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RESUMO

A busca por produtos que empreguem insumos naturais na composi¢cao, com
propostas minimalistas e veganas, caracterizam as tendéncias do novo mercado de
cosmeéticos. Uma lacuna neste segmento € o desenvolvimento de formulagbes para
a pele negra. Portanto, o objetivo do presente estudo foi o desenvolvimento de
cosméticos para cuidados faciais desse tipo de pele, empregando uma mistura de
Oleos vegetais oriundos da biodiversidade brasileira (copaiba e maracuja)
apresentados como Cannabinoid Active System (CBA®) e nanoencapsulados em
carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNs). O perfil fitoquimico do CBA® foi
obtido por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas,
evidenciando composi¢cao sesquiterpéncia majoritaria. O CLN foi desenvolvido
empregando homogeneizagdo por alto cisalhamento seguido de ultrassonicagéo e
apresentou didmetro hidrodinamico médio de 220,5 x+ 4,1 nm; indice de polidispersao
médio de 0,237 + 0,007; potencial zeta médio de -21,3 £ 2,6 mV e eficiéncia de
encapsulacado de 98,68%. Ademais, exibiu morfologia esférica por microscopia
eletrénica de transmisséo e estabilidade por 90 dias a 4°C. Os CLNs demonstraram
atividade antioxidante baixa (19,2 a 23,6%) pela metodologia DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil), toxicidade aguda moderada em Artemia salina (dose letal 50% de
370,00 ug mL-" de 6leo CBA®) e diminuigdo da viabilidade celular de maneira dose-
dependente em linhagem celular L929 de fibroblastos murinos. Formulag¢des
apresentadas como bruma, sérum e creme foram desenvolvidos com o CLN, sendo
que as duas primeiras foram avaliadas quanto ao controle de qualidade e
estabilidade fisico-quimica, demonstrando estabilidade ao abrigo da luz solar por 90
dias. Ademais, o sérum foi estudado quanto a performance in vitro, apresentando
fator de oclusado de 58,00 £ 1,64% em 48 horas. Portanto, nanocosméticos veganos
inovadores propostos para o cuidado facial da pele negra foram obtidos. A
propriedade de hidratacdo mediada pela formacéao de filme oclusivo foi demonstrada
para os CLNs incorporados no sérum. Assim, essa forma farmacéutica pode atuar
na reducédo da perda de agua transepidermal (TEWL), caracteristica importante na

hidratacado da pele negra, que tende a possuir maior TEWL.

Palavras-chave: Cosméticos. Estabilidade de cosméticos. Nanotecnologia.

Nanoparticulas lipidicas. Oleos vegetais.



ABSTRACT

The search for products that use natural inputs in the composition, with
minimalist and vegan proposals, characterizes the new market of cosmetic products.
A gap in this sector is the development of products for skin of color. Therefore, the
aim of this current study is the development of cosmetics for facial care of black skin
using a mix of vegetable oils from Brazilian biodiversity (copaiba and passion fruit)
presented as Cannabinoid Active System (CBA®) encapsulated in nanostructured
lipid carriers (NLCs). The phytochemical screening of CBA® was obtained by gas
chromatography-mass spectrometry, and it showed majority sesquiterpene
composition. The NLC was developed using high shear homogenization followed by
ultrasonication. The average hydrodynamic diameter, polydispersity index, zeta
potential and encapsulation efficiency were 220.5 + 4.1 nm; 0.237 £ 0.007; -21.3
26 mV and 98.68, respectively. Moreover, it showed spherical structure by
transmission electron microscopy, and remained stable for 90 days at 4°C. The NLC
showed low antioxidant activity from 19.2 to 23.6% by the DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazil) assay method, moderate acute toxicity against Artemia salina (lethal
dose 50 equal to 370.00 ug mL" of CBA® oil) and it decreased the cell viability in a
dose-dependent manner in the L929 cell line of murine fibroblasts. Formulations
presented as mist, serum and cream were developed with NLC, with the first two
being evaluated for physical-chemical quality control and stability, demonstrating
stability protected from sunlight for 90 days. Furthermore, the serum was studied for
in vitro performance, and it exhibited an occlusion factor of 58,00 + 1.64% in 48
hours. Therefore, innovative vegan nanocosmetics proposed for facial care of black
skin were obtained. The hydration property due to film formation was demonstrated
for the NLCs incorporated in the serum. Thus, this pharmaceutical form can reduce
transepidermal water loss (TEWL), an important characteristic on the skin of color

hydration, which tends to have greater TEWL.

Keywords: Cosmetics. Cosmetic stability. Nanotechnology. Lipid nanoparticles.

Vegetable oils.
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1 INTRODUGAO

Os cosméticos compreendem uma categoria de produtos de saude e beleza
que sao usados externamente nas diversas partes do corpo humano “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” (Brasil, 2015). Sao
produtos amplamente utilizados a pelo menos 7000 anos e estdo atrelados a
identidade e expressao pessoal de cada consumidor, sendo um setor que passa por
diferentes flutuagdes conforme as tendéncias do mercado (Surya; Gunasekaran,
2021).

Atualmente e, principalmente, no periodo pos-pandemia de COVID-19, novas
demandas foram surgindo pelos consumidores desse tipo de produto (Dini; Laneri,
2021). Eles buscam por formulagdes atreladas a tendéncia clean beauty (beleza
limpa) (Kalil et al., 2022), produtos com o menor numero possivel de constituintes
(minimalismo), matérias-primas preferencialmente naturais (Dini; Laneri, 2021) e
férmulas veganas (Lee; Kwon, 2022).

Novos nichos de mercado também sdo uma realidade no setor de cosméticos
e o desenvolvimento de produtos para pessoas com a pele negra € um deles. Esse
tipo de pele possui especificidades bioldgicas, funcionais e estruturais que justificam
a busca por formulagdes especificas. De maneira geral, se caracteriza por possuir
um numero maior de melanossomas (Brown-Korsah et al., 2022); estrato corneo
com mais camadas de células e mais compacto devido a maior coesao intercelular
(Alchorne; Abreu, 2008); maior perda de agua transepidermal (Transepidermal Water
Loss — TEWL) (Sugino; Imokawa; Maibach, 1993); maior quantidade de fibroblastos,
dimensionalmente maiores e hiperativos (Girardeau-Hubert et al., 2009) e maior
produgao de sebo (Alchorne; Abreu, 2008).

Diante do cenario apresentado, € importante destacar a necessidade e a
relevancia de pesquisas no setor de inovagdo cosmeética, buscando produtos que
atendam as novas exigéncias dos consumidores e que apresentem um perfil de
seguranga adequado (Infante; Melo; Maia Campos, 2018).

Outro fato relevante para o setor foi a proibicdo da utilizagdo de animais na
pesquisa e desenvolvimento de cosméticos, levando a busca por metodologias in
vitro, consideradas alternativas e que possam demonstrar a seguranga e a eficacia

das formulagdes (Barthe et al., 2021), merecendo destaque os testes com cultura de
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células 2D e 3D (Langhans, 2008), bioensaios empregando organismos
invertebrados, plantas, algas e microrganismos (Hassan et al., 2016) e a utilizagao
crescente da engenharia de tecidos, representada pelos érgaos-em-chip (Filaire et
al., 2022), bioimpressao 3D (Soman; Vijayavenkataraman, 2020) e modelos de pele
artificiais produzidos em laboratério (Nabarretti et al., 2022).

A busca por cosméticos que empreguem matérias-primas vegetais na sua
composicdo gera um desafio farmacotécnico, devido a baixa estabilidade
(degradacgdes fisica e quimica) e solubilidade dessas matérias-primas (Dewi et al.,
2022). Nesse sentido, as formulagbes cosméticas naturais baseadas em
nanotecnologia vém ganhando espacgo nas ultimas décadas, devido ao seu potencial
de reduzir as desvantagens associadas a incorporacdo de matérias-primas vegetais
(Kaul et al., 2018; Mohd-Setapar et al., 2022). Alguns sistemas nanotecnoldgicos
tém sido propostos, principalmente aqueles que sdo biocompativeis, biodegradaveis
e baseados em polimeros, lipideos e nanoemulsdes (Dewi et al., 2022).

As nanoparticulas lipidicas sdo as mais empregadas na obtenc¢ao de produtos
topicos (Jyothi et al., 2022; Kuchler et al., 2009) sendo que, no mercado de
cosmeéticos atual, existem diversos produtos que as empregam. Dentre eles, é
possivel citar: Creme corporal Allure® da Chanel, creme Nanorepair Q10® e creme
Nanovital Q10® da Dr. Rimpler, creme VITAMINA - Masque Creme Fraicheur aux
Fruits® da Isabelle Lancray, sérum Phyto NLC Active Cell Repair® da Sirehemas e
creme Olivenol® da Medipharma (Pareek et al., 2025).

As nanoparticulas lipidicas sao basicamente compostas de lipideos e
surfactantes, com as substancias ativas encapsuladas, incorporadas e/ou adsorvidas
na superficie. Esse grupo compreende as nanoparticulas lipidicas sélidas (NLSs) e
os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNs). A composi¢do do nucleo dessas
nanoparticulas consiste na principal diferenca entre elas, de modo que os CLNs
possuem uma mistura de lipideos liquido e sdlido no nucleo, enquanto as NLSs sao
formadas apenas pelo lipideo sdlido (Viegas et al., 2023).

No que concerne ao desenvolvimento de formulagbes hidratantes, as
nanoparticulas lipidicas possuem uma fungao peculiar de formacao de filme oclusivo
sobre o estrato corneo (Gupta et al., 2013; Wissing; Mduller, 2002), demonstrada in
vitro e in vivo (Montenegro et al., 2017), que diminui a TEWL e, consequentemente,

contribui para o aumento da hidratagao da pele (Chauhan et al., 2020).
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A busca por cosméticos naturais reflete no setor da industria, que esta em
crescente demanda pela descoberta de novas matérias-primas. Nesse ambito,
merece destaque o Cannabinoid Active System (CBA®), uma mistura de dois 6leos
vegetais provenientes da biodiversidade brasileira (copaiba — Copaifera officinalis e
maracuja — Passiflora edulis), desenvolvido pela empresa Beraca (atualmente Grupo
Clariant). Essa matéria-prima vegetal tem a proposta de atuagdo canabinoide-like,
ou seja, com capacidade de modulagdo do Sistema Endocanabinoide (ECS)
presente no organismo (Clariant, 2023). Trata-se de uma alternativa natural ao uso
do canabidiol (CBD), um fitocanabinoide isolado de Cannabis sp. com diversas
propriedades medicinais (Pisanti et al., 2017), ja que a legislagcédo sanitaria brasileira
vigente ndo permite a utilizagcdo do CBD em formulagdes cosméticas (Brasil, 2019).

Nos ultimos anos, os Oleos vegetais tém ganhado ainda mais destaque como
matéria-prima para o desenvolvimento de cosméticos (Neto; Batista; Meirelles,
2020). Eles sao obtidos, principalmente, pelo processo de extragao a frio dos graos,
sementes, cereais, frutas e outras partes das plantas (Lima et al., 2021),
apresentando composigao fitoquimica diversa (Masiero et al., 2021; Orchard; Van
Vuuren, 2019), geralmente caracterizada pela maior presenca de acidos graxos
insaturados (Guidoni et al., 2019). De maneira diferente, o 6leo CBA®, por se tratar
de uma mistura do oOleo da resina da copaiba e da semente do maracuja possui,
além dos acidos graxos, uma composi¢ao rica em sesquiterpenos (Clariant, 2023).

Portanto, diante de todo o cenario exposto, o presente trabalho propbe como
objetivo o desenvolvimento de férmulas cosméticas inovadoras (bruma, sérum e
creme faciais), baseadas em nanotecnologia, atreladas aos conceitos de clean
beauty e veganismo, para o cuidado facial da pele negra. Para tanto, CLNs
contendo 6leo CBA® como insumo natural foram desenvolvidos, caracterizados e
avaliados quanto a propriedades biolégicas e toxicologicas in vitro. Ademais, foram
incorporados em formulagbes e, como principal propriedade, foi avaliada a
capacidade de hidratagcao proveniente do mecanismo de formacgao de filme oclusivo
dos mesmos, vislumbrando a restauragdo da fungédo barreira da pele negra, com

sensorial e estabilidade satisfatorios.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PELE

2.1.1 Estrutura da pele

A pele humana € composta por diversos tecidos que juntos desempenham a
funcdo de manter as condigdes internas do corpo (homeostase), além de proteger o
organismo contra danos externos. E composta por trés camadas distintas: epiderme,
derme e hipoderme (Hofmann et al., 2023).

A epiderme é a camada mais superficial que interage com o meio ambiente.
Ela é responsavel por criar uma barreira eficaz contra toxinas, patdégenos e
desidratagdo, sendo constituida por 4 subcamadas (estratos) nomeadas como:
estratos corneo, granuloso, espinhoso e basal (Salvioni et al.,, 2021). Os
queratinécitos sao o principal tipo celular encontrado na epiderme, porém
melandcitos, células de Merkel e de Langerhans também estao presentes (Hofmann
et al., 2023).

Os queratinécitos em diferentes estagios de maturacédo produzem diversos
tipos de queratinas, que fornecem suporte estrutural e desempenham papel
importante na viabilidade celular e nas vias de sinalizagdo associadas com a sintese
de proteinas, crescimento e diferenciacdo celular (Hofmann et al., 2023). Os
cornedcitos sao queratinocitos diferenciados, caracterizados por serem células
mortas anucleadas, compactados com queratinas e rodeados por uma estrutura
polimérica resistente, chamada de envelope celular cornificado, que possui
composicao lipoprotéica. Eles constituem o estrato mais externo da epiderme
(estrato corneo) responsavel pela protecdo contra a TEWL (fungdo barreira do
estrato cérneo) (Kahraman et al., 2019), sendo considerado um estrato lipofilico
(somente 15% de agua), enquanto os outros estratos, que compdem a epiderme
viavel exibem um carater mais hidrofilico (75% de agua) (Salvioni et al., 2021).

A derme é a camada da pele responsavel principalmente pela
termorregulagao, através do controle de suprimento sanguineo, fornecendo sangue
rico em oxigénio para a epiderme, bem como removendo produtos residuais dessa

camada (Hofmann et al., 2023). E composta principalmente por fibroblastos, um
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reticulo de colageno e fibras de elastina em uma matriz proteoglicana. Trata-se de
uma camada mais heterogénea que a epiderme e se assemelha a uma rede
complexa, que compreende tecido conectivo, vasos sanguineos, terminacdes
nervosas, foliculos pilosos e glandulas. O colageno e a elastina conferem forga e
flexibilidade a pele, enquanto proteoglicanos como o acido hialurénico contribuem
para a hidratagdo e a viscosidade do tecido (Meléndez-Martinez; Stinco; Mapelli-
Brahm, 2019). As fibronectinas possuem papel essencial na cicatrizacao de feridas e
estdo envolvidas na adesédo, crescimento, migracdo e diferenciacdo celular. Além
disso, é importante ressaltar que a maioria das células imunocompetentes da pele,
como células dendriticas, macréfagos, eosindfilos, neutréfilos, linfécitos B e T, séo
encontradas na derme. Tais células desempenham papel importante na prevengao
de infecgdes e reconstrucao do tecido danificado (Hofmann et al., 2023).

A hipoderme, também conhecida como camada subcuténea, consiste
basicamente em tecido conjuntivo frouxo, que isola e protege a pele (Hofmann et al.,
2023). O tecido é rico em proteoglicanos e glicosaminoglicanos, substancias que
atraem fluidos para essa camada e conferem propriedades semelhantes a mucosa.
Os tipos celulares encontrados sao fibroblastos, adipdcitos e macréfagos. A gordura
€ armazenada na forma de grandes goticulas de lipideos dentro de adipdcitos
maduros e funciona como uma reserva de energia para o corpo, além da funcao de
isolamento térmico e protec&o contra os choques mecanicos (Wong et al., 2016).

Na Figura 1 tem-se um esquema representativo das camadas da pele,

destacando a epiderme e o estrato cérneo.
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Figura 1 — Representagcdo esquematica das camadas da pele humana
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Fonte: Adaptado de Salvioni et al. (2021).
A: Pele. B: Epiderme. C: Estrato corneo.

2.1.2 Propriedades e fungodes da pele

O pH (potencial de hidrogénio i6nico) fisiolégico da superficie da pele (estrato
cérneo) na maior parte das regides do corpo humano é acido (faixa 4,1-5,8). Na
face, por exemplo, é possivel encontrar areas com valores maiores de pH, como o
queixo (pH 5,6) e areas com valores menores, como a testa (pH 4,4) e a palpebra
superior (pH 4,6). Ja outras regides do corpo como axilas, virilha e &nus possuem
valores de pH entre 6,1 e 7,4. A manutencao do carater acido da pele possui relagao
direta com a sua microbiota, de modo que um aumento no valor de pH favorece a
ocorréncia de infecgdes, reacbes eczematosas e doencas inflamatérias (Proksch,
2018).

O pH acido da pele também esta relacionado com a funcéo barreira do estrato
corneo. Na presenca de pH neutro, a matriz lamelar lipidica intercelular perde a
capacidade de formacéao eficaz de uma funcgao barreira, pois ocorre uma diminuigao
da atividade da enzima beta-glucocerebrosidase (responsavel pela formacado de
ceramidas) e da secrec¢ao lipidica através das camadas celulares basais (Kahraman
et al., 2019). Somado a isso, o processo de regeneracao dessa barreira ocorre em
um ambiente acido, enquanto na presenca de pH neutro, o processo de regeneragao
€ mais lento (Proksch, 2018).

A protecdo natural contra a radiagdo ultravioleta (UV) é outra fungéo

importante da pele, sendo o grau de penetragcdo da luz na pele dependente do
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comprimento de onda. Dessa forma, quanto maior o comprimento de onda (e menor
a energia da radiagdo) mais profunda € a penetragdo (Abdo; Sopko; Milner, 2020).
Tal protecao esta relacionada com o pigmento melanina, sintetizado nos melandcitos
(células presentes nas camadas basal e suprabasal da epiderme) em resposta a
producdo do hormdnio alfa-melandcito estimulante ou melanocortina (MSH), apés a
exposicao da pele a radiagdo UV. Dois tipos diferentes de pigmento de melanina séo
produzidos, a eumelanina e a feomelanina, que diferem na cor e na via de
biossintese (Horrell; Boulanger; D’Orazio, 2016). A protegao artificial contra a luz
ultravioleta (UVA: 320-400 nm e UVB: 280-320 nm) esta relacionada a prevengéo de
lesdes de diferentes gravidades, incluindo queimaduras solares, imunossupressao,
fotocarcinogénese e fotoenvelhecimento (Abdo; Sopko; Milner, 2020).

Outra funcdo de destaque é a sintese de vitamina D. A epiderme é
considerada a maior fonte de vitamina D para os seres humanos, sendo que a
radiacdo UV (especificamente UVB) através da quebra do anel B permite a
conversao do 7-desidrocolesterol em pré-vitamina D3, que se isomeriza a vitamina
D3. Posteriormente, a vitamina D3 sofre uma primeira hidroxilagdo no figado
originando a 25-hidroxivitamina D, seguido por uma segunda hidroxilagdo nos rins,
com consequente formacgao da 1,25-dihidroxivitamina D (forma ativa) (Abdo; Sopko;
Milner, 2020). O 7-desidrocolesterol esta presente na membrana plasmatica dos
queratinécitos basais e suprabasais e nos fibroblastos dérmicos. Além disso, os
queratinécitos possuem enzimas que catalisam a conversdo da vitamina D na sua
forma ativa, a 1,25-dihidroxivitamina D (Meléndez-Martinez; Stinco; Mapelli-Brahm,
2019).

A pele recebe, processa e transmite informagdées ambientais a partir de
multiplos receptores, possuindo fungdo sensorial. Entre os queratindcitos basais na
epiderme estdo as células de Merkle. Essas células mecanorreceptoras de
adaptacao lenta detectam o toque leve, assim como caracteristicas como curvatura
e borda. Os axdnios mielinizados perdem a sua bainha de mielina, penetram na
lamina basal e ramificam para suprir até 50 células de Merkle, sendo a possivel
comunicagcdo entre esses dois tipos celulares mediada por receptores alfa-
adrenérgicos em sinapses excitatorias (Hoffman et al., 2018). Dois tipos de
receptores sensoriais sdo encontrados na derme: terminagdes nervosas livres (para

nocicepgdo e sensagao térmica) e mecanorreceptores capsulados, como o0s
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corpusculos de Meissner, que detectam o toque em movimento e os corpusculos de
Pacini, que captam a vibragao e o toque breve (Feito et al., 2018).

As propriedades da pele, relacionadas diretamente com as suas fungdes, sao
dependentes de multiplos aspectos, conforme apresentado na Figura 2. Alguns dos
fatores relacionados ao individuo sdo congénitos. Dentre eles, a etnia e o género

possuem menor influéncia nas propriedades da pele (Dabrowska et al., 2017).

Figura 2 — Esquema dos principais fatores que influenciam nas propriedades da pele
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Fonte: Adaptado de Dabrowska et al. (2017).
TEWL: Perda de agua transepidermal (do inglés, Transepidermal Water Loss).

2.1.3 Pele negra

Do ponto de vista de cor ou raga, a populacdo brasileira se divide em:
brancos, pretos, pardos, amarelos e indigenas. Devido a sua caracteristica de
miscigenagao, prevalece o critério de autodeclaragdo para fins estatisticos
(Alchorne; Abreu, 2008). Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) provenientes da Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios
(PNAD) continua, 56,1% da populagédo se autodeclara como preta e parda no pais
(IBGE, 2021).
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Ndo ha um consenso internacional para a definicdo de pele negra. Na
tentativa de realizar uma uniformizagdo, a Dermatologia utiliza um sistema de
classificagdo de fototipos de pele, denominada classificagdo de Fitzpatrick
(Fitzpatrick, 1988). Ela € baseada na resposta da pele frente a exposigcédo a radiagao
UV solar através da queimadura e do bronzeamento (Leme, 2023). Os fototipos
foram divididos de | a VI, sendo o fototipo VI classificado como pele negra (Quadro
1). Entretanto, mesmo essa classificacdo tem controvérsias, pois os fototipos de pele

nem sempre apresentam correlagao linear com a cor da pele (Gupta; Sharma, 2019).

Quadro 1 — Classificagao de Fitzpatrick dos fototipos de pele baseada em tendéncia

auto-referida de queimaduras solares e bronzeamento

Fototipo de pele Reacgao da pele

I Sempre queima, nunca bronzeia
Il Usualmente queima, se bronzeia menos que a média
I As vezes se queima, se bronzeia igual a média

v Raramente se queima, se bronzeia mais que a média
\% Pele morena
Vi Pele negra

Fonte: Fitzpatrick (1988).

A pele negra possui algumas peculiaridades bioldgicas, funcionais e
estruturais em relagdo aos outros tipos de pele. A quantidade de melanina na
epiderme é maior, porém sem diferenga no numero de melandcitos. Na pele negra,
0s melanossomas sao maiores, ndo agregados, com numero aumentado na camada
basal e distribuidos por todas as camadas da epiderme (Alchorne; Abreu, 2008;
Brown-Korsah et al., 2022). Os melanossomas sao organelas celulares encontradas
nos melandcitos, onde a melanina é sintetizada a partir do aminoacido tirosina. Eles
se comunicam com os queratindcitos para que a melanina seja transferida e exerga
sua fungdo de protegdo contra a radiagdo UV (Moreiras; Seabra; Barral, 2021). O
conteudo de melanina oferece um fator de protecao solar (FPS) natural de 13,4 para
a pele negra (Alchorne; Abreu, 2008).

O estrato corneo na pele negra possui mais camadas de células do que na
pele branca, porém é mais compacto devido a maior coesao intracelular (Alchorne;
Abreu, 2008). Na literatura ainda ndo ha um consenso sobre o impacto das
diferengas de raga na fungéo barreira do estrato cérneo (Brown-Korsah et al., 2022),

porém a pele negra possui menos lipideos e ceramidas (Jungersted et al., 2010) e,
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segundo Sugino, Imokawa e Maibach (1993), esses niveis se relacionam de maneira
inversamente proporcional com a TEWL, maior na pele negra do que na pele branca,
e diretamente proporcional a quantidade de agua, menor na pele negra.

Em relacdo a derme, os fibroblastos sdo maiores, bi ou multinucleados, em
maior quantidade e hiperativos, o que aumenta a propensio ao desenvolvimento de
queloides. Além disso, ha redugao na atividade da enzima colagenase (Girardeau-
Hubert et al., 2009).

De acordo com Brown-Korsah e colaboradores (2022), as evidéncias na
literatura ndo sdo conclusivas quanto a atividade das glandulas sebaceas e a
producao de sebo. Todavia, existe relato de que as glandulas sudoriparas apdcrinas
sao maiores, mais numerosas e produzem maior quantidade de secreg¢ao na pele
negra e, embora ndo exista diferenga no numero de glandulas sebaceas na pele
negra, elas sdo maiores e produzem maior quantidade de sebo (Alchorne; Abreu,
2008).

Quanto aos foliculos pilosos, o numero total de foliculos terminais nos
individuos negros € menor em comparagdo aos individuos de pele branca
(Franbourg et al., 2003), além disso sdo curvados em forma espiral e possuem
poucas fibras elasticas ancorantes na derme (Alchorne; Abreu, 2008).

Tais especificidades reportadas para a pele negra estao relacionadas com os
tipos mais frequentes de dermatoses encontrados nesse tipo de pele, como as
discromias, com alta incidéncia de hiperpigmentacao perioral (Nijhawan; Alexis,
2011), hiperpigmentacao pos-inflamatéria (Davis; Callender, 2010) e o melasma
(Nijhawan; Alexis, 2011), além da maior propensdao ao desenvolvimento da acne
(Alchorne; Abreu, 2008).

2.2 DESENVOLVIMENTO DE COSMETICOS

De acordo com a ANVISA (2015):

Os produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes sdo definidos
como preparagdes constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de
uso externo nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema capilar,
unhas, labios, 6érgaos genitais externas, 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.
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Além da definicao anteriormente apresentada, também podem ser produtos
multifuncionais que visam oferecer diversos beneficios para a saude da pele, além
daqueles oferecidos pelos cosméticos simples, sendo nomeados como
cosmecéuticos (Khater et al., 2021). Eles sdo formulados a partir de ingredientes
bioativos naturais ou sintéticos, incluindo matéria-prima vegetal, vitaminas,
antioxidantes, hidroxiacidos, peptideos e outros (Martin; Glaser, 2011) e s&o
considerados um nicho entre os produtos farmacéuticos e os cosméticos (Kaul et al.,
2018).

