin for the 

bacteria Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis. The release and topical 

permeation of the nanos and hydrogels that presented nanometric sizes in the range of 

118 and 134 nm, presented controlled release profiles in comparison with the pure 

substance and the low toxicity levels. The micro and nanotechnologies in bioactive 

essential oils from the Amazon allow greater pharmacological and cosmetic exploration 

of these natural sources, increasing their economic potential, greater knowledge of 

Amazonian biodiversity and the elaboration of a new highly efficient pharmacological 

bioproduct. 

 

Keywords: Essential oils, Amazon, Bioactive, Pharmaceutical formulations. 
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1. INTRODUÇÃO 

O Brasil se destaca por ser um dos países com grande biodiversidade, contendo uma 

extensa e rica flora. A região Amazônica destaca-se pela riqueza em diversidade de 

espécies aromáticas e ocorrem principalmente na Amazônia. As espécies são produtoras de 

óleos essenciais que possuem substâncias com potencial biológico, agregando grande valor 

econômico para as comunidades da região Amazônica devido ao seu valor nos mercados 

alimentícios, cosméticos e farmacêuticos, caracterizando a região por apresentar a maior 

diversidade de espécies com potencial biotecnológico do mundo (Bizzo et al., 2009; Maia 

et al., 2001). 

Dentre as espécies Amazônicas, esta tese limita-se ao fenilpropanóide dilapiol do 

óleo essencial de P. aduncum da Amazônia, que apresenta grande potencial farmacêutico. 

Piper aduncum L. (Piperaceae) é popularmente conhecida como “pimenta de macaco”, é 

um arbusto tropical que cresce naturalmente na Amazônia e na Mata Atlântica do Brasil 

(Salehi et al., 2019; Silva et al., 2017). Seu óleo essencial é rico em dilapiol, um 

fenilpropanóide com propriedade fungicida (Silva et al., 2014), inseticida (Volpe et al., 

2015), bactericida (Brazão et al., 2014), larvicida (Oliveira et al., 2013) e anti-inflamatório 

(Parise-filho et al., 2011), tendo relevância para a produção de bioprodutos. 

O dilapiol por ser uma substância lipofílica tem sua eficácia limitada devido a sua 

baixa solubilidade aquosa e biodisponibilidade, além da alta volatilidade. Pode ser 

modificada por fatores ambientais como temperatura, pH e luminosidade (Bilia et al., 2014; 

Lima et al., 2016). Seu uso terapêutico depende da elaboração de formulações que possam 

reduzir essas limitações. 

Para amenizar estes problemas, a complexação destes óleos essenciais com 

ciclodextrinas (CDs) pode ser uma alternativa conveniente. Além de abordar essas 

limitações, o uso de CDs pode fornecer uma maneira de obter materiais oleosos sólidos, 
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sendo um produto complexante, que pode resultar em derivados mais solúveis e estáveis. 

Características como taxa de dissolução e biodisponibilidade dependem da solubilidade do 

fármaco e, portanto, o aumento na solubilidade de um composto pouco solúvel tende a 

melhorar tanto a taxa de dissolução quanto sua biodisponibilidade (Marques, 2010; Lima et 

al., 2016; Carneiro et al., 2019). 

A nanotecnologia que está relacionada às estruturas, propriedades e processos onde 

estão envolvidos materiais com dimensões em escala nanométrica, também podem atuar na 

redução desses problemas, dentre outros benefícios que esta tecnologia pode proporcionar. 

O processamento dos óleos essenciais em nanoformulações pode potencializar atividades 

biológicas, promover melhorias na estabilidade, na forma de administração das substâncias 

ativas com liberação gradual em doses favoráveis e diminuição dos efeitos colaterais. (Bilia 

et al., 2014; Matos et al., 2018).  

Existem técnicas distintas para produção e avaliação dos diferentes nanosistemas 

que podem ser obtidos, tais como, as nanoemulsões que são dispersões de óleo em água, 

onde os tamanhos das gotas dispersas tem tamanho inferior a 1 μm. Quando parte do 

conteúdo oleoso líquido é substituído por um lipídio sólido, obtém-se um carreador lipídico 

nanoestruturado, com tamanho entre 50 nm e 1 μm (Lucca et al., 2017; Pardeike et al., 

2009; Bilia et al., 2014; Salvi e Pawar, 2019). 

 Indústrias do ramo farmacêutico têm demonstrado interesse em desenvolver micro e 

nanoformulações destacando-a como diferencial do produto. A nanotecnologia tem sido 

utilizada para diferentes aplicações com possibilidade de criar produtos e processos 

baseados na crescente capacidade tecnológica de manipular moléculas. A oportunidade 

para inovar e empreender com a nanociência conduz a criação de mercados 

nanotecnológicos (Linton e Walsh, 2008; Alice et al., 2013) 

Considerando o potencial bioativo do dilapiol de P. aduncum da Amazônia, seus 

estudos fitoquímicos aliados com as formulações farmacêuticas em micro e nanotecnologia 



 

20 

 

acarretarão em aumento da eficácia dos produtos, com largas aplicações biotecnológicas, 

sendo útil para o aproveitamento dessa matéria prima, com a perspectiva de melhor 

utilização das mesmas, agregando valor aos insumos aromáticos e seus bioprodutos. 
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2 - OBJETIVOS 

2.1 GERAL 

Desenvolver nanoformulações, microemulsões, complexos de inclusão com 

ciclodextrinas para incorporação de dilapiol, extraído de Piper aduncum, a fim de obter 

produtos inovadores viáveis para uso farmacêutico. 

 

 2.2 ESPECÍFICOS 

- Obter óleos essenciais e caracterizá-los por cromatografia em camada delgada 

(CCD), por cromatógrafo a gás com detector de ionização de chamas (CG FID) e 

cromatógrafo a gás acoplado a espectrometria de massas (CG EM); 

- Isolar bioativos por técnicas de cromatografia em coluna de fase normal e 

determinar as estruturas químicas por técnicas cromatográficas, espectrométricas e 

espectroscópicas (HPTLC, CG- DIC, CG-EM); 

  - Incorporar o dilapiol do óleo essencial de P. aduncum em nanoformulações como 

carreadores lipídicos nanoestruturados, nanoemulsões e espessamento dessas nanos em 

hidrogéis e caracterizar as propriedades físico-químicas; 

 

‘- Avaliar a estabilidade (acelerada e em longa duração) das nanos desenvolvidas;  

 

- Investigar o perfil de permeação e penetração cutânea in vitro do Dilapiol a partir 

das nanos desenvolvidas, empregando-se o modelo de pele de orelha suína em células de 

difusão de Franz; 

- Investigar o perfil de liberação do Dilapiol utilizando membranas em células de 

difusão de Franz; 

- Realizar complexos de inclusão do dilapiol com a β-ciclodextrina e caracterizar as 

propriedades físicas, químicas e físico-químicas; 

- Realizar microemulsões com dilapiol e caracterizar as propriedades físico-

químicas; 

- Avaliar a atividade antimicrobiana e moduladora, toxicidade por HET CAM e 

atividade antioxidante das formulações desenvolvidas. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 Tecnologias farmacêuticas em micro e nano aplicada aos óleos essenciais de 

Piperaceae da Amazônia 

A família Piperaceae possui distribuição tropical, sendo representada por ervas, 

cipós, arbustos e raramente por árvores, incluídas em cinco gêneros com aproximadamente 

2.000 espécies. Piper é o maior gênero da família e no Brasil está distribuído 

principalmente na Mata Atlântica e na região amazônica (Gogosz et al. 2012). As espécies 

da família Piperaceae são conhecidas pela grande produção de óleos essenciais, 

principalmente em suas folhas. Esses óleos aromáticos apresentam várias substâncias 

bioativas que têm sido cada vez mais exploradas. Caracterização química, atividades 

farmacológicas e biológicas dos óleos essenciais e compostos voláteis isolados, seguidas de 

outras modificações químicas por síntese, são algumas das pesquisas em andamento 

(Parise-Filho et al., 2011; Corral, 2014; Silva et al., 2014; Branquinho et al., 2017; Oliveira 

et al., 2019). 

As espécies do gênero Piper apresentam alta produção de terpenos em seus óleos 

essenciais, importantes para as indústrias farmacêutica e cosmética, devido aos seus aromas 

e atividades biológicas. O sesquiterpeno β-cariofileno amplamente utilizado pelas 

indústrias química e farmacêutica por suas diversas atividades anti-inflamatórias, 

anticancerígenas e analgésicas. Monoterpenos como linalol e eucaliptol com aplicações em 

perfumes e cosméticos. (Fernandes et al., 2007; Di Sotto et al., 2010; Klauke et al., 2014). 

Fenilpropanóides, como o componente químico safrol, fontes de obtenção desse 

ativo a partir de espécies de Piper da Amazônia são muito promissores (Bizzo et al., 2009) 

como um sintonia atraente para acessar diferentes classes químicas de compostos bioativos, 

como análogos de prostaglandinas, não esteróides agentes anti-inflamatórios e compostos 
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antitrombóticos (Barreiro e Fraga, 1999). Uma das substâncias muito importantes em Piper 

é o dilapiol, fenilpropanóide encontrado em grandes quantidades em P. aduncum, já testado 

com sucesso como fungicida (Silva et al., 2014), inseticida (Volpe et al., 2015), bactericida 

(Barbosa et al., 2012; Brazão et al., 2014), larvicida (Oliveira et al., 2013) e anti-

inflamatório (Parise-Filho et al., 2011), tendo relevância para a produção de bioprodutos. 

A aplicação de óleos essenciais cresceu significativamente, como alternativa e 

complemento de medicamentos no tratamento de doenças. As atividades biológicas dos 

óleos essenciais relacionados à sua composição química, submetidas a formulações 

farmacêuticas, têm sido alvo de potenciais inovações biotecnológicas (Raut e Karuppayil, 

2014). 

Os óleos essenciais possuem vários compostos bioativos, mas apresentam baixa 

solubilidade e biodisponibilidade devido às características apolares e lipofílicas, para 

reduzir isso, foram destacadas formulações com propriedades capazes de auxiliar e otimizar 

a farmacoterapia, por mencionar complexos de inclusão com ciclodextrinas, 

nanoformulações e microemulsões como fármaco sistemas portadores com grande 

potencial de aplicabilidade na área farmacêutica (Cheirsilp e Rakmai et al., 2017; Basak e 

Guha 2017). 

Com tantas espécies produzindo óleos essenciais valiosos com uma rica composição 

fitoquímica, apresentando atividades biológicas e propriedades terapêuticas, o objetivo do 

estudo foi realizar uma revisão abrangente da literatura sobre os óleos essenciais de 

Piperaceae na região amazônica, com foco em seu potencial para elaboração de bioprodutos 

utilizando tecnologias farmacêuticas com nanotecnologia e ciclodextrinas. 
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3.1.2 Família Piperaceae 

A família Piperaceae é uma das plantas tropicais mais antigas do mundo, juntamente 

com a família Chlorantaceae (Burger, 1971), considerada uma das angiospermas mais 

primitivas (Taylor e Hickey, 1992). Esta família pertence à ordem Piperales, com espécies 

distribuídas em todas as áreas tropicais, nos dois hemisférios, com maior concentração 

ocorrendo na América Latina e na Malásia (Figura 1) (Gogosz et al. 2012; Stevens 2012). 

Na América, dois gêneros principais têm a grande ocorrência: Piper e Peperomia 

(Cronquist, 1981). As espécies de Piperales têm uma apresentação diferente, sendo 

observadas como ervas, arbustos e arboretas, geralmente epífitas ou lianas (Guimarães e 

Valente, 2001), unissexuais ou bissexuais (Gartner, 1989). O caule costuma crescer 

simodialmente, apresentando folhas alternadas, simples, pecíolos e com ou sem estípulas 

(Souza e Lorenzi, 2005). 

 

Figura 1. Distribuição geográfica da família Piperaceae. Adaptado de Stevens, 2012. 

Muitas famílias botânicas têm uma distribuição global, no entanto, poucas delas têm 

uma rica história etnobotânica e etnofarmacêutica como a família Piperaceae. Ao longo dos 
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vários séculos em que essa família vem sendo estudada como medicamento popular e 

aditivo alimentar, seu risco para a saúde humana foi bem descrito como muito baixo, o que 

possibilita sua aplicação em vários produtos para uso humano (Tripathi et al. 1996; Parmar 

et al., 1997). O produto mais popular à base de Piperaceae é um pó de pimenta produzido 

com os frutos de Piper nigrum L. A pimenta preta foi comercializada como tempero no 

mundo , apresentando grande importância econômica em países tropicais, incluindo Índia, 

Indonésia, Vietnã, Malásia e Brasil (Simpson e Ogorzaly, 1995). 

No Brasil, existem três gêneros reconhecidos: Manekia Trel., Peperomia Ruiz & 

Pav e Piper L., estes dois últimos foram classificados como os gêneros com maior número 

de espécies dentro da família (Frodin, 2004). Cerca de 500 espécies são encontradas no 

Brasil, ocorrendo principalmente na Mata Atlântica e na Amazônia (Souza e Lorenzi, 

2005). O gênero Piper é considerado o gênero mais relevante de Piperaceae, abrangendo 

aproximadamente 700 espécies, divididas em ervas, arbustos e pequenos cipós, das quais 

266 espécies são tipicamente brasileiras (Guimarães e Giordano, 2004). Muitas espécies de 

Piperaceae são usadas como especiarias e medicamentos em diferentes locais, incluindo 

Índia, Sudeste Asiático e África (Simpson e Ogorzaly, 1995). Pesquisadores focados na 

composição química do gênero Piper relataram a presença de muitos compostos bioativos 

(Bourbonnais-Spear et al., 2005). Essas substâncias estão presentes nas plantas como um 

importante mecanismo de defesa contra insetos, nematóides e fungos patogênicos (Evans et 

al., 1984; Parmar et al., 1997; Lee et al., 2001). 

Na região amazônica, já foram relatadas 100 espécies de Piperaceae, com 

predominância do gênero Piper (Yuncker, 1972). Algumas dessas espécies foram descritas 

como fonte de óleos essenciais (Mesquita et al. 2005). Na Amazônia, o gênero Piper 

também possui uma grande importância econômica relacionada à composição química de 

seus óleos essenciais, que já são utilizados como matéria-prima em diferentes indústrias, 
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como farmacêutica, química e cosmética (Silva et al., 2014). O Piper hispidinervum C. 

DC., Conhecido como pimenta longa, foi identificado como fonte de um óleo essencial rico 

em safrol (Pimentel et al., 1998). Da mesma forma que a pimenta longa, P. aduncum L. 

(nome popular: pimenta de macaco) tem um óleo essencial de grande aplicação econômica, 

pois é rico em dilapiol (Parmar et al., 1997). Safrol e o dilapiol é conhecido por seu grande 

potencial biotecnológico, que atraiu a atenção de vários pesquisadores, como será discutido 

mais adiante. 

As pesquisas com plantas aromáticas, principalmente as medicinais, têm 

considerado uma abordagem promissora na busca de novos compostos bioativos. Além 

disso, o conhecimento tradicional sobre o uso de plantas medicinais em países 

subdesenvolvidos, principalmente aqueles com florestas tropicais como a Amazônia, 

também pode servir como fator na busca de espécies bioativas (Elisabetsky, 1991). 

3.1.3 Composição química de óleos essenciais de Piperaceae 

Cerca de 30 artigos já haviam relatado a composição química de óleos essenciais 

extraídos de 20 espécies amazônicas dessa família. P. hispidinervum, P. aduncum, P. 

auritum, P. arborium e P. hispidum são as espécies mais estudadas da Amazônia, com 

destaque para a constituição volátil de seus óleos essenciais. Além desses, estão descritos 

na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Espécies aromáticas amazônicas da família Piperaceae 

Espécies 
Substâncias 

majoritárias 
Referências 

 

P. hispidinervum 

 

Safrol (folha) 

Fazolin et al. 2007; Maia et al. 1987; Lima 

et al. 2009; Zacaroni et al. 2009; Sauter et al. 

2012; Negreiros et al. 2015. 
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P. auritum 

 

Safrol (folha) 

Gupta et al. 1985; Monzote et al. 2010; 

Caballero-Gallardo et al. 2014 

P. divaricatum 
Safrol (folha e 

casca) 
Barbosa et al. 2012 

 

P. aduncum 

 

Dilapiol (folha) 

Fazolin et al. 2007; Almeida et al. 2009; 

Maia et al. 1998; Silva et al. 2009; Souto et 

al. 2012; Potzernheim et al. 2012; Volpe et 

al. 2015. 

P. hispidum Dilapiol (raiz) Facundo et al. 2008 

P. 

permucronatum 
Dilapiol (folha) 

 

P. 

gaudichaudianum 
Viridiflorol (folha) Moraes et al. 2007 

P. humaitanum 
Óxido de 

cariofileno (folha)  

P. hostmanianum Asaricina (folha) 
 

P. tuberculatum 
β-cariofileno 

(folha e casca) 
Navickiene et al. 2006; Facundo et al. 2008 

P. amapaense 
β-cariofileno 

(folha e casca)  

P. duckei 
β-cariofileno 

(folha) 
Santos et al. 1998 

P. bartlingianum α-cadinol (folha) 
 

P. arboreum 
Biciclogermacreno 

D (folha) 

Mundina et al. 1998; Cysne et al. 2005; 

Navickiene et al. 2006; Nascimento et al. 

