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RESUMO

Segundo o INCA (Instituto Nacional de Cancer), o cancer de pele possui a maior
incidéncia mundial e seus casos vém aumentando exponencialmente. O aumento do indice
ultravioleta devido a diminuicdo da camada de ozbnio e a exposicdo solar excessiva
contribuem para este fato. A formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), se da por
fatores enddgenos e exdgenos, principalmente pela exposicdo aos raios ultravioleta (UV).
Esta esta diretamente ligada ao desenvolvimento de diversos tipos de cancer, especialmente o
de pele. As EROs, ou radicais livres, alteram o DNA e demais biomoléculas da pele,
ocasionando mutagdes genéticas que favorecem e induzem a incidéncia de cancer, e causam
fotoenvelhecimento. Consequentemente, a busca de novos ativos com propriedades
antioxidantes de uso topico é de extrema importancia para a prevencdo de fotodanos e cancer
de pele. Este projeto de mestrado teve como objetivo desenvolver uma nanoemulséo topica
contendo estas substancias ativas, Cha Verde (Camellia sinensis) e Oleo de Buriti (Mauritia
flexuosa), que apresentam propriedades antioxidantes, estudar sua estabilidade e avaliar in
vitro suas propriedades. Como resultado, espera-se obter um insumo cosmético que atenda
uma demanda do mercado de consumidores, contribuindo para prevencdo do cancer de pele e

para diminuicao dos sinais do fotoenvelhecimento cutaneo.

Palavras chave: Nanoemulsdo, Oleo de buriti, Cha verde, Pele, Antioxidante Radicais livres.



ABSTRACT

According to INCA (National Institute of Cancer) the cases of skin cancer are
increasing exponentially, and it is the world's largest incidence. The increase in ultraviolet
index, due to the depletion of the ozone layer, and excessive sun exposure contribute to this
fact. The formation of reactive oxygen species (ROS) can be from endogenous and exogenous
factors, mainly by exposure to ultraviolet (UV). This are directly linked to the development of
several types of cancer, especially skin cancer and photoaging. ROS or free radicals alter the
DNA and other biomolecules of the skin, causing genetic mutations that promote and induce
cancer incidence. Consequently, the search for new antioxidant substances for topical use is
of utmost importance for the prevention of photodamage and skin cancer. This project of
master dregree aims to develop a topical nanoemulsion containing these active substances
Green tea (Camellia sinensis) and Buriti Oil (Mauritia flexuosa), which have antioxidant
properties, and to study their stability in vitro and assess its properties. As a result it is
expected to develop a cosmetic raw material that meets a demand of the consumer market,
contributing to the prevention of skin cancer and to decrease the signs of cutaneous

photoaging.

Keywords: Nanoemulsion, Buriti oil, Green tea, Skin, Antioxidant, Free radical.
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1 INTRODUCAO

A pele possui caracteristicas hidrofilicas (epiderme e derme) e lipofilicas (estrato
corneo). Por esse motivo, as emulsdes sdo os principais veiculos empregados pela inddstria
cosmética, pois permitem a veiculacdo de substéncias ativas e/ou farmacos lipofilicos e
hidrofilicos em uma mesma formulacdo (MARTINI, 2009). Além disso, dependendo das
caracteristicas estruturais desses sistemas é permitida a veiculacdo de substéncias ativas, ou
farmacos encapsulados, ou de didmetro reduzido, que permitem a penetracdo dos mesmos em
camadas mais profundas da pele, o que pode trazer inameros beneficios (FRONZA, 2007). A
capacidade de controlar diferentes estruturas e tamanhos de ativos é extremamente importante
para adequar o produto as necessidades exigidas pela via de administracdo e ao efeito
desejado de um produto cosmético e/ou farmacéutico (TARDOS et al, 2004).

As nanoemulsdes sdo emulsdes contendo ativos/e/ou farmacos em globulos de
tamanho reduzido em relacdo aos ativos e/ou farmacos de emulsdes regulares, o que permite
inimeras vantagens ligadas a caracteristicas organolépticas, estabilidade fisico-quimica e acéo
dermatoldgica (TADROS et al., 2004; FERNANDEZ, 2004).

A radiacdo ultravioleta (UV) é responsavel pelos maiores danos causados a pele: ao
penetrarem na epiderme e derme, 0s raios geram especies reativas de oxigénio (ROS) que
podem causar mutacdes geneéticas decorrentes de falhas nos mecanismos naturais de protecéo
contra radiacao ultravioleta (COUTEAUET al., 2001). Atualmente, antioxidantes oriundos de
produtos naturais tém sido buscados para uso topico com o objetivo de diminuir danos
oxidativos. Alguns éleos e extratos vegetais tém potencial antioxidante comprovado, por
prevenirem reacdes de oxidacao bioldgica e reduzirem a formacdo de radicais livres. O uso
dessas substancias ativas em tamanho nanométrico otimiza suas propriedades e
principalmente a penetracdo até a camada basal da epiderme, onde elas podem auxiliar
indiretamente nos mecanismos de protecdo natural da pele, combatendo os radicais livres,
impedindo danos celulares severos e melhorando as condi¢des gerais da pele (FRONZA et al,
2007). Dentro dessa perspectiva, neste estudo foi desenvolvida uma nanoemulsdo contendo

substancias ativas de origem vegetal com propriedades antioxidantes.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 APELE
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A pele é um 6rgao complexo que envolve nosso corpo, atuando como uma barreira

ativa entre 0 organismo e 0 meio ambiente (BOWSTRA et al., 2003). E o 6rgdo mais

extenso do corpo humano e corresponde a cerca de 5% do peso total corporal, apresentando

variagdes de espessura e valor de pH de acordo com as regifes corpéreas (PEYREFITTE,
MARTINI, CHIVOT, 1998; BAREL et al.,, 2014). Possui, juntamente com 0S anexos
cutaneos, fungdes de protecdo mecénica, regulacdo térmica, permeabilidade seletiva e

absorcdo (NASH et al., 2007).

A pele humana é composta por trés camadas denominadas epiderme (camada mais

superficial), derme (camada intermediaria) e hipoderme ou tecido celular subcutaneo

(camada profunda), conforme se observa na Figura 1.

Epiderme -4 &

Camada -

papilar |

Derme

Camada
reticular

Tela
subcutanea
(hipoderme)

Figura 1: Elementos da pele (MARTINI, 2009).
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A epiderme € constituida por um epitélio de revestimento estratificado pavimentoso,

sendo a camada mais externa do tecido cutaneo (KIM et al., 2007). A epiderme é subdividida
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em quatro camadas principais, sendo a mais externa o estrato corneo; abaixo desta, localiza-
se 0 estrato granuloso, seguido pelo estrato espinhoso e pela camada mais interna, a camada
basal ou germinativa. A epiderme humana ndo possui vasos sanguineos e se renova
inteiramente a cada 20 dias ou 30 dias (MARTINI, 2009).

Epiderme:

Superficial
A

Estrato
coérmeo

s
Estrato

lacido
Estrato
granuloso

Estrato
espinhoso

Estrato
basal

...
,,_\.‘:L Derme

Profundo i © NN

Figura 2. Corte histolégico demonstrando as camadas da epiderme (TORTORA, 2012).

O estrato corneo, camada mais externa da epiderme, tem funcdo protetora e
permeabilidade seletiva, retendo agua, proteinas e eletrélitos e impedindo a entrada de
agentes agressores exdgenos (TOLEDO, 2004). Tal camada é formada por queratina, uma
proteina insolavel, que é transportada até a camada superficial por meio do processo de
queratinizacdo ou corneificagdo, transformacdo dos queratindcitos (células hexagonais da
camada basal) em células cdrneas mortas devido ao deslocamento permanente desta camada
de células para superficie através da sua renovagdo na camada basal (MARTINI, 2009;
TORTORA, 2012).

Localizado abaixo do estrato cérneo, o estrato granuloso apresenta granulos
arredondados de querato-hialina (proteina que auxilia a agregagdo da queratina em

filamentos paralelos) que contém aminoacidos ricos em enxofre e pequenos corpos
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lamelados esféricos eletrodensos de (50 a 100 nm) denominados Corpusculos de Odland
(ODLAND, 1981), ou queratinossomas que formardo o cimento intercelular do estrato
corneo (HEATH, YOUNG, 2001). E a camada mais superficial em que as células ainda
possuem nlcleo (MENON, 2002).

O estrato espinhoso € formado por cinco a dez camadas de células com citoplasma
amplo e desmossomos responsaveis pela grande coesdo celular dos epitélios. A camada
espinhosa produz substancias impermeaveis que dificultam a passagem de compostos
presentes no interior do nosso corpo, ocorrendo 0 mesmo para o exterior, sobretudo no que
se refere a agua (MENON 2002; TORTORA, 2012).

O estrato basal ou germinativo é a camada mais interna da epiderme e é composto por
milhares de células de dois tipos principais: os melanocitos (que produzem melanina,
responsavel pela coloracdo da pele e protecdo contra radiacéo ultravioleta) e os queratinocitos
que se renovam diariamente. Essas células sdo nutridas por vasos sanguineos localizados na
derme (KIM et al, 2007; MARTINI, 2009; TORTORA, 2012; BRYAN, 2014). Conforme
chegam a superficie, os queratindcitos sofrem modificacbes graduais em seu formato e
composicdo quimica, tornando-se anucleadas quando atingem a camada cornea, superficie da
epiderme, e se desprendem ja mortas, por isso tem intensa atividade mit6tica, promovendo a
rapida renovacao celular, compensando assim a descamacdo constante do estrato cOrneo
(NASH, 2007; MARTINI 2009; TORTORA, 2012).

Além dos melandcitos e queratindcitos, sdo encontrados na epiderme:

- Células de Langherans: tem funcdo imunoldgica nos estratos intermediarios;

- Células de Merckel: localizadas no estrato basal ou germinativo, tém a funcdo sensorial,
pois possuem terminacfes nervosas sensitivas que se ligam as fibras do sistema nervoso
central (LEONARDI, 2000; TORTORA, 2012).

A derme é um tecido conjuntivo denso constituido por células e abundante matriz
extracelular. Suas funcBes sdo a sustentacdo e a nutricdo da epiderme (PEYREFITTE et al.,
1998; MARTINI, 2009; BRYAN, 2014). Neste tecido de sustentacdo estdo presentes
inlmeros vasos e nervos, nos quais estdo implantados os anexos cutaneos: glandulas
sudoriparas e sebéaceas, foliculos pilosos, estruturas sensoriais e unhas. A derme é
considerada um verdadeiro “reservatorio” de &gua, capaz de armazenar, trocar e fornecer

variadas quantidades de agua em funcdo das necessidades do organismo (PEYREFITTE et
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al., 1998; TORTORA 2012; BRYAN, 2014).

Esta camada é constituida basicamente por dois tipos de células: fixas (fibroblastos) e
“migratorias”. Os fibroblastos sdo responsaveis pela sintese das diferentes macromoléculas
que compbdem a matriz extracelular, e as células migratorias consistem em células que
participam da defesa do organismo (BRYAN, 2014; PEYREFITTE et al., MARTINI,
CHIVOT, 1998; MARTINI, 2009). A matriz extracelular é composta por fibras de colageno
e elastina inseridas na substancia fundamental, material amorfo formado por &gua, sais
minerais e macromoléculas, como &cido hialurénico, glicosanimoglicanos e glicoproteinas de
estrutura (TORTORA, 2012,;VIGLIOGLIA, 1989).

De acordo com sua composicdo a derme é dividida em derme superficial ou papilar e
reticular ou corion. A derme superficial é representada pelas papilas dérmicas (regido
irregular de contato com a epiderme), composta por finas fibras de colageno (reticulina) e
elasticas que sdo fixadas a juncdo dermo epidérmica, estando ambas organizadas em redes
frouxas (TORTORA, 2012). Além disso, possui capilares sanguineos, linfaticos e numerosas
terminacGes nervosas, realizando trocas nutritivas com as camadas mais profundas da
epiderme. A derme reticular, por sua vez, é o tecido de sustentacdo compressivel, extensivel e
elastico da epiderme, constituida por tecido conjuntivo denso e fibras de colageno que
formam feixes cada vez mais espessos em funcdo da profundidade e entrelacadas as fibras
elasticas (BAUMANN, 2000; BRYAN, 2014; PEYREFITTE et al.,1998).