Os cosméticos representam um setor crescente na industria, principalmente
os produtos de cuidados com a pele relacionados a hidratagdo, ao combate ao
fotoenvelhecimento, a hiperpigmentacdo, as rugas, além de outras aplicagdes
(Khater et al., 2021). O conceito de cuidados com a pele (skin care) engloba a
limpeza, o perfume, o efeito calmante, a mudanca de aparéncia e a protegao da
pele; a alteracdo de odor do corpo; a manutencdo do estado da pele em boa
condicao; a melhora e a restauragao da fungao barreira da pele e da sua integridade
(Surber; Kottner, 2017). Os produtos para cuidados com a pele possuem
funcionalidades variaveis, desde monofuncionais, como o0s cremes para a
restauracdo de funcido barreira da pele até os polifuncionais, a exemplo dos
produtos de limpeza calmantes e restauradores da pele (Kouassi; Grisel; Gore,
2022).

O processo de desenvolvimento de formulacbes cosméticas para o cuidado
com a pele envolve uma pesquisa detalhada e uma selecéo criteriosa das matérias-
primas (Penachin et al., 2022). Nessa etapa, algumas propriedades como
estabilidade, pH dos insumos ativos, possiveis interacdes entre os ingredientes,
caracteristicas sensoriais e selecdo de matérias-primas biocompativeis de acordo
com o tipo de pele, devem ser levadas em consideragao (Calixto; Campos, 2017).

Um produto eficaz para o cuidado da pele contém um ou mais insumos ativos
(por exemplo: antioxidantes, hidratantes, inibidores de melanina, antimicrobianos e
anti-inflamatérios) que sdo incorporados em diferentes veiculos, como gel, creme,
sérum, logao, entre outros (Surber; Kottner, 2017). Dentre tais insumos pode-se citar
as vitaminas A, C e E, os minerais selénio, zinco e cobre, os acidos graxos poli-
insaturados 6mega 3 e 6, além dos polifendis e carotenoides. Essas substancias
bioativas podem atuar restaurando e protegendo a fungédo barreira da pele,

protegendo contra os fatores externos e os danos induzidos pela inflamagao. Além
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disso, os antioxidantes atuam na captacdo das espécies reativas de oxigénio,
diminuindo o dano oxidativo e desempenham papel importante no combate ao
envelhecimento da pele (Michalak et al., 2021).

No processo de desenvolvimento de cosméticos diferentes tecnologias podem
ser utilizadas, sendo importante destacar o emprego de microemulsdes,
nanoemulsdes, nanoparticulas e lipossomas, com o objetivo principal de obter uma
entrega mais eficaz dos componentes ativos no sitio alvo (epiderme, derme) a fim de
potencializar os beneficios esperados, assim como melhorar a estabilidade desses
componentes ativos na formulacdo final (Das et al., 2020), uma vez que séo
geralmente sensiveis a diferentes fatores externos como luz, temperatura, oxigénio e
pH (Kouassi; Grisel; Gore, 2022).

2.2.1 Férmulas para hidratagao da pele

A funcdo barreira da pele reside no estrato cérneo, de modo que os
corneadcitos sao rapidamente e continuamente renovados para manter a hidratagcéao e
a flexibilidade da pele, assim como a integridade estrutural e o reparo da pele
danificada (Kahraman et al., 2019). Uma barreira cutanea disfuncional leva ao
ressecamento da pele e pode ser causada por diversos fatores, dentre eles:
predisposi¢cao genética, patologias (eczema e psoriase, por exemplo), agressdes
ocasionadas por condicbes ambientais oriundas do sol, vento ou ar-condicionado,
exposicao frequente a agentes quimicos, como sabdes e detergentes, utilizacdo de
medicamentos e envelhecimento (Barnes et al., 2021).

A pele seca apresenta processo de descamacdo defeituoso, onde os
corneocitos sdo eliminados na forma de escamas visiveis, ocasionando textura
aspera (cosmeticamente nao atrativa) e com excessiva TEWL (Elias, 2005; Verdier-
Sévrain; Bonté, 2007). Como consequéncia, esse tipo de pele € incapaz de ligar e
reter a agua de maneira eficiente, o que favorece a penetragdo de irritantes,
alérgenos e microrganismos, gerando desconforto, coceira, irritagdo visivel e
vermelhiddo (Umehara et al., 2021). Dessa forma, é importante a protegdo eficaz
tanto da pele saudavel quanto da seca, a fim de preservar e/ou restaurar suas

integridades funcional e estrutural (Verdier-sévrain; Bonté, 2007).
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Os produtos cosméticos utilizados para a hidratacdo da pele atuam por
diferentes mecanismos, sao eles: umectacido, emoliéncia, oclusdo e hidratagao ativa
(Barnes et al.,, 2021; Souza et al.,, 2018). Os cosméticos umectantes penetram
facilmente no estrato corneo e atuam como “esponjas biolégicas” na atracédo e
retencdo da agua na pele, seja pelo deslocamento de agua da derme para epiderme
ou do ambiente, quando a umidade atmosférica € maior que 80% (Barnes et al.,
2021). Sao substancias higroscopicas que se comportam de maneira simular ao
fator de hidratagcédo natural da pele (Spada; Barnes; Greive, 2018).

Os cosméticos que atuam por emoliéncia simulam a bicamada intracelular do
estrato corneo. Eles melhoram a sensacao da pele preenchendo os espacgos entre
os cornedcitos e fornecem sensacdo de deslizamento da pele ou lubricidade,
gerando suavidade e plasticidade na pele. Alguns emolientes comuns incluem os
acidos graxos essenciais (acidos linoleico, estearico e oleico, por exemplo) (Barnes
et al., 2021).

No processo de hidratac&o ativa, as substancias atravessam o estrato cornéo
e se ligam a moléculas de agua dessa camada, diminuindo a TEWL. Para exercer tal
agao, os cosméticos hidratantes que atuem por esse mecanismo devem empregar
substancias que possuem caracteristicas fisico-quimicas que permitem permear o
estrato corneo (Souza, 2018).

Por fim, os cosméticos ocludentes agem como sebo e lipideos naturais
encontrados na pele. Eles reduzem a TEWL através da formacgao de uma pelicula de
barreira hidrofébica sobre a superficie da pele para prevenir a evaporagao da agua a
partir do estrato corneo, retendo a agua nas camadas superiores da pele. Algumas
substancias ocludentes comuns incluem parafina e vaselina branca, lanolina,
silicones, ceras e os Oleos vegetais (Pavlou et al., 2021). Dentre as desvantagens
mais comuns dos oclusores pode-se citar a sensagado gordurosa, a alergenicidade
potencial e o odor (Barnes et al., 2021).

Na Figura 3 € apresentado um esquema ilustrativo que resume alguns dos

mecanismos de hidratacado da pele abordados anteriormente.
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Figura 3 — Esquema ilustrativo dos principais mecanismos de agdo dos cosméticos

hidratantes

.[ Umectante ] [ Emoliente ] [ Ocludente ]
.‘. ®

intercelulares

Fonte: Adaptado de Barnes et al. (2021).

Nos ultimos anos, foi demostrado também um novo mecanismo pelo qual
alguns cosméticos aumentam o grau de hidratagdo da pele, especificamente
desencadeado pelo emprego de ceramidas, que agem adicionando lipideos que
mimetizam os lipideos do estrato corneo. As ceramidas representam os principais
lipideos do estrato cérneo (30-40%) e desempenham papel importante na fungéo
barreira da epiderme, sendo que alteragbes na composicdo das ceramidas do
estrato corneo resultam em desordens da pele com defeito na sua fungao barreira,
como ocorre na dermatite atdpica, psoriase e ictiose (Bzioueche et al., 2023;
Kahraman et al., 2019).

2.2.2 Tendéncias mercadolégicas

No cenario de representatividade do setor de cosméticos na industria
brasileira e internacional, o Brasil representa o quarto maior mercado consumidor do
mundo, segundo dados apresentados no relatério da Associagdo Brasileira da
Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC, 2023). Além
desse aspecto econdmico, o mercado de cosmeéticos tem uma representatividade
muito maior, pois define geragdes e contribui na compreenséo da histéria individual
de cada um sob uma perspectiva de beleza e aceitagdo social (Infante; Melo;
Campos, 2018).
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A pesquisa e o desenvolvimento de produtos cosméticos estao atrelados as
modificacdes da sociedade. Mais do que consumidores, as pessoas estdo buscando
cada vez mais produtos que expressam a sua individualidade. Ha mais de 1 século,
a industria de cosméticos é responsavel pelo desenvolvimento destes produtos para
atender consumidores com diferentes necessidades (Infante; Melo; Campos, 2018).

Dentro desse cenario, € importante destacar que a pandemia de COVID-19
gerou mudancas em relacdo ao perfii de consumo dos individuos, que
desenvolveram uma consciéncia de que a beleza do corpo esta ligada ao bem-estar,
tanto externo quanto interno. Como resultado, a preferéncia para os produtos de
cuidados com a pele tem aumentado e diminuido a busca por produtos de
maquiagem (Dini; Laneri, 2021).

Consoante os dados do relatério anual do Cosmetica Italia (2020), a partir de
2020, o setor de beleza e cuidados com a pele teve que se reinventar para
responder rapidamente as novas necessidades do mercado. O maior desafio
estabelecido com tais mudancgas é encontrar um ponto de equilibrio entre o “natural”
e a “quimica do produto cosmético”. Segundo esse relatorio, as palavras-chave
futuras no setor de cosméticos séo “sustentabilidade”, “natural/orgénico”, “cuidado”,
“ética”, “e-commerce”, “beleza social”, “personalizagdo” e “seguranga”.

A utilizagdo de cosméticos naturais tem crescido drasticamente,
principalmente devido aos efeitos adversos dos compostos sintéticos na saude e no
meio ambiente (Mohd-Setapar et al., 2022). Um cosmético pode ser nomeado como
natural quando a sua formulagdo possui ingredientes de origem natural e nao
insumos analogos quimicamente produzidos em laboratorio. Entretanto, ndo existe
ainda uma definicdo na legislacdo da porcentagem minima de ingredientes naturais
requeridos (Bozza et al., 2022). E importante destacar que existem diferengas entre
0s cosméticos naturais, sendo importante distinguir entre ingrediente natural e
ingrediente naturalmente derivado (Dini; Laneri, 2021).

Entende-se por ingrediente natural, as substancias quimicas nao processadas
ou processadas por meios mecanicos, manuais, gravitacionais, com solventes
naturalmente derivados, dissolugdo em agua e vapor, aquecimento para remogéao da
agua, flutuagdo e extragao do ar por qualquer meio. Ja a definicdo de ingredientes
derivados naturalmente, engloba: (i) qualquer componente derivado dos reinos
mineral, vegetal ou animal e de microrganismos, cuja matéria-prima tenha sido

processada quimicamente; (ii) qualquer substancia cujo material base é de origem
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vegetal, mineral, animal ou microbiana tratado quimicamente e misturado com outros
ingredientes; e (iii) ingredientes gerados a partir de uma matéria-prima vegetal e
biomanufaturada por processos como saponificagdo, fermentagdo, condensagao ou
esterificacdo, com o objetivo de facilitar a criacdo de ingredientes eficientes,
econdmicos, sustentaveis ou biodegradaveis. Vale ressaltar que o petroleo e os
ingredientes derivados do petréleo ndo englobam o conceito de ingredientes
derivados naturalmente (Lourenco-Lopes et al., 2020). De maneira complementar, é
interessante que o produto seja fabricado de uma maneira ecologicamente
sustentavel, através de métodos de processamento que respeitem a natureza (Dini;
Laneri, 2021; Mohd-Setapar et al., 2022).

No Brasil e no mundo nao existe, até o momento, regulamentacgéao oficial que
diferencie os cosmeéticos naturais, organicos ou com conceito vegano (Flor; Mazin;
Ferreira, 2019; Kalil et al., 2022). Eles sdo categorizados dentro do mercado
cosmético de acordo com os seus ingredientes funcionais e excipientes com as
porcentagens permitidas n&o quantificadas. Dessa forma, a identificacdo dos
produtos é realizada por meio de selos fornecidos por empresas certificadoras
(Bozza et al., 2022). No cenario brasileiro, pode-se citar o Selo Vegano Brasileiro
(SBV) e o Instituto Biodindmico de Desenvolvimento Rural (IBD) (Flor; Mazin;
Ferreira, 2019; Kalil et al., 2022).

Na Europa, existem organismos de certificagdo privados que fornecem
padrbes para cosméticos naturais e organicos em diversos paises. Nos ultimos
anos, a harmonizagcdo desses variados padrdes nacionais originou o COSMetics
Organic Standard (COSMOS), que atualmente ¢é aceito como um padrao
internacional para cosméticos naturais e organicos. Para o desenvolvimento de
cosmeéticos que atendam ao padrao COSMOS, varias exigéncias relacionadas a
origem dos insumos, ao processo produtivo e a sustentabilidade de toda a cadeia
devem ser atingidos (Bozza et al., 2022). Segundo este padréo, pelo menos 95%
dos ingredientes fisicamente processados de origem agricola devem ser organicos.
Por fim, pelo menos 20% do produto total deve conter ingredientes orgéanicos, exceto
alguns tipos especificos de produtos, como o0s enxaguantes, aquosos nhao
emulsionados ou com alto teor de conteudo mineral (maior ou igual a 80%). Para tais
produtos, € exigido o minimo de 10% de ingredientes orgénicos (COSMOS, 2020).

A The International Natural and Organic Cosmetic Association (NATRUE) é

outra certificadora para cosméticos naturais e organicos, criada na Europa em 2007
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como associacao internacional sem fins lucrativos, com a finalidade de padronizar o
desenvolvimento de cosméticos naturais e organicos internacionalmente (Bozza et
al., 2022). O padrao NATRUE se refere a Quimica Verde e avalia o processo de
producado e embalagem, além da origem dos ingredientes. Os produtos cosméticos
organicos com certificado NATRUE possuem, no minimo, 95% de substancias
naturais e substancias derivadas naturalmente com certificagdo de agricultura
organica ou que provenha de colegdes silvestres certificadas por autoridade
competente (NATRUE, 2021).

Outra tendéncia observada no mercado de cosméticos é a busca por férmulas
veganas (Lee; Kwon, 2022). Para as entidades certificadoras, a definicdo de
cosmético vegano € aquele que nao é testado em animal e cuja composigdo nao
inclui matérias-primas de origem animal ou que tenham sido testadas em animais
(cruelty-free). Dentre as certificadoras para cosmeéticos veganos, destacam-se as
italianas Environmental Ethical Certification (ICEA), VEGAN e VEGANOK, que nao
sdo especificas para o setor de cosméticos, ambas abrangendo o setor alimenticio
e, no caso da ultima, o setor téxtil (Bozza et al., 2022).

Os cosmeéticos clean beauty representam outro nicho desse novo mercado e
referem-se aos produtos que ndao contenham ingredientes sobre os quais néo se
conhece o impacto no organismo humano ou seu potencial dano ambiental. A
tendéncia clean beauty busca cada vez mais cosméticos naturais, com foco na
reducido de impactos ambientais e priorizando a sustentabilidade. Dessa forma, faz-
se necessario pensar em toda a cadeia de producéo, distribuicdo, venda e descarte

de residuos, que devem estar atrelados ao conceito (Kalil et al., 2022).

2.2.3 Aspectos regulatoérios: estabilidade e controle de qualidade

Um cosmético é definido como estavel quando possui a capacidade de
manter as caracteristicas e propriedades desde a sua fabricacdo até o prazo final da
sua utilizacdo. Essas propriedades nédo sao resultantes do acaso, mas de um
desenvolvimento racional da formulacdo e podem ser classificadas como quimicas,
fisicas, microbiologicas, toxicolégicas e de funcionalidade (Maia, 2002).

O estudo de estabilidade de produtos cosméticos gera informagdes sobre o

grau de estabilidade relativa de um produto em diferentes condigcbes desde a sua
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fabricacdo até o seu prazo de validade. Ele contribui no conhecimento do produto
que estd sendo desenvolvido (formulacdo e material de acondicionamento
adequado), gerando informacdes para o aperfeicoamento das formulagdes, para a
definicho do prazo de validade e para o monitoramento de propriedades
organolépticas, fisico-quimicas e microbiologicas (Brasil, 2004).

Cada componente da formulacéo (excipiente ou ativo) pode impactar na
estabilidade dela. Da mesma forma, variaveis relacionadas ao processo de
fabricacdo, as condigdes ambientais e de transporte e ao material de
armazenamento também podem influenciar na estabilidade do produto. As
alteragdes que podem surgir em uma formulagdo cosmética sao classificadas como
extrinsecas (determinadas por fatores externos) ou intrinsecas (determinadas por
fatores inerentes a formulagao) (Brasil, 2004). Dentre os fatores externos, pode-se
citar: tempo, temperatura, luz, oxigénio, umidade, material de acondicionamento,
microrganismos e vibragdo. Por sua vez, dentre os fatores intrinsecos estdo as
incompatibilidades fisica e quimica, sendo essa Uultima representada pelo pH,
reacgdes de Oxido-reducgao e hidrdlise, interagcdo entre os ingredientes da formulagao
e interacédo entre os ingredientes da formulagdo e o material de acondicionamento
(Santos; Bender, 2022).

Durante o desenvolvimento do estudo de estabilidade, os parametros que
serdo avaliados dependem das caracteristicas da formulagdo desenvolvida, porém,
de uma maneira geral, sdo classificados em: organolépticos (aspecto, cor, odor e
sabor, quando aplicavel), fisico-quimicos (pH, viscosidade, densidade e, em algumas
situagdes, o acompanhamento dos ingredientes da formulagado) e microbioldgicos
(contagem microbiana e teste de desafio do sistema conservante) (Brasil, 2004).

Uma vez que as formulagbes foram definidas, os ensaios de controle de
qualidade dos produtos cosméticos sao importantes para assegurar requisitos pré-
estabelecidos para os produtos, através de um conjunto de testes adequados para
cada forma farmacéutica desenvolvida (Brasil, 2008).

O Guia de Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos da ANVISA
estabelece os ensaios requeridos para as diversas formas farmacéuticas, possuindo
um compilado de informacgdes utilizadas para a selegcao dos ensaios, 0s principios de
cada um deles e quais s&o as metodologias recomendadas de acordo com as

caracteristicas do produto em analise (Brasil, 2008).
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E importante destacar ainda que, durante a definicdo dos ensaios a serem
realizados para cada forma farmacéutica, a classificagdo do produto cosmético (grau
| ou Il) deve ser avaliada. Entende-se como cosméticos grau | aqueles que possuem
caracteristicas basicas ou elementares, cuja comprovagdo ndo seja necessaria e
que nao requerem particularidades quanto ao modo de utilizacdo e restricbes de
uso. Ja os cosméticos grau Il possuem indicagcbes especificas, ou seja, suas
caracteristicas intrinsecas exigem comprovacao de seguranga e/ou eficacia, assim
como informagdes de cuidado, modo e restricdo de uso (Brasil, 2015; Ferreira et al.,
2022).

2.3 BIODIVERSIDADE BRASILEIRA E OS OLEOS VEGETAIS

Os oOleos vegetais tém ganhado importancia notoria no mercado mundial.
Inicialmente utilizados apenas na nutricdo humana, os estudos mais aprofundados
desses insumos, levando a uma caracterizagdo quimica mais detalhada, ampliaram
as possibilidades de utilizagdo. Assim sendo, hoje sdo vistos como matéria-prima
essencial no desenvolvimento de cosméticos, o que coloca o Brasil em posigao
privilegiada, uma vez que o pais possui vasta biodiversidade (Neto; Batista;
Meirelles, 2020), destacando-se, por exemplo, a utilizagdo dos 6leos de macauba,
coco e pracaxi (Souza et al., 2022). Vale ressaltar também que a regido Amazonica
€ rica em plantas oleaginosas, cujos Oleos geralmente ndo sao investigados. Dentre
as espécies que merecem destaque, devido ao alto conteudo de dleo, estdo: acai
(Euterpe oleracea Mart.), andiroba (Carapa guianensis Aubl.), babacgu (Attalea
speciosa Mart.), buriti (Mauritia flexuosa L.f.), copaiba (Copaifera officinalis L.),
cumaru (Dipteryx odorata Aubl.), pataua (Oenocarpus bataua Mart.), pequi (Caryocar
brasiliense Cambess.), pracaxi (Pentaclethra macroloba Willd.) e tucuma
(Astrocaryum vulgare Mart.) (Narvaez et al., 2022).

A utilizagdo sustentavel de O6leos vegetais provenientes da biodiversidade
brasileira contribui no estimulo da autonomia nacional no que se refere ao
desenvolvimento e producdo de cosméticos, bem como incentiva a economia e as
comunidades produtoras locais (Souza et al., 2022). De maneira complementar, a

elaboragcdo de férmulas com essa matéria-prima vai ao encontro das novas
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tendéncias do mercado de cosméticos, onde a busca por cosméticos naturais é cada
vez maior (Bozza et al., 2021).

Os Oleos vegetais sao obtidos por extracdo a frio dos graos, sementes,
cereais, frutas e outras partes das plantas (Lima et al., 2021). Outros métodos de
obtencdo sdo a maceragao, a centrifugagdo ou a extragdo da parte gordurosa da
planta (Orchard; Vuuren, 2019). Sao constituidos, majoritariamente, por triglicerideos
com uma variedade de acidos graxos que diferem no tamanho da cadeia, grau de
saturagdo, posicionamento das ligagdes duplas na cadeia e geometria de cada
ligacdo dupla (isbmeros cis e trans) (Abdulkarim et al., 2007). Além desses,
compostos fendlicos e carotenoides também sédo encontrados (Dario et al., 2018).

De acordo com a presenga ou a auséncia de ligagdes duplas, os acidos
graxos podem ser classificados em saturados, monoinsaturados e poli-insaturados
(Poljsak; Glavac, 2022), sendo os dois ultimos mais susceptiveis a oxidagao,
conferindo uma menor estabilidade para os 6leos vegetais que os contenham. Os
acidos oleico (C18:1), linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3), popularmente
conhecidos como 6mega 9, 6 e 3, respectivamente, sdo os principais acidos graxos
insaturados presentes nos 6leos vegetais (Guidoni et al., 2019).

A diversidade de composicgao fitoquimica é responsavel por conferir a esses
Oleos diferentes propriedades, tais como as ag¢des anti-inflamatdria, antimicrobiana,
antioxidante e cicatrizante (Masiero et al., 2021; Orchard; Van Vuuren, 2019). Do
ponto de vista cosmético, o filme oclusivo formado sobre a pele, que resulta em
diminuicdo da TEWL e maior hidratagdo, € uma propriedade geralmente comum
entre os diferentes 6leos vegetais (Poljsak; Glavac, 2022).

Apesar das potencialidades e do uso crescente, o desenvolvimento de
formulagcdes cosméticas contendo esses Oleos ainda apresenta uma série de
desafios, destacando-se o delineamento das formulas, a estabilidade fisico-quimica

e a demonstracao de eficacia nos testes de performance (Masiero et al., 2021).

2.3.1 Mistura de 6leos vegetais CBA®

Atualmente, no mercado de cosméticos, uma mistura de Oleos vegetais
provenientes da biodiversidade brasileira, principalmente da regido Amazénica, vem

ganhando destaque. E um insumo vegetal desenvolvido e patenteado pela empresa
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Beraca em 2020, recentemente incorporada ao grupo Clariant, uma empresa
multinacional com sede na Suiga. CBA® ¢ a sigla utilizada para tal insumo e significa
Cannabinoid Active System. Trata-se de uma mistura de dois 6leos vegetais: o 6leo
de copaiba (Copaifera officinalis) proveniente da resina de copaiba e o 6leo da
semente do maracuja (Passiflora edulis) (Figura 4), com a proposta de atuagéo
canabinoide-like, ou seja, com capacidade de modulacdo do Sistema
Endocanabinoide (ECS, do inglés Endocannabinoid System). Do ponto de vista de
constituicdo fitoquimica, os principais compostos encontrados séo o B-cariofileno, o
a-humuleno (oriundos do 6leo de copaiba) e o acido linoleico, um acido graxo poli-
insaturado oriundo do 6leo de passiflora (Clariant, 2023). As estruturas quimicas das

principais substancias sao apresentadas na Figura 5.

Figura 4 — Arvore da copaiba (Copaifera officinalis) e fruto do maracuja (Passiflora

edulis)

Fonte: Clariant (2023).
A: Arvore da copaiba. B: fruto do maracuija.

Figura 5 — Estruturas quimicas do B-cariofileno e acido linoleico

A B

Fonte: Pubmed Compound (2023).
A: B-cariofileno. B: &cido linoleico.
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O CBA® aparece como uma alternativa natural ao canabidiol (CBD), um
fitocanabinoide isolado a partir de Cannabis sp. que possui diversas propriedades
medicinais (Pisanti et al., 2017), porém cuja utilizacdo na producao de formulacoes
topicas é proibida pela legislagdo sanitaria brasileira vigente (Brasil, 2019). Nesse
contexto, a utilizacdo de canabinoides-like representa um vasto campo de pesquisa
a ser explorado (Cavalli; Dutra, 2021; Gongalves et al.,, 2020a; Gongalves et al.,
2020Db).

No Brasil, atualmente, diferentes produtos cosméticos vém sendo
desenvolvidos com a utilizagdo do CBA®, direcionados principalmente para os
cuidados com a pele (linha skin care) e o cabelo (linha hair care). Dentre as
empresas que desenvolveram produtos com esse insumo desde o seu langamento
em 2020, pode-se destacar: (i) a Simple Organic, que desenvolveu um balm facial
chamado CB2® para a rotina de skin care de peles sensiveis (linha Sensitive Set®);
(i) a Lola Cosmetics, que desenvolveu uma linha hair care para cabelos
quimicamente tratados denominada Danos Vorazes®, compreendendo shampoo
fortificante, booster de recuperacéo imediata, leave in e 6leo reparador; (iii) a Haskell
que lancou uma linha hair care com shampoo, condicionador, ténico capilar,
mascara de tratamento e 6leo multifuncional, que foi chamada de CBA Amazo6nico®;
(iv) a linha hair care CBA Plants® da Portier Cosméticos para alisamento capilar
(shampoo preparatério e creme de realinhamento capilar); e (v) a linha Vou de CBA®
da Griffus, englobando shampoo, multifuncional capilar (condicionador, finalizador e

anti-frizz), mascara, tonico e o6leo capilar (Figura 6) (Santos, 2021).
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Figura 6 — Cosméticos encontrados no mercado contendo CBA®

|
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Fonte: A: Simple Organic (2023). B e E: Santos (2011). C: Lola Cosmetics (2023). D: Portier
Cosmeéticos (2023).
A: Balm facial. B, C e E: Linha para cuidado de cabelos. D: Linha para alisamento capilar.

