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RESUMO 
 
Inúmeras pesquisas têm evidenciado importantes atividades biológicas provenientes 

de óleos voláteis e seus constituintes. Entretanto, estes compostos apresentam-se 

como misturas complexas, caracterizadas por sua volatilidade e instabilidade. Por 

esta razão, é crescente a investigação de sistemas nanoparticulados atuando como 

carreadores destes compostos, com a finalidade de estabilizar a volatilidade do óleo. 

Partindo desse pressuposto, a presente proposta objetivou avaliar quimica e 

biologicamente o óleo volátil de espécies do gênero Stenachaenium Benth. nativas 

do Rio Grande do Sul, cuja família botânica, Asteraceae, é conhecida pela produção 

dessa classe de metabólitos e escassos são os estudos na literatura especializada 

com relação à fitoquímica ou atividades biológicas relacionadas às espécies deste 

gênero. Assim, obteve-se, pelo método de hidrodestilação, o óleo volátil de folhas e 

flores de S. adenanthum, S. macrocephalum, S. megapotamicum e S. riedelli. A 

análise química, realizada por CG/MS, identificou 64 compostos nas diferentes 

amostras de óleo volátil, demonstrando grande variabilidade entre as espécies, onde 

S. adenanthum e S. megapotamicum exibiram importante presença de 

sesquiterpenos, enquanto que para as demais houve predominância de compostos 

alifáticos. O óleo de S. megapotamicum propiciou o desenvolvimento de 

nanoemulsões, pela técnica de emulsificação espontânea, que foram avaliadas em 

ensaios biológicos em comparação ao óleo livre. Com relação à atividade 

antifúngica, determinada pela técnica de microdiluição em caldo, as amostras de S. 

megapotamicum e S. riedelli demonstraram atividade contra dermatófitos. Todas as 

amostras, exceto a espécie S. adenanthum, exibiram inibição significativa da 

migração leucocitária em relação ao controle, avaliada no ensaio de antiquimiotaxia. 

Apenas os óleos voláteis das espécies S. megapotamicum e S. riedelli apresentaram 

atividade antioxidante pelo ensaio de TBARS. O sistema nanoemulsionado 

potencializou significativamente o efeito antifúngico do óleo. Assim, os óleos 

voláteis, principalmente de S. megapotamicum e S. riedelli, podem ser considerados 

promissores para o tratamento de infecções por dermatófitos, com o benefício do 

efeito antiquimiotáxico e antioxidante.  

 

Palavras chave: Stenachaenium, óleo volátil, nanoemulsão, atividade antioxidante, 

atividade antiquimiotáxica, antividade antifúngica.   
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ABSTRACT 
 

Biological and nanotechnological potential of volatile oil of Stenachaenium Benth. 
species native from Rio Grande do Sul 

 
Several studies have demonstrated the biological activities of volatile oils and their 

constituents. However, this group of compounds is a complex mixture, characterized 

by its instability and volatility. For this reason, researches with nanoparticulate 

systems have been developed, aiming to obtain carriers for these compounds, in 

order to stabilize the oil volatility. Taking this into account, this study aims to evaluate 

chemically and biologically the volatile oil of species of Stenachaenium Benth. genus 

native from Rio Grande do Sul, which botanical family, Asteraceae, is known for the 

production of this class of metabolites. In fact, there are just a few reports in the 

literature regarding to the chemical or biological activities related to the species of 

this genus. The volatile oil was obtained from leaves and flowers of S. adenanthum, 

S. macrocephalum, S. megapotamicum and S. riedelli, by hydrodistillation. By 

chemical analysis using GC/MS, 64 compounds were identified in the different 

samples, demonstrating the great variability among the species. S. adenanthum and 

S. megapotamicum exhibited significant presence of sesquiterpenes, while aliphatic 

compounds were predominant in the other species. The nanoemulsion was 

developed with the volatile oil of S. megapotamicum by spontaneous emulsification 

technique and was subjected to biological assays in comparison with free oil. 

Regarding to the antifungal activity, assessed by broth microdilution, the samples of 

S. megapotamicum and S. riedelli demonstrated effect against dermatophytes. 

Except for S. adenanthum, all the species exhibited significant inhibition of leukocyte 

migration compared to control, when evaluated by antichemotactic assay, through of 

the Boyden chamber. Only the volatile oil of S. megapotamicum and S. riedelli 

showed antioxidant activity by TBARS assay. The nanoemulsion significantly 

improved the effect of free oil in the assay of antifungal activity. Thus, the volatile oil, 

particularly of S. megapotamicum and S. riedelli may be considered promising for the 

treatment of dermatophytes infections, with the benefit of antichemotactic and 

antioxidant effect. 

 

Keywords: Stenachaenium, volatile oil, nanoemulsion, antioxidant activity, 

antichemotactic activity, antifungal activity.  
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Os óleos voláteis constituem um importante grupo de metabólitos 

secundários de plantas caracterizados pela volatilidade e odor. Essas substâncias 

têm sido empregadas em larga escala nas indústrias cosmética, alimentícia e 

farmacêutica devido a efeitos biológicos correlacionados, tais como atividade 

antifúngica, antioxidante e anti-inflamatória (KAMATOU et al., 2007; KÖSE et al., 

2010). 

 

Essas propriedades podem ser muito importantes no contexto atual, visto 

que tem se observado que o uso indiscriminado de antimicrobianos pode levar ao 

aumento de microrganismos resistentes. Assim, tem sido frequente a busca de 

novas possibilidades para tratamento e profilaxia, principalmente na investigação de 

atividades farmacológicas de substâncias isoladas de plantas como alternativas 

terapêuticas efetivas contra resistência à terapia convencional (YU et al., 2011; 

CABRAL et al., 2013). 

 

Entre essas substâncias encontram-se os terpenoides, compostos presentes 

nos óleos voláteis, cuja atividade antimicrobiana é conhecida por atuar em infecções 

cutâneas e de mucosas, e no trato respiratório (LOPES-LUTZ et al., 2008). A 

característica hidrofóbica destes compostos resulta em melhora na penetração da 

membrana celular do microrganismo, auxiliando na ação antimicrobiana dos seus 

componentes (OKOH; SADIMENKO; AFOLAYAN, 2010). Em associação à atividade 

antimicrobiana, muitos óleos apresentam propriedades anti-inflamatórias e 

antioxidantes (CANDAN et al., 2003; BOUNATIROU et al., 2007; ĐORĐEVIĆ et al., 

2007; SINGH et al., 2008; BAJPAI et al., 2009; AHMADI et al., 2010). Um composto 

com essas características auxilia de forma significativa na cicatrização de lesões, 

considerando que infecções desencadeiam um processo inflamatório, resultando na 

síntese de enzimas pró-inflamatórias através da ativação do sistema imune (WU; 

TEIK, 2007; OLIVEIRA et al., 2011). Para o tratamento, a combinação de ação anti-

inflamatória e antifúngica tem a vantagem de limitar sintomas normalmente 

relacionados a infecções tópicas (HAVLICKOVA; FRIEDRICH, 2008). 

 

Sabe-se ainda que o estresse oxidativo, causado pelo desequilíbrio entre os 

sistemas antioxidantes e a produção de oxidantes, também está envolvido tanto em 

processos inflamatórios como em infecciosos (MASTELIC et al., 2008; JIA et al., 



28 
 

2010). Substâncias antioxidantes podem atuar nessas condições reduzindo o dano 

tecidual causado pelas espécies reativas de oxigênio (EROs) e devido à sua 

propriedade redox, como doadores de hidrogênio e agentes redutores, modulando o 

processo de cicatrização (TEPE et al., 2005; BAJPAI et al., 2009; CHEN et al., 

2009). Desta forma, substâncias que possuem atividade antibiótica, antioxidante e 

anti-inflamatória apresentam-se como potenciais nos processos de cicatrização.  

 

Tais propriedades são relatadas tanto para o óleo volátil como para seus 

constituintes isolados. Contudo, por tratar-se de misturas complexas, quimicamente 

diversificadas, esses compostos são caracteristicamente instáveis e facilmente 

degradáveis. Com a finalidade de estabilizar a volatilidade do óleo e potencializar 

seu efeito, a utilização de nanopartículas como carreadores dessas substâncias tem 

sido intensamente investigada (PAULA et al., 2010; SANSUKCHAREARNPON et al., 

2010; WEN et al., 2010). 

 

Sistemas nanoparticulados são caracterizados por conter partículas de 

dimensões nanométricas, descritos como potencializadores do efeito de fármacos e 

diferentes substâncias. Isso ocorre devido a capacidade de carreamento de 

compostos até sítios de atuação mais específicos, melhora da eficácia e diminuição 

de possíveis efeitos indesejados. Apresentam-se, entre outras formas, como 

nanoemulsões, nanocápsulas ou lipossomas, de acordo com a sua composição 

química, estruturação física e propriedades apresentadas (LERTSUTTHIWONG et 

al., 2008, KUMARI; YADAV; YADAV, 2010). Um sistema nanoparticulado pode 

proteger a substância de ações do meio ambiente, melhorar a penetração 

intracelular em tecidos biológicos e a retenção cutânea, prolongar seu efeito, 

diminuir a irritabilidade tecidual devido à liberação lenta do composto, e, ainda, 

melhorar a especificidade, a tolerabilidade e a solubilidade. No caso dos óleos 

voláteis, traz ainda o benefício de diminuição da volatilização, com consequente 

redução da instabilidade e perda do material (PANDEY et al., 2005; 

LERTSUTTHIWONG et al., 2008; KUMARI; YADAV; YADAV, 2010; 

SANSUKCHAREARNPON et al., 2010).  

 

Entre as famílias botânicas caracterizadas pela produção de óleos voláteis 

inclui-se a Asteraceae, conhecida por compreender espécies com importantes 
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efeitos biológicos, em especial por ação de componentes presentes nos óleos. Dos 

gêneros de ocorrência no Sul do Brasil selecionou-se Stenachaenium Benth. como 

objeto da presente proposta, pois, apesar de amplamente encontrado no estado do 

Rio Grande do Sul, escassos são os estudos na literatura especializada com relação 

à fitoquímica e atividades biológicas.  
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1.1 Objetivo Geral 

 

Tendo em vista a importância da identificação de novas substâncias com 

atividade antifúngica a fim de proporcionar alternativas terapêuticas efetivas, esse 

estudo objetivou a caracterização química, avaliação das atividades antioxidante, 

antiquimiotáxica e antifúngica do óleo volátil de quatro espécies de Stenachaenium 

Benth. nativas do Rio Grande do Sul: Stenachaenium adenanthum Krasch., 

Stenachaenium macrocephalum Benth. ex Benth. & Hook. f., Stenachaenium 

megapotamicum Baker e Stenachaenium riedelli Baker, bem como o 

desenvolvimento de um sistema nanoparticulado contendo o óleo volátil.  

 

1.2 Objetivos específicos 

 

 Obtenção dos óleos voláteis de folhas e inflorescências frescas, de espécies 

de Stenachaenium coletadas no Rio Grande do Sul, pelo método de 

hidrodestilação utilizando aparelho tipo Clevenger; 

 

 Caracterização da composição química dos óleos voláteis obtidos pela 

técnica de cromatografia à gás acoplada à espectrometria de massas 

(CG/EM); 

 

 Avaliação da atividade antifúngica contra fungos filamentosos e 

leveduriformes, a partir dos óleos voláteis obtidos, pela técnica de 

microdiluição em caldo padronizada pelo Clinical Laboratory Standart Institute 

(CLSI); 

 

 Avaliação da atividade antiquimiotáxica in vitro dos óleos voláteis obtidos pelo 

método da câmara de Boyden; 

 

 Avaliação da atividade antioxidante dos óleos voláteis obtidos através da 

reação com 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) por espectrofotometria e 
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proteção de peroxidação lipídica pelo ensaio de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS);  

 

 Desenvolvimento de uma nanoemulsão contendo o óleo volátil da espécie S. 

megapotamicum; 

 

 Avaliação das atividades antifúngica, antiquimiotáxica e antioxidante, pelos 

métodos citados, da nanoemulsão desenvolvida. 

  



35 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2 REVISÃO DA LITERATURA 

 



36 
 

  



37 
 

2.1 Óleos voláteis 

 

Óleos voláteis são importantes metabólitos secundários de plantas, 

caracterizados como misturas complexas de substâncias voláteis, de baixo peso 

molecular, lipofílicas, geralmente odoríferas e líquidas, no entanto, instáveis e de 

fácil degradação (BAKKALI et al., 2008; SANSUKCHAREARNPON et al., 2010).  

 

A composição química desses óleos apresenta diversos compostos com 

diferentes propriedades moleculares e físico-químicas que demonstram baixo peso 

molecular, baixa polaridade e alta volatilidade (ZIANI et al., 2011). A diversidade de 

grupos químicos pode variar desde aldeídos, cetonas, hidrocarbonetos terpênicos, 

ésteres, éteres, cumarinas, fenois até alcoois simples e terpênicos, no entanto, a 

formação dessa gama de compostos ocorre a partir da derivação química de 

terpenoides ou fenilpropanoides, e por esta razão, são agrupados em apenas duas 

classes. A classe terpênica é formada de unidades de isopreno (constituídos de 5 

carbonos), os quais originam-se pela via do ácido mevalônico e pela via do 

metileritritol fosfato. A classe fenilpropanoídica, conhecida também como aromática, 

é composta por derivados fenólicos, provenientes do metabolismo do ácido 

chiquímico, que apresenta estrutura básica constituída por três carbonos ligados a 

um anel benzoico (SANGWAN et al., 2001). 

 

Com relação à localização, esses metabólitos podem ser extraídos de vários 

órgãos do vegetal, incluindo flores, sementes, raízes, rizomas, brotos, cascas, 

caules e frutos, por uma série de métodos (BURT, 2004). O processo de obtenção 

descrito como mais utilizado, é a técnica de hidrodestilação, no entanto, métodos 

como extração por solventes orgânicos, espressão, fluído de CO2 supercrítico ou 

enfleurage também podem ser utilizados, variando a composição química, 

quantidade e concentração dos componentes obtidos conforme o método 

empregado. Também constituem fonte de variação junto com o método empregado, 

o órgão vegetal e a época de coleta do material de origem (MSAADA et al., 2007; 

BAKKALI et al., 2008; OKOH; SADIMENKO; AFOLAYAN, 2010; VIUDA-MARTOS et 

al., 2011). A identificação dos constituintes geralmente é realizada pela técnica de 

cromatografia em fase gasosa acoplada à espectrometria de massas, relacionando 



38 
 

volatilidade e polaridade por meio do tempo de retenção do composto devido ao tipo 

de interação deste com a fase estacionária (MIGUEL, 2010). 

 

2.1.1 Terpenoides 

 

A classe terpenoidica apresenta-se com mais de 30.000 compostos, sendo 

considerada como grupo funcional e estruturalmente mais diverso de metabólitos 

secundários de plantas. Ocorrem predominantemente em vegetais, entretanto 

podem ser encontrados em alguns fungos e animais marinhos, feromônios de 

insetos e em suas secreções de defesa (CHENG et al., 2007). 

 

Basicamente são misturas de hidrocarbonetos e compostos oxigenados 

derivados desses hidrocarbonetos, quimicamente classificados como 

hidrocarbonetos múltiplos de uma unidade estrutural básica, o isopreno, de fórmula 

geral (C5H8)n, cuja biossíntese ocorre a partir das vias do mevalonato, no 

citoplasma, e do metileritritol fosfato, no cloroplasto (Figura 1) (AHRONI; JONGSMA; 

BOUWMEESTER, 2005; PEÑUELAS; MUNNÉ-BOSCH, 2005). Na primeira via, 

inicialmente ocorre a formação do mevalonato pela condensação de três unidades 

de acetil CoA, com posterior pirofosforilação, descarboxilação e conversão em 

difosfato de isopentanila (IPP), unidade básica na formação dos terpenos. A 

molécula de IPP e seu isômero difosfato de dimetilalila (DAMPP) formam pirofosfato 

de geranila (GPP), a partir do qual originam-se os demais terpenos. A associação de 

mais uma unidade IPP à molécula anterior forma um composto de 15 carbonos, 

chamado de pirofosfato de farnesila (FPP), precursor de grande parte dos 

sesquiterpenos. Na via do metileritritol fosfato (MEP), gliceraldeído-3-fosfato 

combina-se com três átomos de carbono provenientes do piruvato, formando um 

intermediário que posteriormente também será convertido em IPP (McGARVEY;  

CROTEAU, 1995; DUDAREVA; PICHERSKY; GERSHENZON, 2004).  
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Figura 1. Rota biossintética dos terpenoides: (a) via do mevalonato e (b) via do metileritritol fosfato 
(Adaptado de MAHMOUD; CROTEAU, 2002).  

 

Através da união de unidades de isopreno por ação eletrofílica, formam-se 

grupos de terpenos, classificados de acordo com o número de unidades isoprênicas 

ou carbonos. A união de duas unidades de isopreno constitui os monoterpenos 

(C10H16), enquanto que três unidades isoprênicas originam sesquiterpenos (C15H24), 

quatro unidades formam um diterpeno (C20H32), seis isoprenos resultam em 

triterpenos (C30H48) e os tetraterpenos (C40H60) são formados por oito unidades 

isoprênicas, como representado na Figura 1 (BOHLMANN et al., 2000). Os 
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monoterpenos e sesquiterpenos ocorrem com maior frequência em óleos voláeis, 

sendo que o primeiro apresenta-se em cerca de 90% dos casos. Devido ao peso 

molecular, relacionado à baixa volatilidade, terpenos constituídos de mais de 15 

carbonos, raramente ocorrem nos óleos, exceto alguns diterpenos que podem ser 

visualizados a partir de extração com solventes orgânicos (PEÑUELAS; MUNNÉ-

BOSCH, 2005). 

 

2.1.1.1 Monoterpenos 

 

Os monoterpenos (C10) são formados por duas unidades isoprênicas e 

considerados como os terpenos mais encontrados na constituição química dos óleos 

voláteis, abrangendo cerca de 1000 metabólitos lipofílicos e estruturalmente 

variados. Amplamente distribuídos em plantas superiores e algumas algas, esses 

compostos ocorrem em fungos e, exceto em alguns insetos, não são observados no 

reino animal (CROTEAU, 1987; MAHMOUD; CROTEAU, 2002) 

 

Nos vegetais, a classe monoterpênica ocorre em pelos glandulares, células 

parenquimáticas diferenciadas e em canais oleíferos, armazenando-se em cascas, 

folhas, frutos ou flores de acordo com a especificidade do vegetal (SANGWAN et al., 

2001). Estes compostos atuam principalmente na defesa, atração de polinizadores e 

são considerados como principais responsáveis pelo aroma devido à intensa 

volatilidade. Essa característica os torna amplamente empregados como inseticidas, 

aromatizantes e nas indústrias alimentícia e cosmética. Compostos isolados, como 

timol, linanol e cineol, apresentam ainda, importantes atividades biológicas 

(MAHMOUD; CROTEAU, 2002). 

 

Com relação à biossíntese, originam-se a partir do pirofosfato de geranila 

(GPP) proveniente da ligação cabeça-cauda de unidades de IPP e DMAPP pela 

ação da enzima preniltranferase. Frequentemente a molécula de GPP sofre 

ciclização, originando esqueletos de várias subfamílias (Figura 2) que compreendem 

monoterpenos acíclicos, monocíclicos e bicíclicos. Em cada grupo, são ainda 

categorizados como álcoois acíclicos (geraniol, linalol, citronelol), monocíclicos 

(mentol, α-terpineol) e bicíclicos (fenchol e borneol); aldeídos (neral, geranial, 

citronelal); cetonas acíclicas (tagetona), monocíclicas (mentona, carvona) e bicíclicas 
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(cânfora, tujona); éstereres acíclicos (acetato de citronelila), monocíclicos (acetato 

de α-terpinila) e bicíclicos (acetato de isobornila); éteres (1,8-cineol ou eucaliptol) e 

fenóis (timol e carvacrol) (CROTEAU, 1987; MAHMOUD; CROTEAU, 2002). 

