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RESUMO

O controle de arboviroses ¢ deficiente em funcdo da falta de alternativas de prevengdo ou
tratamentos profilaticos. Uma alternativa ¢ o controle do vetor da transmissao, o mosquito fémea
de Aedes aegypti. Contudo, elevadas taxas de resisténcia aos inseticidas constituem um problema
de controle do vetor e aumento da toxicidade. Espécies do género Pterocaulon possuem muitos
relatos de uso etnofarmacoldgico como repelente. Dentre essas, destaca-se a P. polystachyum,
espécie rica em 6leos essenciais e que ja teve sua atividade larvicida comprovada. No entanto, se
tratando de oOleos essenciais e conhecida volatilidade, uma estratégia que tem sido investigada
consiste na incorporagdo em sistemas nanoestruturados, a fim de melhorar estabilidade e
podendo prolongar o tempo de liberacao do produto. Nesse sentido, o presente trabalho teve por
objetivo extrair e caracterizar o 6leo essencial de P. polystachyum e incorpora-lo em um sistema
nanoestruturado, visando a atividade larvicida contra as larvas de A. aegypti. O 0leo essencial
apresentou rendimento de 0,17 %. A nanoemulsdo contendo o 6leo (NEg.,) apresentou-se estavel
durante o periodo de 60 dias. Foram testadas a atividade larvicida do 6leo essencial ¢ a NEgje,
nas concentracdes de 750 - 23,44 pg/mL no periodo de 24 e 48 horas. O 6leo demonstrou
atividade promissora, matando até¢ 80% das larvas em 48h. A NEg, apresentou potencial
atividade também, matando proximo de 80%. Contudo, mais testes serdo realizados para

comprovar o perfil da atividade.

Palavras-chaves: Pterocaulon polystachyum, 6leo essencial, Aedes aegypti, nanoemulsao.



ABSTRACT

The control of arbovirosis is deficient due to the lack of prevention alternatives or prophylactic
treatments. Current option is to control the transmission vector which is Aedes aegypti female
mosquito. However, a vector control issue arises due to the high resistance rate of the most
commonly used insecticides. It is described for the species inside the genus Pterocaulon spp.
ethnopharmacological activity as a repellent agent. The species P. polystachyum is one of the
richest in essential oil and has larvicidal activity described. However, essential oils are volatile
compounds and a strategy used for it is the incorporation in nanostructures systems with the
intent of improve stability and increase release time. Moving forward, the aim of this study was
to elicit the essential oil of P. polystachyum and incorporate it in a nanostructured system, aiming
the larvicidal activity against A. aegypti larvae. The essential oil yielded 0,17% (w/v). The
nanoemulsion holding the oil (NE,;) remained stable during the 60 days period. Larvicidal
activity were tested for both essential oil and NE,; using the concentration range of 750 - 23,44
pg/mL in 24 and 48 hours periods. The essential oil demonstrated promising activity, killing
80% of the larvae in 48h. Also, the nanoemulsion showed potential activity as well, killing

approximately 80%. More tests will be done to evidence the activitie’s profile.

Keywords: Pterocaulon polystachyum, essential oil, Aedes aegypti, nanoemulsion.



1. INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti ¢ o vetor mais comum transmissor de arboviroses como a
dengue, febre chikungunya, zika virus, febre amarela, dentre outras doencas. Atualmente, a

2036 gerando de 50 a 100 milhdes de infecgdes por ano.’

dengue ¢ a arbovirose mais transmitida
De origem africana subsaariana, o0 mosquito A. aegypti ¢ o de maior importancia epidemioldgica.
O ciclo de vida deste género leva de 7 a 10 dias para chegar ao estado adulto, responsavel pela

transmissio da dengue, da febre chikungunya e da doenca da zika.'*>°

O virus da dengue e do zika s3o virus de RNA pertencentes ao género Flavivirus da familia
Flaviviridae, ja& o virus da febre chikungunya pertence ao género Alphavirus, da familia
Togaviridae. A dengue ainda ndo possui nenhum método de profilaxia como vacinas ou
medicamentos, por isso o controle de proliferacdo do vetor se torna relevante no controle dos
casos novos ¢ recidivas, além de prevenir a co-infec¢do por mais de um sorotipo de virus. Ja
foram descritos, até o momento, 4 sorotipos de virus da dengue e a co-infec¢do por mais de um
tipo torna agravante a situagdo do paciente infectado.®'* Assim como a dengue, a chikungunya e
o zika virus ndo possuem métodos de prevencao, também necessitando do controle do vetor para

diminuir o nimero de novos casos.

