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APRESENTAÇÃO 

 

A presente tese foi redigida no modelo com encarte de publicações no formato 

de capítulos seguindo o modelo proposto para elaboração de teses e dissertações 

recomendado pelo Regimento do Programa de Pós-Graduação em Ciências 

Farmacêuticas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Dessa forma, o trabalho 

encontra-se dividido em: 

 

▪ Introdução;  

▪ Objetivo geral e objetivos específicos; 

▪ Capítulo I – Artigo de revisão: The genus Pterocaulon (Asteraceae) – A review 

on traditional medicinal uses, chemical constituents and biological properties; 

▪ Capítulo II – Artigo científico: Determination of main coumarins of 

Pterocaulon balansae (Asterareae) by an ultra-fast liquid chromatography 

method ⎯ analytical and bioanalytical assays; 

▪ Capítulo III – Artigo científico: Supercritical CO2 extraction as a selective 

method for the obtainment of coumarins from Pterocaulon balansae 

(Asteraceae); 

▪ Capítulo IV – Artigo científico: Topical nanoemulsions as delivery systems for 

Pterocaulon balansae extracts aiming at the treatment of sporotrichosis; 

▪ Discussão geral; 

▪ Conclusões; 

▪ Referências. 
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RESUMO 

 

Pterocaulon balansae (Asteraceae) é uma planta utilizada na medicina popular para tratamento de 

diversas afecções. Recentemente, estudos demonstraram atividade antifúngica de extratos orgânicos de 

P. balansae frente a cepas do fungo Sporothrix schenckii. Tal atividade tem sido relacionada à presença 

majoritária de cumarinas nesses extratos. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi desenvolver 

nanoemulsões para uso tópico contendo extratos de P. balansae visando o tratamento de infecções 

causadas pelo fungo S. schenckii. Em uma primeira etapa foi realizada uma revisão do gênero 

Pterocaulon a fim de compilar dados importantes sobre etnofarmacologia, composição química e 

atividades biológicas do gênero. Os estudos fitoquímicos mostraram que as espécies de Pterocaulon são 

compostas majoritariamente por cumarinas, apresentando também flavonoides, ácidos fenólicos, 

poliacetilenos e terpenos. A maior parte das atividades biológicas atribuídas a esse gênero foi associada 

à presença das cumarinas. Os efeitos biológicos encontrados corroboram os dados etnofarmacológicos 

que relatam a utilização dessas plantas como anti-inflamatórios, antioxidantes e antifúngicos. Na 

sequência, a parte experimental deste estudo focou no desenvolvimento e validação de duas técnicas 

cromatográficas (HPLC e UFLC) para quantificação das cumarinas presentes em extratos de P. 

balansae. Os métodos mostraram-se específicos, lineares, precisos, robutos e exatos. Além disso, o 

método foi validado para a quantificação das cumarinas em diferentes matrizes analíticas e bioanalíticas 

visando estudos de desenvolvimento de produtos tópicos e estudos de permeação cutânea. Em uma 

segunda etapa, foi otimizado um método de extração das cumarinas de P. balansae por fluido supercítico 

utilizando CO2 como solvente (SFE). Esse extrato (SFE) apresentou um perfil lipofílico, com maiores 

quantidades de cumarinas com substituição epóxi. Em contraponto, em estudo publicado anteriormente 

demonstramos a obtenção de um extrato aquoso de P. balansae (AE) por maceração a quente, que 

apresentou um perfil de cumarinas mais hidrofílicas. Observando essas características, optamos por 

investigar esses dois tipos de extratos (SFE e AE), incorporando-os em nanoemulsões para aplicação 

tópica. As nanoemulsões foram obtidas por homogeneização à alta pressão conduzindo à obtenção de 

formulações monodispersas com diâmetro de gotícula e potencial zeta de cerca de 140 nm e -30 mV, 

respectivamente. Em etapa posterior, foi analisado o perfil de permeação/retenção das cumarinas 

incorporadas nas nanoemulsões. As cumarinas foram detectadas nas camadas da pele, especialmente 

quando essa foi lesionada, o que foi confirmado por microscopia confocal. As formulações foram 

testadas para a atividade antifúngica in vitro frente a cepas do fungo S. schenckii demonstrando que a 

incorporação de diferentes extratos de P. balansae (AE e SFE) em nanoemulsões conduz à redução da 

concentração inibitória mínima. O conjunto dos resultados demonstra que nanoemulsões são potenciais 

carreadores para extratos de P. balansae visando sua utilização tópica. 

Palavras-chave: Cromatografia líquida de ultraeficiência; cumarinas; nanoemulsões; Pterocaulon 

balansae; Sporothrix schenckii.  
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ABSTRACT 

Technological development of nanoemulsions containg standardized extract of 

Pterocaulon balansae aiming at antifungal activity 

Pterocaulon balansae (Asteraceae) is a plant used in folk medicine for the treatment of various diseases. 

Recently, studies demonstrated antifungal activity of organic extracts of P. balansae against strains of 

the fungus Sporothrix schenckii. Such activity has been related to the presence of coumarins in these 

extracts. In this context, the objective of the present study was to develop topical nanoemulsions 

containing extracts of P. balansae for the treatment of infections caused by the S. schenckii fungus. In 

a first step, a review was carried out compiling important data about ethnopharmacology, chemical 

composition, and biological activities of the genus Pterocaulon. Phytochemical studies have shown that 

Pterocaulon species extracts are composed mainly of coumarins, also exhibiting flavonoids, phenolic 

acids, polyacetylenes, and terpenes. Most of the biological activities attributed to this genus were 

associated with the presence of coumarins. The biological effects corroborate the ethnopharmacological 

data that indicate these plants for use as anti-inflammatory, antioxidant and antifungal agents. 

