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RESUMO

O presente trabalho discorre sobre o desenvolvimento de um carreador lipidico
nanoestruturado (CLN) como um insumo para incorporacdo em formulagdes
cosmeéticas designadas ao rejuvenescimento cutaneo (anti-aging). Tem-se como
objetivo principal a sintese de uma nanopatrticula lipidica, incorporando ativos da
flora brasileira, e a avaliacdo de seu potencial antioxidante. Foi utilizada uma
combinacdo de manteiga de ucuuba (Virola surinamensis) e 6leo essencial de
candeia (Eremanthus erythropappus), devido aos seus O6timos potenciais
antioxidantes e anti-inflamatérios dérmicos, juntamente com uma mescla de
tensoativos hidrofilico e hidrofébico biodegradaveis. Inicialmente, foi feita a
otimizacdo de uma nanoparticula contendo apenas manteiga de uculba através
do método de inversdo de fases, com o intuito de averiguar e selecionar 0s
tensoativo que apresentem resultados satisfatérios na sintese e na estabilidade
do carreador. Apés a avaliacao do tamanho da particula e potencial zeta da CLN,
deu-se inicio a incorporacéo do 6leo essencial na formulacdo para a obtencdo
da CLN final, seguida de sua caracterizacdo. A CLN final apresentou um
tamanho de 105,0nm + 0,2, com um indice de polidisperséo de 0,120 + 0,002,
potencial zeta --0,165 + 0,017 e um teor de encapsulacdo de 100%. Embora o
potencial zeta ndo tenha apresentado uma carga desejavel, sugere-se que a
estabilidade apresentada pela formulacdo, em termos de tamanho e indice de
polidispersao, seja decorrente do impedimento estérico causado pelas cadeias
peguiladas do tensoativo selecionado. Os resultados da andlise da atividade
antioxidante in vitro da nanoparticula carregada foram promissores, mostrando
que atende com as propriedades desejadas. Como o carreador lipidico
nanoestruturado (CLN) possui caracteristicas desejaveis para tratamentos
cosmeéticos anti-envelhecimento, sugere-se futuros estudos em relacdo a
estabilidade a médio e longo prazo dos ativos vegetais e formulagdo do insumo

final.

PALAVRAS-CHAVE: Carreador lipidico nanoestruturado, antioxidante,
skincare, manteiga de ucuuba, 6leo essencial de candeia, alfa bisabolol
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ABSTRACT

The present project discusses the development of a nanostructured lipidic carrier
(NLC) as an ingredient to be incorporated into cosmetic formulations designed
for skincare routines. The main objective is the synthesis of a lipidic nanopatrticle,
incorporating raw materials from the Brazilian flora, and the evaluation of their
antioxidant potential. A combination of ucuuba butter (Virola surinamensis) and
candeia essential oil (Eremanthus erythropappus) was used, due to their great
dermal antioxidant and anti-inflammatory potentials, along with a blend of
hydrophilic and hydrophobic biodegradable surfactants. Initially, a nanoparticle
containing only ucuuba butter was optimized through the phase inversion method
to investigate and select the surfactants that present satisfactory results in the
synthesis and stability of the carrier. After the evaluation of particle size and zeta
potential of the NCL, the essential oil was incorporated into the formulation to
obtain the final NCL, followed by their characterization. The final NCL showed a
particle size of 105,0nm % 0,2, with a polydispersity index of 0,120 + 0,002, zeta
potential -0,165 + 0,017, and an encapsulation content of 100%. Although the
zeta potential did not show a desirable charge, it is suggested that the stability
presented by the formulation, in terms of size and polydispersity index, is due to
the steric hindrance caused by the pegylated chains of the surfactant selected.
The results of the in vitro antioxidant activity analysis of the loaded nanoparticle
were promising, showing that it meets the desired properties. As the
nanostructured lipid carrier (NLC) has desirable characteristics for anti-aging
cosmetic treatments, future studies are suggested regarding the medium and

long-term stability of the plant actives and formulation of the final product.

KEYWORDS: Nanostructured lipid carrier, antioxidant, skincare, ucuuba butter,

candeia essential oil, alpha bisabolol
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1 - INTRODUCAO

O corpo humano sofre o processo cronolégico de envelhecimento,
resultante das alteracdes fisioloégicas e morfolégicas que ocorrem ao longo da
vida. A velocidade e intensidade na qual se instala é variavel, devido a uma
juncdo de fatores genéticos, comportamentais e ambientais. O sistema
tegumentar cutaneo € um dos primeiros e mais evidentes a sofrer tais alteracoes.
Devido aos efeitos que tal processo podem apresentar na saude psicoldgica,
fisica, comportamental e social, diversas civilizacdes ja demonstravam
preocupacao em desenvolver e aprimorar técnicas e/ou produtos para reduzir e
retardar o envelhecimento cutaneo, dentro dos recursos naturais e tecnolégicos
disponiveis na época (ORTOLAN et al., 2013.; SBD, 2020.; CAYE et al., 2020).

Atualmente, com o0 aumento da expectativa de vida e do avanco cientifico,
juntamente com a crescente valorizagdo ao cuidado da autoimagem, ampliou-se
a procura por tratamentos eficazes na dermatologia cosmética e estética,
voltados ao reparo e regressdo do envelhecimento cutdneo, assim como a
prevencao e ao retardo do processo (CAYE et al., 2020; SBD, 2020.; ORTOLAN
et al., 2013).

A valorizacdo desse cenario nas Ultimas décadas agucou o interesse do
mercado cosmeético mundial, e consequentemente, atraiu ainda mais a atencao
da indastria em investir nos setores de pesquisa e desenvolvimento cosmético
com alto grau de inovacgdao tecnoldgica, visando a valorizacdo e melhoria de seus
portfélios, principalmente em cosmeéticos organicos e de luxo. Houve também
crescente interesse nas adaptacdes empresariais as projecdes de tendéncias
cosmeéticas mundiais, como evidenciar a postura ética das empresas em relagcéao
a fabricacdo de seus produtos, utilizacdo de ingredientes organicos e naturais
nas novas formulac¢des, engajamento da relacdo existente entre a beleza, saude
e bem-estar, além de suprir as demandas dos profissionais no setor de beleza e
cuidados pessoais referentes as expectativas de lancamento de novas
formulagdes e produtos (FORBES, 2020; IBIS World, 2020).

O Brasil ocupou, segundo a ABIHPEC (Associacéo Brasileira da Industria
de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos) e o Euromonitor Internacional, o

quarto lugar no ranking mundial de mercado consumidor de produtos de beleza
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e higiene pessoal (6,1% do consumo mundial e um total de 29,616 bilhdes de
dolares) e terceiro lugar em consumo de produtos de beleza, resultando em alto
impacto socioecondmico no pais. Juntamente com a contribuicdo cientifica,
através de pesquisas e conhecimentos necessarios para aplicacdo da
nanotecnologia no setor cosmético em escala industrial, ha uma melhor garantia
da eficacia, qualidade e seguranca dos nanocosmeéticos nacionais, agregando
valor para o0 mercado interno e para 0 comércio exterior, principalmente ao
comtemplar tendéncias organicas e naturais nas formulagbes, valorizando a
biodiversidade brasileira, e do desenvolvimento de estratégias para que a

producado e comercializacado tenham menor impacto ambiental. (ABIHPEC, 2020)

Perante a valorizacdo mundial das matérias-primas provenientes dos
biomas brasileiros, principalmente amazénicos, ha inUmeras possibilidades de
inovacao nas formulagcfes de cosméticos anti-aging, ao utilizar extratos vegetais
que atuam no combate aos efeitos potencialmente danosos a pele, juntamente
com a preservacao e estimulo das funcdes dérmicas, através da utilizacdo de
substancias antioxidantes, anti-inflamatdrias (como a manteiga de ucuuba e o
Oleo essencial de candeia), fotoprotetoras e regeneradoras, estratégia ja
utilizada por véarias empresas nacionais, como a Natura (CAYE et al., 2020;
INFOMONEY, 2005; SBD, 2020; ORTOLAN et al., 2013).

Porém, para o desenvolvimento de um produto anti-aging de exceléncia,
€ imprescindivel a escolha das melhores abordagens, como a nanotecnologia,
para apresentar eficiéncia diante do maior desafio deste tipo de tratamento: a
penetrabilidade dos ativos cosméticos até o sitio de acdo. Com a incorporacéo
dos principios ativos em carreadores nanoestruturados € possivel proporcionar
uma penetracdo mais intensa e eficaz do produto nas camadas cutaneas,
melhorando assim, os resultados de rejuvenescimento facial desejados (CRF/PR

— Comisséo da industria cosmética, 2022).

Por ser uma abordagem de penetragcdo cutanea promissora, este trabalho
destinou-se a desenvolver um prototipo de insumo cosmético composto por um
carreador lipidico nanoestruturado (CLN), a ser designado para incorporacdes
em formulagcbes cosméticas destinada ao rejuvenesciento cutaneo (anti-aging),

através da selecao de extratos vegetais e tensoativos de baixa irritabilidade.
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2 - FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 — Sistema tegumentar

O sistema tegumentar humano é composto pela pele e seus anexos
(Figura 1), sendo estes as unhas, cabelos, glandulas (sudoriparas, sebaceas e
mamadrias), pelos corporais e receptores sensoriais. Destes, a pele humana é a
mais conhecida e importante, por ser o maior 6rgao corporal, representando
cerca de 16% do peso corporal e uma média de 2m? de superficie total (SBD,
2022; RABEH e GONCALVES, 2022; BERNARDO, SANTOS e SILVA, 2019;
MONTANARI, 2022).

Figura 01 — Estrutura anatdmica da pele
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Fonte: Aula de anatomia, 2022.

Esse sistema é de extrema importancia, visto que é responsavel pela
homeostase corporal através da termorregulacéo, equilibrio hidrico e eletrolitico,
protecdo contra impactos e radiacéo, percepc¢ao de estimulos nervosos, sinteses
hormonais e efeitos imunolégicos (SBD, 2022.; RABEH e GONCALVES, 2022.;
BERNARDO, SANTOS e SILVA, 2019; MONTANARI, 2022.)
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A morfologia cutadnea pode ser dividida em trés grandes grupos, sendo
estes: a epiderme, derme e hipoderme (Figura 2). A epiderme é a regido mais
externa da pele, a qual é formada majoritariamente por queratindcitos e células
mortas (cornedcitos). Trata-se de uma regido avascular que se organiza
morfologicamente por um epitélio estratificado com estruturas laminares,
conectadas entre si. Embora tenha espessura fina (0,007 a 0,12mm), apresenta
grande resisténcia, visto que a adesdo de suas placas € intensa (SBD, 2022;
RABEH e GONCALVES, 2022; BERNARDO, SANTOS e SILVA, 2019;
MONTANARI, 2022; UNIFAL, 2022).