Apos a infeccdo pelo virus os sintomas comegam a aparecer entre 4 ¢ 7 dias e podem durar
de 3 a 10 dias'* pode se apresentar de duas formas: a dengue classica e a febre hemorragica da
dengue, sendo essa a mais grave e potencialmente fatal. O Ministério da Saude, até a semana
epidemiologica 19 de 2017, registrou mais de 140.000 de casos provaveis de dengue, acima de

80.000 casos provaveis de febre chikungunya e acima de 9.000 casos provaveis de zika virus.’

A necessidade de atingir o vetor pelo seu estado larval se da pelo elevado grau de
domesticacdo do mosquito adulto, que habita residéncias, principalmente urbanas e sua elevada
taxa de resisténcia aos inseticidas piretroides, organoclorados e organofosforados ja encontrados
no mercado.® Além da resisténcia aos repelentes no mercado, no caso dos organoclorados seu
uso continuo e a aplicacdo com frequéncia na pele ndo sdo medidas recomendadas, devido aos
potenciais efeitos toxicos dos compostos que sdo absorvidos pela pele®, com isso, o uso de

derivados de produtos naturais tem se tornado crescente € com muita aceitagcao popular.



O emprego de plantas para usos medicinais, de forma popular, se tornou amplamente
disseminado no Brasil. Plantas do género Pterocaulon sdo comumente utilizadas na Argentina,
Australia, Brasil, Madagascar e Martinica (Medeiros-Neves, a submeter). Ja foram descritos usos
etnofarmacoldgicos como: antifungico, antipirético, digestivo, antiséptico, emenagogo, doengas
hepaticas, picadas de cobras, artrite, pesticida e como plantas aromaticas. A espécie Pterocaulon
polystachyum DC. possui elevado teor de 6leos essenciais e forte odor caracteristico, devido a
pubescéncia glandulosa, unica do género a apresentar essa caracteristica.'® Para essa espécie
encontram muitos relatos de usos etnofarmacolégicos, dentre eles o uso como repelente.''”’
Estudos mais recentes, desenvolvidos por Ciccia e col. (2000) demonstraram a atividade
larvicida frente a cepas de Aedes aegypti a partir de extratos metanolicos. Ja, Vera e

colaboradores em 2006 descreveu a atividade de extratos com as cumarinas isoladas e em

combinagdes que foram incorporados a dieta de larvas de Spodoptera frugiperda.

No entanto, o uso de compostos extraidos diretamente das plantas apresenta diversas
dificuldades® como a aceitagio do usuario, evaporagio do 6leo volatil, baixa solubilizagdo de
compostos oleosos, dor ao administrar compostos muito oleosos’, dentro outros, por isso o
desenvolvimento de compostos nanoestruturados, tais como: lipossomas; nanoemulsdes e
nanoparticulas vém crescendo. A busca por esses sistemas de incorporagdo ocorre devido as
inimeras vantagens, como a estabilidade da formulagdo, menor degradagdo do 6leo ou farmaco,
biocompatibilidade, podendo inclusive, ser utilizadas em sondas de alimentagdo parenteral de

trés fases, pelo tamanho de particula ser capaz de ser utilizado no sistema venoso.

O desenvolvimento de sistemas nanoestruturados tem crescido devido a sua aplicabilidade
ser muito ampla, desde os cosméticos até produtos para uso interno, como antifingicos (ex:
anfotericina lipossomal). Tais modificagdes tornam a formulacdo mais estavel, pois os
compostos de baixa solubilidade apresentam, diversas vezes, precipitacio ou floculacio”, esses
sistemas podem, inclusive, prolongar o tempo de liberagao do fairmaco e diminuindo o nimero
de doses administradas ao paciente. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi a obtencdo do
6leo essencial espécie P. polystachyum e incorporagdo deste numa nanoemulsdo para aplicacao

contra larvas do mosquito Aedes aegypti.
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2.  MATERIAIS E METODOS

2.1. Produtos quimicos e Solventes

Para o preparo das formulagdes foram utilizados triglicerideos de cadeia média (TCM) da
Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Germany),; monooleato de sorbitano (Span® 80) da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) e polissorbato 80 (Tween® 80) da Synth (Sao Paulo, Brasil) e
agua ultrapura a partir do aparato Milli-Q® (Millipore, Billerica, USA). Para os experimentos

larvicidas foram utilizadas ragdo CatChow® (Vevey, Switzerland).