 

 

Figura 2. Representação de algumas subfamílias de monoterpenos (Adaptado de MAHMOUD; 
CROTEAU, 2002). 
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2.1.1.2 Sesquiterpenos 

 

Sesquiterpenos (C15) provêm da associação de três unidades de isopreno e 

apresentam propriedades similares aos monoterpenos. Ocorrem, em geral, em óleos 

voláteis, com ampla distribuição na natureza. Muitos sesquiterpenos são produzidos 

como mecanismo próprio de defesa dos vegetais, a partir de propriedades 

antimicrobianas e inseticidas, contribuindo para a defesa global do organismo 

produtor (CHENG et al., 2007). 

 

 

Figura 3. Estruturas representativas dos principais subgrupos de sesquiterpenos a partir do 
pirofosfato de farnesila (FPP) (adaptado de CHAPEEL, 1995).  

 

A formação inicia com pirofosfato de farnesila (FPP) oriundo da reação entre 

GPP e uma molécula de IPP. A ciclização de FPP ou de seu isômero origina os  

grupos de hidrocarbonetos sesquiterpênicos mais disseminados: humulanos e 

cariofilanos. A mesma via pode desencadear na formação de um cátion precursor de 

múltiplos compostos com esqueletos bicíclicos encontrados em óleos essenciais, 

como germacreno D, e lactonas sesquiterpênicas. Um ataque eletrofílico na ligação 
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seis membros, como bisabolanos e derivados, ou com menor frequência, de um anel 

de sete membros, como os carotanos (Figura 3) (BÜLOW; KÖNIG, 2000; 

FELICETTI; CANE, 2004). 

 

Assim como os monoterpenos, apresentam grupos químicos estruturalmente 

variados, incluindo hidrocarbonetos (β-bisaboleno e β-cariofileno), álcoois (carotol e 

farnesol), aldeídos (β-sinensal), ésteres (cedrila), cetonas (β-vetivona), entre outros 

(STEELE et al., 1998; FELICETTI; CANE, 2004; THOLL et al., 2005; NAVARRO-

MOLL et al., 2011). 

 

2.1.2 Propriedades biológicas 

 

Diversas pesquisas têm demonstrado que os óleos voláteis e seus 

constituintes possuem uma vasta gama de atividades biológicas com importantes 

aplicações nas indústrias química, alimentícia, cosmética e farmacêutica (KAMATOU 

et al., 2007; LIOLIOS et al., 2009; KÖSE et al., 2010). Ação antimicrobiana, 

antioxidante, anti-inflamatória e repelente estão entre as atividades mais relatadas, 

entretanto, pesquisas apontam potenciais efeitos antiulcerosos, ansiolíticos, 

inseticidas, antivirais, antiparasitários, antinociceptivos, anticâncer, entre outros 

(ĐORĐEVIĆ et al 2007; BAKKALI et al., 2008; LOPES-LUTZ et al., 2008; CHEN et 

al., 2009; RADULOVIĆ et al., 2012). Efeitos sobre fitopatógenos são também 

amplamente investigados e estudos relataram atividades inseticida e antifúngica 

promissoras (ANGIONI et al., 2003; ABDELGALEIL et al., 2008). 

 

Muitos desses efeitos estão relacionados aos constituintes isolados e apesar 

da complexa composição química, alguns óleos são caracterizados pela presença 

de um composto majoritário. Neste caso, a relação direta com a atividade biológica é 

facilitada. Timol, cineol, mentol, cânfora, linalol e limoneno são alguns dos 

compostos descritos apresentando atividade antimicrobiana, antiviral, antioxidante, 

anti-inflamatória, e anticâncer, além de efeitos sobre o sistema nervoso central 

(BAKKALI et al., 2008; LOPES-LUTZ et al., 2008). No entanto, compostos 

minoritários exibem também efeitos biológicos ou favorecem a ação, caracterizando 

sinergismo. A ocorrência desse evento entre os componentes do óleo volátil 

contribui significativamente para o efeito biológico. Em muitos casos, o óleo total é 
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considerado mais potente quando comparado aos seus constituintes isolados 

(ROMAGNOLI et al., 2005; PAVELA et al. 2010; KURDELAS et al., 2012; CABRAL 

et al., 2013). 

 

2.2 Considerações sobre a Família Asteraceae 

 

A família Asteraceae é o grupo sistemático mais numeroso dentro das 

Angiospermas, compreendendo cerca de 1.500 gêneros e 25.000 espécies, 

agrupadas em três subfamílias, e 17 tribos, amplamente distribuídas, principalmente 

em regiões temperadas, tropicais e subtropicais (BERETTA et al., 2008). São 

plantas de aspecto extremamente variado, predominantemente herbáceas, 

incluindo, pequenas ervas ou arbustos, com poucos gêneros lenhosos (CANCELLI 

et al., 2010).  

 

Muitos exemplares têm importância econômica, aromática, medicinal, 

comestível, ornamental e inseticida, e por esse motivo são extensivamente 

estudadas quanto a sua composição química e atividade biológica. Os óleos 

voláteis, por exemplo, estão amplamente distribuídos nesta família, e assim como as 

lactonas sesquiterpênicas, responsáveis pelos importantes efeitos farmacológicos 

(BERETTA et al., 2008).  

 

2.2.1 Considerações sobre o gênero Stenachaenium Benth. 

 

O gênero Stenachaenium Benth. foi descrito por Benthan em 1873 e 

subsequentemente incluído na tribo Inuleae (BARROSO, 1986). Compreende cinco 

espécies: Stenachaenium adenanthum Krasch. Stenachaenium campestre Baker, 

Stenachaenium macrocephalum Benth. ex Benth. & Hook.f., Stenachaenium 

megapotamicum Baker e Stenachaenium riedelli Baker. No Brasil, este gênero está 

distribuído nos três estados do sul e no sudeste de São Paulo, em domínios 

fitogeográficos de Mata Atlântica e Pampa. Pode ocorrer também no Uruguai e 

nordeste da Argentina (LOEUILLE, 2010). 
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Beretta e colaboradores (2008) classificaram botanicamente o gênero 

Stenachaenium de acordo com as seguintes características: cipsela (pseudofruto 

proveniente de um pistilo dicarpelar, unilocular e uniovulado, frequentemente 

coroado por um papilho de escamas, cerdas, aristas ou pêlos - Figura 4) glabra, 

comprimida dorsiventralmente, com uma costela central em cada lado, onde S. 

megapotamicum apresenta folhas inferiores com disposição helicoidal; cipsela 

madura de coloração castanho escura, S. campestre, cipsela pilosa, não comprimida 

dorsiventralmente, multicostada, e as espécies S. macrocephalum e S. riedelli, 

exibem folhas inferiores com disposição não helicoidal; cipsela madura de coloração 

castanho clara, sendo diferenciadas pelas folhas da região mediana do caule 

reduzidas em relação às folhas basais e tomentosas, para a primeira, e folhas da 

região mediana do caule não reduzidas em relação às folhas basais e seríceas, para 

a segunda. 

 

Figura 4. Representação esquemática de cipsela da espécie Stenachaenium megapotamicum com 
aproximadamente 3 mm de comprimento (MARODIN; RITTER, 1997). 

 

Apesar de não abordada no estudo em virtude da impossibilidade de coleta, 

Stenachaenium campestre Baker, é a única espécie em que há relatos quanto ao 

nome e uso popular, sendo conhecida como arnica-do-campo e arnica-silvestre 

(GALVANI; BARRENECHE, 1994; ALICE et al., 1995). Refere-se a uma herbácea 

com caule alado, simples ou bifurcado e poucos capítulos, descrita habitando 

campos com afloramento rochoso, secos com gramíneas baixas e campos com 
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vassoural, florescendo e frutificando no verão (SIMÕES et al., 1990; MARODIN; 

RITTER, 1997; BAKER, 1878 apud BERETTA et al., 2008).  

 

A espécie S. adenanthum Krasch. (sin. Dichropappus adenanthus Sch.Bip. 

ex Krasch) é descrita como uma erva perene, ocorrente em campos com 

afloramentos rochosos, campos secos com gramíneas baixas e campos com 

vassoural (CANCELLI et al., 2010). 

 

Stenachaenium macrocephalum Benth. ex Benth. & Hook. f. é descrita como 

uma erva perene, de pequeno porte, com altura de 0,2-0,4 metros, com caule alado 

e densamente piloso, florescendo e frutificando na primavera. Ocorre também em 

campos secos com gramíneas e afloramentos rochosos (MARODIN; RITTER, 1997; 

Goett. Abh. Xxiv (1879) 183 apud BERETTA et al., 2008).  

 

Stenachaenium megapotamicum Baker é caracterizada como uma herbácea 

de até 1,75 m de altura, com caule alado e folhas inferiores e caulinares com 

disposição helicoidal. Também floresce e frutifica na primavera, apresentando um 

forte odor. Sua ocorrência é descrita para campos com afloramentos rochosos, 

secos com gramíneas baixas e campos com vassoural. (MARODIN; RITTER, 1997; 

Fr. Brás. 6(3): 105 apud BERETTA et al., 2008). 

 

A espécie S. riedelli Baker habita em campos com afloramento rochoso, 

campos secos com gramíneas baixas e campos secos com vassoural. É uma 

herbácea com até 1,2 m de altura, com alas onduladas, onde somente as folhas 

caulinares são helicoidais. Floresce e frutifica no verão e outono e caracteriza-se por 

forte odor fétido (MARODIN; RITTER, 1997; BAKER, 1878 apud BERETTA et al., 

2008).  

 

Esse gênero, apesar de pertencer a uma família botânica conhecida pelos 

importantes efeitos biológicos, apresenta escassos relatos de estudos na literatura 

especializada em relação à fitoquímica e atividade farmacológica, sendo apenas 

referenciado em levantamentos florísticos da região, como um grupo de ocorrência 

ampla no sul do Brasil (RITTER; BAPTISTA, 2005; BARROS et al., 2007; 

FERREIRA et al., 2010). Apenas a espécie S. campestre é citada nesses estudos 
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com usos populares como cicatrizante, anti-inflamatório, antitrombótico, 

anticoagulante, antireumático, abortivo e em acidentes com animais peçonhentos 

(BARROS et al., 2007). 

 

2.2.2 Atividades biológicas de óleos voláteis de espécies da Família Asteraceae 

 

Como já relatado, óleos voláteis de diversas espécies pertencentes a esta 

família foram descritos demonstrando variados efeitos biológicos. Estudos 

relacionam a estes compostos desde atividades como inseticida, antibacteriana, 

antioxidante, antiulcerosa, anti-inflamatória, anticâncer, antiviral, antimalárica, 

antifúngica à efeito contra fitopatógenos, aflatoxinas e micotoxinas (ORTEGA et al., 

2005; BASILE et al., 2006; ĐORĐEVIĆ et al., 2007; HULLEY et al., 2010a; HULLEY 

et al., 2010b; PAVELA et al., 2010; AKROUT et al., 2011; ONG et al., 2011). 

 

O óleo volátil de Pteronia incana Burm., por exemplo, apresentou atividade 

antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas responsáveis por 

infecções respiratórias (HULLEY et al., 2010b). Os mesmos pesquisadores 

evidenciaram que a espécie P. onobromoides exibiu semelhante efeito contra 

Staphylococcus epidermidis (HULLEY et al., 2010a). O óleo de Artemisia campestris 

L. demonstrou atividade antioxidante, antibacteriana, antifúngica e antiviral, através 

da presença de diferentes quimiotipos. Nesse estudo, Akrout e colaboradores 

(2011), observaram a inibição do crescimento de células de adenocarcinoma 

humano e atribuiu-se este efeito ao α-pineno, β-pineno e limoneno, importantes 

componentes do óleo volátil. O óleo de Achillea millefolium Afan. apresentou potente 

atividade antioxidante e gastroprotetora (CANDAN et al., 2003; POTRICH et al., 

2010), enquanto que o óleo das raízes de Bidens tripartita L. exibiu pronunciada 

atividade fungistática contra espécies do gênero Candida (TOMCZYKOWA et al., 

2011). 

  

2.3 Atividades Biológicas 

 

Substâncias isoladas de vegetais com propriedades antimicrobiana, anti-

inflamatória e antioxidante são investigadas como alternativas a fármacos sintéticos 
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convencionais. Especificamente, compostos que possuem tais propriedades são 

potenciais atuantes em processos infecciosos (CHEN et al., 2009; JIA et al., 2010; 

TUMEN et al., 2011). Tanto uma infecção bacteriana quanto fúngica ou viral provoca 

ativação do sistema imune, através de células de defesa (macrófagos, monócitos e 

neutrófilos) que reagem a respostas de absorção fagocitária e produção de 

mediadores inflamatórios, como o óxido nítrico (NO), prostaglandinas (PGs) e o fator 

de necrose tumoral (TNF) (YU et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011). Além das 

infecções, as inflamações também levam à síntese de enzimas pró-inflamatórias 

responsáveis pelo aumento do NO e das PGs (WU; TEIK, 2007; COY; CUCA; 

SEFKOW, 2009). A atividade anti-inflamatória associada à ação antifúngica de uma 

substância tem a vantagem de reduzir sintomas, como prurido, ardor e eritema, 

normalmente relacionados a infecções fúngicas tópicas, e ainda, auxiliar no 

restabelecimento das condições da flora normal da pele (HAVLICKOVA; 

FRIEDRICH, 2008). Dessa forma, os óleos voláteis que possuem propriedades 

antimicrobianas associadas a efeitos anti-inflamatórios e antioxidantes são 

considerados como alternativa na substituição ou complementação da terapia com 

antibióticos sintéticos (KÖSE et al., 2010). 

 

2.3.1 Atividade antimicrobiana 

 

A atividade antimicrobiana dos óleos voláteis é descrita por vários autores, e 

geralmente está associada a efeitos anti-inflamatórios e antioxidantes atuando 

principalmente em infecções cutâneas e de mucosas, e no trato respiratório 

(CANDAN et al., 2003; BOUNATIROU et al., 2007; ĐORĐEVIĆ et al., 2007; LOPES-

LUTZ et al., 2008; SINGH et al., 2008; BAJPAI et al., 2009; AHMADI et al., 2010; 

ZENG et al., 2011a). 

 

Apesar de inúmeros estudos confirmando essa atividade, o mecanismo de 

ação ainda é amplamente investigado, sugerindo-se que ocorra, em grande parte, à 

sua característica hidrofóbica, que melhora a penetração na membrana celular do 

microrganismo, auxiliando na ação antimicrobiana dos seus componentes (OKOH; 

SADIMENKO; AFOLAYAN, 2010). No estudo de Tolouee e colaboradores (2010), o 

óleo volátil obtido das flores de Matricaria chamomilla L., apresentou atividade 

antifúngica contra Aspergillus niger através da inibição do crescimento de hifas. 
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Nesse caso, os autores sugerem que esse efeito se deve à capacidade de alteração 

da permeabilidade celular fúngica, rompendo a membrana citoplasmática e as 

organelas intracelulares das mesmas, acarretando na lise celular. Há também 

especulações de que os óleos possam atuar acumulando-se na bicamada lipídica da 

membrana, levando a sua ruptura e perda de funções (LIOLIOS et al., 2009; OKOH; 

SADIMENKO; AFOLAYAN, 2010).  

 

A complexa mistura de constituintes de um óleo volátil, associada ao efeito 

sinérgico que ocorre entre os mesmos, dificulta a identificação do composto 

responsável pela ação. Alguns autores, entretanto, relacionam essa atividade a 

determinados constituintes, de acordo com suas características químicas. A 

importante atividade antifúngica associada à atividade antioxidante, demonstrada 

pelo óleo obtido de Bidens pilosa Linn. é justificada pelos autores como ação dos 

monoterpenos, β-cariofileno e óxido de cariofileno, contra radicais livres (DEBA et 

al., 2008). Da mesma forma, Zeng e colaboradores (2011b), atribuem ao eugenol, 

um dos principais componentes fenólicos do óleo volátil de Gnaphlium affine, a 

potente atividade antimicrobiana observada. 

 

2.3.1.1 Atividade antidermatofítica 

 

Dermatofitoses são processos infecciosos causados por um grupo de fungos 

capazes de invadir e infectar tecidos queratinizados, pelo, pele e unhas, tanto em 

humanos quanto em animais. Comuns em países em desenvolvimento, em geral 

essas infecções são superficiais, mas podem afetar mucosas (NAHAR et al., 2010; 

BALAKUMAR et al., 2011). A denominação dessas patologias é definida conforme a 

região anatômica afetada, como tinea barbae, afetando barba e bigode e tinea 

capitis, infectando o couro cabeludo (DIEGO, 2011). 

 

Os dermatófitos, fungos causadores desta patologia, classificam-se em três 

gêneros: Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton. Em relação ao gênero 

Epidermophyton a espécie E. floccosum é a única patogênica ao homem, enquanto 

que o gênero Microsporum apresenta aproximadamente 20 espécies, sendo 10 

deles patógenos humanos. Trichophyton é considerado o gênero mais frequente 

implicado em quadros de infecção humana, onde as espécies T. rubrum e T. 
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mentagrophytes complex (T. mentagrophytes var. interdigitale e T. mentagrophytes 

var. mentagrophytes) são comumente responsáveis por grande parte dos casos de 

tinea (DIEGO, 2011). 

 

Infecções causadas por dermatófitos são de difícil manejo. Cura espontânea 

é muito improvável, exigindo, portanto, tratamento na maioria dos casos (DIEGO, 

2011). A terapia além de complexa tem alto custo, é longa e frequentemente 

apresenta recorrência (JAMALIAN et al., 2012). Além desses fatores, o aumento da 

resistência às drogas pelos patógenos e o crescente número de pacientes 

imunocomprometidos, caracterizados como alto risco, constitui este tipo de infecção 

fúngica como um problema mundial (PINTO et al., 2006; BALAKUMAR et al., 2011). 

Nesse sentido, esforços científicos têm sido realizados com a finalidade de 

desenvolver tratamentos que possam ser empregados como alternativa à terapia 

convencional, com grande interesse na investigação da ação antifúngica de 

diferentes extratos vegetais e óleos voláteis (BAJPAI et al., 2009). 

 

2.3.2 Atividade antiquimiotáxica 

 

Durante um processo infeccioso ou inflamatório milhares de leucócitos 

polimorfonucleares migram da circulação sanguínea ou local de armazenamento 

para o foco da injúria. Esse processo migratório é designado como quimiotaxia. 

Mediadores inflamatórios como citocinas e produtos bacterianos atuam na regulação 

desse processo, agindo como agentes quimiotáxicos (GRUTKOSKI et al., 2003). A 

ativação desse processo pode ser um importante mecanismo pelo qual as células do 

sistema imune se localizam nos locais de inflamação. Estudos a partir de 

substâncias de origem vegetal têm investigado a capacidade de inibição da 

migração leucocitária como um mecanismo relacionado a propriedades anti-

inflamatórias do composto (MONKS et al., 2002; ANDRADE et al., 2011; 

SUYENAGA et al., 2011; BARROS et al., 2013). Uma substância com propriedades 

anti-inflamatórias auxilia de forma fundamental no tratamento em determinados 

estágios de um processo infeccioso considerando que são resposáveis pela 

resposta imune inata (ROMANI, 2011). 
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O ensaio da câmara de Boyden, empregado para determinação da 

antiquimiotaxia, foi desenvolvido por Stephen Boyden em 1962 e posteriormente 

adaptado por Zigmond e Hirsch (1973). Essa técnica permite avaliar a resposta 

quimiotáxica ou antiquimiotáxica de uma substância. No primeiro caso observa-se, 

experimentalmente, um número aumentado de células migrando através de um filtro 

quando a substância é aplicada no compartimento inferior da câmara, ao contrário 

do segundo, que o composto avaliado é adicionado ao compartimento superior e 

impede o processo migratório (ENTSCHLADEN et al., 2005). 