Figura 02 — Camadas da epiderme
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Fonte: Histologia interativa, UNIFAL, 2022

A camada coérnea, parte mais externa da epiderme, é constituida por
inlmeras camadas de células anucleares, achatadas e queratinizadas
(cornificadas), dispostas de forma escamosa que permanecem aderidas em
torno de 28 dias na epiderme, desprendendo-se posteriormente para que ocorra
a renovacao celular do tecido cutaneo. Em seguida, tém-se o extrato lacido,
presente apenas na epiderme das palmas das maos, plantas dos pés e labios.
Nas demais regides corporais, a camada cérnea se encontra diretamente ligada

a camada granulosa, responsavel pela impermeabilizagdo das células e
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protegendo o tecido contra a perda hidrica. Abaixo dessa camada, existem
células com queratomalina e granulos lamelar em seu interior, precursores da
impermeabilizacdo que ira acontecer nas camadas mais externas. Ja no extrato
espinhoso, observa-se a presenca de queratindcitos conectado por
dermossomos, com o glicocalix preenchendo os espacos livres, permitindo
assim a conducao de substancias hidrossoluveis das camadas mais profundas
até o meio mais externo. Essa, por sua vez, esta ligada a camada basal, regido
diretamente conectada a derme, onde pode-se encontrar as células de
Langerhans, Merkel, melandcitos, queratindcitos, proteinas dérmicas e células
tateis (SBD, 2022; RABEH e GONGCALVES, 2022; BERNARDO, SANTOS e
SILVA, 2019; MONTANARI, 2022; UNIFAL, 2022).

A membrana basal presente na area de transicao da epiderme e derme é
de extrema importancia, pois permite a adesdo das duas estruturas através dos
hemossideromas e das fibrilas de ancoragem da derme papilar (SBD, 2022;
RABEH e GONGCALVES, 2022; BERNARDO, SANTOS e SILVA, 2019;
MONTANARI, 2022; UNIFAL, 2022).

A derme é uma regido intermediaria da pele, ricamente vascularizada e
preenchida por tecido conjuntivo, sendo este, o responsavel pela flexibilidade,
tébnus e resisténcia da pele, além de alocar estruturas neurais e ser responsavel
pela termorregulacéo corporal. Essa regido é subdividida em partes, sendo estas
a camada papilar, correspondendo aproximadamente 1/5 da derme, e a camada
reticular, regido mais rica em fibras que conferem a sustentacao e elasticidade
caracteristica da pele (SBD, 2022; RABEH e GONCALVES, 2022; BERNARDO,
SANTOS e SILVA, 2019; MONTANARI, 2022; UNIFAL, 2022).

E como ultima e mais profunda camada, tem-se a hipoderme. Esta regido
€ ricamente composta por adipdcitos que atuam no isolamento térmico corporal,
armazenamento energético e na prevencdo de traumas através de choques
fisicos. Essa estrutura cutanea ir4 conectar a derme as camadas musculares.
Embora possua funcdes relacionadas com outras regides dérmicas, muitas
vezes nao é considerado uma estrutura cutanea em si. (SBD, 2022; RABEH e
GONGCALVES, 2022; BERNARDO, SANTOS e SILVA, 2019; MONTANARI,
2022; UNIFAL, 2022).
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2.2 — Envelhecimento Cutaneo

O envelhecimento celular é um processo natural no qual ha a gradual
diminuicao da renovacao celular, a medida em que as células somaticas sofrem
apoptose e nao sao substituidas na velocidade caracteristica que ocorre em
jovens adultos. Como resultado, observa-se uma perda de tecido fibroso, além
da diminuicdo da vascularizacdo e atividade glandular. Consequentemente,
varias funcoes fisiologicas sofrem um impacto significativo, podendo reduzir até
50% ao se alcancar a meia-idade, dependendo dos fatores comportamentais do
individuo (CAYE et al., 2020; SBD, 2022).

Esse processo € decorrente, e possivelmente agravado, por dois fatores
principais: o envelhecimento intrinseco e o extrinseco. O processo natural
cronoldgico é afetado diretamente por parametros genéticos, como a ativacao
de certos genes especificos do envelhecimento, assim como possiveis doencas
e falhas genéticas. As alteracdes e diminuicdo da concentracdo hormonal
(sexual e de crescimento) e o estresse oxidativo presente em nosso metabolismo
também sdo agentes importantes que afetam diretamente as condicdes
fisiologicas da pele. A baixa producdo hormonal esta diretamente ligada ao
avanco da deterioracdo dérmica, assim como os mediadores pré-inflamatorios

liberados apos os danos ao DNA celular, resultantes do estresse oxidativo.

Outro fator relevante, € o aumento do indice glicémico na populagédo atual,
seja este endégeno ou ndo, através do aumento expressivo do consumo de
acucar na alimentacdo moderna e da diabetes mellitus. A alta concentragcdo de
glicose na corrente sanguinea desencadeia o processo de glicacdo, aumentando
ainda mais o0 estresse oxidativo e, consequentemente, a aceleracdo do
envelhecimento cutdneo (CAYE et al., 2020; SBD, 2022).

O processo de glicagcdo no organismo € proveniente de uma reagéao de
glicosilagéo, sem participagdo enzimatica, em que ha a aderéncia de moléculas
de glicose circulante as proteinas ou aminoécidos, resultando na alteracéo
estrutural das mesmas e na inativagcéo de suas fungbes. Como resultado de tal
processo, tem-se a formacao dos produtos finais da glicacdo avancada (AGE —
Advanced glycation end-products), conforme mostrado na Figura 03 (BARBOSA,
OLIVEIRA; SEARA, 2008; LIMA, 2019; NASCIMENTO, 2021).
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Figura 03 — Rotas de formacéao e produtos finais de glicacao
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Fonte: BARBOSA,; OLIVEIRA; SEARA, 2008.

O processo de sintese dos AGEs € algo lento, e tem uma predominancia
em atingir moléculas com um periodo longo de meia-vida, motivo pelo qual o
coldgeno € uma molécula vulneravel ao efeito de glicacdo, exemplificado na
Figura 04, resultando em condicbes e alteracbes morfoldgicas e fisioldgicas
relevantes ao processo e velocidade do envelhecimento cutaneo (BARBOSA;
OLIVEIRA; SEARA, 2008; LIMA, 2019; NASCIMENTO, 2021).
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Figura 04 — Vias de formacao dos AGEs
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Fonte: Active Pharmaceutica, 2021

A Figura 04 ilustra as possiveis vias da sintese dos AGEs, sendo
classicamente originaria pela glicacéo de proteinas e aminoacidos, mas também
€ possivel que sejam sintetizadas por uma via alternativa da oxidacao da glicose
e por processos inflamatérios (BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2008; LIMA,
2019; NASCIMENTO, 2021).

As alteracbes morfolégicas ocasionadas pela glicacdo do colageno
resultam principalmente na degradacdo e no enrijecimento da fibra,
consequentemente, diminuem significativamente a elasticidade da pele e
propiciam a formacéao de linhas de expressao, ja que os AGEs aumentam o dano
dos tecidos dérmicos, além da propenséo a inflamacdo e estresse oxidativo,
como mostra a Figura 05 (BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2008; LIMA, 2019;
NASCIMENTO, 2021).
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Figura 05- Efeitos do processo de envelhecimento cutaneo através da

glicacdo do colageno
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Fonte: Active Pharmaceutica, 2021

Como fatores extrinsecos, pode-se destacar como agente principal a
radiacdo solar, resultando no desencadeamento de processos quimicos e
morfolégicos como o aparecimento de radicais livres e diversas alteracfes
histoquimicas, sendo a mais grave dentre elas a mutacdo no DNA, com possiveis
evolugbes para quadros de neoplasias, resultantes, majoritariamente, pela
radiacdo UVB. Na Figura 06 é possivel observar as alteracées provocadas pela
exposicdo solar sem fotoprotecdo na regido do pescoco da paciente,
contrastando drasticamente com um envelhecimento facial mais lento, devido a
aplicacéo do protetor solar (POSCH, 2021). Outro efeito de extrema importancia
€ a alteracdo imunoldgica, levando a quadros inflamatérios e autoantigenos
provenientes da deterioracdo celular, interferindo a na elasticidade e tdnus
cutdneo, processos estes, tipicamente vinculados a exposicdo excessiva a
radiacdo UVA. Embora a radiacdo ultravioleta seja a fonte principal da radiacéo
nociva para acelerar o processo de envelhecimento, a luz visivel e a radiagéo
infravermelha (V) também influenciam na salde dérmica, visto que o aumento
da temperatura pode desencadear algumas patologias, além de estimular a
hiperpigmentacdo (BALOGH et al.,2011).
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Figura 06 — Resultados do envelhecimento cutaneo perante a exposicao a

radiacdo UV com a aplicacéo parcial do filtro solar

Fonte: POSCH, 2021.

A poluicdo na qual os individuos sado expostos diariamente, a falta de
qualidade de sono, o estresse, uso de bebidas alcodlicas e cigarros, além da ma
alimentacdo e a falta/excesso de atividades fisicas também s&o fatores
extrinsecos de relevancia. (SBD, 2022; BALOGH et al.,2011).

O conjunto de todos esses fatores, assim como a intensidade da
exposicao, ira resultar no afinamento da epiderme e o surgimento de flacidez e
rugas, como consequéncia da reducdo do ténus e da elasticidade da pele na
regido da derme. Além da diminuicdo do colageno, as fibras criam uma maior
rigidez e espessura, afetando diretamente nas adaptacdes fisiolégicas ao
movimento, assim como na diminuicdo da vascularizacéo, afetando ainda mais
as células dérmicas, como mostrado na Figura 07 (SBD, 2022; BALOGH et
al.,2011; BERNARDO, SANTOS e SILVA, 2019).
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Figura 07 — Comparacdo de estruturas dérmicas perante o

envelhecimento
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2.3 TRATAMENTO DO ENVELHECIMENTO CUTANEO

Uma das estratégias classicas amplamente utilizada para prevenir,
retardar e reverter o envelhecimento cutaneo, é o tratamento cosmético, atuando
principalmente nos fatores preventivos presentes na epiderme, como por
exemplo, manutencdo da hidratacdo, estimulo da flora cutanea equilibrada,
protecado contra radiacao e tratamentos reparadores através de formulacdes anti-
aging que possuam efeitos anti-inflamatdérios, antioxidantes e/ou estimuladores
(SBD, 2022; BALOGH et al.,2011).