A hipoderme, camada mais profunda da pele, também é conhecida como camada
subcutanea de gordura. Formada por tecido adiposo, é responsavel pelo armazenamento de
nutrientes e energia para o organismo, modelando a silhueta corporal em funcéo da idade, do
sexo e do estado nutricional (BRYAN, 2014; PEYREFITTE et al., 1998). Apresenta ainda
como funcdes a protecdo mecanica, pois se comporta como verdadeiro amortecedor que atua
suavizando traumas, e a de isolante térmico, conservando a temperatura corporal (MARTINI,
2009; TORTORA, 2012; VIGLIOGLIA, 1989).

2.2 EFEITOS DA RADIACAO ULTRAVIOLETA NA PELE

A radiacdo ultravioleta (RUV), por sua vez, se divide em trés regides espectrais:
UVC (100-280 nm), UVB (280-320 nm) e UVA (320-400 nm) (EPSTEIN et. al., 1990). A
exposicdo cronica ou aguda a radiacdo ultravioleta € a principal responsavel pelos fotodanos

cutaneos. A regido UVC possui energia elevada associada ao seu menor comprimento de
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onda, é altamente lesiva ao homem, com efeitos carcinogénicos e mutagénicos, porém é
absorvida pela camada de ozdnio em sua maioria, de tal forma que a quantidade dessa
radiacdo que atinge a populacdo € muito pequena (MURPHY, 2002; GRUIJL et al., 2001;
NORVAL,2001).

Sua exposicdo cronica pode estar relacionada ao aumento do risco de cancer de pele,
fotoenvelhecimento, cataratas e outras doencgas oftalmoldgicas, além de afetar o sistema
imune (BRYAN, 2014; MURPHY, 2002; GRUIJL et al., 2001; NORVAL, 2001). As
radiagcOes que atingem a pele humana variam de acordo com seu comprimento de onda,

conforme pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3. Comparacgdo da penetragdo da radiacdo com diferentes comprimentos de onda na pele humana
(BRYAN, 2014).

A radiacdo UVA, de maior comprimento de onda, tem menor energia e é 600-1000
vezes menos eritematdgena que a radiacdo UVB, porém penetra mais profundamente na pele
atingindo a derme. E responséavel pela pigmentacio da pele e, além disso, origina radicais
livres oxidativos, responsaveis pelo envelhecimento cutaneo precoce (fotoenvelhecimento

ou envelhecimento actinico), por doencas de fotossensibilidade e também esté associada a



19

alteragOes que causam o cancer (BRYAN, 2014; MASSON et. al., 2003; MEYBEC, 1983).
Tais alteragdes ocorrem pela captura de fotons da radiacdo UVA por fotosenssibilizantes
enddgenos, como DNA, porfirinas, &cido urocanico e aminoacidos aromaticos que, ao serem
capturados, excitam estas moléculas e transferem energia para o oxigénio molecular,
conduzindo a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), também conhecidos como
radicais livres (COUTEAU et al., 2001).

A radiacdo UVB tem menor comprimento de onda e menor poder de penetracdo na
pele que a radiacdo UVA, € intensamente absorvida pela epiderme e é mais energética. A alta
energia € responsavel pelos danos agudos e crénicos a pele, tais como eritema, pigmentacao,
descamacdo, e principalmente alteracGes que induzem o céancer cutaneo (MARTINI, 2009;
MENDONCA et. al., 1996). A energia da radiagdo UVB induz diretamente a lesdes as
moléculas de DNA e também pode gerar EROs (BRYAN, 2014; COUTEAU et al., 2001).
Devido a sua menor penetracdo na pele, atinge apenas 0s queratindcitos, os melandcitos e as
células de Langerhans (BRY AN, 2014). Os fétons de luz ultravioleta interagem com o DNA
celular, ocasionando uma série de efeitos especificos e ndo especificos. Essas interacdes
podem resultar em fotoprodutos de DNA, formados nas bases dos nucleosideos de pirimidina
adjacentes em uma cadeia de DNA. Uma mutacdo comum dos dimeros de pirimidina
ciclobutano é altamente especifica para os danos causados pela radiacdo ultravioleta. Esses
fotoprodutos causam diminuicdo da replicacio do DNA, mutagénese e carcinogénese
(BRYAN, 2014).

Os efeitos nocivos da radiacdo solar podem ser divididos em agudos e graves. Sao
efeitos agudos: eritema solar, reacdes de fotossensibilizacdo induzida por substancias
quimicas, agravamento de doencas e alergias. Sdo considerados efeitos cronicos o
fotoenvelhecimento da pele, o cancer de pele e a diminuicdo da imunidade cutanea
(FITZPATRICK et. al., 1974; TORTORA, 2012).

2.3 ANTIOXIDANTE ENDOGENOS E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

As espécies reativas de oxigénio sdo altamente reativas devido a configuracao
eletrbnica do oxigénio que tende a receber um elétron de cada vez, formando compostos
intermediarios reativos, destacando-se o anion radical superéxido, peréxido de hidrogénio
e radical hidroxila. Os radicais livres podem se formar a partir de processos oxidativos
bioldgicos, como a fosforilacdo oxidativa (Figura 4), reacdo que ocorre na mitocondria

(parte da célula responsavel pela producdo de energia e respiracdo da mesma) e gera
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energia no organismo dos mamiferos. A molécula de oxigénio (O,) que participa da reacao
recebe quatro elétrons, reduzindo-se até formar agua. Do oxigénio consumido, cerca de 2 a
5% ndo é reduzido completamente, produzindo EROs como produtos intermediarios. Com
este oxigénio altamente reativo do processo, 0s radicais sdo gerados e podem
subsequientemente atacar células em nosso corpo (SALVADOR, HENRIQUES, 2004).

g ) G X g i g }
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"”+59 OH j +
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Figura 4. Geracdo de EROs a partir da reducdo do oxigénio molecular na reacdo de fosforilacdo oxidativa
(SALVADOR ; HENRIQUES, 2004).

Além de formados naturalmente através do metabolismo humano, podem ser
gerados a partir de causas exdgenas como: poluic¢do do ar, tabagismo, radiacdo, alcool, entre
outros. Os fatores externos podem ser fontes de espécies reativas de oxigénio como 0s
superdxidos, anion hidroxila, peroxido de hidrogénio e unidade simples de oxigénio (FREI.
HIGDON, 2003; WRIGHT et al., 2006).

Para atenuacdo destas espécies reativas de oxigénio formadas fisiologicamente e
provenientes de fontes externas, o corpo desenvolve mecanismos de defesa, conhecidos como
antioxidantes, que protegem contra o ataque desses radicais livres (KAUR et. al., 2007).
Dentre os antioxidantes presentes naturalmente nas células da pele estdo a superdxido
dismutase, catalase, tocoferol (vitamina E), acido ascorbico (vitamina C), ubiquinona e
glutationa. Os antioxidantes enddgenos celulares podem atuar de duas maneiras: como
detoxificadores do agente oxidante antes que ele cause lesdo, como é o caso da glutationa
reduzida (GSH), do superoxido-dismutase (SOD), da catalase, da glutationa-peroxidase
(GSH-Px) e da vitamina E. O outro mecanismo de acdo se da recuperando as lesdes ja
ocorridas, como é o caso do acido ascérbico, da glutationa-redutase (GSH-Rd) e da GSH-Px,
entre outros. Com exce¢do da vitamina E (a-tocoferol), que é um antioxidante estrutural da
membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes estd no meio intracelular (ROSS, 1991).
Porém, essas defesas antioxidantes enddgenas sdo facilmente saturadas, sendo muitas doencas
de pele caracterizadas por uma deficiéncia na capacidade antioxidante (KAUR et. al., 2007).

As principais biomoléculas atingidas pelas EROS sdo acgucares, proteinas, acidos

nucléicos e, especialmente, os lipideos, sendo este Ultimo o mais suscetivel, pois as
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membranas bioldgicas contém consideraveis quantidades de lipideos altamente insaturados e
em contato com fluidos ricos em oxigénio e metais (INAL et. al., 2003).

A primeira alteracdo induzida pela exposicdo solar na pele é a inflamacdo,
caracterizada por eritema, edema e calor. As células inflamatorias irdo produzir EROs e
causar alteracbes nos lipideos, proteinas e DNA, promovendo diversos receptores de
membrana para mediadores pro-inflamatérios, como TNF-a (Fator de necrose tumoral- alfa
tumor necrosisfator-alpha) e interleucinas (IL-1 e IL-6). Estas citocinas liberadas pela
exposicdo a radiacdo UV estimulam a sinalizacdo intracelular de fatores de transcricdo como
MAPK (mitogen-activated protein kinase), p38, c-Junamino terminal kinase (JKN), e NF-
kB(nuclear fator-kappaB) que influenciam potencialmente a sobrevivéncia celular
(MUTHUSAMY et. al., 2010). Além de estimular activator protein 1 (AP-1), que induz
metaloproteinases (MMPs), responsaveis pela degradacdo de coladgeno e fibras elasticas da
pele, especialmente colagenase 1 (MMP-1), causando foto envelhecimento (FISHER, 1997).
Esses fatores de transcricdo sdo importantes na regulacdo de diversos genes envolvidos na
patogenia da inflamagéo (iNOS — induciblenitric oxide synthase), COX-2 (ciclo-oxigenase-2),
na regulacdo do ciclo celular, proliferacdo e apoptose. As alteracdes dos mediadores
inflamatdrios associadas a alteracdo da expressdo dos genes podem promover o0
fotoenvelhecimento e, principalmente, o cancer de pele (GUARATINI et al., 2009). As
pirimidinas sofrem modificacdes fotoquimicas, resultando em dimeros de ciclobutano e
demais subprodutos que sdo reparados, que sdo reparados, fisiologicamente, por enzimas
especificas. ABC excinuclease, DNA polimerase | e DNA ligase (FISCHER, 1997).

Outra alteracdo causada pelas espécies reativas de oxigénio é a inducdo da
peroxidacdo de acidos graxos que pode causar a conversdo de varios deles em hidroperoxidos,
Um dos produtos formados a partir destas reacdes € o malonaldeido (MDA), composto reativo
que pode atacar grupamentos amino de proteinas e fosfolipidios, modificando moléculas
biologicas, podendo associar-se a autoimunidade (BRYAN, 2014; REZING, 1996).

Dentre as mutacOes genéticas causadas pela exposicao cronica a radiacao ultravioleta a
mais significativa ocorre no gene supressor de tumor p53, que devido ao estresse oxidativo,
sofre danos em sua funcdo de manutencdo da integridade genbémica, por bloquear a
replicacdo do DNA em resposta a danos, ou induzir seu reparo, reduzindo sua capacidade em
disparar a morte programada de células (apoptose), resultando em maior proliferacdo celular
(BRYAN, 2014; HECK, 2004).

Sugere-se ainda que, independentemente dos danos causados ao DNA, o desequilibrio

redox provocado pela radiagdo UV possa interferir na apoptose. Assim, os efeitos deletérios
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da radiacdo UV na pele sdo cada vez mais evidentes (HECK, 2004). Tendo em vista a
prevencdo ou terapias para o cancer de pele, que é um dos tipos de cancer de maior
ocorréncia, sdo muito discutidos mecanismos para o restabelecimento do equilibrio redox,

sendo que o0 uso de antioxidantes nesses casos é uma alternativa.

2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Antioxidantes sdo definidos como substancias que, quando presentes em baixas
concentragdes comparadas com as de um substrato oxidavel, diminuem ou previnem
significativamente a oxidacao deste substrato. O mecanismo de acdo dos antioxidantes é
pode ocorrer pela remoc¢do do oxigénio do meio, varredura dos RLs, sequestro dos metais
catalizadores da formacdo de RLs, aumento da geracdo de antioxidantes enddgenos,
scavenger, quando ele age transformando um RL em outro menos reativo, ou quencher,
quando consegue neutralizar completamente o RL através da absorcéo de toda a energia de
excitacdo, ou também a interacdo de mais de um mecanismo (KAUR et. al., 2007).

Os antioxidantes podem ser classificados como enzimaticos e ndo enzimaticos,
conforme a estrutura do agente antioxidante. Ainda conforme a acdo sobre os RLS, 0
antioxidante pode ser denominado de scavenger, quando ele age transformando um RL em
outro menos reativo, ou quencher, quando consegue neutralizar completamente 0 RL
através da absorcdo de toda a energia de excitacio (HALLIWELL, 1995).