2015 

P. nigrum Germacreno D Jirovetz et al. 2002 
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P. dilatatum Germacreno D Andrade et al. 2011 

P. 

malacophyllom 
Cânfora Santos et al. 2012 

P. marginatum Asarona Autran et al. 2009 

 

O registro mais antigo sobre a composição química dos óleos essenciais de Piperaceae foi 

publicado por (Alencar et al., 1971) com P. hispidinervum. Os óleos essenciais de 

Piperaceae são compostos principalmente por terpenos e fenilpropanóides (figura 2), onde o 

último é considerado uma classe grande, mas não muito diversificada, produzida por 

metabólitos especializados de plantas pela via do ácido chiquímico (Simões et al., 2007). 

 

Figura 2. Principais fenilpropanóides do óleo essencial de Piperaceae 

O safrol é um fenilpropanóide de grande importância econômica, pois é utilizado 

como matéria-prima em várias reações sintéticas. Sua principal relevância é atribuída à 

síntese de heliotropina (piperonal) (Grimshaw e Hua, 1994), um produto muito desejável 

pela indústria de perfumes como fixador de fragrâncias e na síntese de butóxido de 

piperonil (PBO), que é um pesticida sinérgico. A molécula de safrol é estruturalmente rica 

devido à capacidade de regioselectividade de funcionalizar todos os átomos de carbono 

presentes na estrutura. Essa possibilidade possibilita a conversão do safrol em outras 

estruturas moleculares, com possíveis atividades biológicas ou com maiores aplicações 

comerciais, como piperina e vanilina, que são utilizadas como antiinflamatórias e 
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antioxidantes, respectivamente (Barreiro e Fraga, 1999). As espécies da família Piperaceae 

tornaram-se fontes alternativas de safrol (Bizzo et al., 2009) e outros fenilpropanóides. O 

aprimoramento genético de P. hispidinervum, após sua propagação e adaptação vegetativa, 

tem se mostrado uma excelente alternativa aplicada às técnicas de cultivo que visam 

aumentar a produção de fenilpropanóide. Com esta técnica, o teor de safrol aumentou 10% 

do rendimento original, atingindo cerca de 98,0% de safrol (Maia et al., 1987; Bizzo et al., 

2009). Cremasco e Braga (2010) propuseram a isomerização de safrol de P. hispidinervum 

em isosafrol no óleo essencial, visando a otimização e viabilização da síntese de 

heliotropina, sem a necessidade de isolamento de safrol. 

As divergências e semelhanças entre as espécies são fantásticas P. hispidinervum e 

P. auritum são as espécies amazônicas que apresentam os mais altos níveis de safrol (85%) 

(Monzote et al., 2010); a maior parte da composição química de P. aduncum (64,4%) e P. 

hispidum (57,5%) é dilapiol, um fenilpropanóide relevante devido às suas excelentes 

atividades biológicas anti-inflamatórias e antibacterianas (Facundo et al., 2008; Parise-

Filho et al., 2011; Brazão et al., 2014); em P. marginatum, aproximadamente 30% do óleo 

essencial é composto por isômeros de azarona (Autran et al., 2009). Além disso, tem sido 

relatado traços de eugenol em P. auritum e metileugenol em P. hispidinervum (Sauter et al., 

2012). 

Diante da riqueza bioativa de terpenos e fenilpropanóides, como as substâncias 

químicas safrol e dilapiol possuem características muito apolares e lipofílicas, que acarreta 

em problemas de solubilidade e dissolução, mesmo assim são indispensáveis para o 

desenvolvimento de produtos farmacêuticos utilizando tecnologias como nanotecnologia e 

complexos de inclusão com ciclodextrinas para reduzir esses problemas (Pinheiro et al., 

2017; Rakmai et al., 2017; Basak e Guha 2017). 
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Os principais terpenóides descritos para as espécies de Piperaceae da Amazônia 

pertencem às classes de monoterpenos e sesquiterpenos (Figura 3). 

 

Figura 3. Principais terpenóides descritos nos óleos essenciais de espécies de 

Piperaceae da Amazônia. 

O eucaliptol (1,8-cineol), monoterpeno oxigenado, participa da composição dos 

óleos essenciais das folhas de P. aduncum, correspondendo ao segundo constituinte 

principal (Oliveira et al., 2013). Linalol, também um monoterpeno oxigenado, também foi 

relatado na composição química dos óleos essenciais de P. aduncum como terceiro 

constituinte principal, representando 30% da composição dos óleos das folhas e 40% da 

composição dos óleos de frutas, aproximadamente (Navickiene et al., 2006). 
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Os sesquiterpenos β-cariofileno e óxido de cariofileno, bem como o monoterpeno β-

pineno, foram detectados com maior frequência em óleos essenciais de espécies de 

Piperaceae da Amazônia (Mesquita et al., 2005; Facundo et al., 2008; Autundo et al., 2009; 

Souto et al., 2012; Silva et al., 2014). O β-cariofileno é amplamente utilizado pelas 

indústrias química e farmacêutica devido às suas diversas atividades biológicas anti-

inflamatórias (Pinheiro et al. 2017), anti-carcinogênico e analgésico (Fernandes et al., 2007; 

Di Sotto et al., 2010; Klauke et al., 2014). 

Os principais terpenóides descritos nos óleos essenciais das espécies amazônicas de 

Piperaceae são mostrados na Figura 4. 

 

Figura 4. Terpenóides descritos nos óleos essenciais de espécies de Piperaceae da 

Amazônia. 
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3.1.4 Potencial bioativo de óleos essenciais da espécie amazônica Piperaceae 

A quimiobiodiversidade de espécies da família Piperaceae fortalece seu potencial 

biofarmacológico, onde as espécies mais estudadas são as do gênero Piper, devido à sua 

etnobotânica e atividades biológicas valiosas (Parra et al., 2011). 

Os estudos envolvendo espécies de Piper estão se intensificando, onde descrevemos 

as atividades biológicas na tabela 2 e identificamos que P. aduncum é a espécie mais 

estudada dessa família, uma vez que fortes atividades antifúngicas são atribuídas ao 

dilapiol, além de serem ativas também como bactericida e anti-inflamatório, essa riqueza de 

atividades biológicas é de grande valia para a intensificação de estudos sobre a inserção de 

dilapiol em formulações farmacêuticas para o uso desse ativo como bioprodutos eficazes 

para a indústria farmacêutica. 
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Tabela 2. Atividade biológica de espécies de Piperaceae na Amazônia 

Espécie Atividade 

biológica 

Animal ou 

microorganismo 

Dose, 

concentração 

ou CIM 

Referências 

P. 

aleyreanum 

Antifúngico  

 

 

 

Antioxidante 

 

Anti-

inflamatório  

 

 

Antinociceptiv

o 

 

 

Gastroprotetor  

 

 

 

Cladosporium 

cladosporioides C. 

sphareospermum 

 

 

 

 

Ratos Swiss 

 

 

Ratos Swiss 

 

 

Ratos Swiss 

 

DL < 0.1 μg  

 

 

 

DPPH 36.0 ± 

0.9 

 

ID50 281,2 

and 70,5 mg / 

kg 

 

ID50 53,6 and 

43,5 mg / kg 

 

 

ID50 1,7 mg / 

kg 

Silva et al. 2014 

 

 

 

Silva et al. 2014 

 

 

 Lima et al. 2012 

 

 

 

Lima et al. 2012 

 

 

Lima et al. 2012 
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P. aduncum 

Larvicida 

 

Antibacteriano  

 

 

Antifúngico 

 

Biopesticida 

 

Anti-

inflamatório  

 

    Antifúngico 

Aedes aegypti 

 

Staphylococcus 

epidermidis, S. 

aureus 

 

Crinipelis 

perniciosa 

Solenopsis 

saevissima 

      

      Ratos Wister 

 

Colletotrichum 

musae 

LD50 0.009 

mL 

 

CIM 250 and 

500 μg/mL 

 

CIM 0.6 ppm 

 

LC50 58.4 

mg/mL 

 

ID50 mg/kg 

 

CIM 50 

mg/ml 

Oliveira et al. 2013 

 

Brazão et al. 2014 

 

 

Almeida et al. 2009 

 

 Souto et al. 2012 

 

 

Parise-Filho et al. 

2011 

Bastos and 

Albuquerque, 2004 

 

P. 

anonifolium 

 

Antioxidante 

 

 

Antifúngico 

 

- 

 

Cladosporium 

cladosporioides C. 

sphareospermum 

 

DPPH 13.0 ± 

2.3 

 

DL50 10.00 

μg 

 

Silva et al. 2014 

 

 

Silva et al. 2014 

P. enckea 

Antifúngico Crinipellis 

perniciosa, 

Phytophthora 

palmivora, P. 

Capsici 

 

 

CIM 1,0 

μl/Ml 

 

 

Silva and Bastos, 

2007 
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P. 

marginatum 

Repelente 

 

 

Inseticida 

  

 

 

Antifúngico 

 

 

Antifúngico 

 

Tribolium 

castaneum 

 

Spodoptera 

littoralis 

 

Cladosporium 

cladosporioides C. 

sphareospermum 

 

Fusarium 

oxysporum 

0,01 μg/mL 

 

 

167 mg/mL 

 

 

 

CIM 1,0 

μl/mL 

 

CIM 10 µL 

Jaramillo et al. 2015 

 

 

Souto et al. 2012 

 

 

 

Silva and Bastos, 

2007 

 

Santos et al. 2011 

P. hispidum 

Antioxidante 

 

Antifúngico 

 

 

 

Cladosporium 

cladosporioides C. 

sphareospermum 

DPPH 26.4 ± 

4.2 

 

DL50 100.00 

μg 

Silva et al. 2014 

 

 

Silva et al. 2014 
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P. 

hispidinervu

m 

Antifúngico 

 

 

 

 

Larvicida 

 

 

Inseticida 

Bipolaris 

sorokiniana, 

Fusarium 

oxysporum e 

Colletotrichum 

gloeosporioides 

 

 Tanaecium 

octurnum 

 

Spodoptera 

frugiperda 

CIM 100 

μg/mL 

 

 

 

DL50 

0,000025 mL 

 

CL50 = 16,2 

mg/mL 

Zacaroni et al. 2009 

 

 

 

Fazolin et al. 2007 

 

 

Lima et al. 2009 

P. 

divaricatum 

Antifúngico 

 

Inseticida 

 

Antifúngico 

 

 

Antioxidante 

 

     Analgésico 

Fusarium solani 

 

- 

 

 

 

- 

 

 

 

 

- 

 
 
 

Colossoma 

macropomum 

CIM 0,75 

mg/mL 

LC50 612.5 

mg/mL 

 

CIM 1,0 

μl/Ml 

 

DPPH 34,69 

± 1,38 

 

40 μL.L-1 

Meireles, 2014 

 

Souto et al. 2012 

 

Silva et al. 2014 

 

Oliveira et al. 2019 

 

 

Vilhena et al. 2019 

P. dilatatum 

 

Antifúngico 

 

Crinipellis 

perniciosa, 

Phytophthora 

capsici 

CIM 1,0 

μl/mL 

Silva and Bastos, 

2007 
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P. callosum 

 

Antifúngico 

 

 

Insecticida 

Crinipellis 

perniciosa, 

Phytophthora 

palmivora, P. 

capsici 

 

Solenopsis 

saevissima 

CIM 0,75 and 

1,0 μl/mL 

 

 

 

LC50 690 

mg/mL 

Silva and Bastos, 

2007 

 

 

 

Souto et al. 2012 

Peperomia 

serpens 

Anti-

inflamatorio e 

antinociceptivo 

 

Swiss mice 

 

ED50 188.8 

mg/kg 

 

Pinheiro et al. 2011 

 

Outra espécie mais estudada no gênero é P. hispidinervum, com o safrol como 

substância principal, que também atua como fungicida, larvicida e inseticida. Em P. 

aleyreanum, o óleo essencial consiste principalmente de óxido de cariofileno com 

atividades antifúngica, antioxidante, anti-inflamatória, antinociceptiva e gastroprotetora. 

Outro destaque é P. marginatum, que possui β-cariofileno em seus óleos como um de seus 

principais constituintes, com atividade repelente, inseticida e antifúngica (Tabela 2). 

Em vista das importantes atividades biológicas que essas espécies de Piperaceae 

apresentam, é essencial inserir os ingredientes ativos em formulações farmacêuticas como 

nanoemulsões e ciclodextrinas, para proporcionar maior estabilidade e biodisponibilidade, 

agregando maior eficácia terapêutica desses bioprodutos. 

3.1.5 Inclusão de óleos essenciais de Piperaceae em tecnologias farmacêuticas 

As espécies de Piper apresentadas anteriormente têm grande importância 

farmacológica e sua inserção em tecnologias como ciclodextrinas e nanoformulações 

fortalece o uso desses produtos, pois protegem as substâncias bioativas naturais das 

condições de meio ambiente, melhora sua vida útil e biodisponibilidade, aumentando suas 

capacidades funcionais. 
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O estudo de Rakmai et al., (2017) mostra a potencialização da atividade do óleo 

essencial de pimenta preta (P. nigrum) que possui a principal substância β-cariofileno após 

inserção em complexos de inclusão com ciclodextrina HP-βCD. Com o óleo fora de um 

complexo de inclusão, a atividade antibacteriana apresentou concentração inibitória mínima 

(CIM) a 1.000 μg.mL-1 para Staphylococcus aureus e para Escherichia coli apresentou CIM 

a 2000 μg.mL-1. Com o óleo encapsulado em HP-βCD, a atividade antibacteriana da 

pimenta preta o óleo foi melhorado 4 vezes contra S. aureus, que apresentou CIM a 250 

μg.mL-1 e para E. coli, que teve CIM a 500 μg.mL-1. Santos et al., (2017) também 

testaram a complexação de β-cariofileno com Mβ-ciclodextrina, observando que esses 

complexos promoveram uma melhora significativa nas atividades anti-inflamatórias, de 

proteção gástrica e antioxidantes em relação ao β-cariofileno puro. 

Nanoemulsões preparadas com o óleo essencial de pimenta preta (P. nigrum) 

usando ultrassom e homogeneização a alta pressão também foram testadas quanto às suas 

propriedades antimicrobianas contra as bactérias Gram (+) e Gram (-) (Jímenez et al., 

2017). O óleo puro apresentou CIMs superiores a 500 μL.mL-1 para Listeria 

monocytogenes, S. aureus, Salmonella enterica e E. coli. As nanoemulsões apresentaram 

CIM a 150 μL.mL-1 para L. monocytogenes, S. aures (CIM 120 μL.mL-1) e S. enterica 

(MIC 160 μL.mL-1). Neste estudo, a atividade antimicrobiana dependia do tamanho das 

partículas. O óleo essencial de P. nigrum apresentou atividade antibacteriana potencializada 

quando inserido em nanoemulsões. 

O mecanismo da atividade anti-inflamatória do óleo de P. cubeba puro e um sistema 

de liberação de nanoemulsão foi avaliado por Shakeel et al., (2015), o óleo essencial em 

nanoemulsões foram desenvolvidas por um método de titulação em fase aquosa. A dose 

pura de óleo essencial foi de 400 mg.kg-1 de peso corporal, enquanto a nanoemulsão foi 

administrada em duas doses diferentes, 40 mg.kg-1 e 80 mg.kg-1 de peso corporal. Os 
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resultados da nanoemulsão foram superiores ao óleo puro, mesmo em doses 

significativamente mais baixas. Estes resultados indicam o potencial da nanoemulsão 

desenvolvida para melhorar a eficácia terapêutica do óleo essencial de P. cubeba. 

Nos estudos de (Lucca et al., 2017), foram feitas nanoemulsões e espessamentos 

em hidrogéis com óleo de copaíba rico em β-cariofileno, que possui um potente anti-

inflamatório e esta bioatividade reforça o uso dessa substância, que também está muito 

presente nas espécies de Piper da Amazônia. Os hidrogéis Carbopol® e hidroxietilcelulose 

apresentaram boa estabilidade, tamanho das gotículas e índice de polidispersividade. No 

teste de permeação cutânea, mostrou alta retenção na epiderme, seguida de menor retenção 

na derme. Além disso, o efeito anti-inflamatório foi observado com inibições de 69 e 67% 

no edema da orelha de camundongo e 32 e 72% no edema da pata de rato. Os cortes 

histológicos mostraram uma diminuição de fatores inflamatórios, como hiperplasia da 

derme e epiderme e infiltração de células inflamatórias. Outro trabalho de (Lucca et al., 

2017) desenvolveu nanoemulsões de óleo de copaíba com carga positiva (PCN), com 

brometo de cetiltrimetilamônio e lilamina, em comparação com uma nanoemulsão com 

carga negativa (NCN) para estudos de permeação cutânea e antiedematogênica in vivo. Os 

resultados mostram que a permeação cutânea com PCN aumentou a retenção de cariofileno 

na epiderme três vezes. Os testes in vivo de edema de orelha de camundongo, NCN e PCN 

promoveram um edema de inibição (33%). No edema de pata de rato, ambas as 

nanoemulsões tiveram um efeito antiedematogênico (inibição de edema acima de 60%), o 

processo de nanoemulsificação levou a um efeito aumentado no óleo. 

Uma das substâncias encontradas em espécies de Piper da Amazônia é o 

monoterpeno linalol. Sua inserção na tecnologia farmacêutica pode melhorar a baixa 

solubilidade aquosa, portanto, é necessária um veículo eficiente para melhorar sua 

administração e biodisponibilidade nos meios fisiológicos. Rodenak-Kladniew et al., 
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(2017) estudou e encapsulou o linalol na tecnologia farmacêutica usando nanopartículas 

lipídicas sólidas (NLS) para testes in vitro em duas linhas celulares: hepatocarcinoma e 

adenocarcinoma do pulmão. Os NLS foram preparados com miristil miristato, ésteres 

cetílicos e cetil palmitados pelo método de sonicação com o Pluronic F68 como surfactante. 