2.2. Material Vegetal

As partes aéreas de P. polystachyum foram coletadas no municipio de Nova Santa Rita,
Rio Grande do Sul, Brasil, em janeiro de 2016, sob orientagdo do botanico Sergio A. L.
Bordignon (Universidade La Salle — Canoas, UNILASALLE, Brasil). Um espécime de voucher
foi depositado no Herbarium do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Rio

Grande do Sul (ICN 157763). As partes aéreas foram mantidas congeladas em freezer a -20°C.

2.3. Manutencao dos Mosquitos

Foram utilizados mosquitos da espécie A. aegypti cepa Rockefeller, mantidas no
Laboratorio de Parasitologia da UFRGS, sob temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 12h claro
e 12h escuro e umidade relativa do ar 80%. Os mosquitos adultos foram mantidos em gaiolas de
30x30x30 cm, onde foi oferecido como fonte carboidratos uma solucdo aquosa com mel de

abelhas e repasto sanguineo provindo de ratos.

Para a manuten¢ao constante da criagdo, a ovoposi¢cdo ocorreu em substratos de cor escura
com a parte interna revestida de papel filtro, sendo este retirado minimamente semanalmente. Os
ovos, consequentemente foram eclodidos com o auxilio de um equipamento a vacuo, e as larvas
mantidas em 4agua filtrada e alimentadas com ragdo CatChow® triturada e esterilizada em
bandejas, no interior de incubadora com demanda bioquimica de oxigénio (B.O.D), com

temperatura e fotoperiodo controladas, nas mesmas condigdes citadas anteriormente.
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24. Obtencao do 6leo volatil

O ¢leo essencial foi obtido a partir das partes aéreas, que foram mantidas congeladas até
sua utilizagdo. A extragdo do 6leo essencial foi realizada por hidrodestilagdo usando um aparelho
do tipo Clevenger por 4h, segundo metodologia proposta pela Farmacopeia Brasileira (5* Ed.). O
oleo essencial foi coletado, seco com sulfato de sddio e armazenado em frascos ambar a 4 ° C até

analise.

2.5. Analise do 6leo volatil

O dleo foi analisado por cromatografia gasosa (CG) e cromatografia gasosa acoplado a
espectrometro de massas (CG/EM), utilizando o cromatografo (Shimadzu GC-17A), equipado
com uma coluna capilar de silica fundida (30 m; 0,25 mm; 0,25 um, revestida com DB-5). A
temperatura foi programada para atingir 300°C, a partir da temperatura de 60°C com o fluxo de
3°C/min. As temperaturas do injetor ¢ do detector foram acertadas em 220°C e 250°C,
respectivamente. O cromatografo foi equipado com um detector de ionizagdo de chama,
enquanto na andlise do CG/MS um sistema de espectrofotometro de massa (MS) quadruplo (QP
5000) operando a 70 eV numa faixa de massa de 40-400 m/z. A composicao relativa do 6leo foi
obtida a partir da integragdo eletronica, sem levar em conta fatores de resposta. A identificacao
de compostos baseou-se numa comparagdo de indices de reten¢ido'® (determinada comparados
aos tempos de reten¢do de séries homodlogas de n-alcanos), de espectros de massa com os de

amostras auténticas e dados da biblioteca NIST GS-MS com a literatura.’

2.6. Desenvolvimento da nanoemulsao

Foram preparadas duas nanoemulsdes, uma contendo os triglicerideos de cadeia média
(TCM) (NEtcm) e outra contendo o 6leo essencial da P. polystachyum (NEg,), em ambas as
formulacdes foram utilizados os tensoativos Span® 80 e Tween® 80. A composi¢do das
formulagdes consta descritas na Tabela 1. A fase oleosa da NErcy composta por Span® 80 e
TCM e a fase aquosa composta de dgua e Tween® 80. J& a NE,, tem em sua fase oleosa o 6leo

essencial e o Span® 80 e em sua fase aquosa o Tween® 80 e agua. Em ambas as formulacdes os
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compostos da fase oleosa e aquosa foram pesados separadamente e colocados para agitagdo em
agitador magnético por 5 minutos. Apos, a fase aquosa foi vertida lentamente a fase oleosa, ainda
sob agitacdo. A emulsdo foi mantida sob agitacdo por 5 minutos. As formulagdes foram
homogeneizadas no homogeneizador de alta velocidade (Ultra-Turrax) ® por 5 minutos a 9500
rpm. Apos, ambas foram submetidas ao homogeneizador a alta pressao (HAP) por 10 ciclos a