Afterwards, the experimental part of this study was focused on the development and validation of 

methods for the quantification of the coumarins contained in P. balansae extracts through two 

chromatographic techniques (HPLC and UFLC). The methods are specific, linear, precise, robust and 

accurate for quantification of P. balansae coumarins. In addition, the method was validated for the 

quantification of coumarins in different analytical and bioanalytical matrices aiming at development and 

cutaneous permeation studies. In a second step, an extraction method of coumarins from P. balansae by 

supercritical fluid using CO2 as solvent (SFE) was optimized. This extract (SFE) presented a lipophilic 

profile, with higher amounts of coumarins with epoxy substitution. In contrast, in a previously published 

study we demonstrated the obtaining of an aqueous extract of P. balansae (AE) by hot maceration, 

which had a profile of hydrophilic coumarins. Observing these characteristics, we chose to investigate 

these two types of extracts (SFE and AE), incorporating in nanoemulsions for topical application. 

Nanoemulsions were obtained by high-pressure homogenization leading to the production of 

monodisperse formulations with droplet diameter and zeta potential of about 140 nm and -30 mV, 

respectively. In a later stage, the permeation/retention profile of coumarins was analyzed when 

incorporated into the nanoemulsions. Coumarins were detected in the skin layers, especially when it was 

impaired, which was confirmed by confocal microscopy. The formulations were tested for in vitro 

antifungal activity against S. schenckii strains demonstrating that the incorporation of different extracts 

of P. balansae (AE and SFE) into nanoemulsions led to a reduction in the minimum inhibitory 

concentration. The set of results show that nanoemulsions are potential carriers of P. balansae extracts 

aiming at topical use. 

Keywords: Ultra-fast liquid chromatography; coumarins; nanoemulsions; Pterocaulon balansae; 

Sporothrix schenckii.  
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A alta incidência de infecções fúngicas invasivas representa uma importante 

causa de morbidade e mortalidade, estando associada a pelo menos 1,5 milhão de mortes 

em todo o mundo a cada ano. Os pacientes de grupos especiais, como os gravemente 

enfermos e imunodeprimidos (ex: politraumatizados, portadores da síndrome da 

imunodeficiência adquirida ou em tratamento com quimioterápicos), são mais 

suscetíveis a desenvolver infecções oportunistas por leveduras e fungos filamentosos, o 

que agrava consideravelmente seu quadro clínico. O tratamento das infecções fúngicas, 

de modo geral, tem se mostrado limitado devido ao número reduzido de agentes 

antifúngicos disponíveis e principalmente devido à resistência microbiana adquirida a 

esses fármacos (BARKER; ROGERS, 2006; CAMPOY; ADRIO, 2017). 

Sporothrix schenckii é o agente etiológico da esporotricose, uma micose 

adquirida pela inoculação de material contaminado do solo, plantas e material orgânico 

que pode afetar tanto humanos quanto animais causando lesões usualmente limitadas à 

pele, tecidos subcutâneos e circundantes aos vasos linfáticos. A esporotricose é uma 

doença predominante em zonas tropicais e temperadas e, recentemente, uma revisão 

sobre esta doença apresentou o Brasil como o país que tem o maior número de casos 

relatados em humanos, como também é o país que mais apresenta estudos de pesquisa 

na área (BARROS; DE ALMEIDA PAES; SCHUBACH, 2011). Especificamente no 

Estado do Rio Grande do Sul esta é a micose subcutânea mais comum (DA ROSA et 

al., 2005) 

Neste cenário, as plantas medicinais surgem como fonte para novas moléculas, 

sendo alvo de estudos com extratos, frações e/ou compostos isolados que visam à 

identificação de potenciais agentes terapêuticos (NEWMAN; CRAGG, 2012, 2016). 

Nesse contexto uma planta da Família Asteraceae conhecida como “quitoco” 

(Pterocaulon balansae) tem sido bastante estudada, em função de sua alta concentração 

de cumarinas, compostos aos quais são atribuídas diversas ações farmacológicas 

(PANATIERI et al., 2017; STEIN et al., 2005, 2006; STOPIGLIA et al., 2011; 

VIANNA et al., 2012). 
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Recentemente, um estudo desenvolvido em nosso grupo de pesquisa em parceria 

com o Laboratório de Fungos Patogênicos (UFRGS), avaliou uma série de extratos 

metanólicos obtidos a partir de diferentes espécies de Pterocaulon, dentre elas P. 

balansae, a fim de obter informações referentes à concentração inibitória mínima (CIM) 

e à concentração fungicida mínima (CFM) desses extratos frente a cepas do fungo 

Sporothrix schenckii. Todas as cepas testadas apresentaram inibição frente aos 

diferentes extratos com valores de CIM entre 156 a 1250 µg/mL e CFM entre 312 a 

5000 µg/mL. Esses resultados reafirmam a importância de estudos na área da 

etnofarmacologia como fonte promissora de novos agentes terapêuticos (STOPIGLIA 

et al., 2011).  

Estudos desenvolvidos com a espécie P. balansae exploram a extração dos seus 

compostos ativos por meio de solventes orgânicos (hexano, diclorometano e metanol), 

empregando métodos de extração em Soxhelt, maceração estática e imersão 

(PANATIERI et al., 2017; STEIN et al., 2005, 2006; STOPIGLIA et al., 2011; 

VIANNA et al., 2012). Atualmente, métodos que empregam tecnologias verdes para 

extração de produtos naturais encontram-se em destaque, pois baseiam-se na descoberta 

de processos que reduzem o consumo de energia gerando menos resíduos, permitindo o 

uso de solventes alternativos garantindo a qualidade do produto final (DE MELO; 

SILVESTRE; SILVA, 2014; JANGHEL et al., 2015; PEREIRA; MEIRELES, 2010). 

As técnicas e matérias-primas empregadas variam bastante, havendo destaque para os 

solventes como água, CO2, líquidos iônicos e métodos como extração por fluido 

supercrítico, destilação a vapor, destilação por micro-ondas, dentre outros.  