O sistema enzimatico é o primeiro a agir, evitando o acumulo de anion radical
superdxido e do perdxido de hidrogénio, um exemplo é a super 6xido desmutase (SOD)
que atua transformando dois anios radicais superdxidos em um peroxido de hidrogénio,
possui meia vida curta (menos de 10 min) (WRIGHT, SPENCER, FLOWERS, 2006).
Além dela possuimos no corpo humano outros antioxidantes enzimaticos, como a
glutationa peroxidase (GPXx) e a catalase (ROSS, 1991).

Muitos desses mecanismos, porém, sdo inibidos pela luz UV e pela luz visivel. De
fato, a exposicdo a luz UV causa aumento da formacéo de radicais livres (CASAGRANDE
et al., 2006; FREI, HIGDON, 2003; WRIGHT, SPENCER, FLOWERS, 2006).

Os danos causados a pele pela radiacdo UV sdo, em parte mediados pelos
intermediarios do oxigénio reativo. Logo, os antioxidantes podem ser particularmente Uteis
nas alteracbes da pele induzidas pela radiagio UVA que, acredita-se, que sejam
determinantes, em grande parte, pelo processo oxidativo. De fato, a aplicacdo topica de

antioxidantes eleva a dose minima de UVA necessaria para induzir um escurecimento



pigmentar imediato e diminuir a severidade das fotodermatoses induzidas pela radiacdo
UVA, otimizando a acdo de fotoprotetores (CASAGRANDE et al., 2006; FREI,
HIGDON, 2003; WRIGHT, SPENCER, FLOWERS, 2006).

Existe hoje uma grande demanda para produtos cosméticos com antioxidantes, de
modo que testes devem ser feitos para comprovar a atividade proposta nesses produtos.
Um dos métodos mais adequados para avaliar a capacidade antioxidante em formulac6es
cosméticas é o DPPHe, que é um radical estavel em solucéo e que reage com compostos

capazes de doar elétrons.

25 EMULSOES
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As formulacdes dermatologicas tém como principal desafio a penetragdo e
liberacdo de seus principios ativos na pele de forma eficaz para a realizagdo de seu efeito
desejado, cuidando, porém, para ndo induzir alteragdes irreversiveis significantes no tecido
cutaneo. As principais preparacdes de uso dermatoldgico sdo os sistemas emulsificados,
devido a vantagens que oferecem sob o ponto de vista farmacéutico (SMITH, MALBACH,
SURBER, 2000). Um dos veiculos de grande utilizagdo para farmacos e ativos cosméticos
séo as emulsdes fluidas e semi-solidas.

Emulsdes sdo sistemas heterogéneos termodinamicamente instaveis, estabilizados
cineticamente (FERNANDEZ et al., 2004), consistindo de pelo menos um liquido imiscivel,
intimamente disperso em outro na forma de globulos (BECHER, 1965). N&do se formam
espontaneamente e suas propriedades dependem de condi¢cdes termodinamicas, modo de
preparo, caracteristicas de cada componente e da ordem de adicdo dos mesmos (PORAS et
al., 2004; ESQUENA, SOLANS,1998). Sdo compostas basicamente de trés componentes:
agua, Oleo e tensoativo, cujas propriedades fisico-quimicas influem drasticamente no
comportamento do sistema (SAJJADI; ZERFA, BROOKS, 2003). A estrutura das emulsdes
consiste em goticulas de fase dispersa (ou interna) envolvidas por uma fase continua (fase
externa). Podem ser classificadas como agua em 6leo (A/O), quando goticulas da fase aquosa
estdo dispersas em uma fase oleosa; ou 6leo em agua (O/A) , quando as goticulas da fase

oleosa estdo dispersas em numa fase continua aquosa, conforme representado na figura 5.
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O/A AO

Figura 5. Representacdo esquematica mostrando os globulos das emulsdes O/A e A/O (FORGIARINI et. al.,
2001).

2.6 NANOTECNOLOGIA E NANOCOSMETICOS

De acordo com o relatorio emitido pela The Royal Society & The Royal Academy of
Engineering (2004), a nanociéncia é a area que se dedica ao estudo do fendmeno e a
manipulacdo de materiais nas escalas atdmica, molecular e macromolecular, cujas
propriedades diferem significativamente daquelas em escalas maiores. Um nandmetro
equivale a um fator de 10° do metro, ou um bilionésimo do metro. Esse tamanho é
aproximadamente cem mil vezes menor do que o diametro de um fio de cabelo, e setecentas
vezes menor do que um globulo vermelho encontrado no sangue humano (ABDI, 2010).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira 42 Edi¢do (1988), farmaco é substancia ativa,
droga, insumo farmacéutico ou matéria-prima empregada para modificar ou explorar sistemas
fisiologicos ou estados patoldgicos em beneficio da pessoa a qual se administra. Os produtos
cosmeticos sdo preparacdes constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo
nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgéos genitais
externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou
principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia e/ou corrigir odores corporais e/ou
protegé-los ou manté-los em bom estado (ANVISA, 2000). Desta forma, podemos entender
que as definicdes de farmacos e cosméticos ndo sdo mutuamente exclusivas, sendo que um
produto pode ser legalmente um cosmético, um farmaco ou ambos, farmaco e cosmético
(BAREL, PAYE, MAIBACH, 2009). No que se refere a regulacdo, nanocosméticos e
cosméticos convencionais sdo classificados da mesma forma: em ambos os casos, caso haja
um apelo para o produto, 0 mesmo precisa ser comprovado através de testes para que seja
passivel de registro.

As vantagens do uso da nanobiotecnologia na producdo de nanocosméticos e
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formulacbes dermatolégicas advém da protegdo dos ingredientes e ativos quanto a degradacéo
quimica ou enzimatica, do controle de sua liberacdo, principalmente no caso de irritantes em
altas doses, e do prolongamento do tempo de residéncia dos ativos cosméticos ou farmacos na
camada cornea (FRONZA et al, 2007).

De acordo com érgdos regulatorios brasileiros, americanos e europeus, 0 tamanho
das particulas ndo é determinante para avaliacdo da toxicidade e ndo existem até 0 momento

caracteristicas estabelecidas como fatores de risco para produtos nanotecnolégicos.

2.7 NANOEMULSOES

Nanoemulsdes sdo emulsdes especiais com glébulos de tamanho na faixa de 20 a 500
nm (SOLANS et al., 2003; NAKAJIMA, TOMAOMASA, OKABE, 1993) ou 50 a 200nm
(TADROS et al., 2004). Geralmente sua aparéncia varia de acordo com o tamanho das
goticulas, nanoemulsbes de 200-500nm tém tendem a apresentar uma aparéncia leitosa, e
nanoemulsées de tamanhos menores tendem a apresentar aparéncia translicida (CAPEK,
2004). Elas sdo sistemas metaestaveis, ou seja, estaveis por longo periodo de tempo, cuja
estrutura depende do processo de preparo e da estabilizagdo estérica quando se emprega
tensoativos ndo iénicos e/ou polimeros na preparacdo (TADROS et al., 2004; FERNANDEZ,
2004).

2.7.1 Métodos de preparo de nanoemulsdes

Os métodos de preparo de nanoemulsdes baseiam-se em cinco diferentes grupos:

o Auto emulsificacdo (RUBIN, RADKE, 1980; ELAASSER et al., 1986; MILLER,
2006): ocorrendo a curvatura espontanea do filme tensoativo entre o 6leo e a agua, através de

reacOes de difusdo e/ou quimicas.

o Baixa energia baseada na mudanca de curvatura da molécula do tensoativo (Phase
Inversion Temperature — PIT). Este método usa as propriedades fisico-quimicas do sistema e
utiliza a inversdo espontanea na curvatura do tensoativo para a obtencdo de globulos de
tamanho reduzido. Para tensoativos ndo idnicos, isto pode ser conseguido pela mudanca de
temperatura do sistema forgando a transicdo da emulséo A/O em altas temperaturas para uma

emulsdo O/A em baixas temperaturas. Durante o resfriamento, o sistema passa por um ponto



26

de curvatura zero e minima tensdo interfacial, o que predispde a formacdo de goticulas
finamente dispersas (FERNANDEZ et. al 2004). Esta técnica permite a formacdo de
particulas de tamanho muito pequeno e com 6tima estabilidade (SHINODA, SAITO, 1969;
FORSTER et al., 1995; FORGIARINI et al., 2001; IZQUIERDO et al., 2002; MORALES, et
al., 2003).

o  Alta energia baseada no uso de dispositivo de alta rotacdo, alta pressao ou ultrassom. A
alta energia mecénica imposta ao sistema gera forcas capazes de deformar e quebrar as
goticulas da fase interna em glébulos menores (NAKAJIMA et al., 1993; MELESON,
GRAVES, MASON, 2004; LANDFESTER, EISENBLATTER, ROTHE, 2004).

o Método de difusdo no solvente (BOUCHEMAL et al., 2004; TROTTA et al., 2001).

o Tratamento de uma macroemulsdo sob condigdes de agua subcritica (KATAGI,
KIMURA, ADACHI, 2007).

2.7.2 Vantagens das nanoemulsoes

As nanoemulsbes representam um e promissor sistema de veiculacdo de ativos para
area de tecnologia cosmética e farmacéutica. O principal deles é a otimizacdo da penetracao
dos ativos na pele até seu sitio alvo. Estudos conduzidos por Dessai (2010) e Shetty (2015)
demonstram a melhor permeacdo e deposicdo de moléculas bioativas nanoestruturadas de
aproximadamente 100 nm, atribuida ao aumento da penetracdo na pele por via transcelular
(através ou entre queratindcitos) e transapéndicial (através de glandulas sudoriparas, sebaceas

e foliculos pilosos).

Dentre as demais vantagens, podem-se citar as seguintes:

- adiminuicdo do tamanho dos globulos, associada ao movimento browniano, diminui a
forca da gravidade sob essas moléculas, evitando processo de instabilidade como
sedimentacdo e cremacdo (TARDOS et. al. 2004; CAPEK 2004);

- diferentemente das microemulsbes que requerem concentracdo de tensoativo

geralmente superior a 20,0%, as nanoemulsdes podem ser obtidas usando
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concentragdes na faixa de 3,0 — 10,0% (BOUCHEMAL et al. 2004; 1ZQUIERDO et
al. 2005);

- 0 pequeno tamanho dos glébulos garante uma aplicagdo topica mais uniforme sobre a
pele (BOUCHEMAL et. al 2004);

- 0 pequeno tamanho dos glébulos favorece a penetracdo dos ativos através de
rugosidades da superficie da pele (TARDOS et. al 2004);

- a fluidez natural do sistema (que contém baixas concentra¢cdes de contetdo oleoso)
confere a nanoemulsdes caracteristicas sensoriais e estéticas Unicas, podendo
apresentar aparéncia transluscente e ser aplicada em forma de spray (TARDOS et. al
2004);

- otamanho diminuido dos glébulos permite que as nanoemulsdes sejam esterilizadas
por filtracdo (SONNEVILLE-AUBRUN et al., 2004).