10000 psi de pressdo.*® As nanoemulsdes foram preparadas e analisadas em triplicata.

Tabela 1. Composi¢do das nanoemulsdes preparadas por homogeneizagao a alta pressao.

Composicao % (m/v)

Componente

NEtcm NEsieo
Oleo essencial PP - 2,5
TCM 2,5 -
Span 80® 1,0 1,0
Tween 80® 1,0 1,0
Agua MiliQ gsp 100 100

2.7. Caracterizacao das formulacoes

Tamanho de goticula, potencial zeta e indice de polisdispersdo

O tamanho médio das goticulas e indice de polidispersdo foram analisados por
espectroscopia de correlagdo de fotons e o potencial zeta determinado por mobilidade
eletroforética, usando o equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instrument, UK) a 25 °C.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

pH
O pH das formulacdes foi determinado diretamente nas amostras, utilizando o pHgametro

digital Hanna pH 21 a temperatura ambiente. As andlises foram realizadas em triplicatas.

Viscosidade e densidade
A determinagdo da densidade relativa das formulagdes foi realizada em picnometro, de

acordo com o preconizado pela Farmacopéia Brasileira (5ed.). A densidade foi calculada através
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da diferenga entre as formulagdes e o liquido de referéncia, a dgua. A viscosidade das
formulagdes foi aferida com viscosimetro de Ostwald a 23 °C, o qual utiliza como base a lei de
Stokes. O tempo do escoamento do liquido de uma marca superior a inferior do tubo capilar foi
medido em segundos. Todas as formulacdes foram analisadas em triplicata e o liquido de

referéncia utilizado foi a dgua.

Microscopia eletronica de transmissdo

A morfologia das formulagdes foi conduzida por microscopia eletronica de transmissao
(MET). As formulagdes foram depositadas em um grid de cobre revestido de carbono (200
mesh), contrastada com acetato de uranila 2 %, e apds seca por 24 h antes da andlise. Foi

utilizado o equipamento JEM-1200 EXII (JEOL, Tokio, Japan), operando a 80 kV.

Estudos de Estabilidade

A nanoemulsdo NEg, foi monitorada apos a preparagao e por 15, 30 e 60 dias depois do
preparo medindo tamanho de goticula, indice de polidispersdo, potencial zeta e viscosidade. As
analises foram realizadas em triplicata e as formula¢des foram vedadas e acondicionadas em

geladeira (4 °C) durante todo o experimento.

2.8. Atividade Larvicida

Para a verificacao da atividade larvicida do 6leo essencial e da nanoemulsao contendo 6leo
foram testadas 6 concentragdes (750 pg/mL até 23,44 pg/mL), diluidas a partir de uma
concentracdo inicial de 7,5 mg/mL, sendo as concentragdes selecionadas de acordo com os
trabalhos ja realizados por Prophiro et al. (2011). O experimento foi realizado por diluigdo
seriada (OMS, 2005). Selecionou-se 25 larvas de Aedes aegypti da cepa Rockefeller entre o
terceiro e quarto instar de crescimento, por concentracdo testada, as mesmas foram
acondicionadas em cdmara climatizada modelo 132FC, ELETROIlab® a 25 °C com umidade
relativa de 80% (+10%) durante o tempo de experimento. A mortalidade das larvas foi analisada
em 24 e 48h, onde as submersas e incapazes de subir a superficie foram consideradas mortas e as
sobrenadantes e com mobilidade foram consideradas vivas. Foram utilizados como controle

negativo dgua e Tween® 80. Os experimentos foram realizados em triplicata em diferentes dias.
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2.9. Analise estatistica

Para anélise estatistica dos dados foi aplicado teste ¢ de student, em software GraphPad

Prism® 6. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analise do Oleo essencial de P. polystachyum