O NLS apresentou uma forma esférica e diâmetros na faixa de 90-130 nm. Como 

porcentagens de encapsulamento do NLS foram superiores a 80% para todas as 

formulações e exibido registros de liberação controlados in vitro por menos de 72 h. Como 

formulações desenvolvidas, em particular o NLS com linalol e miristil miristato com uma 

concentração de 2,0 mM por 48 horas, realiza atividade anticâncer mais forte que o linalol 

livre, inibindo o crescimento celular em 76%. Uma microscopia de fluorescência mostrou 

um aumento na capacidade das nanopartículas de moléculas intracelularmente. 

Para reduzir a volatilização e melhorar a biodisponibilidade do Linalol, 

transportadores lipídicos nanoestruturados carregados com linalol foram preparados nos 

estudos de (Shi et al., 2016). Eles foram preparados usando o método de homogeneização 

de alta pressão. Os ratos receberam 300 mg × kg- 1 por sonda oral para estudos 

farmacocinéticos. A eficiência do encapsulamento foi de 79.56%. Todos os parâmetros 

farmacocinéticos e biodisponibilidade da aplicação farmacêutica foram os melhores que o 

linalol puro. 

Nanoemulsões de linalol também foram estudadas quanto à atividade 

antibacteriana (Prakash et al., 2019) com uma intenção de uso em sistemas alimentares. 

Com uma adição de Tween 80 e água no ultrassom, foram instalados sistemas de emulsão 

para superar a baixa solubilidade em água do linalol, bem como sua alta volatilidade e 

baixa estabilidade. Como os nanoemulsões são estáveis com um diâmetro médio de 10,9 ± 

0,1 nm, a razão 1: 3 (v / v) de linalol e Tween 80. Observa-se um aumento da atividade 
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antibacteriana contra Salmonella typhimurium, atribuída a uma maior capacidade de 

permear uma membrana celular. 

A concentração inibitória mínima (CIM) e a concentração bactericida mínima 

(CBM) do linalol para S. typhimurium foram 1,25 (v/v%), enquanto na nanoemulsão foram 

observadas CIM e CBM em concentrações mais baixas (0,625 v/v%). As nanoemulsões de 

Linalol também foram eficazes para reduzir os biofilmes de S. typhimurium na superfície 

do abacaxi cortado. Comparadas com o linalol puro, as nanoemulsões com o linalol 

apresentaram atividade antibiofilme 11,5% maior. 

Os complexos de inclusão de ciclodextrina com linalol também foram estudados 

com o objetivo de aumentar a atividade antimicrobiana (Aytac et al., 2017). O complexo 

apresentou características de dissolução rápida e a liberação de linalol a partir do complexo 

inibiu o crescimento de bactérias Gram-negativas (E. coli) e Gram-positivas (S. aureus). A 

atividade antibacteriana de HPβCD / linalol, MβCD / linalol e HPγCD / linalol foi de 84 ± 

0,1%, 93 ± 0,1% e 95 ± 0,2% contra E. coli e 70 ± 0,3%, 79 ± 0,2% e 88 ± 0,5% contra S. 

aureus, respectivamente. Em resumo, as características do linalol foram preservadas e 

proporcionam alta capacidade de carga, vida útil mais longa e atividade antibacteriana mais 

forte do que o linalol puro. 

O linalol em tecnologia farmacêutica também foi estudado por Jabir et al. (2019). 

Inserido em nanopartículas de ouro conjugadas com um complexo com peptídeo CALNN, 

foi investigada sua citotoxicidade contra linhas celulares de câncer de mama. Houve baixa 

citotoxicidade na linha celular de câncer de mama após 48 horas de tratamento com linalol 

na concentração de 10 μg.mL-1. De fato, a formulação apresentou propriedades 

antiproliferativas e citotóxicas na concentração de 10 μg.mL-1, podendo matar mais de 70% 

das células. A propriedade apoptogênica da formulação também foi investigada. As 

alterações morfológicas da linha celular do câncer de mama, analisadas em microscópio de 
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contraste de fase invertida, mostraram características apoptóticas típicas, como perda de 

membrana. 

Esses trabalhos mostram a importância de inserir os óleos essenciais de Piperaceae 

da Amazônia em tecnologias micro e nanotecnológicas, a fim de melhorar sua uso 

farmacológico. As atividades biológicas descritas para as espécies de Piper enfatizam a 

importância de mais estudos sobre a inserção desses bioprodutos em formulações 

farmacêuticas. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

O projeto de tese foi estruturado por etapas conforme a figura 5 que mostra as 

etapas e os locais que foram desenvolvidos todos os estudos e experimentais. 

 
Figura 5. Etapas do projeto de doutorado 

 

 

 



 

44 

 

4.1 Coleta e identificação de material botânico 

As folhas de P. aduncum L. foram coletadas na Universidade Federal do Amazonas, 

localizada em Manaus, Estado da Amazônia, Brasil (3°06'04.0"S 59°58'40.0"W), em 

uma tarde ensolarada em novembro - 2016. A amostra da espécie vegetal foi depositada no 

herbário do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA), sob o número de 

identificação 205937. 

4.1.2 Extração de óleo essencial 

O óleo essencial de P. aduncum foi extraído na Universidade Federal do Amazonas 

no laboratório de pesquisa de produtos naturais, juntamente com o grupo Q-BiomA - 

Química de Biomoléculas da Amazônia. A extração foi realizada em extratores semi-

industriais, utilizando 250 g de folhas secas, durante um período de duas horas. O óleo 

essencial foi coletado e seco com sulfato de sódio anidro (Na2SO4). 

 

4.1.3 Cromatografia em camada delgada 

O comportamento cromatográfico da amostra foi avaliado por Cromatografia em 

Camada Fina (CCD) usando placas cromatográficas normais de sílica gel (TLC Silica gel 

F254, Alugran, Macherey-Nagel, 20 x 20 cm). As placas de sílica foram limpas com 

eluição em metanol e então ativadas em um forno a 100 °C por 1 h. Os eluentes foram 

preparados de acordo com a natureza da amostra, visando a melhor separação 

cromatográfica. Como revelador foi utilizado a luz ultravioleta (254 e 366 nm) e vanilina 

sulfúrica. 

4.1.4 Cromatografia gasosa acoplada ao detector de ionização de chama (CG-DIC) 

A identificação e caracterização das substâncias foram realizadas pelo CG-DIC. O 

equipamento utilizado foi o Trace 1310 (THERMO), amostra solubilizada na concentração 

de 5 mg / mL de hexano, com Split 1: 2 e vazão de 1,0 mL / minuto. Gás transportador: 

Helio, Coluna: VF-1ms (100% de dimetilpolisiloxano, 25 cm x 0,25 mm e 0,25 µm). As 

temperaturas do injetor e do detector foram fixadas em 250 ° C e 300 ° C, respectivamente 

e o forno foi programado de 60 ° C a 240 ° C (2 ° C / min), 240 ° C a 290 ° C (20 ° C / 

min), isoterma em 300 ° C por 5 min. 

 



 

45 

 

4.1.5 Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (GC-MS) 

As análises das substâncias isoladas foram realizadas em cromatógrafo a gás com 

detecção espectrométrica de massa (CG-ME) (Modelo: QP2010MS, marca: Shimadzu). As 

amostras foram injetadas a uma concentração de 1 mg / mL usando hélio como gás 

transportador. As temperaturas do injetor e do detector foram fixadas em 250 ° C e 300 ° C, 

respectivamente e o forno foi programado de 60 ° C a 240 ° C (2 ° C / min), 240 ° C a 290 ° 

C (20 ° C / min), isoterma em 300 ° C por 5 min Os dados obtidos das injeções foram 

processados no programa Xcalibur 2.0.7. e comparado com dados da literatura 

especializada de (ADAMS, 2017). 

 

4.2 Microemulsão com Dilapiol do óleo essencial de P. aduncum 

4.2.1 Microorganismos 

Cepas bacterianas de Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis foram obtidas 

no laboratório de microbiologia e patologia da Universidade Federal de Campina Grande, 

Campus de Cajazeiras - Paraíba, Brasil. 

4.2.2 Drogas 

Os fármacos utilizados nos testes foram ampicilina e vancomicina, na concentração 

inicial de 1024 mg mL-1 dissolvida em água estéril. 

 

4.2.3 Microemulsão com o diagrama de fases pseudoternario 

Para identificar as regiões da microemulsão, o diagrama de fases pseudoternário foi 

obtido pelo método de titulação em fase aquosa à temperatura ambiente (25 ºC), seguido de 

inspeção visual do resultado da mistura dos componentes. Dilapiol foi usado como uma 

fase oleosa, PEG-8 como um surfactante e água deionizada como uma fase aquosa. 

O surfactante foi adicionado à fase oleosa em diferentes proporções. A fase aquosa 

foi titulada utilizando um pipetador em cada uma das proporções de fase oleosa e 

surfactante obtido. Após cada titulação, as misturas foram homogeneizadas por um 

disruptor ultrassônico de células por 1 minuto a 40% de amplitude, seguido por um banho 

ultrassônico de 1 minuto para remover possíveis bolhas e um período de descanso de 2 

minutos para observar o aspecto final do sistema (Hu et al., 2011). 
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No final do período de descanso, as alterações na aparência visual das misturas 

foram analisadas contra um fundo escuro e classificadas de acordo com a aparência. Os 

resultados obtidos foram plotados em um triângulo equilátero com o auxílio do software 

Origin Pro® 8.0, no qual cada ponto de superfície corresponde à proporção definida dos 

componentes da mistura. A partir do diagrama obtido, uma proporção dos componentes na 

região de formação de sistemas transparentes foi selecionada. 

 

4.2.4 Determinação de pH 

O pH da formulação foi medido usando um medidor de pH digital (Modelo HI 221, 

Hanna instruments, Brasil), com eletrodo e sensor de temperatura previamente calibrado 

com o tampão 4.0 e 7.0 a 25 ± 0,5 °C. 

4.2.5 Condutividade elétrica 

A condutividade elétrica da formulação foi avaliada por um medidor de 

condutividade digital (Logen, Brasil), previamente calibrado com uma solução de 

calibração com condutância de 146,9 μS cm-1 a uma temperatura de 25 ± 0,5 °C. O eletrodo 

com um volume de 10 ml da formulação foram introduzidos diretamente. A análise foi 

realizada em triplicata. 

4.2.6 Tamanho da gota e potencial zeta 

O diâmetro médio das gotículas, o índice de polidispersidade e o potencial Zeta 

foram obtidos por análise de espalhamento dinâmico de luz (DLS) usando o equipamento 

Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd, França). As análises foram realizadas a 

uma temperatura constante de 25 °C, com um ângulo de incidência de 90 °C e um feixe de 

luz de 633nm. As amostras foram diluídas (1:200) antes da análise e cada medição foi feita 

em triplicata. O potencial zeta das microemulsões também foi medido em triplicata após 

diluição das amostras (1:100) em NaCl (1 mmol / L). 

4.2.7 Concentração inibitória mínima e atividade moduladora 

A concentração inibitória mínima (CIM) foi realizada com 10% de BHI pelo 

método de microdiluição, utilizando uma suspensão de 105 UFC / mL, padronizada de 

acordo com NCCLS (2003). Utilizou-se um inóculo de 100 μL e uma quantidade de 100 μL 

da microemulsão, com concentrações variando de 1024 μg / mL a 16 μg / mL (Javadpour et 
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al. 1996). A CIM é definida como a menor concentração na qual não foi observado 

crescimento microbiano. Para a avaliação da microemulsão como modificadores da 

resistência microbiana, a CIM foi determinada com drogas antibacterianas na presença e 

ausência de microemulsão, que estava em concentração sub-inibitória (MIC / 8). As 

concentrações adicionadas de drogas antimicrobianas usadas nesses ensaios variaram de 

1024 μg / mL a 0,5 μg / mL para antibióticos e microemulsão. As placas foram incubadas 

por 24 horas a 37 °C. 

4.3 Complexos de Inclusão com ciclodextrinas 

4.3.1 Complexos de inclusão 

Os complexos de inclusão de DLP (Dilapiol) com β-CD (Beta ciclodextrina) e HP-

β-CD (Hidroxipropil beta ciclodextrina) foram preparados por diferentes métodos: mistura 

física (PM), malaxagem (KND) e slurry (SL), seguindo a razão molar de 1: 1 (DLP: CD), 

considerando que o peso molecular ponderado de DLP (222,24 g.mol-1) e o peso molecular 

de β-CD em 1134,98 g. mol-1 e HP-β-CD a 1541,547 g / mol-1. 

 4.3.2 Mistura Física (PM) 

DLP-β-CD e DLP-HP-β-CD foram pesados separadamente, seguindo a razão molar 

de 1:1 e submetidos à homogeneização com pistilo. A amostra obtida foi armazenada em 

um dessecador até a análise. 

4.3.3 Malaxagem (KND) 

O método KND foi realizado de acordo com o procedimento descrito por (Pinheiro 

et al., 2017). Resumidamente, DLP-β-CD e DLP- HP-β-CD foram submetidos à 

homogeneização do pistilo, seguida pela adição de água purificada à formação de uma 

pasta (aproximadamente 10 mL de água para cada 1 g da mistura DLP / CD). A amostra 

obtida foi seca a 100 ° C até peso constante. 

4.3.4 Slurry (SL) 
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O método SL foi realizado seguindo o procedimento descrito por (Pinheiro et al., 

2017). Resumidamente, DLP-β-CD e DLP- HP-β-CD foram pesados e transferidos para um 

becker ao qual foi adicionada água purificada numa proporção de 3: 4 (v: w) para peso de 

DLP / CD, seguido de agitação durante 36 h à temperatura ambiente. A amostra obtida foi 

seca a 100 ° C até peso constante. 

4.3.5 Caracterização Físico-Química 

Para confirmar a formação dos complexos de inclusão, a caracterização físico-

química foi realizada pelas análises de FTIR, SEM, DRX, TGA e DSC. 

4.3.6 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

A análise espectroscópica do FTIR foi realizada no instrumento IR Prestige-21, no 

qual as amostras foram colocadas diretamente no acessório ATR (Attenuated Total 

Reflectance). Os espectros de FTIR foram obtidos entre 4000 e 700 cm-1 usando 16 

varreduras e resolução espectral de 4 cm-1. 

4.3.7 Microscopia Eletrônica de Varredura (SEM) 

As amostras foram montadas em stubs SEM com fita adesiva dupla e revestimento 

com ouro, onde as micrografias foram obtidas em um microscópio de mesa Hitachi TM-

3000, operado com um potencial de aceleração de 15 kV, sob pressão reduzida com uma 

ampliação de 1000x. 

4.3.8 Difração de Raios-X (DRX) 

Os difratogramas foram obtidos usando um dispositivo Bruker D2 Phaser com 

radiação CuKα (ʎ = 1,54 Å) e um filtro de Ni, gerado a 30 kV e 10 mA, com uma etapa de 

0,02 ° usando um detector Lynxeye. 

4.3.9 Análise termogravimétrica (TGA) 
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Os termogramas foram obtidos usando um termopar TGA-50 (Shimadzu®, Kyoto, 

Japão) na faixa de temperatura de 30-600 °C usando cadinhos de alumina com 

aproximadamente 2 mg de amostra sob uma atmosfera dinâmica de nitrogênio (50 mL .min 

-1). e taxa de aquecimento de 10 ° C.min-1. 

4.3.10 Concentração inibitória mínima e atividade moduladora 

A concentração inibitória mínima (CIM) foi realizada com 10% de BHI pelo 

método de microdiluição, utilizando uma suspensão de 105 UFC/mL, padronizada de 

acordo com NCCLS (2003). Utilizou-se um inóculo de 100 μL e uma quantidade de 100 μL 

da microemulsão, com concentrações variando de 1024 μg / mL a 16 μg / mL (Javadpour et 

al. 1996). A CIM é definida como a menor concentração na qual não foi observado 

crescimento microbiano. Para a avaliação dos complexos de inclusão como modificadores 

da resistência microbiana, a CIM foi determinada com drogas antibacterianas na presença e 

ausência de complexos de inclusão, que estava em concentração sub-inibitória (MIC/8). As 

concentrações adicionadas de drogas antimicrobianas usadas nesses ensaios variaram de 

1024 μg/mL a 0,5 μg/mL para antibióticos e complexos de inclusão. As placas foram 

incubadas por 24 horas a 37 °C. 

4.4 Nanoformulações com Dilapiol do óleo essencial de P. aduncum 

4.4.1 Produtos químicos e reagentes 

O Span 80®, o Tween 20® foram adquiridos da Sigma-Aldrich (São Paulo, Brasil). 

O Tween 80® foi adquirido da Synth (Diadema, Brasil). Manteiga de cupuaçu, 

triglicerídeos de cadeia média (MCT) foram comprados da Mapric (São Paulo, Brasil). A 

hidroxietilcelulose foi adquirida da Pharma Nostra (São Paulo, Brasil). A água ultrapura foi 

obtida de um aparelho Milli-Q® (Millipore, Billerica, Massachusetts, EUA). HCl, NaOH, 

NaCl, Na2HPO4, KH2PO4, lauril sulfato de sódio, hexano e metanol foram todos de 

qualidade analítica. 