Entretanto, para uma maior efichcia dos cosméticos na prevencao e
reversdo do processo de envelhecimento dérmico, € necessario que o produto
atinja o sitio de acdo necessario pela via transepidérmica, atravessando todo o
extrato cérneo e atingindo camadas profundas da epiderme, regido na qual as
células vivas estéo alojadas e ha presenca de tecido vascularizado, permitindo
assim a distribuicdo dos compostos pela derme em quantidades satisfatérias
sem comprometimento de uma absor¢do sistémica danosa ao organismo
(CRF/PR, 2022).
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A absorcdo dérmica ja apresenta inUmeros desafios, visto que ha a
necessidade de ultrapassar inicialmente as barreiras transepidérmicas, atuando
em vias intercelulares e intracelular, através das barreiras criadas pelos
corneaqcitos, filmes lipidicos e hidrofilicos, além de, em alguns casos, atravessar
anexos cutaneos, vencendo assim a rota extracelular e intercelular epitelial, para

dar-se inicio a permeacao transcutanea (CRF/PR, 2022).

Na Figura 08, pode-se observar as possiveis rotas de permeacgao, como
a intercelular (Fig.05 — A), onde o ativo cosmético migra através do cimento
lipidico para alcancar camadas mais profundas, a rota intracelular (Fig.05 — B)
no qual o ativo penetra nas células do tecido por difusédo passiva, e por ultimo, a
penetracdo via folicular/glandular, possibilitando a entrada do ativo através dos

poros e estruturas glandulares cutaneas (JUNIOR, 2016).

Figura 08 — Camadas cutaneas e suas rotas de permeacéo
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Fonte: JUNIOR, 2016.

Outro desafio presente nos tratamentos cosméticos anti-aging se trata da
estabilidade de dos principios ativos escolhidos, esses muitas vezes sensiveis,

nao apenas pelo tempo de prateleira nas lojas, mas também aos desafios de se
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manterem em perfeitas condicbes apOs o inicio da sua utilizagdo, como a
exposicdo a luz e ao oxigénio, resultando em baixa ou, em alguns casos,
nenhuma eficacia (PARRINHA, 2014; CRF/PR, 2022).

2.4 — Nanocosméticos

Em virtude dos desafios em formular produtos cosméticos com ativos
eficazes e que apresentem o resultado desejado, a indUstria cosmética utiliza
algumas estratégias como a adicdo de tensoativos ou outros promotores de
permeacdo que possibilitem ndo s6 uma melhor conducdo das moléculas
desejadas, como também permitem um efeito de distribuicdo prolongada do ativo
em seu sitio de acdo desejado. Porém, uma nova tendéncia para aumentar a
eficdcia do produto, ndo s6 pelo aumento da estabilidade fisico-quimica, mas
também pela penetracdo € a aplicacdo da nanotecnologia no desenvolvimento
desses produtos cosméticos (ALVES, 2015; PARRINHA, 2014).

O mercado cosmético mundial, assim como a comunidade cientifica, tem
se interessado e investido em pesquisas com a aplicacao da nanotecnologia nos
produtos cosméticos principalmente por proporcionar alto desempenho e
resultados mais rapidos, fatores essenciais para a adesao dos consumidores a
rotina diaria de cuidados com a pele (SILVEIRA et al.,2019).

Os nanocosméticos sdo produtos cosméticos associados a sistemas
nanoestruturados, com o objetivo de proteger os ativos dérmicos e aprimorar sua
distribuicdo através de uma melhor permeabilidade cutanea, atrelados a uma
menor risco de irritacdo cutdnea e uma melhor estabilidade fisico-quimica do
produto. Tal tecnologia foi implantada especialmente em produtos faciais e
corporais, devido aos desafios fisioldégicos e morfolégicos que a pele apresenta,
principalmente em produtos especificos para o0 antienvelhecimento e
fotoprotecao (SILVEIRA et al.,2019).

Em 1995 tem-se o registro do primeiro nanocosmeético lancado no
mercado internacional pela Lancdme, divisdo de luxo pertencente ao grupo
L'Oréal. O produto pioneiro se tratava de uma emulsao facial para tratamento

anti-envelhecimento com nanocapsulas de vitamina E, e consequentemente,
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diversas empresas de renome internacional também se preocuparam em
atualizar seus portfélios com formula¢cdes nanocosmeéticas para competirem no
mercado cosmeético mundial, como as marcas francesa Christian Dior, Chanel,
Anna Pegova e Garnier, as americanas Estee Lauder, Skinceuticals, Revlon,
Procter & Gamble, Dermazone Solution e Johnson & Johnson e a marca
japonesa Shiseido (BARIL et al, 2012,NEVES, 2008).

No mercado nacional, o primeiro nanocosmeético foi lancado em 2005 pelo
grupo O Boticario através de uma parceria com o laboratério francés Comucel
com um investimento de R$14 milhfes. O Nanoserum foi um creme facial
antienvelhecimento especifico para a regido dos olhos, labios e testa, com uma
mescla de ativos, dentre eles vitaminas e agente clareador. Logo, houve uma
expansao diante do crescente interesse na aplicacdo da nanotecnologia, sendo
lancado em 2007 pelo O Boticério diversos nanocosméticos, ao mesmo tempo
em que a empresa Natura também inovou seu portfélio com nanocosméticos,
como mostra a Figura 09 (BARIL et al, 2012; NEVES, 2008).

Figura 09 — Nanocosméticos no mercado nacional

-o;}r
| =1 A

il

RUA Y]

RETT S

A) VitActive Nanopeeling Renovador Microdermoabrasao — O

Boticéario

29



B) Brumas de Leite — Natura;

rodoa l

HOMEM

| et

C) Spray Corporal Refrescante - Natura e Nanoserum - O Boticario.

Fonte: ABIPHEC, 2022; Cosmetics & Toiletries Brasil, 2008; JOSE, 2009.

Embora a comercializacdo dos hanoscosmeéticos seja promissora, muitas
empresas demoraram a aderir a tal recurso, possivelmente pelo elevado custo
de producéo em relacdo aos cosméticos convencionais. Frequentemente, sdo
necessarias técnicas e equipamentos especificos, como por exemplo,
homogeneizadores de alta pressao e aparelhos ultrassénicos, tecnologias que
por um longo periodo foram de acesso mais restrito. Essa realidade apresentou
mudancas ha poucos anos, permitindo que o acesso a tais tecnologias ficasse

financeiramente mais acessiveis, 0 que justifica 0 crescente interesse das
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empresas em investir nos nanocosméticos (COSMETIC&TOILETRIES BRASIL,
2018).

Embora haja referéncias literarias pontuando inUmeras vantagens do
emprego dos nanocosmeéticos aos tratamentos de pele, ainda existem alguns
pontos que geram preocupacao, cComo a seguranca e possiveis efeitos adversos
na saude dos consumidores, sendo esta a principal preocupacdo do setor
regulatorio, pois ao contrario das analises comumente feitas aos cosméticos
tradicionais, ainda é necessario maiores estudos em relacdo a comprovacéao do
efeito terapéutico prometido, garantindo concomitantemente nenhum efeito
danoso a saude do consumidor (SILVEIRA et al.,2019).

A comunidade cientifica e as agéncias regulatorias de sadde apontam a
necessidade de maiores pesquisas em relacdo a biosseguranca de tais
produtos, e apontam a falta de clareza acerca de possiveis riscos ambientais e
da legislacdo referente a producdo com fins comerciais, desde a etapa de

producdo industrial a rotulagem e comercializagédo (SILVEIRA et al.,2019).

O Brasil se destacou nas pesquisas acerca dos nanocosmeéticos nos
altimos anos, juntamente com os Estados Unidos e Japdo, paises onde o

mercado cosmético € extremamente forte e a busca por inovacdes e

investimento na area € muito valorizada (SILVEIRA et al.,2019).

2.5 Carreadores lipidicos nanoestruturados

Os carreadores lipidicos nanoestruturados sédo originarios de
nanoparticulas lipidicas de emulsdes O/A, através do desenvolvimento inicial da
primeira geragdo dos carreadores lipidicos em meados de 1990: as
nanoparticulas lipidicas solidas (NLS). Estas s, resultantes da substituicdo do
lipidio liquido presente no sistema nanoemulsionado por um sélido a temperatura
corporal (MULLER et al., 2007; GALVAO, 2015).

Inicialmente, as caracteristicas da NLS foram muito apreciadas pela
industria farmacéutica, tendo como foco a producao de insumos e medicamentos
de uso oral e parenteral, todavia, a aplicacao de NLS passou a ser apreciada em

formulagbes farmacéuticas topicas e cosméticas nos ultimos anos, devido as
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vantagens que esse sistema apresenta, como facil producao industrial, protecao
fisico-quimica de ativos e maior flexibilidade em sua liberacdo (MULLER et al.,
2007; GALVAO, 2015; GOMES, 2015).

Ja na segunda geracao de sistemas nanoparticulas lipidicas, houve uma
mescla dos lipideos utilizados, apresentando em sua composi¢do lipideos
sélidos e liquidos/semissolidos, denominados carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN). Estas particulas possibilitam uma maior riqueza na
incorporacdo de ativos, além de interferir positivamente ao desacelerar
transicBes polimorficas e inibir a formacédo de cristais, contribuindo para uma
particula mais estavel. Na Figura 10 é possivel visualizar as diferengas de
cristalizacdo do material, como a recristalizagdo homogénea no uso de apenas
um lipideo, situacdo mais propensa a ocorrer ao contrario da mescla de lipideos,
pois a reorganizagdo simétrica dos cristais é dificultada, resultando em uma
estrutura amorfa. Essas caracteristicas sobressaem ao se comparar com
algumas limitacbes de um sistema lipidico sélido, principalmente se a
manteiga/éleo/lipideo tiver alto indice de pureza, pois havera uma maior
tendéncia a formacdo de uma malha cristalina, reduzindo o espaco do ativo e
aumentando as chances de ser expelido da matriz (MULLER et al., 2007;
GALVAO, 2015; GOMES, 2015).

Figura 10 — Estruturas resultantes no interior da nanoparticula lipidica
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a) Rearranjo da estrutura cristalina das particulas na NLS com a utilizagcao de apenas
um tipo de material lipidico; b) Estrutura amorfa resultante do rearranjo

desorganizado de diferentes materiais lipidicos.

Fonte: GOMES, 2015.
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A sintese de nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) e de carreadores
lipidicos nanoestruturados (CLN) pode ser feita através de varias técnicas,

conforme apresentado na Tabela 01:

Tabela 01 — Métodos de sintese de CLN e NLS

Técnica Referéncias

Homogeneizagao sob Alta Pressao Liedtke, 2000; Mehnert, 2001; Wissing, 2004

Microemulsificacao Gasco, 1993; Priano, 2007.
Ultrasonicacéo Pietkiewicz, 2004; Puglia, 2008.
Membrana Contratil Charcosset, 2005; El-Harati, 2006
Emulsificagao-evaporacédo do Solvente Sjostrom, 1992
Emulsificacao-difusao do Solvente Hu, 2002; Trotta, 2003
Substituicido do Solvente Schubert, 2003
Inversao de Fases Heurtault, 2002
Emulsao Muiltipla Garcy-Fuentes, 2002

Fonte: KAUFMANN, 2019.