A andlise do 6leo essencial de P. polystachyum forneceu o cromatograma apresentado na
Figura 1, bem como sua composicdo quimica na Tabela 2. Ambos os resultados estdo em acordo
com o relato de Sauter et al. (2011). O rendimento do dleo obtido, a partir de seu peso fresco, foi
de 0,17% (w/v). O o6leo essencial apresentou um total de 33 compostos, classificados em
sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados, sendo o composto majoritario o sesquiterpeno
acetato de FE-sesquilavandulil (35,08 %), seguido por E-sesquilavandulol (17,07 %) e beta-

cariofileno (13,34 %). As estruturas quimicas desses compostos estdo apresentadas na Figura 2.
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Figura 1. Cromatograma do 6leo essencial de P. polystchayum por CG-MS.




Tabela 2. Analise percentual dos componentes do 6leo de P. polystchayum (IR —

indice de reten¢do na coluna DB-5; Ni- ndo identificado).

N° IR Composto %
1 1156 Ni 0,81
2 1340 alpha-cubebene 1,03
3 1366 alpha-copaene 3,90
4 1373 beta-bourbonene 2,03
5 1381 beta-elemene 0,22
6 1408 beta-caryophyllene 13,34
7 1429 Aromadendrene 0,21
8 1437 alpha-humulene 0,69
9 1461 gamma-muurolene 0,15
10 1464 germacrene D 2,18
11 1478 Bicyclogermacrene 0,96
12 1483 alpha-muurolene 0,42
13 1486 germacrene A 0,21
14 1494 gamma-cadinene 0,82
15 1505 delta-cadinene 1,84
16 1535 Elemol 1,39
17 1552 E-nerolidol 3,29
18 1565 Spathulenol 0,38
19 1568 caryophyllene oxide 1,05
20 1571 Globulol 0,12
21 1616 1-epi-cubenol 0,34
22 1627 E-sesquilavandulol 17,07
23 1631 tau-cadinol 2,64
24 1635 tau-muurolol 0,48
25 1638 alpha-muurolol 0,47
26 1641 beta-eudesmol 1,00
27 1646 alpha-cadinol 5,17
28 1657 Ni 0,14
29 1675 Khusinol 0,62
30 1679 Ni 0,32
31 1714 Z-sesquilavandulyl acetate 0,47
32 1732 E-sesquilavandulyl acetate 35,18
33 1824 Ni 1,09

Total 100,03
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Figura 2. Estrutura quimica dos compostos majoritarios A) acetato de E-sesquilavandulil; B) E-
sesquilavandulol; C) beta-cariofileno. Fonte: NIST (National Institute of Standards and

Technology).

3.2. Desenvolvimento das formulacoes

Pré-Formulagdo

Inicialmente foi desenvolvido um estudo de pré-formulagdo, com dois diferentes métodos
de producdo das nanoemulsdes, avaliando as caracteristicas fisico-quimicas das mesmas. Foram
utilizados os métodos de produgdo por Ultra-Turrax® e por Homogeneizador a Alta Pressao
(HAP). Como apresentado na Figura 3, a formulagao obtida por meio de homogeneizador de alta
velocidade (Ultra-turrax®) apresentou tamanho de goticula de 230 nm, superior a formulacao do
HAP (inferior a 100 nm). Somado a isso, apresentou-se visualmente instavel, uma vez que o
conteudo do oleo ficou na fase superior da formulagdo. De acordo com a Figura 3, apds a
passagem pelo HAP houve uma diminuicdo significativa no tamanho de goticula, indicando que
esta técnica produziu goticulas menores, além de um aspecto leitoso. No entanto, o indice de
polidispersdo ficou abaixo de 0,3 para as duas formula¢des, demonstrando que ambas as técnicas
produziram formulagdes monodispersas. Outro parametro analisado foi o potencial zeta, que
apresentou-se negativo para ambas as técnicas utilizadas: -44 mV e -37 mV para
homogeneizagao utilizando ultraturrax e alta pressdo, respectivamente. Para dar continuidade aos
experimentos foi escolhida a técnica de HAP para a produgao das nanoemulsoes, por apresentar

menor diametro de goticula e indice de polidispersao.