 

2.3.3 Atividade antioxidante 

 

Além da atividade antimicrobiana e anti-inflamatória, compostos naturais 

podem exercer efeito antioxidante através da inibição de moléculas reativas (TEPE 

et al., 2007). A oxidação é um processo biológico para produção de energia, 

intrínseco e controlado por vários mecanismos celulares (HOSSAIN; SHAH, 2011; 

ZENG et al., 2011b). O estresse oxidativo, causado pelo desequilíbrio entre os 

sistemas antioxidantes e a produção de oxidantes, está envolvido em diversas 

situações patológicas, inclusive infecções fúngicas, doenças cardiovasculares, 

processos inflamatórios e doenças neurológicas, como a Doença de Parkinson e de 

Alzheimer, além de acelerar o envelhecimento (MASTELIC et al., 2008; JIA et al., 

2010; SAEI-DEHKONDI et al., 2010). 

 

Antioxidantes atuam inibindo ou retardando o processo de oxidação através 

da complexação de íons metálicos, decomposição de peróxidos e agentes redutores 

de radicais livres, reduzindo, consequentemente, o dano tecidual causado pelas 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e nitrogênio (ERNs) (MIGUEL, 2010; OZEN; 

DEMIRTAS; AKSIT, 2011; VIUDA-MARTOS et al., 2011; ZENG et al., 2011a). 

Devido à sua propriedade redox, substâncias antioxidantes, atuam como doadores 

de hidrogênio e agentes redutores, modulando o processo de cicatrização (TEPE et 

al., 2005; BAJPAI et al., 2009; CHEN et al., 2009; YU et al., 2011). 

 

Fenilpropanoides, como eugenol e carvacrol, e hidrocarbonetos 

monocíclicos, pertencem aos ativos naturais responsáveis pela atividade 

antioxidante mais relatada para óleos voláteis (MASTELIC et al., 2008; VIUDA-
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MARTOS et al., 2011). Entretanto, estudos mostraram que monoterpenos, como 

timol e γ-terpineno apresentaram ação antioxidante marcante, podendo atuar na 

inibição da peroxidação lipídica (TEPE et al., 2007; OZEN; DEMIRTAS; AKSIT, 

2011). 

 

2.3.3.1 Reação com 2-2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) 

 

A capacidade sequestradora de radicais livres pelos óleos voláteis é 

indicada, comumente, pelo método de redução da absorção de 2-2-difenil-1-

picrilhidrazil (DPPH). Este ensaio baseia-se na capacidade do radical livre estável, 

DPPH, reagir com substâncias doadoras de H+ tornando-se capaz de interromper 

um processo oxidativo. Inicialmente, os radicais DPPH exibem coloração roxa, 

devido aos elétrons livres. O contato com substâncias antioxidantes capazes de 

estabilizá-los, atuando como doadores de um radical hidrogênio, resulta na perda 

desta coloração e diminuição da absorção (SANTOS et al., 2007). No caso de óleos 

voláteis, essa capacidade pode ser atribuída principalmente à presença de 

compostos fenólicos devido à propriedade de doação de hidrogênios (TENORE et 

al., 2011). 

 

2.3.3.2 Ensaio de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 

O ensaio de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) avalia a 

capacidade de inibição da peroxidação lipídica de uma substância. A 

susceptibilidade à oxidação e abundância dos lipídios nas estruturas celulares torna-

os frequentes alvos de agentes oxidantes, originando produtos altamente reativos. O 

ensaio avalia a formação de produtos finais da peroxidação. Um dos principais 

produtos formados nesse processo oxidativo é o malondialdeído, que reage com 

ácido tiobarbitúrico (TBA), em pH ácido e alta temperatura, formando um complexo 

de cor rósea com absorção entre 532-535 nm (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999). 

Além do malondialdeído, outros compostos secundários originários da peroxidação 

lipídica também podem reagir com TBA e possibilitar a quantificação por 

espectrofotometria (BOUNATIROU et al., 2007). 
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2.4 Sistemas nanoparticulados 

 

Pesquisas em nanotecnologia são aplicadas a várias áreas, como eletrônica, 

cosmética, farmacêutica, ciência forense e indústrias de corantes e enzimas (CHEN 

et al., 2007; YANG et al., 2009; KUMARI; YADAV; YADAV, 2010). No contexto 

farmacêutico, a principal vantagem dessa tecnologia está na capacidade de 

carreamento de substâncias devido ao tamanho nanométrico das partículas 

(LERTSUTTHIWONG et al., 2008; KUMARI; YADAV; YADAV, 2010). 

 

Problemas em formulações farmacêuticas são, muitas vezes, causados pela 

fraca solubilidade em água e instabilidade dos compostos oleosos, o que pode 

resultar na degradação de seus componentes e formação de produtos alergênicos 

(SANSUKCHAREARNPON et al., 2010). Contudo, a utilização desses sistemas 

pode ser considerada como uma alternativa de transporte para substâncias com tal 

característica, pela capacidade de incorporar compostos tanto hidrofílicos quanto 

lipofílicos associados à vantagem de possibilitar a liberação controlada do fármaco 

(LERTSUTTHIWONG et al., 2008; GAJBHIYE et al., 2009; PANCHAMUKHI et al., 

2011). Proteção da substância contra ações do meio ambiente, melhora da 

penetração intracelular em tecidos biológicos e na retenção cutânea, prolongamento 

do efeito da substância, diminuição da irritabilidade tecidual devido à liberação lenta 

do fármaco, melhora na especificidade, tolerabilidade e solubilidade do composto, 

além da aplicabilidade em outros produtos, são benefícios descritos para sistemas 

nanoparticulados. No caso dos óleos voláteis pode trazer ainda a vantagem de 

diminuição da volatilização, com consequente redução na perda de material 

(PANDEY et al., 2005; LERTSUTTHIWONG et al., 2008; KUMARI; YADAV; YADAV, 

2010; SANSUKCHAREARNPON et al., 2010). 

 

2.4.1 Nanoemulsões 

 

Nanoemulsões estão entre as formas mais comuns de utilização da 

nanotecnologia na aplicação farmacêutica (PARDEIKE; HOMMOSS; MÜLLER, 

2009). Um sistema nanoemulsionado compõe-se de finas dispersões coloidais de 

pelo menos dois líquidos imiscíveis, com tamanho de partículas até 1 μm 

(BOUCHEMAL et al., 2004). Em geral apresenta-se como emulsões óleo-água, mas 
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podem ocorrer como água-óleo dependendo qual componente constitui a fase 

dispersa (FORGIARINI et al., 2001). 

 

O reduzido tamanho das partículas nesse sistema fornece maior estabilidade 

à floculação e coalescência, em comparação com emulsões convencionais (ZIANI et 

al., 2011). Geralmente apresentam-se como leitosas e cinéticamente estáveis. O 

pequeno tamanho de partícula, associado à baixa tensão superficial, fluidez e ampla 

área de superfície do sistema, auxilia na deposição uniforme e liberação dos 

ingredientes ativos na pele, por isso é amplamente empregado para aplicação 

cutânea (BOUCHEMAL et al., 2004). Além disso, possibilita a incorporação de 

múltiplos compostos ativos em um único sistema carreador, aumentando sua 

eficácia (ZIANI et al., 2011). 

 

2.4.2 Sistemas nanoparticulados contendo óleo volátil 

 

Pesquisas estão sendo desenvolvidas com o intuito de obter sistemas 

nanoparticulados capazes de carrear óleos voláteis, cuja principal finalidade consiste 

na estabilização da volatilização e potencialização de atividades biológicas. Como 

anteriormente citado, esse grupo químico tem sido pesquisado por apresentar 

importantes e promissoras atividades biológicas, além da possibilidade de 

incorporação em preparações farmacêuticas para o tratamento cutâneo (FLORES et 

al., 2011). 

 

A insolubilidade em água é outro fator que leva à busca de sistemas capazes 

de incorporar tais substâncias, assim como a redução da toxicidade, caracterizada 

por irritação cutânea capaz de desencadear processos alérgicos. Grande parte 

desses compostos é instável devido a suas funcionalidades, e sua degradação não 

causa somente alteração nas características sensoriais, mas gera produtos 

alergênicos. A ocorrência de reações alérgicas é descrita devido à oxidação dos 

compostos presentes no óleo que ocorrem de acordo com as condições de 

estocagem (CARSON; HAMMER; RILEY, 2006; SANSUKCHAREARNPON et al., 

2010). 
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Outro importante benefício de nanosistemas carreadores de óleos voláteis 

consiste na potencialização das atividades biológicas relacionadas a esses 

compostos. Na indústria alimentícia, por exemplo, onde as propriedades 

antimicrobianas dos óleos e de seus constituintes isolados são amplamente 

exploradas, o desenvolvimento de um nanosistema contribui ainda para o 

mascaramento do odor do óleo. A aplicação de diferentes sistemas nanométricos 

com a finalidade de melhorar a solubilidade e biodisponibilidade de óleos voláteis, 

bem como potencializar sua atividade biológica também foram descritos (ZHAO et 

al., 2010; SALVIA-TRUJILLO et al., 2013). Nanopartículas de quitosana contendo 

eugenol e carvacrol, conhecidos constituintes desse grupo de metabólitos, 

melhoraram a ação antioxidante e antibacteriana do sistema, comparados ao efeito 

das nanopartículas de quitosana isoladamente. Segundo os autores, o 

encapsulamento de agentes antimicrobianos tem a vantagem de auxiliar no 

mecanismo de absorção celular, em virtude do tamanho nanométrico das partículas, 

diminuindo a possibilidade de resistência, além de proteger o óleo contra a 

degradação ou evaporação (DONSÌ et al., 2011). 

 

2.4.3 Método de emulsificação espontânea 

 

Fundamentalmente, essa técnica consiste na adição da fase orgânica à fase 

aquosa ainda sob agitação constante e fluxo contínuo, onde a fase orgânica 

compõe-se de um óleo solubilizado em solvente orgânico miscível em água, 

enquanto que a fase aquosa contém, além da água, um tensoativo hidrofílico. A 

formação da nanoemulsão ocorre através da difusão do solvente orgânico na fase 

externa da solução aquosa. A fase final desse processo consiste na evaporação do 

solvente orgânico através de um sistema de pressão reduzida (BOUCHEMAL et al., 

2004; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). 

 

Essa técnica assume importantes vantagens sobre outros métodos físicos, 

como facilidade de desenvolvimento em escala laboratorial, emprego de 

temperaturas baixas, exigência de equipamentos pouco sofisticados e utilização de 

concentrações reduzidas de surfactantes e espessantes. Outra grande vantagem 

desta técnica é a quantidade de variáveis que podem ser controladas para a 

obtenção da nanoemulsão ideal, tais como a velocidade do fluxo na adição da fase 
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orgânica, o tempo de contato entre as fases e o controle de pressão e temperatura. 

Entretanto, possui a desvantagem do emprego de solventes orgânicos e aplicação a 

nível industrial dificultada (BOUCHEMAL et al., 2004; ALMEIDA; TEIXEIRA; 

KOESTER, 2008; KOURNIATIS; SPINELLI; MANSUR, 2010). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
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3. 1 Material vegetal 

 

Folhas e flores de S. adenanthum, S. macrocephalum, S. megapotamicum e S. 

riedelli foram coletadas de populações nativas nos municípios de Nova Santa Rita e 

Canela, no Rio Grande do Sul. O material vegetal foi identificado pelo botânico Dr. 

Sérgio L. Bordignon, professor do Programa de Pós-Graduação em Avaliação de 

Impactos Ambientais em Mineração, Centro Universitário La Salle, e uma exsicata 

de cada espécie foi depositada no Herbário da Universidade Federal do Rio Grande 

do Sul (ICN). 

 

3.2 Obtenção do óleo volátil 

 

O óleo volátil foi obtido a partir das folhas e flores frescas, reduzidas com 

auxílio de um triturador mecânico e submetidas à hidrodestilação em aparelho tipo-

Clevenger, durante 4 horas, de acordo com o procedimento descrito na Farmacopéia 

Brasileira (2010). A determinação do rendimento foi realizada pela leitura do volume 

de óleo coletado. As amostras obtidas foram estocadas em frasco de vidro sob 

refrigeração 4-5 ºC até o momento da análise a fim de prevenir alterações na 

composição química. 

 

3.3 Análise química do óleo volátil 

 

Para análise cromatográfica os óleos obtidos por hidrodestilação foram 

diluídos a 2% em éter etílico (v/v) (Tédia®). As análises qualitativa e quantitativa 

foram realizadas em cromatógrafo à gás acoplado a um detector de massas 

(CG/MS), modelo Shimadzu QP5000, equipado com uma coluna capilar de sílica 

fundida Durabond-DB-5 (John Wiley & Sons Scientific, US, com 30 m x 0,25 mm e 

preenchida com um filme de 0,25 μm de espessura de polidimetildifenilsiloxano 

contendo 5% de grupamentos fenila) para separação dos constituintes. As 

temperaturas do injetor e do detector foram ajustadas a 200 ºC e 250 ºC, 

respectivamente e a temperatura da coluna foi programada com rampa de 

aquecimento de 60 ºC a 300 ºC com variação de 3 ºC/min, com hélio como gás 

carreador a 80 kPa e fluxo de 1 ml/min. 
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Os componentes foram identificados por comparação de seu índice de 

retenção, calculado por interpolação linear relativa para o tempo de retenção de uma 

série de n-alcanos, e seu espectro de massa, com dados obtidos na literatura 

(ADAMS, 2009), bem como, por comparação com espectros de massa de 

espectroteca de aquisição (NIST 62 e 12 - National Institute of Standards and 

Technology, Kyoto, JP). Para o cálculo do índice de retenção relativo (I) foi utilizada 

a seguinte equação: 

 

I = 100z + 100 (t´RX – t´RZ) 

                         (t´R(Z+1)-t´RZ) 

 

Onde,  

z = número de carbonos do composto com menor peso molecular; 

t´RX = tempo de retenção do composto x, sendo t´RX intermediário entre t´RZ e t´R(Z+1); 

t´RZ e t´R(Z+1) = tempos de retenção ajustados de alcanos de cadeia normal. 

 

Quantidades relativas de cada composto foram calculadas a partir das áreas 

dos picos do CG. 

 

3.4 Desenvolvimento da nanoemulsão contendo óleo volátil de Stenachaenium 

megapotamicum 

 

Foram desenvolvidas formulações através do método de emulsificação 

espontânea adaptado de Flores et al., (2011), a partir de uma fase orgânica 

constituída de óleo volátil de S. megapotamicum (0,332 mg/mL), dissolvido em 27 

mL de etanol (Tedia®), e de uma fase aquosa contendo 53 mL de água ultrapura 

(Milli-Q® Milipore®) e 0,07 mL de polissorbato 80 (Vetec®), como tensoativo, 

denominadas Nanoemulsão A e Nanoemulsão B. A Nanoemulsão B, diferiu-se pela 

adição de 160 μL de triglicerídios de cadeia media do ácido cáprico/caprílico (TCM) 

(Brasquim®)  e evaporação total do solvente orgânico, enquanto que na 

Nanoemulsão A, manteve-se o solvente no sistema. 

 

Basicamente, o procedimento consistiu na dissolução completa dos 

componentes em cada fase separadamente, sob agitação moderada em agitador 
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magnético (Velp Scientifica, Usmate, IT) e banho-maria à temperatura de 35 ºC ± 2 

ºC, por 15 minutos. Para formação da nanoemulsão, a fase orgânica foi vertida, 

lentamente e de forma constante, sobre a fase aquosa, e mantida sob agitação 

magnética moderada e banho-maria à temperatura de 35 ºC ± 2 ºC, durante o 

mesmo período. A Nanoemulsão B foi submetida à evaporação do solvente orgânico 

a partir de equipamento de rota evaporador (Büchi, modelo V-855, Flawil, CH) e em 

banho-maria à temperatura de 35 ºC ± 2 ºC sob moderada agitação magnética. 

Como controle foram desenvolvidas formulações semelhantes as formulações A e B, 

sob as mesmas condições, excluindo-se apenas o óleo volátil de sua composição, 

substituindo-o por quantidades iguais de TCM. As formulações obtidas foram 

mantidas sob refrigeração (4-5 ºC), em frasco âmbar, para posterior análise. 

 

3.5 Caracterização da nanoemulsão 

 

3.5.1 Aspectos macroscópicos 

 

A formulação foi caracterizada em termos macroscópicos, considerando-se 

aspecto visual, presença de separação de fases ou precipitado. 

 

3.5.2 Determinação do pH 

 

A determinação do pH da nanoemulsão foi realizada diretamente na amostra 

através da utilização de um pHmetro (Digimed, modelo DM-20, Santo Amaro, BR) 

calibrado com tampões de pH 4 e 7, à temperatura ambiente. Os resultados foram 

expressos em média ± EPM de três determinações. 

 

3.5.3 Determinação do tamanho da partícula e índice de polidispersão 

 

O diâmetro médio de partícula e o índice de polidispersão foram mensurados 

através da espectroscopia de correlação de fótons em equipamento Zetasizer 

Nanoseries Nano-Zs (Malvern Instruments, Worcestershire, UK). Essa determinação 

foi realizada após diluição da amostra na razão de 1:500 (v/v) em água 



62 
 

ultrapurificada (Milli-Q® Milipore®) e filtrada em membrana de 0,2 μm (Millipore®). Os 

resultados foram expressos em média ± EPM de três determinações. 

3.5.4 Determinação do teor de óleo volátil na nanoemulsão 

 

Para a determinação do teor de óleo volátil contido na nanoemulsão, 

estabeleceu-se uma curva para o óleo puro (concentrações de 0,01 a 0,2 mg/mL) 

em equipamento de espectrofotometria (Agilent Technolologies, modelo 8453, Santa 

Clara, US) no comprimento de onda de 245 nm, a partir de uma varredura de 200 – 

600 nm. Para cada mensuração a formulação foi solubilizada em metanol grau 

HPLC (0,1 mg/mL) (Tedia®), homogeneizada em vórtex por 3 minutos e a leitura 

realizada em espectrofotômetro a 245 nm. O teor obtido foi expresso como 

percentual de óleo na formulação.  

 

3.6 Atividade antifúngica 

 

3.6.1 Microrganismos 

 

Para a avaliação da atividade antifúngica realizou-se um screnning contra 

isolados clínicos de Candida albicans (CA02), C. krusei (CK04), C. tropicalis (CT56), 

C. parapsilosis (CPA154), C. glabrata (CG01), Epidermophyton floccosum (EPF07 e 

EPFW4), Trichophyton rubrum (TRU31), T. mentagrophytes (TME12, TME33 e 

TME35), Microsporum canis (MCA29, MCA01 e MCA36), M. gypseum (MGY48 e 

MGY35) e Scytalidium dimidiatum (SDY08). 