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou a obtenção de cumarinas de 

P. balansae utilizando como solvente a água num processo de maceração dinâmica com 

temperatura (MEDEIROS-NEVES et al., 2015). A viabilidade de uma tecnologia verde 

para obtenção de um extrato rico em cumarinas se mostrou promissor para obtenção de 

extratos e/ou frações de P. balansae, sendo uma alternativa aos métodos que 

anteriormente empregavam solventes orgânicos. 
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Diversos métodos cromatográficos quantitativos podem ser empregados para a 

análise de teores de ativos em um extrato. Recentemente, descrevemos um método 

analítico por CLAE a fim de quantificar as cumarinas presentes no extrato aquoso obtido 

da espécie P. balansae (MEDEIROS-NEVES et al., 2015). No entanto, métodos 

empregando técnicas mais modernas, tais como CLUE também vêm sendo relatados 

para análise de cumarinas (LI et al., 2014; ZHANG; WEI; YANG, 2017). Tais técnicas 

são vantajosas, pois suportam altas pressões, possibilitam o uso de colunas 

cromatográficas com diâmetro interno reduzido (< 2 µm), aumentam a resolução dos 

picos e diminuem tanto o tempo de corrida cromatográfica como o consumo dos 

reagentes químicos (MALDANER; JARDIM, 2009). 

As nanoemulsões têm sido descritas para incorporação de extratos vegetais de 

forma a viabilizar sua aplicação, melhorando características como, por exemplo, a maior 

penetração desses compostos nas camadas da pele. Geralmente constituídas de um 

núcleo oleoso (de origem natural ou semi-sintética), as nanoemulsões são estabilizadas 

por uma mistura de fosfolipídeos, que atuam na interface entre óleo e água (JAISWAL; 

DUDHE; SHARMA, 2015; SINGH et al., 2017). 

Com base no supramencionado, a presente tese de doutorado visou o 

desenvolvimento de uma metodologia bioanalítica para quantificação de cumarinas de 

P. balansae em diferentes materizes biológicas. Além disso, objetiva a otimização de 

um extrato de P. balansae utilizando fluido supercítico, bem como o desenvolvimento 

de um produto nanoemulsionado contendo extrato aquoso e fluido supercítico de P. 

balansae para o tratamento tópico de infecções fúngicas causadas por Sporothrix 

schenckii. 
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Objetivo geral 

Desenvolver nanoemulsões contendo extrato aquoso e extrato supercrítico a partir 

de P. balansae, visando o tratamento tópico da infecção pelo fungo Sporothrix schenkii.  

O objetivo geral pode ser dividido nos seguintes objetivos específicos: 

(i) Validação de métodos analítico e bioanalítico por cromatografia líquida 

de alta e ultra eficiência para avaliação das cumarinas presentes no extrato aquoso, 

bem como da cumarina 5MMDC nas formulações e na pele; 

 

(ii) Otimização de um extrato rico em cumarinas a partir das partes aéreas de 

P. balansae, através da extração por fluido supercítico, utilizando CO2 como 

solvente; 

 

(iii) Desenvolvimento e caracterização físico-química de nanoemulsões de uso 

tópico contendo extrato aquoso e por fluido supercrítico de P. balansae; 

 

(iv) Avaliação in vitro do perfil de permeação cutânea, em células de difusão 

de Franz, das cumarinas dos extratos aquoso e fluido supercrítico a partir das 

formulações preparadas; 

 

(v) Avaliação in vitro da atividade antifúngica das formulações frente a cepas 

do fungo Sporothrix schenkii. 
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Capítulo I  

Revisão da literatura 
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1.1. INTRODUÇÃO 

O estudo desta tese tem como base a compreensão, pesquisa e desenvolvimento 

da espécie P. balansae. Esta espécie, pertencente à Família Asteraceae, está inserida no 

gênero Pterocaulon, o qual vem sendo investigado pelo nosso grupo de pesquisa nos 

últimos anos. O interesse em se trabalhar com esse gênero se deu por meio de relatos do 

uso popular dessas plantas para o tratamento de diversas afecções, em geral utilizadas 

através do preparo de decoctos e infusões. 

A literatura reporta diversas atividades, tais como: digestiva (GOLENIOWSKI 

et al., 2008), antisséptica (SMITH, 1991), emenagoga (GARLET et al., 2001), 

antifúngica (SMITH, 1991; AVANCINI et al., 2008), antipirética (RASONAIVO et al., 

1992; LANGUEFOSSE et al., 1996), para doenças do fígado (GARLET et al., 2001; 

GOLENIOWSKI et al., 2008), artrites (ZARDINI, 1984), picadas de serpentes 

(FILIPOV, 1994), inseticida (ZARDINI, 1984; SMITH, 1991), pesticida 

(GOLENIOWSKI et al., 2008), e também como aromática (ZARDINI, 1984). 

Embora seja de amplo uso popular, esse gênero carece de estudos, com poucos 

grupos de pesquisa engajados na investigação dessas espécies. Os trabalhos publicados 

relatam, na grande maioria, a obtenção de extratos e óleos voláteis, a identificação de 

compostos químicos e atividades biológicas relacionadas. 

Neste sentido, para compreender melhor o tema exposto, este capítulo será 

apresentado na forma de artigo de revisão, redigido nas normas do periódico ao qual foi 

publicado: Journal of Etnhopharmacology. 
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1.2. ARTIGO 

Artigo publicado na revista Journal of Ethnopharmacology: 

The genus Pterocaulon (Asteraceae) – A review on traditional medicinal uses, 

chemical constituents and biological properties 

 



Desenvolvimento tecnológico de nanoemulsões contendo extrato padronizado de Pterocaulon balansae visando à atividade antifúngica 

Tese de Doutorado de Bruna Medeiros Neves 

 

 

 



Desenvolvimento tecnológico de nanoemulsões contendo extrato padronizado de Pterocaulon balansae visando à atividade antifúngica 

Tese de Doutorado de Bruna Medeiros Neves 

 

51 

 

O Capítulo 1 é constituído por artigo científico publicado, conforme referência abaixo, 

que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entra as 

páginas 51 – 91. 