Uma possivel técnica para a sintese de carreadores lipidicos
nanoestruturados € o método de inversdo de fases. Trata-se de um processo
gue requer baixa energia e que direciona as condi¢des do sistema para formacgéo
da auto-agregacao (self-assembling) através de uma transicéo de fases, seja por
variacdo da temperatura ou pela proporcdo da fase aquosa e fase oleosa,
resultando na perturbacdo do sistema e consequente formacdo do
nanocarerador. Nessas condicdes, a fase continua passa a ser a fase dispersa,
Ou 0 oposto, através da variacdo da razdo referente a area ocupada pela regido
hidrofilica e hidrofébica da molécula do tensoativo. Esse processo também pode
decorrer de rupturas interfaciais entre substancias relativamente misciveis, caso

uma das substancias possa se deslocar entre as fases (JUNIOR, 2016).

Em casos na qual ha a variacdo da proporcéo das fases envolvidas, é
necessario que haja uma insercao gradual e lenta da fase oleosa, direcionando
as condicdes do sistema para a hidratacdo e entumecimento dos tensoativos,
etapa na qual se inicia a fase bi continua, e consequentemente, resulta na

alteracdo da geometria espacial e aumento da superficie de contato das
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moléculas. Esse processo da continuidade até que ocorra um colapso da
interface, resultando na inversédo das fases, ou seja, moléculas com carater
lipofilico passam a apresentar carater hidrofilico, juntamente com a formacéo das

nanoparticulas, como € possivel observar na Figura 11 (BAINS, 2020).

Figura 11 — Representacao da sintese das NLS e CLN pelo método

de inversao de fase por uma transformacéo da emulsdo A/O em O/A

A/O A/O Bicontinuo O/A

Y

Aumento da fragao do volume de agua

Fonte: Adaptado de BAINS, 2020

E frequente o emprego de solventes organicos com o intuito da particéo
entre a fase oleosa/aquosa advindo destas substancias através da difusdo de
agua, alterando as propriedades lipofilicas para hidrofilicas. Em situacbes na
gual os solventes organicos ndo sao desejaveis, ha outras possibilidades, como
a utilizacao de tensoativos idnicos, que subitamente alteram as forgas i6nicas no
sistema, compostos que promovem reacfes quimicas com a finalidade da
conversdo do carater lipofilico em hidrofilico, e em circunstancias do uso de
tensoativos polietoxilados nao-i6nicos, que induzem a hidratacdo de sua cadeia
(JUNIOR, 2016).

Os carreadores lipidicos nanoestruturados (Figura 12) se apresentam
como uma excelente alternativa para implementar agentes lipofilicos em
sistemas aquosos, trazendo protecdo e estabilidade fisico-quimica ao material
utilizado, evitando sua degradacao, contribuindo para a exercer uma distribuicdo
prolongada, apresentando propriedades oclusivas, e sendo vantajosos na
industria por ndo apresentar intemperes que afetem a sua produgdo em alta

escala, assim como os processos de esterilizacdo. Entretanto, essa opcéo
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também apresenta alguns inconvenientes, como estruturas coloidais e
transicOes polimorficas, possibilitando uma instabilidade fisico-quimica ao ser
armazenada. Por isso, é importante que a formulacdo apresente um balanco
equilibrado na proporcéo de tensoativos e lipideos (PARRINHA, 2014; GALVAO,
2015).

Figura 12 — Modelagem virtual 3D do carreador lipidico

nanoestruturado

Fonte: POHLMANN et al., 2016.

2.6 — Aplicacdo cosmeética dos CLN

A nanotecnologia aplicada na industria cosmética tem disponibilizado uma
gama ampla de sistemas nanoestruturados que possibilitem diversas
incorporacdes de ativos nas formulacdes, como emulsGes e hidrogéis. Essa
classe tem uma 6tima eficacia ao ser direcionada para o uso tépico, apontando
baixa toxicidade e irritabilidade cutédnea, caracteristica que possibilita seu uso
até mesmo em tecidos inflamados e/ou lesionados. Outra vantagem € a
possibilidade de controle da liberacdo dos agentes cosméticos em regides
especificas, contribuindo com a melhor performance do produto (PARRINHA,
2014; GALVAO, 2015; JUNIOR, 2016).

Um importante fator responsavel pela seguranca do uso tépico esta na
maneira com que a penetrabilidade dos ativos acontece e € descrito em um
levantamento bibliografico feito por Baroli (2010), demonstrando que
nanoparticulas acima de 100nm n&o possuem alta penetrabilidade pela rota
transepidermal, dificultando o alcance de uma distribuicdo sistémica por

consequéncia de sua rigidez e tamanho. A penetrabilidade eficaz dos
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carreadores nanolipidicos esta mais relacionada a hidratagéo oclusiva do tecido
cutaneo, podendo variar em funcdo do numero de particulas (Figura 13-B) ou
com a reducdo do diametro (Figura 13-A), conforme exemplifica na ilustracéo
abaixo (JUNIOR, 2016):

Figura 13 — Efeito oclusivo pelas nanoparticulas: Tamanho X Quantidade

A
B

Diminuigdo do O O o O Aumento do

tamanho das nimero de
nancparticlla &~ ~ o o O O nanoparticulas

COOOO00OO00O | 00000000000 |

ESTRATO CORNEO ESTRATO CORNED

Fonte: JUNIOR, 2016.

Na Figura 14 é possivel observar o filme lipidico e o efeito de
entumecimento resultante da hidratagéo oclusiva de uma nanoemulséo aplicada

na pele de porco.

Figura 14 — Hidratacao oclusiva das nanoparticulas

Fonte: JUNIOR, 2016.
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2.7 - MANTEIGA VEGETAL DE UCUUBA

A ucuubeira (Virola surinamensis) € uma arvore de grande porte nativa da
floresta amazonica e muito encontrada numa extensédo da floresta amazénica
até o norte do Brasil (Maranhdo e Pernambuco). O termo é frequentemente
relacionado a exemplares diversos do género Virola, entretanto, apenas duas
variedades sdo consideradas verdadeiras, a ucuuba branca (Virola
surinamensis) e a ucuuba vermelha (Virola sebifera), na qual o Unico aspecto
gue as diferenciam € a coloracdo da seiva. Na lingua tupi, € conhecida como a
“arvore da manteiga”’. Bem desenvolvida em regides alagadas, e por isso
frequentemente encontrada na beira de rios, a ucutba pode atingir uma altura
entre 25m e 35m. A época de colheita dos frutos da ucuuba se inicia em janeiro
e termina em julho, sendo seu pico no periodo entre fevereiro e junho. A
composi¢do quimica da semente ndo sofre interferéncias relevantes em relacéo
ao periodo da colheita. Ricas em material graxo, alcan¢cam facilmente uma taxa
entre 60% e 70%. sendo possivel alcancar uma producao de 30 a 50kg anual de
sementes em apenas uma arvore. Ao extrair esse material, pode-se atingir um
rendimento deste 6leo de até 50% da massa de sementes secas (Figura 15).
Tais caracteristicas agregam valor perante a sustentabilidade do processo, em
parametros ambientais e econémicos, jA que ndo prejudica a integridade da
arvore (AMAZONOIL, 2022; KAUFMANN, 2019; NATURA, 2022).

Figura 15 — Fruto (A) e manteiga da ucuuba (B)

(A) (B)

Fonte: AMAZONOIL, 2022

Trata-se de uma manteiga com alto indice de acidos graxos saturados e
apresentando alto teor de tocoferdis, caracteristica apreciada pela industria

farmacéutica e cosmética por proporcionar um efeito antioxidante, além de ser
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uma manteiga que traz propriedades emolientes, revitalizantes, e cicatrizantes
(AMAZONOIL, 2022; CORDEIRO, RENATO, et al., 2018; BARROS, 2021;
HIROMOTO et al., 2017; CARVALHO, 2021).

A manteiga de uculba se descata por sua rica composicao, apresentando
elevadas concentragbes de &cido miristico, 72% a 76%, o que contribui
ativamente com a penetrabilidade dérmica de outros compostos, além de ter em
sua composicdo 18% de acido laurico, agregando um efeito antibacteriano e
antisséptico, motivo pelo qual é indicada para peles acneicas (AMAZONOIL,
2022; CORDEIRO et al.,, 2018; BARROS, 2021; HIROMOTO et al., 2017;
CARVALHO, 2021). A uculba é uma arvore com alto potencial econémico que
nao se restringe apenas a industria farmacéutica e cosmética, se expandindo
também ao setor alimenticio, jA que € fonte de trilaurina, composto altamente
nutritivo. Por conter altos indices de insaponificAveis, € uma matéria-prima
interessante para a producdo de biodiesel. Sua madeira também é muito
apreciada, sendo destinada a diversas fabricacfes no setor de construcdes e
mobilias. Além da importancia econbmica, é importante para a populacdo
ribeirinha e indigena, pois a uculba é utilizada para o combate da maléaria. Na
indUstria cosmética nacional, a manteiga de ucuulba é destinada principalmente
para formulacbes de produtos capilares e corporais. Suas caracteristicas fisico-
guimicas podem ser observadas na Tabela 02 (KATO, 1999; KAUFFMAN,
2019).
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Tabela 02 — Caracteristicas fisico-quimicas da manteiga de ucuuba

DADOS FiSICO-QUIMICOS DA MANTEIGA DE UCUUBA

CARACTERISTICA UNIDADE APRESENTACAO
Aparéncia (25°C) Solido
Cor Marrom
Odor Caracteristico
indice de acidez mg NaOH/g <15,0
indice de peréxido 10 meq O2/kg <10,0
indice de iodo mgKOH/g 12 - 15
indice de saponificacdo mgKOH/g 220 - 230
Densidade 25°C g/mL 0,939
indice de refracdo (40°C) - 1,44 — 1,48
Matéria insaponificavel (bioativos) % <3
Ponto de fusdo Cc° 53°C
Acido dodecanoico (&cido laurico: C 12:0) % massa 16,0 — 20,0
Acido tetradecanoico (acido miristico: C 14:0) % massa 72,0-76,0
Acido hexadecanoico (4cido palmitico: C16:0) % massa 7,0-9,0
Saturado % 100
Insaturado % 0

Fonte: Adaptado de AMAZOIL, 2022.

2.8 — Oleo essencial de candeia

A candeeira (Eremanthus erythropappus) (Figura 16-B) é uma arvore
tipica do cerrado e suas regides de transi¢do, tem a capacidade de atingir até
10m de extensao e apresenta uma preferéncia de crescimento em areas abertas
com 650 a 1.200m (Figura 16-A) de altitude, sendo uma das arvores de maior
interesse econdbmico e de prevaléncia em Minas Gerais (SCOLFORO, et al.,
2002).