2.8 CHA VERDE (Camellia Sinensis)

Camellia sinensis (L.) O. Kuntze é arbusto da familia Theaceae conhecida
popularmente por Cha Verde, cha-da-india, bancha ou “Green tea”. Suas folhas sdo ricas em
compostos polifendlicos, que sdo substancias caracterizadas por possuirem uma ou
mais hidroxilas ligadas a um anel aromatico (LIANG et al., 2001). Os dtomos de hidrogénio
dos grupos hidroxila adjacentes (orto-difenois), localizados em varias posi¢oes dos anéis A, B
e C, as duplas ligacGes dos anéis benzénicos e a dupla ligacdo da funcdo oxo (-C=0) de
algumas moléculas de flavondides garantem a esses compostos sua alta atividade
antioxidante. Esses compostos agem como antioxidantes, ndo somente pela sua habilidade em
doar hidrogénio ou elétrons, mas também em virtude de seus radicais intermediarios estaveis,
que impedem a oxidacdo de varios ingredientes do alimento, particularmente de lipidios
(BRANDWILLIAM, 1995) As catequinas correspondem a, aproximadamente, 26,7% dos
compostos presentes no Cha Verde, e, dentre estas, 11% sdo galato-3-epigalocatequina, 10%
epigalocatequina, 2% galato-3-epicatequina, 2,5% epicatequina, e 15% polifendis néo

identificados (SCHIMTZ et al., 2005). Os principais compostos quimicos terapéuticos do
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material vegetal C. sinensis, sdo potentes antioxidantes de radicais livres, quelantes de metais
e inibidores da lipoperoxidacdo (FIORINI et al., 2005; KALRA et al., 2005), anti-
inflamatorios (NAG-CHAUDHURI et al., 2005); antimicrobianos (YAM et al., 1997;
TURCHETTI et al., 2005), e podem contribuir na prevengdo de cancer (HALDER et al.,
2005; SENGER et al., 2010). Katiyar et al (1994), investigaram a habilidade antioxidante das
catequinas usando como marcador a ocorréncia de lipoperoxidacéo . Nesse estudo, verificou-
se que EGCG, EGC e ECG inibiram a lipoperoxidacdo espontanea e a induzida pela radiacéo
UV em microssomos de células epidérmicas de ratos. A aplicacdo tépica de EGCG antes da
exposicdo a radiacdo UVB resultou na diminuicdo da producgdo de IL-10, o que sugere um
possivel mecanismo pelo qual EGCG previne a imunossupressao cutanea. Além disso, EGCG
estimula a producdo de IL-12, citocina que atua na prevencdo da imunossupressao
(KATIYAR et al., 1999). O Cha Verde é um dos chas mais ricos em EGCG, que é um dos
mais poderosos antioxidantes antienvelhecimento e anti céncer, apresentando fortes
propriedades fotoprotetoras (KHARE et al., 2015).

A inducdo de danos ao DNA pela radiacdo UV se da principalmente na forma de
dimeros de ciclobutano pirimidinas (CPDs) que exercem papel essencial na inducgéo de cancer
e na imunossupressdo. CPDs sdo formados rapidamente quando moléculas de DNA séo
submetidas a radiacdo UVB e um acumulo desses dimeros resulta em mutacGes em genes
criticos como o0 p53, 0 que contribui no desenvolvimento de cancer de pele. A aplicacdo
topica de catequinas na pele humana antes da exposicdo a radiacdo UV resultou numa
inibicdo dose dependente da formacdo de CPDs. Este efeito também representa um possivel
mecanismo de prevencdo da imunossupressao cutanea (KATIYAR et. al., 2000).

Embora seja uma matéria-prima muito utilizada atualmente, a Farmacopéia Brasileira

(2010) ndo contém monografia sobre esta planta.

2.9 OLEO DE BURITI (MAURITIA FLEXUOSA)

O buriti (Mauritia flexuosa), também conhecido como coqueiro-buriti, miriti,
muriti, muritim, palmeira-dos-brejos, caranda-guacu e carnadai-guacu, € uma palmeira da
familia Palmae oriunda das regides alagadas e Umidas do Centro-Oeste, Norte e Nordeste
do Brasil (ALMEIDA et al., 1998). Rico em carotendides, acidos graxos e tocoferol, o que
sugere boa perspectiva na utilizagdo desse produto como alternativa terapéutica e
cosmética (ROSSO, MERCADANTE, 2007), o Oleo de Buriti tem a funcéo de lubrificar e



regenerar a barreira hidrolipidica da pele frequentemente submetida a lesdes (ZANATA et
al., 2008). Também quando usado em produtos pds-sol, o Oleo de Buriti evita danos
provocados por radiagdo UV, justamente por apresentar propriedades fotoprotetoras
(ZANATTA et al., 2010).

0 Oleo de Buriti contém cerca de 1.706 + 54 ug de carotendides totais/g , sendo o
Beta caroteno seu carotendide principal, compondo 90% do teor total que carotendides
(GARCIA-QUIROZ et al., 2003). O 6leo também apresenta niveis elevados de acido
oléico (60,3%) e quantidades consideraveis de a-tocoferol (643,2 mg/g) (COSTA, 2007).
A caracteristica estrutural comum dos carotenoides € a cadeia polieno, um longo sistema
de ligacdo dupla conjugada, que forma a “espinha dorsal” da molécula e influencia suas
propriedades quimicas, fisicas e bioquimicas. Esta cadeia pode apresentar grupos
terminais ciclicos, que apresentam substituintes contendo oxigénio. O sistema conjugado e
rico em elétrons do polieno é responsavel pela atividade antioxidante dos carotenoides:
tanto na absorcdo do oxigénio singlete quanto de radicais livres, para interromper as
reacbes em cadeia onde eles estdo envolvidos (MCNULTY et al, 2008).

Conseqlientemente, tem havido grande interesse nas propriedades antioxidantes de
carotenoides perante peroxidacdo lipidica, e a capacidade em prevenir formacdo de
eritema epidérmica durante a exposi¢céo ao sol (STAHL, SIES, 2002). Estas caracteristicas

fazem deste 6leo um potente ativo antioxidante.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar fisico quimicamente uma nanoemulséo tdpica contendo extrato
de Cha Verde (Camellia sinensis) e Oleo de Buriti (Mauritia flexuosa), e avaliar in vitro a

capacidade antioxidante da formulagé&o.

3.2 3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desenvolver uma nanoemulsdo topica contendo extrato de Cha Verde (Camellia
sinensis) e Oleo de Buriti (Mauritia flexuosa);

2. Determinar o valor de EHL (equilibrio hidrofilico-lipofilico) requerido para
emulsificacdo do Oleo de Buriti;

3. Auvaliar a estabilidade da formulacéo.

4. Caracterizar a nanoemulsdo quanto ao tamanho de particulas, potencial zeta, pH e a
morfologia.

5. Auvaliar in vitro a capacidade antioxidante da formulacédo, através do teste de reducéao
de radical DPPH.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENVOLVIMENTO DA NANOEMULSAO

-Materiais:

- Fase oleosa:

*Qleo de Buriti

INCI: Mauritia flexuosa fruit oil
N° CAS: 394239-67-9
Fornecedor: Beraca
Especificacdo em anexo 1

*Butilhidroxitolueno
INCI: BHT
N° CAS: 128-37-0

Fornecedor: Embacaps

-Emulsionantes

* Alcool OleilicoEtoxilado (20EO) —
INCI Oleth-20

N° CAS : 9004-98-2

Fornecedor: Agia

*Alcool LaurilicoEtoxilado (2 OE).
INCI: Laureth-2
N° CAS: 3055-93-4 / 9002-92-0 / 68439- 50-9

Fornecedor: Agia

- Conservante antimicrobiano

* Germall Plus

INCI: Propylene Glycol (and) Diazolidinyl Urea (and) lodopropylnyl Butylcarbamate

N° CAS: 78491-02-8

Fornecedor: Jovii
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-Fase aquosa:
*Agua destilada

*Cha Verde extrato glicélico
CAS: 84650-60-2

Fornecedor: Jovii

*Cha Verde extrato seco - Green Tea 95%
CAS: 84650-60-2

Fornecedor: Active Pharmaceutica
Especificacdo em anexo 2

*Edetato Dissodico INCI: Disodium EDTA
CAS N°: 139-33-3

Fornecedor: Embacaps

*Metabisulfito de sodio
CAS N°: 7681-57-4

Fornecedor: Mapric

4.1.1 Determinacéo do valor de EHL requerido para o Oleo de Buriti
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A determinacdo do valor requerido de EHL (equilibrio hidrofilico- lipofilico)

requerido para o Oleo de Buriti. 6,1 (valor do EHL do tensoativo lipofilico Laureth-2) até

15,3 (valor do EHL do tensoativo hidrofilico Oleth-20) variando a quantidade entre eles de

acordo com a tabela abaixo, Tabela 1. Para o calculo de quantidade de tensoativos utilizamos

uma regra de trés simples, variando a porcentagem de cada emulsionante em 10% e obtendo

um EHL para cada mistura, variando aproximadamente de 1 em 1 de acordo com metodologia

preconizada por Aulton (2005).

A porcentagem e quantidade de cada tensoativo utilizada em cada uma das 11

formulac6es, conforme EHL esta descrita na Tabela 1.



Tabela 1. Concentracdo em % e p/p de tensoativo lipofilico e hidrofilico utilizado para
obtencé&o do EHL requerido.

Valor de Formulagso % Oleth - Oleth- 20% | 9% Laureth-2 | Laureth-2%o
EHL 20 (p/p)* (p/p) (p/p) * (p/p)
6,1 1E 0 0,0 100 6,0
7,02 2E 10 0,6 90 54
7,94 3E 20 1,2 80 4.8
8,86 4E 30 1,8 70 4,2
9,78 5E 40 2,4 60 3,6
10,7 6E 50 3,0 50 3,0
11,62 TE 60 3,6 40 2,4
12,54 8E 70 4,2 30 1,8
13,46 9E 80 4.8 20 1,2
14,38 10E 90 5,4 10 0,6
15,3 11E 100 6,0 0 0,0

* Quantidade em % (p/p) no total de sistema emulsionante (6,0%).
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A partir das concentragbes calculadas dos tensoativos, foram preparadas onze

emulsdes através do meétodo de inversdo de fases. A fase oleosa, juntamente com o0s

tensoativos, foi aquecida a 75+5°C (OLIVEIRA, 2008), e a fase agquosa composta de agua

destilada foi aquecida a mesma temperatura e vertida sobre a fase oleosa sob agitacao

constante de aproximadamente 400rpm em agitador mecénico, até atingir a temperatura

ambiente (25+5°C). A composicdo das emulsdes esta descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Composicéo das emulsdes para determinacio do valor de EHL requerido do Oleo de

Buriti

Componentes Quantidade em % (p/p)
Oleo de Buriti 3,0
Tensoativos 6,0
Agua destilada 90,5
Diazolidiniluréia+ 05
iodopropilbutilcarbamato

A emulsdo que apresentou maior estabilidade, ou seja, menos volume de cremeado e

sem separacdo de fases, ou separacdo minima, representa o valor de EHL requerido pelo 6leo

de constitui a fase oleosa da emulséo.
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4.1.2 Obtendo as nanoemulsdes

Ao total foram realizadas 30 diferentes formulacgdes (Tabela 3), em triplicata, variando
detalhes singulares em cada uma delas, para que fosse possivel determinar o equilibrio entre
tensoativo e fase oleosa, substancia ativa de Cha Verde, temperatura de emulsificacdo e

velocidade de resfriamento ideais para a obten¢do de uma nanoemulséao estavel.

4.1.2.1 Influéncia da concentracio da fase oleosa — varia¢do da concentracéo do Oleo de
Buriti

Foram realizadas quinze diferentes formulagdes com quantidade de emulsionante fixa,
variando a concentragio de Oleo de Buriti em: 5,0%, 4,0%, 3,5%, 3,0%, 2,0%. Apo6s a
realizacdo do teste de EHL determinou-se uma nova proporcao de emulsionante, variando para
esta nova proporcéo a fase oleosa nas contragdes de: 1,5%, 2,0%, 2,5% 3,0%.6,0%,7,0%, 8,0%

10,0%, conforme demonstrado na Tabela 3.

4.1.2.2 Influéncia da temperatura de emulsificacao

Para os mesmos emulsionantes, em proporcoes diferentes, foram testadas em triplicata
diferentes temperaturas de emulsificacdo a 70+5°C, 80+°5C, 90+5°C. A fase oleosa foi
aquecida até estas temperaturas pré-determinadas, e a fase oleosa até a mesma temperatura da
fase aquosa. Ao atingir a temperatura correta, a fase aquosa foi vertida na fase oleosa sob
agitacdo constante até o resfriamento. As emulsbes que foram testadas quanto a temperatura de

emulsificacdo podem ser observadas na Tabela 3.

4.1.2.3 Influéncia do extrato glicélico de Cha Verde e do estrato aquoso de Cha Verde

Foram testadas quatro diferentes formulagcdes de Cha Verde, a serem adicionadas na
nanoemulsdo. Sao elas:
Cha Verde — Extrato glicélico de Cha Verde Camellia Sinenensis (Jovii Cosmecéutica)
Cha Verde n° 1- Extrato aquoso X% de Cha Verde extrato seco - Green Tea 95% (Active
Pharmaceutical) + Germall Plus 0,5%
Cha Verde n°2 — Extrato aquoso de Y% Cha Verde extrato seco - Green Tea 95% (Active

Pharmaceutical) + Germall Plus 0,5% + Trietanolamina (gsp pH 5). Mais concentrado
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Ché Verde n°3 — Extrato aquoso Z% de Ch& Verde extrato seco - Green Tea 95% (Active
Pharmaceutical) + Germall Plus 0,5% + 0,6% metabisulfito de sdédio (Mapric). Menos
concentrado.