 

 

Medeiros-Neves, B., Teixeira, H.F., von Poser, G.L. The genus Pterocaulon 

(Asteraceae) – A review on traditional medicinal uses, chemical constituents and 

biological properties. Journal of Etnhopharmacology, v. 224 (2018) 451-464. 

https://doi.org/10.1016/j.jep.2018.06.012 

 

  

https://doi.org/10.1016/j.jep.2018.06.012
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Capítulo II 

 Desenvolvimento e validação de metodologia analítica para quantificação de 

cumarinas de Pterocaulon balansae em amostras analíticas e bioanalíticas 
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2.1. INTRODUÇÃO 

A maioria dos estudos relacionados a Pterocaulon e seus principais componentes 

está focada na obtenção de extratos/frações, isolamento dos compostos, identificação 

por técnicas espectroscópicas e determinação da atividade biológica. Existe, neste 

cenário, uma lacuna com relação a métodos cromatográficos capazes de quantificar os 

compostos a partir de extratos da planta. 

Diferentes técnicas são empregadas para a quantificação dos compostos ativos 

presentes em uma planta medicinal, como por exemplo as metodologias por 

cromatografia líquida (FEKETE et al., 2014). Neste contexto, são amplamente descritas 

as técnicas por CLAE e CLUE. Embora a técnica por CLAE seja mais amplamente 

difundida, a tendência atual tem sido a utilização de métodos denominados de 

ultraeficientes. Tais métodos são capazes de suportar altas pressões, possibilitando o uso 

de colunas cromatográficas com tamanhos de partícula menores, melhorando a 

resolução dos picos, diminuindo o tempo de análise e por consequência, resultando na 

redução do consumo de solvente (MALDNER & JARDIM, 2009) 

Visando o desenvolvimento de metodologias confiáveis, rápidas e eficientes para 

as análises qualitativa e quantitativa dos produtos, a realização de uma etapa 

denominada “validação de método analítico e/ou bioanalítico” é recomendada pelos 

guias e compêndios mundiais (SHABIR, 2003; NOVÁKOVÁ & VLCKOVÁ, 2009). 

Essa validação assegura que a metodologia desenvolvida seja precisa, específica, 

reprodutível e robusta, garantindo confiabilidade durante a rotina de uso.  

O presente capítulo descreve o desenvolvimento e validação de métodos por 

CLAE e CLUE, com o objetivo de quantificar as cumarinas presentes no extrato aquoso 

de P. balansae, bem como nas nanoemulsões contendo o extrato aquoso e a cumarina 

5MMDC, e o perfil de permeação destas cumarinas na pele de orelha suína. O capítulo 

está escrito no formato de manuscrito.
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3.2. ARTIGO  

Manuscrito em preparação 

Determination of main coumarins of Pterocaulon balansae (Asterareae) by an 

ultra-fast liquid chromatography method ⎯ analytical and bioanalytical assays 
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O texto completo do Capítulo 2, que no texto completo da tese defendida ocupa o 

intervalo de páginas compreendido entre as páginas 99 - 126, foi suprimido por tratar-

se de manuscrito em preparação para publicação em periódico científico de acordo 

com o título e descrições informados abaixo. 

 

 

Determination of coumarins from Pterocaulon balansae (Asteraceae) by an 

ultra-fast liquid chromatography method ⎯ analytical and bioanalytical 
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Capítulo III 

Emprego da green chemistry para obtenção de extrato rico em cumarinas 

através da extração por SC-CO2  
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3.1. INTRODUÇÃO 

O terceiro capítulo desta tese foi realizado em colaboração com o Dr. 

Fernando Torres, orientado da Prof. Gilsane von Poser, que no âmbito da sua tese de 

doutorado estudou cumarinas isoladas de Pterocaulon e cumarinas sintéticas. 

A parceria deste trabalho surgiu no sentido de explorar técnicas alternativas 

para obtenção de cumarinas de P. balansae que seguissem as diretrizes das 

tecnologias verdes. Até o momento, o que existia reportado na literatura para a 

espécie P. balansae eram métodos de extração convencionais (maceração estática, 

Soxhelt) empregando solventes orgânicos (hexano, metanol, diclorometano) para a 

obtenção de extratos e frações de P. balansae ricos em cumarinas. 

A ideia de trabalhar com extratos “mais limpos” surgiu durante a minha 

dissertação de mestrado, quando desenvolvemos um método de maceração a quente 

sob agitação utilizando água como solvente, com a finalidade de obter um extrato 

rico em cumarinas a partir das partes aéreas de P. balansae. Este trabalho, publicado 

em 2015 na revista Molecules, despertou o interesse em explorar novas metodologias 

para obtenção de extratos com menor geração de resíduos na natureza.  

Atualmente, as discussões sobre o emprego de tecnologias verdes vêm 

tomando força e os pesquisadores têm voltado seus projetos para o desenvolvimento 

de novas técnicas para obtenção de compostos ativos a partir das fontes naturais. 

Essas iniciativas buscam a otimização de processos por meio da inovação, utilização 

de energias renováveis e emprego de solventes alternativos (água, CO2, agro 

solventes), resultando num menor impacto no meio ambiente (CHEMAT; VIAN; 

CRAVOTTO, 2012; CUE; ZHANG, 2009; TOBISZEWSKI; NAMIEŚNIK, 2017). 

A partir do contexto apresentado, esta parte do trabalho realizado em parceria 

teve por objetivo a extração de cumarinas das partes aéreas de P. balansae por SC- 

CO2, otimizando as condições de extração para a maior recuperação dos compostos. 

O capítulo está escrito no formato de artigo seguindo as normas da revista em que 

foi publicado: Journal of CO2 Utilization.
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1.3. ARTIGO 

Publicado na revista Journal of CO2 Utilization 

Supercritical CO2 extraction as a selective method for the obtainment of 

coumarins from Pterocaulon balansae (Asteraceae) 
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O Capítulo 3 é constituído por artigo científico publicado, conforme referência 

abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entra 

as páginas 133 – 150. 

 

 

TORRES, F.C., MEDEIROS-NEVES, B., TEIXEIRA, H.F., KAWANOA, D., 

EIFLER-LIMA, V.L., CASSEL, E., VARGAS, R.M.F., VON POSER, G.L. 