39



Figura 16 — Candeeira e zonas de cultivo
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Fonte: Adaptado de SCOLFORO, 2022

Dentre a composi¢cdo do 6leo bruto de candeia, encontra-se o acido
isovalérico, alfa, beta e 6xido bisaboleno, e alfa-bisabolol, sendo esta, a mais
requisitada e de maior interesse comercial, devido as propriedades
farmacoldgicas anti-inflamatérias, analgésicas, cicatrizantes, calmantes,
despigmentante, antimicrobiana e antineoplasica. A concentragcdo do alfa-
bisabolol extraido da candeia é variavel, dependendo da regido e diametro de
seu tronco, mas pode chegar até 85% em algumas circunstancias (SCOLFORO
et al., 2002; CAMOLESI, 2007; NOBREGA et al.,2013; AMARAL et al., 2021;
AMAZONOIL, 2022; CORDEIRO et al., 2018; BARROS, 2021).

Os terpendides sao metabdlitos lipofilicos secundarios de ampla
ocorréncia na natureza e metabolicamente produzidos com o intuito de evitar
agressoes externas as plantas, sendo estes derivados de mevalonato e isopentil
pirofosfato. Apresentam fitoquimicos de diversas estruturas e sdao conhecidos
por ser o componente principal das fragBes volateis de diversas plantas

aromatica, podendo ser divididos em monoterpenos, como o mentol e limoneno,
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e sesquiterpenos, como o alfa-humuleno e o alfa-bisabolol (KAMATOU,
VILJOEN, 2009).

Figura 17 — Estrutura quimica do alfa-bisabolol

Fonte: ARAUJO MARCO et al., 2015

O alfa-bisabolol (Figura 17), € um &lcool sequiterpeno monociclico natural,
com quatro estereoisébmeros possiveis (Figura 18), tendo historicamente seus
efeitos terapéuticos conhecido através da popular camomila alema Matricaria
chamomilla (Asteraceae) na literatura do século XX. Em 1952 foi isolado pela
primeira vez, extraindo-se o composto das flores da camomila (KAMATOU,
VILJOEN, 20009).

Figura 18- Estereoisomeros do alfa-bisabolol

HO_

alpha-(-)-bisabolol alpha-(-)-bisabolol alpha-(+)-bisabolol epi-alpha-(+)-bisabo

Fonte: SOUZA; SOUZA; MORAES, 2016

Diante do potencial terapéutico e econbmico do alfa-bisabolol, a
comunidade cientifica estuda outras plantas aromaticas que apresentam o
composto em sua composi¢cdo quimica, aumentando as opcdes vegetais e

derivados para sua obtencdo, como a arvore de candeia (Eremanthus
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erythropappus), Smyrniopsis aucheri, espécies do género Vanillosmopis. e a
Salvia runcinata, planta indigena originaria do sul da Africa (KAMATOU,
VILJOEN, 2009).

Embora a camomila seja classicamente a maior referéncia para a
obtencdo do alfa-bisabolol, tendo um rendimento em torno de 50% em sua
destilacao, outras plantas possuem uma maior concentracdo do composto, como
a Salvia runcinata, apresentando extracdo de até 90%. A madeira da candeia
também se destaca na concentracdo do composto, podendo ter uma extracédo
de até 85% de alfa-bisabolol (KAMATOU, VILJOEN, 2009).

A atividade anti-inflamatéria do alfa-bisabolol é resultante da inibicdo da
sintese de leucotrieno, visto que 0s sequiterpenos possuem boa atividade
inibidora da enzima 5-lipoxigenase (5-LOX) em analises in vitro. Outra vantagem
do alfa-bisabolol € sua propriedade despigmentante, sendo muito apreciada
principalmente por peles acometidas de processos inflamatérios, como
dermatites e acne, pois sdo patologias que tendem a apresentar uma
hiperpigmentacao local pela ativacdo de proteinas de ligacdo do AMP ciclico,
relacionadas com a producdo do horménio estimulante de alfa-melanécitos (a-
MSH), e este, diretamente responsavel pela hiperpigmentacéo cutanea através
da tirosinase. O alfa-bisabolol atua na inibicdo da expresséo génica do a-MSH e
da tirosinase, reduzindo a melanogénese ao diminuir as concentragbes das
taxas intracelulares de cAPM (KAMATOU, VILJOEN, 2009; TEMP, 2013).

Um dos fatores apreciados pela industria cosmética e farmacéutica acerca
do alfa-bisabolol é a melhoria promovida no mecanismo de permeabilidade
cutdnea de varias moléculas. Trata-se de uma substancia natural, com baixa
toxicidade, amplificando o potencial de penetrabilidade transdérmica seguro.
Alguns estudos mostram que alguns terpenos, dentre eles o alfa-bisabolol,
promoveu um aumento de até 73 vezes no coeficiente de permeabilidade do
farmaco dapiprazol. Suas caracteristicas compativeis com a fisiologia cutanea e
cimento lipidico, sdo de alto interesse da industria cosmética (KAMATOU,
VILJOEN, 20009).
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3—- OBJETIVOS

3.1 — Objetivo geral

Desenvolvimento de um insumo cosmético composto por um carreador

lipidico nanoestruturado (CLN) como um insumo para incorporacdo em

formulagBes cosméticas designadas ao rejuvenescimento cutaneo (anti-aging).

3.2 — Objetivos especificos

Selecdo de extratos vegetais que possuam atividade reparadora anti-

aging;

Selecédo de tensoativos com baixa irritabilidade e biodegradéaveis;
Selecédo das formulacdes mais estaveis;

Caracterizagéo dos nanocarreadores;

Avaliacao da atividade antioxidante do nanocarreador.

43



4. MATERIAL

A manteiga de Ucuuba (Virola surinamensis) foi adquirida pela empresa
Sabéo e Glicerina, sendo que as informacdes do laudo técnico se encontram

compiladas na Tabela 03 abaixo.

Tabela 03: Informacdes técnicas da amostra de manteiga de uculba

conforme laudo do fornecedor

Nome cientifico: Virola surinamensis Caddigo do produto: 006

Origem da matéria prima: Floresta Numero do lote: AMO 006 —
Amazonica / Brasil 001/01 2021

Parte utilizada da planta: semente Data de Fabricacdo: 06/01/2021
Processo produtivo: prensado a frio Numero de andlise: 003/01 2021
Conservantes: ausente Validade: 24 meses

Extracdo com solvente: ausente Rastreabilidade: garantida

Origem das espécies vegetais: extrativista

Caracteristicas fisico-quimicas

Item Unidade Especificacdes Método Resultados
Aparéncia (25° C) Solido Visual De acordo
AOCS 1a64-
Cor Marrom claro 8o De acordo
Odor Caracteristico Organoléptico De acordo
o _ AOCS CD3D-
Indice acidez Mg KOH/g <40 63 20,48
. _ meq AOCS CD8 —
Indice de peréxido <15 4,77
02/kg 53
. _ AOCS TG2A -
Indice de iodo gl2/100g 12 -15 64 13
indice de AOCS CD3 -
L Mg KOH/g 220 - 230 225
Saponificacéo 25
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Matéria AOCS CA6A -

. o % <3 De acordo
insaponificavel 40

. AOCSCJ1-
Ponto de fuséo °C 53 o4 De acordo

Microbiologia

Bactérias totais ufc/mL <100 NF ISO 4833 Ausente
Fungos e
ufc/mL <100 NF V 08-036 Ausente
leveduras

O dleo essencial de Candeia 95/98 (Eremanthus erythropappus) foi
adquirido pela empresa Laszlo Aromatologia Ltda. Sua composi¢cdo quimica
conforme laudo técnico do fornecedor encontra-se descrita na Tabela 04. Ja o
insumo cosmético Alfa-bisabolol utilizado como referéncia para o processo de

caracterizacao, foi através da empresa Engenharia das Esséncias.

Tabela 04: Composicdo quimica do 6leo de Candeia 95/98 conforme laudo

técnico do fornecedor.

Constituinte %
Alfa-bisabolol 95,1
Alfa-cadinol 2,3
Alfa-muurulol 1,0
Alfa-cadineno 0,6
Beta-selineno 0,2
Delta-cadineno 0,2
Germacreno b 0,5
Outros 0,2

O tensoativo Decil glicosideo (Plantaren®) foi obtido da empresa Basf®
(Alemanha). Os tensoativos Poligliceril-4 laurato/succinato (NatraGem™),
Gliceril Estearato Citrato (Axol® C 62 Pellets), Cetearil glicosideo/CG 90 (Tego®
Care), Gliceril estarato (Tegin®), Monooleato de sorbitano (Span 80),

Monoestearato de sorbitano (Span 60) e Oleo de castor hidrogenado PEG-40
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(Croduret® 50 SS) foram obtidos da empresa Croda (EUA). Todos os demais

reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico.
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5. METODOS

5.1. Preparacédo das nanoparticulas lipidicas

A sintese das nanoparticulas lipidicas foi dividida em duas etapas.
Inicialmente, fez-se um estudo preliminar de uma formulacéo de nanoparticulas
lipidicas sélidas (NLS) contendo apenas manteiga de uculba, com o objetivo de
averiguar quais tensoativos contribuem com uma melhor estabilidade da
emulsao, assim como tamanho de particulas e potencial zeta adequados (Tabela
05). Apéds selecionar os melhores tensoativos para tal proposta, e utilizando
como parametro de selecdo caracteristicas biodegradaveis, baixa irritabilidade
cutanea e preferencialmente, tensoativos com certiciacdo eco-cert, iniciou-se a
segunda etapa visando a incorporacdo do Oleo essencial de candeia ao
nanossistema para a sintese final do carreador lipidico nanoestruturado (CLN)
desejado (Tabela 06).

Tabela 05 — Composicao das formula¢cdes de NLS para otimizacéo da
matriz lipidica contendo manteiga de Uculba e diferentes sistemas

tensoativos

Composicéao

% pIV) NLS1 NLS2 NLS 3 NLS4 NLS5 NLS 6
Fase Oleosa
Manteiga de Ucuulba 5 5 5 5 5 5
PEG-40
Hydrogenated Castor 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
o]]
Sorbitan Stearate 1,25 1,25 1,25 0 0 0
Sorbitan Oleate 0 0 0 1,25 1,25 1,25
Fase Aquosa
Agua ultrapuragsp 100 100 100 100 100 100
Resfriamento Natural B.A. B.G. Natural B.A. B.G.

Resfriamento natural: Amostra em repouso na temperatura ambiente.
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Banho de 4gua (B.A.): Amostraem repouso em banho com agua natemperatura ambiente.
Banho de gelo (B.G): Amostra em repouso em banho de gelo e agua (temperatura abaixo
de 5°C).

Tabela 06 — Composicao das formulacdes de CLN para avaliagdo do efeito
daincorporacédo do 6leo de Candeia e diferentes sistemas tensoativos em

matriz lipidica de manteiga de ucuuba.