Para a preservacao do sigilo patentario optou-se pela ndo divulgagdo da concentracao
das solucdes. As solucbes aquosas de Cha Verde n° 1,2 e 3 foram preparadas a frio, a partir da
pesagem do extrato seco e seus respectivos ingredientes e posterior solubilizacdo com 80% do

volume total de 4gua destilada, acertando o menisco para o volume final em baldo volumétrico.

4.1.2.4 Influéncia da velocidade de resfriamento da emulsdo

Foi testada a influéncia da velocidade do resfriamento das nanoemulsdes apos a
temperatura de emulsificacdo. Inicialmente testou-se a formulagcdo 17, que continha 3,0% de
Oleo de Buriti. Aquecendo-se a formulagio até a temperatura de emulsificacio e levada a
resfriamento imediato da nanoemulsdo apos a temperatura de emulsificacdo, sob agitacdo,
colocando a mistura em um banho de gelo. Realizou-se 0 mesmo procedimento para as
formulagdes 18, 19 e 20, diminuindo gradativamente o percentual de fase oleosa.

Segue na tabela abaixo um resumo de todas variaveis de das formulacdes teste

desenvolvidas:

Tabela 3. Formulacgdes teste realizadas

Fase Cha T de )
T EHL - Variavel
oleosa Verde emulsificacéo
1 5% 13,46 - 95+5°C Alta carga oleosa
2 4% 13,46 - 95+5°C Diminuicéo da carga oleosa
3 3% 13,46 - 95+5°C Diminuicéo da carga oleosa
Diminuicdo da temperatura de
4 3% 13,46 - 80+5°C .
emulsificacdo
Diminuicéo da carga oleosa em
5 2% 13,46 - 80+5°C
relagdo a 4
10% Adicéo de extrato glicolico de Cha
6 2% 13,46 80+5°C
E.G.* Verde
10% Aumento da temperatura de
7 2% 13,46 90+5°C o
E.G.* emulsificacdo




8 2% 13,46 | 5% E.G.* 90£5°C Diminuicéo da concentragdo do
extrato de Cha Verde

9 3% 13,46 10% 80+5°C Igual a 4 com extrato aquoso de
E.G* Cha Verde

10 3% 13,46 10% 70+5°C Diminuicédo da temperatura de
E.G.* emulsificacdo

11 5% 13,46 10% 80+5°C Igual a 9, com aumento da carga
E.G.* oleosa

12 3% 11,62 10% 80+5°C Ajuste do EHL experimental
E.G*

13 3% 11,62 10% 9015°C Aumento da temperatura de
E.G.* emulsificacdo

14 2% 11,62 10% 90+5°C Diminuicéo da fase oleosa
E.G*

15 2% 11,62 10 80+5°C Diminuicdo da temperatura de

E.G.*% emulsificacdo

16 | 25% | 11,62 10% 90+5°C Aumento da fase oleosa
E.G.*

17 | 3,0% | 11,62 10% 90+5°C Resfriamento imediato apos
E.G.* temperatura de emulsificacdo

18 | 2,5% 11,62 10% 90+5°C Resfriamento imediato apos
E.G* temperatura de emulsificacdo

19 | 2,0% 11,62 10% 90+5°C Resfriamento imediato apos
E.G* temperatura de emulsificacdo

20 | 15% 11,62 10% 90+5°C Resfriamento imediato apos
E.G.* temperatura de emulsificacdo

21 5% 11,62 10% 90+5°C Aumento da fase oleosa
E.G.*

22 7% 11,62 10% 90+5°C Aumento da fase oleosa
E.G.*

23 8% 11,62 10% 90+5°C Aumento da fase oleosa
E.G.*

24 10% 11,62 10% 90+5°C Aumento da fase oleosa

25 3% 11,62 10% 90+5°C Adicdo do extrato aquoso de Cha

E.A.*N°1 Verde n°1
26 3% 11,62 5% 90£5°C Menor adi¢do do extrato aquoso de
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E.A*N°1 Chéa Verde n°1

27 3% 11,62 10% 90£5°C Adicdo do extrato aquoso de Cha
E.A.*N°2 Verde n°2

28 3% 11,62 3% 90£5°C Adicdo do extrato aquoso de Cha
E.A.*N°2 Verde n°3

29 3% 11,62 5% 90£5°C Adicdo do extrato aquoso de Cha
E.A.*N°3 Verde n°3

30 3% 11,62 10% 90+5°C Aumento da adicdo do extrato
E.A.*N°4 aquoso de Cha Verde n°3

T* Amostra

E.G*. Extrato glicolico

E.A* Extrato aquoso

4.1.3 Método de preparo das formulacdes

37

As formulacdes foram preparadas pelo método baixa energia por inversdo de fases,

através das propriedades fisico-quimicas do sistema, ocorre a inversdo espontanea na

curvatura do tensoativo para a obtencdo de globulos de tamanho reduzido. A fase oleosa foi

aquecida em banho-maria sob agitacdo mecénica até a temperatura preconizada no

planejamento da formulagdo teste. A fase aquosa composta de dgua destilada foi aquecida a

mesma temperatura. Ap0s o0 aquecimento, a fase aquosa foi adicionada, com velocidade

moderada sob agitacdo constante de 400 rpm (Agitador Mecénico Fisatom®). A agitacdo foi

mantida até temperatura ambiente 25+5 °C, quando foram adicionados a formulacdo o

conservante e 0 agente quelante, e por fim a solucdo de Cha Verde quando o mesmo fazia

parte do planejamento da formulacdo. Deixou-se homogeneizar 0s componentes por mais 5

minutos, sob agitacdo, conforme pode ser observado na Figura 6 abaixo. Por motivos de sigilo

patentario optou-se pela ndo exposicao da formulacdo completa da nanoemulséo.
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Figura 6. Homogeneizacéo final da nanoemulsdo, apds adicdo do extrato de Cha Verde.

4.2 CARACTERIZACAO DA FORMULACAO

4.2.1 Determinacéo do valor de pH

O pH das formulacdes desenvolvidas foi determinado em temperatura ambiente,
25+5°C, empregando eletrodo do potenciémetro da marca Digimed (modelo CV2, Séo Paulo,
Brasil) diretamente na amostra, ndo sendo necessaria diluicdo prévia devido a fluidez das
emulsdes (ANVISA, 2004).

4.2.2 Determinacao da distribuicdo granulométrica e potencial zeta

O potencial zeta e o tamanho das particulas foi obtido através da derivagdo da
mobilidade eletroforética determinada, utilizando o Zeta Potential Analyzer, modelo
ZEN3600 da Malvern Instruments (Reino Unido). Este sistema analisa a mobilidade das
particulas coldides (0,02 a 3,0 um) em dispersdes liquidas, utilizando medicdes independentes
e simultdneas com laser Doppler com &ngulo de incidéncia de 90°. A distribuicdo de tamanho
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das particulas é baseada em espectroscopia de correlacdo de fotons. Esta caracteriza o
tamanho das particulas (granulometria) iluminando-as com laser.

As amostras foram diluidas 100 vezes em agua destilada, a temperatura ambiente, no
momento da anélise. Foram homogeneizadas e introduzidas na cubeta descartavel também da

marca Malvern, modelo: DTS1070. Ent&o se procedeu a leitura.

4.2.3 Avaliacdo morfoldgica

A morfologia da nanoemulsédo foi analisada em microscopio eletrénico de transmissdo
(Transmission Electron Microscopy - TEM) JEOL operando em 120 kV, com um aumento de
130.000 vezes. As suspensdes foram diluidas na proporcéo de 1:10 (v/v) em agua Milli-Q® e
depositadas diretamente nos grids utilizados para a observacdo das amostras. Apds a secagem
completa do material depositado, aplica-se como agente de contraste uma solucéo de acetato
de uranila (2% m/v). As suspensdes foram diluidas na proporgéo de 1:10 (v/v) em agua Milli-
Q® e depositadas diretamente nos grids utilizados para a observacio das amostras utilizando
como contraste solucao de acetato de uranila (2% m/v).

A microscopia eletrénica de transmissdo é a mais acurada, dentre as técnicas atuais,
para a observacdo direta de estrutura de materiais atbmicos. O microscopio consiste de um
feixe de elétrons e um conjunto de lentes eletromagnéticas, que controlam o feixe, encerrados
em uma coluna evacuada. Um feixe de elétrons € produzido e acelerado no canh&o eletrdnico,
sofrendo uma primeira focalizacéo na sua saida, denominada crossover do canhdo. A seguir, 0
feixe passa por duas lentes magnéticas, C1 e C2, que sdo ajustadas para iluminar a amostra
com um feixe de elétrons, geralmente paralelos e com uma sec¢do de alguns micrometros.
Ainda nesse trecho existe uma abertura (diafragma) que controla a coeréncia, intensidade e
paralelismo do feixe. A este conjunto que conduz os elétrons do canhdo até a amostra da-se o
nome de sistema de iluminacéo.

Os elétrons saem da amostra pela superficie inferior com uma distribuicdo de
intensidade e dire¢do controladas principalmente pelas leis de difracdo impostas pelo arranjo
cristalino dos atomos na amostra. Em seguida, um conjunto de lentes magnéticas objetivas
captura o feixe espalhado que atravessou a amostra, em especial na direcdo direta, e trabalha-
0 para conseguir a formagdo de uma imagem nitida e ampliada dessa distribuicdo angular dos
feixes eletrdnicos difratados. ApoOs este processo importantissimo da lente objetiva, as lentes
restantes sdo posicionadas para controle de intensidade e contraste para aumentar a imagem

ou diagrama de difracdo para futura observacéo na tela fosforescente ou na chapa fotografica.
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4.2.4 Teste de Estabilidade

A estabilidade foi avaliada de acordo com o Guia de Estabilidade de Produtos
Cosméticos da ANVISA (2004). Os testes realizados estdo descritos a seguir.

4.2.4.1 Teste preliminar

Antes de iniciar os estudos de estabilidade a amostra foi submetida a centrifugacéo de
3.000 rpm durante 30 minutos. O produto deve permanecer estavel, sem qualquer sinal de
instabilidade, como separacéo de fases.

4.2.4.2 Estabilidade Acelerada

O teste de estabilidade acelerada, ou preliminar ou de Curto Prazo, tem como objetivo
auxiliar e orientar a escolha das formulacdes. Para a realizacao deste teste, todas as amostras
desenvolvidas tiveram seus parametros de pH e densidade avaliados no tempo zero (dia 1) e
foram avaliados sucessivamente diariamente até o final de 28 dias. Neste periodo, as amostras
foram acondicionadas em vidro neutro transparente, com tampa com boa vedacéo, contendo
quantidade de produto suficiente para a realizacdo das analises, segundo o Guia de
Estabilidade. As amostras foram acondicionadas por ciclos de 24 horas em duas diferentes

condicdes de temperatura:

Ciclo frio — geladeira T= 5+2°C.
Ciclo quente — estufa T= 40+2°C

A cada troca de ciclo as amostras ficaram expostas a temperatura ambiente para que

suas caracteristicas fisico-quimicas fossem analisadas a 25+5°C.

4.2.4.3 Teste de prateleira

Uma amostra de cada lote foi guardada em temperatura ambiente para a realizagdo do

teste de prateleira. Também conhecido como Estabilidade de longa duragdo ou Shelf life, o
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teste tem como objetivo validar os limites de estabilidade do produto e comprovar o prazo de
validade estimado no teste de estabilidade acelerada. E usado para avaliar o comportamento
do produto em condi¢des normais de armazenamento. Seu pH e caracteristicas organolépticas
sdo avaliados no dia inicial do teste e mensalmente até o final do prazo de validade. Segundo
International Conference Harmonization, um periodo 3 a 6 meses de estabilidade acelerada
podem corresponder a um prazo de validade de 24 meses, para qualquer produto

farmacéutico, ndo especificamente para um cosmético.