Supercritical CO2 extraction as a selective method for the obtainment of coumarins 

from Pterocaulon balansae (Asteraceae) Journal of CO2 Utilization v. 18, p. 303–

308, 2017. 
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Capítulo IV 

Desenvolvimento de nanoemulsões de uso tópico contendo extrato de 

Pterocaulon balansae para o tratamento de infeções por S. schenckii 
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4.1. INTRODUÇÃO 

 

Em continuidade aos estudos da tese, visando o tratamento tópico do fungo 

Sporothrix schenckii, este capítulo aborda a viabilidade de incorporação de 

extratos de P. balansae em nanoemulsões lipídicas. As nanoemulsões têm sido 

consideradas potenciais sistemas para administração tópica de moléculas, tanto de 

caráter lipofílico quanto hidrofílico (ROBERTS et al., 2017). Esses sistemas são 

dispersões nanométricas de gotículas oleosas em uma fase aquosa externa, 

estabilizada por um sistema tensoativo. Além disso, possuem uma ação promotora 

de absorção dos componentes das nanoemulsões (óleos e tensoativos), através do 

reduzido tamanho dessas estruturas, possibilitando a formação de um depósito 

mais uniforme sobre a pele e uma maior superfície de contato em comparação com 

os sistemas convencionais (PURI et al., 2009; ZHAI & ZHAI, 2014; ROBERTS 

et al., 2017).  

Em etapa anterior a esse capítulo, empregando novas técnicas verdes para 

extração de ativos naturais, realizamos um estudo de otimização de um extrato 

aquoso de P. balansae rico em cumarinas empregando o modelo matemático de 

Box Behnken Design (BBD). Os resultados apontaram para a condição ótima de 

extração do extrato aquoso com o maior conteúdo de cumarinas totais. A condição 

otimizada foi 4h07min, na proporção de 2% (material vegetal:solvente), a 65 ºC 

(MEDEIROS-NEVES, dados não publicados). Seguindo a linha de tecnologias 

verdes, recentemente publicamos um estudo apresentando uma nova técnica para 

extração de cumarinas de P. balansae, por meio da extração por fluido 

supercrítico. Foram testadas algumas condições de temperatura e pressão, das 

quais selecionou-se a pressão de 120 bar a 40 ºC, condição em que o extrato 

apresentou o maior conteúdo de cumarinas totais. 

Neste capítulo, visando o tratamento das infecções subcutâneas causadas 

pelo fungo S. schenckii, desenvolvemos duas nanoemulsões pelo método de 

homogeneização à alta pressão incorporando esses diferentes extratos (extrato 

aquoso e extrato por fluido supercrítico). O perfil de permeação/retenção dessas 

cumarinas nas diferentes camadas da pele foi analisado em duas situações: na pele 
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intacta e na pele lesada. O capítulo a seguir está apresentado no formato de 

manuscrito. 
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4.3. ARTIGO  

Manuscrito em preparação 

Topical nanoemulsions as delivery systems for Pterocaulon balansae 

extracts aiming at the treatment of sporotrichosis 
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O texto completo do Capítulo 4, que no texto completo da tese defendida ocupa o 

intervalo de páginas compreendido entre as páginas 157 -179, foi suprimido por tratar-

se de manuscrito em preparação para publicação em periódico científico de acordo 

com o título e descrições informados abaixo. 

  

 

 

Topical nanoemulsions as delivery systems for Pterocaulon balansae extracts 

aiming at the treatment of sporotrichosis 

 
Bruna Medeiros-Nevesa, Daiane Heidrichb, Roselena Silvestri Schuha, Flávia N.S. Fachela, Eduardo 
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Discussão Geral 
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 Nas últimas décadas, aproximadamente 49% dos medicamentos aprovados para 

uso são de origem natural ou moléculas semi-sintéticas derivadas dessas matérias primas 

(NEWMAN & CRAGG, 1997, 2003, 2007, 2012, 2016). Esse número expressivo 

destaca a importância do estudo com produtos naturais na busca por novos fármacos. 

Este importante dado está relacionado ao fato do reino vegetal ser uma fonte abundante 

para o isolamento de novos compostos (COS et al., 2006; MAREGESI et al., 2008). 

Dentre as possibilidades de estudos, a probabilidade de se detectar atividades biológicas 

em plantas é mais elevada quando existem relatos de usos etnofarmacológicos 

(SVETAZ, 2010). 

Nesse contexto, o tema geral da tese envolve a investigação da espécie 

Pterocaulon balansae. Diversos estudos vêm sendo realizados com esta planta, 

demonstrando resultados promissores em avaliações das atividades antifúngica, 

antibacteriana, antiparasitária e antitumoral. Além disso, estudos recentes têm 

demonstrado a presença de cumarinas em diferentes tipos de extratos, e considerando-

se que normalmente são os compostos majoritários, é provável que as ações 

farmacológicas desta espécie estejam relacionadas a sua presença (STEIN et al., 2005; 

STEIN et al., 2006; STOPIGLIA et al., 2011; VIANNA et al., 2012, PANATIERI et al., 

2016; TORRES et al., 2017).  

A fim de aprofundar o conhecimento acerca da espécie em estudo nesse trabalho 

(Pterocaulon balansae), a primeira etapa da tese foi dedicada a uma revisão da literatura 

sobre o gênero Pterocaulon Elliot. Através deste estudo foi possível compilar 

informações sobre a composição química, dados etnofarmacológicos e atividades 

biológicas descritas até o presente momento para este gênero. A busca (1968-2017) foi 

realizada nas bases de dados Science Direct, Web of Science, Scopus e Pubmed. 

Trabalhos anteriores a 1968 referem-se somente à descrição e classificação botânica do 

gênero, desde quando foi identificado por Elliot em 1823. O gênero Pterocaulon, 

pertencente à família Asteraceae, foi revisado por Bean (2011), que descreveu a 

existência de 26 espécies, que são divididas em americanas e não americanas. De forma 

geral, as espécies apresentam altura em torno de um metro, caule alado e capítulos 

sésseis terminais, os quais formam densos glomérulos, ou estão arranjados em densas 
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espigas (CABRERA and RAGONESE, 1978; LIMA & MATZENBACHER, 2008; 

BEAN, 2011). 

