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1. INTRODUCAO

Os oOleos essenciais (OE) sdo misturas complexas de metabdlitos
secundarios associados ao metabolismo de defesa das plantas (AHMAD et al.,
2021). Sao substancias volateis e instaveis na presenca de calor e umidade
(TUREK; STINTZING, 2013), sintetizadas em diversos 6rgaos vegetais (BAKKALI
et al., 2008). Esses compostos sdo responsaveis por suas propriedades
terapéuticas, incluindo atividades antiparasitarias, antifingicas, antibacterianas,
antivirais, antioxidantes, anti-inflamatoérias, anticancerigenas e neuroprotetoras
(DE SOUSA et al., 2023; SATTAYAKHOM et al., 2023).

A aplicacéo clinica dos 6leos essenciais (OE) enfrenta limitacfes devido a
baixa solubilidade em &gua, reduzida biodisponibilidade, permeabilidade limitada,
volatilidade e instabilidade a longo prazo (BARRADAS E SILVA, 2021). Uma
estratégia promissora para superar essas barreiras € 0 uso de nanoestruturas,
gue atuam como carreadores e aumentam a permeabilidade dos compostos.

A utilizacdo de nanoemulsdes representa uma alternativa eficaz para
superar os desafios dos OE, melhorando a biodisponibilidade e a eficacia de
substancias pouco soluaveis em agua ou hidrofébicas (KUO et al., 2008). A
nanoencapsulacdo oferece vantagens como maior estabilidade, melhor
armazenamento e modulacdo da liberagdo do agente ao longo do tempo
(ASBAHANI et al., 2015). Essas melhorias sdo fundamentais, especialmente
quando se considera a aplicacdo terapéutica de 6leos essenciais, que muitas
vezes séo limitadas por sua toxicidade em altas concentragdes.

A avaliacdo da atividade hemolitica do OE € crucial para garantir sua
seguranca e biocompatibilidade em aplicagbes terapéuticas, ja que a hemolise
pode indicar toxicidade celular e afetar a viabilidade cellular, sendo um parametro
importante para avaliar a seguranca dos OE. Um exemplo, € o Cyperus scariosus,
pertencente a familia Cyperacene, é uma planta conhecida por conter diversos
compostos bioativos como cipereno, ciperotundona e outros, que conferem
propriedades farmacoldgicas ao seu extrato (CLERY; CASON; ZELENAY, 2016;
CHAURE et al., 2023). Assim, este estudo tem como objetivo 0 preparo de uma
nanoemulsdo contendo o Oleo essencial de Cyperus scariosus (OECS) e a
avaliacdo da atividade hemolitica do 6leo puro e de sua nanoemulséo.

2. METODOLOGIA
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O ¢leo essencial de Cyperus scariosus foi adquirido comercialmente da
empresa Ferquima. O método de extracdo realizado pela empresa foi através da
destilacdo a vapor das raizes.

A nanoemulsdo contendo Oleo de Cyperus scariosus (OE-NECS) foi
preparada seguindo o método a frio de inversdo de fases com modificagdes,
conforme Giongo et al. (2016), utilizando o equipamento Ultra Turrax. A fase
oleosa consistiu no 6leo essencial de Cyperus scariosus e monooleato de
sorbitano (Span 80), enquanto a fase aquosa foi composta por polissorbato 80
(Tween 80) e agua ultra-pura. Ambas as fases foram homogeneizadas a 75°C, e
a fase aquosa foi injetada na fase oleosa sob agitacéo até totalizar 50 mL. O Ultra
Turrax foi utilizado com banho de gelo a 10.000 rpm durante a adicdo da fase
aguosa, seguido de aumento da velocidade para 17.000 rpm por 12 minutos e
reducdo para 15.000 rpm por mais 10 minutos. Para comparagdo, uma
nanoemulsdo branca foi preparada utilizando a mesma técnica, substituindo o
OECS por triglicerideos de cadeia média (TCM). As formulacdes foram
armazenadas sob protecao da luz e refrigeradas.