 

3.6.2 Obtenção do inóculo 

 

A obtenção de células viáveis para o teste procedeu-se a partir de isolados 

crescidos em Agar Sabouraud contendo cloranfenicol 0,04% a 30 ºC, por 48 horas 

para fungos leveduriformes e 7 dias para fungos filamentosos. O inóculo foi 

preparado a partir dos protocolos padrozinados pelos documentos M27-A3 e M38-

A2, determinados pelo Clinical Laboratory Standart Institute (CLSI, 2008a; CLSI, 

2008b), por espectrofotômetro, ajustados a partir de densidade optica para 

concentração final pré-estabelecida. 
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3.6.3 Screnning 

 

O screenning foi realizado para fungos filamentosos e leveduriformes 

baseado no método de microdiluição em caldo, segundo os protocolos M27-A3 e 

M38-A2, respectivamente, padronizados pelo CLSI (CLSI, 2008a; CLSI, 2008b). 

Nesse ensaio, as amostras foram diluídas em caldo de Sabourad-dextrose até a 

concentração pretendida em placas de microdiluição de 96 poços, com posterior 

adição do inoculo e incubação à 35 °C. 

 

3.6.4 Determinação da concentração inibitória mínima 

 

Em virtude dos isolados de Candida apresentarem resistência as amostras 

testadas no screnning, determinou-se a concentração inibitória mínima (CIM) apenas 

para os fungos filmentosos. Para esse ensaio, utilizou-se o método de microdiluição 

em caldo (CLSI, 2008b), em RPMI-MOPS (meio RPMI 1640 contendo l-glutamina, 

sem bicarbonato de sódio – tamponado em pH 7,0 com 0,165 mol/L de MOPS). 

Testou-se concentrações na faixa de 1,9 a 500 μg/mL e uma alíquota de 100 μL de 

cada concentração foi inoculada nos poços correspondentes da placa. A CIM foi 

definida como a menor concentração da substância na qual o microrganismo testado 

não demonstrava crescimento visível. Terbinafina foi usada como controle positivo. 

A associação da nanoemulsão controle e o meio de cultura, e ainda, a associação 

da nanoemulsão controle, meio de cultura e microrganismo, e também o meio de 

cultura isoladamente, foram utilizados como controle negativo. Todos os 

experimentos foram realizados em triplicata. As microplacas foram incubadas a 35 

ºC por 72 horas e a determinação do CIM foi realizada pelo método visual, usando o 

corante resazurina.  

 

3.6.5 Determinação da concentração fungicida mínima 

 

A concentração fungicida mínima (CFM) foi determinada pelo sub-cultivo de 

10 μL das concentrações correspondentes à concentração inibitória e duas 

concentrações imediatamente mais concentradas em placas de ágar Sabouraud-

dextrose com cloranfenicol. Após 72 horas de incubação a 30 ºC, a determinação da 

CFM foi realizada baseada no crescimento dos controles, considerando como CFM 
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a menor concentração da substância testada que impediu o crescimento visível da 

subcultura. 

 

3.7 Atividade antiquimiotáxica 

 

A atividade antiquimiotáxica in vitro foi avaliada pela técnica de Boyden 

(1962) descrita por Suyenaga e colaboradores (2011). Neste ensaio empregou-se 

câmaras cilíndricas, construídas em acrílico transparente e divididas em dois 

compartimentos (capacidade de 0,5 mL cada). O compartimento inferior foi 

preenchido com uma solução contendo o fator quimiotáxico (solução de 

lipopolissacarídeo de Escherichia coli – LPS - Sigma-Aldrich®)  enquanto que o 

compartimento superior continha uma solução de neutrófilos adicionados à amostra 

e separado do compartimento inferior por um filtro de nitrato de celulose com 13 mm 

de diâmetro e poros de 8 μm de diâmetro (Millipore®, Billerica, EUA). 

 

As câmaras foram preparadas em duplicata e incubadas à 37 ºC durante 1 

hora em atmosfera úmida. Posteriormente, os filtros foram removidos, fixados, 

corados, diafanizados overnight, e montados entre lâmina e lamínula. A leitura dos 

filtros foi realizada sob microscopia óptica com microscópio Nikon, modelo 

Alphaphot-2 YS2 (Nikon, Shanghai, CH), utilizando-se ampliação de 40 vezes. A 

migração foi determinada pelo aprofundamento do foco, a partir do plano superior do 

filtro, até que apenas duas células fossem visíveis em foco. Assim, a distância 

medida em micrômetros, entre o plano superior do filtro e das últimas células 

observadas, permitiu a avaliação da capacidade migratória dos neutrófilos, no 

gradiente de concentração do fator quimiotáxico, que se estabeleceu entre os dois 

compartimentos (ZIGMOND; HIRSCH, 1973). A leitura foi realizada em cinco 

campos de cada filtro e o resultado expresso como média ± EPM. 

 

As concentrações testadas para as amostras de óleo volátil e da 

nanoemulsão estão descritas na sessão de resultados. Indometacina foi utilizada 

como controle positivo na concentração de 10 μg/mL e o veículo de dispersão das 

amostras, bem como a formulação desenvolvida sem óleo volátil foram utilizados 

como controle negativo. 
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3.8 Atividade antioxidante 

 

3.8.1 Reação com 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) por espectrofotometria 

 

A capacidade das amostras em sequestrar radicais livres foi estimada pela 

reação com 2,2- difenil-1-picrilidrazila (DPPH). Para a realização do ensaio, diluiu-se 

as amostras em solução metanólica de DPPH 0,004% (Sigma-Aldrich®) no volume 

necessário para as concentrações de 50 e 100 μg/ml. A absorção foi determinada 

em equipamento de espectrofotômetro (Agilent Technolologies, modelo 8453, Santa 

Clara, EUA) no comprimento de 517 nm.  

 

A atividade antioxidante (AA) foi estimada a partir da atividade 

sequestradora dos radicais livres, baseada no valor de absorção do DPPH, através 

da fórmula,  

 

AA (%) = 100 x [(AC - At)] 

                         AC 

 

onde,  

AC refere-se à absorção do controle da reação (solução de DPPH 0,004%) e, 

At refere-se à absorção do composto testado. 

 

3.8.2 Ensaio de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 

A proteção da peroxidação lipídica foi avaliada pela técnica de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (KÜLKAMP et al., 2011). O meio de reação 

foi composto por 100 μL da amostra nas concentrações de 10, 50 e 100 μg/mL, em 

tampão Tris 0,5 M (Sigma-Aldrich®). A peroxidação lipídica foi iniciada com a adição 

de 25 μL de solução FeSO4  (Sigma-Aldrich®), 25 μL de solução de ascorbato  

(Sigma-Aldrich®) e 250 μL de solução de gema de ovo à 10%, em banho-maria à 

temperatura de 37 ºC, sob leve agitação, durante 1 hora. Após o período de 

incubação, 500 μL de ácido tricloroacético 12% (SYNTH®) e 500 μL de ácido 

tiobarbitúrico 0,73% (Sigma-Aldrich®) foram adicionados ao meio de reação com 
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aquecimento à 100 ºC por 30 minutos. A mistura foi então centrifugada (Centrífuga 

de Microtubos HT-Laboratories, modelo MCD 2000, San Diego, EUA - 12 minutos a 

10.000 rpm) e o sobrenadante lido a 523 nm em espectrofotômetro (Agilent 

Technolologies, modelo 8453, Santa Clara, EUA). 

 

A proteção contra peroxidação lipídica foi expressa em atividade 

antioxidante (AA) em percentual, calculada da seguinte forma:  

 

AA = 1 – (Aa : Ac)  x 100 

                

onde, 

Aa refere-se ao valor da absorção da amostra e, 

Ac refere-se ao valor da absorção do controle. 

 

3.9 Análise estatística 

 

Para os ensaios cujo emprego da análise estatística foi necessário, utilizou-

se ANOVA, seguida pelo Teste de Tukey, com dados expressos como média ± EPM. 

Diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05. Os 

dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 5.0. 

 

3.10 Descarte de resíduos 

 

Durante o trabalho tentou-se diminuir, na medida do possível, a geração de 

resíduos, entretanto, os resíduos produzidos durante os experimentos foram 

segregados de acordo com suas características, conforme normas preconizadas 

pela COSAT (Comissão de Segurança do Trabalho da Faculdade de Farmácia da 

UFRGS). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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4.1 Obtenção do óleo volátil 

 

A coleta das espécies do gênero Stenachaenium Benth. ocorreu nos 

municípios de Nova Santa Rita e Canela, no estado do Rio Grande do Sul, durante o 

período de idade adulta dos vegetais. O local específico de coleta, bem como o 

período e número do ICN estão descritos na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Listagem das espécies de Stenachaenium Benth. coletadas no Rio Grande do Sul, 
informações de local, período de coleta e número de registro do Herbário ICN. 

 

Espécie 
 

ICN 
 

Local da Coleta 
 

Período de coleta 

Stenachaenium adenanthum 190612 Canela 11/2011 

Stenachaenium macrocephalum - Canela 11/2011 

Stenachaenium megapotamicum 182557 Nova Santa Rita 03/2011 

Stenachaenium riedelli 190611 Canela 11/2011 

    

 

Folhas e inflorescências frescas, separadamente quando coletadas em 

quantidade suficiente, ou juntas, quando em quantidades escassas, foram 

submetidas ao processo de hidrodestilação em aparelho tipo Clevenger para 

obtenção do óleo volátil. A Tabela 2 apresenta o material vegetal extraído, 

identificação das amostras, rendimento e aspecto dos óleos voláteis obtidos de cada 

espécie. Calculou-se o rendimento através da relação entre o peso do material 

vegetal e volume de óleo extraído após 4 horas.  

 

Tabela 2. Material vegetal extraído, rendimento e aspecto dos óleos voláteis obtidos das diferentes 
espécies de Stenachaenium Benth. coletadas.  

 

Espécie 
 

Identificação 
 

Material vegetal 
 

Rendimento (%) 
 

Aspecto 

S. adenanthum SAD Caules, folhas e flores 1,21 Líquido amarelo e viscoso 

     

S. macrocephalum SMA Folhas e flores 0,07 Líquido espesso amarelado 

     

S. megapotamicum SME/11 Folhas e flores 0,12 Liquido amarelo e viscoso 

     

S. megapotamicum* SME/12 Folhas e flores 0,12 Liquido amarelo e viscoso 

     

S. ridelli SRI/F Folhas 0,07 Líquido espesso amarelado 

     

S. riedelli SRI/I Inflorescências 0,07 Líquido espesso amarelado 

     

S. riedelli SRI/FI Folhas coletadas no 

período de inflorescência 

0,07 Líquido espesso amarelado 

*Coleta de 2012 
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O teor de óleo volátil apresentou-se diferenciado entre as espécies, variando 

de 0,07% para as amostras provenientes da espécie S. riedelli - amostra de folhas 

(SRI/F), folhas coletadas durante o período da inflorescência (SRI/FI) e 

inflorescência (SRI/I) - e chegando a 1,21% para S. adenanthum (SAD). Uma 

variação importante entre as espécies também ocorreu com relação ao aspecto do 

óleo obtido. Em ambas as coletas de S. megapotamicum (coleta de 2011 – SME/11 

e coleta de 2012 – SME/12) obteve-se óleo com aparência similar: líquido amarelo e 

viscoso. Entretanto, para as diferentes amostras da espécie S. riedelli (SRI) e para a 

amostra S. macrocephalum (SMA) o óleo exibiu aspecto de um líquido espesso 

amarelado. Sabe-se que o aspecto do óleo está intimamente relacionado às 

características da composição química. Apesar de pertencerem ao mesmo gênero, 

as espécies abordadas nesse estudo exibiram distinta constituição química 

(resultados discutidos posteriomente), justificando os diferenciados perfis. SDA 

demonstrou rendimento de óleo superior às demais. É importante considerar que 

esta espécie exibe características botânicas diferenciadas macroscopicamente, 

como pode ser verificado na Figura 5, principalmente com relação ao tamanho, 

considerando que as espécies SME, SMA e SRI são arbustos de grande porte. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Diferentes espécies de Stenachaenium: (A) S. megapotamicum, (B) S. riedelli, (C) S. 
macrocephalum e (D) S. adenanthum.  

 
Cabe ressaltar que a sazonalidade dessas espécies conduziu a coleta ao 

período de idade adulta dos indivíduos, como descrito, no verão para SME e 

primavera para as outras espécies. Durante essas estações, no decorrer do estudo, 

houve intensa escassez de chuvas, afetando seriamente seu desenvolvimento e, em 

alguns casos, impossibilitando a coleta e, consequentemente, a obtenção de 

quantidades maiores de amostra, limitando a realização de alguns ensaios. 
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4.2 Análise química do óleo volátil 

 
Para a identificação e quantificação dos constituintes, os óleos voláteis 

obtidos foram submetidos a análise em cromatógrafo à gás acoplado a 

espectrômetro de massas. Os cromatogramas provenientes de cada amostra estão 

ilustrados na Figura 6. 

 

Um total de 64 compostos foram identificados para os óleos voláteis das 

diferentes espécies de Stenachaenium Benth. (Tabela 3). Em geral, com relação aos 

terpenos, houve predominância de sesquiterpenos, principalmente oxigenados, e 

porcentagens muito baixas de monoterpenos, sendo que a fração hidrocarbonada 

destes não foi visualizada. Em algumas amostras, quantidades significativas de 

compostos alifáticos foram observadas, variando conforme a espécie.  

 

A – S. megapotamicum (Coleta em 2011) 

 

B – S. megapotamicum (Coleta em 2012) 

C– S. adenantum 
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D – S. riedelli (Folhas coletadas durante o período da inflorescência) 

 

 

E– S. riedelli (Inflorescências) 

 

 

F – S. riedelli (Folhas) 

 

 

G – S. macrocephalum 

Figura 6. Cromatogramas obtidos por CG/EM para análise da composição química do óleo volátil das 

diferentes espécies de Stenachaenium Benth. 

 

Para SME/11, 84,1% dos constituintes foram identificados. Desses, a fração 

terpenoídica totalizou 65,6%, com 52,6% de sesquiterpenos. Os monoterpenos 

apresentaram-se como a fração menos representativa (13%), na qual monoterpenos 

hidrocarbonados não foram observados. Na fração monoterpênica oxigenada, timol 

(10,8%) foi o composto majoritário. Sesquiterpenos oxigenados foram os 

terpenoides com o maior número de constituintes, entre os quais, fokienol foi o mais 
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abundante (24,4%), seguido de γ-eudesmol (5,9%) e (E)-nerolidol (5,8%). Para a 

fração de sesquiterpenos hidrocarbonados, β-bisaboleno (9%), foi o constituinte 

mais representativo. Além desses compostos, o óleo apresentou significativa 

quantidade de um derivado de cumarina, 2H-1-benzopiran-2-one, 7-(3-metilbutoxi) 

(17,9%). 

 

A amostra da mesma espécie coletada em 2012 (SME/12) exibiu 

composição química semelhante, com 76,2% dos compostos identificados. A fração 

sesquiterpênica apresentou-se também como predominante, entretanto, com 

aumento de sesquiterpenos hidrocarbonados (19,54%), destacando-se β-bisaboleno 

como composto majoritário desse grupo, enquanto que a fração oxigenada não 

apresentou compostos em quantidade significativa. Com relação aos monoterpenos, 

timol (7,16%) foi o único representante observado. As principais diferenças com 

relação à coleta anterior referem-se ao aumento da concentração do composto 

derivado de cumarina, 2H-1-benzopiran-2-ona, 7-(3-metilbutoxi) (24,08%), seguindo 

de expressiva quantidade de um derivado de ionona (6-metil-γ-(E)-ionona), com 

7,46% e redução importante de fokienol, majoritário na coleta de 2011, e que, neste 

caso, representou apenas 3,28% dos constituintes identificados.  

 

As diferenças de composição química dos óleos voláteis da espécie SME 

podem estar relacionadas aos fatores edafoclimáticos aos quais os indivíduos 

estavam submetidos. É sabido que fatores ambientais, tais como insolação, umidade 

e condições do solo afetam seriamente a produção de metabólitos secundários, 

influenciando no conteúdo e composição química do óleo volátil (RAYMUNDO et al., 

2011). 

 

Semelhante à composição química das amostras SME/11 e SME/12, o óleo 

volátil de SAD foi caracterizado pela presença de quantidades importantes de 

terpenos, entretanto apenas sesquiterpenos (37,78%) e quantidade pouco 

significativa de compostos alifáticos (7,35%), exibindo ácido hexadecanóico (5,08%) 

como representante desse grupo químico em quantidade mais pronunciada. ÉÉ 

..........  
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Tabela 3. Composição percentual dos constituintes dos óleos voláteis obtidos das diferentes espécies 
de Stenachaenium Benth. 

  

 

IR 

 

Componente 

 

SME/11 

 

SME/12 

 

SMA 

 

SRI/FI 

 

SRI/I 

 

SRI/F 

 

SAD 

1100  Linalol       0,40  

1204  n-Decanal    1,46  1,36 1,56  

1383  Ácido Undecanóico     0,21     

1232 Timol  10,85 7,16      

1381  β-elemeno   0,48     6,55 

1387  Cipereno   0,42      

1416 2,5-dimetoxi-ρ-cimeno  0,13 1,93 1,32  0,73 0,46  

1449  Aromadendreno   0,54     2,09 

1474 6-metil-γ-(E)-ionona  2,10 7,46   1,47 1,92 3,90 

1482  β-selineno   0,45      

1483  α-selineno   1,84     1,33 

1489  Pentadecano       0,40  

1492  Viridifloreno   0,45     2,79 

1498 β-bisaboleno  9,06 12,88 0,78   0,64  

1500 Butilato de 

Hidroxitolueno (BHT) 

  0,78 0,55 1,80 1,15 16,45 

1501  γ-cadineno   0,55      

1512 δ-cadineno  0,77       

1550  Ledol    0,53    0,62 

1556  (E)-nerolidol  5,85 4,19     1,65 

1569 Espatulenol  1,00  0,92     

1572  Óxido de Cariofileno   0,65 2,77 2,29 11,70  

1576  Globulol    2,85     

1583  Epi-globulol    2,59     

1585  Trans-β elemenona      0,53   

1592 Fokienol  24,48 3,28      

1602  β-atlantol  1,94    6,34   

1604  Tetradecanal    0,38     

1606  Guaiol        1,87 

1621 Eremoligenol  0,72 0,82      

1624 γ-eudesmol  5,96 4,19      

1631 β-acorenol  0,5       

1632  Epi-α-cadinol   1,29     0,34 

1634 τ-cadinol  0,53       

1642 β-eudesmol  1,49 1,40 3,26 5,75 4,02 6,67  

1645 α-eudesmol  0,08 1,86      

1646  Pogostol   3,75 0,67 0,84 2,29 0,94 14,09 

1647 α-cadinol  2,64       

1674  α-óxido de bisabolol A 0,31      0,64 

1677  α-bisabolol   2,27     5,81 

1705  Pentadecanal    2,32 1,24 1,86 1,14  

1769  Ácido Tetradecanóico    0,56 2,68 1,18 1,01  

1806  Hexadecanal    1,74 0,60 0,68 0,87  

1834  Heptadecanona    1,00 0,48  0,58 0,78 

1864  Ácido Pentadecanóico     0,36 1,28   

1888 NI1       8,99 
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IR: Índice de retenção em coluna DB5; SME/11: S, megapotamicum coletada em 2011; SME/12: S. megapotamicum coletada 
em 2012; SMA: S. macrocephalum; SRI/FI: S.riedelli (Folhas coletadas no período de inflorescência); SRI/I: S.riedelli 
(Inflorescências); SRI/F: S.riedelli (Folhas); SAD: S. adenanthum. NI: compostos não identificados. NI1 [m/z (int. rel.): 41(100) 
55(36) 65(27) 77(41) 91(56) 105(42) 121(38) 131(23) 145(32) 161(26) 171(50) 176(36) 199(6) 217(51) 232(23)]; NI2 [m/z (int. 
rel.): 41(100) 55(75) 69(31) 81(45) 95(47) 107(26) 119(18) 135(10) 135(4) 150(2) 280(3);] NI3 [m/z (int. rel.): 41(100) 55(57) 
67(46) 79(52) 95(23) 108(15) 121(5) 135(4)]; NI4 [m/z (int. rel.): 41(100) 55(49) 67(52) 79(65) 93(26) 108(19) 121(7) 135(5) 
149(2) 222(2)]; NI5 [m/z (int. rel.): 41(100) 55(23) 69(77) 81(31) 93(25) 107(13) 119(13) 133(6) 147(4) 161(4) 187(2) 203(2)]; 
NI6 [m/z (int. rel.): 41(100) 55(75) 69(31) 81(45) 95(47) 107(26) 119(18) 135(10) 150(9) 161(4) 187(3) 203(2)]; NI7 [m/z (int. 
rel.): 41(100) 55(73) 67(32) 81(45) 95(45) 107(26) 119(22) 133(10) 150(7) 187(3) 202(1)].  