Em relação à composição química dos representantes deste gênero, já foram 

isolados e identificados até o momento cumarinas, ácidos fenólicos, flavonoides, 

terpenos e poliacetilenos. Confirmando o descrito na literatura, os compostos mais 

relatados são as cumarinas, consideradas marcadores quimiotaxonômicos do gênero. Ao 

todo já foram identificadas 41 cumarinas, originarias das espécies P. intermedium, P. 

balansae, P. lanatum, P. virgatum, P. serrulatum, P. purpurascens, P. rugosum, P. 

alopecuroides e P. redolens. Os compostos são 6,7 dioxigenados (16 compostos), 6,7,8 

trioxigenados (8 compostos), 5,6,7-trioxigenados (14 compostos) e 5,6,7,8 

tetraoxigenados (3 compostos). Foram encontrados também ácidos fenólicos e 

flavonoides em 7 espécies (P. virgatum, P. purpurascens, P. sphacelatum, P. 

serrulatum, P. reodolens, P. balansae e P. alopecuroides), somando um total de 26 

compostos. 

Vale ressaltar que no gênero Pterocaulon a maioria dos flavonoides isolados até 

o momento ocorre em sua forma aglicona. Já os terpenos foram encontrados numa 

quantidade equivalente (28 compostos) aos ácidos fenólicos e flavonoides, mas 

concentrados em 4 espécies (P. virgatum, P. serrulatum, P. balansae e P. 

polystachyum). Para os poliacetilenos foram encontrados somente dois trabalhos na 

literatura (BOHLMANN et al.,1981 e MAGALHÃES et al., 1989), que identificaram a 

presença de 13 compostos nas espécies P. alopecuroides, P. balansae, P. lanatum, P. 

rugosum e P. virgatum. Ao todo, encontramos 108 compostos químicos já relatados para 

o gênero Pterocaulon, identificados em 11 das 26 espécies existentes. 

Em continuidade, os estudos etnofarmacológicos encontrados estão concentrados 

em países como a Argentina, Austrália, Madagascar, Martinica e Brasil. No total, foram 

relacionadas 13 espécies de Pterocaulon, sendo mais relatado o uso das partes aéreas 

em forma de decocto. A grande maioria relata o uso dessas plantas para o tratamento de 

problemas de pele de diferentes etiologias. É importante ressaltar que o segundo maior 

uso encontrado para essas espécies é para o tratamento de desordens do fígado, seguido 
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do tratamento de problemas respiratórios. Por fim, o capítulo I apresenta uma ampla 

relação de estudos com atividades biológicas para o gênero, contemplando as atividades 

antibacteriana, antifúngica, antiviral, antioxidante, antiparasitária, inseticida e 

antitumoral. Foram encontrados ao todo 32 estudos que relatam diversas atividades 

biológicas e toxicidade. 

Os estudos confirmaram que várias espécies de Pterocaulon citadas nos estudos 

etnofarmacológicos contêm moléculas bioativas que podem explicar os efeitos 

benéficos e promotores da saúde observados. A maior parte das atividades tem sido 

atribuída às cumarinas, abundantes no gênero. Outro dado relevante observado neste 

tópico foi a utilização de solventes orgânicos na obtenção dos extratos e/ou compostos 

isolados. 

Esse estudo tornou possível conhecer melhor o gênero Pterocaulon, e confirmar, 

por meio das publicações, a importância deste gênero como fonte de novas moléculas, 

principalmente de cumarinas, que são promissoras para uma série de aplicações 

terapêuticas. No entanto, para desenvolvimento de produtos para a saúde, bem como 

durante os ensaios analíticos e bioanalíticos, é de extrema importância um método 

quantitativo que assegure a confiabilidade dos resultados obtidos através da sua 

comparabilidade e rastreabilidade (ANVISA, 2003; PASCHOAL, 2008; ANVISA, 

2012). 

Para a análise das cumarinas presentes na espécie P. balansae, nosso grupo de 

pesquisa desenvolveu um método de CLAE que possibilitou a análise de um extrato 

aquoso, onde foram identificadas sete cumarinas (MEDEIROS-NEVES et al., 2015). 

No entanto, para analisar essa matriz complexa, são necessários 45 minutos no CLAE, 

o que consome muito tempo na rotina de trabalho, além de gastar uma grande quantidade 

de solvente. A alternativa encontrada foi o desenvolvimento de um novo método que 

permitisse uma análise rápida e eficiente das cumarinas presentes na espécie P. 

balansae. Optou-se pela utilização da técnica de CLUE, que permite trabalhar a pressões 

superiores à do CLAE, possibilitando o uso de colunas cromatográficas com menor 

tamanho de partículas. Dessa forma, apresenta como vantagen direta a redução do tempo 
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de análise, aumentando a eficiência e a redução do consumo de solventes (GAIKWAD 

et al., 2010; GANGADASU et al., 2015). 

Face ao exposto, o Capítulo II apresentou o desenvolvimento de um método por 

CLUE, bem como a validação analítica e bioanalítica de duas metodologias (CLAE e 

CLUE) para a determinação de cumarinas presentes no extrato aquoso de P. balansae 

em diferentes matrizes. Os equipamentos utilizados foram o CLAE, acoplado a espectro 

UV (CLAE-UV) e o CLUE com detecção de arranjo de diodos (CLUE-DAD). A 

amostra utilizada para a avaliação da separação dos compostos foi o extrato aquoso de 

P. balansae, obtido pela metodologia descrita por Medeiros-Neves e colaboradores 

(2015). Por meio de um programa disponibilizado pela Shimadzu, foi realizada 

inicialmente a adaptação da técnica de CLAE para a técnica por CLUE. Foi realizada 

uma série de modificações na metodologia, visando uma melhor resolução entre os picos 

(Rs > 1.5), número de pratos teóricos adequados (N > 2000), menor fator de cauda (T < 

1.5) e menor tempo de análise até chegar à condição desejada. 