2.3.1.1 Canabinoides-like

O ECS é composto pelos receptores canabinoides acoplados a proteina G,
seus ligantes enddgenos (endocanabinoides) e enzimas responsaveis pela sintese e
degradacao de canabinoides (Aizpurua-Olaizola et al., 2017). Os receptores mais

caracterizados do ECS sdao CB1 e CB2 (receptores acoplados a proteina G), que
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demonstram diferencas particulares nos mecanismos de sinalizacio, distribuicao
tecidual e sensibilidade a agonistas e antagonistas (Starowicz; Finn, 2017). Os
endocanabinoides s&o lipideos sinalizadores que ativam os receptores
canabinoides. Dentre eles, as moléculas mais conhecidas sdo o 2-araquidonoil
glicerol (2-AG) e a anandamida (N-araquidonoil etanolamina; AEA) (Chen; Mackie,
2020).

Os receptores canabinoides sao descritos em diversos 6rgaos do corpo
humano com potencial para modulagao no tratamento de diversas patologias (Chen;
Mackie, 2020). Na pele, esses receptores ja foram encontrados em queratindcitos
(Meo et al., 2022; Téth et al.,, 2011), fibroblastos (Fede et al., 2016), células de
foliculo capilar, glandulas sebaceas e sudoriparas, neurbnios sensoriais, células
imunes e mastécitos (Correia-Sa et al., 2020; Dobrosi et al., 2018; Stander et al.,
2005; Telek et al., 2007), atuando principalmente nos processos inflamatorio
(Gegotek et al., 2021; Proksch et al., 2019) e de proliferagdo, diferenciacéo e
sobrevivéncia celular (Proksch et al., 2019; Toth et al., 2011).

O termo canabinoide se refere a um vasto grupo de compostos capazes de
modular os receptores canabinoides e, consequentemente, o ECS. Sao divididos em
trés categorias: (i) endogenos, (ii) sintéticos e (iii) fitocanabinoides (Gongalves et al.,
2020b). Nesse ultimo grupo, alguns compostos se destacam, como o A9-
tetrahidrocanabinol (A9-THC), o CBD e o -canabinol. Particularmente, os
fitocanabinoides sao constituintes fendlicos ou terpénicos derivados de Cannabis
sp., porém podem ser encontrados em outras plantas (ndo canabinoides) e ainda
assim induzir propriedades canabinoides-like (ligantes canabimiméticos). As
moléculas canabinoides-like, de origem natural ou sintética, podem atuar como
agonistas ou antagonistas dos receptores e enzimas do ECS. Dentre tais moléculas,
destacam-se os terpenos, os polifendis e os flavonoides, tais como terpineol, citral,
B-cariofileno, terpineno, limonemo, pineno, elemeno, falcarinol, celastrol, eufol,
nerolidol, salvinorina A, amorfrutinas, ferrugineno, amirina, pristimerina, acido
betulinico, magnolol, kaempferol, quercetina e perrotineno (Cavalli; Dutra, 2021).

O CBA® foi desenvolvido com a proposta de oferecer um efeito semelhante ao
fitocanabinoide CBD, pela presencga dos terpenos canabimiméticos a-humuleno e (-
cariofileno, visando o ECS da pele como alvo e ativando receptores CB2 (Clariant,
2023), principal via responsavel pelas ag¢des antioxidante e anti-inflamatéria

(Gegotek et al.,, 2021). Em estudos ex vivo e clinicos reportados pela companhia
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Clariant (2023), os resultados evidenciaram um aumento da produgdo de f3-
endorfina, propiciando um efeito calmante da pele. Em paralelo, foi observada a
modulagao da liberacao de interleucina 6 (IL-6), um mediador de irritagao, resultando
em uma redugao na vermelhiddo e sensibilidade da pele.

O CBD é conhecido pelas suas propriedades biolégicas, como a modulagao
do crescimento de cabelo, a agao sebostatica, as agées antimicrobiana (Ferreira et
al., 2023), antioxidante e anti-inflamatdria (Atalay; Jarocka-Karpowicz; Skrzydlewska,
2019), antipruriginosa, antitumoral, cicatrizante (Filipiuc et al., 2023) e inibicdo da
proliferagdo de queratindcitos (Wilkinson; Wiliamson, 2007), podendo ser aplicado no
tratamento de diversas patologias dermatoldgicas, tais como a dermatite atopica e
seborreica (Baswan et al., 2020), acne, psoriase (Eagleston et al., 2018), alopecia
androgénica e melanoma cutaneo (Ferreira et al., 2023). No contexto da
Cosmetologia, lkarashi e colaboradores (2021) demonstraram um efeito hidratante
sobre a pele, através do aumento da expressao da proteina aquaporina 3 (AQP3),

que possui um papel importante na retengao de agua na pele.

2.4 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia é reconhecida como uma tecnologia capaz de manipular a
matéria em escala nanométrica (um bilionésimo de metro: 1 nm = 10-° m) (Dias et
al., 2021). Por definigdo, um material nanoestruturado apresenta, pelo menos, uma
das suas dimensdes na escala nanométrica, sendo intencionalmente fabricado.
Nessa escala, os materiais adquirem novas propriedades inerentes ao tamanho
diminuto (Ferreira; Rangel, 2009).

A nanotecnologia € um dominio multidisciplinar com aplicagdo nas mais
diversas areas, sendo as Ciéncias Farmacéuticas uma delas (Dias et al., 2021). O
setor de cosméticos vem desenvolvendo diferentes produtos com o emprego da
nanotecnologia, explorando ampla variedade de nanomateriais de diferentes
composicoes, formas e tamanhos. Os nanomateriais mais empregados em
cosmeéticos se dividem em dois grandes grupos: nanoparticulas organicas e

nanoparticulas inorganicas (Figura 7) (Salvioni et al., 2021).
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Figura 7 — Esquema ilustrativo dos nanomateriais utilizados nos cuidados com a pele

NANOPARTICULAS ORGANICAS

Nanoparticulas derivadas de lipideos e surfactantes

Nanoparticulas vesiculares Nanoparticulas ndo vesiculares
Lipossoma Efossoma Transferossoma Niossoma CLN Nanoemulséo (O/A)
Nanoparticulas poliméricas Nanocristais
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Fonte: Adaptado de Salvioni et al. (2021).
NLS: Nanoparticula Lipidica Sélida. CLN: Carreador Lipidico Nanoestruturado. O/A:
Oleo/Agua.

As nanoparticulas organicas sao biodegradaveis e possuem baixa toxicidade,
sendo obtidas por meio de materiais naturais ou sintéticos. Algumas séo vesiculares,
ou seja, possuem O nucleo interno oco, como os lipossomas, etossomas,
transferossomas e niossomas, enquanto as demais ndo sao vesiculares, uma vez
que possuem nucleo lipidico. Alguns exemplos sdo as nanoparticulas lipidicas
(nanoparticulas lipidicas solidas e carreadores lipidicos nanoestruturados) e as
nanoemulsdes (Ealias; Saravanakumar, 2017; Salvioni et al., 2021).

Dentro do grupo das nanoparticulas orgéanicas, também s&o encontradas as
nanoparticulas poliméricas e os nanocristais. As nanoparticulas poliméricas podem
ser sintetizadas com o emprego de polimeros naturais ou sintéticos. Dependendo
dos componentes da formulacdo e dos métodos de preparacdo, dois sistemas
podem ser obtidos, a saber: nanocapsulas e nanoesferas. As nanocapsulas sao
constituidas por nucleo liquido geralmente preenchido com 6leo e estabilizado por
revestimento surfactante, rodeado por uma parede polimérica. As nanoesferas sao

constituidas por matriz polimérica, onde diversos componentes ativos podem ser
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aprisionados ou adsorvidos (Deng et al., 2020). Os nanocristais sdo nanoparticulas
submicrométricas (< 1 um) compostas de farmaco na forma 100% cristalina,
geralmente envoltos por uma camada estabilizadora, sendo utilizados com o objetivo
principal de aumentar a solubilidade de substancias pouco soluveis em agua (Chary
et al., 2024).

As nanoparticulas inorganicas sao aquelas que sao obtidas com a utilizagao
de metais e Oxido de metais (Ealias; Saravanakumar, 2017). Geralmente se
comportam como particulas insoluveis e devido as suas caracteristicas intrinsecas,
nao se desintegram ou sofrem alteragbes substanciais quando aplicadas na pele
(Salvioni et al., 2021). Possuem propriedades que melhoram o desempenho
cosmético e, por isso, sdo utilizadas como carreadores e modificadores de reologia,
principalmente como ingredientes ativos para prote¢gdo antimicrobiana e UV. Alguns
exemplos desse grupo compreendem as nanoparticulas de: ouro e prata, didxido de
titdnio e éxido de zinco, silica, cobre e 6xido de aluminio (Gupta et al., 2022).

As nanoparticulas lipidicas sdo as mais empregadas na obteng¢ao de produtos
topicos, seja para agao cosmetica, dermocosmética ou mesmo transdérmica, devido
as suas caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade, versatilidade,
capacidade de escalonamento, baixos custo e toxicidade (Khater et al., 2021). As
nanoparticulas lipidicas sdo essencialmente compostas de lipideos e surfactantes,
de forma que as substancias ativas podem ser encapsuladas, incorporadas e/ou
adsorvidas na superficie. Sdo divididas em nanoparticulas lipidicas solidas (NLSs) e
carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNs) (Viegas et al., 2023).

As NLSs sdao compostas por um lipideo sélido a temperatura ambiente e
corporal (concentragéo de 0,1 a 30%, v/v), disperso em meio aquoso e estabilizado
por um agente surfactante (concentracdo de 0,5 a 5%, v/v). O nucleo solido da
nanoparticula € hidrofébico revestido com uma monocamada de tensoativo, sendo
que o farmaco é geralmente disperso ou dissolvido no nucleo. Dentre os lipideos
utilizados pode-se citar os esteroides, di- ou triglicerideos, misturas de glicerideos e
até mesmo as ceras (Viegas et al., 2023).

Os CLNs compreendem a segunda geragdo de nanoparticulas lipidicas e
foram desenvolvidos para resolver os problemas relacionados as principais
desvantagens das NLSs, que estdo relacionadas ao alto grau de organizagdo da
matriz lipidica devido a cristalinidade atribuida pelo lipideo sdlido (Sala et al., 2018).

Eles sdao formados a partir de uma mistura de lipideos liquido e sélido dispersos
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numa fase aquosa contendo surfactante, sendo que os lipideos podem variar quanto
a sua propria composicdo, como a presenga de acidos graxos de diferentes
tamanhos de cadeia, por exemplo (Sharma; Baldi, 2018; Viegas et al., 2023). A
incorporacgao de lipideos liquidos ao sistema diminui os padrdes de cristalinidade da
matriz atribuidos principalmente pelos lipideos soélidos. Consequentemente, séo
produzidas nanoparticulas com melhor drug loading (massa de nanoparticulas que
contribuiram para o encapsulamento do farmaco) e menor grau de expulsdo do
farmaco, resultando em maior estabilidade fisico-quimica do sistema (Gordillo-
Galeano; Mora-Huertas, 2018).

As nanoparticulas lipidicas sao geralmente consideradas seguras para a
aplicagao tdpica, uma vez que nao € esperado que o conteudo lipidico impacte na
viabilidade celular (Salvioni et al., 2021). Além disso, elas ndo requerem a utilizagao
de solventes organicos no seu processo de produgcdo em larga escala nem a
utilizacdo de grandes quantidades de tensoativo para a estabilizagdo da sua
estrutura. A preocupagao com os tensoativos é maior, pois eles podem apresentar
acao citotoxica, sendo a escolha do surfactante uma etapa critica no
desenvolvimento desse tipo de nanoparticula (Viegas et al., 2023).

Os métodos de obtengao das nanoparticulas lipidicas sao diversos, tais como:
a homogeneizacao de alto cisalhamento, a ultrassonicagdo ou homogeneizagdo em
alta velocidade, a homogeneizagdo a quente, a homogeneizacédo a frio, métodos
baseados em: microemulsdo, fluido supercritico, emulsificagdo/evaporagao de
solvente, emulsao dupla e, por fim, métodos empregando spray drying (Khater et al.,
2021; Mishra et al., 2018).

No processo de obtengcdo por homogeneizagdo de alto cisalhamento, as
nanodispersoes lipidicas sao inicialmente obtidas em funcido do alto cisalhamento.
Trata-se de um método de facil manuseio, porém a presenca de microparticulas
pode afetar a qualidade da dispersao. Portanto, diferentes paradmetros do processo
precisam ser otimizados, como a velocidade de agitagao, condicdo de resfriamento e
tempo de emulsificagdo (Mishra et al., 2018).

A ultrassonicacao é outro método para obtencao de nanoparticulas que utiliza
alta energia. Apos a obtengao de uma emulséao, o ultrassom é aplicado com o auxilio
de um sonotrodo em contato direto com a disperséo. A redugao do tamanho da gota

na emulsdo ocorre devido ao processo de cavitagdo acustica. A principal
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desvantagem descrita para essa técnica € o risco de contaminagao do sistema com
metais (Sharma; Baldi, 2018).

ApOs a etapa de preparagdo das nanoparticulas, deve-se caracterizar o
sistema obtido. A caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas é a base inicial
para o estabelecimento de possiveis aplicagdes futuras, assim como pode auxiliar no
entendimento do seu comportamento in vivo. Nesse contexto, diferentes técnicas
podem ser adotadas para a caracterizacao fisico-quimica, sendo que alguns
parametros devem ser considerados, como o didmetro hidrodindmico das
nanoparticulas e a sua distribuicdo, a carga superficial, a eficiéncia de encapsulagéo
(EE), o grau de cristalinidade e a morfologia da particula (Hallan et al., 2021,
Mubeen et al., 2021).

2.4.1 Nanotecnologia aplicada a cosméticos

A nanotecnologia é empregada como um sistema de entrega dos
componentes bioativos durante o desenvolvimento de formulagbes cosméticas, com
o objetivo de promover melhora na performance do cosmético (Aziz et al., 2019). A
utilizacdo da nanotecnologia permite conferir algumas vantagens aos produtos
cosmeéticos, como o efeito duradouro e o aumento da estabilidade. A area superficial
elevada dos nanomateriais permite um transporte mais eficiente dos ingredientes
através da pele, confere novos elementos de cor (batons e esmaltes), transparéncia
(protetores solares), liberagdo de fragrancias e efeitos de longa duracéo
(maquiagem) (Fytianos; Rahdar; Kyzas, 2020). Atualmente, o uso mais comum de
nanomateriais no setor de cosméticos € no desenvolvimento de produtos para
cuidados com a pele e em protetores solares (Dubey et al., 2022).

Apesar das propriedades vantajosas atribuidas a um cosmético desenvolvido
com base na nanotecnologia, algumas preocupagdes relacionadas a escalabilidade,
toxicidade e custo sdo também ponto de discussdo e estudos. Isso porque o
tamanho menor de particula, 0 aumento da area superficial e a carga superficial
positiva aumentam a capacidade de interagdo desses materiais com o
microambiente bioldgico, porém sabe-se que possuem toxicidade dependente de

dose através de diferentes vias de administracéo (Gupta et al., 2022).
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Uma ampla diversidade de nanomateriais tem sido empregada na obtencgao

de produtos cosméticos. No Quadro 2 é apresentado um compilado dos principais,

assim como as suas propriedades e aplicabilidade em produtos cosméticos.

Quadro 2 — Principais nanomateriais utilizados na obtencdo de cosméticos e suas

propriedades

Nanomaterial

Propriedades

Formulagao
cosmeética

Particulas inorganicas
(TiO2, ZnO)

Fitros de radiagdo UV
(absorcgao/reflexdo da luz UV)

inorgénicos

Protetor solar

Particulas inorganicas
(SiO2)

Preenchimento para aumento do bulk da
formulagédo cosmética

Batom

Negro de carbono

Pigmento

Mascara facial

Nano-organica (tris-
bifeniltriazina)

Filtros UVA 2 e UVB mais eficientes

Protetor solar

Nano-hidroxiapatita

Dessensibilizante e remineralizante dental

Pasta de dente

Nanoparticulas de ouro e
prata

Atividade antimicrobiana e estabilidade
quimica

Mascara facial e creme
antienvelhecimento

Lipossomas

Habilidade de se compartimentar e solubilizar
materiais hidrofébicos e hidrofilicos

Hidratante e creme
antirruga

Niossomas e Etossomas

Maior eficiéncia, penetragcdo cuténea e

estabilidade de substancias ativas

Creme
antienvelhecimento e
hidratante

Nanoparticulas lipidicas
sélidas

Aumento da duracéao de acao,
biodisponibilidade,  biodegradabilidade e
facilidade de producédo em larga escala

Perfume e creme

Carreador lipidico
nanoestruturado

Aumento do prazo de validade e facilidade de
producdo em larga escala

Creme

Formacdo de micelas e natureza anfifilica,

Creme antirrugas e

Nanocapsulas mascaramento de odores, liberagdo | produtos para cuidado
controlada com o cabelo
G - _ Locdo corporal, creme
Estabilizagdo fisico-quimica de cremes ¢ P

Nanoemulsdes

(auséncia de problemas como floculagao,
coalescéncia ou sedimentagao)

para a pele, balsamo,
pomada, gel e
hidratante

Nanocristais

100% drug loading, aumento da adesividade e
penetragdo de substancias hidrofobicas na
pele

Hidratante e pastas de
dente

Fonte: Adaptado de Gupta et al. (2022).
TiO,: Didxido de titanio; ZnO: Oxido de zinco; SiO2: Didxido de silicio.

No que concerne ao processo de penetracdo na pele por nanoparticulas, é

importante compreender sobre as rotas existentes. O estrato corneo é a principal

barreira fisica de protegcdo da pele contra a penetragdo de substancias externas,

sendo a etapa limitante do fluxo. Além disso, as caracteristicas fisico-quimicas das

substancias, como lipofilicidade e tamanho molecular, também influenciam nesse

processo. Um composto ativo é transportado através do estrato corneo por difusdo

passiva considerando trés rotas possiveis: a transcelular (intracelular), a intercelular
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(paracelular) e a de apéndices (foliculos pilosos e glandulas sudoriparas) (Figura 8)
(Bolzinger et al., 2012).

Figura 8 — llustracdo das rotas provaveis de penetracdo de nanoparticulas através

da pele incorporadas em cosméticos

P Estrato
corneo

Epiderme

Fonte: Adaptado de Ahmad (2021).
(a): intercelular através da bicamada lipidica. (b): transcelular através dos cornedcitos. (c):
apéndice através dos foliculos pilosos e glandulas sudoriparas.

A via intracelular requer a passagem através dos cornedcitos firmemente
confluentes e a particdo sucessiva nas bicamadas lipidicas intercelulares, o que
retarda a penetragcdo de substancias hidrofébicas através dessa rota (Sala et al.,
2018). A via de apéndices aparece como um contribuinte menor na penetragao de
farmacos, ja que os apéndices ocupam apenas 0,1% da area total da pele humana.
Entretanto, ela aparece como uma rota potencial para uma variedade de compostos,
desde moléculas carregadas e de alto peso molecular até nanomateriais (Khater et
al., 2021). Por sua vez, as substancias apolares com peso molecular menor que 500
Da e valor de Log P entre 1-4 se difundem facilmente através da via intercelular, ou
seja, via matriz lipidica (Sala et al., 2018). Apds a entrega do composto ativo pela
formulacao topica e particdo no estrato cérneo, ele se difunde via matriz lipidica e
atinge uma interface, onde sofre um processo de difusdo passiva a partir dos
lipideos do estrato corneo para a epiderme viavel, seguido pela difusdo através da
epiderme viavel e derme (Khater et al., 2021).

A penetracdo de nanoparticulas através da pele pode ocorrer por intermédio
das trés rotas descritas anteriormente, sendo que o tamanho da nanoparticula

desempenha o papel mais importante nesse processo (Salazar et al., 2023). A
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principio, a penetragdo através de poros aquosos (didametro superficial 0,4-36 nm)
pode ocorrer para nanoparticulas abaixo de 36 nm, enquanto a penetracio pela via
intercelular aumenta quando tais particulas sdo menores que 5-7 nm. Ademais, o
grande espaco folicular (10-210 ym) permite o acumulo de nanoparticulas que s&o
capazes de se dispersar no suor e no sebo (Salvioni et al., 2021). As nanoparticulas
intactas acima de 100 nm n&o s&o consideradas para atravessar o estrato corneo
(Fang, C.-L.; Al-Suwayeh; Fang, J.-Y, 2013).

Além do tamanho, outros fatores também influenciam na penetracdo das
nanoparticulas através da pele, bem como na cinética de liberagao das substancias
ativas a partir delas, sdo eles: composicao, estabilidade coloidal, propriedades do
veiculo onde essas nanoparticulas estao inseridas (Salvioni et al., 2021), morfologia
da superficie, carga superficial (potencial zeta) e o balango hidrofilico-lipofilico do
surfactante empregado (Ahmad, 2021).

Quando nanoparticulas baseadas em lipideos sao aplicadas sobre a pele,
aquelas que sado mais flexiveis (transferossomas e etossomas, por exemplo)
penetram mais profundamente que as rigidas (NLSs e CLNs). Alguns mecanismos
de penetragdo foram propostos para esse tipo de nanoparticula, como trocas
lipidicas, alteragdo de polaridade, fluidizagdo do estrato corneo seguido pelo
aumento de hidratagao (Zhai, Y.; Zhai, G., 2014) e penetragao através dos foliculos
e glandulas sebaceas (Fang, C.-L.; Al-Suwayeh; Fang, J.-Y., 2013), sendo que as
NLSs e CLNs sao geralmente incorporadas nas camadas superiores do estrato
corneo, onde exercem efeitos de filme oclusivo e de suporte a funcdo barreira da
pele (Salvioni et al., 2021).

Os CLNs possuem funcédo peculiar de oclusdo da epiderme diminuindo a
TEWL e, consequentemente, contribuindo para o aumento da hidratagcdo da pele
(Figura 9) (Chauhan et al.,, 2020) e redugdo na compactagdo dos cornedcitos,
alargando as lacunas entre eles (Fang, C.-L.; Al-Suwayeh; Fang, J.-Y., 2013). Por
sua vez, a hidratagdo também influencia o particionamento das substancias ativas

no estrato cérneo (Chauhan et al., 2020).
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Figura 9 — Esquema ilustrativo do efeito oclusivo dos carreadores lipidicos

nanoestruturados

T3

Evaporagac da
agua

Carreadores lipidicos

Y YT Filme oclusivo
L 1 Ty

'YYYyYY

Epiderme viavel

]

Fonte: Adaptado de Fang, C.-L.; Al-Suwayeh; Fang, J.-Y. (2013).

A propriedade oclusiva dos CLNs depende de dois fatores principais: (i)
tamanho de particula, sendo que quanto menor esse valor maior o efeito oclusivo e
(ii) a cristalinidade e a concentracao de lipideos, visto que elevada concentracao de
lipideos (50-60%) promove maior retencdo de umidade no estrato cérneo e a
concentracdo de, pelo menos, 35% de lipideos de alta cristalinidade também
aumenta o efeito oclusivo. Portanto, € esperado que o menor conteudo de lipideos
liquidos resulte na penetragdo mais profunda nas camadas da pele, pois 0 aumento
do efeito oclusivo implica também em melhor difusdo das substancias ativas
(Chauhan et al., 2020). Por esse motivo, as NLSs tendem a penetrar mais
profundamente nas camadas da pele, enquanto os CLNs tendem a penetrar até a

epiderme viavel apenas (Sala et al., 2018).

2.4.2 Seguranca e eficacia de nanocosméticos: novas abordagens

A seguranga e a eficacia dos produtos e ingredientes cosméticos sdo dois
requisitos importantes para todos os envolvidos na rede de producdo e utilizagao,
como fabricantes, importadores, varejistas e consumidores (Zerbinati et al., 2021).
Cosmeéticos cujo sistema de entrega de substancias é baseado em nanotecnologia

sdo denominados de nanocosméticos. Eles sao categorizados em varios tipos
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dependendo das caracteristicas do sistema, do método de preparo, dos
componentes envolvidos e da finalidade de aplicagdo (Dubey et al., 2022).

Acerca dos nanocosmeéticos, a agéncia regulatoria americana Food and Drug
Administration (FDA) publicou, em 2014, um guia para a seguranga de
nanomateriais utilizados nos produtos cosméticos. Segundo esse guia, por
apresentar propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas distintas das particulas em
escala maior com a mesma composi¢ao quimica, os nanomateriais terminam por
gerar questionamentos relacionados a seguranga do produto para o uso pretendido.
Entdo, de acordo com esse guia, as recomendagdes para avaliagdo de seguranga
de nanocosméticos englobam fatores como: (i) a caracterizagdo do nanomaterial,
compreendendo a avaliagcdo de propriedades fisicas e quimicas, bem como a
avaliagdo de impurezas, se presentes; e (ii) as consideragdes de toxicologia e
absorcéao, distribuicdo, metabolismo e excre¢ao do nanomaterial, considerando a via
de administragao e os testes de toxicidade (FDA, 2014).

No que tange ao cenario brasileiro, a ANVISA recentemente publicou o Guia
n°63/2023, que aborda a avaliagdo da segurancga biologica de materiais de uso em
saude com base nanotecnolégica. Esse guia apresenta diretrizes regulatorias
nacionais para a avaliagdo de materiais de uso em saude (tais como cateteres,
stents farmacologicos, scaffolds, implantes médicos, entre outros) que contenham ou
sejam constituidos de sistemas nanotecnoldgicos. Nesse contexto, s&o
apresentadas estratégias para a caracterizagao fisico-quimica de tais sistemas,
assim como ensaios de segurancga biolégica baseados em metodologias in vitro e in
vivo (Brasil, 2023).