4.2.4.4 Avaliagdo Microbioldgica

Os testes microbiologicos foram realizados seguindo a Farmacopéia Brasileira
(2010) , com o objetivo de assegurar a eficacia de conservantes antimicrobianos adicionados a
nanoemulsdo para 0s seguintes microrganismos:

Bactérias:

e Escherichia coli
e Pseudomonas aeruginosa

e Staphylococcus aureus

Meio de cultura: Soybean-Casein Digest Agar
Temperatura de incubacéo: 32,5 +- 2,5°C
Tempo de incubacédo do inoculo: 18 - 24 h
Fungos:

e Candida albicans

e Aspergillus Niger

Meio de cultura: Sabouraud dextrose Broth
Temperatura de incubacdo: 22,5 +- 2,5°C
Tempo de incubacédo do inoculo: 44-52 h para Candida,

6 a 10 dias para Aspergillus

A inoculacdo dos microrganismos foi realizada em ambiente estéril com diluicdo

seriada de 10° utilizando solucéo salina (0,9 % NaCl) nos respectivos meios de cultura para
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crescimento dos microrganismos, e incubados em estufa conforme as temperaturas e tempos

de crescimentos descritos anteriormente.

4.2.5 Avaliacéo das propriedades da formulacédo

4.2.5.1 Caracterizacdo do extrato aquoso de Cha Verde - Determinacgdo de polifendis totais do
de Camellia Sinensis pelo método colorimétrico

Para a caracterizacdo do extrato aquoso de Cha Verde realizou-se a determinacdo de
polifendis totais de Cha Verde, utilizando o método colorimétrico com o reagente Folin —
Ciocalteu, de acordo com metodologia preconizada na International Standar Organization,
1SO 14502-1 (2005).

. Materiais:
- Agua destilada
- Reagente Solucao de Folin Ciocalteu 10%
- Solucéo de Carbonato de Sddio 7,5%

- Acido gaélico

Realizou-se, em triplicata, cinco diluices diferentes do &cido galico para a realizacéo
da curva de calibrag¢do (Opg/mL, 10ug/mL, 20 pg/mL, 30 pg/mL, 40 pg/mL e 50 pg/mL). Em
cada tubo adicionamos 1,5mL de reagente Folin Ciocalteu, 1,2mL de solucéo de carbonato de
sodio 7,5% e 0,3mL de cada diluicdo de padrdo. O mesmo procedeu-se, em triplicata, para a
amostra, nas dilui¢cées de 40ug/mL e 50ug/mL. Os tubos foram homogeneizados e guardados
ao abrigo da luz, em temperatura ambiente 20+5°C por 60 minutos. Foram entdo medidas as
absorbancias no Espectro Varian, modelo Cary 50 Bio, em cubetas de quartzo no
comprimento de onda de 765nm. O branco utilizado foi &gua destilada. O resultado é expresso

em pg/mL de acido gélico.
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4.2.5.2 Avaliagédo da atividade antioxidante in vitro desta formulagéo

A atividade antioxidante foi determinada através do teste de reducédo de radical DPPH,
descrito por Brand-William em 1995. A determinacgdo é feita utilizando o radical livre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH *). Na sua forma mais radical o DPPH * tem uma banda de
absorcdo em 515 nm, que desaparece apds a reducdo de um composto antirradical. Assim,
iSO comprova a capacidade antioxidante ao sequestrar radicais livres (BRAND-WILLIAMS
et. al, 1995). A diminuicdo da absorbancia de DPPH causada por substancias ativas
antioxidantes é dada por reacdes entre as moléculas antioxidantes e o radical, resultando no
sequestro de radical livre por doacdo de hidrogénio (MURUHAB, SELVARAJ,
VISWANATHAN, 2013).

Quanto maior a atividade antioxidante, menor sera a coloracgdo violeta da solucédo, ou
seja, o DPPH* residual (violeta), mensurado ap6s o tempo de reacdo, corresponde

inversamente a capacidade antioxidante da substancia analisada.

. Materiais Necessarios:
- Reagentes:
Acool metilico P.A.
Agua destilada
DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil) (PM = 394,3) — Sigma

- Equipamentos e vidrarias:
Agitador de tubos de ensaio
Balanca analitica
Bal&o volumétrico 100 mL e 1.000 mL
Cronbmetro digital
Cubetas de quartzo (4 x 1 cm)
Espectrofotémetro
Pipeta automatica (10 1000 pL)
Proveta de 50 mL

Tubos de ensaio com tampa rosqueada (8mL)

. Método
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A metodologia cientifica empregada nesta analise foi adaptada do Comunicado
Técnico n° 127 da Embrapa (2007) para a Determinacdo da atividade antioxidante total pela
captura do radical livre DPPH. Primeiramente foram preparadas em baldo volumétrico
as solucdes controle (alcool metilico 50%) e solu¢do metandlica de DPPH 0,06Mm.

- Determinacgéo da curva do DPPH

Primeiramente realizou-se a Curva do DPPH, através da analise de sete diferentes
concentracdes (0 uM, 10 uM, 20 uM, 30 pM, 40 uM, 50 uM e 60puM) de DPPH, e realizou-
se a leitura em microcubeta de quartzo no espectrofotobmetro Thermo Bio Mate em um
comprimento de onda de 515 nm, em ambiente escuro para evitar a fotoxidacdo do DPPH.

Para analise da amostra, prepararam-se solucdes metandlicas em trés diferentes
concentracdes, cada uma em triplicata para a nanoemulsdo, para o extrato aquoso de Cha
Verde e para o branco da formulacdo (nanoemulsdo contendo todos os compostos, inclusive
os antioxidantes da formulacéo e do extrato de Cha Verde n° 3, menos as substancias ativas:
Oleo de Buriti e extrato aquoso de Cha Verde), e controle (alcool metilico e agua). Em
ambiente escuro pipetou-se 0,1mL de cada diluicdo (de nanoemulsdo, extrato aquoso de Cha
Verde, branco, e controle) e acrescentou 3,9mL do radical DPPH 0,06mM. Os tubos foram
homogeneizados e deixados por 60 minutos em ambiente escuro antes de realizar a leitura.

O alcool metilico foi usado como branco para a calibracdo do espectrofotometro. As
leituras foram realizadas a cada minuto, até sua estabilizacao.

A atividade antioxidante foi expressa em % de inibicdo do DPPH, através da equacao:

% de inibicdo = [(Absorbancia do controle — Absorbancia da amostra)] * 100

Absorbancia do controle

4.6 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo programa Graph Pad Prsim e
Assistant 7.7. Os dados foram expressos pela média do desvio padrdo. A comparacdo entre
diferentes grupos, e a variancia ANOVA e testes Tukey. Para grupos menores de trés foi

aplicado o teste t Student. Em ambos foram consideradas diferencas significativas p>0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DA NANOEMULSAO

5.1.1 Determinacéo do valor de EHL requerido para o Oleo de Buriti

A estabilidade das emulsdes deve-se principalmente ao uso de tensoativos na sua
preparacdo, compostos anfifilicos em cuja molécula existem grupamentos hidréfilos e
lipéfilos que se posicionam entre as duas fases da emulsdo (aquosa e oleosa), originando a
pelicula interfacial que diminui a tensdo entre elas e estabiliza o sistema. O balango entre as
duas porcBes moleculares com caracteristicas opostas dessas substancias é denominado EHL
— equilibrio hidrofilo-lipofilo. Este representa um sistema de classificacdo dos tensoativos,
tendo como base os parametros de solubilidade desses compostos em solventes polares e/ou
apolares (GRIFFIN, 1949; LACHMAN, 1986).

Segundo o fornecedor (Beraca), 0 EHL teérico requerido para o Oleo de Buriti seria
13,46, o que nos levou a trabalhar com uma proporcao de emulsionantes para tal equilibrio
hidrofilo lipofilo. Porém, de acordo com Zanatta (2008) os valores de EHL podem variar
inclusive entre lotes de mesmo 6leo, por se tratarem de uma matéria-prima de origem vegetal.
Dada a dificuldade de estabilidade das formulacdes seguindo EHL experimental, nds
determinamos experimentalmente o EHL do Oleo de Buriti usado para o desenvolvimento da
nanoemulsdo. E o resultado se difere do citado anteriormente. A Figura 6 apresenta o
resultado da estabilidade das emulsGes preparadas para a verificacdo do EHL requerido pelo
Oleo de Buriti.

Figura 7. Estabilidade das emuls@es testadas para determinacio do EHL do Oleo de Buriti

Na Tabela 4, pode-se observar que a emulsdo 7E (EHL 11,62) manteve-se estavel,

pois ndo ocorreu separacao de fases.



Tabela 4. Valor de EHL requerido para o Oleo de Buriti na nanoemulséo.
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Valor de | Formulacdo | % Oleth 20 | Oleth 20 % | % Laureth | Laureth 2%
EHL (p/p)* (p/p) 2 (p/p) * (p/p)
11,62 7E 60 3,6 40 2,4

Este resultado é corroborado pelos dados da Tabela 5, onde foi calculado o percentual

de cremeacdo de todas as emulsdes testadas, conforme demonstra a Figura 8. A emulséo 7
apresentou o indice de cremeacdo igual a zero, o que indica sua estabilidade. Segundo
Florance (2003), no valor 6timo de EHL o tamanho dos glébulos é minimo, e isso explicaria a

sua estabilidade.

vy cm = % cremeado

xcm=100%

Ordem crescente de Estabilidade

=

10 % cremeado

50 % cremeado

100 % cremeado

Figura 8. Demonstrativo de calculo de porcentagem de cremeado (MARUNO, 2009).

Tabela 5. Percentual de cremacao das emulsdes testadas para determinacéo do EHL do Oleo
de Buriti.

Amostra % de cremacao
T1 27,66
T2 29,27
T3 12,5
T4 10
T5 10
T6 9
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T7 0

T8 7,14
T9 9,76
T10 11,39
T11 12,5

A partir dos dados acima foi determinado que o EHL requerido pela fase foi 11,62,
portanto o EHL resultante da mistura de emulsionantes empregada para emulsificar o Oleo de

Buriti teve como valor 11,62.

5.1.2 Obtendo as nanoemulsdes

5.1.2.1 Influéncia da concentracéo da fase oleosa— varia¢do da concentracio do Oleo de Buriti

A concentracdo da fase oleosa foi determinada de forma aleatdria, buscando a
incorporacdo da maxima quantidade de 0leo no sistema, sem ultrapassar a quantidade maxima
de emulsionante de 6%. Acima desta concentracdo, a formulacdo adquire viscosidade, uma
vez que a substancia ativa Oleth-20 é sélida em temperatura ambiente. Além disso, foi
investigado por Zanatta (2008) em células cultura celular de queratindcitos HaCat que
concentracdes de 10% de Oleo de Buriti contendo 10% de emulsionante apresentam
citotoxicidade.

Testamos entdo concentracdes de Oleo de Buriti de 10,0%, 8,0%, 7,0%, 6,0%, 5,0%,
4,0%, 3,5%, 3,0%, 2,5%, 2,0%, 1,5%. Para a proporcao total de emulsionante de 6,0% e EHL
experimental de 11,62, a concentracdo de Oleo de Buriti ideal para estabilidade e
caracteristicas granulométricas é de 3,0%.

Observou-se, que a diminuicdo do conteddo oleoso, para esta proporcdo de
emulsionante acarretou a diminuicdo do tamanho das particulas. A formulacdo 14, por
exemplo, contendo 2,0% de Oleo de Buriti apresentou um tamanho de particula entre
25,87nm — 26,58nm.
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5.1.2.2 Influéncia da temperatura de emulsificacdo

A emulsificacdo a frio foi descartada para o sistema, pois 0 emulsionante Oleth-20 ¢é
solido a temperatura ambiente, e em testes preliminares apenas o Laureth-2 (liquido) ndo é
capaz de emulsionar o sistema. Foram entdo determinadas trés diferentes temperaturas:
90+5°C, 80£°5C, 70+5°C. Em todos os testes foram usados os mesmos emulsionantes, em
alguns casos em proporc¢des diferentes, alterando uma variavel por vez. Todos os testes foram
feitos em triplicata. As emulsdes preparadas a 70+5°C apresentaram separacdo de fases em
menos de 24 horas apds a preparacdo. As melhores temperaturas de emulsificacdo foram
90+5°C e 80£°5C. Contudo, as desenvolvidas a 90+5°C apresentaram menor polidisperséo e
estabilidade em relacdo as preparadas a 80+°5C, que apresentaram separacdo de fases em
menos de duas semanas. Todas as formulagbes apresentaram aspecto leitoso, coloracao
amarelada e com odor caracteristico do Oleo de Buriti.