A fase estacionária selecionada para os estudos foram as colunas Phenomenex-

C18 RP para CLAE-UV e Shim-pack XR ODS para CLUE-DAD. A fase móvel foi 

constituída por 0,1% de ácido fórmico (A) e acetonitrila (B) usando gradiente de eluição, 

fluxo e temperatura de forno para CLAE (1 mL/min; 30 ºC) e CLUE (0,55 mL/min; 55 

ºC) por 45 e 8 min, respectivamente. Ambas análises foram realizadas a 327 nm, 

comprimento de onda referente ao máximo de absorção no UV para esse grupo de 

cumarinas (MEDEIROS-NEVES et al., 2017). Após o desenvolvimento do método por 

CLUE, ambas metodologias (CLAE e CLUE) foram validadas conforme guias 

internacionais (ICH, 2005; EMA, 2011; FDA, 2013) para a análise quantitativa das 

cumarinas presentes em diferentes matrizes. As matrizes utilizadas no trabalho foram o 

extrato aquoso de P. balansae, a nanoemulsão contendo o extrato bem como as camadas 

da pele suína (derme, epiderme e estrato córneo) para estudos posteriores de 

permeação/retenção cutânea in vitro. 

Após a etapa de seleção dos parâmetros cromatográficos, as matrizes foram 

analisadas quanto à especificidade. As matrizes nanoemulsão branca, epiderme/derme, 
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estrato córneo e fluído receptor mostraram ausência de picos no mesmo tempo de 

retenção das cumarinas de P. balansae, demonstrando que os métodos empregados são 

específicos para a análise simultânea de cumarinas de P. balansae nas matrizes 

analisadas. A quantificação da 5MMDC por ambos os métodos apresentou regressão 

linear na faixa de 0,1 a 7,5 µg/mL em todas as matrizes avaliadas. As curvas padrão não 

apresentaram desvio da linearidade após análise de ANOVA (p>0,05) e apresentaram 

coeficiente de correlação adequado para determinação analítica e bionalítica da 

5MMDC. As metodologias também se mostraram precisas na determinação da 

5MMDC, com valores de DPR menor que 2% nos experimentos intra-dia e inter-dia. Os 

métodos também foram considerados exatos, considerando-se a complexidade das 

diferentes matrizes, na faixa de 99.31-102 % para o CLAE e 102-106 % para o CLUE. 

Para os estudos bioanalíticos, as matrizes da pele (epiderme/derme; estrato córneo) 

foram contaminadas com uma solução padrão de 5MMDC em diferentes concentrações 

e determinada a capacidade de recuperação após a extração da 5MMDC destas matrizes. 

A taxa de recuperação ficou na faixa de 85 – 92%, com desvio padrão relativo menor 

que 8.83%, dentro do preconizado pelo FDA (2013). Os resultados apresentaram baixo 

efeito de matriz durante as análises. Posteriormente foram realizadas pequenas 

alterações nos parâmetros cromatográficos dos métodos, através de um desenho 

experimental de Plackett-Burman, a fim de avaliar a robustez das metodologias. Foram 

modificados fatores como concentração inicial de acetonitrila, temperatura do forno, 

fluxo inicial da fase móvel e concentração de ácido fórmico. De acordo com os 

resultados obtidos, as modificações nos fatores estudados não interferiram na 

determinação da 5MMDC nas diferentes matrizes avaliadas.  

Após a etapa de validação das metodologias foi analisada a aplicabilidade dos 

métodos. Inicialmente foram preparadas nanoemulsões contendo 5MMDC e o extrato 

aquoso de P. balansae na concentração de 0,5 mg/mL. As formulações foram compostas 

por lecitina de gema de ovo, TCM, polissorbato 80 e água. Essas nanoemulsões foram, 

então, submetidas a estudos de permeação/retenção cutânea em pele de orelha suína. 

Após as 8 h de experimento, observou-se diferença significativa das formulações 

testadas em relação ao controle, retendo na pele uma quantidade de aproximadamente 3 

μg/cm² de cumarinas em ambos os métodos. Também foram encontradas quantidades 
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de 5MMDC no fluido receptor, demonstrando a capacidade de permeação desses 

compostos quando incorporados a um sistema nanoestruturado. Da mesma forma, a 

permeação das cumarinas a partir das nanoemulsões foi superior ao controle, assim 

como também houve diferença significativa entre as nanoemulsões (NEAE e NE5MMDC). 

Estes resultados preliminares sugerem que a quantidade de 5MMDC retida na pele não 

foi influenciada pela presença dos outros compostos do extrato, no entanto, a quantidade 

de 5MMDC permeada é reduzida na presença destes compostos. 

De maneira geral, as metodologias propostas mostraram ser lineares, precisas e 

exatas para estimar cumarinas em extratos aquosos de P. balansae, sem diferenças 

significativas entre os dois métodos (CLAE e CLUE). No entanto, o método por CLUE 

foi mais rápido (quase 4 vezes), consumindo menos solvente, sendo considerado eco-

friendly em comparação com o CLAE. 

Na linha de pensamento eco-friendly, o terceiro capítulo da tese focou na 

otimização de uma nova ferramenta para extração das cumarinas da espécie P. balansae 

utilizando tecnologias verdes (green technology). Esse trabalho foi realizado em uma 

parceria com o pesquisador Fernando Torres, que no âmbito da sua tese de doutorado 

também investigou as cumarinas presentes no gênero Pterocaulon focando também na 

síntese desses compostos. Essa parte da tese contou com a colaboração do Laboratório 

de Operações Unitárias da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul que 

disponibilizou o equipamento de fluido supercrítico para a realização dos processos de 

extração. A ideia inicial foi submeter as partes aéreas de P. balansae à extração por 

fluido supercítico (SFE) usando CO2 como solvente. Uma extensa revisão, publicada 

em 2016, apresentou a extração por fluido supercítico como uma alternativa verde para 

a extração de compostos ativos, classificando como um método com boa recuperação 

de ativos, baixa degradação e maior facilidade de remoção do solvente. Na lista 

apresentada, das 33 extrações apenas uma utilizava propano e todas as outras utilizavam 

CO2 como solvente no processo (DA SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016). 