No cenario de testes em cosméticos, a 72 emenda a Diretiva Europeia de
Cosméticos proibiu testes em animais para produtos cosméticos e ingredientes
cosméticos em 2004 e 2009, respectivamente (European Parliament, 2009).
Seguindo a mesma tendéncia, no Brasil, a Resolugdo n° 58, de 24 de fevereiro de
2023, proibiu 0 uso de animais em pesquisa cientifica, desenvolvimento e controle
de produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes (Brasil, 2023). Por
conseguinte, diversos testes alternativos ao uso de animais vém sendo
desenvolvidos e validados (Barthe et al., 2021).

A proibicdo da utilizagdo de animais no cenario de cosméticos vem ao
encontro da politica dos 3 Rs (Replace, Reduce, Refine) introduzida por Russel e

Burch (1959), que significa Redugao, Substituicdo e Refinamento da utilizagdo de
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animais em ensaios, buscando, sempre que possivel, o0 uso de outros modelos
(como o in vitro e 0 ex vivo, por exemplo) ou, no minimo, a utilizagdo do menor
namero de animais possiveis, quando a substituicdo nao é possivel (Brasil, 2012).
Nos ultimos anos, a incorporagéo do quarto “R” (4 Rs, Responsability) foi sugerida,
relacionado a responsabilidade social e cientifica no emprego de animais em
experimentos (Lee, K.H.; Lee, D.W.; Kang, 2020).

Um modelo que foi desenvolvido nos ultimos anos € o de pele artificial
produzida in vitro. Dentre algumas fornecidas comercialmente estdo EpiDerm™,
EpiSkin™ e SkinEthic™. Todos esses modelos apresentam grande similaridade com
a pele humana natural, evidenciado pela presenca dos estratos corneo, espinhoso,
granuloso e basal, com uma espessura relativa do estrato cérneo entre 12 e 37 um,
que € um pouco maior quando comparada a espessura do estrato cérneo da pele
humana natural (10 a 12 ym), devido a auséncia do processo de descamacéao
cutdanea nos modelos in vitro (Chiari et al., 2012; Nabarretti, 2022). O modelo
SkinEthic™ é reconstruido a partir do cultivo de queratinécitos humanos para formar
uma epiderme tridimensional totalmente diferenciada em um filtro de policarbonato
inerte de superficie 0,5 cm? na interface ar-liquido em um meio quimicamente
definido (Pellevoisin et al., 2018). E histologicamente semelhante & epiderme
humana in vivo e possui diversas aplicagdes, incluindo testes de irritagado e corrosao
na pele, exposicdo UV, danos ao DNA, adesdo bacteriana, estudos omics
(gendbmica, metaboldbmica e protedmica), avaliagbes de permeabilidade e
sensibilizagao cutanea (Episkin, 2023).

Os estudos in vitro com cultura de células aparecem como um método
alternativo ao uso de animais na pesquisa e desenvolvimento de cosméticos (Filaire
et al.,, 2022). Para essa finalidade, podem ser utilizadas: (i) linhagens celulares
imortalizadas, comuns nos laboratorios de pesquisa e que se caracterizam por
serem obtidas a partir de células transformadas ou cancerosas e possuir alta
capacidade de divisao celular (Zerbinati et al., 2021); (ii) linhagens primarias obtidas
a partir de um tecido por um processo de digestdo enzimatica (Zonari et al., 2023) e
(iii) célula-tronco pluripotente induzida (iPSC, do inglés Induced Pluripotent Stemm
Cell) (Filaire et al., 2022).

As iPSCs séo obtidas através de uma tecnologia em que uma célula adulta é
desdiferenciada para seu estado de célula-tronco pluripotente. Entdo, essa célula

pode ser diferenciada em outro tipo celular desejado por meio de estimulos
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adequados em laboratério. O processo tecnoldgico de bioimpressao utilizando iPSC
como célula fonte permite a fabricacdo de modelos de pele artificiais mais realistas
que os disponiveis comercialmente, permitindo o desenvolvimento de diferentes
modelos de pele com respeito a raga (asiatico, caucasiano, entre outros),
caracteristicas (seca, oleosa, entre outros) ou outro tipo especifico desejado,
dependendo do uso pretendido do cosmético (Figura 10) (Soman;

Vijayavenkataraman, 2020).

Figura 10 — llustragdo da bioimpressao de modelos de pele humana para substituir

os procedimentos com testes em animais

Bioimpressao de pele como uma alternativa aos testes com animais
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Fonte: Adaptado de Soman; Vijayavenkataraman (2020).
iPSC: Célula Tronco Pluripotente Induzida (do inglés, Induced Pluripotent Stemm Cell).

Ao se abordar a cultura de células, € importante destacar que, além da
diferenca dos tipos de cultura quanto a origem celular abordado anteriormente,
podem ser utilizados métodos de cultura 2D ou 3D. Nas culturas de células 2D é
formada uma monocamada em superficies plasticas otimizadas para cultura de
células. As culturas 3D sao aquelas resultantes da engenharia de tecidos que se
aproximam mais a organizagao celular de um tecido ou érgéo, sendo representada
pelos esferoides, organoides (Langhans, 2008) e o6rgaos-em-chip (Filaire et al.,
2022).

Dentre outros estudos realizados na comprovagdo da seguranga de um
produto cosmético, estdo as avaliagdes de irritacdo da pele e dos olhos. A irritacéo

dérmica é definida como a produgao de dano reversivel da pele, apés a aplicagao de
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uma substancia teste por até 4 horas (OECD, 2015). Ja a irritagdo ocular é aquela
caracterizada pela ocorréncia de alteracées no olho apds a aplicagao da substancia
teste na superficie anterior desse 6rgao, sendo totalmente reversivel dentro de 21
dias de aplicagdo (OECD, 2020). O modelo animal para esses estudos, antes
amplamente empregado, hoje vem sendo substituido pela utilizagdo dos modelos de
epiderme humana reconstruida para o teste de irritagdo cutanea e, no caso do teste
de irritagcdo ocular, o modelo baseado no epitélio semelhante a cérnea humana
reconstruida, ambos aprovados pela Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD) (Barthe et al., 2021). Para o potencial de irritagdo ocular, outra
abordagem desenvolvida é o teste em membrana corioalontoide de ovos de galinha
(Vinardell; Mitjans, 2017).

Para os ensaios de sensibilizagdo da pele, novos métodos de abordagem in
vitro também estao disponiveis, como o ensaio de reatividade peptidica direta, o
ensaio de reatividade derivado de aminoacido e os ensaios baseados em linhagens
celulares de queratinécitos humanos (HaCaT) (Nabarretti, 2022). Os agentes
sensibilizadores da pele sdo substancias quimicas que tém o potencial intrinseco de
induzir um estado de hipersensibilidade em humanos que, apds a exposicao topica
repetida, pode resultar no desenvolvimento de dermatite de contato alérgica (Daniel
et al., 2018). Trata-se de um método particularmente importante para fragrancias,
conservantes e tinturas de cabelo (Vinardell; Mitjans, 2017).

Outros alvos de metodologias alternativas sado os estudos de genotoxicidade,
com dois ensaios in vitro ja aprovados pela OECD: o teste de mutagédo reversa
bacteriana e o teste de micronucleos para a avaliagdo de dano cromossémico; e 0s
estudos de fototoxicidade, com um método in vitro baseado na absor¢cédo de
vermelho neutro por linhagem celular de fibroblasto 3T3 (Vinardell; Mitjans, 2017). A
fototoxicidade é definida como uma reagdo aguda desencadeada apds a exposi¢cao
as radiagdes solar, UV ou visivel devido a aplicagédo de um produto topicamente ou
sistematicamente (Brasil, 2012).

No ambito dos testes toxicoldgicos, muitos dados dos ingredientes cosméticos
sao obtidos a partir de resultados de estudos em animais realizados previamente a
proibicdo do uso ou, apos a proibicdo, em estudos de ingredientes para os ramos
das industrias de medicamentos e alimentos, quando ndo séo exclusivos do setor de
cosmeticos. Para todos os outros casos, a seguranga deve ser demonstrada por

testes in silico ou in vitro. O desenvolvimento de testes in vitro para avaliagao de
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carcinogenicidade, toxicidade de dose repetida e toxicidade reprodutiva, para os
quais nao existem métodos disponiveis atualmente, € um nicho importante de
pesquisas, o que aumenta o desafio de comprovagao de auséncia de toxicidade
desses insumos, assim como a sua utilizacdo segura (Brasil, 2012; Barthe et al.,
2021; Vinardell; Mitjans, 2017).

Os explantes de pele humana ex vivo representam um modelo experimental
que reproduz mais de perto a fisiologia da pele doente e saudavel. Toda a
populacdo nativa de células da pele permanece presente, assim como a matriz
dérmica, mimetizando de maneira mais satisfatoria as condi¢cdes in vivo da pele
humana. Esse modelo pode ser aplicado em diversas analises, como os estudos de
efeito da exposicdo solar, dermatite atépica, dano aos foliculos capilares e
retencao/permeacao cutanea (Eberlin et al., 2020).

Os estudos de retencao/permeacado cutdnea sido adequados para prever o
comportamento das formulagdes nas condicdes in vivo e permitem determinar
quantitativamente a penetragdo das substancias de interesse nas diversas camadas
da pele e verificar se possuem potencial de absorgdo para a corrente sanguinea
(efeito transdérmico). Diferentes tipos de formulagbes podem ser avaliados nesse
tipo de estudo, tais como cremes, géis, pomadas, suspensoes, patches, shampoo,
base, hidratante, sabonetes, protetores solares, entre outros (Barthe et al, 2021).

Um dos dispositivos utilizados para a avaliacdo da permeacao/retencao € a
célula de difusdo de Franz (Neupane et al., 2020; Zsik6 et al.,, 2019), em
conformidade com as diretrizes da OECD (OECD, 2004). Esse sistema pode ser
usado como uma configuragao estatica ou de fluxo continuo, ambos de acordo com
a OECD, porém o sistema estatico € o mais simples, de menor custo e mais
amplamente utilizado (lliopoulos; Chapman; Lane, 2021). Ele consiste em um
compartimento receptor preenchido pela solugdo tampao, na qual o composto sera
quantificado caso consiga permear por todas as camadas da pele. No que concerne
ao meio receptor, o mesmo deve ser escolhido de maneira a mimetizar as condi¢des
in vivo e garantir a solubilidade suficiente da substancia ativa (Flaten et al., 2015).
Uma dosagem finita de formulagao é topicamente aplicada no compartimento doador
e o sistema permanece em agitagao constante e incubagao a 32°C (temperatura da
pele humana) (Barthe et al., 2021). A amostra de pele ex vivo € posicionada entre os

compartimentos doador e receptor, de modo que o estrato corneo permaneca
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voltado para o compartimento doador e a derme em contato com o compartimento
receptor (Supe; Takudage, 2021).

Para os nanocosméticos, a utilizacdo de bioensaios para a predicdo da
toxicidade das nanoparticulas € uma abordagem alternativa ao uso de animais e
uma etapa importante de avaliagdo dentro da nanotoxicologia (Rajabi et al., 2015).
Eles se caracterizam pela exposicdo de organismos vivos (procariontes e
eucariontes) a determinadas substancias e a avaliacdo do efeito no seu
comportamento (Gueretz et al., 2017). Os bioensaios apresentam diversas
vantagens como a resposta rapida, simplicidade, especificidade, sensibilidade e
custo-beneficio e vém sendo empregados para a avaliagdo da acado de
contaminantes sobre o0 meio ambiente (Ecotoxicologia) (Ghosh; Thakur; Kaushik,
2017). Os organismos mais comumente empregados para a avaliagao de toxicidade
em agua e esgotos incluem peixes, invertebrados (Daphnia magna, Brachionus
calyciflorus, Brachionus plicatilis e Artemia salina, principalmente), plantas, algas e
microrganismos (Hassan et al., 2016). Além desses, organismos nao convencionais
também sado bastante utilizados, dentre eles o nematoide Caenorhabditis elegans,
que possui um genoma completamente sequenciado, 6rgdos rudimentares
semelhantes aos encontrados em mamiferos e vias de sinalizacao celular altamente
conservadas (Bianchi et al., 2015).

Portanto, diante de todo o cenario exposto, € evidente que o desenvolvimento
de formulagdes topicas inovadoras, minimalistas e veganas constitui uma lacuna no
setor de cosméticos. E importante também destacar a importancia da valorizacdo da
biodiversidade nacional, ja que o Brasil possui vasta riqueza natural. Com essa
proposta, a mistura dos 6leos vegetais de copaiba e maracuja, apresentado como
CBA®, representa um insumo natural potencial para o desenvolvimento de
formulagdes. Destaca-se a busca por cosméticos que cumpram os requisitos citados
e que sejam providos de estabilidade e seguranga, atendendo também ao propédsito
de utilizacdo de metodologias alternativas ao uso animal. Por fim, é importante
salientar que, apesar da utilizagdo de um insumo comercial, o presente trabalho n&o

possui conflito de interesses, possuindo carater independente.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Desenvolver trés formas farmacéuticas (bruma, sérum e creme) para
cuidados faciais da pele negra, empregando uma mistura de Oleos vegetais

provenientes da biodiversidade brasileira nanoencapsulados.

3.2 ESPECIFICOS

Caracterizar o perfil fitoquimico da mistura de 6leos vegetais;

Desenvolver um CLN contendo a mistura de Oleos vegetais;

Realizar a caracterizagao fisico-quimica das nanoparticulas lipidicas obtidas
quanto ao diametro hidrodindmico meédio, indice de polidispersdao (do inglés
Polydispersity Index — Pl), potencial zeta, eficiéncia de encapsulagdo e morfologia;

Avaliar a estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas;

Realizar uma triagem de avaliagbes in vitro do carreador lipidico
nanoestruturado e da nanoparticula controle através dos ensaios antioxidante,
toxicidade aguda empregando Artemia salina e viabilidade celular em linhagem
celular de fibroblastos murinos (L929);

Desenvolver trés formas farmacéuticas diferentes (bruma, sérum e creme)
veganas com propriedades cosméticas para cuidados faciais da pele negra;

Avaliar a estabilidade fisico-quimica da bruma e do sérum, por intermédio dos
testes de estabilidade preliminar e estabilidade acelerada;

Conduzir os ensaios de controle de qualidade fisico-quimico da bruma e do
sérum;

Realizar ensaio in vitro de espalhabilidade da formulagao sérum;

Realizar ensaio in vitro de oclusividade para demonstragdo do potencial de

hidratacdo dos CLNs desenvolvidos e incorporados na formulagdo sérum.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRA, REAGENTES, PADRAO ANALITICO E EQUIPAMENTOS

Para as analises cromatograficas foram empregados metanol e hexano grau
cromatografico (Scharlab, Espanha). O preparo dos meios de cultura para o ensaio
de viabilidade celular empregou DMEM (do inglés Dulbecco’s Modified Eagle
Medium; Nutricell — Nutrientes Celulares, Brasil), Soro Fetal Bovino (SFB; Invitrogen,
EUA), os antibioticos penicilina e estreptomicina, tampéao acido 4-(2-hidroxietil)
piperazina-1-etanossulfonico (HEPES), corante azul de trypan e brometo de [3-(4,5-
dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolico] (MTT), todos provenientes da Sigma Aldrich
(EUA). Para o preparo da agua marinha artificial para o ensaio de toxicidade aguda
foram utilizados cloreto de sédio (NaCl), cloreto de calcio dihidratado (CaCl2.2H20),
cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl2.6H20), sulfato de soédio (Naz2SOas),
brometo de potassio (KBr), cloreto de potassio (KCIl) e bicarbonato de sdédio
(NaHCOs), todos provenientes da Vetec (Brasil). As nanoparticulas foram
preparadas utilizando Pluronic F-127 (Sigma Aldrich, EUA) e manteiga de cupuacgu
(Bielus Ingredientes, Brasil). Para os demais ensaios foram empregados sulfato de
sodio anidro, tween 80 (Neon, Brasil), dimetilsulfoxido (DMSO), etanol grau analitico
(Vetec, Brasil) e DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) (Sigma Aldrich, EUA). Timol
(Sigma Aldrich, EUA) foi utilizado como controle positivo no ensaio de toxicidade
aguda e acido fosfotungstico (Isofar, Brasil) como agente de contraste negativo na
microscopia eletrénica de transmisséo.

A mistura de Odleos vegetais (CBA®) empregada no preparo dos
nanocarreadores € nos ensaios de atividade biologica e toxicidade in vitro foi
proveniente da Beraca (Grupo Clariant, Brasil, lote J2135010, densidade 0,906
g/cm?3). Como padrao analitico interno para as analises por Cromatografia Gasosa foi
utilizado (-)-linalol (Sigma Aldrich, EUA, pureza 98,4%, lote BCBW8867).

Para o desenvolvimento dos produtos cosméticos, as seguintes matérias-
primas foram selecionadas: Optiphen® (Fagron, Brasil), Lecigel® (AQIA Quimica
Inovativa, Brasil) e EDTA (SM Empreendimentos, Brasil).

Durante a conducido dos experimentos as pesagens foram realizadas em
balanga analitica Marte, modelo 279159 (Brasil) e Sartorius, modelo TE 2145

(Alemanha). Além disso, foram empregados banho ultrassénico Ultrassonic Cleaner,
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modelo USC 1400 (Unique, Brasil) e vortex Genie, modelo G560 (Scientific
Industries, Brasil).

O creme foi manipulado com silicone Belsil® EG 6000, DUB® ININ, cera
Meghcare SEW 200 e microcapsulas Deepercaps® oriundos da Alianza magistral
(Brasil). Os triglicerideos do acido caprico e caprilico (TACC) e a fragrancia foram da
Engenharia das Esséncias (Brasil). Por fim, o emulsionante emulium® illustro foi

proveniente da Chemyuniun (Brasil).

4.2 CARACTERIZAGCAO DO CBA® QUANTO AO PERFIL FITOQUIMICO

Para o inicio do estudo, foi realizada andlise da matéria-prima (insumo CBA®)
com a finalidade de estabelecer um perfil cromatografico para a determinacéo da
sua constituigao fitoquimica. Baseado nas caracteristicas fisico-quimicas do material
(uma mistura de Oleos vegetais) e do perfil esperado de substancias quimicas
(acidos graxos e compostos terpénicos), optou-se por trabalhar com a Cromatografia
Gasosa com deteccao por Espectrometria de Massas (CG-EM).

As analises foram realizadas empregando cromatégrafo GCMS-QP2010 Plus
(Shimadzu, Japao). Para tanto, um método analitico desenvolvido por Viccini e
colaboradores (2014) foi empregado. As amostras foram injetadas utilizando um
injetor automatico (AOC-5000) em modo split (1:10) com volume de injegao de 1 pL.
A coluna cromatografica utilizada foi uma coluna capilar RTX-5MS®, recheio de 5%
difenil ligado a polisiloxano, dimensdes 30 m x 0,25 mm, espessura do filme 0,25 ym
(Restek, EUA). O gas hélio foi utilizado como gas de arraste (1 mL min'). Para fins
de separacdo dos constituintes, foi empregado gradiente de temperatura, onde a
temperatura foi mantida a 50°C por 5 minutos e, entéo, elevada a uma taxa de 4°C
min-' até 200°C. Essa temperatura foi mantida por mais 5 minutos para expulsar
possiveis componentes semivolateis aderidos a coluna. O tempo total de corrida
cromatografica foi de 47,5 minutos. A temperatura da fonte de ions foi mantida a
200°C e a interface CG-EM foi mantida a 220°C. O tempo de corte antes do inicio da
deteccdo do CG-EM foi de 5 minutos. A energia de ionizagdo por impacto de
elétrons foi de 70 eV e os espectros de massa foram escaneados entre 40 e 500

AMU. A identificacdo dos componentes foi realizada com base nos perfis de
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fragmentacao gerados pelo EM que foram comparados a biblioteca do equipamento
(NISTO8 Mass Spectral Library).

O preparo da amostra para a determinagdao do perfil cromatografico foi
realizado através da solubilizacdo de 1 mL do insumo CBA® em 1 mL de metanol. A
solugdo foi homogeneizada e 1 pL foi injetado no sistema em modo split (1:10)

(concentragao final do 6leo = 906 ug mL™).

4.3 DESENVOLVIMENTO DO CLN

Para desenvolver o CLN, foram empregadas fase aquosa contendo tensoativo
nao iénico (Pluronic F-127) solubilizado em agua ultrapura e a fase oleosa composta
por lipideo sdlido (manteiga de cupuacu). O lipideo liquido empregado foi o préoprio
CBA®.

A fim de estabelecer a proporcdo 6tima dos constituintes citados para a
obtencdo do CLN, tanto o didmetro hidrodindmico médio quanto o Pl das
nanoparticulas foram avaliados. Entretanto, para a escolha da condi¢cao 6tima, os
valores de Pl foram adotados como referéncia (menor que 0,3) (Ahuja; Jena; Paidi,
2015). As analises foram realizadas através da técnica de espalhamento de luz
dindmico (do inglés Dynamic Light Scattering — DLS) em equipamento Zetatrac
(Microtrac, EUA).

Para o delineamento do experimento foi empregado um planejamento fatorial
22, cujos niveis escolhidos foram: 0,70 e 0,68% (m/v) para a proporgéo do tensoativo
e 0,66 e 0,68% (m/v) para a propor¢ao do lipideo sélido (manteiga de cupuacgu). A
proporgédo do lipideo liquido (CBA®) no foi alterada. A definicdo das proporgdes foi
baseada em estudos prévios realizados com nanoparticulas lipidicas (Junqueira et
al., 2022; Mockdeci et al., 2022; Soldati et al., 2018). Na Tabela 1 é apresentada a

matriz de planejamento do experimento para estabelecimento da condigéo 6tima.
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Tabela 1 — Planejamento fatorial 22 para estudar o efeito da proporgéo do tensoativo

e do lipideo sdlido sobre o carreador lipidico nanoestruturado

Ensaio Pluronic F-127 Manteiga de cupuagu Oleo CBA®
(% mlv) (% mlv) (% mlv)
1 0,70 0,66
2 0,68 0,66
4,12
3 0,70 0,68
4 0,68 0,68

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
% m/v: porcentagem massa/volume.

Os calculos estatisticos foram realizados de acordo com Barros Neto,
Scarminio e Bruns (2010). Dessa forma, os principais efeitos do planejamento foram
calculados conforme as Equacbes 1 e 2, assim como a interacao entre eles

(Equacéo 3).

_ G Gt )

T > 5 (Equacéao 1)
T T v
L= (Vs + Va) _ 1 + ¥2) (Equac&o 2)
2 2
— - S—
TxL:<y12y4)_<y2 2y3) (Equacéo 3)

Onde: y, € a resposta média obtida de cada ensaio (1, 2, 3 e 4), T é o efeito

decorrente do tensoativo e L é o efeito proveniente do lipideo sdlido.

A estimativa conjunta das variancias experimentais foi calculada conforme

Equacéao 4 a seguir.

2 2 2
V187 + v, 85 ++1V,S
s2= 21 - 272 mom (Equacao 4)
171 + 172 ++17m
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Onde: m é o numero de ensaios diferentes, n € o numero de repeticdbes de cada
ensaio, v; = n; —1 é o ndimero de graus de liberdade de s?, a estimativa da

variancia do i~ésimo ensaio.

Através da estimativa da variancia experimental, foi possivel determinar o erro

padréo V de cada efeito, assim como o erro padréo V da média (Equagdes 5 e 6).

2

V(efeito) = s? (Equacéo 5)

2
V(média) = \/% (Equacéo 6)

Por fim, uma vez estimados os erros padrao, € possivel estabelecer intervalos
de confianga para os valores dos efeitos utilizando a distribuicdo t de Student com

95% de confianga (Equacgao 7).
ﬁ - tv x S(efeito)< n< ﬁ + tvx S(efeito) (Equagéo 7)

Onde: n representa o verdadeiro valor de um efeito (valor populacional), sendo o
acento circunflexo para indicar a estimativa desse valor a partir dos ensaios, t, a

distribuicdo t de Student e Sereito) 0 €rro padréo de um efeito.

A metodologia utilizada para a obtengdo dos nanocarreadores foi a
homogeneizagao por alto cisalhamento seguido de ultrassonicagédo (Junqueira et al.,
2022; Mockdeci et al., 2022; Soldati et al., 2018). Nesse sentido, a fase oleosa
(manteiga de cupuacgu) contida em frasco de 50 mL foi fundida em banho maria
(Solidsteel, Brasil) a 45°C e o tensoativo foi solubilizado em 4,4 mL de agua
ultrapura com o auxilio de um vértex em um tubo de 15 mL. Entéao, o lipideo liquido
(CBA®) foi adicionado ao frasco de 50 mL contendo a fase oleosa. Apds, a fase
aquosa foi aquecida na mesma temperatura que a fase oleosa com o auxilio do
banho maria e foi vertida sobre a fase oleosa fundida com o CBA®. Esse sistema foi

entdo levado para o Ultra Turrax (SilentCrusher M, Heidolph, Alemanha) a 12.000
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rom por 10 minutos, seguido por ultrassonicagdo em sonda ultrassbnica por 10
minutos (6 mm de diametro, Vibra Cell, Sonics, EUA) com amplitude de 30% e
temperatura de 25°C. Apos a finalizagao do processo, a dispersao obtida foi mantida
sob refrigeragao (4°C) por 24 horas para solidificagdo do nucleo lipidico. Um resumo

do procedimento de obtengédo dos nanocarreadores é descrito na Figura 11.

Figura 11 — Esquema ilustrativo do preparo dos carreadores lipidicos

nanoestruturados

Fase aquosa Fase oleosa CLN

Pluronic F-127 + agua ultrapura  Manteiga de cupuagu + CBA®

(|
(]

Ultra Turrax + Ultrassonicagéo

—

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
CLN: Carreador Lipidico Nanoestruturado.