Composicao

% pIV) CLN 1 CLN 2 CLN 3
Fase Oleosa
Manteiga de ucuuba 5 5 5
PEG-40 Hydrogenated Castor Oil 0,625 1,25 1,875
Sorbitan Oleate 1,875 1,25 0,625
Fase Aquosa
Agua ultrapura gsp 100 100 100
Resfriamento Natural Natural Natural

Para ambas as etapas, o0 procedimento de preparacdo utilizado foi a
técnica de emulsificacdo por inversdo de fases, com aquecimento e baixa
agitacdo (Figura 19). Inicialmente, a fase oleosa (FO) (manteiga de ucuuba, o
Oleo essencial de Candeia e tensoativos) e a fase aquosa (FA) (agua ultrapura
do tipo | - Milli-Q®) foram pesadas separadamente. Em seguida, ambas foram
submetidas a aquecimento entre 70°C e 75°C. As vidrarias e 0 equipamento
também foram aquecidos a 70°C em banho maria para evitar que mudancas
bruscas na temperatura dos componentes interferissem no processo.

Na formulacdo de CLN, a adicdo do Oleo essencial de candeia foi
realizada apenas apos a fusdo dos outros componentes da FO para evitar
exposicdo prolongada desnecessaria ao calor e devido a volatilidade do oleo
essencial e de manter melhores propriedades terapéuticas ao ser menos
exposto ao calor. A FO foi entdo submetida a uma baixa agitacdo mecanica de
300 rpm e, em seguida, adicionou-se lentamente a FA, gota a gota, com o auxilio
de uma pipeta, até sua incorporacdo completa. A nanoemulsdo formada foi

S\

mantida em repouso a temperatura ambiente durante seu resfriamento. As
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formulacoes foram preparadas em triplicada e acondicionadas em temperatura

ambiente, em local fresco e ao abrigo da luz direta.

Figura 19: Processo de preparacao das NLS e CLN por emulsificagcdo com

inversao de fases.

1- Aquecimento da FA e FO a 70°C - 75°C; 2 - Adic&o do 6leo essencial de Candeia ap6s
a fusdo dos outros componentes da FA; 3 - Incorporacéo lenta da FA na FO a 300 rpm

utilizando mixer; 4- Solucéo sob resfriamento natural.

Fonte: Adaptado de GOMES, 2015; KAUFMANN, 2019.

5.2 — Caracterizacdo das nanoparticulas lipidicas

5.2.1 Determinacdo do tamanho médio e do indice de polidisperséo (IPI)

A determinacdo do diametro hidrodindmico médio e do indice de
polidispersao foi feito através do aparelho Nano Sizer (Nano ZS, Malvern, UK),
diluindo 20 pL de amostra em 1 mL de &gua ultrapura do tipo | (Milli-Q®). As
amostras foram analizadas em triplicata através método de espalhamento
dindmico da luz (LDS), com um angulo de 173° em modo de leitura back scatter

signal a 25°C.

5.2.2 Determinacao do potencial zeta (P2)

A determinacéo do potencial zeta foi feita através do aparelho Nano Sizer
(Nano ZS, Malvern, UK), diluindo 20ul de amostra em 1mL de agua ultrapura do
tipo | (Milli-Q®), com indice de refracdo e viscosidade selecionada

automaticamente pelo equipamento. A analise foi feita por microeletroforese com
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associacdo a anemometria de laser Doppler (ALD), em triplicata, com um angulo

de 173° em modo de leitura back scatter signal a 25°C.

5.2.3 Determinagdo do teor de encapsulacdo do Alfa-bisabolol por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A avaliacdo do teor de encapsulacdo (TE) do alfa-bisabolol foi feita
determinando-se a concentracdo de alfa-bisabolol nos CLN sem filtragao (teor
total) e a concentragéo de alfa-bisabolol na fase aquosa externa dos CLN (teor
fase aquosa). Para andlise do teor total de alfa-bisabolol (Figura 20) foram
transferidos 300 pL da formulacdo de CLN para um baldo volumétrico de 10 mL
e completou-se o volume com acetona. Ap6s homogeneizacdo, a solucdo
mostrou-se limpida, demonstrando a completa solubilizagdo das nanoparticulas.
A sequir, foi transferido 1 mL da solucdo para outro baldo volumétrico de 10 mL
e o volume foi completado com acetonitrila. Essa solucdo foi filtrada em
membrana Durapore PVDF nao estéril com 0,45 um de didametro de poro
(Millipore, EUA) e analisada por CLAE.

Figura 20 — Representacdo da metodologia de determinacéo do teor total
de Alfa-bisabolol em Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLN) por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

1mL

dispersdo de
CLN

. 4

| Filtrag8o 0,45 pm

i k. ' ¥
lllmI.\I IDL\J -'_ -

e [ [ O |
Completar com Completar com P
acetona acetonitrila - -
(C=300pg/mL) (C=30ug/mL) CLAE

Fonte: Adaptado de SILVA, 2015.
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J4 na determinacdo do teor de alfa-bisabolol em fase aquosa (néo
encapsulado), as amostras passaram inicialmente por uma ultrafiltracdo em
membrana com limite de massa molecular de 10k (Amicon® 10k, Millipore, EUA),
sendo submetidas a centrifugacdo por 30 minutos a 14.000 g. Em seguida,
pipetou-se uma aliquota de 600uL da fase aguosa em um baldo volumétrico de
10 mL e o volume foi completado com acetona. ApO0s homogeneizacao, a
solucéo mostrou-se limpida. A seguir, foi transferido 1 mL da solucao para outro
baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com acetonitrila. Essa
solucéo foi filtrada em membrana Durapore PVDF n&o estéril com 0,45 ym de
diametro de poro (Millipore, EUA) e analisada por CLAE.

O teor de encapsulacao (TE) (%) do Alfa-bisabolol nos CLN foi calculado

pela seguinte férmula:

TE (%) = Teor total (%) — Teor em fase aquosa (%)

5.2.4 Determinacdo da concentracdo do Alfa-bisabolol por CLAE

A determinacédo da concentracao de Alfa-bisabolol por CLAE sem filtracao
(total) e apods ultrafiltracdo (fase aquosa) foi realizada de acordo com o método
previamente descrito por Jeon et al. (2016). As condi¢cdes cromatogréaficas sao

descritas na Tabela 07.

Tabela 07 - Condicdes cromatograficas utilizadas para o método de
determinacdo da concentracdo do Alfa-bisabolol nos Carreadores

Lipidicos Nanoestruturados (CLN).

Fase movel A Agua ultrapura do tipo | (Milli-Q®)
Fase movel B Acetonitrila (CLAE)
Gradiente (0 a 5 min) Fase A/Fase B 30:70
Gradiente (5 a 12 min) Fase A/Fase B 0:100
Fluxo 0,8 mL/min
Volume de injecao 10 mL
Deteccéo 202 nm
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Temperatura 25°C

Coluna Fase reversa C18

5.2.5. Avaliagéo da atividade antioxidante dos CLN in vitro

A metodologia utilizada para avaliar a atividade antioxidante dos CLN foi
através do sequestro do radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) e
consequente queda em sua absorbancia a 517 nm. Foram avaliadas triplicatas
de diferentes concentracdes da manteiga de Uculba, 6leo essencial de Candeia,
NLS (manteiga de Uculba) e CLN (manteiga de Ucuuba e OE de Candeia). As
amostras foram diluidas em acetona até atingir o volume final de 2,5 mL, com
posterior adicdo de 1mL da solucéo etanodlica de DDPH 0,4mM (Sigma-Aldrich).
Simultaneamente, o branco, contendo apenas as amostras em contato com o
solvente, também foi preparado. Ao completar 60 minutos de reacdo, com 0s
tubos de ensaio protegidos de luz e a temperatura ambiente, deu-se inicio a
leitura no espectofotometro (Drawell, 9011J.UV). O calculo para definir o

percentual de inibicdo do radical livre DDPH foi feito através da seguinte formula:

% IDPPH= [(CN-AM)/CN] X 100
Onde:
% IDDPH: Inibicdo do DPPH (%),
CN: Absorbancia do controle negativo,

AM: Absorbancia da amostra descontando-se absorbancia do branco.

5.2.6 Andlises Estatisticas

Os valores médios e os desvios-padrdo (DP) foram calculados para todos
0s experimentos descritos anteriormente. A analise estatistica foi feita por meio
de analise de variancia one-way (ANOVA), com pos-teste de Tukey. Para todas
as analises, a diferenca foi considerada significativa quando o valor de p foi

menor que 0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Sintese das nanoparticulas lipidicas por inverséo de fases

As formulacbes propostas foram sintetizadas através da técnica de
inversdo de fases com emprego de baixa energia (carater bottom-up), variando
as proporcbes da fase aquosa e oleosa no sistema. Selecionou-se esse
processo ndo apenas por envolver redu¢do nos custos em sua produgdo, mas
pelo caréater protetor do ativo presente nas matérias primas (GOMES, 2015).

Ao contrario das técnicas com alto emprego de energia (top-down), ndo é
necessario equipamentos com custos mais elevados para injetar energia
mecanica no sistema, como o uso de energia ultra-sénica, homogeinizadores de
alta pressao ou microfluidizadores. Em técnicas de alta demanda energética, sédo
empregados para que haja a reducdo o diametro das particulas através de
cisalhamento e deformacdes, contornando assim a pressado de Laplace e
também a reduzindo, j& que ha o aumento do contato e interacdo do tensoativo
na interface das particulas. Desta maneira, quanto menor for o diametro
almejado, maior serd a demanda de tensoativos e/ou energia, aumentando
assim o custo para as industrias e também a possibilidade de irritacdo cutanea
pelo aumento dos tensoativos utilizados (GOMES, 2015).

J& em processos de baixa energia, obtem-se a nanoparticula através da
adequada manipulacdo de suas caracteristicas fisico-quimicas, conduzindo o
sistema para formacao de auto-agregacao (self-assembling), sendo esta, uma
opc¢ao muito apreciada por evitar a degradacao do ativo a ser encapsulado, fator
importante ao trabalhar com 6leos essenciais mais volateis e de facil producao
em escala industrial (BAINS, 2020; GOMES, 2015)

Para tal, iniciou-se com formacdo de uma emulsdo A/O ao adicionar o
Croduret 50 SS (PEG-40 Hydrogenated Castor Qil), Span 80 (Sorbitan Oleate) e
o material lipidico, submetendo-os a agitacdo lenta juntamente com a lenta
incorporagao da fase aquosa, promovendo assim, uma hidratacdao gradual dos
tensoativos. Consequentemente, houve o entumecimento da regiao hidrofilica
do tensoativo, mediante ao aumento da taxa de hidratacéo e dando inicio a fase

bi continua, na qual o tensoativo, ao aumentar seu tamanho na regido hidrofilica,
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sofre uma mudanca em sua geometria espacial, permitindo uma maior exposi¢ao
das cadeias das moléculas e maior superficie de contato. Com isso, ha o colapso
da interface ao atingir o ponto de inversdo da emulséo, e as caracteristicas
inicialmente lipofilicas tornam-se hidrofilicas, resultando em uma emulséo O/A.
Apébs o colapso, h4 a formacdo de nanoparticulas, conforme exemplificado
anteriormente na Figura 11 (BAINS, 2020).