4.4.2 Condições cromatográficas 

O conteúdo de dilapiol do óleo essencial de P aduncum em diluições, formulações e 

matrizes biológicas foi determinado por um cromatógrafo a gás Shimadzu CG 2010 
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(Kyoto, Japão), com amostrador manual, equipado com um detector de ionização de chama 

(FID). A injeção foi feita no modo sem divisão. O sistema CG foi equipado com coluna 

capilar de sílica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm). O gás portador era nitrogênio 

(1,0 mL / min) e a velocidade linear era de 32 cm / s. A temperatura do forno foi 

programada da seguinte forma: 60 ° C por 1 min, de 60 ° C a 250 ° C a 50 ° C / min, de 250 

° C a 265 ° C a 5 ° C / min e de 265 ° C a 280 ° C a 50 ° C / min, permanecendo a 280 ° C 

por 2 min, finalizando a corrida cromatográfica a 10,10 min. As temperaturas do injetor e 

do detector foram fixadas em 250 ° C e 300 ° C, respectivamente. O sinal foi gravado e 

processado com o software LabSolutions GC-Solution. 

4.4.3 Procedimento de extração 

A análise do dilapiol, principal composto de P. aduncum, foi determinada pelo 

procedimento de extração do espaço livre (SH), em condições otimizadas e com uma 

seringa de 1 mL. A extração foi realizada com frasco de 10 mL selado com septos e tampa 

de rosca, a 100 ºC e agitação, durante 10 min, com adição de NaCl de 30% p / ve 100 µL da 

solução de referência ou amostra. Após a extração, 1 mL da amostra vaporizada dentro do 

frasco foi aspirada, inserida na porta de injeção do GC e analisada conforme descrito na 

Seção 2.3. 

4.4.4 Método de validação 

O método foi validado sob critérios analíticos e bioanalíticos para avaliar o 

conteúdo de dilapiol em soluções, formulações e amostras de pele [38–40]. Os parâmetros 

avaliados foram seletividade, linearidade, limite de detecção (LOD), limite de quantificação 

(LOQ), precisão, exatidão, recuperação e reporte. Para fins de validação bioanalítica, o 

fluido receptor, preparado conforme descrito na Seção 2.12.2, foi enriquecido com 

diferentes concentrações da solução de referência EOPA e analisado sob condições 
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otimizadas. Além disso, a pele da orelha de suíno, obtida conforme descrito na Seção 

2.12.1, foi cortada em pequenos pedaços, colocados diretamente no frasco, enriquecidos 

com diferentes concentrações da solução de referência EOPA e analisados sob condições 

validadas. 

4.4.5 Seletividade 

A seletividade do método foi avaliada comparando-se o pico de retenção de dilapiol da 

solução de referência metanólica EOPA a 8,00 µg / mL com as interferências de matrizes 

em branco sem dilapiol de fitas usadas no método de remoção de fita para obter o estrato 

córneo, pele da orelha porcina ( epiderme e derme) e o fluido receptor. 

4.4.6 Linearidade e limites de detecção e quantificação 

Experimentos de linearidade foram realizados com soluções de referência da EOPA 

preparadas em diferentes dias, considerando a presença ou ausência de matriz. As soluções 

de referência variaram entre 0,80 - 16,01 µg / mL, que não foram adicionadas com matriz 

complexa para fins analíticos ou com pele de orelha de porco (PES) ou fluido receptor (RF) 

para fins bioanalíticos. A regressão linear pelo método dos mínimos quadrados foi aplicada 

aos resultados. Com base no desvio padrão da resposta e na inclinação dos dados de 

calibração, foram determinados os limites de detecção (LOD) e quantificação (LOQ). 

Todas as amostras foram analisadas nas condições otimizadas, conforme relatado 

anteriormente (Seções 2.3 e 2.4). 

4.4.7 Precisão e exatidão 

A precisão intra-dia (repetibilidade) foi avaliada através da investigação de amostras 

em três concentrações diferentes (0,80, 8,00 e 16,01 µg / mL para RF e 2,00, 8,00 e 16,01 

µg / mL para PES) com cinco determinações para cada concentração. Para fins analíticos, a 
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precisão intra-dia foi realizada em três concentrações diferentes (0,80, 8,00 e 16,01 µg / mL 

para Referência), com três determinações cada. A precisão inter-dias (precisão 

intermediária) foi avaliada em três dias diferentes pelos mesmos níveis de concentração. A 

precisão é apresentada como porcentagem relativa de desvio padrão (% RSD) para cada 

concentração. A avaliação da precisão realizada após a adição de quantidades conhecidas 

de solução de referência de EOPA em três concentrações diferentes (0,80, 8,00 e 16,01 µg / 

mL para Referência, 0,80, 8,00 e 16,01 µg / mL para RF e 2,00, 8,00 e 16,01 µg / mL para 

PES). As amostras foram avaliadas em cinco repetições para fins bioanalíticos e em três 

repetições para fins analíticos, em três dias diferentes. Os resultados são mostrados como 

porcentagem relativa do desvio padrão da diferença entre o valor medido e o valor teórico. 

4.4.8 Recuperação 

Para determinar os parâmetros de recuperação, quantidades conhecidas de solução 

de referência EOPA em três concentrações diferentes foram aumentadas em RF e PES 

(0,80, 8,00 e 16,01 µg / mL para RF e 2,00, 8,00 e 16,01 µg / mL para PES). Em seguida, 

as amostras foram extraídas e analisadas por HS-GC-FID, conforme descrito nas Seções 2.3 

e 2.4, e a recuperação do dilapiol foi obtida da seguinte forma: RE% = (BM / AM) * 100, 

onde: RE% é o valor recuperado após a extração , BM é a concentração obtida da matriz 

biológica enriquecida com solução de referência e AM é a concentração obtida na ausência 

da matriz. As experiências foram realizadas em triplicado e os resultados são expressos em 

recuperação por extração (% RE) e desvio padrão relativo (% RSD). 

4.4.9 Carry over 

A transferência foi investigada juntamente com a precisão entre os dias. Nesse 

sentido, logo após a injeção da maior concentração da curva de calibração, duas amostras 
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em branco foram injetadas. O efeito de transição nas amostras em branco não deve ser 

superior a 20% do limite de quantificação (LOQ) [38,40,41]. 

4.4.10 Preparação de nanoemulsão e carreador lipídico nanoestruturado 

Para avaliar o impacto na estabilidade e aplicação in vitro de diferentes 

nanossistemas lipídicos contendo EOPA, uma nanoemulsão e um transportador lipídico 

nanoestruturado foram desenvolvidos. Os componentes de ambos os nanossistemas 

lipídicos estão destacados na Tabela 1. 

Para preparar a nanoemulsão (NE), a fase aquosa contendo Tween 20® e a água 

ultrapura e a fase oleosa contendo o óleo essencial de Piper aduncum, MCT e Span 80® 

foram pesadas e misturadas separadamente por 5 minutos. Em seguida, a fase aquosa foi 

vertida na fase oleosa, sob agitação magnética à temperatura ambiente, para formar uma 

emulsão grossa. Portanto, essa emulsão grossa foi submetida ao Ultra-Turrax (Ultra-

Turrax® T8, IKA, Alemanha) por 1 min a 13500 rpm e ainda à homogeneização a alta 

pressão (Emulsiflex-C®, Avestin, Canadá) por 6 ciclos a 750 barras para reduzir o tamanho 

das gotículas. Uma nanoemulsão em branco (B-NE) também foi preparada nas mesmas 

condições, exceto que não continha óleo essencial de P. aduncum. 

O transportador lipídico nanoestruturado (NLC) foi preparado da mesma maneira, 

substituindo parte do MCT por um lipídio sólido (manteiga de Cupuaçu), que requereu 

aquecimento durante a preparação (45 ° C ± 5 ° C). Além disso, também foi preparado um 

lipídeo transportador nanoestruturado em branco (B-NLC), substituindo o óleo essencial de 

P. aduncum por MCT, mantendo o núcleo oleoso na mesma proporção. 

Todas as formulações foram preparadas em triplicado, armazenadas sob refrigeração (4 ° C 

± 2 ° C) e protegidas da luz. 

Tabela 3. Composição das formulações que contêm ou não o óleo essencial de Piper 

aduncum (%, p / p). 
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Constituents  B-NE B-NLC NE NLC HB HB-NE HB-NLC HNE HNLC 

OEPA - - 5 5 - - - 5 5 

MCT 10 5 5 - - 10 5 5 - 

Span 80® 2.5 2.5 2.5 2.5 - 2.5 2.5 2.5 2.5 

Tween 20® 2.5 2.5 2.5 2.5 - 2.5 2.5 2.5 2.5 

Cupuaçu butter - 5 - 5 - - 5 - 5 

Hydroxyethylcellulose - - - - 1 1 1 1 1 

Water q.s. 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

EOPA: óleo essencial de Piper aduncum; MCT: triglicerídeo de cadeia média; q.s .: 

quantum satis; B-NE: nanoemulsão em branco; B-NLC: transportador lipídico 

nanoestruturado em branco; NE: nanoemulsão contendo óleo essencial de Piper aduncum; 

NLC: transportador lipídico nanoestruturado contendo óleo essencial de Piper aduncum; 

HB: hidrogel de hidroxietilcelulose em branco; HB-NE: nanoemulsão em branco espessada 

em hidrogel; HB-NLC: transportador lipídico nanoestruturado espessado em hidrogel; 

HNE: nanoemulsão espessada em hidrogel contendo óleo essencial de P. aduncum; HNLC: 

transportador lipídico nanoestruturado espessado com hidrogel contendo P. aduncum. 

4.4.11 Preparação de hidrogéis de hidroxietilcelulose contendo nanossistemas lipídicos 

Os hidrogéis de hidroxietilcelulose foram preparados adicionando 1% p / p do 

polímero diretamente à formulação (NE, NLC, B-NE, B-NLC) e sob agitação magnética 

por 1 hora. O hidrogel formado foi deixado a inchar durante a noite a 4 ± 2 ° C. Além disso, 

o pH foi ajustado próximo ao pH da pele (cerca de 5) com ácido clorídrico 1 M ou NaOH 

0,1 M. 

Todos os hidrogéis foram preparados em triplicado, armazenados sob refrigeração 

(4 ° C ± 2 ° C) e protegidos da luz. A composição das formulações espessadas é 

apresentada na Tabela 1. 

4.4.12 Caracterização de nanossistemas lipídicos e hidrogéis derivados 
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Após a preparação, os nanossistemas lipídicos e os hidrogéis derivados foram 

caracterizados por aspectos organolépticos, como cor, odor e aparência, conteúdo de 

dilapiol (%), tamanho das gotículas, índice de polidispersidade (PDI), potencial zeta e 

morfologia. Além disso, a estabilidade físico-química das formulações foi avaliada durante 

30 dias a temperatura de armazenamento de 4 ± 2 ° C, considerando aspectos 

organolépticos, conteúdo de dilapiol (%), tamanho de gotícula, índice de polidispersividade 

e potencial zeta. 

4.4.13 Avaliação do conteúdo de dilapiol em nanossistemas lipídicos e hidrogéis 

derivados 

A quantificação do marcador principal do óleo essencial de P. aduncum, dilapiol, foi 

determinada por HS-GC-FID. Resumidamente, 1 g do nanossistema lipídico ou hidrogel 

derivado foi pesado em um balão volumétrico calibrado de 5 mL e cheio com metanol para 

obter uma solução estoque com uma concentração teórica de 10000 µg / mL do óleo 

essencial. Além disso, uma diluição em água foi realizada em um balão calibrado de 10 

mL, obtendo uma concentração de dilapiol de 80,07 µg / mL. Em seguida, 100 µL desta 

solução de referência foram adicionados a um frasco de 10 mL e o conteúdo de dilapiol foi 

determinado de acordo com a metodologia validada descrita nas Seções 2.3 e 2.4. Os 

resultados são expressos como média ± desvio padrão (DP) do conteúdo percentual (%). 

4.4.14 Tamanho das gotículas, índice de polidispersão e potencial zeta 

O tamanho das gotículas e o índice de polidispersidade foram medidos em triplicado 

por espalhamento dinâmico de luz (DLS) após diluição de 10 µL da nanoemulsão ou 

transportador lipídico nanoestruturado em 10 mL de água purificada filtrada com fluoreto 

de polivinilideno (PVDF) filtro de membrana de 0,45 µm-poros (1: 1000) (Zetasizer 

Nanoseries ZN90, Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido). O potencial zeta foi 

medido em triplicado no mesmo equipamento por espalhamento eletroforético de luz após 

diluição de 10 µL da nanoemulsão ou transportador lipídico nanoestruturado em 10 mL de 
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NaCl (1 mM) filtrado com filtro de membrana de poros PVDF de 0,45 µm (1: 1000) . As 

medidas são mostradas como média ± DP. 

4.4.15 Morfologia das formulações 

O tamanho e a morfologia da nanoemulsão, do transportador lipídico 

nanoestruturado e dos hidrogéis contendo óleo essencial de P. aduncum foram examinados 

por microscopia eletrônica de transmissão (TEM) usando um microscópio JEM-1200 EXII 

(Jeol, Tóquio, Japão), operando a uma tensão acelerada de 80 kV . Para as análises, as 

amostras foram diluídas com água ultrapura (1:25, v / v), distribuídas em grelhas de cobre 

revestidas com formvar (malha 400) e coradas com solução aquosa de acetato de uranila 

(2%). 

4.4.16 Comportamento reológico dos hidrogéis 

O perfil reológico dos hidrogéis (HB, HB-NE, HB-NLC, HNE e HNLC) foi 

determinado a 25 ± 0,5 ° C por um viscosímetro rotacional Brookfield DV-II + (Brookfield 

Engineering Laboratories, Middleboro, EUA), utilizando o fuso SC- 18 O comportamento 

reológico foi realizado com 10 g de amostras, em triplicado, com velocidades de rotação 

aumentando progressivamente de 6 para 50 rpm e diminuindo gradualmente para 6 rpm, 

respeitando os limites dos valores de torque (acima de 10% e abaixo de 100%). Os 

reogramas são apresentados como tensão de cisalhamento (D / cm²) vs taxa de 

cisalhamento (1 / s) e viscosidade (centipoise, cP) vs taxa de cisalhamento (1 / s), e os 

resultados são expressos como média ± DP. Além disso, o comportamento do fluxo 

reológico foi determinado após o ajuste dos resultados em diferentes modelos matemáticos 

de fluxo (Bingham, Ostwald, Casson e Herschel-Bulkley). 

4.4.17 Medições de bioadesão 

As propriedades bioadesivas das formulações (NE, NLC, HNE e HNLC) foram 

avaliadas por um testador de tensão de tração (TA.XTplus Texture Analyzer, Stable 

Microsystem, Godalming, Reino Unido). O experimento foi realizado com a pele do ouvido 
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de suíno obtida como descrito na Seção 2.12.1 e deixada hidratada durante 30 min em 

tampão fosfato 7.4 antes do experimento. A pele suína foi fixada em uma sonda (P / 10) 

com o auxílio de uma fita adesiva (fita 3M) e aquecida até 32 ± 2 ° C antes da montagem 

do equipamento. No suporte de Teflon imerso em banho-maria a 32 ± 2 ° C, posicionado 

abaixo da sonda, foram adicionados 400 µL da formulação (NE, NLC, HNE ou HNLC). A 

sonda foi abaixada a uma velocidade constante de 1 mm / s até atingir a pele suína. Uma 

força de contato de 9,8 mN foi aplicada contra a pele por 1 min. Além disso, a sonda foi 

levantada com uma força de disparo de 1 mN e uma velocidade constante de 0,5 mm / s até 

a separação completa da formulação e da pele suína. O trabalho de adesão (nM.mm), uma 

medida direta de bioadesão [42] e a força máxima de descolamento (mN) foram 

determinados e aplicados para comparar as propriedades bioadesivas das formulações. Os 

resultados são expressos como média ± DP (n = 6). A análise estatística foi obtida por 

ANOVA, seguida do teste post hoc de Tukey (p ≤ 0,05). 

4.4.18 Estudos de liberação 

Um estudo de liberação de dilapiol de EOPA, NE, NLC, HNE e HNLC foi realizado 

através de membrana de éster de celulose sintética (diâmetro de poro de 50 nm, Millipore®, 

EUA) em um sistema manual de célula de difusão do tipo Franz com área de difusão de 

1,77 cm² ( VhTex®, Brasil). Antes, as membranas sintéticas foram hidratadas por 30 min 

com solução salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4. O compartimento do receptor 

consistia em 12 mL de fluido receptor (uma mistura de PBS pH 7,4 e 0,3% v / v de Tween 

80®) e foi mantido sob agitação (500 RPM) e temperatura controlada (32 ± 1,0 ° C). No 

compartimento doador, foram colocados 15 µL de EOPA (correspondendo a 5% de EOPA 

no núcleo oleoso das formulações) ou 300 µL de NE, NLC, HNE e HNLC. O experimento, 

que teve como objetivo estimar o conteúdo de dilapiol liberado do EOPA e das 

formulações, durou 12 horas e, de tempos em tempos, 0,5 mL do fluido receptor foi 

retirado para análise e o mesmo volume de fluido fresco foi substituído para manter a pia. 
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doença. No final do experimento, alíquotas do meio receptor foram analisadas por HS-GC-

FID, conforme descrito nas seções 2.3 e 2.4. Os resultados são expressos como 

porcentagem de liberação de dilapiol (média ± DP, n = 3). 

4.4. 19 Estudo de permeação / retenção de pele de orelha suína in vitro 

Pele da orelha suína 

As orelhas de suínos foram obtidas em Ouro do Sul (Cooperativa dos Suinocultores 

do Caí Superior Ltda, Harmonia, Brasil). A pele foi retirada da parte externa da orelha com 

o auxílio de um bisturi. A pele da orelha de porco foi cortada em fatias circulares com uma 

espessura entre 0,9 - 1,1 mm (No. 7301, Mitutoyo Corporation, Japão). A pele foi limpa 

com água e a camada de hipoderme e os pêlos superficiais foram removidos com tesoura e 

bisturi. Para manter a integridade, as amostras de pele foram embrulhadas em papel 

alumínio e armazenadas em freezer (-20 ± 2,0 ° C) até serem utilizadas em estudos de 

permeação / retenção por até 30 dias. 