Ap0s a determinagdo da condigdo 6tima para o CLN contendo o CBA® (CLN-
OC), a nanoparticula lipidica controle (NL-C) também foi produzida para ser utilizada
nos experimentos. Para tal, utilizou-se 0 mesmo preparo descrito anteriormente, com
excegdo da adigdo da fase de lipideo liquido (CBA®). Portanto, a nanoparticula
controle foi composta apenas pela fase aquosa (tensoativo e agua ultrapura) e o
lipideo solido (manteiga de cupuagu), sendo classificada como nanoparticula lipidica

sélida (pela auséncia da fragao de lipideo liquido).

4.3.1 Caracterizacao fisico-quimica do CLN
4.3.1.1 Determinagé&o do diametro hidrodindmico médio, Pl e potencial zeta
O didmetro hidrodinamico médio das nanoparticulas, o Pl e o potencial zeta

foram determinados 24 horas apds o preparo empregando a técnica de

espalhamento de luz dindmico (DLS) em equipamento Zetasizer Nano series
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(Malvern Instruments, Reino Unido), utilizando um angulo de incidéncia do laser em
relagcdo a amostra de 173°.

Para analisar as amostras, foi necessario realizar uma diluigao de 1:400 (v/v)
em agua ultrapura para que n&o ocorresse impacto no movimento browniano das
nanoparticulas e, por conseguinte, no espalhamento da luz e na mobilidade
eletroforética das nanoparticulas. Todas as determinagdes foram realizadas na
temperatura de 25°C.

Foram produzidos dois lotes independentes de CLN, sendo que cada um
deles foi analisado em ftriplicata no equipamento de DLS. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrao (DP). O teste t de Student foi empregado
para a avaliacdo de diferenga estatistica significativa entre as médias dos grupos
(lote 1 x lote 2 e amostra x controle). Para isso, foi utilizado o software PRISM 5.0

(GraphPad, EUA). Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

4.3.1.2 Determinacgéo da eficiéncia de encapsulagdo

A EE representa a quantidade de substancia de interesse (CBA®) que foi
encapsulada no nanocarreador (Lopez-Cabeza et al., 2021). Para tanto, a EE foi
avaliada, indiretamente, utilizando o método de ultrafiltragdo em centrifuga, por
intermédio da quantificacdo do sesquiterpeno B-cariofileno ndo encapsulado (livre)
presente na fase aquosa da dispersdo, que € separada do sistema com auxilio de
uma membrana. O B-cariofileno foi estabelecido como marcador quimico para as
quantificagbes das amostras de CLN por ser o constituinte majoritario do CBA®,
conforme observado na caracterizagao realizada para o insumo.

O método empregado foi aquele descrito por Mockdeci e colaboradores
(2022) que aplicaram a técnica de ultrafiltragdo em centrifuga para a quantificagao
da fracao livre do terpin-4-ol proveniente do 6leo essencial de Malaleuca alternifolia
Cheell. Assim, a dispersdo de CLN foi diluida em agua ultrapura (1:100, v/v) e
aliquotas de 2 mL (n = 3) foram transferidas para unidades de ultrafiltragdo Amicon®
(NMWL 10.000 Millipore, Alemanha) e centrifugadas a 4.000 rpm por 30 minutos
(Eppendorf 5810 R, Alemanha) (Figura 12). A diluicdo da amostra € uma etapa
importante na determinagdo da EE, pois evita a possibilidade de deposicdo de
cristais da substancia de interesse na superficie do CLN, o que ocasionaria uma

superestimativa do valor da EE (Lopez-Cabeza et al., 2021).



69

Figura 12 — Esquema ilustrativo da técnica de ultrafiltragcdo em centrifuga
Oleo CBA®
\Q—J
CLN

Fonte: Adaptado de Lépez-Cabeza et al. (2021).
CLN: Carreador Lipidico Nanoestruturado.

e . Oleo
| ————p encapsulado

» Oleo livre

L J
T

Eficiéncia de Encapsulagao

Segundo informagdes do fabricante, com a utilizagdo desse sistema, que é
classificado de acordo com o peso molecular limite (do inglés Nominal Molecular
Weight Limit - NMWL), a unidade de filtragdo classificada como NMWL 10.000 ira
excluir moléculas com peso de até 10.000 Da. Portanto, como o B-cariofileno possui
peso molecular de 204,35 g moL" ndo sera retido pela membrana, porém as
nanoparticulas permaneceréo retidas porque o tamanho do poro € de 1 nm (Merck,
2023).

ApoOs a etapa de centrifugacao e separagao das fases, uma aliquota de 1,5
mL do filtrado (fase aquosa) foi transferida para tubos tipo eppendorf. Entdo, 1,0 mL
desse material foi submetido a extracdo com 1 mL de hexano em frasco de vidro
com tampa de teflon seguido por agitagdo manual vigorosa com o auxilio de um
vortex (1 minuto). Posteriormente, procedeu-se para a separagao de fases da
mistura, onde a fragdo organica (superior) foi recolhida e filtrada em um sistema
preparado em pipeta de Pauster para esgotamento de qualquer residuo de agua do
extrato hexanico. Esse sistema foi preparado pela imobilizagdo de um pequeno
pedaco de algodao na pipeta de Pauster com uma pequena quantidade de sulfato
de sddio anidro. O extrato limpo foi entdo acondicionado em vial cromatografico e 1
ML foi injetado no CG-EM em modo split (1:10) conforme condigdes cromatograficas
descritas no item 4.2.

A eficiéncia de encapsulacao foi determinada por intermédio da Equacao 8.

Ctoc - Clivreoc

EE

X 100 (Equacao 8)
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Onde: EE = Eficiéncia de Encapsulacdo, Ctoc a concentracdo total de CBA®
adicionada ao sistema (em termos de B-cariofileno) e Clivreoc a concentragéo de

CBA® livre quantificada no ultrafiltrado (em termos de B-cariofileno).

4.3.1.2.1 Estudo de solubilidade do B-cariofileno em agua

Diante da necessidade de realizar o ensaio de EE, um parametro importante
que deve ser considerado € o limite de quantificagao (LQ) do método analitico, uma
vez que concentragdes muito baixas de B-cariofileno podem estar presentes na fase
aquosa do sistema de ultrafiltragcdo em centrifuga, descrito anteriormente.

O LQ corresponde a menor concentracdo do analito presente em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis sob as
condigdes experimentais estabelecidas (Brasil, 2017).

Nesse contexto, primeiramente foi executado o estudo de solubilidade do (-
cariofileno em agua. Partindo da informacéo de que a sua solubilidade em agua é de
0,05011 mg L' a 25°C (Pubmed Compound, 2023), uma solugdo saturada do CBA®
em 4agua purificada foi preparada. Uma aliquota de 200 pL do odleo foi
volumetricamente transferida para um tubo de 15 mL, onde 5 mL de agua ultrapura
foram adicionados com o auxilio de uma pipeta automatica. Esse sistema foi levado
para um vortex onde permaneceu em agitagdo vigorosa por 5 minutos. Apos esse
tempo, ocorreu a formagdo de uma emulsdo o6leo/agua que foi separada com o
auxilio de uma centrifuga a 4.000 rpm por 40 minutos (Eppendorf 5810 R,
Alemanha).

Obtendo-se a separacdo de fases do sistema, a extracdo com hexano foi
iniciada. Para tal, uma aliquota de 2 mL da fracdo aquosa saturada foi
volumetricamente transferida para um tubo de ensaio de vidro com tampa de teflon,
onde 2 mL de hexano foram volumetricamente adicionados. O sistema foi agitado
manualmente de maneira vigorosa e com o auxilio de um vortex por 1 minuto. Entéo,
aguardou-se a separagao de fases e a fragdo organica (superior) foi submetida ao
processo de eliminacdo do residuo de agua utilizando o mesmo aparato montado
em pipeta de Pauster descrito no item 4.3.1.2. Por fim, ap6s o recolhimento da
fracdo hexanica limpa, 500 pL do extrato hexanico foram volumetricamente
transferidos para um vial cromatografico, onde 500 uL de uma solugdo padréao

interno de linalol (concentragado final = 536,28 pyg mL™") foram volumetricamente
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adicionados. Uma aliquota de 1 pL dessa solugao foi entdo injetada em modo split
(1:10) no CG-EM conforme condi¢des cromatograficas descritas no item 4.2.

O sinal analitico obtido para o B-cariofileno foi comparado ao ruido da linha de
base do equipamento, de modo que novos preparos foram realizados a partir do
mesmo extrato hexanico obtido, com a finalidade de obter o menor sinal analitico
possivel para o composto quimico com uma razao sinal ruido de, no minimo, 10:1
(Brasil, 2017).

Para as analises de quantificacdo realizadas por CG-EM foi empregado o
método de adicdo de padréo interno. Na escolha de uma substancia quimica como
padrao interno, alguns requisitos devem ser levados em consideragdo, a saber: o
pico cromatografico referente ao padrao interno deve estar bem resolvido em relagao
aos picos dos outros componentes da amostra, ndo deve reagir com nenhuma
substancia da amostra e deve possuir estrutura quimica semelhante a substancia de
interesse que se deseja quantificar (Ligiero et al., 2009). Nesse sentido, foi adotado
o linalol como padrdo interno, um monoterpeno presente no 6leo essencial de
diversas plantas. Durante o processo, uma quantidade conhecida desse padrao €
adicionada cuidadosamente nas amostras e a razdo entre as areas do pico do

padrao interno e do analito funciona como parametro analitico na quantificagao.

4.3.1.2.2 Determinacéo do limite de quantificagao do método

Partindo dos resultados referentes ao estudo de solubilidade do B-cariofileno
em agua, foi realizado o ensaio de determinagao do LQ propriamente dito. Para esse
propdsito, foi preparada uma nova solugédo saturada do CBA® em agua purificada
seguindo o mesmo procedimento descrito previamente no item 4.3.1.2.1. Da mesma
forma, todo o procedimento de extragcdo e obtengdo da fragdo hexanica seguiu o
preparo do item 4.3.1.2.1.

Para fins de determinagcdo do LQ, o procedimento foi realizado em
quintuplicatas independentes (n = 5) e optou-se por adotar a abordagem
estabelecida pela International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) para o
calculo (IUPAC, 1997) em substituicdo a determinagao pelo método visual. Segundo
a IUPAC (1997), o LQ pode ser determinado a partir de 10 vezes o valor do DP da
média dos resultados de uma replicata de injegcbes do branco da amostra com

adicdo da menor concentragdo aceitavel do analito. Por se tratar de uma matriz
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analitica complexa, inviabilizando a obtengdo de um branco (todos os componentes
da amostra exceto o analito), considerou-se como branco a solugdo preparada a
partir do extrato hexanico de modo a obter a menor concentragao do S-cariofileno
com razao sinal ruido de 10:1, determinada previamente pelo método visual.
Portanto, 10 pL do extrato hexanico foram volumetricamente transferidos para
um vial cromatografico, onde foram volumetricamente adicionados: 490 uL de
hexano e 500 uL de uma solugao de padrao interno de linalol (concentragao final =
477,24 ug mL™"). Uma aliquota de 1 pL dessa solugdo foi entéo injetada em modo
split (1:10) no CG-EM, conforme condigdes cromatograficas descritas no item 4.2.

Entdo, o LQ foi determinado consoante Equacgéo 9.

LQ =10.DP (Equacéo 9)

Onde: LQ corresponde ao limite de quantificacdo e DP ao desvio padrdao da média
dos valores de concentragcdo experimental de p-cariofileno da quintuplicata de

analise.

Um Coeficiente de Variagédo (CV) de até 20% foi adotado como especificagao
para as réplicas preparadas no LQ considerando a complexidade da matriz vegetal
em analise, ou seja, uma mistura de O6leos vegetais com grande numero de
constituintes (Guia Q2R1 do ICH; do inglés International Conference on
Harmonization) e a necessidade de uma etapa prévia de extracdo da amostra
(Gachumi et al., 2021).

4.3.1.3 Determinagéo da morfologia do CLN por Microscopia Eletrénica

4.3.1.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Amostras do CLN-OC e NL-C foram preparadas conforme o procedimento
descrito no item 4.3. Ap6s 24 horas, foram submetidas ao processo de liofilizagao
(JJ Cientifica, LJJO4F, Brasil) para possibilitar a analise por MEV. As condigbes de
liofilizagcdo empregadas foram temperatura de -51,3°C por 24 horas sob vacuo.

Entdo, as mesmas foram acondicionadas em dessecador até a analise por MEV.
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O material dessecado foi analisado por MEV (Hitachi, TM 3000, Jap&do) com
aceleracao de feixe de elétrons de 15 kV em aumento de 1000x. Para isso, uma
pequena quantidade de cada amostra foi fixada em uma fita de carbono, que foi
depositada em uma haste de metal e encaminhada para o microscépio.

A analise foi realizada tanto para a nanoparticula controle quanto para a
nanoparticula contendo o CBA®, com a finalidade de comparar diferengas na

superficie entre elas.

4.3.1.3.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Para a analise de MET, 24 horas apds a obtencdo das nanoparticulas, a
dispersdo de CLN-OC foi diluida em agua ultrapura (1:5, v/v) e 10 pL foram
depositados sobre uma grid coberta com filme de carbono (formvar) (Ted Pella,
EUA), por 10 minutos, para permitir a aderéncia sobre o substrato de carbono.
Posteriormente, o excesso da dispersao foi removido com papel filtro e procedeu-se
a adicado de 10 yL do agente de contrastagdo negativa (solugdo aquosa de acido
fosfotungstico 2%, m/v) por 1 minuto. Da mesma forma, o remanescente da solugao
foi retirado com papel filtro. A amostra foi deixada em temperatura ambiente por 24
horas para secagem e analisada por MET (Hitachi, HT 7800, Jap&o), sob fonte de

aceleracao de elétrons de 100 kV.

4.3.2 Avaliagao da estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas

Apods o preparo, as nanoparticulas com o CBA® e as nanoparticulas controle
foram armazenadas em tubos de 50 mL e ao abrigo da luz em geladeira (4°C).
Entdo, uma estabilidade de curto prazo (90 dias) foi realizada, onde as amostras
foram avaliadas nos tempos inicial, 15, 30, 60 e 90 dias. Os parametros adotados
para a analise foram: didametro hidrodinamico médio, Pl e aspectos macroscépicos
da dispersdo. Para tanto, um dos dois lotes de CLN-OC produzidos foi
aleatoriamente selecionado para o estudo de estabilidade, assim como a NL-C.

Os resultados foram avaliados utilizando Analise de Variancia (ANOVA) de

um fator, seguido pelo pés-teste de Tukey para comparagado de grupos a 95% de
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confianga. O software PRISM 5.0 (GraphPad, EUA) foi utilizado. Valores de p < 0,05

foram considerados significativos.

4.3.3 Determinacgao da densidade da dispersao aquosa dos CLNs

A densidade da dispersdo dos CLNs foi determinada empregando-se a
metodologia de densidade relativa utilizando picnémetro de vidro. A analise foi
conduzida em temperatura de 20°C. Um picnédmetro de vidro de 25 mL vazio e seco
foi pesado e seu peso anotado. Em seguida, ele foi preenchido completamente com
a dispersao de nanoparticulas, evitando-se a formacao de bolhas de ar e seu peso
foi novamente anotado. Por fim e apds a sua lavagem e secagem, ele foi novamente
preenchido com agua purificada, evitando a formacédo de bolhas, e pesado. O
calculo da densidade foi realizado de acordo com a Equacdo 10. A analise foi
realizada em triplicata (resultado expresso como média £ DP).

M, — M,

Densidade (g/cm3) = 2—2 (Equacgéo 10)

M; — My

Onde: M, corresponde a massa do picnébmetro vazio (em gramas), M, a massa do
picndmetro com a amostra (em gramas) e M; a massa do picndbmetro com a agua

(em gramas).

4.3.4 Calculo da proporc¢ao o6leo/sistema nanoparticulado na condigao 6tima

Considerando que a pesquisa foi conduzida com a dispersdo de
nanoparticulas em agua e ndao com o sistema liofilizado delas, a fim de facilitar os
calculos, a proporgdo de CBA® para o sistema nanoparticulado como um todo
(proporgédo v/im) foi determinada. Esse procedimento foi realizado no intuito de
estabelecer um valor que pudesse ser empregado nos calculos de concentragédo das
solugdes preparadas com as nanoparticulas nos ensaios in vitro, de maneira que 0s
resultados pudessem ser expressos todos em termos de CBA®. Assim, foi realizado
um calculo de proporgdo (v/m) tomando como base o volume total de CBA®

adicionado (200 yL) e a massa total do sistema (4,4608 g). Esse valor foi empregado
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nos calculos de concentragdes, assim como a densidade obtida para a dispersao
dos CLNs.

4.4 TRIAGEM DE AVALIACOES IN VITRO DOS CLNs

4.4.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do CBA®, da nanoparticula controle (NL-C) e do
carreador lipidico nanoestruturado contendo CBA® (CLN-OC) foram avaliados
utilizando o método de sequestro de espécies reativas de oxigénio, através da
reducdo do radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (do inglés 1,7-diphenyl-2-
picrylhydrazil - DPPH), conforme descrito por Qin e colaboradores (2014) com
pequenas modificacdes.

Uma solucédo de DPPH foi preparada através da pesagem de 1 mg de DPPH,
transferéncia para um baldo volumétrico de 50 mL, solubilizagdo em etanol com
auxilio de banho ultrassénico por 3 minutos e afericdo do volume com o mesmo
solvente (concentragéo final = 20 ug mL™").

A solugdo estoque da amostra de CBA® foi preparada através da
transferéncia de 10 yL do éleo para um frasco de vidro com tampa de teflon, seguido
pela adigdo volumétrica de 10 yL de uma mistura de tween 80/DMSO (1:1, v/v) e
1980 pL de etanol (concentragéo final = 4530 ug mL' de CBA® in natura, com a
corregao pela densidade do oleo de 0,906 g cm3). A solugdo estoque da amostra de
CLN-OC foi preparada a partir da transferéncia volumétrica de 224 uL da dispersao
para um frasco de vidro com tampa de teflon, seguido pela adicdo volumétrica de
1776 uL de etanol (concentragéo final = 4530 ug mL' de CBA® nanoencapsulado). A
solugcdo estoque da amostra de NL-C foi obtida da mesma forma que a solugao
estoque de CLN-OC.

Apods o preparo e homogeneizagdo das solugdes estoque, as mesmas foram
diluidas através da transferéncia volumétrica de 200 uL para tubo tipo eppendorf,
seguido pela adicdo de 800 pL de etanol, de maneira a obter solugbes na
concentragdo de 906 ug mL™'. Entéo, diluigdes seriadas (1:2, v/v, n = 12) em tubos
tipo eppendorf foram realizadas utilizando etanol como diluente. Apds, em placa de

96 pocos, aliquotas de 50 uL de cada uma das concentracées foram adicionadas e
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150 uL da solugdo estoque de DDPH. Dessa forma, a seguinte faixa de
concentragéo final foi obtida na placa: 0,111 a 226,500 ug mL-!, em termos de CBA®
in natura ou nanoencapsulado (CLN-OC). Para cada uma das concentragdes um
branco foi preparado por meio da transferéncia volumétrica de 50 uL das amostras
teste e 150 yL de etanol para a placa de 96 pocos, a fim de eliminar possiveis
interferéncias nos resultados obtidos. Cada concentragao foi testada em triplicata na
placa.

As placas de 96 pogos foram submetidas a agitacdo em agitador de placas
(S1-0400, Genie Scientific, EUA) por 3 minutos, seguido por repouso a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz durante 30 minutos. Por conseguinte, a leitura de
absorvancia foi realizada em espectrofotdmetro UV/Visivel em comprimento de onda
de 510 nm (Multiskan Go-1510, Thermo Fisher Scientific, EUA). Entdo, para a
determinacgao da atividade antioxidante nas concentragdes testadas foi empregada a

Equacao 11.

)

. . A )
Atividade antioxidante (%) = ( “m"“;“ contiore
DPPH

X 100 (Equacéao 11)
Onde: A mostra COrresponde a absorvancia da amostra contendo o DPPH, A, ntro1e
corresponde a absorvancia do branco (amostra com etanol apenas) e Apppy

corresponde a absorvancia da solugao etandlica de DPPH.

A partir dos valores obtidos, uma curva que relaciona a concentragdo com a
porcentagem de atividade antioxidante foi construida para cada amostra. Na
presenca de uma resposta dose dependente, os valores de Concentracao Inibitoria
50% (Clso) séo obtidos, ou seja, a concentragdo capaz de diminuir ou reduzir a
concentracao inicial do radical DPPH em 50%.

ANOVA de um fator, seguido pelo pds-teste de Tukey para comparacao de
grupos a 95% de confianga, foi empregada na analise dos resultados. O software
PRISM 5.0 (GraphPad, EUA) foi utilizado. Valores de p < 0,05 foram considerados

significativos.
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4.4.2 Toxicidade aguda

O modelo de bioensaio in vitro empregando o organismo invertebrado Artemia
salina Leach foi escolhido para a predigdo da toxicidade aguda. O ensaio foi
realizado conforme descrito por Meyer e colaboradores (1982) com algumas
modificagdes. Os ovos encistados do microcrustaceo foram obtidos da empresa
Maramar Aquacultura (Rio de Janeiro, Brasil) e incubados por 48 horas com agua
marinha artificial (pH entre 8 e 9) a temperatura ambiente e com luminosidade
adequada, obtida com o auxilio de uma lampada. A agua marinha artificial foi
preparada conforme metodologia descrita por Martins e colaboradores (2019),
compreendendo: NaCl 24,0 g L'; CaCl2.2H20 1,5 g L'; MgCl2.6H20 11,0 g L";
Na2S04 4,0 g L'; KBr 0,1 g L"; KCI 0,7 g L'; NaHCOz3 0,3 g L'. Na Figura 13, é

mostrado A. salina apos a eclosdo dos ovos em agua marinha artificial.

Figura 13 — Artemia salina em agua marinha artificial

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
Nota: Imagem retirada em fundo escuro para facilitar a visualizagdo dos microcrustaceos.

Trés solugdes estoque distintas foram preparadas (Tabela 2), compreendendo
as amostras do 6leo in natura e das nanoparticulas (CLN-OC e NL-C). Uma mistura
de tween 80/DMSO (1:1, v/v) foi utilizada para o preparo do 6leo. Tomando como
base as solugdes estoque, diluicdes de cada uma delas foram realizadas em tubo de
50 mL através da transferéncia volumétrica de 2,5 mL seguido pela adigao
volumétrica de 12,5 mL de agua marinha artificial (concentragao final = 1000 ug mL-
). Entdo, a partir dessas, uma diluigdo seriada (1:2, v/v, n = 5) em tubos de 50 mL
foi realizada para cada uma das amostras, de maneira a obter a seguinte faixa de

concentragdo final: 10 a 1000 ug mL"' de CBA® in natura ou nanoencapsulado.
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Todas as concentragdes testadas foram preparadas em triplicata (n = 18 preparos

ao total para cada amostra).

Tabela 2 — Preparo das solugdes estoque de CBA® in natura e nanoparticulas para o

ensaio de toxicidade aguda

Solugao vl e Agua marinha Volume D
estoque EEl DD artificial (mL) final (mL) Gl
q (mL) (1:1) (mL) (CBA®)
CBA® 0,066 0,054 9,88 6000 ug mL™’
CLN-OC 1,34 - 8,66 10,00 6000 ug mL""
NL-C 1,34 - 8,66 -

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
CLN-OC: Carreador Lipidico Nanoestruturado contendo CBA®; NL-C: Nanoparticula Lipidica
Controle; DMSO: Dimetilsulféxido.

Como controle positivo do ensaio foi utilizado timol preparado na mesma faixa
de concentragdo (n = 6) das amostras. Para o preparo da solugao estoque de timol,
50,0 mg do mesmo foram pesados e transferidos para um gral, seguido por
trituragdo. Posteriormente, ocorreu a solubilizagdo com 0,054 mL de tween
80/DMSO (1:1, viv) e 10 mL de &gua marinha artificial. O conteudo foi
cuidadosamente transferido para um baldao volumétrico de 50 mL e deixado em um
banho ultrassénico durante 15 minutos para completa solubilizagdo. Apds o
resfriamento a temperatura ambiente, novas lavagens do gral foram realizadas com
agua marinha artificial, seguido pela transferéncia para o baldo volumétrico de 50
mL. Entdo, o volume foi aferido com agua marinha artificial (concentragao final =
1000 pug mL™"). Apds, preparou-se a diluicdo seriada para a obtengdo da mesma
faixa de concentragdo final: 10 a 1000 yg mL" de timol, sendo que todas as
concentragdes foram preparadas em triplicata (n = 18 preparos ao total).

Como controle negativo, foram utilizados a dgua marinha artificial e a mistura
de tween 80/DMSO (1:1, v/v) na proporc¢éao final empregada para a solubilizagdo do
oleo e do timol.

Para a realizacdo do ensaio, 10 unidades do microcrustaceo foram
cuidadosamente coletadas com o auxilio de uma lupa, uma pipeta de Pauster e
iluminagao adequadas e transferidas para uma placa suporte com pog¢os numerados,

onde 5 mL das solugdes preparas em cada concentracdo foram volumetricamente
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adicionados. Entdo, apdés essa etapa de tratamento, os microcrustaceos foram
deixados em incubagao por 24 horas em temperatura ambiente e iluminacéo natural.
Transcorrido esse periodo, o numero de larvas mortas foi contado para cada
concentracdo de cada amostra avaliada, utilizando uma lupa e iluminagao
adequada.

A letalidade (%) foi calculada através da comparagado do numero de larvas de
A. salina sobreviventes nos pogos controle em relagdo aos pocgos tratados, de

acordo com a Equacéo 12.

(N°larvas vivas Amostra — N°larvas vivas Controle)

L (%) =

X 100 (Equacéao 12)

NO larvas vivas Controle

Onde: L equivale a letalidade (em porcentagem) e N° corresponde a numero.

Foi utilizado o método de analise de probitos, onde os valores de
porcentagem de letalidade foram empregados na determinagao da Dose Letal 50%
(DLso) por interpolagédo no grafico do logaritmo da concentragcéo versus probitos,
através de uma analise de regressao linear utilizando o software Microsoft Excel
2308 (Microsoft, EUA). A DLso é definida como a concentragdo necessaria para
causar a morte de 50% das larvas de A. salina (Martins et al., 2019). Os intervalos
de confianga a 95% também foram calculados para os valores médios de DLso

obtidos, usando o mesmo software.