Considerando as informações, o solvente escolhido para realizar as extrações foi 

o dióxido de carbono (CO2). Inicialmente, foram fixadas algumas condições como o 
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solvente e a temperatura de 40 ºC e avaliado o efeito da pressão crescente (90, 120, 150 

e 200 bar), sobre o rendimento em cumarinas totais e na preservação das características 

estruturais dessas cumarinas. Os resultados encontrados apontaram para a condição de 

120 bar como a melhor pressão para obtenção dos maiores rendimentos de cumarinas. 

Nesta condição, os rendimentos foram 1,5; 2 ou 3 vezes maiores que as pressões de 90, 

200 e 150 bar, respectivamente. As amostras foram analisadas por HPLC e observou-se 

que nessas condições de processo extraiu-se majoritariamente as cumarinas mais 

lipofílicas (4 – 7), ou seja, aquelas que apresentavam anel epóxi como substituição na 

posição 7 do anel cumárico, conforme apresentado na Figura 1. 

 

Figura 1. Cumarinas majoritárias encontradas no extrato por fluido supercrítico (SFE) 

das partes aéreas de P. balansae. 

Essa condição de extração (40º C, 120 bar) mostrou-se seletiva para as cumarinas 

mais lipofílicas, com menor tempo de extração (40 min) e utilizando solvente eco-

friendly com menor geração de resíduos na natureza.  

O perfil de extrato encontrado no SFE mostrou-se diferente daquele observado 

para o AE avaliado em estudo anterior (MEDEIROS-NEVES et al., 2015). Era de se 

esperar que uma extração utilizando água como solvente tivesse mais afinidade pelos 

compostos mais hidrofílicos, como foi possível comprovar. O perfil do AE apresentou 

majoritariamente os compostos apresentados na Figura 2. Considerando os perfis 

distintos desses dois extratos (AE e SFE), optou-se por investigar a incorporação de 

ambos em nanoemulsões para testar suas atividades biológicas e determinar se as 

mesmas estavam atreladas aos tipos de cumarinas encontradas em cada extrato. 
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Figura 2. Cumarinas majoritárias encontradas no extrato aquoso (AE) das partes aéreas 

de P. balansae. 

Após a validação das metodologias de análises cromatográficas optou-se por dar 

segmento ao método por CLUE para analisar a composição quantitativa das cumarinas 

presentes, devido às vantagens da redução no tempo de análise e consequentemente 

menor gasto de solvente. Nesse sentido, visando o tratamento tópico do fungo 

Sporothrix schenckii, o capítulo IV apresenta estudos de viabilidade da incorporação 

dos extratos de P. balansae em nanoestruturas lipídicas, o perfil de 

permeação/penetração destes compostos nas camadas da pele e a atividade antifúngica 

in vitro destas formulações frente a diferentes cepas do fungo S. schneckii. 

O fungo S. schenckii, agente etiológico da esporotricose, é um fungo que pode 

afetar seres humanos, com lesões usualmente limitadas à pele e tecidos subcutâneos 

(DIXON et al., 1991; DA ROSA et al., 2005). Visando a permeação das cumarinas até 

camadas mais profundas da pele (por exemplo, derme) analisamos as características 

físico-químicas das nanoemsulões contendo extratos de P. balansae através de estudo 

de permeação/retenção cutânea em pele de orelha suína e posterior determinação da 

atividade antifúngica destas formulações frente a cepas do fungo S. schenckii. 

O conjunto de resultados obtido demonstra que a técnica de homogeneização à 

alta pressão foi eficaz na produção das nanoemulsões contendo os extratos AE (NAE) e 

SFE (NSFE). O método de preparo gerou nanoemulsões monodispersas, com tamanho 

de gotícula de 162 nm e 127 nm, e potencial zeta de -32 e -21 mV, respectivamente. As 

cumarinas permearam nas camadas mais profundas da pele, principalmente quando 

havia remoção parcial do estrato córneo. Através das micrografias da pele observou-se 

que as formulações não danificaram os tecidos. Após a análise do perfil de 

permeação/retenção das formulações deu-se seguimento à etapa de análise in vitro 
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dessas formulações frente a diferentes cepas de S. schenckii, sendo duas cepas 

resistentes aos tratamentos convencionais. Os valores de MIC encontrados para os 

extratos puros (SFE e AE) foram acima de 1000 µg mL-1, enquanto para as 

nanoemulsões esses valores foram 4 vezes menores, aproximadamente 250 µg mL-1 para 

todas as formulações. Os resultados apresentados demontraram que a incorporação dos 

extratos de P. balansae nos sistemas nanoestruturados intensificam a atividade 

antifúngica dos extratos. 
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⎯  Desenvolveu-se um método por CLUE para realizar a análise das cumarinas 

presentes no extrato aquoso de P. balansae. 

 

⎯  Realizou-se a validação analítica e bioanalítica dos métodos por CLAE e CLUE 

para a quantificação da 5MMDC, que se mostrou específico, linear, preciso, 

exato e robusto para a análise da 5MMDC nas diferentes matrizes (extrato 

aquoso, nanoemulsão branca, derme/epiderme, extrato córneo e fluido receptor). 

 

⎯ Otimizou-se o processo de extração por fluido supercrítico em função de maiores 

rendimentos de cumarinas. As melhores condições encontradas foram solvente 

dióxido de carbono (CO2), 40º C de temperatura e pressão de 120 bar. 

 

⎯ Demonstrou-se a viabilidade de incorporação dos dois diferentes extratos de P. 

balansae (AE e SFE) em um sistema nanoestruturado com propriedades físico-

químicas adequadas para produtos de uso tópico. 

 

⎯ Os estudos de permeação/retenção cutânea in vitro demonstraram que as 

cumarinas da P. balansae permanecem retidas na epiderme da pele intacta, 

enquanto na pele lesada as cumarinas permeiam até o fluido receptor. 

 

⎯ Os extratos quando incorporados às nanoemulões apresentaram maior atividade 

antifúngica (MIC = 250 µg mL-¹) frente a diferentes cepas de S. schenckii. 
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