 

importante ressaltar que apenas nessa espécie, além de SME, foi observada a 

presença do derivado de cumarina, 2H-1-benzopiran-2-ona, 7-(3-metilbutoxi), com 

7,35%. Butilato de hidroxitolueno (BHT) apresentou-se como majoritário (16,45%), 

entretanto, sabe-se que esta substância provém do solvente (éter etílico) utilizado na 

diluição do óleo para a leitura. Na fração de sesquiterpenos hidrocarbonados, β-

elemeno foi o constituinte mais representativo (6,55%), enquanto que a fração 

oxigenada apresentou pogostol (14,09%), seguido de α-bisabolol (5,81%) como 

constituintes em quantidades importantes. O composto 6-metil-γ-(E)-ionona (3,9%) 

também foi identificado nesta espécie como minoritário. 

 

 

Contin. (Tabela 3)       

1905  Heptadecanal    0,36   0,48  

1976  Ácido Hexadecanóico    23,85 39,90 46,87 19,16 5,08 

2021 2H-1-benzopiran-2-ona, 

7-(3-metilbutoxi)  

17,95 24,08     7,35 

2087  Heneicosano    0,38   0,29  

2140  Heneicosanol     4,59 5,81   

2142  NI2   10,32     

2147 NI3    5,50    

2151 NI4   12,89   2,77  

2163 NI5      6,66  

2169  Ácido Octadecanóico    3,07 0,70 1,11 2,05  

2190  Docosano    0,56 0,75  0,57  

2218 NI6    6,06    

2220 NI7      8,57  

2292  Tricosanol      1,01   

2295  Tricosano    0,31     

2393  Tetracosano    0,35 0,62  0,44  

2422  Tetracosanal    0,34     

2490  Pentacosano    0,99 1,93 2,52 2,15 1,49 

2522  Pentacosanal    0,37 0,37    

2592  Hexacosano    0,33 0,61  0,43  

2695  Heptacosano    6,26 5,20 4,35 5,61  

2790  Octacosano    0,65 0,50  0,29  

2896  Nonacosano    12,31 7,74 4,96 7,31  

2988  Triacontano   0,85     

3092  Untriacontano    3,68 1,37 1,15 1,35  

Total de compostos identificados  84,1 76,2 87 74,9 92,8 69,6 72,2 
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A espécie SRI foi a única que possibilitou a extração isolada do óleo volátil 

de diferentes órgãos do vegetal. Com relação à composição química, em todas as 

amostras observou-se a presença significativa de compostos alifáticos. Assim, 

SRI/FI exibiu predominância desses compostos (69,64%), sendo o ácido 

hexadecanóico o majoritário (39,9%), seguido de nonacosano (7,74%) e 

heptacosano (5,2%). Apenas 9,36% dos constituintes identificados representavam 

terpenos. Esse reduzido percentual envolve três sesquiterpenos oxigenados: β-

eudesmol (5,75%), óxido de cariofileno (2,77%) e pogostol (0,84%). Nesta espécie 

não foram observados monoterpenos e sesquiterpenos hidrocarbonados. Da mesma 

forma, para o óleo volátil de SRI/I compostos alifáticos representaram a maior fração 

de constituintes identificados, totalizando 74,14%. Nesse caso, ácido hexadecanóico 

também foi o majoritário, com 46,87%, seguido de heneicosanol (5,81%) e 

nonacosano (4,96%). A fração terpênica foi representada apenas por 

sesquiterpenos, sendo 0,73% de hidrocarbonados e 15,47% oxigenados, com β-

atlantol (6,34%) como constituinte mais representativo, seguido de β-eudesmol 

(4,02%). Para o óleo obtido das folhas dessa espécie (SRI/F) foram identificados 

69,6% dos compostos. Similarmente às outras amostras, houve a predominância de 

compostos alifáticos (45,69%) e o ácido hexadecanóico manteve-se como 

constituinte majoritário, entretanto, em menor quantidade (19,16%), seguido de 

nonacosano (7,31%) e heptacosano (5,61%). A classe terpenoídica, foi representada 

principalmente por três sesquiterpenos oxigenados (19,31%): óxido de cariofileno, 

como mais abundante (11,70%), β-eudesmol (6,67%) e em quantidade pouco 

significativa, pogostol (0,94%). β-bisaboleno e 2,5-dimetoxi-ρ-cimeno foram os 

únicos sesquiterpenos hidrocarbonados, identificados em quantidades minoritárias: 

0,64% e 0,46%, respectivamente. O composto derivado de ionona, 6-metil-γ-(E)-

ionona (1,92%), também foi observado nessa amostra. 

 

Similarmente às diferentes amostras provenientes da espécie SRI, a 

composição química de SMA apresentou como constituintes majoritários compostos 

alifáticos. De 87% dos constituintes identificados, ácido hexadecanóico representou 

23,85%, seguido de nonacosano (12,31%) e heptaconaso (6,26%). Sesquiterpenos 

também foram identificados no óleo volátil desta espécie, porém em quantidades 

pouco significativas, sendo β-eudesmol o constituinte mais representativo da fração 

oxigenada (3,26% do total de 11,47%), enquanto que para a fração hidrocarbonada, 
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foi observada apenas a presença de β-bisaboleno e 2,5-dimetoxi-ρ-cimeno, com 

0,78% e 1,32%, respectivamente.  

 

Os principais compostos identificados no óleo volátil obtido das diferentes 

espécies de Stenachaenium Benth. estão representados esquematicamente na 

Figura 7, de acordo com a classificação química. 

 

A composição química das espécies está intimamente relacionada com o 

aspecto do óleo volátil. Como descrito anteriormente, o óleo de ambas as amostras 

de SME (SME/11 e SME/12) e de SAD apresentaram-se com aspecto viscoso e cor 

amarela. Entretanto, o óleo de SMA e das amostras de SRI (SRI/F, SRI/FI e SRI/I) 

exibiram um aspecto de líquido espesso, devido a quantidades importantes de 

compostos alifáticos, principalmente ácido hexadecanóico.  

 

Compostos alifáticos são comumente observados na constituição química de 

óleos voláteis. A presença de ácido hexadecanóico é frequentemente descrita na 

literatura em quantidades variadas, mas em geral, pouco significativas 

(TOMCZYKOWA et al., 2011). Autores descreveram esse composto como 

constituinte de ceras epicuticulares nos vegetais (REVERCHON; SENATORE, 1994; 

PANSARIN; SALATINO; PEREIRA, 2008), e por esse motivo podem ser obtidos 

juntamente com o óleo volátil durante o processo extrativo. Na família Asteraceae 

quantidades importantes dessa substância foram descritas para o óleo de Centaurea 

cuneifolia e C. euxina: 17,6% e 20,3%, respectivamente (ROSSELLI et al., 2009). 

Aster hesperius A. Gray também apresentou concentrações importantes desse ácido 

na composição química do óleo volátil (29,6%) (TABANCA et al., 2007). Saïdana e 

colaboradores (2008) observaram que o composto representava 18,14% dos 

constituintes identificados no óleo volátil das partes aéreas de Tamarix boveana 

Bunge obtido por destilação a vapor, e, nesse caso, em torno de 28% do total eram 

ácidos graxos e ésteres de ácidos graxos, além de 18 a 34% de hidrocarbonetos, 

variando conforme o órgão do vegetal. 
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Figura 7. Estrutura química dos principais compostos de cada grupo químico identificados no óleo 
volátil das diferentes espécies de Stenachenium Benth: monoterpenos oxigenados (timol); 
sesquiterpenos hidrocarbonados (β-elemeno e β-bisaboleno); sesquiterpenos oxigenados ((E)-
nerolidol, óxido de cariofileno, γ-eudesmol, fokienol, α-bisabolol e pogostol), compostos alifáticos 
(ácido hexadecanóico) e o derivado ionona (6-metil-γ-ionona).  

 

A ocorrência de fokienol, (E,E)-farnesa-1,6,9,11-tetraen-3-ol, um álcool da 

classe dos sesquiterpenos e constituinte majoritário do óleo volátil de SME/11, foi 

relatada para óleo volátil de outras espécies da família Asteraceae, entretanto em 

quantidade menores, como observado para SME/12 (TABANCA et al., 2007; HAOUI 

et al., 2011). O óleo das partes aéreas de Tanacetum fruticulosum Ledeb., por 

exemplo, apresentou 0,3% dessa substância (WEYERSTAHL et al., 1999), e 

Phlomis armeniaca Willd. apenas 0,2% (DEMIRCI et al., 2009). Quantidades 

significativas desse composto foram descritas para o óleo volátil de Dittrichia viscosa 

Greuter, para o qual Camacho e colaboradores (2000) relataram 38,8%, na 

Espanha. Na Jordânia, partes áreas da mesma espécie apresentaram fokienol como 

majoritário com 20,87%, seguido de (E)-nerolidol (19,75%) e β-eudesm-6-en-4α-ol 

(5,64%). Nesse estudo, ainda, semelhantemente ao observado para o óleo de 
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SME/11, a fração de sesquiterpenos oxigenados também foi predominante (77,15%) 

(AL-QUDAH et al., 2010). Blanc e colaboradores (2006), na França, observaram um 

grande número de sesquiterpenos oxigenados no óleo volátil obtido da mesma 

espécie, e fokienol apresentou-se com 21,1% do óleo total, seguido de (E)-nerolidol 

(8,6%) e eudesm-6-en-4α-ol (6,2%). O mesmo ocorreu no Vietnã, onde os autores 

observaram 24-26% de fokienol, e relacionaram nesta planta, a presença desse 

álcool com a grande quantidade de (E)-nerolidol (35,5%) (LESUEUR et al., 2006). 

Na constituição química de ambos os óleos voláteis de SME também observou-se a 

presença de (E)-nerolidol, entretanto em quantidades menores (5,84% e 4,19%, 

respectivamente para SME/11 e SME/12).  

 

A presença de pogostol, sesquiterpeno oxigenado, majoritário para o óleo 

volátil de SAD (14,09%) é pouco relatada na literatura. Entretanto, exceto em 

SME/11, foi observado em todas as amostras como constituinte minoritário. Esse 

composto é descrito no óleo volátil de espécies do gênero Pogostemon (Lamiaceae) 

inclusive como um marcador de quimiotipo (PAUL et al., 2010; BLANK et al., 2011). 

Posgostol também foi observado no óleo volátil de Eriocephalus punctulatus DC. 

(Asteraceae), em quantidades de até 15,9% (SANDASI; KAMATOU; VILJOEN, 

2011). Na família Apiaceae, o óleo de Heracleum transcaucasicum Manden. 

apresentou 8,2% desse composto (FIRUZI et al., 2010). Um dos primeiros estudos 

relacionado à atividade biológica dessa substância descreveu importante atividade 

antiemética (YANG et al., 1999). Esquematicamente, Deguerry e colaboradores 

(2006) adaptaram parte do mecanismo de biossíntese dos sesquiterpenos sugerido 

por Croteau (1987) para rota biossintética de compostos provenientes do óleo volátil 

de Pogostemon cablin (Blanco) Benth. e sugerem uma via de formação do pogostol. 

Assim, conforme a Figura 8, a ionização inicial de FPP resulta em um carbocátion 

em C1 que se liga ao carbono C10, formando o cátion germacradienila, que 

posteriormente é desprotonado, gerando germacreno A, precursor de 

sesquiterpenos com esqueleto guaiano, incluindo pogostol.  
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Figura 8. Via de formação de sesquiterpenos a partir de pirofosfato de farnesila para o óleo volátil de 
Pogostemon cablin (DEGUERRY et al., 2006) 

 

Cumarinas simples, como 2-H-1-benzopiran-2-ona ou seus derivados são 

frequentemente reportadas em óleos voláteis de outras espécies vegetais, incluindo 

indivíduos da família Asteraceae, entretanto em quantidades pouco significativas. 

Tschiggerl e Bucar (2012) observaram aproximadamente 6% de cumarina simples 

na fração volátil de Matricaria recutita L. e, Wang e colaboradores (2009) reportaram 

quantidades similares (6,36%) para o mesmo composto no óleo volátil de espécies 

de Cinnamomum. Schossler e colaboradores (2009), explicaram que a presença de 

cumarina simples no óleo de Eupatorium laevigatum, é consistente com a 

quimiotaxonomia da família Asteraceae devido à tendência desta família em 

apresentar derivados do chiquimato e também devido a este grupo de plantas 

apresentarem-se como os maiores produtores de cumarina entre as angiosgermas. 

 

Como observado para as amostras SME/11 e SME/12, a ocorrência em 

quantidades significativas para compostos derivados de cumarina é descrita também 

para outras famílias botânicas. Cumarina é um composto que ocorre em muitas 
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plantas conhecidas popularmente como cinamomum e lavanda, contudo, a 

quantidade obtida depende do método de extração. Por exemplo, o conteúdo volátil 

das partes aéreas Melittis melissophyllum L. obtido pelo método de microextração de 

fase sólida e headspace apresentou de 44,2% e 69,7% de cumarinas, 

respectivamente (MAGGI et al., 2011). Para o total de componentes voláteis de 

Angelica dahurica (Fisch.) Benth. & Hook. f., obtidos por fluído supercrítico, 

aproximadamente 20% eram derivados dessa classe (CHEN et al., 2008). Sementes 

de três espécimes de Copaifera langsdorffii Desf. apresentaram cerca de 4%, 7% e 

12,6% de cumarina no óleo volátil (NASCIMENTO et al., 2012). Quantidades 

significativas e de diferentes derivados de cumarina foram isolados de espécies do 

gênero Pterocaulon, também pertencente à família Asteraceae e tribo Inuleae, e por 

isso, relacionado diretamente ao gênero Stenachaenium (MAES, DEBENEDETTI, 

KIMPE, 2006; STEIN et al., 2006). Essa relação taxonômica pode justificar a 

presença de importantes quantidades de cumarina nas espécies SME e SAD. 

 

A ocorrência dessas substâncias nessa classe de metabólitos secundários 

acontece em virtude de sua alta volatilidade, entretanto, não foram encontrados 

relatos na literatura da presença, especificamente de 2H-1-benzopiran-2-ona, 7-(3-

metilbutoxi) em óleo volátil, ou de quantidades tão significativas de cumarina pelo 

método empregado. 

 

Adams (2009) reporta a presença de alguns derivados de cumarina em 

óleos voláteis. A partir do espectro de massas descrito por esse autor para tais 

substâncias e informações de literatura (CORDA et al., 1998; CONCANNON; 

RAMACHANDRAN; SMYTH, 2000) associadas ao espectro obtido para o composto 

(Figura 9) e suas fragmentações, chegou-se a proposta do derivado 2H-1-

benzopiran-2-ona, 7-(3-metilbutoxi). A visualização de uma mancha fluorescente de 

cor amarela sob luz ultravioleta, no comprimento de onda de 365 nm, é considerada 

outro indício para confirmação desse composto, já que cumarinas apresentam a 

propriedade de fluorescência sob ação da luz UV, principalmente nas cores azul, 

amarela ou roxa, de acordo com a posição dos grupos substituintes (BRAND et al., 

1997). Em virtude da quantidade reduzida de material vegetal e baixo rendimento de 

obtenção do óleo volátil, ainda não foi possível o isolamento deste composto para a 

avaliação por técnicas específicas, como ressonância magnética nuclear (RMN) ou 
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infravermelho (IV). Entretanto, novas coletas serão realizadas a fim de isolá-lo e 

confirmar essa proposta. 

 

 

Figura 9. Espectro de massas do composto 2H-1-benzopiran-2-ona, 7-(3-metilbutoxi), obtido por 
CG/EM (Equipamento Shimadzu QP5000). [m/z (int. rel.): 43(100) 55(1) 71(30) 91(2) 105(4) 115(2) 
133(5) 145(9) 162(17) 232(3)]. 
 

Assim, a partir do espectro de massas obtido por CG/EM, propôs-se 

algumas possibilidades de fragmentação da estrutura relacionada aos principais 

picos dessa substância (Figura 10). 

 

Figura 10. Possibilidades de fragmentação do derivado cumarínico 2H-1-benzopiran-2-ona, 7-(3-
metilbutoxi), relacionadas aos principais picos visualizados no espectro de massas obtido por CG/EM.  

 

O composto 6-metil-γ-(E)-ionona, um dos principais constituintes do óleo 

volátil de SME/12 (7,46%) e minoritário nas amostras SME/11, SRI/I, SRI/F e SAD, é 
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um derivado do grupo químico ionona e pertence a uma classe de compostos 

provenientes da conversão de constituintes não voláteis, mas que contribui com 

frequência para o sabor de frutas. Esses compostos podem ser encontrados em 

óleos voláteis quando a extração ocorre por destilação a vapor. O grupo das iononas 

é considerado o principal C13-nor-isoprenóides, uma classe de compostos 

decorrentes da degradação de terpenos. Nesse caso, são provenientes da 

autoxidação de carotenos (VINHOLES; COIMBRA; ROCHA, 2009; YU; BEYER, 

2012). Os derivados de carotenóides, como as iononas e damasconas constituem o 

aroma observado em vinhos, rosas, tabaco e chá, e por isso a indução de sua 

síntese a partir de carotenos é uma técnica amplamente investigada (DIONÍSIO; 

CARVALHO; PASTORE, 2009). Estudos relatam que o catabolismo de carotenóides 

está envolvido com mecanismos de defesa da planta. A produção de β-ionona, por 

exemplo, principal representante dessa classe, está relacionada com a interação 

planta-inseto (HANNOUFA; HOSSAIN, 2012). É importante considerar que os 

carotenos são provenientes da mesma via metabólica dos outros terpenos, o que 

pode justificar a presença de um produto derivado no óleo volátil obtido das espécies 

de Stenachaenium. 

 

4.3 Desenvolvimento da nanoemulsão 

 

Os sistemas nanométricos representam uma viável e eficiente alternativa para 

melhorar a estabilidade física de substâncias ativas e preservá-las da influência de 

fatores ambientais. Além de proteger o óleo contra evaporação e degradação, e 

devido ao tamanho subcelular, esse sistema pode aumentar sua absorção celular 

por mecanismos passivos, reduzindo a resistência e aumentando a atividade 

antimicrobiana (DONSÌ et al., 2011). A partir desse pressuposto desenvolveu-se 

nanoemulsões – apenas com o óleo volátil S. megapotamicum (SME/11) em virtude 

da pequena quantidade de amostra obtida – com a finalidade de avaliar 

comparativamente ao óleo livre a resposta às atividades biológicas posteriormente 

submetidas. 