4.4.3 Viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado conforme protocolo descrito por
Mosmann (1983) com modificacbes empregando a metodologia do MTT (brometo de
[3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlico]). Trata-se de um sal tetrazolico de cor
amarela que é reduzido e adquire coloracdo azul em fungao da atividade oxidativa
das células, funcionando como um indicador da fungao mitocondrial e, portanto, da
viabilidade celular (Mosmann, 1983).

A linhagem celular imortalizada de fibroblastos murinos (L929) foi empregada
(Figura 14). O cultivo das células foi realizado em placas de Petri contendo meio de

cultura DMEM suplementado com 10% de SFB inativado, 100 U mL-' de penicilina,
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100 yg mL™" de estreptomicina e 10 mM de tampdo HEPES, pH 7,4, mantidas em
estufa com atmosfera umidificada a 37°C e 5% de CO2 (Thermo Fisher Scientific,
modelo 3111, EUA).

Figura 14 — Linhagem celular L929 de fibroblasto murino em microscopio invertido

Fonte: Elaborado pela autora (2024). Objetiva de 20x.

Apo6s atingirem 80% de confluéncia, as células foram tripsinizadas e
cultivadas em placas de 96 pogos com densidade celular de 5x10% células mL",
estimada a partir da contagem realizada em camara de Neubauer empregando o
corante azul de trypan. Apés o plagueamento, as células foram incubadas em estufa
com atmosfera modificada a 37°C e 5% de CO:2 por 24 horas para aderéncia celular.
Entdo, o meio de cultura foi substituido pelos tratamentos. As solugdes estoque das
amostras avaliadas foram preparadas de acordo com a Tabela 3. Cada

concentracao foi avaliada em quintuplicata nas placas.

Tabela 3 — Preparo das solugdes estoque de CBA® in natura e nanoparticulas para o

ensaio de viabilidade celular

Solugio Volume DMSO 0,5%  Meio de cultura Volume Concentragao final

estoque inicial (uL) (viv, pL) (ML) final (uL) (CBA®)
CBA® 11 10 1979 5000 pg mL-!

CLN-OC 247 - 1753 2000 5000 pg mL’
NL-C 247 - 1753 -

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
CLN-OC: Carreador Lipidico Nanoestruturado contendo CBA®; NL-C: Nanoparticula Lipidica
Controle; DMSO: Dimetilsulféxido; v/v: volume/volume.
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Entdo, uma diluicdo de cada uma das solugdes estoque foi preparada
transferindo-se, volumetricamente, 0,8 mL para criotubo seguido pela adigéo de 1,2
mL de meio de cultura (concentragéo final = 2000 ug mL™"). A partir dessas solugdes,
diluicdes seriadas (1:2, v/v, n = 12) foram realizadas de maneira a obter a seguinte
faixa de concentragao final na placa: 0,49 a 2000 yg mL"' de CBA® in natura ou
nanoencapsulado. Apdés a adigdo dos tratamentos, as placas foram novamente
incubadas a 37°C e 5% de CO2 por 48 horas. Como controle negativo do
experimento foi utilizado apenas o meio de cultura e como controle de solvente foi
avaliado o DMSO 0,5%.

Apods o periodo de incubagdo, o meio de cultura foi removido e os pogos
foram lavados com 100 pyL de Tampao Fosfato Salino (TFS) seguido pela adi¢ao de
100 uL da solugdo de MTT a 10% em meio de cultura (10 yLde MTTa5mgmL" e
90 pL de DMEM). As placas foram novamente incubadas por 3 horas e,
posteriormente, os cristais de formazana formados foram dissolvidos com 100 uL de
DMSO. Por fim, a absorvancia foi medida em espectrofotdometro com leitor de placas
(Multiskan Go-1510, Thermo Fisher Scientific, EUA) em comprimento de onda de
540 nm.

Os resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade celular
(Equacéao 13) para cada concentragcao (média + DP). A Clso, ou seja, concentragao
que reduz a viabilidade celular em 50% foi determinada através da plotagem de
grafico correlacionando a mortalidade celular com as concentragdes (Microsoft Excel
2308, Microsoft, EUA).

Viabilidade celular (%) = 2amestra 5 100 (Equagéo 13)

controle

Onde: A mostra COrresponde a absorvancia das células tratadas apos a reagdo com
o MTT, A ontrote COrresponde a absorvancia das células néo tratadas apds a reagéo
com o MTT.

Os resultados foram avaliados empregando ANOVA de um fator seguido do
pos-teste de Tukey para comparagao de grupos, utilizando o software PRISM 5.0
(GraphPad, EUA). Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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4.5 DESENVOLVIMENTO DAS FORMULAGOES COSMETICAS

Trés formas farmacéuticas diferentes para aplicagdo facial foram
desenvolvidas contendo os CLNs-OC. Para tanto, optou-se por trabalhar com
férmulas minimalistas (0 menor numero possivel de constituintes) e veganas. As
formas farmacéuticas desenvolvidas foram uma bruma e um sérum facial,
formulacdes de base aquosa, além de um creme facial (emulsao do tipo agua/éleo).

Durante a etapa de desenvolvimento das formulagdes foram observados
aspectos como a obtengdo de um produto macroscopicamente homogéneo, pH
compativel com o da pele (4,0 a 6,0) (Proksch, 2018) e caracteristicas

organolépticas adequadas (cor, aspecto e odor).

4.5.1 Desenvolvimento da bruma e sérum faciais

As composigdes quali e quantitativa das formulagbes-teste sérum e bruma (%

p/p) estao descritas nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4 — Composicao da formulagdo cosmética bruma facial

Matéria-prima INCI Name (% pl/p) Funcao
Agua destilada Water q.S.p. Veiculo
EDTA dissddico Disodium EDTA 0,1 Agente quelante
Alcool etilico P.A. Alcohol 10,0 Agente para secagem
CLN-OC - 2,0 Ativo
Optiphen® Phenoxyethanol (and) Caprylyl Glycol 1,0 Conservante

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

INCI: International Nomenclature Cosmetic Ingredient. %p/p: porcentagem em peso.
g.s.p.: quantidade suficiente para. EDTA: Ethylenediaminetetraacetic Acid.
CLN-OC: Carreador Lipidico Nanoestruturado contendo CBA®.

Tabela 5 — Composicao da formulagdo cosmética sérum facial

Matéria-prima INCI Name (% p/p) Funcgéo
Agua destilada Water q.s.p. Veiculo
EDTA dissddico Disodium EDTA 0,1 Agente quelante
Lecigel® Sodium Acrylates Copolymer (and) Lecithin 1,3 Agente de viscosidade
CLN-OC - 50 Ativo hidratante
Optiphen® Phenoxyethanol (and) Caprylyl Glycol 1,0 Conservante

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

INCI: International Nomenclature Cosmetic Ingredient. %p/p: porcentagem em peso.
g.s.p.: quantidade suficiente para. EDTA: Ethylenediaminetetraacetic Acid.
CLN-OC: Carreador Lipidico Nanoestruturado contendo CBA®.
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Durante o preparo da bruma, em béquer de vidro de 50 mL, todos os
componentes foram pesados, iniciando-se pela pesagem do EDTA (do inglés
Ethylenediaminetetraacetic Acid), seguido pela sua solubilizagcdo em agua destilada,
adicao do alcool etilico, o sistema nanoparticulado e, por fim, 0 agente conservante.
A formulagéo foi homogeneizada com auxilio de um bastao de vidro.

Para o preparo do sérum, em béquer de 50 mL, pesou-se inicialmente o
EDTA, seguido pela adicdo da agua destilada para a solubilizagédo. O lecigel® foi
pesado separadamente e adicionado aos poucos e sob agitagdo vigorosa em
agitador magnético com temperatura controlada (45°C). A agitagdo e temperatura
foram mantidas constantes até a total dispersdo do polimero. Posteriormente ao
resfriamento do sistema em temperatura ambiente, o carreador lipidico
nanoestruturado e o conservante foram pesados e adicionados, seguido por
homogeneizacdo com o auxilio de um bast&o de vidro.

O primeiro lote das formulacbes sérum e bruma foi submetido ao teste de

estabilidade fisico-quimico preliminar.

4.5.2 Desenvolvimento do creme facial

Para a obtengcdo do creme (Tabela 6), os ingredientes da fase aquosa
(glicerina e eletrdlitos) foram pesados separadamente e transferidos para béquer de
vidro de 50 mL. Os mesmos foram solubilizados em agua destilada. Paralelamente,
a fase oleosa foi preparada. Os ingredientes liquidos foram pesados separadamente
e transferidos para béquer de vidro de 50 mL. Eles foram manualmente
homogeneizados e as matérias-primas solidas (manteiga de cupuagu e Megh®Care
SEW 200) foram pesadas e adicionadas ao mesmo béquer. O sistema foi aquecido
em agitador magnético sob temperatura controlada (50°C) até a fusao de tais
ingredientes. Entdo, a fase aquosa foi vertida sobre a fase oleosa e imediatamente
submetida a agitacdo mecanica em Ultra Turrax (SilentCrusher M, Heidolph,
Alemanha) a 8.000 rpm por 15 minutos (sem a utilizagdo de temperatura). O pH foi
aferido e, apos o resfriamento do sistema em temperatura ambiente, os
nanocarreadores, o conservante e a fragrancia foram acrescentados. O pH foi

determinado através de fita de pH (Macherey-Nagel, pH-fix 0-14).
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Por fim, os pigmentos foram misturados entre si e lentamente incorporados na

formulagdo com o auxilio de um agitador mecanico (Fisatom 713D, Brasil) a 150 rpm

utilizando hélice naval. O pH da emulséo final foi novamente aferido.

Tabela 6 — Composicao da formulagao cosmética creme facial

Matéria-prima INCI Name (% p/p) Funcgao
Agua destilada Water g.s.p. Veiculo
Glicerina Glycerin 3,0 Umectante
Su:aetpo,[:rﬁ drpaatgr(;gsm Magnesium sulfate 1,0 Eletrélito
Cloreto de sédio Sodium chloride 1,0 Eletrdlito
Dimethicone (and)
Silicone Belsil® 6000 Divinyldimethicone/Dimethicone 10,0 Espessante e emoliente
Crosspolymer
Manteiga de Theobroma Grandiflorum Seed C oA
50 Agente de consisténcia
cupuacgu Butter
DUB® ININ Isononyl Isononanoate 50 Ester emoliente
TACC Caprylic/capric Triglyceride 10,0 Ester emoliente
Vitamina E oleosa Tocopheryl acetate 1,0 Antioxidante
L e Polyglyceryl-6 Polyhydroxystearate .
Emulium® illustro (and) Polyglyceryl-6 Polyricinoleate 5,0 Agente emulsionante
Meghcare SEW 200 Synthetic beeswax 7,0 Reestruturante
CLN-OC - 2,0 Ativo
Optiphen® (ar%egggsz}gg;{:ol 0,75 Conservante
Fragréncia - 0,5 Fragrancia
Zinc Oxide & Iron oxide (Cl 77492) &
Deepercaps® yellow Boron Nitride & Magnesium Stearate 185 Pigmento
& Shea Butter & Ethyl Cellulose & ’
Titanium Dioxide & Cellulose Acetate
Zinc Oxide & Iron oxide (Cl 77491) &
Deepercaps® red Boron Nitride & Magnesium Stearate 10 Pigmento
& Shea Butter & Ethyl Cellulose & ’
Titanium Dioxide & Cellulose Acetate
Zinc Oxide & Iron oxide (Cl 77499) &
Deepercaps® black Boron Nitride & Magnesium Stearate 215 Pigmento

& Shea Butter & Ethyl Cellulose &
Titanium Dioxide & Cellulose Acetate

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

INCI: International Nomenclature Cosmetic Ingredient. %p/p: porcentagem em peso.
g.s.p.: quantidade suficiente para. TACC: triglicerideos do acido caprico e caprilico.
CLN-OC: Carreador Lipidico Nanoestruturado contendo CBA®.

O creme facial ndo foi submetido aos ensaios de estabilidade, controle de
qualidade e performance, que serdao detalhados a seguir, sendo uma lacuna do

presente estudo e alvo de investigagdes para futuros trabalhos.
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4.5.3 Estabilidade fisico-quimica da bruma e do sérum

4.5.3.1 Avaliagédo da estabilidade preliminar

Apods a obtencao das formulagdes de sérum e bruma, elas foram deixadas em
repouso a temperatura ambiente por 24 horas para a realizagdo do ensaio de
estabilidade preliminar. Segundo a ANVISA, esse ensaio é utilizado na triagem das
férmulas desenvolvidas, ou seja, na fase inicial de desenvolvimento do produto. Ele
utiliza condi¢cbes extremas no sentido de acelerar possiveis alteragbes e reacgdes
entre os componentes das formulagbes (Brasil, 2004). Nesse sentido, foram
conduzidos os testes de centrifugagéo e de estresse térmico.

Para o teste de estresse térmico, as formulagdes foram submetidas a
aquecimento sequencial (Solidsteel, Brasil) a 40°C e 50°C em banho maria
termostatizado, mantendo-se por 30 minutos em cada temperatura, conforme
estabelecido por Baby e colaboradores (2008). Para tanto, 4,0 g das formulag¢des
foram pesados e acondicionados em frascos de vidro do tipo headspace com, pelo
menos, um tergo do frasco vazio para que trocas gasosas pudessem ocorrer.

No teste de centrifugacdo, 3,0 g das formulagcbes foram pesados e
transferidos para tubos de 15 mL, que foram centrifugados (Eppendorf 5810 R,
Alemanha) a 3.000 rpm por 30 minutos (Brasil, 2004).

As amostras foram deixadas em temperatura ambiente para o resfriamento
antes da realizacdo dos testes (pH e caracteristicas organolépticas) e todas as
analises foram conduzidas em triplicata.

O pH das formulagdes foi avaliado antes e apds os testes de estabilidade
preliminar, empregando o método de potenciometria com potencidometro digital (PG
1800, Gehaka, Brasil) previamente calibrado (solugbes tampéao pH 4,0 e 7,0) através
da imersao direta dos eletrodos na amostra. Os resultados de pH foram expressos
como média + DP e o teste t de Student foi empregado para a comparagao entre as
condigbes inicial e final, empregando o software PRISM 5.0 (GraphPad, EUA).
Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Na potenciometria, o pH é determinado através da diferenga de potencial
entre dois eletrodos imersos na amostra a ser analisada, sendo dependente da

atividade dos ions hidrogénio na solugéo (Brasil, 2008).
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Adicionalmente, as caracteristicas organolépticas das formulas também foram
avaliadas (cor, odor e aspecto) antes e apds as condigdes de estresse. Os ensaios
organolépticos objetivam verificar alteragcbes como separagao de fases, precipitacao

e turvacéo (Brasil, 2008).

4.5.3.2 Avaliagdo da estabilidade acelerada

Uma vez que as formulagdes se mantiveram estaveis no teste de estabilidade
preliminar, elas foram submetidas ao teste de estabilidade acelerada. Trata-se de
um teste também empregado na fase de desenvolvimento do produto que fornece
dados sobre a sua estabilidade, estimacdo do prazo de validade e da
compatibilidade dos componentes da formula com o tipo de material utilizado na
embalagem de acondicionamento (Brasil, 2004; Ferreira; Brandao, 2011).

Para a realizagao desse teste, 5,0 g das amostras foram pesados e
transferidos para frasco headspace de vidro neutro e transparente onde, pelo
menos, um tergco do frasco foi mantido vazio para que trocas gasosas pudessem
ocorrer. Além disso, utilizou-se tampas que garantissem uma boa vedagao, evitando
a perda de gases ou vapor para o meio. O teste foi conduzido pelo periodo de 90
dias.

As condicbes selecionadas para o ensaio de estabilidade acelerada
basearam-se nos requisitos preconizados pela ANVISA (Brasil, 2004), a saber: (i)
resfriamento em geladeira a 4°C, (ii) aquecimento em estufa a 45 = 2°C
(Novatecnica, NT522, Brasil) e (iii) exposicao a radiagdo luminosa em camara de
fotoestabilidade (Farma, 424CF, Brasil) com temperatura de 30 + 2°C. Além disso,
amostras armazenadas em temperatura ambiente (exposi¢cao a luz visivel, porém ao
abrigo da luz solar) também foram avaliadas. As analises foram realizadas
inicialmente no tempo zero, 24 horas e aos 7°, 15°, 30°, 60° e 90° dias de ensaio.

Para os testes de fotoexposigcdo, empregou-se uma cémara de
fotoestabilidade na configuragdo horizontal, na qual a bandeja de amostras
permaneceu estacionaria e na posicao inferior, com o sistema de irradiacao
instalado na parte superior e uma estrutura interna de espelhos permitindo uma
distribuicdo homogénea da luz (Figura 15) (Granizo, 2012). As configuragbes de

ldmpada desse modelo pertencem a opgdo 2 do Guia Q1B do ICH (ldmpada
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fluorescente branca fria e radiagdo UV proxima com uma distribuicido espectral de

320 a 400 nm com emissao maxima de energia entre 350 e 370 nm).

Figura 15 — Camara de fotoestabilidade utilizada no ensaio de exposi¢ao a radiagao

luminosa
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Fonte: Ethick (2023).
C: gabinete da camara. F: fontes de luz. A: drea de exposi¢do das amostras.

Os parametros adotados para a avaliacdo do comportamento das amostras
foram pH e caracteristicas organolépticas (cor, odor e aspecto). Para cada
formulacdo e cada condicdo testada, as analises foram conduzidas em triplicata.
Uma escala para a avaliacdo dos resultados dos testes do estudo de estabilidade
acelerada em termos de caracteristicas organolépticas foi elaborada,
compreendendo: N = normal, sem alteracdo, LA = levemente alterado e IM =
intensamente modificado.

Os resultados de pH foram expressos como média + DP e foram
determinados consoante descrito anteriormente nos itens 4.5 e 4.5.1.1. O software
Microsoft Excel 2308 (Microsoft, EUA) foi empregado para a construgéo dos graficos
de variagdo de pH ao longo dos 90 dias de estudo. O critério estabelecido para a
avaliagcao do pH foi que o mesmo se mantivesse dentro da faixa de compatibilidade
com a pele (4,0 a 6,0) (Proksch, 2018; Sasidharan; Joseph; Junise, 2014).

Quanto a avaliagao das caracteristicas organolépticas, as amostras do proprio
produto armazenadas em temperatura ambiente foram estabelecidas como amostras
de referéncia. Essa escolha se deu pelas caracteristicas peculiares delas, com um
numero pequeno de constituintes (formulas minimalistas), diferenciando-se daquelas

disponiveis comercialmente, cujo numero de constituintes é elevado e, portanto,
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diferente da proposta do presente estudo, sendo essa abordagem permitida pelo
Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos da ANVISA (Brasil, 2004). E
importante reforcar que, ao longo do estudo de estabilidade, as amostras
armazenadas em temperatura ambiente foram monitoradas quanto a manutengao
das caracteristicas organolépticas e de pH iniciais, com a finalidade de garantir a
auséncia de alteracdes significativas.

Um segundo lote das formulagdes foi produzido para a realizagao dos ensaios
de estabilidade acelerada, bem como aqueles que serao descritos adiante nos itens

4.5.2 e 4.5.3, seguindo 0 mesmo processo de preparo detalhado na sec¢éo 4.5.

4.5.4 Controle de qualidade fisico-quimico da bruma e do sérum

Os ensaios de controle de qualidade fisico-quimico para as formulagdes
bruma e sérum facial foram conduzidos consoantes o Guia de Controle de Qualidade
de Produtos Cosméticos da ANVISA (Brasil, 2008). Nesse sentido, foram realizados
0s ensaios requeridos por esse Guia considerando cada tipo de forma farmacéutica

desenvolvida.

4.5.4.1 Determinag&o das caracteristicas organolépticas

As caracteristicas organolépticas avaliadas foram aspecto, cor e odor com o
objetivo de possibilitar um reconhecimento primario dos produtos. As analises foram
realizadas empregando frascos de vidro transparentes do tipo headspace, em

condicdo de boa luminosidade e utilizando fundo branco.

4.5.4.2 Determinag&o do pH

A determinacao do pH foi realizada empregando o método de potenciometria.
Para isso, utilizou-se um potencidmetro digital (PG 1800, Gehaka, Brasil)
previamente calibrado com as solugdes de calibrag&o e limpo, cujos eletrodos foram
inseridos diretamente sobre o produto. Um tempo de estabilizagédo foi aguardado e,
entdo, realizou-se a leitura do pH da amostra. A analise foi conduzida em triplicata e

o resultado expresso como média + DP.
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4.5.4.3 Determinacéo da densidade

Com o intuito de determinar a densidade da bruma e do sérum, utilizou-se o
método da densidade relativa, que consiste na relacdo entre a densidade absoluta
de uma substéncia e a densidade absoluta de outra substancia utilizada como
padrao (agua destilada). Para isso, um picnémetro de vidro de 25 mL foi empregado.
O teste foi conduzido em temperatura de 20°C.

Primeiramente, o picndmetro vazio foi pesado e seu peso anotado. A seguir,
ele foi preenchido completamente com a amostra, evitando-se a introdu¢do de
bolhas e novamente pesado. Apds seca-lo cuidadosamente, ele foi preenchido com
agua destilada e seu peso foi anotado. Entdo, a densidade foi calculada conforme
Equacédo 10 descrita no item 4.3.3. O ensaio foi realizado em triplicata para cada

formulacao e os resultados expressos como média £ DP.

4.5.4.4 Determinacéo da viscosidade do sérum

A viscosidade corresponde a medida de resisténcia de um produto a
deformacao ou ao fluxo. O teste de viscosidade consiste em medir a resisténcia de
um material ao fluxo por meio da fricgdo ou do tempo de escoamento. E realizada
utilizando um viscosimetro. Existem diferentes tipos de viscosimetro, a saber:
rotativo, orificio e capilar. Cada um deles utiliza um método de analise diferente e é
adequado para um tipo especifico de amostra (Brasil, 2008).

Para a determinac&do da viscosidade do sérum, empregou-se O viscosimetro
rotativo do tipo Brookfield (Quimis, Q860M21, Brasil). Esse viscosimetro é indicado
para a analise de fluidos com comportamento newtoniano e nao newtoniano
(Ferreira; Brandao, 2011) e baseia-se na medi¢ao do torque requerido para rodar um
fuso imerso em um fluido para analise (Brasil, 2008).

Primeiramente, foi necessario selecionar o rotor e a velocidade adequados
para a faixa de viscosidade da amostra. Para isso, as informagdes de selecdo
fornecidas no manual do equipamento (Quimis, 2013) foram adotadas, sendo
necessaria a escolha dos parametros que fornegam a leitura que mais se aproxima a
escala de 50% do equipamento (correspondente ao desempenho 6timo do fio de
torcédo “espiral”). O rotor de numero 3 a 2 rpm foi selecionado. Entao, ele foi inserido

diretamente em 100 mL de amostra até a margem (sulco) da haste do rotor,
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evitando-se a formacdo de bolhas. Apds o nivelamento adequado, a leitura de
viscosidade foi realizada e o resultado foi lido diretamente no display do painel do
equipamento.

A temperatura da amostra durante o ensaio foi de 21,6°C, sendo que a
especificacao de temperatura para esse tipo de ensaio é fundamental, uma vez que

influencia diretamente sobre os resultados de viscosidade (Ferreira; Brandao, 2011).

4.5.5 Testes de performance in vitro da formulagao sérum facial

Os ensaios de performance sao aqueles que avaliam o desempenho da
formulacdo desenvolvida, fornecendo evidéncias in vitro de como elas podem se
comportar in vivo (Brasil, 2021), ressaltando que esses ensaios nao sao aplicaveis a

bruma, devido as suas caracteristicas farmacotécnicas (forma farmacéutica liquida).

4.5.5.1 Avaliagdo da espalhabilidade

Com o objetivo de avaliar a espalhabilidade do sérum, foi utilizada a
metodologia descrita originalmente por Knorst (1991) com algumas modificagdes,
que se baseia na determinacdo da espalhabilidade em superficie lisa (placa de
vidro).

Uma placa molde, circular, de vidro (didametro = 18 cm e espessura 5 mm)
com orificio central de 1,2 cm de didmetro (moldado por um suporte circular) foi
posicionada sobre uma escala milimetrada. A amostra (0,15 g) foi cuidadosamente
introduzida no orificio da placa moldado pelo suporte circular, sua superficie foi
nivelada com uma espatula e, entdo, o suporte circular foi retirado (Figura 16). Apés,
uma placa de vidro de peso conhecido foi colocada sobre a amostra. Depois de 1
minuto foi realizada a leitura dos didmetros abrangidos pela amostra (posicoes
vertical e horizontal) para calculo posterior do didametro médio. O procedimento foi
repetido adicionando-se sucessivamente novas placas de peso conhecido e
registrando, a cada determinacdo, a superficie de abrangéncia da amostra
(diametros horizontal e vertical). A analise foi realizada em triplicata para cada placa

de vidro de peso conhecido adicionada.
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Figura 16 — Amostra depositada sobre placa de vidro lisa para anélise de

espalhabilidade

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Uma vez que a figura formada apdés a espalhabilidade da amostra é um
circulo, os resultados foram expressos em espalhabilidade em fungdo do peso

aplicado, conforme Equacéao 14 adiante.
E, =d°X on (Equacéo 14)

Onde: E; corresponde a espalhabilidade da amostra para um determinado peso i
(mm?) e d ao diametro médio (mm).

Os resultados foram plotados em grafico no Microsoft Excel 2308 (Microsoft,
EUA) relacionando a espalhabilidade obtida (mm?) em fungdo da massa de carga

adicionada (g) e correspondem a meédia de trés determinacdes + DP.

4.5.5.2 Avaliagédo da oclusividade

A fim de comprovar a hipotese de utilizagdo dos CLNs-OC como ativo
hidratante no sérum facial, a capacidade oclusiva foi avaliada através do teste in
vitro utilizando a metodologia de Vringer (Wissing; Muller, 2002), que € baseada na
avaliacdo da evaporagao de agua a partir de uma membrana e na determinagéo do
fator de oclusao (F).

O experimento foi conduzido com trés amostras distintas: (i) a formulagao

sérum sem nenhuma nanoparticula, (i) a formulagdo sérum com a NL-C e (iii) a
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formulagao sérum proposta no presente trabalho com os CLNs-OC. Cada uma delas
foi avaliada em triplicata e um branco do ensaio foi empregado como controle.