 Fluido receptor 

O fluido receptor para as experiências de permeação / retenção consistiu em solução 

salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4 contendo 0,3% v / v de Tween 80®. 

Estudos de retenção / permeação 

O estudo de permeação / retenção de pele foi realizado com pele de orelha de porco 

(n = 5) em um dispositivo de difusão vertical do tipo Franz (VhTex®, Brasil). EOPA ou 

formulações foram adicionadas diretamente à pele no compartimento doador (15 ou 300 

μL, respectivamente). Após 8 h, a pele foi removida do aparelho e o excesso de óleo 

essencial ou formulação foi lavado de sua superfície usando água purificada. O excesso de 

pele foi cortado com auxílio de tesoura, mantendo a porção em contato com a formulação. 

Além disso, a técnica de decapagem com fita foi empregada na pele viável para separar o 

estrato córneo das outras camadas (fita Scoth 3 M nº 750). Epiderme e derme foram 
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separadas após raspagem com bisturi. Fitas (contendo estrato córneo), epiderme, derme e 

alíquotas de líquidos foram congeladas (-20 °C) para posterior análise por HS-GC-FID. 

Todas as amostras foram colocadas diretamente nos frascos sem adição de solventes, 

mantendo o conteúdo aquoso de 100 µL, e a determinação do dilapiol foi realizada e os 

resultados são expressos em μg / cm² (média ± DP). 

4.4.20 Teste de toxicidade HET-CAM 

O teste da membrana corioalantóica do ovo da galinha (HET-CAM) foi realizado 

para identificar o potencial irritante das formulações desenvolvidas [44,45]. Os ovos de 

galinha fertilizados foram doados a Mercoaves (Bom Princípio, Brasil) e incubados a 37 ± 

1 ° C e umidade de 60 a 70% durante 10 dias em uma incubadora automática (Chocar 

Chocadeiras, Conceição do Coité, Brasil). No 10º dia, para garantir a fertilidade, os ovos 

foram acondicionados antes do experimento. Além disso, os ovos tiveram a casca removida 

na célula aérea e a membrana interna removida, expondo a membrana corioalantóica 

(CAM). Em seguida, 300 µL da substância ou formulação de teste foram colocados na 

CAM e as reações vasculares foram observadas durante 300 segundos (n = 5). Como 

controle negativo, foi aplicada a solução de NaCl a 0,9% p / v, enquanto lauril sulfato de 

sódio a 1% p / v e NaOH 0,1 M foram utilizados como controle positivo. O azeite de oliva 

foi empregado como diluente não irritante para a EOPA e também foi adotado como 

controle negativo [46]. Devido à opacidade de B-NE, B-NLC, NE, NLC, HB-NE, HB-

NLC, HNE e HNLC, as formulações foram enxaguadas após 20 segundos após a aplicação 

com solução de NaCl 0,9 p / v e também foram avaliadas alterações vasculares. Os 

desfechos de hemorragia, vasoconstrição e coagulação de cada grupo foram monitorados 

para calcular o escore de irritação (IS), da seguinte forma (Equação 1): 
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IS = [5 x (301- tempo de hemorragia) / 300] + [7 x (301- tempo de vasoconstrição) / 300] + 

[9 x (301- tempo de coagulação) / 300] (Eq. 1) 

Os resultados foram expressos como média do SI e desvio padrão relativo em porcentagem 

(RSD%) e foram classificados pela média como não irritante [0,0 - 0,9], levemente irritante 

[1,0 - 4,9], moderadamente irritante [5,0 - 8,9] e extremamente irritante [9,0 - 21,0]. 

4.4.21 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas no GraphPad Prism® Software v.06 

(GraphPad Software, EUA) por Análise de Variância unidirecional (ANOVA) seguida pelo 

teste post hoc de Tukey (nível de significância p ≤ 0,05). 

5. RESULTADOS 

5.1 Extrações de óleo essencial de P. aduncum 

As folhas de P. aduncum L. foram coletadas na Universidade Federal do Amazonas, 

localizada em Manaus, Estado da Amazônia, Brasil (3°06'04.0"S 59°58'40.0"W), em 

uma tarde ensolarada em novembro - 2016. A amostra da espécie vegetal foi depositada no 

herbário do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA), sob o número de 

identificação 205937. A extração foi realizada por arraste a vapor no extrator elétrico, onde 

as extrações foram realizadas em triplicatas, obtendo os valores mostrados na tabela 4: 

 

Tabela 4. Dados de extração do óleo essencial das folhas de P. aduncum por arraste a 

vapor no extrator elétrico 

P. aduncum 
Massa da 

amostra 
Massa do óleo Rendimento 

Rendimento 

médio  

 

Desvio 

padrão 
Folhas 

1ª extração 250 g 5,1192 g 2,02% 2,08%   
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2ª extração 250 g 5,4751 g 2,16%  

0,05779 

3ª extração 250 g 5,2924 g 2,08% 

 

 

 A quantidade de cada extração de óleo das folhas resultou em um alto rendimento, e 

pode ser considerado adequado para um processo extrativo. Os rendimentos obtidos nas 

extrações foram considerados próximos quando comparados ao trabalho de CORRAL 

(2014), que obteve rendimento de 3,12%, mas utilizou grande quantidade de material, 8 kg 

de folhas. 

5.2 Cromatografia gasosa acoplada ao detector de ionização de chama e 

espectrometria de massa 

 A análise química do óleo essencial de P. aduncum foi realizada por GC-MS, 

revelando a presença de 4 compostos, sendo o mais abundante o dilapiol (80,05%), seguido 

pelo β-cariofileno (10,65%). A composição química do óleo e seu cromatograma de 

espectrometria de massa são mostrados na Tabela 5 e na Fig. 6.  

2A.  

       Figura 6. Cromatograma de cromatografia em fase gasosa - espectrometria de massa 

do óleo essencial de P. aduncum e espectro de massa de dilapiol (Fig. 2A). Os compostos 
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no cromatograma de espectrometria de massa são β-cariofileno (1), biciclogermacreno (2), 

n-pentadecano (3) e dilapiol (4). 

 

Table 5. Composição química do óleo essencial das folhas de Piper aduncum  

Picos Substâncias TR (min) RI calc. RI lit.  KI calc. KI lit. Area (%)* 

1 β-cariofileno 25357 1425 1419 1417 1419 10.65% 

2 Biciclogermacreno 28833 1503 1500 1507 1500 2.18% 

3 n-pentadecano 28944 1506 1500 1517 1500 7.12% 

4 Dilapiol 33668 1624 1620 1620 1620 80.05% 

Total de substâncias      100% 

RT: Tempo de retenção; RI calc.: Índice de retenção calculado; RI lit.: Índice de retenção 

da literatura; KI calc.: Índice de Kovats calculado; KI lit.: Índice de Kovats da literature 

(Adams, 2017).  

A fragmentação em massa de dilapiol (figura 6) indicou picos habituais m / z 222, 

m / z 207 e m / z 177, confirmando sua identidade (Adams, 2017) e presença como o 

principal composto do óleo essencial de P. aduncum. Na literatura, o dilapiol já foi relatado 

em altas concentrações em P. aduncum. Maia e co-autores mostraram que o dilapiol 

representa entre 31,5% e 97,30% do óleo essencial de P. aduncum (Maia et al., 1998). Maia 

e Andrade identificaram o dilapiol como a principal substância na nesta espécie, 

compreendendo 88,4% do conteúdo (Maia e Andrade, 2009). Finalmente, o dilapiol 

também foi relatado no óleo essencial de P. aduncum em concentrações variando de 52% a 

73% (Andrade e Faria, 2010). Nesse sentido, o dilapiol encontrado na óleo essencial desta 

espécie neste estudo esta de acordo com os relatos da literatura. 

 

5.3 Microemulsão com Dilapiol do óleo essencial de P. aduncum 

5.3.1 Diagrama de fases pseudoternário (DFPT) 

A obtenção do DFPT é uma ferramenta essencial para determinar em que 

proporções dos componentes existem áreas da microemulsão e mostrar a região mais 

adequada para a escolha da formulação na qual a substância de interesse será incorporada 

(Formariz et al., 2005). Os elementos selecionados para obter o diagrama como surfactante, 
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fase aquosa e fase oleosa foram PEG-8 (glicerídeo caprico / caprílico), água e dilapiol, 

respectivamente. A seleção de emulsificantes adequados, capazes de formar monocamada 

ou multicamada em torno de gotículas de óleo, a fim de reduzir a tensão interfacial e / ou 

aumentar a repulsão entre as gotículas, é um dos principais fatores relacionados à 

estabilidade do sistema microemulsificado (Bruxel et al., 2012). O equilíbrio hidrofílico-

lipofílico (EHL) é importante ao selecionar surfactantes adequados para microemulsões. 

Assim, para os métodos deste trabalho, os surfactantes EHL foram utilizados na faixa de 8 

a 18 para obter microemulsões água / óleo (Singh et al, 2013). 

O PEG-8 (glicerídeo caprico / caprílico) é um surfactante não iônico que tem sido 

amplamente utilizado para solubilizar substâncias hidrofóbicas. O PEG-8 é uma mistura de 

mono, di e triglicerídeos e mono e diésteres dos ácidos graxos do PEG 400. Possui EHL 

entre 12 e 14, sendo ideal para a obtenção de microemulsão O / A e tem baixa toxicidade ( 

Strickley, 2004; Ujhelyi et al., 2012). 

A Figura 7 representa o DFPT obtido neste estudo, que caracteriza o 

comportamento das misturas das fases surfactante, óleo e água. Observou-se uma 

diversidade de estados, destacando a presença de áreas de formação de microemulsão, 

destacadas nos pontos da figura, que são regiões onde a energia utilizada e as proporções 

dos componentes foram adequadas para reduzir a tensão interfacial até a formação de um 

sistema homogêneo, clara e transparente (Silva et al., 2009) 

 

Figura 7 - Diagrama de fases pseudoternário para o sistema PEG-8, dilapiol do óleo de P. 

aduncum e água. 
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A partir do DFPT obtido, foram selecionadas formulações para incorporar dilapiol. 

Os itens listados abaixo mostram as proporções dos componentes da formulação. O ponto 

do diagrama que representava um tipo de óleo em água (O / A) foi escolhido, esse ponto é 

destacado na Figura 7. 

A composição percentual (p / p) das formulações selecionadas foram: 

1. A formulação com surfactante PEG-8 a 50%, fase oleosa com dilapiol a 5% e fase 

aquosa com 45% de água. 

2. A segunda formulação foi com surfactante PEG-8 a 50%, fase oleosa com dilapiol a 10% 

e fase aquosa com 40% de água. 

3. E a terceira formulação com surfactante PEG-8 a 50%, fase oleosa com dilapiol a 15% e 

fase aquosa com 35% de água 

Damasceno et al. (2011) afirmam que o encapsulamento máximo de uma substância 

pode ser alcançado através de sua incorporação durante o processo de formação do sistema 

de microemulsão. Nesse contexto, a incorporação de substâncias lipofílicas, como o 

dilapiol, em sistemas microemulsificados do tipo O/A, pode ocorrer através da 

solubilização das moléculas ativas no filme interfacial surfactante ou no núcleo das 

gotículas de óleo, que possuem propriedades diferentes das meio aquoso externo. 

Adicionou-se dilapiol como fase oleosa da microemulsão e do surfactante. Em 

seguida, a fase aquosa foi adicionada e o sistema microemulsificado foi obtido pela técnica 

de emulsificação de energia aplicada durante o processo de centrifugação (GHOSH et al., 

2013). 

 

5.3.2 Caracterização físico-química 

  Determinação do pH 

O pH das formulações foi avaliado para verificar se a microemulsão era compatível 

para administração oral e dérmica, porém, é uma ferramenta que também pode indicar 

alterações estruturais, ocorrência de reações químicas, como os processos de degradação e 

oxidação de seus componentes, perda de estabilidade do ME, sendo um parâmetro sensível 

no controle de qualidade dessas formulações. 
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O pH encontrado para a microemulsão foi de 5,62 e 5,71 e esses valores são 

compatíveis para uso dérmico e oral de acordo com (Strickley e Oliyai, 2007). 

Condutividade elétrica 

A determinação da condutividade elétrica de uma ME ajuda a elucidar o tipo de fase 

externa (contínua ou dispersante), sendo um parâmetro diretamente relacionado ao tipo de 

microestrutura apresentada pela formulação, revelando se os domínios contínuos 

apresentam características isolantes ou condutoras. 

Assim, através dos valores de condutividade elétrica, é possível prever se o sistema 

é do tipo O/A ME. Isso se deve ao fato de que um EM do tipo O/A tem um efeito condutor. 

O valor de condutividade encontrado para microemulsões com dilapiol foi de 24,47 ± 0,28 

μS.cm-1 e 29,28 ± 0,25 μS.cm-1, sendo esses valores sugestivos de um sistema com 

microestrutura tipo O/A (Naoui, et al. 2011). 

Tamanho da gota e potencial Zeta 

A análise da distribuição do tamanho das gotículas é considerada um dos 

parâmetros mais importantes para avaliar a estabilidade de sistemas dispersos, além de ser 

um fator essencial capaz de indicar aspectos prováveis da taxa e extensão da liberação e 

absorção de acordo com o tamanho do nanômetro de presença ou ausência (Wei). et al., 

2012). A técnica de espalhamento dinâmico de luz foi considerada uma ferramenta precisa 

e conveniente para estudar as propriedades internas das microemulsões, que é usada para 

determinar o tamanho das gotículas do sistema flutuando a intensidade da luz espalhada 

pelas gotículas suspensas, atuando em movimento browniano, obtendo assim a distribuição 

hidrodinâmica de seu tamanho (Li et al., 2010). 

Para microemulsões com dilapiol a 5%, o tamanho médio das gotículas foi de 75,0 

nm e para microemulsões com dilapiol a 10% foi obtido um valor de 167 nm e 15% de 

dilapiol com 173 nm. 

Além do diâmetro, foi determinado o índice de polidispersividade (PDI) das 

formulações, nas quais foram encontrados 0,156, 0,152, 0,148. Essa medição leva em 

consideração o tamanho médio das gotículas, o índice de refração do solvente, o ângulo de 

medição e a variação da distribuição. Em uma escala de 0 a 1, PDI menor que 0,1 foi 

associado a um sistema monodisperso, com alta homogeneidade na população de gotículas, 
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sugerindo uma distribuição de tamanho monomodal. Por outro lado, altos valores de DPI 

sugerem uma distribuição de tamanho mais ampla ou polimodal (Gaumet et al., 2009). 

O potencial zeta apresentou valores negativos em 21 mV, 24mV e 27,2 mV. O 

potencial Zeta desempenha um papel importante na determinação da estabilidade de 

sistemas dispersos e nas interações entre as gotículas presentes. Sistemas mais estáveis têm 

valores de potencial Zeta iguais ou superiores a 20 mV, uma vez que altas cargas 

superficiais causam a predominância de forças de repulsão entre as gotículas, superando a 

atratividade das forças de Van der Waals (Bose et al., 2013). Essa maior repulsa é 

importante para evitar o contato e a aglomeração das gotículas (Bhandari, 2013). 

 

5.3.3 Concentração inibitória mínima 

A atividade antimicrobiana do dilapiol foi verificada com o cálculo da concentração 

inibitória mínima (CIM), que pode ser encontrada na Tabela 2. As concentrações inibitórias 

mínimas no dilapiol e na microemulsão foram inferiores a 1024 µg mL-1 para S. aureus e 

E. faecalis. Os resultados das CIMs na tabela 2 indicam a relevância clínica e a atividade 

antibacteriana intrínseca do dilapiol e a expansão dessa atividade do dilapiol inserido na 

microemulsão. 

Tabela 6. Valores mínimos de concentração inibitória (µg/mL-1) 

Amostra S. A. E. F. 

PEG 8 e água ≥ 1024 ≥1024 

Dilapiol 512 512 

Microemulsão com Dilapiol 128 256 

 
  Abreviações: PEG 8, Polietilenoglicol; S.A., Staphylococcus aureus; E. F., Enterococcus 

faecalis 

A microdiluição utilizando os produtos de composição da formulação de microemulsão, 

PEG 8 e água, sem ação antibacteriana, foram observadas as concentrações utilizadas contra S. 

aureus, E. faecalis. Esses resultados mostram que esses produtos não têm efeito antibacteriano 

direto contra as cepas testadas e nas concentrações a que foram expostas nos testes e confirmam 

que o efeito antibacteriano é atribuído ao dilapiol (BRAZÃO et al., 2014). 



 

67 

 

5.3.4 Atividade moduladora 

Modulações com os antibióticos ampicilina e vancomicina foram realizadas para avaliar 

uma possível interação entre eles e o dilapiol puro e inseridos em uma microemulsão, buscando 

estabelecer se há uma relação sinérgica ou antagônica, ou seja, se a ação antibiótica foi 

melhorada quando associado ao dilapiol. Os resultados da ação moduladora de dilapiol puro e 

inserido na microemulsão e a atividade com antibióticos contra as cepas de S. aureus, E. 

faecalis são mostrados na Fig. 8. 

 

 

Figura 8. Efeito modulador do dilapiol inserido em microemulsão em associação com 

antibióticos: ampicilina (a) e vancomicina (b) em comparação com o efeito desses 

antibióticos isoladamente. Representados em p <0,0001 quando comparados ao controle. 