 

Para a preparação da formulação empregou-se a técnica de emulsificação 

espontânea. Esse método consiste basicamente na adição de uma fase oleosa, 
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contendo, além do óleo, um solvente orgânico miscível em água, à fase aquosa, 

adicionada de um tensoativo, sob agitação e temperatura moderadas, com posterior 

remoção do solvente através de sistemas de evaporação. 

 

O desenvolvimento de nanoemulsões pela técnica de emulsificação 

espontânea tem sido frequentemente descrito na literatura. Através desse método é 

possível preparar formulações com propriedades similares àquelas obtidas por 

métodos físicos, com a vantagem de uma técnica simples, de baixo custo, rápida e 

que possibilita o emprego de pequenas quantidades de material e baixa temperatura 

(BOUCHEMAL et al., 2004; ALMEIDA; TEIXEIRA; KOESTER, 2008), fatores 

decisivos na escolha do método para o desenvolvimento da formulação em estudo. 

 

As formulações desenvolvidas foram submetidas aos ensaios biológicos. 

Para o ensaio de atividade antifúngica, avaliou-se a Nanoemulsão A (Tabela 5) com 

concentração de óleo volátil de 0,332 mg/mL, determinada previamente por 

avaliações relacionadas ao teste de atividade antifúngica. Concomitantemente, 

desenvolveu-se uma formulação controle em igual processo e quantidade dos 

excipientes, substituindo-se o óleo volátil por TCM. 

 

Tabela 4. Características das nanoemulsões utilizadas nos ensaios biológicos. 
 Nanoemulsão A Nanoemulsão B 

 

Formulação 

Concentração do óleo: 0,332 mg/mL 
Excipientes: Água (53 mL) 
                     Polissorbato (0,07 mL) 
                     Etanol (27 mL) 

Concentração do óleo: 0,332 mg/mL 
Excipientes: Água (53 mL) 
                     Polissorbato (0,07 mL) 
                     Etanol (27 mL) 
                     TCM (160 μL) 

Método de evaporação do 

solvente 

Não evaporado Banho-maria com temperatura  

até  40 ºC 

Tamanho de Partícula 210 nm 86,66 nm 

Índice de Polidispersão 0,369 0,068 

pH 5,04 ± 0,02 4,75 ± 0,02 

Teor 77,6 ± 1,28 98,6 ± 1,82 
 

Aspecto Emulsão translúcida; ausência de 
separação de fases e precipitado 

Emulsão leitosa; ausência de separação de 
fases e precipitado 

Aplicação no estudo Atividade antifúngica Atividade antiquimiotáxica e antioxidante 

 

 

A Nanoemulsão B (Tabela 5) foi submetida aos ensaios de atividade 

antioxidante e antiquimiotáxica. O sistema continha igual concentração do óleo 

volátil (0,332 mg/mL) e quantidade dos excipientes, entretanto, adicionou-se à fase 
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oleosa 160 μL de triglicerídeos de cadeia média do ácido cáprico/caprílico (TCM) e 

submeteu-se o sistema à evaporação do solvente pelo sistema de banho-maria à 40 

°C. 

 

Como informação adicional, partindo de valores reduzidos de teor para as 

formulações submetidas aos diferentes processos de evaporação no início do 

estudo (35% e 77% para rota evaporador e banho-maria à 40 ºC sob agitação, 

respectivamente), avaliou-se a adição de TCM à formulação padrão e observou-se 

aumento importante no teor de óleo volátil no sistema, com valores de 62% e 98% 

para os dois métodos de evaporação testados. Esses resultados confirmam que a 

pressão exercida pelo sistema de rotaevaporação leva ao aumento na perda do óleo 

volátil contido no sistema, e que a adição de um óleo fixo foi capaz de reduzir a 

volatilização. Outros estudos descrevem teores próximos aos obtidos para 

nanoemulsão contendo óleo volátil (FLORES et al., 2011), entretanto, essa 

propriedade varia de acordo com a composição da formulação e a quantidade de 

cada constituinte. 

 

As propriedades obtidas para ambas as formulações (Nanoemulsão A e B) 

contendo o óleo volátil de SME/11 são compatíveis com valores reportados por 

outros autores para formulações com características similares (FLORES et al., 

2011), variando apenas no teor do óleo no sistema.  

 

A aparência translúcida exibida pela nanoemulsão A é relacionada a 

formulações com pequenos tamanhos de partícula (FORGIARINI et al., 2001; 

BOUCHEMAL et al., 2004; CAPEK, 2004; RAO; MCCLEMENTS, 2012). Em relação 

à nanoemulsão B, a alteração no aspecto da formulação refere-se à adição TCM. 

Como já descrito, a adição de TCM foi realizada no intuito de diminuir a volatilização 

do óleo e resultou no aspecto leitoso, comumente relatado para nanosistemas com 

essa composição química.  

 

Salvia-Trujillo e colaboradores (2013) descrevem que o índice de 

polidispersão próximo a 1 indica distribuição heterogênea de tamanho de partícula e 

Flores e colaboradores (2011) relatam que uma homogeneidade do sistema ocorre 

quando os valores desse índice estão abaixo de 0,25. Assim, apenas a 
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nanoemulsão B (índice de polidispersão de 0,068) apresentou-se adequadamente 

homogênea.  

 

O pH de ambas as formulações apresentou-se levemente ácido, 

provavelmente devido ao pH do óleo volátil, que exibiu valores próximos à 4,5. 

Considerando o pH da pele (4,6 - 5,8) uma formulação adequada para uso tópico 

deve ser levemente ácido (LEONARDI; GASPAR; CAMPOS, 2002). Valores 

determinados de pH estão estabelecidos apenas para nanocapsulas, entre 3,0 e 7,5, 

quando utilizados métodos de nanoprecipitação, emulsão-difusão ou camada-por-

camada são aplicados. O pH do meio de dispersão também pode ser um fator 

importante no controle de tamanho de nanopartículas e de sua biodistribuição 

(MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).  

 

Nanoemulsões têm sido amplamente descritas com aplicações dérmicas por 

apresentar algumas vantagens sobre outras formulações. A necessidade de 

pequenas concentrações de surfactante resulta na redução do tamanho de partícula 

e na fluidez do sistema, aumentando a penetração da substância ativa 

(BOUCHEMAL et al., 2004). Um estudo de Dias e colaboradores (2012), mostrou um 

efeito parcialmente protetor de um sistema nanoemulsionado contendo β-cariofileno, 

um sesquiterpeno frequentemente encontrado na composição de óleos voláteis, 

contra a hidrolise ácida, exposição a irradiação UV-A, condições oxidativas (H2O2) e 

termolíticas (60 ºC). A encapsulação de cânfora, citronelal, eucaliptol, limoneno e 

mentol, com diferentes polímeros foi realizada na tentativa de controlar e melhorar a 

liberação dessas substâncias (SANSUKCHAREARNPON et al., 2010). 

 

Esses estudos indicam a importância de um sistema capaz de proteger a 

substância ativa de fatores ambientais, entretanto, sem influenciar na sua atividade e 

apenas potencializá-la, e vários esforços estão sendo realizados com essa proposta 

(NUCHUCHUA et al., 2009; KOURNIATIS; SPINELLI; MANSUR, 2010; WEN et al., 

2010; ZIANI et al., 2011). 
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4.5 Atividade antifúngica 

 

O ensaio para avaliação de atividade antifúngica foi realizado pelo método 

de microdiluição em caldo, de acordo com os protocolos padronizados pelo CLSI. 

Para o óleo volátil de SME/11 partiu-se de um screening que contemplava cepas 

filamentosas e leveduriformes, enquanto que no ensaio para SME/12, SRI/F e SRI/FI 

apenas empregou-se fungos filamentosos devido à escassez de amostra. 

 

SME/11 e timol foram investigados contra 11 espécies fúngicas e ambos 

exibiram atividade seletiva contra fungos filamentosos, inibindo o crescimento de E. 

floccosum, T. rubrum e S. dimidiatum na concentração de 500 μg/mL (Tabela 6). 

Nesse screening todos os isolados de espécies de Candida demonstraram 

resistência.  

 

Tabela 5. Screening contra fungos filamentosos e leveduriformes do óleo volátil das diferentes 
espécies de Stenachaenium e timol.  

Microrganismo Timol SME/11 SME/12 SRI/FI SRI/F 

Candida albicans CA02 R R Nt Nt Nt 

Candida krusei CK04 R R Nt Nt Nt 

Candida glabrata CG01 R R Nt Nt Nt 

Candida tropicalis CT56 R R Nt Nt Nt 

Candida parapsilosis CPA134 R R Nt Nt Nt 

Epidermophyton floccosum EPF07 Fungistático Fungicida Fungistático R Fungistático 

Epidermophyton floccosum EPFW4 nt* nt* Fungicida Fungistático Fungistático 

Trichophyton mentagrophytes TME12 R R nt* nt* nt* 

Trichophyton mentagrophytes TME33 nt* nt* Fungicida R R 

Trichophyton mentagrophytes TME35 nt* nt* Fungicida R R 

Trichophyton rubrum TRU31 Fungicida Fungicida R R R 

Microsporum gypseum MGY48 R R nt* nt* nt* 

Microsporum canis MCA29 R R nt* nt* nt* 

Microsporum canis MCA36 nt* nt* R R Fungistático 

Microsporum canis MCA01 nt* nt* Fungicida Fungicida Fungicida 

Scytalidium dimidiatum SYD08 Fungicida Fungicida Nt Nt Nt 

R = resistente (> 500 µg.mL-1); FC = Fungicida; FT – Fungistático; nt = não testado; nt* = não testado em virtude da 
inviabilidade do isolado no momento do ensaio. SME/11 = S. megapotamicum coleta de 2011; SME/12 = S. megapotamicum 
(coleta em 2012); SRI/FI =S. riedelli (Folhas coletadas no período de inflorescência); SRI/F = S. riedelli (Folhas). 

 

O screening contra fungos filamentosos realizado para as amostras SME/12, 

SRI/FI e SRI/F também apresentou atividade fungistática e fungicida para grande 

parte das espécies de dermatófitos testadas, na concentração de 500 μg/mL (Tabela 

6). Especificamente, SME/12 exibiu atividade semelhante a amostra da mesma 
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espécie (SME/11) coletada em período diferente, inibindo todos os fungos testados, 

exceto T. rubrum e um isolado de M. canis que demonstraram resistência. É 

importante considerar, que as atividades biológicas estão relacionadas à 

composição química do óleo volátil e, como discutido anteriormente ocorreram 

variações entre os constituintes desta espécie nas amostras coletadas em diferentes 

períodos. 

 

Considerando a quantidade da amostra obtida e a finalidade de comparar os 

resultados biológicos do óleo puro com o óleo nanoemulsionado, os ensaios de 

concentração inibitória mínima (CIM) e concentração fungicida mínima (CFM) foram 

conduzidos apenas para a amostra SME/11, timol e para a nanoemulsão. Os 

resultados desse ensaio estão apresentados na Tabela 7.  

 

Tabela 6. Concentração inibitória mínima (CIM) e concentração fungicida mínima (CFM) do óleo 
volátil de Stenachaenium megapotamicum (SME/11), nanoemulsão e timol contra dermatófitos. 

. 
Microrganismo 

Terbinafina Timol Óleo volátil Nanoemulsão 

CIM CIM  CFM CIM CFM CIM CFM 

Epidermophyton floccosum  
EPF 07 
EPF 31 
EPF 01 
EPF W4 
EPF 18 
 
Trichophyton rubrum 
TRU 06 
TRU 25 
TRU 04 
TRU 09 
TRU 31 
TRU 23 
TRU 13 
 
Scytalidium dimiatum 

SYD 07 
SYD 08 
SYD 04 
SYD 09 
SYD 05 

 
0,25 
0,5 
0,25 
0,25 

1 
 
 
- 
- 

0,25 
0,5 
0,25 

1 
0,25 

 
 

0,25 
0,25 
0,25 
0,25 
0,25 

 
166,25 
83,25 
41,62 
166,25 

>166,25 
 
 

166,25 
83,25 

>166,25 
166,25 
166,25 
83,25 

>166,25 
 
 

R 
>166,25 

R 
>166,25 
166,25 

 
>166,25 
>166,25 
>166,25 
>166,25 
>166,25 

 
 

>166,25 
166,25 

>166,25 
>166,25 
>166,25 
>166,25 
>166,25 

 
 

R 
>166,25 

R 
>166,25 
>166,25 

 
83,25 
83,25 

>166,25 
83,25 
83,25 

 
 

166,25 
41,62 
166,25 
83,25 
41,62 
20,81 
166,25 

 
 

166,25 
166,25 
166,25 
166,25 
166,25 

 
166,25 

>166,25 
>166,25 
>166,25 
166,25 

 
 

>166,25 
166,25 

>166,25 
166,25 
83,25 
41,62 

>166,25 
 
 

>166,25 
>166,25 
>166,25 
>166,25 
>166,25 

 
5,18 
10,37 
5,18 
10,37 

nt 
 
 

41,5 
5,18 
20,75 
41,5 

nt 
nt 
nt 
 
 

R 
166 
166 
nt 
nt 

 
20,75 
10,37 
10,37 
20,75 

nt 
 
 

41,5 
5,18 
41,5 
41,5 

nt 
nt 
nt 
 
 

R 
R 

166 
nt 
NT 

nt = não testado; R = resistente (>500µg.mL-1). Todos os experimentos foram realizados em triplicata, e as CIMs e CFMs são apresentadas como 
média dos valores (μg ml−1).  

 

Isolados de E. floccosum e T. rubrum exibiram maior susceptibilidade para 

SME/11, com valores de CIM na faixa de 20,81 a 166,25 μg/mL e CFM de 166 

μg/mL para os três dermatófitos testados. Esses resultados indicam que o óleo 

demonstrou seletividade e alta atividade antifúngica contra dermatófitos, 

considerando que a literatura determina como potencialmente ativas substâncias 

que apresentam valores de CIM até 250 μg/mL (ALIGIANNIS et al., 2001).  
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A atividade seletiva exibida, caracterizada como antidermatofítica, tem sido 

descrita na literatura para muitos compostos derivados de plantas (ZOHRI; ABDEL-

GAWADL; SABER; 1995; PRASAD et al., 2004; KUIATE et al., 2006; BAJPAI et al., 

2009; SAVIUC et al., 2011). Para óleos voláteis de outras espécies, esta atividade 

também tem sido reportada, entretanto com algumas variações nos valores de CIM. 

O óleo volátil das folhas e inflorescências de Solidago chilensis apresentou-se como 

eficiente agente antifúngico contra dermatófitos das espécies M. gypseum e T. 

mentagrophytes e inativo contra isolados de Aspergillus fumigatus, Fusarium 

oxysporum e Penicillium purpurogenum, pelo método disco-difusão em ágar, com 

adição de 5 e 10 µL de óleo nos discos. Não houve determinação da relação dos 

constituintes do óleo com a atividade, mas os autores relataram que a composição 

química era em maior parte composta por sesquiterpenos hidrocarbonados (VILA et 

al., 2002). Bajpai e colaboradores (2009) descreveram potencial atividade 

antidermatofitica para o óleo de Metasequoia glyptostroboides contra T. 

mentagrophytes e M. canis com valor de CIM menor do que observado neste estudo 

(62,5 µg/ml). 

 

Óleos voláteis de outras espécies da família Asteraceae são descritos 

apresentando forte atividade antifúngica, entretanto não seletiva a dermatofitos, mas 

capaz de inibir o crescimento de diferentes espécies de microrganismos. A avaliação 

do óleo obtido das raízes de Bidens tripartita apresentou moderada atividade 

antimicrobiana contra cepas de bactérias Gram-positivas e alta atividade fungistática 

contra fungos leveduriformes (TOMCZYKOWA et al., 2011). O óleo de Otanthus 

maritimus (L.) Hoffmanns. & Link, também avaliado pelo método de microdiluição em 

caldo, demonstrou maior sensibilidade aos isolados de dermatófitos das espécies E. 

floccosum, T. mentagrophytes, M. canis, T. rubrum, M. gypseum, T. mentagrophytes 

var. interdigitale, T. verrucosum, com valores de CIM muito baixos, na faixa de 0,16 

a 0,32 µg/mL. Essa atividade não foi seletiva, considerando que o óleo inibiu o 

crescimento de espécies de Candida e Aspergillus, mesmo que de forma menos 

pronunciada (CABRAL et al., 2013). Atividade fungicida e fungistática contra 

dermatófitos dos gêneros Microsporum e Trichophyton, foi evidenciada para o óleo 

de Matricaria recutita, na concentração de 2,5 a 80 µg/ml, com inibição do 

crescimento de forma dose-dependente (JAMALIAN et al., 2012). Apesar dos 

importantes resultados, uma ação seletiva é sempre mais indicada, considerando 
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que pode evitar efeitos adversos sobre a microbiota normal do indivíduo, além da 

especificidade ao agente causal do processo infeccioso. 

 

Além do óleo volátil, atividade antidermatofítica é relatada para outros 

compostos de origem vegetal obtidos a partir de extratos com solventes orgânicos 

(HOUGHTON et al., 2006; ALJABRE et al., 2005; KUSUMA et al., 2010; NAHAR et 

al., 2010; BALAKUMAR et al., 2011).  

 

Atividade antifúngica é relatada para ambos, óleo total e compostos isolados 

(ABDELGALEIL et al., 2008; TOMCZYKOWA et al., 2011). A ocorrência de 

sinergismo entre os constituintes do óleo volátil contribui significativamente para este 

efeito. Em muitos casos, a atividade do óleo é maior, quando comparada aos efeitos 

de constituintes isolados, mesmo que majoritários (ROMAGNOLI et al., 2005; 

PAVELA et al., 2010). Por isso, timol, o principal constituinte na fração 

monoterpênica do óleo volátil de SME foi testado isoladamente com a finalidade de 

comparação com os resultados obtidos para o óleo total. Como esperado, este 

composto apresentou importante atividade contra os fungos testados, inclusive 

apresentando também seletividade aos dermatófitos. Entretanto, a CIM e CFM foram 

mais altas em comparação aos valores do óleo total, sugerindo a ocorrência de 

sinergismo. 

 

O mesmo efeito foi observado para o óleo volátil de Tagetes patula. Nesse 

estudo, o óleo exibiu notável atividade antifúngica, apresentando 100% de inibição 

de crescimento dos microrganismos mesmo nas concentrações mais baixas, 

enquanto que os compostos majoritários isolados, piperitona e piperitenona, 

apresentaram essa atividade reduzida. Quanto ao mecanismo, através de 

microscopia eletrônica, os autores observaram que o óleo induziu alterações no 

sistema de endomembrana, sugerindo a membrana celular como um alvo 

importante, e que os terpenoides podem interferir em sua bicamada fosfolipídica. 

Ainda propõe que a presença de um composto alifático no óleo, como o linalol, por 

exemplo, e uma cetona, como a piperitona, potencializam o efeito antifúngico 

(ROMAGNOLI et al., 2005). Nesse sentido, a atividade não pode ser atribuída 

apenas a um componente isolado, mesmo que este esteja em abundância no óleo, 
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ao contrário, a atividade biológica depende do sinergismo das diferentes 

características químicas dos diversos compostos.  