Segundo Liu (2006), com o aumento da temperatura de emulsificagdo ocorre uma
diminuicdo da viscosidade da fase oleosa, diminuindo a coesdo entre as moléculas, o que
consequentemente facilita a solubilizacdo do dleo no tensoativo, favorecendo a formacdo de
globulos de pequeno diametro.

Os resultados obtidos sugerem que a temperatura de emulsificagdo é um fator
relevante para a estabilidade e para as caracteristicas granulométricas deste tipo de sistema

emulsionante.

5.1.2.3 Influéncia do estrato glicolico de Cha Verde e do estrato aquoso de Cha Verde

Foram testadas quatro diferentes formulacbes de Cha Verde. Inicialmente realizamos
as formulacGes com extrato glicélico de Cha Verde Camellia Sinensis (Jovii), adquirido
pronto, variando sua concentracdo entre 5% e 10%. Aparentemente, ndo se notou diferenca na
estabilidade das formulagc6es, apenas nas caracteristicas organolépticas, pois como o extrato
glicolico de Cha Verde possui uma coloracdo castanha intensa caracteristica, 0 aumento da
sua adicdo deixou as formulagdes mais escuras. Buscamos outra fonte desta matéria-prima
pois em contato com o fornecedor, ndo é possivel obter um laudo com a concentracdo exata
de Camellia Sinensis no produto.

Para prosseguir com os experimentos foi adquirido o Cha Verde extrato seco — Green
Tea 95%, que, segundo especificacdo do fornecedor (Anexo 1), possui cerca de 95% de

polifendis. Foi entdo preparada uma solucdo aquosa do extrato para garantir dispersdo
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homogénea na formulacdo. Ao adicionarmos o extrato Cha Verde n° 1 — Extrato aquoso na
formulagcdo 25, a formulagdo turvou imediatamente e iniciou o0 processo de separacdo de
fases. Na formulacdo 26 entdo, preparamos a nanoemulsdo da mesma forma, adicionando 5%
do extrato Cha Verde n° 1, e a formulacdo apresentou a mesma incompatibilidade. Medimos
entdo o pH da extrato Cha Verde n° 1, e mesma apresentou pH 1,0. Preparamos entdo o
extrato de Cha Verde n° 2 — Extrato aquoso, em que ajustamos o pH da solucdo aquosa para
5,0. Contudo, no momento da adi¢do da trietanolamina para ajuste do pH na solucéo, houve
uma incompatibilidade imediata do extrato com o corretor de pH. Foi feita a diminui¢do da
concentracdo da substancia ativa, chegando ao extrato aquoso Cha Verde n° 3. Além disso,
iniciamos adicionando uma quantidade menor do extrato na formulagcdo da nanoemulsdo para
3,0% (férmula 28). Observamos que ndo houve incompatibilidade e elevando entdo para 5,0%
(formulagdo 29), que também foi compativel. Elevamos entdo para a quantidade de 10%
(formulagéo 30), e a formulacdo ndo apresentou nenhuma incompatibilidade. Estabelecemos
assim que Cha Verde n° 3 na concentracdo de 10% apresenta caracteristicas ideais para nossa

formulacéo.

5.1.2.4 Influéncia da velocidade de resfriamento da emulséo

No desenvolvimento de nanoparticulas solidas por homogeneizacdo a alta presséo, a
velocidade de resfriamento favorece a distribuicdo homogénea do principio ativo no interior
da matriz lipidica (DINGLER, 2002). As formulagdes 17, 18, 19 e 20 foram desenvolvidas
realizando o resfriamento imediato da formulacdo apos atingirem a temperatura de inversdo
de fases. Na formulacio 17, contendo 3,0% de Oleo de Buriti, apds o resfriamento da
nanoemulsdo e interrupcdo da agitacdo a formulacdo apresentou separacdo de fases.
Repetimos, entdo, diminuindo progressivamente a carga oleosa, até 1,5% (formulacdo 18, 19,
20), mas todas as formulacBGes apresentaram mesma instabilidade. Constatamos assim que
para nosso sistema emulsionante o resfriamento imediato em banho de gelo ndo é
aconselhado, pois perturba as particulas, estressando a capacidade emulsionante do
tensoativo. Determinamos que, para nosso sistema emulsionante, a metodologia ideal é o
resfriamento gradual da formulacdo sob agitacdo a temperatura ambiente, com tempo médio
de resfriamento de (80+5°C a 30+5°C) em aproximadamente 20 minutos, sob agitacdo

constante.
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5.1.2. 5 Método de preparo das formulacdes

A metodologia ideal determinada para da nanoemulsdo foi baixa energia, por
temperatura de inversdo de fases, consistindo no aquecimento da fase aquosa e fase oleosa até
90+5°, sob agitacdo mecanica a 400 rpm (Agitador Mecanico Fisatom®), mantendo-se a
agitacdo até que o sistema atinja a temperatura ambiente 2545 °C, com a entdo adicdo a

formulacdo do conservante, o agente quelante, e da solugdo de Cha Verde n°3.

5.2 CARACTERIZACAO DA FORMULACAO

5.2.1 Determinacao do valor de pH

Todas as formulagdes (1-30) apresentaram pH proximos ao da pele (4,0 e 7,0) a fim de
evitar alteracOes fisioldgicas que possam comprometer a sua integridade (TAYLOR et. al.,
1990). O pH médio da nanoemulséo ficou abaixo deste valor, em torno de 3,6, porém, sendo
um potencial principio ativo e ndo um produto acabado, este valor pode ser ajustado na
formulacdo final. A tabela abaixo (Tabela 6) apresenta os valores de pH obtidos das
triplicatas da nanoemulséo no dia 1 (pH inicial), dia 7 e dia 28 apds a preparacéo das amostras

em estabilidade acelerada.

Tabela 6. Valores inicias, finais e médios de pH por lote de nanoemulséo.

Amostra | pH inicial | pHdia7 |pHdia28 | Média | Desvio padréo
A 3,5 3,58 3,67 3,58 + 0,08
B 3,46 3,63 3,72 3,6 +0,13
C 3,47 3,58 3,77 3,61 +0,15

pH médio 3,48 3,60 3,72

Os resultados acima foram plotados em um grafico demonstrado na Figura 9. Os
resultados foram analisados em ANOVA com um p>0,05, (p= 0,0494), o que demonstra que
ndo houve diferenca estatisticamente significativa na variacdo do pH no final do teste de

estabilidade.
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Variagdo dos valores de pH inicial e final (t0 - t28)

pH
N
1

Figura 9. Grafico demonstrativo da variagdo no significativa dos valores de pH inicial e final p=0,0494.

O valor de pH é uma caracteristica indicativa para 0 monitoramento de estabilidade
em emulsdes. Em geral, reacGes quimicas ou crescimento bacteriano, que podem prejudicar a
qualidade de um cosmético, ou substancia ativa cosmética, causam alteragdes perceptiveis no
seu valor. Emulsdes formuladas com Gleos vegetais, como esta nanoemulsdo, podem
apresentar diminuicdo do valor do pH, decorrente da hidrélise dos acidos graxos, gerando
acidos graxos livres que diminuem o pH e, conseqiientemente, a instabilidade (MARUNO,
2009).

5.2.2 Determinacdo da distribuicdo granulométrica e potencial zeta

Abaixo estdo demonstradas nos resultados demonstrados nos graficos de tamanho de
particula, com valores de polidispersdo das nanoemulsdes (Pdi) em triplicata no tempo inicial,

e apds 28 dias em estabilidade acelerada.
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Amostra 32 A - Tamanho da particula médio com 137 nm. Potencial Zeta: -32,0 Pdi:0,052.

Size Distribution by Intensity
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Record 12: Nanosun 32A t=0 100X1‘

Figura 10. Gréafico do tamanho de particula por intensidade inicial Amostra 32A.

Amostra 32 B - Tamanho da particula médio com 142 nm. Potencial Zeta: -27,4 Pdi:0,040.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
=
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Size (d.nm)

Record 13: Nanosun 32B t=0 100X 1‘

Figura 11. Gréfico do tamanho de particula por intensidade inicial Amostra 32 B.

Amostra 32 C - Tamanho da particula médio com 129 nm. Potencial Zeta: -19,0. Pdi: 0,091

Size Distribution by Intensity
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Record 14: Nanosun 32C t=0 100X 1‘

Figura 12. Gréfico do tamanho de particula por intensidade inicial Amostra 32C.
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Amostra 32 A - Tamanho da particula médio com 136 nm. Potencial Zeta: - 31,5. Pdi:0,056

Size Distribution by Intensity
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Record 16: Nano 32A 07012016 1|

Figura 13. Gréfico do tamanho de particula por intensidade apds 28 dias de estabilidade acelerada.

Amostra 32 B - Tamanho da particula medio com 142 nm. Potencial Zeta: -26,9 Pdi:0,053.

Size Distribution by Intensity
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Record 18: Nano 328 07012016 1|

Figura 14. Gréfico do tamanho de particula por intensidade apds 28 dias de estabilidade acelerada.

Amostra 32 C - Tamanho da particula médio com 142 nm. Potencial Zeta: - 19,2. Pdi:0,053

Size Distribution by Intensity
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Record 20: Nano 32C 07012016 1|

Figura 15. Gréfico do tamanho de particula por intensidade apds 28 dias de estabilidade acelerada
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Abaixo se encontram compilados os valores de tamanho de particula e indice de

polidisperssédo das triplicatas.

Tabela 7. Analise comparativa dos tamanhos das particulas e polidisperséo das triplicatas das
nanoemulsoes.

Tamanho | Tamanh | \\ejiox | Desvio | Pdi | Meédia| Desvio
Amostra inicial o final N s Pdi final -
(nm) padrdo | inicial * padréo
(hm) (nm)
32A 137 136 137,3 +0,71 0,052 0,056 0,05 | +0,21
32B 142 142 1424 +0,42 0,04 0,053 0,05 | +0,01
32C 129 123 126,5 +3,89 0,091 0,071 0,08 | +0,01
Tamanho*final 135,4* +8,12* Pdi * final 0,06* | +0,01*

O indice de polidispersdo (IP) revela a qualidade da dispersdo. As nanoemulsdes
apresentaram IP abaixo de 0,1, que é considerada uma medida adequada. Valores acima de
1,0 sdo indicativos de amostras de baixa qualidade, o que significa a presenca de glébulos de
tamanho coloidal de alta polidispersividade (BHADARI, 2007). Logo, os baixos valores de
polispersdo sdo indicativos de uma amostra de qualidade com tamanho de particula
relativamente homogéneo. Segundo Yilmaz (2005), o indice de polidispersao deve ser menor
que 0,25 devido a reducéo do fenémeno Ostwald ripening.

Conforme observado na figura 15 (abaixo), podemos observar que a variacdo do
tamanho de particula das triplicatas inicial e depois dos 28 dias de estabilidade ndo foi
significativa ao analisado por ANOVA (p>0,05), sendo p= 0,0006, o que demonstra que
foram estaveis.
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Variagdo do tamanho de particula inicial e final (to e t28)
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Figura 16. Variacdo do tamanho da particula das triplicatas no dia inicial e depois de 28 dias de estabilidade

acelerada.

Ao analisarmos, porém, os dados entre as triplicatas, observamos que os valores de

tamanho de particulas em nanémetros das triplicatas analisado por ANOVA sdo sim

estatisticamente significativos (p>0,05) p= 0,4023. Assim, este resultado nos indica que é

necessaria uma melhor padronizacdo do processo de obtencdo da nanoemsulsdo, com

temperatura ambiente controlada, agitacéo, e aquecimento, para que este valor seja melhorado

futuramente. Podemos observar a diferenca de tamanho de particula entre as triplicatas na

Figura 16 abaixo
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Figura 17. Variacdo do tamanho da particula entre os lotes de triplicata da nanoemulsao.
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A determinacdo do potencial zeta é um instrumento Util para caracterizar as cargas
superficiais dos sistemas coloidais (ROLAND, 2003). Também segundo Roland (2003) um
elevado valor de potencial zeta, de 30mV em mddulo, é importante para a estabilidade fisico-
quimica da emulsdo, uma vez que as forcas repulsivas tendem a evitar uma possivel
floculagdo. Mesmos com os valores das amostras B e C sendo inferiores a este valor, podem
sugerir que a formulagcdo tem uma boa estabilidade, devido a baixa variagdo do potencial zeta
no tempo inicial e ap6s 28 dias em estabilidade acelerada, como podemos observar na Tabela
8 abaixo.