Em associação com antibióticos, foi possível observar sinergismo do dilapiol puro e 

um potencial efeito sinérgico da microemulsão contra S. aureus e E. faecalis quando 

combinado com ampicilina e vancomicina Fig. 8a e 8b. Sinergismo é a combinação de 

fármacos ou compostos naturais, com capacidade de atuar em vários locais onde o 

microorganismo atua, melhorando a ação do produto agonista no teste (Coutinho et al., 
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2008; Wagner et al., 2009). Toscan afirmou em seu estudo que os óleos essenciais e seus 

compostos podem atuar na célula microbiana, causando alterações na membrana celular, 

levando à perda de componentes celulares, causando a morte celular. As melhorias 

observadas no trabalho estão ligadas à microformulação do dilapiol, que pode proporcionar 

maior penetração da substância com antibióticos. Da mesma forma, as atividades 

antagônicas observadas são devidas a essas prováveis interações. No entanto, novos estudos 

devem ser realizados para elucidar quais interações e, assim, possivelmente explicar o 

sinergismo e antagonismo sobre os medicamentos (Wagner et al., 2009). 

 

5.4 Complexos de Inclusão do Dilapiol com ciclodextrinas (β-CD e HP-β-CD) 

5.4.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

Nos espectros feitos pela mistura física e suspensão de dilapiol com β-CD, as 

bandas características do dilapiol nas regiões 1463 e 1480 mostraram uma intensidade 

aparente, assim como as outras bandas presentes no espectro 1381, 1281, 1199 e 1044. 

Também é visível a complexação entre o óleo com β-CD, no método por malaxagem as 

visões 989 e 897 referentes ao dilapiol, as outras bandas também são visíveis sendo as de 

menor intensidade. 

Os espectros de infravermelho de dilapiol com β-CD e HP-β-CD, os complexos de 

inclusão por métodos de mistura física, malaxagem e slurry são mostrados na Figura 9. 

Com base na literatura (Silverstein, 2015), o espectro de dilapiol apresenta 12 bandas 

principais: 2970 cm-1 e 2930 cm-1, em relação ao alongamento das vibrações da ligação 

CH; 1627 cm-1, em relação a C=C, estendendo vibrações de cicloalcenos; 1463 e 1408 cm-

1, em relação à vibração da deformação assimétrica da ligação C-H do grupo metil; 1381 

cm-1, relativa à vibração da deformação simétrica da ligação C-H do grupo metil; 1281, 

1199 e 1044 são as vibrações de deformação axial C-O dos fenóis; 989, 897, 834 e 788 cm 

-1 são as bandas mais importantes e fornecem mais informações sobre a estrutura dos 

compostos aromáticos, relacionadas à vibração de deformação fora do plano C-H do anel. 
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O espectro do β-CD possui bandas características nas regiões de 3300 cm-1 

(vibrações de alongamento de estiramento OH), 2925 cm-1 (vibrações de alongamento de 

ligação CH), 1151 cm -1 e 1023 cm -1 (vibrações de alongamento simétricas e assimétricas 

de o vínculo COC, respectivamente), conforme apresentado nos trabalhos de Abarca e 

colaboradores (2016), Passos et al., (2012) e Pinheiro et al., (2017). 

 

Figura 9. Espectros de FTIR do dilapiol do óleo essencial de P. aduncum (A); β-CD (B); 

dilapiol com β-CD por PM (C); Dilapiol com β-CD por KND (D); dilapiol com β-CD por SL (E); 

HP-β-CD (F); dilapiol com HP-β-CD por PM (G); dilapiol com HP-β-CD por KND (H); Dilapiol 

com HP-β-CD por KND (I). 

Nos espectros feitos pela mistura física e pasta de dilapiol com β-CD, as bandas 

características de dilapiol nas regiões 1463 e 1408 mostraram uma intensidade aparente, 
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assim como as outras bandas presentes no espectro 1381, 1281, 1199 e 1044, também é 

visível a complexação entre o óleo com β-CD, no método por slurry as visões 989 e 897 

referentes ao óleo de dilapiol, sendo visíveis as outras bandas, sendo as de menor 

intensidade. 

 

5.4.2 Microscopia eletrônica de varredura (SEM) 
 

Em relação ao uso do MEV no estudo de complexos de inclusão, a modificação na 

morfologia é indicativa da formação do complexo de inclusão com ciclodextrinas (Zhu et 

al., 2016). 

As fotomicrografias do β-CD e HP-β-CD, mistura física, amassamento e pasta com 

dilapiol são mostradas na figura 10. A morfologia da superfície do β-CD (figura A) 

apresenta partículas com estrutura cristalina em formato de paralelogramo, como observado 

por Bulani et al. (2016). A morfologia do HP-β-CD (Figura B) aparece como partículas 

esféricas amorfas, como relatado anteriormente por (Melo et al., 2016). 

 Na fotomicrografia da mistura física com teor de dilapiol, é possível observar as 

mesmas formas cristalinas encontradas na morfologia do β-CD (Figura C) e das partículas 

esféricas amorfas do HP-β-CD (Figura D), indicando que, por esse método, não há 

indicação de a formação de complexos de inclusão. É possível observar na fotomicrografia 

do amassado e da pasta (Figura E e G) com conteúdo de dilapiol uma pequena formação de 

agregados de tamanhos diferentes com uma superfície porosa e com um aspecto diferente 

da partícula β-CD, embora as partículas ainda mostrem amorfa características, são de forma 

irregular na amostra. E na fotomicrografia amassada e em pasta de HP-β-CD (Figura F e H) 

com dilapiol, é possível observar a aparência, a forma e o tamanho bastante diferentes da 

partícula HP-β-CD. 

Como sugerido por Bulani et al. 2016, essas modificações na forma e no aspecto das 

partículas podem ser tomadas como uma prova da formação do complexo de inclusão com 

CD. Magalhães et al., 2020 observaram uma mudança na morfologia quando o óleo de 

Euterpe oleracea Mart foi complexado em β-CD e HP-β-CD. As morfologias do β-CD e 

HP-β-CD apresentaram diferenças com a oleorresina de Copaifera multijuga (Pinheiro et 

al., 2017). Os autores associaram as alterações morfológicas à formação do complexo de 

inclusão da ciclodextrina, bem como ao dilapiol do óleo essencial de P. aduncum com β-

CD e HP-β-CD na figura 10. 
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Figura 10. Microscopia eletrônica de varredura. β-CD (A); HP-β-CD (C); dilapiol com β-

CD por PM (C); dilapiol com HP-β-CD por PM (D); dilapiol β-CD por KND (E); dilapiol 

com HP-β-CD por KND (F); dilapiol com β-CD por SL (G); dilapiol com HP-β-CD por SL 

(H). 

 

5.4.3 Análise cristalográfica por raios X (DR-X) 

Os difratogramas de CD (Figura 11) mostram as principais reflexões de cristal. O 

difractograma de PM e KND mostra um padrão cristalográfico semelhante apenas de β-CD. 

O padrão cristalográfico do CD submetido ao SL foi diferente daquele do β-CD sozinho; o 

método SL apresentou diferenças principalmente na faixa de 15 a 40°. Esses achados 

corroboram os de (Abarca et al., 2016), onde mostraram que a interação da ciclodextrina 

com os óleos essenciais causou alterações significativas no perfil de PXRD da ciclodextrina 

individual. 
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Figura 11. β-CD (A); dilapiol com β-CD por PM (B); dilapiol com β-CD por KND (C); 

dilapiol β-CD por SL (D); HP-β-CD (E); dilapiol com HP-β-CD por PM (F); dilapiol com 

HP-β-CD por KND (G); dilapiol com HP-β-CD por SL (H). 
 

O difratograma HP-β-CD (Figura 3) é caracterizado por banda larga, em torno de 10 

e 20 ° e é mais evidente, semelhante ao encontrado por (Medarevi'c et al., 2015; Magalhães 

et al., 2020). O HP-β-CD com dilapiol preparado por PM, KND e SL exibiram um ligeiro 

alongamento da banda em comparação com o HP-β-CD, mas mantiveram sua estrutura 

amorfa característica, como observado por MEV para complexos. 

 

 5.4.4 Análise termogravimétrica (TGA) 

Os resultados da análise TG / DTG são mostrados na Figura 12 e 13 e na Tabela 7. 

O dilapiol exibiu uma única perda de massa que pode estar associada à evaporação, 

volatilização ou pirólise de terpenos. O evento relacionado à perda de massa ocorreu na 

faixa de 200 a 400 °C, com uma perda de massa de 95,11% . O β-CD exibiu perdas de 
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massa de 7,28%, 79,52% nas faixas de 40 a 200 e 200 a 400 ° C, respectivamente, que 

provavelmente foram associadas à liberação de moléculas de água de superfície seguida de 

degradação (Menezes et al. , 2016). As curvas dos complexos dilapiol-β-CD preparadas por 

PM, KND e SL apresentaram perdas de massa de 40 a 200 ° C de 20,35%, 20,17% e 

8,13%, respectivamente, sugerindo perda de água pela ciclodextrina, uma vez que o dilapiol 

não perdeu massa. 

 

Figura 12. Termogravimetria dos complexos de inclusão de β-CD com dilapiol.  

 

 

Figura 13. Termogravimetria dos complexos de inclusão de HP-β-CD com dilapiol.  
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     Tabela 7. Perdas de massa (%), faixas de temperatura de 25-200 °C, 200-400 °C e 400-600 ° C 

 

Amostra Δm1 (%) Δm2 (%) Δm3 (%) 

 25-200 °C 200-400 °C 400-600 °C 

Dilapiol - 95.11 0.55 

β-CD 7.28 79.52 0.54 

PM (β-CD) 20.35 75.47 0.55 

KND (β-CD) 20.17 72.33 0.56 

SL (β-CD) 8.13 74.55 0.54 

HP-β-CD 8.24 80.46 2.07 

PM (HP-β-CD) 18.09 74.32 2.18 

KND (HP-β-CD) 8.06 72.07 2.09 

SL (HP-β-CD) 8.04 70.13 2.11 

 

 

 

A curva TG / DTG do HP-β-CD (Figura 13) revelou perda de massa de 8,24% na 

faixa de 40 a 200 °C, associada à liberação de moléculas de água da superfície do HP-β-

CD, seguida pela degradação da amostra com uma perda de 80,46% na faixa de 200 a 400 ° 

C. Enquanto o complexo dilapiol-HP-β-CD preparado por PM, KND e SL (Figura 13) 

apresentou uma perda de massa de 18,09%, 8,06% e 8,04%, e o dilapiol sem perda de 

massa de 40 a 200 °C. Assim, a formação dos complexos dilapiol-β-CD e dilapiol-HP-β-

CD foi evidenciada para ambas as metodologias. 

 

5.4.5 Calorimetria de varredura diferencial (DSC) 

 

O DSC é uma poderosa ferramenta analítica para identificar interações entre 

medicamentos e CDs. Como regra geral, alterações nas curvas DSC, como redução ou 

ampliação de picos, bem como mudança para temperaturas mais baixas, são uma 

conseqüência da complexação entre a droga e o CD (Araújo et al., 2008; Mura et al., 2015) 

O dilapiol mostra um pico endotérmico a 230,28 °C (Figura 14 e 15) correspondente à sua 

volatilização. A curva DSC para β-CD mostra dois picos endotérmicos. O primeiro, dentro 

da faixa de temperatura de 155 ° C, é devido à liberação de moléculas de água de sua 

superfície. O segundo pico endotérmico aparece na faixa de temperatura de 320 a 360 ° C 

(Figura 14), que está associada à decomposição do β-CD. 

Em relação às curvas DSC para os sistemas dilapiol / β-CD obtidos por PM, KND e SL, 

observa-se um primeiro evento associado à liberação de moléculas de água da cavidade β-

CD na faixa de 100 a 200 ° C e uma segunda endotérmica também foi observado pico a 

320-360 ° C, sendo mais aparente em KND e SL (Figura 14). A curva DSC para dilapiol/ β-
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CD obtida por PM, KND, SL mostra o desaparecimento do evento relacionado à 

volatilização do dilapiol, indicando interação entre dilapiol e β-CD. 

 Figura 14. Curvas de DSC dos complexos de inclusão do dilapiol de óleo essencial 

de P. aduncum com β-ciclodextrina     

 

 

 
Figura 15. Curvas de DSC dos complexos de inclusão do dilapiol de óleo essencial de P. 

aduncum com HP-β-ciclodextrina.  
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A curva DSC para HP-β-CD (figura 15) mostra um pico endotérmico: 350-470 °C 

relacionado à sua decomposição. Em relação aos sistemas dilapiol/HP-β-CD, o evento 

térmico relacionado à volatilização do dilapiol desaparece, independentemente do método 

de preparação, indicando interação entre o dilapiol e o HP-β-CD. 

 

5.4.6 Concentração inibitória minima (CIM) 

A atividade antimicrobiana do dilapiol foi verificada através do cálculo da 

concentração inibitória mínima (CIM), que pode ser encontrada na Tabela 8 As 

concentrações inibitórias mínimas no dilapiol foram de 512 µg/mL para S. aureus e E. 

faecalis. Os resultados das CIMs na Tabela 8 indicam a relevância clínica e a atividade 

antibacteriana intrínseca do dilapiol e a expansão dessa atividade inserido em complexos de 

inclusão com ciclodextrina. Esses resultados contribuem para a confirmação do efeito 

antibacteriano atribuído ao dilapiol (Brazão et al., 2014). 

 

Tabela 8. Valores da concentração inibitória mínima (µg mL-1). 

AMOSTRA S. aureus E. faecalis 

Dilapiol 512 512 

Dilapiol-β-CD (MF) 256 512 

Dilapiol-β-CD (KND) 256 256 

Dilapiol-β-CD (SL) 128 256 

  AMOSTRA S. aureus E. faecalis 

Dilapiol 512 512 

Dilapiol-HP-β-CD (MF) 256 256 

Dilapiol-HP-β-CD (KND) 128 256 

Dilapiol-HP-β-CD (SL) 64 128 
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5.4.7 Atividade moduladora 

O teste de modulação medicamentosa foi realizado com dilapiol e seus complexos de 

inclusão com ciclodextrinas e antibióticos comumente prescritos na prática clínica para o 

tratamento de doenças hospitalares, a fim de estabelecer possíveis efeitos sinérgicos ou 

antagônicos. Dois antibióticos sugeridos por (CLSI., 2013) foram utilizados contra cada 

microrganismo em estudo: Ampicilina e Vancomicina (AMP e VAN 1024 µg/mL) contra 

Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis. 

Os resultados da atividade de modulação contra S. aureus (figura 16) mostraram uma 

diminuição na AMP CIM de 256 para 128 µg/mL quando este antibiótico foi usado em 

combinação com dilapiol e dilapiol-β-CD preparado por PM e pelos métodos de KND e SL 

reduziu a CIM diminuiu para 64g µg/mL, destacando um efeito sinérgico muito relevante. Na 

combinação de AMP e complexo de inclusão de dilapiol com HP-β-CD, a diminuição foi de 

128 µg/mL pelo método PM, 64 µg/mL por KND e pelo método SL a diminuição da CIM foi 

de 32 µg/mL, sendo SL CIM de menor concentração, destacando o excelente efeito modulador 

do antibiótico (figura 16). 

 

Figura 16. Efeito modulador do dilapiol do óleo essencial de P. aduncum e seus complexos 

de inclusão com β-CD e HP-β-CD com o antibiótico ampicilina para a bactéria S. aureus. 

 

Para o antibiótico vancomicina, os resultados da atividade moduladora contra S. 

aureus (Figura 17) mostraram uma diminuição na CIM da VAN de 128 para 64 µg/mL. 

Quando este antibiótico é usado com dilapiol complexado com β-CD pelo método PM. 

Usando os métodos KND e SL, a diminuição da CIM foi de 32 µg/mL. Os complexos de 

inclusão de dilapiol pelo HP-β-CD também apresentaram excelentes reduções na CIM, 

enquanto pelo método PM a CIM diminuiu 64 µg/mL, KND 32 µg / mL e pelo método 

Slurry, a redução da CIM foi muito significativa em 16 µg/mL. 
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Figura 17. Efeito modulador do dilapiol do óleo essencial de P. aduncum e seus complexos 

de inclusão com β-CD e HP-β-CD com o antibiótico vancomicina para a bactéria S. aureus. 

  

Os resultados da atividade de modulação contra E. faecalis (Figura 18) mostraram 

uma diminuição na AMP MIC de 256 a 128 µg/mL quando este antibiótico foi usado em 

combinação com dilapiol e dilapiol-β-CD preparado por PM, KND e SL. Na combinação 

de AMP e o complexo de inclusão de dilapiol com HP-β-CD, a diminuição foi de 128 µg/ 

mL pelo método PM, 64 µg/mL por KND e SL. 

 

Figura 18. Efeito modulador do dilapiol do óleo essencial de P. aduncum e seus complexos 

de inclusão com β-CD e HP-β-CD com o antibiótico ampicilina para a bactéria E. faecalis. 

 

Usando os métodos KND e SL, a diminuição da CIM foi de 32 µg/mL. E no método 

SL, a redução na CIM da VAN foi de 32 µg/mL. Os complexos de inclusão de dilapiol por 

HP-β-CD também apresentaram excelentes reduções na CIM, enquanto pelo método PM a 
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CIM diminuiu 64 µg/mL, KND 32 µg/mL e pelo método Slurry, a redução da CIM foi 

muito significativa em 16 µg/mL (figura 19). 

 

Figura 19. Efeito modulador do dilapiol do óleo essencial de P. aduncum e seus complexos 

de inclusão com β-CD e HP-β-CD com o antibiótico vancomicina para a bactéria E. 

faecalis. 