O processo de sintese da NLS e da CLN foi concluido com sucesso,
sendo possivel observar resultando em uma formulacdo homogénea e de baixa
viscosidade, conforme mostrado na Figura 21, e as principais caracteristicas das
NLS (contendo manteiga de ucuuba) e CLN (contendo manteiga de uculba e

Oleo essencial de candeia) estéo listadas nas Tabelas 08 e 09 (BAINS, 2020).

Figura 21 — Aspecto das formula¢cdes de nanoparticulas lipidicas
sintetizadas por inversdo de fases: (A) NLS com manteiga de Uculba, (B)

CLN com manteiga de Ucuuba e 6leo essencial de Candeia

(A) (B)

Fonte: Autoria propria

6.2 Caracterizacao das nanoparticulas quanto ao tamanho e potencial zeta

Na primeira etapa do desenvolvimento das nanoparticulas lipidicas, foi
preparada uma formulag&o contendo apenas manteiga de ucutba (NLS) e foram
avaliados os efeitos de diferentes sistemas tensoativos sobre o tamanho

(diametro médio), IP e potencial zeta das nanoparticulas (Tabela 08). Além disso,
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as formulacdes foram preparadas comparando trés diferentes condi¢cdes de
resfriamento (resfriamento natural, em banho de agua a temperatura ambiente e
em banho de gelo), pois durante esta etapa € o momento em que o material

lipidico ira se solidificar, resultando nas NLS.

Tabela 08: Caracterizacdo das NLS contendo manteiga de Ucuuba
visando otimizacdo da base lipidica quanto ao diametro das particulas e

potencial zeta

Parametros Formulacdes
avaliados NLS 1 NLS 2 NLS 3 NLS 4 NLS 5 NLS 6

1392+ 1634+ 1918+ 143,1+ 1433+ 1933+
0,152 0,100 0,152 0,057 0,057 1,153

Tamanho

(nm)

indice de 0,234+ 0358+ 0,391+ 0,134+ 0,158+ 0,348+
Polidispersdo 0,003 0,014 0,001 0,002 0,005 0,007
(IP)

-0,324+ -0,277+ -0,202+ -0,009+ 0,0403+ -0,383+
Potencial Zeta
0,001 0,012 0,001 0,008 0,001 0,003

(mV)
pH 6 6 6 6 6 6
%
microparticula 4,3 7,4 6,5 0 0 3,1
s

*Dados representados por média = dp, n = 3.

Foi possivel observar na Tabela 08 que, para todas as formulacdes de
NLS, o tamanho encontra-se abaixo de 200 nm, considerado adequado a
finalidade proposta. Nas NLS contendo Span 60 (NLS 1, 2 e 3) € possivel
perceber que o resfriamento em banho de 4gua e banho de gelo causa aumento
significativo no diametro meédio das particulas e no indice de polidispersdo. Além

disso, as trés formulacdes apresentam populacdo de microparticulas, o que
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caracteriza um sistema mais polidisperso, o que as torna inviaveis. Ja nas NLS
contendo Span 80 (NLS 4, 5 e 6), o aumento de tamanho e de IP s6 ocorre com

o banho de gelo.

Figura 22 — Gréfico da comparacéo dos diametros das particulas nas
NLS4, NLS5 e NLS6

NL S5+

0 50 100 150 200 250

Formulagdes testes

Didmetro das particulas (nm)

Fonte: Dados obtidos da analise realizada através do software Graph Pad Prism 6.0. ANOVA
One Way. Pés teste Tukey. NLS4: nanoparticula lipidica sélida 4; NLS5: nanoparticula lipidica
sélida 5; NLS6: nanoparticula lipidica sélida 6. P-valor< 0,0001. F=5559. *: Diferenca

significativa.

Figura 23 — Grafico da comparacao do indice de polidisperséo entre as

particulas das formulacdes propostas NLS4, NLS5 e NLS6

|

o

o

«T

9 0.3

%)

a

0

2 0.2 —
o

o

o

T 0.14

o

°

°

L 0.0- T

NLS4 NLS5 NLS6

56



Fonte: Dados obtidos da analise realizada através do software Graph Pad Prism 6.0. ANOVA
One Way. Pds teste Tukey. NLS4: nanoparticula lipidica sélida 4; NLS5: nanoparticula lipidica
sélida 5; NLS6: nanoparticula lipidica sdlida 6. P-valor< 0,0001. F=1427. *: Diferenga

significativa.

Figura 24 — Grafico da comparacao do potencial zeta entre as particulas

das formulacdes propostas NLS4, NLS5 e NLS6

NLS6-4

NLS54 *

Formulagdes testes

NLS4- i

L] L] T 1

-0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0.0

Potencial zeta (mV)

Fonte: Dados obtidos da andlise realizada através do software Graph Pad Prism 6.0. ANOVA
One Way. Pds teste Tukey. NLS4: nanoparticula lipidica sélida 4; NLS5: nanoparticula lipidica
sélida 5; NLS6: nanoparticula lipidica sélida 6. P-valor< 0,0001. F= 4354. *: Diferenca

significativa.

Dentre as 3 formulacdes, as NLS 4 e 5 basicamente ndo apresentaram
grandes diferencas entre si em relacdo ao tamanho e IP (Tabela 08; Figura 22 e
Figura 23), embora haja uma pequena reducao nos valores da NLS 4 em relacao
a NLS 5, assim como auséncia de microparticulas e processo de sintese mais
simples (visto que a utilizacdo de banho de dgua ou gelo consiste em uma etapa
adicional). Diante das analises dos tamanhos das nanoparticulas pelas
diferentes formas de resfriamento do sistema, pode-se definir que a melhor etapa
para finalizar a sintese da NLS é através do resfriamento natural.

Devido as vantagens citadas perante os resultados da analise da NLS4,
além de possuir o sistema mais monodisperso (0,134), esta foi escolhida para

dar sequéncia a incorporacao do 6leo essencial de candeia e a sintese da CLN.
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Os valores encontrados em relagéo ao tamanho da NLS se aproximam de
outros trabalhos na qual foi utilizado método por inversdo de fases através da
temperatura, sendo estes de 88nm para a NLS de ucuuba (ALVES, 2018)

Embora os valores de potencial zeta para todas as formulagcbes esteja
proximo de zero (Figura 24), sugere-se que a estabilizacdo inicial das
nanoparticulas seja decorrente do efeito de impedimento estérico causado pela
cadeia de PEG do tensoativo Croduret 50 SS. O valor de pH encontrado para as
formulag@es foi considerado adequado para aplicacéo topica, ndo necessitando

de corregéo.

Tabela 09: Caracterizagcdo dos CLN contendo manteiga de Ucuuba e dleo
essencial de Candeia quanto ao diametro das particulas e potencial zeta.

Parametros Formulacdes
avaliados CLN1 CLN 2 CLN 3
Diametro médio (nm) 2191 +3,00 146,5+0,916  105,0+0,2
indice de

- ~ 0,966 + 0,057 0,203 £0,001 0,120 £+ 0,002
polidispersao (IP)

-0,176 =
Potencial zeta (mV) -0,136 £ 0,018 0,004 -0,165 + 0,017
pH 6 6 6
% microparticulas 66,6% 2 1% 0

*Dados representados por média = dp, n = 3.

A incorporacéo do alfa-bisabolol causou aumento significativo no tamanho
meédio das particulas e no IP quando se compara o0 mesmo sistema tensoativo
(NLS 4 versus CLN 2, ambas com Croduret 50 SS e Span 80 50%/50%). Por
esta razao, foram testadas variagdes na propor¢cdo Croduret 50 SS/Span 80
(CLN 1 e 3).
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Para a CLN 1 (Croduret 50 SS/Span 80 25%/75%) nota-se uma grande
desestabilizacdo do sistema, diametro extremamente elevado (2191nm),
altissimo indice de polidispersdo (0,996) e presenca significativa de
microparticulas (66,6%), como é possivel constatar na Tabela 09, Figura 25 e
Figura 26, portanto ndo foi considerada adequada.

Por outro lado, a formulacdo CLN 3 (Croduret 50 SS/Span 80 75%/25%)
mostrou-se promissora, com excelente diametro de particula (105 nm) e
contendo um sistema monodisperso (IP=0,12) e sem a presenca de
microparticulas, sendo esta formulacdo escolhida para os estudos posteriores.
Ja o potencial zeta ndo apresentou diferencas significativas nas avaliacdes

estatisticas, ndo sendo utilizada, portanto, como um critério de selecao (Fig. 27).

Figura 25 — Grafico da comparacao do diametro entre as particulas das
formulagc6es CLN1, CLN2 e CLN3

CLN 3

CLN 2

Formulagdes testes

CLN 1- -
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Didmetro das particulas (nm)

Fonte: Dados obtidos da analise realizada através do software Graph Pad Prism 6.0. ANOVA
One Way. Pés teste Tukey. CLN1: carreador lipidico nanoestruturado 1; CLN2: carreador lipidico
nanoestruturado 2; CLN3: carreador lipidico nanoestruturado 3. P-valor< 0,0001. F = 984588

. *: Diferenca significativa.
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Figura 26 - Grafico da comparacéo do indice de polidisperséo entre as
particulas das formulagfes CLN1, CLN2 e CLN3
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Fonte: Dados obtidos da analise realizada através do software Graph Pad Prism 6.0. ANOVA
One Way. Pés teste Tukey. CLN1: carreador lipidico nanoestruturado 1; CLN2: carreador lipidico
nanoestruturado 2; CLN3: carreador lipidico nanoestruturado 3. P-valor=0,0017. F = 582,7. *:

Diferenga significativa.

Figura 27 - Gréafico da comparacédo do potencial zeta entre as particulas

das formulacdes propostas CLN1, CLN2 e CLN3
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Fonte: Dados obtidos da analise realizada através do software Graph Pad Prism 6.0. ANOVA
One Way. Pés teste Tukey. CLN1: carreador lipidico nanoestruturado 1; CLN2: carreador lipidico
nanoestruturado 2; CLN3: carreador lipidico nanoestruturado 3. P-valor= 0,1611. F = 2,984.
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6.3 Estudo preliminar da estabilidade da CLN

A estabilidade inicial dos parametros da formulacdo CLN 3 em relagcéo ao
tamanho, indice de polidisperséo e potencial zeta foram avaliados e descrita na
Tabela 10. Observa-se que tanto para 15 quanto para 30 dias, todos os
parametros se mantém dentro das condi¢cdes desejadas: tamanho abaixo de 150
nm, IP menor que 0,3, pH 6,0 e auséncia de microparticulas. Considera-se que,
mesmo com os valores de potencial zeta das formulagées de CLN proximos de
zero, a estabilidade mostrada pode ser um indicado da estabilizacédo estérica do
PEG-40.