Béqueres de vidro de 100 mL foram preenchidos com 50 mL de agua
destilada. Ent&o, papéis de filtro qualitativos (acetato de celulose, 0,16 mm, retencéo
de particulas 4-12 pm, Unifil, Brasil) foram separados e, sobre eles, foi realizada
uma delimitagdo do circulo correspondente ao tamanho da abertura do béquer, que
teve sua area calculada. Posteriormente, as amostras foram aplicadas, com o auxilio
de uma espatula, de maneira a obter 13,3 mg cm de formulag&o espalhada na area
delimitada no papel filtro, evidenciada através da formagédo de um filme fino. Apos
essa etapa, os papéis de filtro foram cuidadosamente colocados sobre a area de
abertura do béquer de forma a veda-lo com a superficie contendo a amostra voltada
para a porcao interna do béquer. Uma fita de teflon foi utilizada para auxiliar na
vedacao final do sistema. Eles foram levados para uma estufa com temperatura
controlada a 32 + 2°C (temperatura da pele) pelo periodo de 48 horas (Novatecnica,
NT522, Brasil).

As amostras foram pesadas no inicio da analise e nos intervalos de tempo de
6, 24 e 48 horas, com o intuito de avaliar a evaporagdo da agua. O controle utilizado
no experimento (branco) foi preparado da mesma forma, com excecgao da etapa de
aplicacao de qualquer tipo de formulagdo no papel filtro. Para cada intervalo de
tempo avaliado, o fator de ocluséo (F) foi determinado por intermédio da Equacgéo 15
adiante.

A-B

F =— X100 (Equagao 15)

Onde: F é o fator de oclusdo (em porcentagem), A corresponde a perda de massa

(g) do controle (branco) e B corresponde a perda de massa (g) da amostra testada.

Os resultados foram plotados em um grafico correlacionando as amostras e
os fatores de oclusdo (F) obtidos em cada intervalo de tempo analisado. Ademais,
teste t de Student a 95% de confianga foi aplicado, a fim de comparar as médias
obtidas para os fatores de ocluséo (F) nas diferentes amostras ao final de 48 horas
de experimento. Para tal, o software PRISM 5.0 (GraphPad, EUA) foi utilizado.
Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGAO DO CBA® QUANTO AO PERFIL FITOQUIMICO

O método desenvolvido por Viccini e colaboradores (2014) para identificagao
e quantificagdo dos monoterpenos citral e linalol foi empregado e permitiu o
estabelecimento do perfil cromatografico do CBA® como primeira etapa do
desenvolvimento da pesquisa. Foi possivel observar a presenga de muitos
constituintes, o que evidencia a composi¢cao fitoquimica complexa dessa matéria-
prima (Figura 17). Adicionalmente, foi possivel visualizar a composicéo terpénica
majoritaria, com diversos terpenos que foram identificados a partir da comparagao
dos seus espectros de massas com a biblioteca do equipamento (Figura 18 e Tabela
6). Ao avaliar a concentragdo dos terpenos, € notério que o [-cariofileno é o
constituinte majoritario (37,00%), consoante definido pelo fabricante do dleo (teor
minimo de 28% segundo o certificado de analise, Anexo A), que também adota o a-
humuleno como marcador quimico (teor minimo de 3,7%, Anexo A). Entretanto, no
presente estudo, o mesmo né&o foi identificado e quantificado dentro dos 10 picos

principais de sesquiterpenos encontrados.

Figura 17 — Fingerprint obtido para o CBA® por Cromatografia Gasosa acoplada a

Espectrometria de Massas
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 18 — Principais sesquiterpenos identificados por Espectrometria de Massas no
CBA®
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
a: Copaeno. b: B-Elemeno. c: B-Cariofileno. d: a-Bergamoteno. e: a-Cariofileno. f: y-
Muroleno. g: Germacreno-D. h: B-Bisaboleno. i: 6-Cadineno. j: Germacreno-B.

Tabela 7 — Composigao sesquiterpénica obtida para o CBA®

Pico Constituinte Tempo de retencio (min) % Area
a Copaeno 27,5 9,11
b B-Elemeno 28,0 3,39
c B-Cariofileno 29,2 37,00
d a-Bergamoteno 29,5 11,86
e a-Cariofileno 30,2 9,59
f y-Muroleno 30,9 3,63
g Germacreno-D 31,1 8,54
h B-Bisaboleno 31,8 6,45
i 6-Cadineno 32,4 5,99
i Germacreno-B 33,5 4,44

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Uma vez que o CBA® é obtido a partir de uma mistura de dois dleos vegetais
(Passiflora edulis — maracuja e Copaifera officinalis — copaiba), € esperado que
constituintes de ambas as espécies estejam presentes no fingerprint estabelecido
para a mistura.

O dleo de resina de copaiba consiste em acidos diterpénicos que formam a

fracdo resinosa e sao dissolvidos em substancias volateis, os sesquiterpenos (Lima
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et al., 2021). Os terpenoides sado os principais constituintes de 6leo resinas, com os
sesquiterpenos presentes em maior concentragao (Chen et al., 2009).

Todos os sesquiterpenos identificados e quantificados no perfil cromatografico
estabelecido para o CBA® sio provenientes da fracdo do dleo de copaiba. Chen e
colaboradores (2009) avaliaram o conteudo de 31 sesquiterpenos em diferentes
tecidos de C. officinalis em plantas com diferentes estagios de crescimento e
demonstraram a composigcao sesquiterpénica rica e diversificada dessa espécie.

De forma diferente do dleo de C. officinalis, o 6leo da semente de P. edulis
possui uma constituicdo quimica de acidos graxos, principalmente os insaturados,
sendo representados pelo acido linoleico majoritariamente, que representa cerca de
70% do total do oleo (Kawakami et al., 2021). Os constituintes provenientes da
fracdo do oleo de maracuja ndo foram identificados na analise cromatografica
realizada no presente trabalho, uma vez que os acidos graxos n&o sao volateis e
nenhum tratamento de derivatizacdo quimica foi realizado. Ja os sesquiterpenos
identificados no fingerprint realizado para o CBA® possuem a caracteristica quimica
de serem volateis e, portanto, foi possivel a sua analise no CG-EM sem uma etapa
prévia de derivatizacdo da amostra.

Diante da complexidade da matriz analitica da matéria-prima em analise e
sabendo que o B-cariofileno é o constituinte majoritario da fragdo proveniente do
oleo de copaiba, esse sesquiterpeno foi escolhido como o marcador quimico para as
analises cromatograficas.

E importante destacar que essa mesma metodologia cromatografica
desenvolvida por Viccini e colaboradores (2014) também foi empregada para a
caracterizacao do Oleo essencial de Melaleuca artenifolia Cheel e analises
posteriores de eficiéncia de encapsulacdo de nanoparticulas lipidicas contendo o
referido 6leo, além de estudo de permeacgao ex vivo de formulagdo com o sistema
nanoparticulado incorporado, um trabalho desenvolvido por Mockdeci e
colaboradores (2022). Nesse estudo, o constituinte escolhido como marcador
quimico para as analises cromatograficas foi terpinen-4-ol, um monoterpeno. O 6leo
essencial de M. artenifolia possui uma composic¢ao fitoquimica rica e diversa em
terpenos, semelhante a fragdo do 6leo de copaiba da mistura CBA®, embora este
ultimo seja um 6leo vegetal.

Os oleos essenciais se diferem dos 6Oleos vegetais pela forma de extragao

(hidrodestilagdo do material vegetal), propriedades fisico-quimicas (odor e
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volatilidade) e composigao quimica (terpenoides e fenilpropanoides, principalmente).
Os oleos vegetais ou 6leos fixos possuem baixa volatilidade e composi¢gao quimica
lipidica principalmente, representada por acidos graxos e ceras, sendo obtidos por
métodos como maceragao, centrifugagao, prensagem a frio ou extragado das partes
gordurosas da planta (Masiero et al., 2021). Tais caracteristicas s&o observadas no
oleo de P. edulis presente na mistura CBA®, porém o dleo resina de C. officinalis é
uma excegao, uma vez que possui uma composicao rica em terpenos, semelhante

aos oleos essenciais.

5.2 DESENVOLVIMENTO DO CLN

A opcao pela utilizagdo do tensoativo Pluronic F-127 e da manteiga de
cupuagu na obtencdo do nanocarreador foi estabelecida a partir de estudos
preliminares de nanoparticulas lipidicas (Junqueira et al., 2022; Mockdeci et al.,
2022; Soldati et al., 2018) e buscando empregar uma manteiga de origem natural
proveniente da biodiversidade brasileira.

A matriz X, bem como os resultados obtidos para os valores de Pl do
experimento conduzido no planejamento fatorial 22 para otimizacdo do CLN podem

ser visualizados na Tabela 8.

Tabela 8 — Fatores, niveis e matriz de coeficientes de contraste do planejamento
experimental conduzido para otimizar as proporgdes dos constituintes do

nanocarreador

Diametro hidrodinamico

Ensaio X1 X2 P Pl Pl médio
médio (nm)
1 +1 -1 192,4 0,438; 0,436; 0,412 0,429
2 -1 -1 181,3 0,448; 0,399; 0,419 0,422
3 +1 +1 218,5 0,247; 0,240; 0,226 0,238
4 -1 +1 183,2 0,356; 0,355; 0,365 0,359

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

PI: Polydispersity Index (indice de Polidispers&o). % m/v: Porcentagem massa/volume.
Xi1: proporgao de lipideo solido (% m/v) [(-1): 0,66; (1): 0,68].

X2: propor¢ao de tensoativo (% m/v) [(-1): 0,68; (1): 0,70].

Conforme pode ser observado, a condigdo que forneceu melhor valor de PI

para o CLN desenvolvido foi aquela referente ao ensaio numero 3 (Pl médio =
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0,238), partindo do valor de referéncia adotado (Pl menor que 0,3) (Ahuja; Jena;
Paidi, 2015). E possivel notar que pequenas variacdes nas concentragbes do
tensoativo e do lipideo sélido refletem em variagdes no indice de polidispersao das
nanoparticulas, corroborando a importancia da investigacdo desses parametros no
desenvolvimento delas. Os valores de didmetro hidrodindmico médio para cada
experimento também sao apresentados na Tabela 8, embora seja possivel notar que
o impacto das variagbes realizadas sobre eles € menos relevante quando
comparado ao Pl. Portanto, a condicdo estabelecida como étima para a produgao
das nanoparticulas do presente trabalho foi aquela referente ao ensaio 3.

Além disso, foram calculados os principais efeitos do planejamento e suas

interacdes com 95 % de confianca. Os resultados estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Efeitos e erros padréo calculados no planejamento experimental

realizado no estudo da otimizagao da proporcao dos constituintes do nanocarreador

Pl
Média: 0,362 + 0,009
Principais efeitos:
Tensoativo 0,057 £ 0,011
Lipideo sdlido -0,127 £ 0,011
Interagao dos dois fatores:
Tensoativo x Lipideo 0,064 + 0,011
ty x Sefeito: 0,025

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
PI: Polydispersity Index (indice de Polidispers&o). t, x Sereito: Significancia do erro.

Como todos os valores de efeito foram maiores (em valor absoluto) que o
valor de significancia do erro a 95% de confianca, todos eles sdo considerados
significativos, ou seja, os efeitos existem de fato. Dessa forma, foi possivel
corroborar estatisticamente através do planejamento fatorial que a variacdo da
concentracido tanto do tensoativo como do lipideo sélido impactaram no indice de
polidispersdo das nanoparticulas obtidas, ou seja, na sua amplitude de distribuigao
na amostra.

Conforme Wang e colaboradores (2019), os tensoativos exercem um papel
importante na estabilizacdo de nanoparticulas lipidicas, especialmente em sistemas
de dispersado. Quando a sua concentracao € inferior a ideal, as particulas tendem a

possuir um diametro hidrodindmico e um Pl maiores. Entretanto, acima da
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concentragao ideal, um efeito de agregagcdo também pode acontecer diminuindo a
estabilidade do sistema e aumentando os valores de PI.

E possivel observar ainda, através da analise da Tabela 9, que a
concentracdo de lipideo sélido adicionada ao sistema é o fator que exerce maior
impacto no PI (maior valor de efeito encontrado). Os lipideos sélidos se caracterizam
por possuir padrbes de cristalinidade maiores que os lipideos liquidos (Bahari;
Hamishehkar, 2016), logo a maior cristalinidade do lipideo sdlido pode resultar em
expulsdo do farmaco e reorganizagao da matriz, gerando sistemas menos estaveis
(valores de Pl mais elevados). Na Figura 19 é apresentado um esquema ilustrativo
do CLN desenvolvido no presente trabalho, demonstrando a mistura dos lipideos

solidos e liquidos no nucleo.
Figura 19 — llustrac&o do carreador lipidico nanoestruturado desenvolvido
%&ﬁf ! Tensoativo
? (Pluronic F-127)

a& Lipideo liquido (6leo CBA®)

%

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Lipideo sdlido (manteiga de cupuagu)

5.2.1 Caracterizacgao fisico-quimica do CLN

5.2.1.1 Determinagéo do didmetro hidrodindmico médio, Pl e potencial zeta

DLS é uma técnica de analise espectroscopica ndo destrutiva de amostras
que permite a medi¢cdo correspondente a intensidade da luz espalhada pelas
nanoparticulas e o didmetro hidrodindmico de 1 a 1000 nm, quando as mesmas
estdo suspensas em um liquido. A medicdo € baseada no principio do efeito
Doppler, que afirma que a frequéncia da luz espalhada por uma particula é alterada
dependendo da sua velocidade. O PI foi avaliado pela mesma técnica e indica a
amplitude de distribuicdo da populacdo de nanoparticulas da amostra (Jia et al.,
2023).
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Ja o potencial zeta, também denominado potencial eletrocinético,
corresponde ao potencial no plano de cisalhamento de uma particula em dispersao
movendo-se sob a influéncia de um campo elétrico (eletroforese) e representa a
carga liquida da nanoparticula nessa condigdo. Quando uma particula carregada se
encontra em dispersdo, uma camada elétrica € formada na sua superficie, composta
de ions de carga oposta. Além dessa camada, uma camada difusa se desenvolve,
consistindo em ions de carga igual e oposta. Durante a analise por eletroforese, a
particula se move em diregdo ao eletrodo de carga oposta com o plano de
cisalhamento se tornando a interface entre as particulas moveis e o dispersante.
Dessa forma, o potencial zeta é o potencial eletrocinético nessa interface
particula/fluido (Bhattacharjee, 2016).

ApoOs a determinacdo das proporcdes 6timas de lipideo solido e tensoativo
para a obtencdo do CLN, a etapa de caracterizacdo do mesmo foi iniciada. Na
Tabela 10 sdo apresentados os resultados encontrados para os parametros de
diametro hidrodinamico meédio, Pl e potencial zeta. Ja na Figura 20 & possivel
visualizar a dispersdo coloidal obtida para a nanoparticula controle (NL-C) e a
nanoparticula com o CBA® (CLN-OC), evidenciando uma diferenga macroscépica
entre os sistemas, com o segundo apresentando um aspecto mais leitoso que o

primeiro.

Tabela 10 — Resultados obtidos na caracterizagao fisico-quimica dos

nanocarreadores

A Diametro hidrodinamico Potencial
mostra .y Pl

médio (nm) zeta (mV)
CLN-OC Lote 1 (n=3) 2178+ 2,5 0,237 £ 0,010 -225+35
CLN-OC Lote 2 (n=3) 223,3+3,7 0,236 + 0,004 -20,0+0,2
Média (lotes 1 e 2) (n = 6) 220,5+4,1 0,237 + 0,007 -21,3+26
NL-C (n = 3) 101,5+0,3 0,114 + 0,006 -170+27

Lote 1 x Lote 2 p=0,10 p=0,88 p=0,29
CLN-OC x NL-C p <0,0001* p <0,0001* p =0,02*

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

PI: Polydispersity Index (indice de Polidispers&o).

CLN-OC: Carreador Lipidico Nanoestruturado contendo CBA®.

NL-C: Nanoparticula Lipidica Controle.

Os valores sao apresentados como média £ desvio padrao. *Diferenca estatistica

significativa entre as médias (p<0,05).



100

Figura 20 — Dispersao coloidal obtida para a nanoparticula controle e a

nanoparticula amostra

B

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
A: Carreador Lipidico Nanoestruturado contendo CBA®. B: Nanoparticula Lipidica Controle.

Conforme pode ser observado através da analise da Tabela 10, os CLN-OC
apresentaram um diametro hidrodinamico médio de 220,5 £ 4,1 nm. E possivel notar
que a metodologia empregada para a obtengao dos CLN (homogeneizagao por alto
cisalhamento seguido de ultrassonicagéo) permitiu a obtengédo de nanoparticulas em
tamanho adequado para a aplicagdo cutanea (Soldati, 2015). O diametro
hidrodinamico meédio das nanoparticulas € um dos parametros relacionados ao seu
grau de penetracdo através das camadas da pele, pois dependendo do tamanho, as
nanoparticulas podem seguir por diferentes vias. Nanoparticulas maiores
permanecem no local, enquanto as menores podem ser absorvidas e atingirem a
corrente sanguinea. De uma maneira geral, tamanhos acima de 100 nm resultam em
retencdo cutanea, enquanto sistemas menores que 100 nm ou associados com
métodos fisicos de penetragao cutanea podem atingir a corrente sanguinea (Garcés
et al., 2018). Portanto, pensando em uma aplicabilidade cosmética para o CLN-OC
desenvolvido, o didametro hidrodindmico médio obtido é um indicativo de agao
apenas a nivel cutdneo, um fator desejado para a finalidade de aplicagcdo no
presente trabalho.

Por meio da analise da Tabela 10 é possivel inferir ainda que o didametro
hidrodinAmico médio da NL-C (101,5 £ 0,3 nm) é menor e estatisticamente diferente
a 95% de confianca daquele obtido para o CLN-OC (220,5 + 4,1 nm). Esse achado é
importante, pois € um indicativo da encapsulagdo do CBA® no nucleo do carreador
lipidico (Figura 19), o que reflete diretamente no aumento de seu tamanho.

A analise da Tabela 10 também possibilita notar um valor de Pl inferior a 0,3

(Ahuja; Jena; Paidi, 2015) e, portanto, considerado adequado para o sistema
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nanoparticulado desenvolvido (Pl médio = 0,237 + 0,007). Isso indica uma
distribuicdo homogénea da populagcdo de CLN desenvolvidos. Na Figura 21 é
demonstrada a distribuicdo homogénea da triplicata de analise realizada para o lote

1 da amostra CLN-OC preparada, analisada por DLS.

Figura 21 — Curvas de distribuicdo obtidas para a analise de didmetro hidrodinamico

meédio das nanoparticulas
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

O potencial zeta é um parametro importante no estudo de caracterizacao de
nanoparticulas, pois pode ser um indicativo de estabilidade do sistema coloidal. No
que tange a estabilidade eletrostatica, consoante Patel e Agrawal (2011), as
particulas podem ser classificadas em: £ 0 — 10 mV (altamente instaveis), £ 10 — 20
mV (relativamente estaveis), + 20 — 30 mV (moderadamente estaveis) e £+ 30 mV
(altamente estaveis). Assim, baseado nessa classificacdo, o CLN-OC desenvolvido
possui um indicativo de estabilidade moderada (potencial zeta médio = -21,3 + 2,6
mV), por outro lado nota-se que a NL-C possui um indicativo de estabilidade relativa
(potencial zeta meédio = -17,0 + 2,7 mV), diferenca que foi considerada
estatisticamente significativa a 95% de confianga pelo teste t de Student (Tabela 10).

Sugere-se como possivel explicagdo para a diferenga significativa entre a
carga do controle e da amostra, a presenga do CBA® no CLN-OC, levando a maior
adsorgao de ions hidroxila na interface 6leo/agua e, consequentemente, uma maior
carga superficial negativa. De acordo com Liu e colaboradores (2006), a utilizagéo
de um tensoativo ndo ibnico (como é o caso do Pluronic F-127) resulta na adsorgéo

de ions hidroxila na interface Oleo/agua e ligacbes de hidrogénio entre os
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grupamentos quimicos presentes no Pluronic F-127 e os ions hidroxila, tornando a
carga superficial do CLN negativa. Outra hipétese que pode justificar esse achado é
a ionizacdo dos acidos graxos presentes na mistura de Oleos vegetais
nanoencapsulada, sendo que o acido linoleico (principal acido graxo) apresenta um
valor de pKa igual a 4,77 a 25 °C (Pubmed Compound, 2023).

Para além da estabilizacdo eletrostatica, a estabilizagcdo estérica também
deve ser considerada. Considerando a cadeia longa do tensoativo utilizado (peso
molecular de 12600 Da), € sugerido que exista uma contribuicdo da estabilizagédo
estérica no sistema desenvolvido. De acordo com Honary e Zahir (2013),
nanoparticulas com potencial zeta + 20mV possuem estabilidade fisica de curta
prazo. Entretanto, isso & valido para surfactantes de baixo peso molecular, que
atuam por estabilizagdo eletrostatica apenas. Segundo esses autores, no caso de
surfactantes de alto peso molecular, valores de potencial zeta iguais a 20 mV ou
muito menores, podem fornecer estabilidade fisica adequada ao sistema.

E importante ressaltar que, apesar do potencial zeta ser um indicativo de
estabilidade do sistema coloidal, existem outras propriedades que n&o sido avaliadas
através dele e que também estio relacionadas a estabilidade. O potencial zeta esta
relacionado a propriedade de repulsdao eletrostatica entre as nanoparticulas,
portanto, quanto maior o valor em modulo maior a repulsido eletrostatica e menor a
tendéncia a agregagao. Todavia, de acordo com Bhattacharjee (2016), que realizou
um trabalho extenso de revisdo de literatura sobre DLS e potencial zeta, a
estabilidade de um sistema coloidal ndo é explicada apenas pela repulsdo
eletrostatica, mas sim pela soma da for¢a atrativa de van der waals e a forga
repulsiva eletrostatica da dupla camada elétrica que surge nas nanoparticulas
quando estao em dispersao.

Além dos pontos abordados anteriormente, outro fato que pode explicar a boa
estabilidade obtida para o sistema nanoparticulado esta relacionado ao processo de
formacao de micelas do tensoativo. Nesse sentido, Pluronic € o nome dado para
copolimeros tribloco do tipo poli (6xido de etileno)-poli (6xido de propileno)-poli
(6xido de etileno), simplificado como PEOm-PPOn-PEOm, onde os subscritos m e n
denotam o numero médio de repeticbes de cada bloco de cadeia. Esse arranjo
PEOm-PPOn-PEOm resulta em um polimero com caracteristica anfifilica (Liu; Bao, Li,
2015). As variagdes na proporgao PPO/PEO e no peso molecular (comprimento das

cadeias das unidades PPO e PEO) conferem diferentes propriedades a eles.
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Especificamente, para o Pluronic F-127, o cddigo F-127 define que ele se apresenta
na forma solida, tem um bloco PPO de 3600 Da e 70% da sua estrutura € composta
pelo mondémero hidrofilico PEO (Kabanov et al., 2002). Uma propriedade conhecida
do grupo Pluronic é a sua capacidade de formar micelas em meio aquoso, 0 que
explica a sua utilizagado satisfatéria no processo de obtencdo de nanoparticulas,
conferindo ao sistema uma boa estabilidade (Cagel et al., 2017; Khullar et al., 2010).
Em baixas concentragcdes do copolimero e em baixas temperaturas, os blocos PEO
e PPO sao soluveis em agua e as cadeias PEO-PPO-PEO existem como unimers.
Quando a concentragdo micelar critica ou a temperatura micelar critica sao
atingidas, os blocos PPO hidrofébicos tendem a se agregar levando a formacao de
micelas (Liu; Bao, Li, 2015).

5.2.1.2 Determinagéo da eficiéncia de encapsulagdo

Primeiramente foi realizado um estudo de solubilidade em agua do marcador
quimico B-cariofileno selecionado para as quantificacdes por CG-EM. O menor sinal
analitico obtido para o B-cariofileno com uma razao sinal ruido de 10:1 foi para a
concentragéo de 1,4296 ug mL™', determinada a partir da adicdo de padrao interno e
demonstra a capacidade de extragdo de pequenas quantidades dessa substancia a
partir de uma solugdo aquosa empregando o hexano como solvente extrator
(extracdo liquido-liquido). A partir dessa informacgéo, foi determinado o LQ do
método por CG-EM (consoante item 4.3.1.2.2), uma vez que pequenas
concentracdes de B-cariofileno livres sdo esperadas na analise de EE, assim o
método precisa demonstrar exatiddo e precisdo aceitaveis para a quantificacao
dessa substancia em niveis baixos. Na Tabela 11 sdo apresentados os resultados

obtidos para o ensaio de limite de quantificacéo.
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Tabela 11 — Resultados obtidos para a analise de limite de quantificacdo do método

Concentragao B-cariofileno

Réplica (ug mL") Desvio padrdao  CV (%) LQ (ug mL")
Preparo 1 1,4296
Preparo 2 1,2009
Preparo 3 1,1079
Preparo 4 13333 0,2671 19,4 2,6712
Preparo 5 1,7982
Média (n = 5) 1,3740

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
CV: Coeficiente de Variagao. LQ: Limite de Quantificacdo. LQ = 10 vezes o desvio padrao
obtido. Fator de Resposta (B-cariofileno/linalol): 1,325.

A anadlise dos dados da Tabela 11 anterior permite inferir que o LQ obtido
para o método é de 2,6712 yg mL"', ou seja, € a menor concentragdo de -
cariofileno que o método pode quantificar com precisdo e exatidao aceitaveis nas
condicbes estabelecidas de analise. Assim, esse valor foi adotado para os calculos
subsequentes da eficiéncia de encapsulagao obtida para o CLN desenvolvido.

Um CV de 19,4% foi obtido entre as réplicas de preparo para a analise do LQ
e foi considerado adequado (menor que 20%). Esse valor, embora alto, é
considerado aceitavel (Gachumi et al., 2021; ICH, 2005), ja que provém da analise
de uma matriz complexa (uma mistura de 6leo vegetais com grande quantidade de
constituintes) que requer um preparo de amostra em varias etapas, incluindo uma
extracdo liquido-liquido que, conceitualmente, apresenta limitagdes, como a
formacido de emulsdes durante o procedimento resultando em uma maior
variabilidade nos resultados finais, conforme discutido por Temerdashev e
colaboradores (2021) em seu trabalho de reviséo de literatura sobre métodos de
extracdo em fase sélida e liquida, mas que atendeu de maneira adequada a
finalidade pretendida da analise realizada no presente trabalho.