 

A atividade moduladora de medicamentos apoia uma terapia combinada que nem 

sempre melhora os resultados clínicos, mas é capaz de diminuir as chances de resistência 

bacteriana a vários medicamentos, o que é um problema crescente (Walkenhorst et al., 

2016).  

Em associação com antibióticos, foi possível observar sinergismo do dilapiol e um 

potencial efeito sinérgico dos complexos de inclusão contra S. aureus e E. faecalis quando 

combinados com ampicilina e vancomicina. Sinergismo é a combinação de fármacos ou 

compostos naturais, com capacidade de atuar em vários locais onde o microrganismo atua, 

melhorando a ação do produto agonista no teste (Coutinho et al., 2008; Wagner et al., 

2009). Wagner et al., (2009) declararam em seu estudo que os óleos essenciais e seus 

compostos podem atuar na célula microbiana, causando alterações na membrana celular, 

levando à perda de componentes celulares, causando a morte celular. As melhorias 

observadas no trabalho estão ligadas ao complexo de inclusão do dilapiol, que pode 

proporcionar maior penetração da substância com antibióticos. 
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5.5 Nanoformulações com Dilapiol do óleo essencial de P. aduncum 

Validação analítica e bioanalítica de dilapiol (DIL) 

A validação analítica e bioanalítica do dilapiol foi realizada em condições 

otimizadas de 100 µL de amostra, 100 °C e 10 min de tempo de extração. Para fins 

bioanalíticos, a validação foi realizada com matrizes PES e RF. 

Para avaliar a seletividade do método, os cromatogramas com matrizes em branco 

sem dilapiol (fitas da fita adesiva contendo estrato córneo, epiderme, derme e fluido 

receptor) foram comparados com uma solução de referência metanólica de óleo essencial 

de P aduncum (OEPA) com dilapiol a 8,00 µg / mL. Como apresentado na Fig. 20, não 

foram observadas interferências relacionadas à matriz no pico do tempo de retenção do 

dilapiol (cerca de 6,5 min). Nesses termos, o método HS-GC-FID provou quantificar 

dilapiol seletivamente. 

 

Figura 20. Seletividade de (A) fitas contendo estrato córneo suíno, (B) epiderme, (C) 

derme, (D) fluido receptor e (E) a solução de referência de EOPA com (1) dilapiol a 8,00 

µg / mL. 

Os resultados da linearidade são mostrados na Tabela 9 e os coeficientes de 

determinação indicaram que o método é linear para matrizes de PES e RF e solução 

metanólica dentro da faixa de 0,80 - 16,01 µg / mL. O LOD e LOQ foram calculados a 
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partir da curva de calibração, sendo, respectivamente, 0,27 e 0,8 µg / mL para a solução 

metanólica, 1,12 e 2,0 µg / mL para PES e 0,65 e 0,8 µg / mL para FR (Tabela 9). 

Tabela 9. Resultados de linearidade, limite de detecção e limite de quantificação para 

dilapiol de diferentes matrizes. 

Matriz Alcance Equação r² LOD LOQ 

Referência* 0.80 – 16.01 y = 59984x + 9432.5 0.9957 0.27 0.80 

PES 2.00 – 16.01 y = 17278x – 11798 0.9947 1.12 2.00 

RF 0.80 – 16.01 y = 27684x – 130.59 0.9981 0.65 0.80 

* Referências relacionadas à solução de referência, aplicada para validação analítica. 

r²: coeficiente de determinação; LOD: limite de detecção; LOQ: limite de quantificação; 

PES: pele de orelha suína; RF: fluido receptor. 

Faixa, LOD e LOQ expressos em µg / mL. 

A precisão intra-dia das matrizes PES e RF e solução metanólica para dilapiol 

exibiu um desvio padrão relativo (RSD%) entre 0,99 - 18,04%, enquanto a precisão inter-

dia apresentou valores de% RSD em torno de 2,44 - 15,61% (Tabela 10). Além disso, a 

precisão do método foi avaliada mostrando valores entre 2,54 - 15,65% para as 

concentrações e matrizes testadas. 

Em relação à recuperação de dilapiol de matrizes (PES e FR), os resultados foram 

entre 97,57 - 105,43% em ambas as matrizes nas concentrações testadas (Tabela 10). Esses 

resultados mostraram uma alta recuperação (> 97%) com baixo RSD%, confirmando a 

recuperação eficiente de dilapiol das matrizes após o procedimento de extração, permitindo 

a quantificação desse composto em matrizes complexas. 

O efeito de transição foi avaliado juntamente com a precisão inter-dias, uma vez que 

a principal intenção era avaliar as interferências em uma amostra em branco (Guideline on 

bioanalytical method validation, 2012; Monteiro et al., 2014). Após solução metanólica e 

matrizes pontiagudas (PES e RF) na maior concentração da curva de calibração, duas 
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amostras em branco foram injetadas e o sinal de pico do dilapiol foi investigado. O pico de 

sinal do dilapiol nas duas amostras em branco foi inferior a 20% do limite de quantificação 

(LOQ), sugerindo baixa interferência e possibilitando a randomização de análises com 

diferentes concentrações (Guideline on bioanalytical method validation, 2012). 

Os parâmetros investigados acima estão de acordo com as diretrizes oficiais, 

indicando que a metodologia do HS-GC-FID é aceitável e apropriada para quantificar o 

dilapiol da solução metanólica e matrizes complexas (PES e RF). 

Tabela 10. Resultados para precisão intra-dia e inter-dia, exatidão e recuperação do dilapiol 

de diferentes matrizes. 

Matriz Concentração nominal 

(µg/mL) 

Precisão intra-dia (RSD%) Precisão inter-dia 

(RSD%) 

Precisão (RSD 

%) 

Recuperação 

RE% (RSD%) Dia 1 Dia 2 Dia 3 

Referência* 0.80 2.44 2.55 2.85 2.44 2.54 - 

8.00 4.07 2.00 0.99 3.86 3.70 - 

16.01 3.09 4.97 4.83 4.73 4.69 - 

PES 2.00 1.35 9.74 5.98 9.12 9.09 105.43 (5.31) 

8.00 12.78 4.04 7.48 8.52 8.54 97.57 (1.64) 

16.01 13.15 8.17 5.36 8.76 8.76 104.45 (2.20) 

RF 0.80 4.93 18.04 17.02 15.61 15.65 102.14 (9.93) 

8.00 5.52 16.53 10.72 12.21 11.39 101.90 (3.62) 

16.01 2.73 2.27 9.30 5.80 5.82 99.26 (2.02) 

* Referências relacionadas à solução de referência, aplicada para validação analítica. 

PES: pele de orelha suína; RF: fluido receptor. 

% RSD: porcentagem de desvio padrão relativo. 

 

5.5.1 Caracterização de nanoemulsões e transportadores lipídicos nanoestruturados 

contendo Dilapiol do óleo essencial de P. aduncum 

NE e NLC carregados com dilapiol do óleo essencial de P. aduncum foram 

preparados por homogeneização a alta pressão devido a vantagens relacionadas ao menor 

tempo de produção e à ausência de solventes orgânicos (Muller et al., 2011; Vitorino et al., 

2013). Ambos os nanocarreadores carregados com dilapiol apresentaram aparência leitosa e 

opaca, odor amadeirado, com tamanho de gota na faixa nanométrica (em torno de 130 nm) 
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(Fig.21). Em seguida, os nanocarreadores foram espessados pelo polímero de 

hidroxietilcelulose, a fim de proporcionar maior aderência e viscosidade para administração 

tópica (Buwalda et al., 2014; Barradas et al., 2018; McClements et al., 2018). HNE e 

HNLC apresentaram tamanhos de gotículas de 134,31 ± 30,14 e 118,98 ± 8,46 nm, 

respectivamente. As formulações de tamanho nanométrico têm vantagens relacionadas à 

ampla absorção e aumento da permeabilidade, além de minimizar efeitos adversos e 

reações tóxicas (Jaiswal et al., 2015; Singh et al., 2017). 

Além disso, foi observado um índice de polidispersividade estreito em torno de 0,3 

para formulações. NE e NLC apresentaram PDI cerca de 0,20 ± 0,01 e 0,19 ± 0,06, 

respectivamente, enquanto HNE e HNLC apresentaram PDI de 0,28 ± 0,06 e 0,21 ± 0,03, 

respectivamente (fig. 21). Os valores mais altos de PDI encontrados em nanocarreadores 

espessados com hidrogéis podem estar relacionados ao inchaço do polímero na fase 

contínua, impactando nas medidas de dispersão (Alam et al., 2012; Sutradhar et al., 2013). 

Em termos gerais, o índice de polidispersividade estreita (<0,3) atribui monodispersão e 

uniformidade às nanoformulações, compatíveis com o sistema coloidal uniforme (Chetoni 

et al., 2016; Gundel et al., 2018). 

Os resultados do potencial zeta para NE, NLC, HNE e HNLC foram, 

respectivamente, -46,10 ± 0,37, -40,91 ± 12,42, -38,31 ± 2,38 e -36,60 ± 4,80 mV (Fig. 21). 

O potencial zeta negativo das formulações pode ser atribuído ao surfactante não-iônico 

Span 80® (Gundel et al., 2018). Além disso, o potencial zeta, com altos valores no módulo 

(>|30|), é conhecido por fornecer repulsão eletrostática e, portanto, melhor estabilidade dos 

nanocarreadores (Nasseri et al., 2016). 
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Figura 21. Resultados para tamanho de partícula (nm) (A), índice de polidispersividade (B) 

e potencial zeta (mV) (C) para NE, CLN, HNE e HCLN após a preparação. Dados 

apresentados como média ± DP (n = 3). 

NE: nanoemulsão contendo óleo essencial de P. aduncum; CLN: carreador lipídico 

nanoestruturado contendo óleo essencial de P. aduncum; HNE: nanoemulsão espessada 

com hidrogel de hidroxietilcelulose contendo óleo essencial de P. aduncum; HCLN: 

carreador lipídico nanoestruturado espessado com hidroxietilcelulose contendo óleo 

essencial de P. aduncum. 

O conteúdo de dilapiol de NE, CLN e hidrogéis derivados foi avaliado após a 

preparação e os resultados são apresentados na Fig. 22. O conteúdo para as formulações 
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desenvolvidas estava entre 89,75 - 115,39%. O menor teor de CLN e seu hidrogel derivado 

(89,75 e 100,52%, respectivamente), em comparação com NE e HNE (115,39 e 111,61%, 

respectivamente), pode estar relacionado ao processo de produção que envolveu 

aquecimento, o que pode promover a volatilização da do óleo durante a fabricação, 

impactando no conteúdo do dilapiol. 

 

Fig. 22. Teor de dilapiol (%) para NE, NLC, HNE e HNLC após a preparação. Dados 

apresentados como média ± DP (n = 3). 

NE: nanoemulsão contendo óleo essencial de P. aduncum; CLN: carreador lipídico 

nanoestruturado contendo óleo essencial de P. aduncum; HNE: nanoemulsão espessada 

com hidrogel de hidroxietilcelulose contendo óleo essencial de P. aduncum; HCLN: 

carreador lipídico nanoestruturado espessado com hidroxietilcelulose contendo óleo 

essencial de P. aduncum. 

O tamanho e a morfologia do NE, CLN, HNE e HCLN contendo óleo essencial de 

P. aduncum foram realizados por Microscopia Eletrônica de Transmissão e as imagens são 

compiladas na Fig. 23. As micrografias revelaram tamanhos de partícula comparáveis aos 

obtidos pela análise DLS em torno de 130 nm, indicando estrutura esférica, homogênea e 

lisa (Hu et al., 2016).  
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Fig. 23. Micrografias TEM com ampliação de 200 K (A, C, E, G) e 500 K (B, D, F, H) de 

NE (A-B), NLC (C-D), HNE (E-F) e HNLC (G-H). 

TEM: microscopia eletrônica de transmissão; NE: nanoemulsão contendo óleo essencial de 

P. aduncum; CLN: carreador lipídico nanoestruturado contendo óleo essencial de P. 

aduncum; HNE: nanoemulsão espessada em hidrogel contendo óleo essencial de P. 

aduncum; HCLN: carreador lipídico nanoestruturado espessado com hidrogel contendo 

óleo essencial de P. aduncum. 

5.5.2 Comportamento reológico de hidrogéis contendo dilapiol do óleo essencial P. 

aduncum 

A nanoemulsão espessada com hidrogel de hidroxietilcelulose e o carreador lipídico 

nanoestruturado espessado com hidrogel de hidroxietilcelulose contendo óleo essencial de 

P. aduncum foram caracterizados por seu perfil reológico e os resultados são mostrados na 

Fig. 24 e Tabela 11. 

Conforme apresentado nos reogramas, o espessamento da nanoemulsão e do 

carreador lipídico nanoestruturado contendo óleo essencial de P. aduncum com o polímero 

derivado de celulose diminuiu a viscosidade do hidrogel quando comparado com apenas o 

hidrogel de hidroxietilcelulose, o que pode estar relacionado à maior viscosidade e 

densidade da água (Fig. 24A). Além disso, o HCLN apresentou uma viscosidade mais alta 
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em comparação com o HNE, principalmente relacionada à presença de um lipídio sólido no 

núcleo oleoso do HCLN (Fig. 24B).  

 

Fig. 24. Reogramas contendo curvas ascendentes e descendentes do hidrogel de 

hidroxietilcelulose em branco sem nanoemulsão ou carreador lipídico nanoestruturado 

(HH), nanoemulsão espessada com hidrogel com hidroxietilcelulose contendo óleo 

essencial de P. aduncum (HNE) Carreador lipídico nanoestruturado com hidroxietilcelulose 

contendo óleo essencial de P. aduncum. Os resultados são apresentados como média ± DP 

(n = 3). 
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Os reogramas para hidrogéis apresentados na Fig. 24 mostraram um comportamento 

pseudoplástico não newtoniano, uma vez que a viscosidade não é constante e diminui com 

o aumento da taxa de cisalhamento. Para confirmar o comportamento reológico das 

formulações, diferentes modelos matemáticos (Bingham, Ostwald, Casson e Herschel-

Bulkley) foram aplicados aos dados para prever o comportamento do fluxo (Tabela 11). O 

modelo de melhor ajuste selecionado para todas as formulações foi o modelo de fluxo de 

Ostwald baseado no valor do coeficiente de determinação (r²). A partir da equação de 

Ostwald, o valor do índice de fluxo para HNE e HCLN foi obtido a partir da inclinação da 

equação, sendo, respectivamente, 0,62 e 0,503, inferiores a 1, confirmando que ambos os 

hidrogéis possuem fluxo não newtoniano com comportamento pseudoplásico (Tabela 11) 

(Aulton et al.,2001). Além disso, observou-se um leve comportamento tixotrópico para HH, 

HNE e HCLN, pois as curvas de fluxo ascendente e descendente não se sobrepõem, estando 

relacionadas a uma diminuição da viscosidade ao longo do tempo sob um cisalhamento 

constante (viscosidade dependente do tempo). 

O fluxo não newtoniano com comportamento pseudoplásico dos hidrogéis contendo 

óleo essencial de P. aduncum é digno de nota em produtos farmacêuticos. A alta 

viscosidade e o comportamento tixotrópico das formulações promovem o fluxo livre ao sair 

da embalagem e espalhar sobre a pele, reduzir a mobilidade da fase dispersa e atrasar os 

eventos de instabilidade (Aulton et al.,2001; Borghetti et al., 2007). 

Tabela 11. Coeficientes de determinação (r²) para modelos de fluxo reológico com base na 

taxa de cisalhamento e nas curvas de tensão de cisalhamento dos hidrogéis. 

Formulação 

Coeficiente de determinação por modelo (r²) 

Bingham Ostwald Casson Herschel-Bulkley 

HH 0.98 0.9988 0.9919 0.9667 

HNE 0.9868 0.9983 0.9941 0.9791 
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HCLN 0.9868 0.9999 0.9965 0.9718 

 

HH: hidrogel de hidroxietilcelulose em branco sem nanoemulsão ou veículo lipídico 

nanoestruturado; HNE: nanoemulsão espessada com hidrogel de hidroxietilcelulose 

contendo óleo essencial de P. aduncum; HCLN: carreador lipídico nanoestruturado 

espessado com hidroxietilcelulose com hidrogel contendo óleo essencial de P. aduncum. 

5.5.3 Medições de bioadesão 

Para os fins deste ensaio, a pele da orelha de porco foi usada como tecido biológico. 

Os estudos de bioadesão para NE, CLN, HNE e HCLN são apresentados como força de 

deslocamento e trabalho de adesão, conforme compilado na Fig. 25. O trabalho de adesão 

(mN.mm), uma medida direta de bioadesão nos tecidos, foi calculado a partir de a área sob 

a curva obtida pela relação entre a força de descolamento (mN) versus a distância de 

desconexão (mm) (Nep et al., 2011). 

Os resultados demonstraram o mesmo perfil de força de descolamento e trabalho de 

adesão para todas as formulações testadas (Fig. 25). Os nanossistemas espessados em 

hidrogéis mostraram-se mais bioadesivos, pois os trabalhos de adesão e força de 

descolamento foram, respectivamente, cerca de 8x e 3x maiores para HNE e HCLN em 

comparação com NE e CLN, mostrando diferenças significativas (p ≤ 0,05). Em termos de 

aspecto, NE e CLN são soluções líquidas esbranquiçadas com viscosidade muito baixa, 

enquanto HNE e HCLN consistem em estruturas poliméricas 3D com maior viscosidade e 

característica semi-sólida. A maior viscosidade dos hidrogéis é atribuída ao inchaço do 

polímero na fase contínua da nanoemulsão e do transportador lipídico nanoestruturado, o 

que levou a uma maior força de descolamento da pele suína (Alam et al., 2012; Sutradhar et 

al., 2013). Assim, a rede polimérica da hidroxietilcelulose nos nanossistemas espessados 

com hidrogéis está relacionada à maior bioadesividade do HNE e do HCLN em 
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comparação com o NE e o CLN, influenciando principalmente o tempo de permanência dos 

hidrogéis na pele de orelha suína. 