Tabela 10: Comparacao dos parametros de caracterizagcdo dos CLN
contendo Manteiga de Ucutba e Oleo de Candeia nos tempos 0, 15 e 30

dias ap6s preparacéao

Parametros Tempo ap0s preparacao
avaliados 0 15 dias 30 dias
Diametro médio (nm) 105,0 +4,052 132,7 + 3,100 107,3+4,422
Indice de polidispers&o (IP) 0,121 £0,002 0,176 +0,009 0,117 + 0,002
Potencial zeta (mV) -0,165+0,003 -0,15+0,004 -0,538+ 0,039
pH 6 6 6
% microparticulas 0 0 0

*Dados representados por média + dp, n = 3.

6.4 Avaliacéo do teor de encapsulacdo do Alfa-Bisabolol

O teor de encapsulacao do alfa-bisabolol diminuiu de cerca de 100% para
20% apos 15 dias de preparacéo e para 0% apos 30 dias (Figura 28).

Considerando que a estabilidade de uma nano formulagcéo € um processo
multifatorial, resultante da integridade fisico-quimica dos componentes
presentes, assim como de suas caracteristicas biolégicas e microbioldgicas, de
possiveis alteracbes das condigcbes ambientais, das interferéncias decorrentes

do método de sintese escolhido, propor¢cdo das matérias-primas designadas na
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composicdo, condicdes de estocagem e contaminacdo microbiana, ha varios
possiveis interferentes (ALVES, 2018).

Para o presente estudo, ndo houve a utilizacdo de conservantes na
formulagdo com o intuito de evitar possiveis interferéncias fisico-quimicas de
outros compostos nas analises iniciais da caracterizacdo das NLS e CLN
sintetizadas. Desta maneira, a interferéncia microbiolégica € relevante, sendo
este um fator com alta probabilidade de induzir a contaminagédo e consequente
degradacdo do alfa-bisabolol presente na matriz lipidica, refor¢cada pela

presenca visivel de placas fungicas apo6s 30 dias (ALVES, 2018).

Figura 28 - Teor de encapsulacéao do Alfa-Bisabolol (%) na formulacéo de
CLN contendo Manteiga de Uculiba e Oleo de Candeia (CLN 3) nos

tempos 0, 15 e 30 dias apods preparacéo.

1005

A%

N -

T=0 T =15 dias T =30 dias
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=]
*

Outro possivel fator que poderia influenciar na estabilidade ao decorrer
dos dias, e consequentemente, acarretar na liberacdo do alfa-bisabolol da matriz
lipidica, € o potencial zeta. visto que, de modo geral € recomendado um valor
em modulo acima de 30mV ao invés do ponto isoelétrico que a formulacdo
apresenta (TAVEIRA, 2009).

Mendonca et al apresentou resultados satisfatorios com a utilizacdo de
manteiga de uculba para formacédo da matriz lipidica de CLN antineoplasica
contendo doxorrubicina, embora tenham sido sintetizadas através de

emulsificacao-ultrasonicagéo, o potencial zeta da CLN se encontrava proxima de
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-30mV e o0 estudo da estabilidade baseou-se no periodo de 360 dias
(MENDONCA et al, 2020).

6.5 Avaliacao da atividade antioxidante por sequestro do radical DPPH (1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl)

A avaliacdo antioxidante foi feita analisando a capacidade da formulacéo
e de seus componentes separados em sequestrar o radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (radical DPPH), sendo reduzido a hidrazina, o que acarretou na
descoloracdo das amostras e queda em sua leitura a 517nm. Os resultados
provenientes da atividade antioxidante da manteiga de ucuuba, 6leo essencial
de candeia, NLS e CLN, foram satisfatérios e estdo descritos na Figura 29.

Ao analisar as amostras, nota-se imediatamente o alto valor da inibic&o
apresentada pelo acido galico (em torno de 90%), comportamento ja esperado,
visto que se trata de um padrdo de acdo antioxidante. Ja o Oleo essencial de
candeia, por sua vez, mostrou menor atividade antioxidante em relagdo ao
observado para a manteiga de uculba, com valores abaixo de 60% de inibicdo
com a maior concentracdo testada (5mg/mL), mostrando relativo potencial

antioxidante.

Figura 29 - Representacao grafica da avaliacdo do percentual de inibicao
do radical DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) para: A - Acido Galico
(Controle), B- Oleo de Candeia, C- Manteiga de Uculba e D- formulacdes

de nanoparticulas [NLS (Ucuuba) e CLN (Uculba + Candeia)].
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Kamatou & Viljoen sugerem, em estudo in vivo, um potencial antioxidante
atribuido ao alfa-bisabolol, ao investigar a interferéncia do mesmo com espécies
reativas de oxigénio durante analises de quimiluminescéncia feitas com a
exposicdo de neutréfilos humanos a C. albicans e fMLP (N-formil-metionil-leil-
leucil-fenilalanina), obtendo resultados que indicam uma significativa inibicdo do
luminol pelo alfa-bisabolol, sugerindo uma melhora na capacidade antioxidante
do sistema (KAMATOU, VILJOEN, 2009).

Embora Kamatou & Viljoen relatem uma atividade antioxidante in vivo do
alfa-bisabolol (principal componente do 6leo de candeia) em seu estudo, o autor
cita que a performance in vitro ndo é satisfatéria, apontando baixa atividade
contra o radical DPPH, e com isso, demonstra a necessidade de mais estudos
em relacdo ao efeito antioxidante em ambas condi¢des (in vitro e in vivo), ao
contrario da acdo anti-inflamatéria do alfa-bisabolol, j& bem sedimentada na
literatura (KAMATOU, VILJOEN, 2009).

A manteiga de uculba mostra uma atividade antioxidante que cresce com
a concentracdo, embora ndo tenha mostrado uma relacdo linear. A acao
antioxidante da manteiga de uculba ja € bem conhecida, e os valores obtidos
coincidem com os achados de Kaufmann (AMAZONOIL, 2022; CORDEIRO,
RENATO, et al., 2018; BARROS, 2021; HIROMOTO et al., 2017; CARVALHO,
2021; KAUFMANN, 2019).

As formulacdes de NLS (manteiga de ucuuba) e CLN (manteiga de
ucuuba e 6leo de candeia) mostram um perfil parecido com o da manteiga de
uculba pura, aumentando a atividade antioxidante com a concentracao. Para as
concentracdes de 0,5; 1,0 e 2,0 mg/mL foi feita uma comparacao entre manteiga

de ucuuba e formulacdes de NLS e CLN que € mostrada na Figura 30.
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Figura 30 - Comparacgéo do percentual de inibicdo do radical DPPH (1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl) para Manteiga de Uculba e formulagcfes de
nanoparticulas [NLS (Ucuuba) e CLN (Ucuuba + Candeia)] nas

concentragdes de 0,5; 1,0 e 2,0 mg/mL.
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Nota-se um aumento da atividade antioxidante para a NLS (manteiga de
ucuuba) em relacdo a manteiga pura e um ligeiro aumento em relagédo aos CLN
(manteiga de ucuuba). Considerando a composicao das duas formulacoes,
sugere-se que a maior atividade antioxidante apresentada pela NLS ocorra pelo
fato de esta ter maior concentracdo em termos de manteiga de ucuuba em
relacdo a CLN.

No entanto, vale destacar que os CLN, mesmo com esta ligeira
diminuicdo, ainda apresenta uma atividade antioxidante proxima a da manteiga
pura e da NLS, com o adicional de oferecer os beneficios do 6leo essencial de
candeia, como a acao anti-inflamatoria.

Baseado nos resultados acima, percebe-se que nédo s6 a CLN, como
também a NLS podem ser vantajosas para a utilizacdo industrial ao serem
incorporadas como um insumo cosmético em produtos para skincare e anti-
aging, enriquecendo as formulagbes com as propriedades rejuvenescedoras

desejaveis pelo consumidor final.
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A possibilidade em atender a demanda do mercado interno e mundial a
tendéncia em utilizar ativos naturais, juntamente com o0 emprego da
nanotecnologia ao explorar e proteger as propriedades terapéuticas almejadas
desses ativos, possibilitando o uso dos mesmos sem alguns efeitos indesejaveis,
como por exemplo, contribuir com o aumento da oleosidade, € de extrema
importancia para melhor aceitacdo das industrias, pois € um ponto importante a
ser considerado, principalmente no mercado nacional, visto que o indice de peles
mistas e oleosas no Brasil é significativo. De acordo com a Sociedade Brasileira
de Dermatolgia, 57% dos brasileiros, em ambito nacional, n&o utilizam produtos
hidratantes faciais, contrastando por exemplo com o sul do Brasil, onde 56% da
populacdo faz o uso regular. Parte dessa melhor aceitacdo a utilizacdo de
produtos faciais esta relacionada ao fato que 26% da populagdo sulista
apresentarem pele seca (SBD, 2010).

Portanto, a possibilidade de usufruir de nanoparticulas como insumo
cosmeéticos derivados das manteigas e Oleos vegetais, sem contribuir com o
sensorial tatil oleoso e desagradavel ao produto, além de agregar valor perante
a tendéncia da cosmética verde e riquezas da biodiversidade brasileira,
reconhecida mundialmente, sdo ferramentas vantajosas para o setor cosmético
e para melhor aceitacdo do consumidor final, principalmente da grande parcela

gue ainda nao utiliza produtos faciais.
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7. CONCLUSAO

Foi possivel o desenvolvimento inicial de um insumo cosmético composto
por um carreador lipidico nanoestruturado (CLN) com caracteristicas
fisico-quimicas promissoras para futuras incorporacées em formulacfes

cosméticas;

Os ativos vegetais escolhidos para a formulagcdo da CLN apresentaram
atividades reparadora anti-aging;

Os tensoativos selecionados apresentaram uma boa estabilidade inicial
para a formulacéo, evitando a formacdo de agregados devida as suas
caracteristicas estéricas, mesmo com um potencial zeta da formulacdo

nao satisfatorio;

A CLN sintetizada apresentou um bom teor de encapsulacdo, porém é
necessarios mais estudos visando a criacdo de estratégias que

contribuam com uma maior estabilidade do alfa-bisabolol;

Avaliacdo da atividade antioxidante do nanocarreador foi satisfatoria,
comprovando estas propriedades provenientes da insercdo da manteiga

de ucuulba;

Sugere-se maiores estudos perante a estabilidade a médio e longo prazo
da formulacao, assim como a inser¢cao de métodos e/ou substancias que

evitem a proliferacdo microbiana.
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