Tabela 8. Variacdo do potencial zeta inicial e apds 28 em estabilidade acelerada da
nanoemulsao.

Potencial zeta inicial | Potencial zeta final _ .
Amostra Desvio padrao
(mV) (mV)
Amostra A -32,0 -31,5 0,35
Amostra B -27,4 -26,9 0,35
Amostra C -19,0 -19,2 0,14

Pesquisando em literatura e fontes especificas observou-se que o valor de zeta é
variavel de acordo com as formulacGes, especialmente para nanoemulsdes. Os valores
negativos de potencial zeta indicam cargas negativas ao redor das nanogoticulas da emulsé&o,
podem ser originadas da estabilizacdo estérica do tensoativo ndo idnico com a fase dispersiva,
a agua.

5.2.3 Avaliacdo morfologica

A morfologia da nanoemulsdo foi analisada em microscopio eletrdnico de transmissao
(Transmission Electron Microscopy - TEM) JEOL operando em 120 kV, com um aumento de
130.000 vezes. Proporcionou esta imagem da nanoemulsdo desenvolvida, conforme a Figura
18.
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Figura 18. Imagem de microscopia eletrdnica de varredura (MEV), evidenciando a morfologia das
nanoemulsdes. Escala 200nm, aumento de 130.000x.

A imagem confirma o tamanho nanométrica das particulas além de sua morfologia

circular de nanogoticulas.

5.2.4 Teste de estabilidade

Segundo a Monografia da International Federation of Societies of Cosmetics Chemist
— IFSCC, o teste de estabilidade é considerado um procedimento preditivo, baseados em
dados obtidos de produtos armazenados em condi¢des que visam acelerar alteracdes passiveis
de ocorrer nas condicdes de mercado. Como é um procedimento preditivo os resultados ndo
sdo absolutos, mas tém probabilidade de sucesso.

Formulacdo, transporte, armazenamento, modo de uso, e outros fatores, podem ser
classificados com intrinsecos ou extrinsecos.

Os fatores intrinsecos sdo: incompatibilidade fisica, incompatibilidade quimica,
reacOes de oxi-reducdo, reacfes de hidrdlise, interacdo entre ingredientes da formulagdo, e

interacdo entre ingredientes da formulacdo e material de acondicionamento. Ja os fatores
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extrinsecos sdo: tempo, temperatura, luz e oxigénio, umidade, material de acondicionamento,
microorganismos e vibracao.

. Parametros de avaliagdo de estabilidade. De modo geral se avaliam:

- parametros organolépticos: aspecto, cor, odor e sabor quando aplicavel.
- parametros fisico-quimicos: valor de pH, viscosidade, densidade.
- parametros microbioldgicos: contagem microbiana e teste de desafio do

conservante (Challenge Test).

De maneira geral, as triplicatas foram aprovadas no teste de estabilidade, sem

apresentar variacdes significativas, organolépticas, fisico-quimicas e/ou morfologicas.

5.2.4.1 Teste preliminar

As triplicatas foram aprovadas no teste de estabilidade preliminar, mantendo-se

homogéneas apos centrifugacao.

5.2.4.2 Estabilidade Acelerada

Avaliacdo das caracteristicas organolépticas

Aspecto
Amostra DIA1 DIA7 DIA 28
32A N N N
32B N N N
32C N N N
Cor
Amostra DIA1 DIA7 DIA 28
32A N N N
32B N N N
32C N N N
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Odor
Amostra DIA1 DIA7 DIA 28

32 A N N N
32B N N N
32C N N N

LEGENDA:

N= Normal sem alteragéo LM: Levemente modificado

M: Modificado IM: Intensamente modificado

Este resultado demonstra a estabilidade das caracteristicas organolépticas das

triplicatas das nanoemulsdes, expostas a estabilidade acelerada.

5.2.4.3 Teste de prateleira

O teste de estabilidade de prateleira estd em andamento pelo periodo total do prazo de

validade do produto.

5.2.4.4. Avaliacdo Microbioldgica

Ap0s o tempo necessario de incubacdo o material, em estufa conforme as temperaturas

e tempos de crescimentos descritos, as amostras ndo apresentaram crescimento dos

microrganismos testados. Sendo assim a analise microbioldgica assegura a eficacia do sistema

conservante empregado na nanoemulsdo. Estando de acordo com os parametros estabelecidos

na Farmacopéia Brasileira 52 Edicao.

5.2.5 Avaliacdo das propriedades da formulacao

5.2.5.1 Caracterizacao do extrato aquoso de Cha Verde - Determinagdo de polifenois totais do

de Camellia Sinensis pelo método colorimétrico
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Para averiguar a qualidade do extrato de Cha Verde usado como principio ativo da
nanoemulsdo realizou-se o doseamento de polifendis. A partir das absorbancias obtidas para
as diferentes concentrac@es de padrdo de &cido galico, construimos uma tabela e plotamos os
valores para construcdo de um grafico da curva de acido galico. Este grafico nos permitiu
calcular a equacgdo da reta que nos expressa a quantidade de polifendis totais em pg/mL de
acido galico, convertendo-se este valor para porcentagem de extrato seco de Cha Verde, o
valor encontrado para a amostra foi de 27%, bem inferior ao declarado pelo fornecedor.
Porém nossa curva de calibracdo de &cido galico apresentou uma linearidade ndo conforme, o
que nos sugere a necessidade de repeticdo do ensaio, para obtencdo de resultados mais
conclusivos. Por se tratar de um metodo colorimétrico sensivel, erros de pipetagem podem ter

prejudicado a linearidade da reta de calibracdo.

5.2.5.2 Avaliacdo da atividade antioxidante in vitro desta formulacao

Os valores de % de inibicao do radical DPPH foram analisados no Software Assistant
versdo 7.7 Beta, apresentando um p < 0,01, coeficiente de variacdo de 17%, diferenca minima
significativa de 23,89, conforme se pode observar no grafico abaixo. O erro das triplicas for

avaliado pelo programa GraphPad.
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Figura 19. Percentual de inibi¢do do radical DPPH das amostras de nanoemulséo e branco em 10%, 30% e 50%.

A formulacdo apresentou uma atividade antioxidante significativa, em relacdo ao seu
branco, que continha os antioxidantes necessarios para garantir a estabilidade do Oleo de
Buriti e do extrato de Cha Verde presentes na formulacdo, demonstrando que as substancias
ativas, extrato aquoso de Cha Verde e Oleo de Buriti apresentaram atividade antioxidante in
vitro.

Futuramente, € interessante que sejam analisadas estas propriedades em culturas
celulares de queratincitos e em pele humana, para que possamos avaliar a eficicia da
nanoemulsdo quanto grau de penetracdo e as demais vantagens inerentes as formulacdes
nanométricas Em estudos realizados, as catequinas que constituem o Cha Verde
demonstraram acdo antioxidante em cultura celular de células HaCat (queratindcitos) expostas
a radiacdo UVB, apresentando atividade de inibicdo da liberacdo de peroxido de hidrogénio
intracelular e de stress oxidativo mediado por receptor de fator de crescimento epidermal. O

mesmo foi observado na exposicao de células HCat em radiagdo UVA ( KATIAR, 2001).
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6. CONCLUSAO

Através do estudo realizado neste projeto podemos determinar uma metodologia e
formulacdo estavel para o desenvolvimento de uma nanoemulsio, contendo Oleo de Buriti e
extrato de Cha Verde.

Concluiu-se que o valor de EHL requerido pelo Oleo de Buriti, utilizando os
emulsionantes Oleth-20 E Laureth-2, é de 11,62.

O pH médio inicial da nanoemulsdo é de 3,4 e ap6s 28 dias de estabilidade acelerada
de 3,72.

Este estudo nos evidenciou que o sistema ndo é aparentemente estavel, quando
preparado pela metodologia de inversdo de fases utilizando temperaturas de emulsificacdo
inferiores a 80+5°C. C

Conclui-se também, que o emprego de solucbes aquosas de extratos de Cha Verde séo
incompativeis com o trietanolamina, e que extratos concentrados devem ter sua
compatibilidade testadas, devido ao reduzido valor de pH..

Verificou-se que para este sistema emulsionante, e metodologia, o tamanho das
goticulas da nanoemulsdo podem variar de acordo com a quantidade de fase oleosa, e que 0
tamanho de particulas medio da nanoemulséo é de 135 nm e indice de polidisperséo de 0,06,
com valores de potencial zeta apresentando maior variagdo, porém com resultado médio de
-25,3mV.

Conclui-se que a formulacdo apresenta potencial antioxidante in vitro estatisticamente
significativo em relacdo ao seu branco. No entanto, mais estudos serdo necessarios mais testes
in vitro e in vivo, para avaliar se a atividade antioxidante é especifica do Oleo de Buriti, do
extrato de Cha Verde, ou se ha um efeito sinérgico entre eles. Contudo, esta nanoemulsdo
pode ser uma potencial matéria prima a ser empregada em formulacBes cosméticas, com

funcdo antioxidante.
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ANEXO 1

ABERACA

[SPECIALTIES

e HEALTH AND PERSONAL CARE

Produto: RAIN FOREST RF3810R

Descrigéo: Oleo de Buriti Refinado

INCI name (CTFA): Mauritia flexuosa fruit oil  » Péagina 11
INCI name (EU labelling): Mauritia flexuosa

Cédigo: RF3810R

Lote: 05143810R Data:
Fabricagéo: May/14 29/05/2014
Validade: May/15

CERTIFICADO DE ANALISES

ANALISES UNIDADES ESPECIFICAGOES RESULTADOS
Aparéncia - % Liquido viscoso De acordo
Odor - Caracteristico De acordo
Cor - Avermelhado De acordo
Ponto de Fusédo %c - -
Densidade (20°C) glem® 0,800 - 0,980 0,900
indice de Acidez (% ac. oleico) % Méax.2 1,85
indice de Peréxido meq/1000g Max.10 2,69
indice de lodo gl/100g 65-95 72,54
indice de Saponificagdo mgKOH/g 150 - 210 188,83
*Condi Ar A ar em local fresco e arejado ao abrigo da luz, a temperatura constante

preferencialmente ambiente.
Trata-se de um produto natural, portanto pode sofrer variagéo de suas caracteristicas fisico-quimicas se nao cumpridas as
ori para reduzindo shelf-life do produto.

Quimico Responsavel: ®

Renato Souza - CRQ n.: 06300221 - VI Regido

Rodovia BR-316 KM-08 Quadra 03, Lote 03 — CEP: 67.030-000
Ananindeua - Para — Brasil
Email: hpc@beraca.com — Site: www.beraca.com
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ANEXO 2

‘=‘=’ ActivePharmaceutica

CERTIFICADO DE ANALISES N° 49/14

INSUMO: GREEN TEA 95%

NOME BOTANICO: Camellia sinensis

LOTE: 20140525
CAS: 84650-60-2

PARTE UTILIZADA: Folhas

ORIGEM: China
FABRICACKO: 25/05/2014 VALIDADE: 24/05/2016
ANALISE ESPECIFICACAO RESULTADOS
Descrigdo P6 fino marrom com odor Conforme
caracteristico
Teor:
Polifendis (UV) > 95.0% 96.21%
EGCG (HPLC) = 45.0% 46,14%
Cafeina (HPLC) >3.0% 3.13%
Tamanho de particula 90% deve passar em malha 80 Conforme
Solvente extragdo Alcool Conforme
Perda por dessecacdo <5.0% 3.11%
Cinzas <5.0% 3.12%
Metais pesados: <20 ppm Conforme
Arsénico <2 ppm Conforme
Residuo Solvente: Eur. Pharm. Conforme
Microbioldgico :
Contagem Total < 10000 UFC/g 3.200 UFC/g
Bolores e Leveduras < 10000 UFC/g 210 UFC/g
E. Coli Negativo Negativo
Salmonella Negativo Negativo

Referéncias: FABRICANTE

Parecer: Insumo Farmacéutico conforme especificagdes.

Armazenamento: Conservar em recipientes bem fechados ao abrigo de luz,

calor e umidade. N3o conservar em geladeira.

Responsével Técnica: Francielly Grassi — CRF/SC 3557

S30 José, 17 de setembro de 2014

Rua Palmira Laura Floréncio, 1997 — Real Parque — S30 José — Santa Catarina — CEP 88113-320
www.activepharmaceutica.com.br - Telefone: (48) 3207-7049

CNPJ: 09.026.759/0001-18
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