A característica bioadesiva é uma propriedade interessante para os nanossistemas, 

pois o tempo de permanência pode ser prolongado, levando a uma redução na dose e na 

frequência de aplicação, e também pode impactar na melhor adesão do paciente (Carvalho 

et al., 2013). 

 

Fig. 25. Medições de bioadesão da força (A) e trabalho de adesão (B) para NE, CLN, HNE 

e HCLN. Os resultados são apresentados como média ± DP (n = 6). Letras diferentes 

significam diferença estatística (p ≤ 0,05), enquanto as mesmas letras não indicam 

diferença estatística (p ≥ 0,05). NE: nanoemulsão contendo óleo essencial de P. aduncum; 

CLN: carreador lipídico nanoestruturado contendo óleo essencial de P. aduncum; HNE: 

nanoemulsão espessada com hidrogel de hidroxietilcelulose contendo óleo essencial de P. 

aduncum; HCLN: carreador lipídico nanoestruturado espessado com hidroxietilcelulose 

com hidrogel contendo óleo essencial de P. aduncum. 

5.5.4 Liberação de dilapiol das formulações 

Os perfis de liberação de dilapiol do óleo essencial de P. aduncum e nanossistemas 

foram avaliados em células de difusão do tipo Franz com membranas de éster de celulose, 

como mostrado na Fig. 26. 
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Durante 12 horas, alíquotas de RF foram coletadas e analisadas por HS-GC-FID. A 

quantidade total de dilapiol liberado e as formulações foram estimadas em porcentagem e 

os resultados foram 10,53 ± 4,58, 12,17 ± 0,50, 3,96 ± 0,81 e 8,13 ± 0,47% para OEPA, 

NE, CLN e HNE, respectivamente. A liberação de dilapiol foi mais rápida em comparação 

com as formulações, especialmente nas primeiras 6 h, atingindo um platô após 10 h (Fig. 

26). A NE foi a substância testada que apresentou melhores resultados em termos de 

liberação de dilapiol. Foi relatado anteriormente que a nanoencapsulação pode favorecer a 

liberação de compostos ativos devido ao tamanho nanométrico e à alta área interfacial (Rai 

et al., 2018). 

Além disso, o dilapiol de NE, CLN e HNE mostrou uma liberação controlada e 

constante, onde o nanocarreador parece fornecer um padrão de liberação bifásico 

caracterizado por uma explosão inicial (mais rápida nas primeiras 2 h), seguida por uma 

liberação comparativamente mais lenta e contínua (Fig. 26) A liberação de dilapiol do NE 

foi superior a CLN em torno de 3x, o que pode estar relacionado ao núcleo sólido do CLN, 

exigindo mais tempo para o dilapiol deixar o núcleo oleoso e se difundir através da 

membrana. Üner e co-autores relataram diferenças entre a nanoemulsão e o carreador 

lipídico nanoestruturado nas taxas de difusão do celecoxib, atribuindo esse efeito à 

mobilidade e maleabilidade das gotículas de nanoemulsão (Uner et al., 2014). Além disso, 

uma baixa liberação foi observada para HNE em comparação com NE, quase 1,5x, 

principalmente associada ao aumento da viscosidade do hidrogel (Contri et al., 2010). 
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Fig. 26. Perfil de liberação do dilapiol do óleo essencial de P. aduncum (EOPA), 

nanoemulsão contendo óleo essencial de P. aduncum (NE), carreador lipídico 

nanoestruturado contendo óleo essencial de P. aduncum (CLN) e nanoemulsão espessada 

com hidrogel contendo óleo essencial de P. aduncum (HNE) ) (n = 3). 

5.5.5 Estudos de permeação / retenção in vitro 

Os estudos de permeação / retenção in vitro para dilapiol, NE, CLN, HNE e HCLN 

foram realizados com aparelho celular de difusão Franz. A Figura 27 mostra os resultados 

da permeação de dilapiol na epiderme, derme e fluido receptor após o ensaio com pele de 

porco. 
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Fig. 27 Quantidade cumulativa permeada de dilapiol, nanoemulsão contendo óleo essencial 

de P. aduncum (NE), carreador lipídico nanoestruturado contendo óleo essencial de P. 

aduncum (CLN), nanoemulsão espessada por hidrogel contendo óleo essencial de P. 

aduncum (HNE) e carreador lipídico nanoestruturado espessado com hidrogel contendo 

óleo essencial de P. aduncum (HCLN). Após 8 h, o estrato córneo não foi encontrado em 

todas as substâncias testadas. Os resultados são apresentados como média ± DP (n = 5). 

 

As mesmas letras significam diferença estatisticamente significante pela ANOVA 

unidirecional seguida pelo teste post hoc de Tukey (p ≤ 0,05). Os asteriscos (*) representam 
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diferença estatisticamente significativa de NE, HNE, NLC e HNLC pela ANOVA de uma 

via, seguida pelo teste post hoc de Tukey (p ≤ 0,05). 

Após 8 h, o dilapiol, não foi encontrado no estrato córneo para todas as substâncias 

testadas. A quantidade cumulativa permeada de dilapiol estava na ordem do líquido 

receptor >> epiderme >> derme. Este resultado evidencia a alta capacidade do dilapiol para 

penetrar nos tecidos profundos. Os óleos essenciais e seus compostos ativos são capazes de 

superar a barreira cutânea afetando o empacotamento intercelular dos lipídios do estrato 

córneo, o que poderia ser uma explicação para a permeação de dilapiol (Asbill et al., 2000). 

Além disso, para NE, CLN, HNE e HCLN, a quantidade cumulativa permeada de 

dilapiol estava na ordem derme >> epiderme (Fig. 27). Como pode ser observado, para 

todas as formulações que contêm nanocarreadores, mesmo os espessados com 

hidroxietilcelulose, a camada que mais reteve o dilapiol foi a derme, atribuindo esse efeito à 

capacidade dos nanocarreadores de solubilizar substâncias hidrofílicas e lipofílicas, 

tamanho pequeno e grande área superficial, promovendo a penetração em camadas mais 

profundas (Roberts et al., 2017). Isso é desejável, uma vez que existem vários tipos de 

células responsáveis pelos processos de inflamação e cicatrização na derme (Benson et al., 

2011). Além disso, foi observada uma menor retenção de dilapiol na derme de HNE e 

HCLN, em comparação com NE e CLN (Fig. 27). Os nanocarreadores espessados com 

hidrogéis podem interferir na liberação de compostos ativos devido à alta viscosidade, 

fazendo com que os ativos deixem a rede polimérica e depois penetrem na pele (Contri et 

al., 2010). 

Somente para OEPA pura, o dilapiol foi encontrado no fluido receptor (Fig. 27). A 

absorção de dilapiol do óleo essencial puro pode afetar a toxicidade e provocar efeitos 

sistêmicos indesejados. Como observado, para NE, CLN, HNE e HCLN, o dilapiol não foi 

percebido no fluido receptor, mostrando a capacidade dos nanocarreadores em diminuir a 

absorção sistêmica. As nanoformulações oferecem vantagens notáveis relacionadas à 
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aplicação mais fácil, absorção sistêmica reduzida e seletividade aprimorada à pele afetada 

em comparação aos tratamentos tradicionais (Vogt et al., 2016). 

Os resultados acima são muito promissores quando a intenção é aplicar formulações 

contendo nanocarreadores para o tratamento de processos inflamatórios tópicos. 

5.5.6 Perfil de segurança da HET-CAM 

O teste da membrana corioalantóica da galinha (HET-CAM) é um modelo 

alternativo simples, barato e in vitro ao uso de animais capazes de avaliar o potencial 

irritante de substâncias e formulações, incluindo hidrogéis, fornecendo resultados 

preliminares de triagem de eventos vasculares e avaliação de segurança antes estudo in vivo 

(Luepke, 1985; Luepke et al., 1986; Vargas et al., 2007; Pereira et al., 2016; Batista-

Duharte et al., 2016).   

A Figura 28 e a Tabela 12 apresentam os resultados de irritação na CAM (n = 5). O 

lauril sulfato de sódio a 1% p / ve o hidróxido de sódio (NaOH) 0,1 M foram aplicados 

como controle positivo para vasoconstrição e hemorragia e coagulação, respectivamente. 

Os escores de irritação para lauril sulfato de sódio e NaOH foram, respectivamente, 11,14 e 

13,51, sendo ambos extremamente irritantes. Além disso, como solução de controle 

negativo (não irritante) de cloreto de sódio (NaCl 0,9% p / v) foi utilizada, cuja pontuação 

de irritação foi 0, como esperado, não sendo irritante para a CAM. Para solubilizar o óleo 

essencial de P. aduncum na mesma proporção dos nanossistemas, o óleo de oliva foi 

aplicado, uma vez que é considerado um controle não irritante e apresentou escore de 

irritação 0, como esperado (Villone et al., 2008). As formulações em branco sem o óleo 

essencial (B-NE, B-CLN, HB-NE e HB-CLN) apresentaram escore de irritação de 0, sendo 

consideradas não irritantes, confirmando que os surfactantes e polímeros não influenciaram 

a toxicidade nas formulações . Enquanto isso, a OEPA solubilizada em azeite na proporção 

de 1:20 mostrou um ligeiro escore de irritação de 4,38. Além disso, CLN contendo dilapiol 

e seu hidrogel derivado (HCLN) apresentaram um ligeiro escore de irritação de 4,68 e 4,82, 
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respectivamente, enquanto o mesmo padrão foi observado para o NE e hidrogel derivado 

(HNE), 4,68 e 4,82, respectivamente. Esses resultados sugerem que as formulações 

contendo OEPA apresentaram baixo índice de irritação, o que pode estar relacionado aos 

seus compostos, incluindo o dilapiol. Em estudos anteriores, o óleo essencial de P. 

aduncum pode ser considerado genotoxicamente seguro (Guerrini et al., 2009). Por outro 

lado, a toxicidade do óleo essencial de P. aduncum contra larvas de Rhipicephalus 

(Boophilus) microplus foi descrita (Silva et al., 2009). Também foi relatado que o OEPA é 

capaz de aumentar a curva de fragilidade osmótica dos glóbulos vermelhos (Barros et al., 

2016). Esses achados indicam que o óleo essencial tem de fato uma correlação com o 

potencial irritante encontrado no ensaio HET-CAM, no entanto, a literatura não apresenta 

uma explicação clara sobre a provável causa de irritação da OEPA. É importante destacar 

que a toxicidade e irritabilidade das substâncias dependem de vários fatores, inclusive 

composição e concentração (Barros et al., 2016). Nesse sentido, como sugestão para 

substâncias pouco irritantes, Oliveira e co-autores recomendaram um ponto de corte de 4,9, 

indicando baixo potencial irritante para formulações abaixo desse valor (Oliveira et al., 

2012). Assim, como as pontuações IS para todas as formulações contendo óleo essencial de 

P. aduncum (NE, CLN, HNE e HCLN) foram inferiores a 4,9, os nanossistemas 

desenvolvidos e os hidrogéis derivados foram considerados seguros para aplicação tópica. 
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Fig. 28. Sequência de fotografias que ilustram os efeitos de diferentes substâncias aplicadas 

na membrana corioalantóica durante um período de 5 minutos. (A) NaOH 0,1 M; (B) 

laurilsulfato de sódio a 1% p / v; (C) NaCl 0,9% p / v; (D) azeite; (E) Óleo essencial de P. 

aduncum: Azeite (1:20 v / v); (F) nanoemulsão em branco; (G) Nanoemulsão contendo óleo 

essencial de P. aduncum; (H) carreador lipídico nanoestruturado em branco; (I) carreador 

lipídico nanoestruturado contendo óleo essencial de P. aduncum; (J) nanoemulsão em 

branco espessada em hidrogel; (K) nanoemulsão espessada em hidrogel contendo óleo 

essencial de P. aduncum; (L) carreador lipídico nanoestruturado espessado em hidrogel; 

(M) carreador lipídico nanoestruturado espessado com hidrogel contendo óleo essencial de 

P. aduncum. 

 

Table 12. Classificação dos escores cumulativos no teste da membrana corioalantóica 

(HET-CAM) (n = 5). 

 IS (RSD) Resultados 

NaCl 0.9% m/v 0 (0) Não irritante 

Lauril sulfato de sódio 1% m/v 11.14 (0.62) Extremamente irritante 

NaOH 0.1 M 13.51 (1.15) Extremamente irritante 

Óleo de oliva 0 (0) Não irritante 

EOPA : Óleo de oliva (1:20) 4.38 (3.61) Levemente irritante 

B-NE 0 (0) Não irritante 

NE 4.08 (9.88) Levemente irritante 

HB-NE 0 (0) Não irritante 

HNE 4.81 (0.38) Levemente irritante 

B-CLN 0 (0) Não irritante 

CLN 4.68 (6.77) Levemente irritante 
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HB-CLN 0 (0) Não irritante 

HCLN 4.82 (0.29) Levemente irritante 

IS: escore de irritação; RSD: desvio padrão relativo em porcentagem; B-NE: nanoemulsão 

em branco; B-CLN: carreador lipídico nanoestruturado em branco; NE: nanoemulsão 

contendo óleo essencial de P aduncum; CLN: carreador lipídico nanoestruturado contendo 

P. aduncum; HB: hidrogel de hidroxietilcelulose; HB-NE: nanoemulsão em branco 

espessada em hidrogel; HB-CLN: carreador lipídico nanoestruturado espessado em 

hidrogel; HNE: nanoemulsão espessada em hidrogel contendo óleo essencial de P. 

aduncum; HCLN: carreador lipídico nanoestruturado espessado com hidrogel contendo P. 

aduncum. 

 

6. CONCLUSÕES 

 

 O oleo essencial de Piper aduncum extraído por arraste a vapor em extrator elétrico 

apresentou elevados rendimentos de óleos essenciais e o alto teor de dilapiol; 

 As análises cromatográficas do óleo essencial de P. aduncum identificou o teor de 

80.05% de dilapiol; 

 Pela primeira vez foram relizadas microemulsões com dilapiol do óleo essencial de 

P. aduncum para os estudos que provaram que esta formulação é uma via alternativa 

na busca de substâncias que melhoram a ação dos antimicrobianos, de modo que, 

quando testados com bactérias Gram-positivas, foram observados sinergismo e 

antagonismo em combinação com os medicamentos. A microemulsão com dilapiol 

se apresenta como um agente modulador da atividade antimicrobiana, sendo um 

produto natural que pode representar uma alternativa interessante nos esforços para 

combater doenças infecciosas e patógenos causados por bactérias resistentes aos 

antibióticos atuais. 
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 Este é o primeiro estudo de complexos de inclusão de dilapiol com ciclodextrinas. 

Os resultados de FTIR, SEM, DRX, TG revelaram que o Dilapiol foi capaz de 

formar com sucesso os complexos de inclusão. Consequentemente, o FTIR mostrou 

deslocamentos nos números de onda e uma variação no pico de intensidade 

característica da ciclodextrina e dilapiol. As caracterizações morfológicas e 

cristalinas mostraram variações na forma, aparência, e perfil amorfo dos complexos 

em comparação com ciclodextrinas isoladamente. Quanto à análise térmica, as 

variações de temperatura nas perdas de massa e variações de entalpia entre o 

dilapiol confirmam a formação de complexos de inclusão. Os complexos de 

inclusão com conteúdo de dilapiol se apresentou como um potente antibacteriano e 

agente modulador da atividade antibacteriana. 

 Pela primeira vez foram avaliados o potencial do dilapiol em formulações 

farmacêuticas como os carreadores lipídicos nanoestruturados e nanoemulsões para 

a permeação tópica e liberação das substâncias nas formulações em nano. O dilapiol 

nas formulações foi identificado/retido nas camadas mais profundas da pele, sem 

acessar o fluido receptor que mostra que a substância não acessa a corrente 

sanguínea evitando assim níveis tóxicos no organismo. Já o dilapiol puro foi 

identificado até no fluido receptor. Isso mostra que as nanoformulações capacitaram 

a retenção do dilapiol nas camadas mais profundas da pele. Este estudo mostra a 

capacidade das nanos para a produção de medicamentos por via tópica. 
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Abstract: This review aims to provide a critical review of the biological performance of natural 

and synthetic substances complexed with cyclodextrins, highlighting: (i) inclusion complexes with 

cyclodextrins and their biological studies in vitro and in vivo; (ii) Evaluation and comparison of 

the bioactive efficacy of complexed and non-complexed substances; (iii) Chemical and biological 

performance tests of inclusion complexes, aimed at the development of new pharmaceutical 

products. Based on the evidence presented in the review, it is clear that cyclodextrins play a vital 

role in the development of inclusion complexes which promote improvements in the chemical and 

biological properties of the complexed active principles, as well as providing improved solubility 

and aqueous stability. Although the literature shows the importance of their ability to help 

produce innovative biotechnological substances, we still need more studies to develop and 

expand their therapeutic properties. It is, therefore, very important to gather together evidence of 

the effectiveness of inclusion complexes with cyclodextrins in order to facilitate a better 

understanding of research on this topic and encourage further studies. 

Keywords: cyclodextrins; substances; inclusion complexes; pharmaceutical technology; biological 

assays; drug delivery 
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