17

300+ ¢ |IPD - 0.5
Tamanho (nm)
. - 0.4
g 200+ Z
= % 0.3 _
£ . : 3
© / - 0.2
E 100 /
% - 0.1
/
0 ( ; 0.0
Ultra-turrax Homogeneizador
Métodos

Figura 3. Grafico do tamanho de goticula e indice de polidispersdo das

formulagdes desenvolvidas por Ultra-turrax® e homogeneizagao a alta pressao.

Caracteristicas fisico-quimicas das nanoemulsoes

As nanoemulsdes NEpcm € NEgy, foram preparadas por HAP e as caracteristicas fisico-
quimicas apresentadas na Tabela 3. O tamanho médio das goticulas de ambas as formulagdes fo1
de 85 nm, nao apresentando diferenga significativa entre elas (p<0,05). Esse resultado demonstra
a influéncia do método de obtencdo das nanoemulsdes (HAP) e os parametros utilizados
(pressdo, temperatura e numeros de ciclos) que auxiliam na obtengéio de menores goticulas®. Esse
tamanho de goticula encontrado pode conferir maior estabilidade a formulagao, além de conferir

. : ~ o 153033
a caracteristica de aspecto leitoso as nanoemulsdes. ™

O indice de polidispersao (IPD) foi inferior a 0,3 em ambas as formulac¢des, indicando
formulacdes monodispersas; contudo houve diferenga significativa entre as duas (p>0,05). Sendo

a NEgjeo com menor IPD que a NEtcum.
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Tabela 3. Carateristicas fisico-quimicas das nanoemulsdes.

NEtcum NEs1eo
Tamanho (nm) 84,99 + 0,33 85,77+ 1,76
IPD 0,274+ 0,02 * 0,213 +0,02 *
Potencial Zeta (mV) 25.6+3,76 * 37,073 2,31 *
Densidade (g/mL) 1,0043 + 0,03 0,9285 + 0,08
Viscosidade (mPa.s) 0,9098 + 0,004 * 0,9569 + 0,02 *
pH 5,34 +0,02 * 5,16+ 0,07 *

*p < 0,05

O potencial zeta ¢ um parametro que pode ser influenciado pelo método de preparo e pelos
componentes da formulacdo, que sdo relevantes na composicdo da carga da interface o que ¢
demonstrado pela diferencga estatistica apresentada entre a formulacido contendo TCM e o 6leo da
P. polystachyum (p<0,05). O potencial zeta fortemente negativo pode estar relacionado ao fato
do dleo essencial possuir como constituintes os sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados que
possuem carga residual negativa, garantindo boa estabilidade a formulagao pela maior repulsao
causada por essas cargas’’. A densidade e viscosidade das formulagdes apresentaram valores
proximos ao da dgua, em fung¢do da composi¢do das nanoemulsdes, que ¢ em grande parte

composta por agua. O pH também nao diferiu entre as duas formulacdes (p>0,05).

A morfologia das goticulas de oleo das nanoemulsdes preparadas por HAP foram
analisadas em MET e estdo apresentadas na Figura 4. As fototomicrografias revelam goticulas
homogéneas e esféricas em ambas as formula¢des, mostrando que as mesmas apresentam um
tamanho médio nanométrico, corroborando com os resultados de tamanho apresentados na

Tabela 3.
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Figura 4. Fotomicrografias das nanoemulsdes no MET a 80 kV. A.1. NE1cy aumento 20 K, A.2.
NEtcym aumento 300 K, B.1. NEpp aumento 20 K, B.2. NEpp aumento 300 K.

3.2.1.Estabilidade da NEgjc,

O acompanhamento da formulagdo foi realizado por 60 dias, considerando os parametros
de potencial zeta, indice de polidispersdo, tamanho de goticula e viscosidade. Durante esse
periodo, foi avaliado no dia 0, sendo esse o dia da preparagao da mesma, 15, 30 e 60 dias*’. Os

resultados apresentados nos graficos da Figura 5.
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Figura 5. Graficos de estabilidade da formulagdo em 0, 15, 30 e 60 dias nos pardmetros tamanho

de goticula, indice de polidispersao, potencial zeta e viscosidade.