 

A alta quantidade de timol e carvacrol no óleo de Thymus pulegioides, 26% e 

21%, respectivamente, foi associada à inibição do crescimento de isolados de M. 

canis, M. gypseum, T. rubrum, T. mentagrophytes e E. floccosum (CIMs de 0,16 a 

0,32 μg/mL), já que estes constituintes isoladamente apresentaram valores de 

concentrações inibitórias semelhantes aquelas observadas para o óleo (MICs de 

0,04 a 0,32 μg/mL para carvacrol e 0,08 a 0,32 μg/mL para o timol). Esse estudo 

empregou ainda a citometria de fluxo para avaliar o efeito do óleo volátil na 

integridade da célula fúngica, e os resultados demonstraram que o óleo agiu lesando 

primeiramente a membrana. O ergosterol, principal constituinte da membrana de 

leveduras e responsável pelo monitoramento da função e integridade celular sofreu 

redução na concentração em cerca de 70%, quando T. rubrum foi submetido a uma 

concentração subinibitória (0,08 μg/mL). Desta forma, os autores concluíram que o 

óleo induziu consideravelmente a injúria na biossíntese de ergosterol tanto para T. 

rubrum quanto para C. albicans (PINTO et al., 2006). 

 

Devido à hidrofobicidade dos óleos voláteis, membranas biológicas 

caracterizam seu principal sítio de ação, principalmente através de acúmulo do 

composto ativo, resultando em sua ruptura. Outros estudos também sugerem que 

constituintes de óleos voláteis atuem causando lesão na membrana fúngica, além de 

reduzir de forma importante o conteúdo de ergosterol (KHAN et al., 2010). São fortes 

os indícios e muitos relatos de que compostos fenólicos estejam relacionados com a 

atividade antifúngica, incluindo hidroxilas fenólicas presentes em monoterpenos, 

como, por exemplo, carvacrol e timol (KURDELAS et al., 2012). Similarmente, Liolios 

e colaboradores (2009) sugerem que a atividade antimicrobiana pode ser atribuída a 

monoterpenos, que devido ao seu caráter lipofílico atuam aumentando a 

permeabilidade da membrana. 

 

A literatura relata que timol e derivados de cumarina, alguns dos compostos 

presentes em quantidades importantes no óleo volátil da espécie SME, possuem 

importante atividade antifúngica (BOUCHRA et al., 2003, BRAGA et al., 2008). Stein 

e colaboradores (2006) relataram que cumarinas isoladas de espécies de 
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Pterocaulon não apresentaram atividade antifúngica em concentrações menores que 

250 μg/mL, mas que a combinação de duas cumarinas isoladas exibiram atividade 

significativa contra M. gypseum, T. rubrum e T. mentagrophytes com valores 

aproximados de CIM de 31, 62 e 31 μg/mL, respectivamente. Em outro estudo, timol 

exibiu significativa atividade antifúngica, apresentando CIM de 62,5 μg/mL contra 

isolados de algumas espécies de dermatófitos (KURDELAS et al., 2012). 

 

Com relação à nanoemulsão observou-se importante aumento na inibição do 

crescimento fúngico em comparação com o óleo volátil livre. O óleo 

nanoemulsionado exibiu valores de CFM na faixa de 10,37 a 20,75 μg/mL e 5,18 a 

41,50 μg/mL, e valores de CIM de 5,18 a 10,37μg/mL e 20,75 μg/mL para E. 

floccosum e T. rubrum, respectivamente (Tabela 7). Esses resultados demonstram 

diferença significativa (p < 0,05) na sensibilidade dessas duas espécies quando 

comparadas aos valores de CIM e CFM observados para o óleo volátil livre. 

Similarmente ao óleo, os valores das concentrações inibitórias do timol foram 

significativamente diminuídos em relação à nanoemulsão (p < 0,05), incluindo 

isolados de S. dimidiatum, nesse caso devido aos altos valores da CIM e CFM para 

esta espécie fúngica. É importante ressaltar que a nanoemulsão desenvolvida como 

controle, excluindo-se o óleo volátil, não foi capaz de inibir o crescimento fúngico. 

 

Alguns estudos evidenciaram melhora no efeito das substâncias envolvidas 

em sistemas nanoparticulados devido ao reduzido tamanho da partícula (CHIFIRIUC 

et al., 2012; SAKULKU et al., 2012). De acordo com Donsì e colaboradores (2010), a 

redução no tamanho de partícula para menor que 200 nm ativa mecanismos de 

transporte passivo através da membrana da célula, justificando a potencialização na 

atividade do óleo contido no sistema nanoparticulado.  

 

Similarmente, outros estudos com tentativas de desenvolvimento de 

nanopartículas capazes de carrear óleos voláteis têm sido realizados (KOURNIATIS; 

SPINELLI; MANSUR, 2010; SALVIA-TRUJILLO et al., 2013). Uma nanoemulsão 

contendo citronela controlou a liberação, assim como melhorou a atividade repelente 

do óleo avaliado in vivo, além de contribuir para sua estabilidade durante a 

estocagem (SAKULKU et al., 2012). Em outro estudo, um sistema nanoparticulado 

protegeu o óleo volátil contra evaporação, e ainda diminuiu o odor pronunciado e 
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aumentou sua estabilidade (FLORES et al., 2011). Nuchuchua e colaboradores 

(2009) melhoraram a integridade de óleos voláteis, aumentando a vaporização e 

consequentemente prolongando sua atividade repelente, previamente descrita para 

o óleo da espécie testada. Similarmente, a nanoencapsulação de compostos 

isolados de óleos voláteis, como timol e carvacrol, potencializou a atividade biológica 

pré-estabelecida (CHEN et al., 2009; WU; LUO; WANG, 2012).  

 

Apesar do sistema nanoparticulado não aumentar a sensibilidade dos 

isolados de S. dimidiatum, os resultados obtidos de SME/11 para isolados desta 

espécie (valores de 166,25 e >166,25 µg/mL para CIM e CFM, respectivamente), 

bem como para o restante das cepas, são considerados como potente atividade 

antifúngica, em virtude de que a literatura considera como altamente ativas, 

substâncias que exibem valores de CIM menores que 250 μg/mL (ALIGIANNIS et 

al., 2001). Scytalidium dimidiatum é um fungo não-dermatófito, também conhecido 

como falso-dermatófito, mas capaz de causar dermatomicoses, cujas manifestações 

clínicas assemelham-se a infecções pelo gênero Trichophyton. Atualmente o 

tratamento dérmico não é efetivo para infecções cutâneas provocadas por este 

fungo. Em geral o tratamento usual utiliza antifúngicos tópicos por muitos meses, 

levando a baixa adesão ao protocolo prescrito, associado à dificuldade de acesso 

aos locais de infecção pelo próprio agente antimicrobiano (HAY, 2002; DUNAND; 

PAUGAM, 2008), denotando grande importância a substâncias ativas contra este 

microrganismo, como o óleo volátil de S. megapotamicum. 

 

4.6 Atividade antiquimiotáxica 

 

Durante um processo inflamatório ocorrem alterações hemodinâmicas e na 

permeabilidade dos vasos sanguíneos, e agregação de células inflamatórias. Esse 

acúmulo de células provém da migração leucocitária direcionada ao foco do 

processo inflamatório, chamada de quimiotaxia (MONKS et al., 2002). Os leucócitos, 

nesse caso, são neutrófilos polimorfonucleares especializados na defesa do 

organismo contra fungos, bactérias, vírus ou outros patógenos, e são rapidamente 

ativados após a exposição, migrando da corrente sanguínea ao foco da lesão (ZEN 

et al., 2006). Por esse motivo, os óleos voláteis foram submetidos ao ensaio 
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antiquimiotáxico, a fim de avaliar sua capacidade de inibição da migração 

leucocitária. 

 

Os ensaios de avaliação da migração celular in vitro, como o método 

aplicado, são comumente utilizados para avaliar supostos mecanismos de atividade 

anti-inflamatória de produtos de origem vegetal ou farmacológicos, possibilitando a 

avaliação de diversas concentrações e, a manipulação de elevadas quantidades de 

célula, o que aumenta a confiabilidade do estudo (ENTSCHLADEN et al., 2005). 

 

Dessa forma, estimou-se no ensaio, o potencial das amostras em inibir a 

migração de neutrófilos polimorfonucleares através de um filtro pelo método da 

câmara de Boyden. As amostras dos óleos voláteis foram testadas nas 

concentrações de 0,5 a 5 μg/mL, exceto para SME/12, SAD e SMA, testadas apenas 

nas concentrações de 2,5 e 5 μg/mL, em virtude da quantidade reduzida de óleo. Os 

resultados obtidos com o teste estão demonstrados na Tabela 8 e expressos em 

percentual máximo de quimiotaxia em relação ao grupo controle (LPS). 

Indometacina foi utilizada como controle positivo, apresentando 55% de inibição da 

migração dos leucócitos na concentração de 10 μg/mL.  

 

Nas concentrações de 1 a 5 μg/mL, todas as amostras de óleo volátil 

testadas exibiram significativa inibição da migração leucocitária em relação ao LPS 

(p < 0,05), exceto SAD, que não demonstrou atividade em nenhuma das 

concentrações avaliadas (2,5 e 5 μg/mL). Para aquelas que apresentaram efeito 

significativo, a inibição variou de 27 a 100%, sendo 1 μg/mL a concentração mais 

baixa que exibiu inibição significativa. 

 

As amostras de SRI apresentaram maior perfil antiquimiotáxico em relação 

as demais, sendo que SRI/FI exibiu 100% de inibição da migração na concentração 

de 5 μg/mL. A mesma concentração para as amostras de folhas (SRI/F) e 

inflorescências (SRI/I) inibiu a migração dos leucócitos em torno de 90%.  
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Tabela 7. Efeito do óleo volátil das diferentes espécies de Stenachaenium e da nanoemulsão de S. 
megapotamicum na quimiotaxia de neutrófilos polimorfonucleares in vitro em relação ao LPS. 

Amostra Concentração 
(μg/mL) 

Migração 
(μm) 

Inibição da 
Migração (%) 

SMA 5 52,6 ± 1,9* 33,7* 
 2,5 57,7 ± 3,4* 27,1* 
    
SME/11 5 27,2 ± 1,7* 65,7* 
 2,5 39,8 ± 1,8* 49,7* 
 1,25 41,5 ± 2,5* 47,8* 
 1 45,6 ± 2,0* 42,5* 
 0,5 72,3 ± 5,4 8,73 
    
SME/12 5 30,1 ±2,4* 62,0* 
 2,5 52,5 ± 3,8* 33,7* 
    
SRI/I 5 5,4 ± 0,8* 93,15* 
 2,5 26,2 ± 1,7* 67,0* 
 1 50,6 ± 3,1* 36,2* 
 0,5 59,6 ± 3,5* 24,8* 
    
SRI/F 5 9,7 ±1,01* 87,8* 
 2,5 7,8 ± 0,7* 90,2* 
 1 37,4 ± 2,9* 52,8* 
 0,5 39,1 ± 3,1* 50,7* 
    
SRI/FI 5 0,0 ± 0,0* 100* 
 2,5 3,0 ± 0,4* 96,21* 
 1 43,1± 1,8* 45,6* 
 0,5 66,5 ± 1,7 16,0 
    
Nanoemulsão B 5 24,7 ± 2,4* 68,8* 
 2,5 33,0 ± 2,8* 58,4* 
 1,25 29,1 ± 1,4* 63,3* 
 1 36,5 ± 2,8* 53,9* 
    
Nanoemulsão Controle 5 43,8 ± 3,0* 44,7* 
 2,5 46,7 ± 6,4* 41,1* 
 1,25 49,1 ± 2,8* 38,0* 
 1 46,0 ± 2,3* 42,0* 
    
Controle Positivo (LPS) - 79,2 ± 6,4 0 
A quimiotaxia é representada como média ± EMP da migração de leucócitos. * p < 0,05 indica uma diferença significativa 
comparada ao LPS (ANOVA seguida pelo teste de Tukey). LPS (Lipopolissacarídeo de Scherichia coli). SME/11 (S. 
megapotamicum - coleta de 2011); SMA/12 (S. megapotamicum – coleta de 2012); SRI/I (S. riedelli – Inflorescência); SRI/F (S. 
riedelli – Folhas); SRI/FI (S. riedelli – Folhas coletadas durante o período da inflorescência); SMA (S. macrocephalum).  

 

Os óleos voláteis da espécie SME apresentaram perfil semelhante de 

inibição entre eles, entretanto, a concentração mais alta (5 μg/mL) foi capaz de inibir 

apenas 65,7% e 62% da migração leucocitária, respectivamente para SME/11 e 

SME/12. 
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Em relação a SMA, as concentrações testadas apresentaram atividade, 

entretanto em baixa potência, inibindo apenas 33,7% e 27,1% da migração 

leucocitária para 5 e 2,5 μg/mL, respectivamente. 

 

As diferenças na atividade estão relacionadas à variabilidade na composição 

química das amostras. Como já discutido, o perfil químico dos diferentes óleos 

voláteis da espécie SRI exibiu predominância de compostos alifáticos e uma fração 

reduzida de terpenos. O contrário foi observado para as amostras da espécie SME, 

onde prevaleceu a fração terpênica, composta principalmente de sesquiterpenos 

oxigenados.  

 

Os neutrófilos são células com importante papel na defesa do hospedeiro e 

colaboram de forma primária em processos inflamatórios agudos através de diversos 

mecanismos, como liberação de fatores quimiotáxicos. Além da migração 

leucocitária, na resposta inflamatória há liberação de citocinas, como interleucinas e 

fator de necrose tumoral (TNF), e ativação de atividades enzimáticas (MIGUEL, 

2010). Dessa forma, a inibição do processo de migração dos leucócitos pode estar 

relacionada a algum mecanismo de controle da resposta inflamatória (RIOJA et al., 

2000; BARROS et al., 2013). Considerando que os neutrófilos estão presentes na 

fase aguda desse processo, os resultados obtidos sugerem que os óleos voláteis 

das diferentes espécies de Stenachaenium atuem nessa fase da inflamação, 

inibindo sua migração até o foco do quadro inflamatório.  

 

Segundo Miguel (2010), a atividade anti-inflamatória dos óleos voláteis pode 

estar relacionada à cascata de sinalização que envolve citocinas e fatores de 

transcrição. Diversos estudos demonstraram atividade anti-inflamatória provenientes 

de óleos voláteis obtidos de espécies de diferentes famílias botânicas, entretanto, 

grande parte empregou outros métodos de avaliação da migração leucocitária, 

principalmente indução do processo inflamatório por carragenina ou pela 

determinação da influência dos óleos voláteis na liberação de marcadores 

inflamatórios (MARTINS et al., 2008; TSAI et al., 2010; ZAKARIA et al., 2011). 

Assim, frações do óleo volátil obtidas do Origanum vulgare exerceram essa atividade 

através da inibição da secreção de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α e IL-6, e 

ainda, potencializaram a secreção da citocina IL-10, uma interleucina anti-
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inflamatória capaz de inibir a secreção de outras citocinas pró-inflamatórias 

(FUENTES et al., 2010). Entretanto, o óleo volátil de Otanthus maritimus (L.) 

Hoffmanns. & Link apresentou benefícios ao processo anti-inflamatório, através da 

redução da produção de NO estimulada por LPS em macrófagos (CABRAL et al., 

2013). O estudo com óleo volátil proveniente das raízes de Carlina acanthifolia 

exibiu o efeito anti-inflamatório inibindo a síntese de ciclo-oxigenases e a migração 

dos leucócitos ao foco do processo inflamatório, associado a sua atividade 

sequestradora de radicais livres (ĐORĐEVIĆ et al., 2007). 

 

Alguns compostos isolados de óleos voláteis também foram descritos 

exibindo atividades relacionadas à inibição de processos inflamatórios por diversos 

mecanismos, como timol, carvacrol, trans-cinamaldeído, mirceno, limoneno, α-

humuleno, trans-cariofileno, citral, 1,8-cineol, canfeno, borneol, entre outros 

(MEDEIROS et al., 2007; LIN et al., 2008; TAKAKI et al., 2008; BALLABENI et al., 

2010; MULYANINGSIH et al., 2010; TAVARES et al., 2010; TUMEN et al., 2011). O 

pré-tratamento com o óleo volátil de Lippia gracilis, em um modelo experimental de 

indução de edema de pata de rato, apresentou potencial atividade anti-inflamatória, 

reduzindo o volume de exsudato e inibindo a migração leucocitária ao foco da lesão 

em 25%. Os autores relacionam esse efeito ao alto conteúdo de carvacrol, 

monoterpeno majoritário no óleo volátil avaliado (44,43%) (GUILHON et al., 2011). A 

potencial atividade anti-inflamatória do óleo volátil de Cinnamomum osmophloeum 

foi estabelecida pela importante redução da secreção de TNF e IL-1β em células 

estimuladas por LPS. Nesse caso, os autores sugerem que os principais 

constituintes do óleo, 1,8-cineol, espatulenol e óxido de cariofileno podem ter 

importante papel na regulação da resposta imune mediada por células (CHAO et al., 

2005). Já o pronunciado perfil anti-inflamatório exercido pelo óleo volátil das folhas 

de Cordia verbenacea D.C. foi relacionado à presença dos sesquiterpenos humuleno 

e trans-cariofileno. Essa hipótese deriva dos dados que demonstraram que ambos 

os compostos são altamente eficazes na redução do edema de pata induzido por 

carragenina (PASSOS et al., 2007). O estudo de Esteves e colaboradores (2005) 

sugere que esta atividade proveniente do óleo das folhas de Casearia sylvestris está 

relacionada aos compostos terpênicos. Nesse caso, biciclogermacreno foi o 

composto majoritário (40,9%), seguido de β-acoradieno (20,8%) e cariofileno 

(13,8%), enquanto que timol (32,7%) é um dos constituintes do óleo volátil de 
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Heracleum persicum considerado como um dos principais responsáveis pela inibição 

de mediadores inflamatórios e da migração de leucócitos induzida por carragenina, 

observada nesse estudo. Entretanto os autores ainda consideram a possibilidade de 

efeito sinérgico com os constituintes minoritários (MENDES et al., 2010). 

 

Segundo os autores, a atividade anti-inflamatória, causada pela redução na 

produção local de mediadores inflamatórios, do óleo volátil das folhas de Hyptis 

pectinata (L.) Poit pode ser explicada pela grande quantidade de sesquiterpenos 

presentes no óleo, onde β-cariofileno e óxido de cariofileno, representavam 

aproximadamente 78% da composição química total (RAYMUNDO et al., 2011). 

 

A importância de substâncias que apresentem propriedades antifúngicas, 

assim como anti-inflamatórias, está relacionada ao fato de que um processo 

inflamatório traz inúmeros benefícios à cura da infecção, entretanto, quando a 

resposta torna-se exagerada não associa-se a maior proteção, mas ao aumento da 

susceptibilidade à infecção fúngica (ROMANI, 2011; COTTIER; PAVELKA, 2012). 

 

Com relação à nanoemulsão contendo o óleo volátil de SME/11 todas as 

concentrações testadas (1 a 5 μg/mL) inibiram significativamente a migração 

leucocitária em relação ao LPS (p < 0,05), na faixa de 53,9 à 68,8%. Entretanto, 

comparativamente ao óleo puro, não houve diferença significativa na atividade, ou 

seja, nesse ensaio, o sistema nanoparticulado não apresentou potencialização no 

efeito do óleo livre.  

 

Como descrito, para óleos voláteis, busca-se um sistema nanoparticulado 

capaz de propiciar a proteção da substância ativa e melhorar a atividade biológica já 

estabelecida. Entretanto, a potencialização da atividade está intimamente 

relacionada ao tipo de ensaio, efeito esperado e mecanismo avaliado. Para o ensaio 

de atividade antifúngica, o tamanho reduzido das nanopartículas facilitando a 

penetração do ativo através da membrana fúngica é a principal hipótese da 

potencialização do efeito do óleo volátil. Entretanto, no ensaio de antiquimiotaxia, o 

sistema não trouxe benefícios com relação à inibição da migração celular 

comparado ao óleo livre. Como referido nos estudos acima, grande parte das 

hipóteses em relação ao mecanismo de ação dos óleos voláteis associados a 
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processos inflamatórios, recai sobre a redução da produção de fatores mediadores e 

consequentemente a inibição da migração leucocitária. É provável que para o 

mecanismo avaliado nesse ensaio, a nanoemulsão não apresente possibilidades de 

potencialização de efeito. 