As amostras de nanoemulsdo foram analisadas quanto ao didametro médio
das particulas, indice de polidispersidade e potencial zeta utilizando um Zetasizer
Lab (Malvern Instruments). As medi¢des foram feitas a 25°C, apés a diluicdo das
amostras em agua ultrapura na proporc¢éo de 1:200, e realizadas em triplicata. Os
resultados obtidos representam a meédia das medi¢des, acompanhados do desvio
padrdo. Os experimentos foram conduzidos no Nucleo de Andlises e Pesquisas
Organicas (NAPO) da Universidade Federal de Santa Maria.

O ensaio hemolitico foi realizado em eritrécitos de carneiro, conforme
descrito por Cerveira et al. (2021). Utilizou-se sangue de carneiro desfibrinado,
que foi centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos. Apds o descarte do plasma, 0s
eritrocitos foram ressuspendidos em PBS, formando uma solugdo de 4% (v/v).
Foram adicionados 2 mL dessa solu¢do em microtubos, com as concentracfes de
OECS variando de 121,41 a 0,47 mg/mL e as de NE-OECS de 0,242 a 0,03
mg/mL. O Triton X-100 foi usado como controle positivo e PBS como controle
negativo. As amostras foram incubadas a 37 °C por 1 hora, seguidas de
centrifugacdo a 2000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para
uma placa de 96 pocos, e a absorbancia foi medida a 405 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados de tamanho de particula e desvio padrdo de
duas amostras de nanoemulsbes, ambas classificadas como estaveis, com
tamanhos abaixo de 200 nm, favorecendo a permeabilidade e absorcéo de
farmacos. O indice de polidispersidade (IPD) foi semelhante em ambas, indicando
uma distribuicdo homogénea das gotas, com valores préximos do ideal de 0,3.
Além disso, os sistemas mostraram excelentes potenciais zeta (-34,61 mV para a
nanoemulsdo com o6leo essencial e -38,02 mV para a nanoemulsdao branca),
sugerindo boa estabilidade e baixa tendéncia a aglomeracéao.

Tabela 1. Tamanho médio de particula (nm), IPD e potencial zeta das
nanoemulsdes contendo OECS e TCM

Nanoemulsdes | Tamanho médio de particula | IPD Potencial Zeta
(nm) (mV)
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NE-OECS 115+ 9,928 0,307 + 0,329 |-34,61+1,782

NE-B 80+ 0,378 0,408 + 0,378 |-38,02 + 1,003

O ensaio hemolitico avaliou a citotoxicidade do 6leo essencial de Cyperus
scariosus (OECS) através da lise de eritrécitos de sangue de carneiro
desfibrinados, com concentra¢cbes variando de 121,4 mg/mL a 0,47 mg/mL. A
partir de 30,35 mg/mL, observou-se diferenca estatistica em relagdo ao controle
positivo, com reducdo gradual da hemdlise conforme a concentracdo diminuia. A
toxicidade hemolitica foi dose-dependente, com 50% de viabilidade celular a 7,58
mg/mL e IC50 de 4,58 mg/mL. A nanoemulséo de OECS (NE-OECS) apresentou
menor toxicidade, especialmente em concentracbes de 0,06 e 0,03 mg/mL,
corroborando com estudos prévios, como o de Khan et al. (2016), que também
observaram citotoxicidade em concentracbes mais altas do extrato de Cyperus

scariosus.
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Figura 1. Atividade hemolitica do OECS (a) e da NE-OECS. Os dados sé&o
expressos como média + desvio padrédo (SD). Os dados foram analisados através
do teste One way ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Dunnett, onde
****n<0.0001 e p**<0,01 em comparacdo com o controle positivo (CP) para ambos
os testes.

4, CONCLUSOES

Os resultados deste estudo indicam que a nanoemulsédo do 6leo essencial
de Cyperus scariosus (NE-OECS) possui caracteristicas fisicas favoraveis, como
boa estabilidade e baixa tendéncia a aglomeracéo, essenciais para aplicacdes
farmacéuticas. A avaliacdo hemolitica revelou que a toxicidade do 6leo essencial
€ dependente da concentracdo, e a nanoemulsdo reduziu significativamente a
toxicidade hemolitica em comparagdo ao Oleo puro, especialmente em
concentracbes mais baixas. I1Sso sugere que a encapsulacdo em nanoestruturas
nao apenas preserva as propriedades bioativas do OECS, mas também diminui
seus efeitos toxicos. Estudos futuros sdo recomendados para investigar outras
atividades do OECS e validar sua seguranca e eficacia em modelos in vivo.
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