Conforme dos graficos apresentados na Figura 5, observou-se que as formulacdes
apresentaram boa estabilidade em relacdo aos parametros fisico-quimicos, demonstrando pouca
variagdo nas analises inter-dias. A formulacdo apresentou-se estavel durante 60 dias, onde o
potencial zeta, indice de polidispersdo e viscosidade ndo apresentaram diferengas significativas
(p > 0,05) em comparagdo ao tempo zero. No entanto, apos os 30 dias de acondicionamento, o
tamanho de goticula demonstrou um pequeno aumento. Entretanto, essa mudanga ¢ comum de

N A . . 1931
ocorrer em nanoemulsdes em decorréncia do movimento browniano.

Visualmente também, a
formulacgdo apresentou estabilidade mantendo seu aspecto e odor caracteristico pelo conteudo do

6leo durante o tempo de analise.
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3.3. Atividade Larvicida do Oleo essencial

Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (2005), para um produto ser considerado ativo
frente a cepas de A. aegypti em 24h ele deve apresentar mais de 50 % de mortalidade e em 48h
mais de 90 %. De acordo com a Figura 6, nas primeiras 24 horas, o 6leo essencial de P.
polystachyum apresentou mortalidade superior a 50 % nas concentracdes de 750 e 375 pg/mL,
onde a mobilidade das larvas foi notoriamente maior conforme o decréscimo das concentragoes.
Apods 48 horas, o perfil foi mantido, observando-se uma tendéncia dose-resposta e tempo-
resposta do 6leo, chegando a valores em torno de 85 % para a maior concentracdo. Assim, esses
resultados demonstram o potencial larvicida do o6leo considerando-se que uma mortalidade

proxima a 90 % foi observada.
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Figura 6. Atividade larvicida do 6leo essencial de P. polystachyum em fun¢do da concentragao

no periodo de 24 e 48 horas.

Recentemente, Sauter e colaboradores (2011) ja haviam demonstrado o potencial deste
6leo contra amebas do género Acanthamoeba spp., assim como Rodio e col. que em 2008
também testaram essa mesma espécie contra cepas de Acanthamoeba castellanii. De acordo com
dados da literatura, os sesquiterpenos sdo compostos promissores, com diversas atividades

. cpre 21 s o1 1 . . 22
demonstradas, como: antiparasitarias*', antifingica'”, gastroprotetora'’, antibacteriana®.
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O sesquiterpeno majoritario deste o6leo, o acetato de E-sesquilavandulil aparece,
geralmente, em baixas quantidades em Oleos essenciais, embora ja tenha sido observado em
maiores quantidades por Siminionatto e col. (2007) na espécie Pluchea quitoc. Para os outros
compostos majoritarios do 6leo existem trabalhos evidenciando atividade inseticida, como em
2015, que Polatoglu e col. atribuiram ao E-sesquilavandulol a atividade contra Sitophilus
granarius (caruncho-do-trigo). Mais recentemente, um trabalho publicado por Rodrigues et al.

(2014) descreveu a atividade larvicida do beta-cariofileno contra cepas de A. aegypti.

3.4. Atividade Larvicida da Nanoemulsao
Os mesmos critérios foram considerados para avalicio da atividade larvicida da

nanoemulsdo. A NE, foi diluida de forma que a mesma faixa de concentragdes fosse atingida.
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Figura 7. Atividade larvicida da NEg), em funcao da concentracdo no periodo de 24 e 48 horas.

Durante o teste realizado com a nanoemulsdo, a maior concentragao testada (750 pg/mL)
apresentou mortalidade proxima dos 80 % nas primeiras 24 horas, ndo ultrapassando essa marca
em 48 horas. Também foi observado que, em menores concentracdes houve desenvolvimento

larval, onde, em algumas concentragdes em 48h as larvas evoluiram para o estagio de pupa.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos se observou que o perfil de compostos do 6leo essencial de

P. polystachyum se manteve de acordo com a literatura, tendo como composto majoritario o

acetato de E-sesquilavandulil. O método de producdo da nanoemulsiao por HAP mostrou-se

satisfatorio, dando origem a nanoemulsdo com tamanho de goticulas esféricas em torno de 85

nm, monodispersas com potencial zeta de aproximadamente -37 V. A formula¢do manteve-se

estavel durante o periodo de 60 dias. O 6leo essencial apresentou potencial atividade larvicida

em torno de 85 %. A nanoemulsdo em teste prévio apresentou atividade de pouco mais de 80 %.

Para a confirmacao do perfil da atividade da nanoemulsao mais testes serdo realizados.
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