 

Entretanto, outro fator a ser considerado, refere-se à inibição da migração 

leucocitária pela nanoemulsão, que não continha o óleo volátil, considerada como 

nanoemulsão controle. Essa formulação também apresentou valores de inibição 

significativamente diferentes do controle (LPS) (p < 0,05), como pode ser visualizado 

na Tabela 8. Contudo, esse efeito foi significativamente menor, em relação à 

atividade do óleo volátil puro e da nanoemulsão que continha o óleo de SME/11. O 

estudo de Külkamp e colaboradores (2011) revelou efeito semelhante para ensaio 

de peroxidação lipídica a partir de nanocápsulas usadas como controle, livres de 

ácido lipóico, substância ativa utilizada no estudo, onde apresentaram significativa 

atividade antioxidante comparada com o controle. Segundo os autores, a 

organização estrutural dos componentes da formulação em nanocápsulas pode 

contribuir para atividade antioxidante, além da eventual presença de átomos de 

carbonos insaturados, bem como impurezas da matéria-prima utilizada na 

formulação.  

 

4.7 Atividade antioxidante 

 

Espécies reativas de oxigênio, como íon superóxido (O2
-), peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e íon hidroxila (OH•) são altamente reativas e podem gerar 

processos patológicos quando sua produção está em desequilíbrio com o sistema 

antioxidante do organismo (SINGH et al., 2009). A formação desses radicais está 

diretamente envolvida em processos tanto inflamatórios quanto infecciosos (JIA et 

al., 2010) e a atividade antioxidante pode ocorrer por diversos mecanismos. Por 

essa razão os óleos voláteis obtidos foram submetidos a ensaios de avaliação da 

capacidade antioxidante pelo método do DPPH e TBARS, técnicas comumente 

utilizadas para essa finalidade, entretanto com princípios distintos.  
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No caso do ensaio de DPPH, quando a substância é antioxidante, atua 

basicamente doando um átomo de hidrogênio formando um radical mais estável 

(MIGUEL, 2010). Desta forma, capacidade de redução da formação de radicais é 

determinada pela diminuição da absorção induzida pelo antioxidante (SARIKURKCU 

et al., 2010). 

 

Assim, a atividade sequestradora de radicais livres determinada por esta 

técnica foi empregada para a avaliação dos óleos voláteis de SRI/F, SRI/FI, SRI/F, 

SAD, SME/11 e SME/12 nas concentrações de 50 e 100 μg/mL. Entretanto, 

nenhuma das amostras apresentou efeito antioxidante por este método nas 

concentrações avaliadas, apenas o controle positivo exibiu a atividade antioxidante 

esperada, e por esta razão, não avaliou-se tal atividade para nanoemulsão por essa 

técnica.  

 

A atividade antioxidante pode ocorrer por diferentes mecanismos, como 

prevenção da decomposição de peróxidos, sequestramento de radicais livres, 

redução da capacidade de ligação de íons a metais de transição, inibição da 

peroxidação lipídica, entre outros (ZENG et al., 2011b). Devido a sua estrutura 

química insaturada e presença marcante nas células, os lipídios são alvos fáceis de 

oxidação. Em muitos casos, o processo de peroxidação lipídica inicia-se pelo ataque 

à bicamada lipídica presente na membrana celular. O ensaio de TBARS avalia 

basicamente a formação de produtos originários desse processo, explorando a 

habilidade de uma substância em inibir a peroxidação de um substrato (KÜLKAMP 

et al., 2011). 

 

Esse método baseia-se na mensuração do malondialdeído originado da 

decomposição de hidroperóxidos de lipídios, e que pela reação com ácido 

tiobarbitúrico, em meio ácido, forma um complexo de cor rósea, que absorve em 532 

nm (MIGUEL, 2010). Dessa forma, avaliou-se a capacidade de inibição da 

peroxidação lipídica de SRI/I, SRI/FI, SRI/F, SME/11, SME/12 e da nanoemulsão 

contendo o óleo volátil de SME/11, nas concentrações de 10, 50 e 100 μg/mL 

(Tabela 9). 
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Todas as amostras de óleo volátil nas concentrações testadas (exceto 

SME/12 na concentração de 10 μg/mL) inibiram significativamente a peroxidação 

lipídica em relação ao controle (p < 0,05), contudo em escalas variadas. O maior 

percentual de inibição, em todos os casos, está relacionado a mais alta 

concentração testada (100 μg/mL).  

 

Tabela 8. Inibição da peroxidação lipídica das amostras de óleo volátil das diferentes espécies de 
Stenachaenium Benth., através do método de TBARS.  

Amostra Concentração 
(μg/mL) 

% de 
Oxidação 

% de Inibição da 
peroxidação lipídica 

SME/11 100 46,7* 53,3 
 50 63,9* 36,1 
 10 75,5* 24,5 
    
SME/12 100 42,2* 57,8 
 50 49,9* 50,6 
 10 97,6 2,4 
    
SRI/I 100 26,7* 73,3 
 50 48,3* 51,7 
 10 82,8* 17,2 
    
SRI/FI 100 32,8* 67,2 
 50 42,9* 57,1 
 10 77,0* 23,0 
    
SRI/F 100 68,8* 31,2 
 50 72,8* 27,2 
 10 86,0* 14,0 
    
Nanoemulsão B 100 60,7* 39,3 
 50 65,7* 34,3 
 10 72,9* 27,1 

* p < 0,05 indica uma diferença significativa em relação ao controle (ANOVA seguida pelo teste de Tukey). SRI/I (S. riedelli – 
Inflorescência); SRI/F (S. riedelli – Folhas); SRI/FI (S. riedelli – Folhas coletadas durante o período da inflorescência); SME/11 
(S. megapotamicum - coleta de 2011) e SMA/12 (S. megapotamicum – coleta de 2012).  

 

SRI/I apresentou o maior perfil de inibição, com 73,3% para a concentração 

de 100 μg/mL. A amostra SRI/FI exibiu resultados semelhantes (67,2%), enquanto 

que para SRI/F o percentual de inibição da peroxidação lipídica reduziu para 31%, 

mesmo na concentração de 100 μg/mL.  

 

Em relação a espécie SME, ambas as amostras (SME/11 e SME/12) 

demonstraram cerca de 50% de inibição para a concentração de 100 μg/mL, 

contudo, diferiram de forma importante na concentração mais baixa (10 μg/mL), 

onde SME/11 apresentou 24,5% de inibição, enquanto que SME/12, apenas 2,4%, 

não sendo, por isso, considerada significativamente diferente do controle.  

 

Diferentes espécies botânicas, avaliadas pelo método de TBARS, também 

demonstraram atividade antioxidante para o óleo volátil (SINGH et al., 2008; 
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BERETTA et al., 2011). Semelhante aos resultados observados com SMA/FI, o 

estudo com óleo volátil proveniente das raízes de Carlina acanthifolia exibiu inibição 

da peroxidação lipídica com efeito máximo de 65,89%, entretanto em uma 

concentração muito inferior (2,5 μg/mL) (ĐORĐEVIĆ et al., 2007), enquanto que os 

óleos voláteis obtidos de Thymus vulgaris, Nigella sativa e Lavandula officinalis 

exibiram efeito mais pronunciado, com inibição de 80,76%, 70,35% e 52,52%, 

respectivamente, para concentração de 50 mg/mL (VIUDA-MARTOS et al., 2011).  

 

Para o óleo volátil de Gnaphlium affine, as concentrações na faixa de 0,625 a 

5 μg/mL apresentaram inibição da peroxidação lipídica de 61,32% a 71,25%. Para 

os autores, essa atividade está relacionada a compostos como linalol, eugenol, 

trans-cariofileno, α-terpineol e p-cimeno, presentes no óleo, considerando que estes 

compostos são caracterizados como biologicamente ativos, doando íons de 

hidrogênio para radicais livres e dessa forma, interrompendo o processo de 

peroxidação lipídica (ZENG et al., 2011b). Segundo Jia e colaboradores (2010), p-

cimeno, além de timol e -terpineno, desempenhou um importante papel na atividade 

antioxidante dos óleos voláteis de Thymus marschallianus Will. e Thymus proximus 

Serg. avaliados pelo TBARS.  

 

Para a atividade antioxidante do óleo de Achillea millefolium subsp. 

millefolium Afan., observou-se esse efeito, considerando que os compostos 

majoritários testados isoladamente não exibiram atividade, enquanto que o óleo 

volátil demonstrou-se como potencial agente antioxidante (CANDAN et al., 2003). A 

avaliação da atividade antioxidante do óleo volátil de Rosmarinus officinalis L. e do 

padrão de alguns de seus principais constituintes (borneol, linalol, cineol, terpinen-4-

ol, carvacrol, timol e verbenona), realizada por Beretta e colaboradores (2011), 

exibiu efeito reduzido dos compostos isolados na inibição da peroxidação lipídica 

quando comparado ao óleo total, demonstrando sinergismo. Assim, a atividade 

antioxidante dos óleos voláteis pode estar relacionada a compostos fenólicos ou 

terpenos isoladamente, ou ainda à associação dessas substâncias (VIUDA-

MARTOS et al., 2011). 

 

Fatores relacionados diretamente à obtenção do óleo volátil, como a diferença 

na composição química, podem ser responsáveis pela variabilidade na atividade 



103 
 

biológica. Bounatirou e colaboradores (2007) demonstraram que o óleo de Thymus 

capitatus, obtido em diferentes fases de desenvolvimento do vegetal apresentou 

perfil antioxidante diferenciado, com faixa de inibição da peroxidação lipídica de 28% 

a 88%, em concentrações de 100 a 1000 mg/L, sendo que os resultados mais 

significativos foram visualizados na fase pós-floração. Essa diferença é explicada 

pelos autores pela diversidade das quantidades relativas dos compostos presentes 

no óleo.  

 

Tanto o óleo volátil da espécie S. megapotamicum quanto S. riedelli 

apresentaram importante atividade antifúngica contra fungos dermatófitos, enquanto 

que a segunda apresentou potencial atividade antiquimiotáxica, chegando a inibir 

100% da migração leucocitária na concentração mais alta. O mesmo ocorreu no 

ensaio do TBARS, para avaliação da atividade antioxidante, onde S. riedelli 

apresentou maior percentual de inibição da peroxidação lipídica, no caso das 

amostras de inflorescência e de folhas com inflorescência e S. megapotamicum 

exibiu atividade antioxidante moderada. A associação de efeito antioxidante e anti-

inflamatório pode potencializar a atividade antifúngica, considerando que o primeiro 

quadro de um processo infeccioso é caracterizado por inflamação e geração de 

radicais livres. 

 

Similarmente às amostras de óleo volátil, a nanoemulsão apresentou 

resultados significativos em relação ao controle responsável pela peroxidação 

lipídica (p < 0,05), entretanto, assim como no ensaio de antiquimiotaxia, não foi 

capaz de potencializar o efeito do óleo volátil livre. Para as concentrações de 10 e 

50 μg/mL, o óleo nanoemulsionado não exibiu diferença significativa de efeito 

comparado ao óleo livre em iguais concentrações, contudo, para 100 μg/mL, 

observou-se atividade antioxidante significativamente menor da nanoemulsão (p < 

0,05) em relação ao óleo livre, apresentando 39,3% e 53,3% de inibição da 

peroxidação lipídica, respectivamente. A nanoemulsão controle, desenvolvida 

excluindo-se o óleo volátil, não apresentou inibição sobre a peroxidação lipídica. 

Como discutido, um sistema nanoparticulado, semelhante à nanoemulsão 

desenvolvida com o óleo de SME, pode melhorar a atividade da substância ativa, 

entretanto isso não ocorreu nesse ensaio.  
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A potencialização da atividade antioxidante determinada pelo método de 

TBARS utilizando nanopartículas foi descrita por Külkamp e colaboradores (2011). 

Nesse estudo, um sistema de nanocápsulas preparadas por deposição interfacial do 

polímero poli (ε-caprolactona), aumentou significativamente a atividade antioxidante 

do ácido lipóico. Entretanto, é importante considerar que as características da 

formulação utilizada são, em grande parte, distintas das nanoemulsões 

desenvolvidas.  

 

Apesar de não ter potencializado o efeito do óleo volátil livre em todos os 

ensaios realizados nesse estudo, a nanoemulsão desenvolvida melhorou de forma 

significativa a atividade antifúngica do óleo volátil de SME, já considerado altamente 

potente. Outras pesquisas têm evidenciado melhora nas atividades biológicas 

provenientes de óleos voláteis através da inclusão de sistemas nanoparticulados. A 

avaliação de diferentes formulações de nanopartículas de quitosana e goma de 

angico contendo óleo volátil de Lippia sidoides, com diferentes razões de polímero, 

mostrou que o aumento da mortalidade larval foi proporcional a liberação da 

substância ativa, o óleo volátil (PAULA et al., 2010). O desenvolvimento de 

nanopartículas de polietilenoglicol contendo óleo volátil de Allium sativum L., 

manteve o controle da eficácia de inseticida contra Tribolium castaneum em mais de 

80% depois de 5 meses, provavelmente devido a liberação lenta e continua das 

substâncias ativas das partículas, em comparação com o óleo do alho livre (11% no 

mesmo período), melhorando o controle de pragas no armazenamento. Nesse caso 

ainda, o sistema nanoparticulado traria vantagens na diminuição da volatilidade, 

mascaramento do forte odor e melhora na solubilidade em água (YANG et al., 2009). 

 

Uma combinação de quitosana, eugenol e carvacrol em nanopartículas 

objetivou melhorar as propriedades antibacterianas e antioxidantes desses 

compostos e ainda, diminuir sua toxicidade às células de mamíferos. Os resultados 

evidenciaram que a eficácia antibacteriana das nanopartículas com os componentes 

do óleo foi tão alta quanto ou ainda maior, quando comparada as nanopartículas 

com quitosana não modificada, além de diminuir sua toxicidade (CHEN et al., 2009). 

Em nanoemulsões de tamanhos diferentes de partícula (150 - 160 e 195 - 220 nm), 

contendo óleo volátil de citronela, manjericão e vetiver, testadas como repelente 

contra Aedes aegypti, observou-se que o tamanho de partícula influencia na 
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liberação do óleo, e relatou-se que a nanoemulsão com menor tamanho de partícula 

mostrou melhor estabilidade física, maior taxa de liberação dos componentes e 

também maior atividade repelente, possivelmente devido à maior integridade da fina 

película sobre a pele humana (NUCHUCHUA et al., 2009). 

 

Independentemente da potencialização da atividade pelo sistema 

nanoparticulado, os óleos voláteis obtidos das diferentes espécies de 

Stenachaenium demonstraram-se potencialmente ativos contra fungos filamentosos, 

além de exibir importante capacidade antioxidante e antiquimiotáxica, principalmente 

nas amostras provenientes das espécies de SME e SRI. 

 

Atualmente, é frequente a busca por compostos isolados de plantas como 

alternativa de tratamento para diversos processos patológicos. Substâncias com 

importantes perfis de atividade antifúngica estão entre os compostos mais 

investigados, considerando a crescente resistência de microrganismos aos agentes 

antifúngicos. Associado a esse perfil, compostos que apresentem atividade anti-

inflamatória e antioxidante podem potencializar esse efeito. É descrito que embora o 

processo inflamatório seja necessário para o controle imediato de uma infeccção, a 

resolução desse processo é de suma importância para manter o equilíbrio entre 

proteção e imunopatologia (ROMANI, 2011). Um processo inflamatório prolongado 

está associado ao desenvolvimento de infecções crônicas, como por exemplo, em 

casos de candidíase (ZELANTE et al., 2007; ROMANI, 2011). Relacionado ainda a 

esse processo, é sabido, que o estresse oxidativo, a partir da formação de radicais 

livres, ocorre em quadros de infecciosos e inflamatórios, gerando dano tecidual 

importante (MIGUEL, 2010; VIUDA-MARTOS et al., 2011). 

 

Nesse sentido, os óleos voláteis avaliados podem ser considerados como 

substâncias com características promissoras para o tratamento de infecções 

causadas por dermatófitos, com o benefício de efeito antiquimiotáxico e antioxidante, 

e que o desenvolvimento de sistemas nanoparticulados adaptados aos diferentes 

mecanismos relacionados a esse processo, podem potencializar essas atividades. 
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 A constituição química e a avaliação das atividades biológicas 

realizadas nesse trabalho constituem o primeiro relato científico 

relacionado aos óleos voláteis das espécies do gênero Stenachaeniu 

Benth: S. adenanthum, S. macrocephalum, S. megapotamicum e S. 

riedelli; 

  

 A análise química dos óleos voláteis obtidos demonstrou importante 

variabilidade química entre os óleos das diferentes espécies, exibindo 

importante presença de sesquiterpenos para S. adenanthum e S. 

megapotamicum, e predominância de compostos alifáticos nas demais; 

 

 O óleo volátil da espécie S. megapotamicum apresentou um derivado 

de cumarina, proposto como 2H-1-benzopiran-2-ona, 7-(3-metilbutoxi), 

em quantidades relevantes, e não obteve-se informações na literatura 

relacionando a presença desse composto em óleos voláteis; 

 

 Os óleos voláteis de S. megapotamicum (coleta de 2012) e S. riedelli 

(amostras das folhas, tanto isoladas quanto coletadas em período de 

inflorescência) apresentaram atividade antifúngica contra fungos 

filamentosos, enquanto que S. megapotamicum (coleta de 2011), 

exibiu atividade antifúngica seletiva, considerada como 

antidermatofítica; 

 

 Todas as amostras, exceto a espécie S. adenanthum, demonstraram 

inibição significativa da migração leucocitária em relação ao controle, 

avaliada no ensaio de antiquimiotaxia pelo método da câmara de 

Boyden; 

 

 A atividade antioxidante avaliada pelo ensaio de TBARS demonstrou 

significativa inibição da peroxidação lipídica para as amostras das 

espécies S. megapotamicum e S. riedelli, chegando a 73% para o óleo 

volátil obtido de inflorescências da segunda espécie; 

 

  Nas concentrações testadas (50 e 100 μg/mL) nenhuma das amostras 

apresentou atividade antioxidante pelo método de DPPH; 
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 O óleo volátil de S. megapotamicum (coleta de 2011) propiciou o 

desenvolvimento de uma nanoemulsão a partir da técnica de 

emulsificação espontânea, com características similares aquelas 

relatadas na literatura para o mesmo sistema; 

 

 A nanoemulsão desenvolvida potencializou significativamente o efeito 

antifúngico demonstrado pelo óleo volátil de S. megapotamicum;  

 

 Com relação à atividade antioxidante, o sistema nanoparticulado, 

avaliado pelo método de TBARS não foi efetivo na potencialização da 

inibição da peroxidação lipídica quando comparado ao óleo volátil livre. 

 

 No ensaio de antiquimiotaxia, o óleo nanoemulsionado apresentou 

inibição da migração leucocitária de forma significativa em relação ao 

controle. Contudo, comparando-se o efeito do sistema nanoparticulado 

contendo o óleo ao óleo livre, não se observou diferença significativa, 

ou seja, da mesma forma que no ensaio de atividade antioxidante, a 

nanoemulsão não foi capaz de potencializar a atividade 

antiquimiotáxica do óleo volátil livre. 
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