A partir da obtengdo do LQ, a EE do CLN foi determinada. Uma das
caracteristicas mais importantes dos nanocarreadores € a quantidade de substancia
de interesse que foi encapsulada no nucleo lipidico, chamada de eficiéncia de
encapsulacédo. Corresponde a porcentagem de substancia de interesse incorporada
na matriz lipidica do CLN em relacao ao total de substancia de interesse adicionada
ao sistema (Yongijiu et al., 2018). A determinagdo da EE requer a separagdo das
nanoparticulas do meio de dispersdo, o que pode ser realizado empregando
diferentes técnicas, sendo a ultrafiltragdo em centrifuga uma delas (Lépez-Cabeza et
al., 2021).
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O valor obtido para a EE do CBA® no nanocarreador foi de 98,68%. Durante a
analise do ultrafiltrado (fragdo com o CBA® livre) por CG-EM nao foi observado
nenhum pico de constituinte terpénico caracteristico do 6leo, incluindo o marcador
quimico escolhido B-cariofileno (Figura 22). Entdo, para o calculo do valor de EE
final, levou-se em consideracado a concentracao total de 6leo adicionado ao sistema

para a obtencédo do CLN e o limite de quantificagdo obtido para o método.

Figura 22 — Cromatograma obtido na analise de eficiéncia de encapsulagdo das

nanoparticulas
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Valores de EE acima de 70% sao considerados elevados para nanoparticulas
lipidicas (Battaglia; Gallarate, 2012). Assim, o valor obtido no presente estudo
mostrou-se alto e satisfatério, podendo estar relacionado a incorporacao de lipideos
liquidos que terminam por aumentar a amorfizacdo do nucleo da nanoparticula e
contribuir para uma maior encapsulacédo do 6leo de interesse. Segundo Viegas e
colaboradores (2023), as NLSs por possuirem apenas a fragdo referente ao lipideo
solido terminam por apresentar uma eficiéncia de encapsulacdo do farmaco um
pouco menor, fato atribuido a maior cristalizagao do nucleo da nanoparticula, o que
as difere dos CLNs, como o desenvolvido no presente trabalho. Além disso, a
manteiga de cupuagu empregada apresenta composicdo com diferentes acidos

graxos, o que termina por gerar maiores imperfeigdes na rede cristalina devido ao
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espaco gerado entre essas cadeias de acidos graxos (Carvalho, 2016), aumentando
a encapsulacdo do CBA®.

Em outros trabalhos realizados empregando os mesmos componentes para a
obtengao de nanoparticulas (Pluronic F-127 e manteiga de cupuacgu) valores altos de
EE, em diferentes propor¢des, também foram obtidos. Junqueira e colaboradores
(2022) obtiveram um valor de EE de 99,75 £ 0,03% para um CLN contendo vitamina
D3, Mockdeci e colaboradores (2022) atingiram uma EE de 92,74 + 0,01% para a
encapsulacéo de M. artenifolia também em CLN e Soldati e colaboradores (2018)
demonstraram uma EE de 74,12 £ 2,17% em NLS, um valor um pouco menor que 0s
anteriores, possivelmente devido a auséncia da fracdo referente aos lipideos
liquidos na nanoparticula.

A utilizacdo da técnica de ultrafiltracdo em centrifuga mostrou-se adequada
para a finalidade pretendida. Essa técnica permite a separagao entre os CLN e a
agua contida no sistema para a formacéo do meio de dispersédo, de maneira que a
fracdo livre (ndo encapsulada) do 6leo permanece na fase aquosa. Segundo
trabalho realizado por Yongjiu e colaboradores (2018), onde a eficiéncia de trés
diferentes técnicas para a determinacéo da EE (cromatografia de permeacéo em gel,
centrifugacdo e ultrafiltracdo em centrifuga) foi avaliada, a ultrafiltragdo em
centrifuga foi aquela que demonstrou a melhor eficiéncia de separagao dos CLN da

fracao da substancia ativa livre.

5.2.1.3 Determinacdo da morfologia do CLN por Microscopia Eletrénica

5.2.1.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletrénica permite a visualizagdo direta de nanomateriais e a
obtencido de informacdes sobre o formato, a estrutura interna e a superficie das
particulas (Hallan et al., 2021). As imagens obtidas na andlise de MEV sao

mostradas na Figura 23.
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Figura 23 — Micrografias obtidas na analise de Microscopia Eletronica de varredura

das nanoparticulas
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
A: nanoparticula controle. B: nanoparticula com CBA®. Aumento de 1000x.

Conforme observado na Figura 23, é possivel visualizar uma diferenga
evidente entre a nanoparticula controle (A) e a nanoparticula contendo o CBA® (B).
Na imagem A observa-se uma superficie totalmente laminar, provavelmente devido a
presenca do tensoativo e lipideo sdlido apenas, que possuem caracteristicas mais
cristalinas. Por outro lado, na imagem B, nota-se a presenca dos carreadores
lipidicos nanoestruturados distribuidos ao longo de toda a extensao da imagem e
com formato esférico.

Uma limitacdo da utilizagdo da técnica de MEV para a caracterizagéao
morfologica de dispersdes de nanoparticulas em agua é a necessidade de secagem
por liofilizagdo, o que pode levar a aglomeragdo com o surgimento de
microparticulas no sistema, em especial quando um agente crioprotetor ndo é
empregado no processo de liofilizagdo (Makoni; Kasongo; Walker, 2019). Nesse
sentido, uma analise complementar por MET com as nanoparticulas contendo CBA®
no seu sistema original (em dispersao) foi realizada, a fim de investigar melhor o
formato das mesmas. Somado a isso, vale ressaltar que as imagens obtidas por
MEV no presente estudo ndo se mostraram satisfatérias, devido a limitagdo do
equipamento utilizado, o que reforgou a necessidade de complementagao através da
MET.
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5.2.1.3.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

As imagens resultantes da analise por MET sao apresentadas na Figura 24.

Figura 24 — Micrografias obtidas por Microscopia Eletrénica de Transmisséo para os

carreadores lipidicos nanoestruturados
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
A: Aumento de 20.000x (escala 500 nm). B: Aumento de 40.000x (escala 200 nm).
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Conforme pode ser visualizado, em especial na imagem B da Figura 24 com
ampliagdo de 40.000x (escala de 200 nm), os carreadores lipidicos nanoestruturados
contendo o CBA® possuem formato esférico bem evidenciado por MET. De maneira
geral, o formato das nanoparticulas lipidicas esta relacionado a pureza do lipideo
utilizado, de modo que lipideos quimicamente puros e homogéneos produzem
particulas com formato cuboide, enquanto os lipideos quimicamente polidispersos
produzem particulas com formato esférico (Makoni; Kasongo; Walker, 2019). Sendo
assim, a utilizagdo da mistura da manteiga de cupuacu (lipideo sélido) com o CBA®
(lipideo liquido), ambos com composi¢ao fitoquimica diversa, pode explicar a
obtencao do formato esférico para o CLN-OC.

Adicionalmente, a analise permitiu corroborar os resultados obtidos para o
diametro hidrodinamico médio das nanoparticulas por DLS, conforme pode ser
visualizado na imagem B da Figura 24, que demonstra uma particula com didametro

hidrodindmico médio préximo a 200 nm.

5.2.2 Avaliagao da estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas

Durante o armazenamento das nanoparticulas em dispersao aquosa pode
ocorrer a expulsdo da substancia ativa do nucleo e a tendéncia a agregacgao e
gelificacdo (Andonova; Peneva, 2017), assim como a degradagcdo quimica dos
lipideos, resultando também em agregacéo e degradag&o durante o armazenamento
do material (Kinsey et al., 2021). Sendo assim, a avaliacdo da estabilidade do
material € um requisito importante.

Os resultados obtidos no estudo de estabilidade de curto prazo conduzido

para CLN-OC e NL-C sao apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12 — Resultados obtidos no estudo de estabilidade fisico-quimica das

nanoparticulas armazenadas em geladeira (4°C)

Tempo Amostra Didmetro hidrodindAmico médio (nm) Pl
Inicial CLN-OC 217,8+25 0,237 £ 0,010
NL-C 101,5+0,3 0,114 + 0,006
15 dias CLN-OC 213,3+3,3 0,213 + 0,009
NL-C 107,2+0,6 0,201 + 0,035
30 dias CLN-OC 209,5+1.,8 0,219 + 0,009
NL-C 109,5+0,2 0,229 + 0,008
60 dias CLN-OC 213,0+1,1 0,202 + 0,004
NL-C 100,7+£ 1,5 0,136 + 0,018*
90 dias CLN-OC 212,8 £ 3,1 0,208 + 0,005
NL-C 100,0+ 1,0 0,142 + 0,012

CLN-OC p-valor 0,03* 0,02
NL-C p-valor p<0,0001* p<0,0001*

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

PI: Polydispersity Index (indice de Polidispers&o). CLN-OC: Carreador Lipidico
Nanoestruturado contendo CBA®. NL-C: Nanoparticula Lipidica Controle.

Os valores sao apresentados como média + desvio padrao (n = 3). *Diferenca estatistica
significativa determinada por ANOVA um fator (p<0,05).

Conforme pode ser visualizado na Tabela 12, diferengas estatisticas
significativas evidenciadas pela ANOVA um fator entre o tempo inicial e os demais
tempos analisados foram encontradas tanto para o didmetro hidrodinamico médio
quanto para o Pl do CLN-OC e NL-C. Para a avaliacdo do parametro de diametro
hidrodindmico médio no CLN-OC, o pos-teste de Tukey, utilizado para realizar a
avaliacdo de cada grupo e determinar quais médias sao estatisticamente
significativas, mostrou que o p-valor obtido na ANOVA (p-valor = 0,03) foi devido a
média entre o grupo inicial e o grupo 30 dias, porém em 60 e 90 dias, os valores
voltaram a nado ser significantes, o que mostra que o resultado em 30 dias n&o
impactou na analise final. Um comportamento semelhante foi obtido para a NL-C
nesse mesmo parametro (p<0,0001), sendo que o pds-teste de Tukey evidenciou
diferencgas significativas entre o grupo inicial e os grupos 15 e 30 dias, porém essa
diferenca n&o ocorreu nos demais tempos de avaliagdo (60 e 90 dias) e, portanto,
também nao impactou no resultado final. Ja em relagdo ao Pl, o mesmo deve ser
avaliado com critério, ja que esta relacionado ao grau de homogeneidade de
distribuicdo das nanoparticulas na amostra. Valores significativos pela ANOVA um
fator foram encontrados tanto para CLN-OC quanto para a NL-C, mas é importante
destacar que todos os resultados obtidos em todos os intervalos de tempo se

encontram abaixo da referéncia adotada de 0,3 (Ahuja; Jena; Paidi, 2015) e, assim,
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adequados ao estudo, corroborando a distribuicdo homogénea das nanoparticulas
em ambas as amostras de nanoparticulas preparadas, com auséncia de evidéncia
de agregacao através da analise do PI.

As dispersdes também foram avaliadas quanto ao aspecto macroscopico e
nao foram encontradas alteragdes visiveis, com as mesmas mantendo o aspecto de
preparo inicial durante os 90 dias de armazenamento.

Ball, Bajaj e Whitehead (2016) realizaram um estudo de estabilidade de longa
duracédo (156 dias) de nanoparticulas lipidicas com a finalidade de verificar o impacto
do pH, temperatura e liofilizacdo das dispersdes. Através das analises, eles
concluiram que a refrigeragao (2°C) foi a melhor temperatura de armazenagem para
o material, quando comparado ao freezer (-20°C) e a temperatura ambiente, sendo
que as nanoparticulas se mantiveram estaveis por 150 dias em refrigeragéo.

Mockdeci e colaboradores (2022) realizaram um estudo de estabilidade de
nanoparticulas lipidicas incorporadas com o oleo essencial de M. artenifolia
mantidas sob refrigeracdo (4°C) e demonstraram, através dos parametros didmetro
hidrodinamico médio e PIl, que as nanoparticulas se mantiveram estaveis por 120
dias, sem evidéncias de alteracdo do aspecto macroscopico das dispersoes.

Todos esses resultados vém ao encontro daqueles obtidos com o CLN-OC
desenvolvido no presente trabalho, que se manteve estavel pelo periodo de 90 dias
avaliado, sendo a refrigeragdo (4°C) a temperatura de escolha para o
armazenamento do material até a sua utilizagdo, um parametro importante para a

aplicabilidade satisfatoria da dispersao do CLN-OC.

5.2.3 Determinagao da densidade da dispersao aquosa dos CLNs

O valor de densidade obtido para a dispersdo dos CLNs desenvolvidos,
empregando o método de densidade relativa com picnémetro de vidro foi 0,996 +
0,002 g cm= ou g mL™", portanto, bem préximo a densidade da agua (1,000 g cm ou
g mL"), fato ja esperado devido a grande proporgéo de agua presente no sistema a

fim de obter as nanoparticulas.
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5.2.4 Calculo da proporgao 6leo/sistema nanoparticulado na condigao é6tima

A proporgao oleo/sistema nanoparticulado obtida foi de 4,48% (v/m). Dessa
forma, essa proporcdo foi empregada nos calculos de determinagdo de
concentracdo das solugcdes de nanoparticulas preparadas para os estudos in vitro,

de maneira que pudessem ser expressos em termos de CBA®.

5.3 TRIAGEM DE AVALIACOES IN VITRO DOS CLNs

5.3.1 Atividade antioxidante

No Grafico 1 sao apresentados os resultados da atividade antioxidante obtida
para o CBA® in natura, CLN-OC e NL-C.

Grafico 1 — Atividade antioxidante das nanoparticulas e CBA®
30-

= NLC

B3 CLN-OC

E3 Oleo CBA

% atividade antioxidante

0111 0,885 3,539 14,156 56,625 113,250 226,500
Concentragdo CBA (ug/mL)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Nota: Para efeito de apresentagao grafica, apenas 7 concentragbes sao representadas.
NL-C: Nanoparticula Lipidica Controle. CLN-OC: Carreador Lipidico Nanoestruturado
contendo CBA®. Os valores sdo apresentados como média + desvio padréo (n = 3).

E possivel notar que ndo houve uma relacdo dose dependente no que se
refere a porcentagem de atividade antioxidante, ou seja, o aumento da concentragao
nao refletiu em aumento significativo da atividade antioxidante, uma vez que nao

foram observadas diferengas estatisticas significativas a 95% de confianga entre as
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concentragbes apresentadas no grafico. Portanto, os valores de Clso ndo foram
calculados.

As faixas de atividade antioxidante obtidas para as amostras avaliadas foram:
17,9 a 21,7%, 19,2 a 23,6% e 17,6 a 20,1% para NL-C, CLN-OC e CBA®,
respectivamente. E possivel observar que o 6leo in natura ndo possui uma atividade
antioxidante elevada e que mesmo com a estratégia tecnoldgica de
nanoencapsulagcao do mesmo em um CLN, sua atividade ndo aumentou de maneira
estatisticamente significativa, embora através da avaliacdo do Grafico 1, seja
possivel visualizar um aumento absoluto da atividade antioxidante do CLN-OC em
relacdo ao 6leo, em todas as concentragbes, com exceg¢ao da primeira (0,111 uyg mL"
' de CBA®).

De maneira interessante, a faixa de porcentagem de atividade antioxidante
obtida para a NL-C foi proxima ao 6leo in natura, demonstrando que o0s
componentes da nanoparticula controle, possivelmente oriundos da manteiga de
cupuagu, possuem uma atividade antioxidante independente dos componentes do
6leo e muito proxima deste em termos absolutos. Uma hipotese para esse achado
estd relacionada a composigdo quimica rica em acidos graxos da manteiga de
cupuacu, sendo o acido oleico (acido graxo insaturado) o seu componente principal
(cerca de 41,8%) (Soldati, 2015). Consoante Rodriguez-Ruiz e colaboradores
(2018), os lipideos insaturados sdo altamente oxidados na presenca de radicais
livres.

Adicionalmente ao achado mencionado anteriormente, observa-se que a
incorporagdo do CBA® ao nucleo lipidico do CLN aumenta a sua atividade
antioxidante conforme pode ser visualizado em todas as concentragdes
apresentadas no grafico, porém esse incremento nao reflete em diferenga estatistica
significativa com 95% de confianga. Esse aumento pode ser atribuido a composigéo
quimica dos componentes do oleo somados aos constituintes da manteiga de
cupuacu. Os terpenos sdo conhecidos pela sua atividade antioxidante (Gutiérrez-
Del-Rio et al., 2021) e representam a fragcdo majoritaria do 6leo em questdo, com o
[B-cariofileno presente em cerca de 37%.

Soldati e colaboradores (2018) em experimento realizado de atividade
antioxidante empregando a metodologia DPPH para avaliar NLSs com resveratrol,
obtiveram o mesmo padréao de atividade antioxidante para a nanoparticula controle,

que foi preparada com os mesmos constituintes utilizados no presente trabalho.
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Todavia, para a NLS com resveratrol, o aumento da atividade antioxidante foi
significativo tanto em relagdo a NLS controle quanto ao resveratrol isolado. Outros
estudos demonstraram o aumento da atividade antioxidante de compostos
naturalmente conhecidos como potentes antioxidantes (carotenoides e polifendis)
quando nanoencapsulados, comprovando que a estratégia de nanotecnologia
aumenta a capacidade antioxidante quando as substancias isoladas ja possuem
uma acao antioxidante elevada (lzza et al., 2022; Rodriguez-Ruiz et al., 2018).
Assim, os resultados demonstraram que o CLN-OC desenvolvido n&o possui
acao antioxidante potente (faixa de 19,2 a 23,6%) que foi atribuida a propria
atividade antioxidante baixa do dleo in natura. Entretanto, embora n&o elevada, é
uma atividade biolégica adicional que pode ser atribuida a férmulas cosméticas para
aplicagao topica desenvolvidas com o CLN-OC, somando propriedades importantes

ao produto.

5.3.2 Toxicidade aguda

Os valores de DLso obtidos para as amostras avaliadas com seus respectivos
intervalos de confianca a 95% s&o apresentados na Tabela 13. Os controles
negativos do ensaio, que foram a agua marinha artificial, a mistura tween 80/DMSO
(1:1, v/v) e NL-C n&o ocasionaram a morte do microcrustaceo (letalidade de 0%) e,

portanto, ndo impactaram nos resultados obtidos.

Tabela 13 — Resultados obtidos no ensaio de toxicidade aguda

Amostra DLso Intervalo de confianga a 95%
(ug mL" de CBA®) (ug mL™)
CLN-OC 370,00 350,11-389,88
Oleo in natura 140,54 123,88-157,21
Timol 21,37 8,49-34,25

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
CLN-OC: Carreador Lipidico Nanoestruturado contendo CBA®
DLso: Dose Letal 50%.

Na literatura sdo encontradas classificagbes variadas do grau de toxicidade
para o ensaio de A. salina. No presente trabalho foi adotada a classificacdo do
trabalho de Rajabi e colaboradores (2015), que foi desenvolvida para o estudo de

toxicidade de 16 nanoparticulas diferentes (incluindo as lipidicas) com o modelo A.
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salina. Segundo esses autores, uma amostra € altamente tdéxica quando apresenta
valores de DLso menores que 100 ug mL-', moderadamente téxica para valores de
100 a 500 pg mL' e com baixa toxicidade ou ndo téxica para valores de DLso de 500
a 1000 ug mL™.

Baseado na classificacdo definida anteriormente, pode-se dizer, a partir dos
resultados obtidos, que tanto o CBA® quanto a amostra CLN-OC apresentaram
toxicidade moderada, embora o valor obtido para a DLso da amostra CLN-OC seja
cerca de 2,2 vezes maior que aquele obtido para o 6leo in natura (DLso de 310,00 e
140,54 pug mL™, respectivamente), evidenciando que a nanoencapsulagdo do d6leo
reduziu a sua toxicidade frente ao microcrustaceo. O controle positivo timol,
independente da classificagao, possui alta toxicidade para A. salina.

No contexto de utilizagdo crescente da nanotecnologia para diferentes
aplicagdes, a nanoecotoxicologia explora o impacto das nanoparticulas nos
organismos e seu ecossistema (Shokry et al., 2021), tornando-se um nicho
importante de estudo. Por se tratar de um invertebrado naturalmente encontrado em
aguas salinas, o experimento com A. salina é descrito como um bioensaio modelo
para a avaliacdo da ecotoxicidade de nanoparticulas, tais como as de prata e de
oxido de zinco (An et al., 2019; Demarchi et al., 2020; Lish et al., 2019; Sarkheil et
al., 2018). Nesse ambito, nota-se que a nanoencapsulagdo do CBA® diminui a
toxicidade aguda desse material sobre o microcrustaceo e, por sua vez, contribui
para um impacto menor no ecossistema aquatico, considerando o descarte de
residuos desse material em agua. Além disso, chama a atengao para o cuidado no
descarte do d6leo in natura, que vem sendo usado de maneira crescente no mercado
de cosméticos para o desenvolvimento de diversos produtos e apresentou um valor
de DLso menor que aquele obtido para o CLN-OC.

Além da predigdo do impacto no ecossistema aquatico, o bioensaio de
letalidade com A. salina € considerado um teste preliminar na triagem de possiveis
atividades biolégicas de compostos, tais como antibacteriana, antifungica, (Nifio et
al., 2006), tripanossomicida (Zani et al., 1995) e destaque para a antitumoral
(Arcanjo et al., 2012; EI-Menshawi et al., 2010; McLaughlin; Chang; Smith, 1993).
Diante disso, os resultados obtidos indicam uma possivel atividade bioloégica do éleo
in natura e do CLN-OC, ja que ambos apresentaram grau de toxicidade moderado

frente a A. salina. Consoante Martins e colaboradores (2019), substancias que
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demonstram toxicidade no referido ensaio possuem um alto potencial de apresentar
atividade bioldgica.

De maneira interessante, Rajabi e colaboradores (2015) realizaram um estudo
correlacionando os resultados do ensaio de toxicidade aguda com A. salina e
aqueles provenientes do ensaio de citotoxicidade em cultura de células (linhagem
celular L929) empregando a metodologia do MTT. Esses autores demonstraram que
os resultados entre ambos s&o comparaveis ao analisar 16 nanoparticulas
diferentes. Uma limitacdo apresentada por esse estudo foram os intervalos de
confianga amplos obtidos para os valores de concentragdo em torno dos resultados
médios da DLso e Clso dos dois ensaios que, segundo os autores, poderia ser
melhorado através da realizagdo de um numero maior de experimentos
independentes.

Ademais, é importante reforcar que além de acessivel e de facil execucgao,
trata-se de um bioensaio que n&o utiliza nenhuma matéria-prima de origem animal,
como o soro fetal bovino que é empregado na suplementagao dos meios de cultura
nos ensaios com cultura celular, o que vai ao encontro da politica dos 4 Rs sobre a
utilizagcdo de animais. Por sua vez, fornece diferentes informagdes sobre os achados
em um unico experimento, tais como a toxicidade aguda, a predicdo de atividades
bioldgicas e a ecotoxicidade, reforcando ainda mais a utilizagdo desse modelo nos
estudos de triagem in vitro de atividades biologicas e toxicidade de diferentes

nanomateriais, moléculas isoladas e demais amostras.

5.3.3 Viabilidade celular

Os resultados de citotoxicidade em linhagem celular de fibroblastos murinos

(L929) estao expressos no Grafico 2.
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Grafico 2 — Resultados da analise de viabilidade celular em linhagem L929 de

fibroblastos murinos
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A: nanoparticula lipidica controle. B: carreador lipidico nanoestruturado contendo CBA®. C:
oleo CBA®.

DMSO: dimetilsulféxido.

A toxicidade dos nanomateriais pode ocorrer em trés niveis incluindo
citotoxicidade, genotoxicidade e epigenicidade. As nanoparticulas lipidicas (NLSs e
CLNs) séo conhecidas pela boa tolerancia no organismo devido a sua composi¢cao
lipidica e a producgao livre de solventes. Contudo, o tipo de lipideo e surfactante
utilizados, assim como a carga superficial, sdo fatores importantes que podem
influenciar na toxicidade desse nanomaterial (Azarnezhad et al., 2020).

No presente estudo, optou-se por utilizar a linhagem celular L929, por ser
uma linhagem celular imortalizada, que se divide rapidamente e atinge densidade
celular elevada em cultura, além de ser amplamente descrita na literatura para

estudos de viabilidade celular de nanomateriais (Bahadori et al., 2018; Li et al., 2021;
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Rekha; Anila, 2019; Sktadanowski et al., 2016). Somado a isso, os fibroblastos sao
células presentes na pele humana, sendo, portanto, uma linhagem celular
apropriada para a avaliagao de citotoxicidade de nanoparticulas que serdo aplicadas
topicamente.

Através da analise do Grafico 2 A é possivel observar que a nanoparticula
controle ndo se mostrou citotoxica para a linhagem celular L929, sendo evidente que
a viabilidade celular se manteve proxima a 100% com auséncia de diferenga
estatistica significativa a 95% de confianga para todas as concentragbes avaliadas
do NL-C. Isso demonstra que a escolha de uma manteiga natural (manteiga de
cupuacu) e do tensoativo nao iénico (Pluronic F-127) foi adequada para a obtencéao
das nanoparticulas, uma vez que nao induziram citotoxicidade.

Em estudos de desenvolvimento de nanoparticulas lipidicas com os mesmos
materiais escolhidos no presente trabalho (manteiga de cupuagu e Pluronic F-127), o
comportamento referido anteriormente também foi observado para as nanoparticulas
controle (sem a substancia de interesse), que nao induziram citotoxicidade na
linhagem celular L929 (Junqueira et al., 2022; Mockdeci et al., 2022), corroborando
os resultados encontrados na pesquisa em questao.

Por outro lado, a andlise dos Graficos 2 B e 2 C demonstra que o CBA® in
natura e o CLN-OC induziram citotoxicidade de maneira dose dependente. O dleo foi
citotoxico nas concentragées de 1.000 e 2.000 ug mL" (viabilidade celular de 25,23
e 19,97%) com diferenga estatistica significativa em relagdo ao controle celular, bem
como o CLN-OC induziu citotoxicidade nas concentragdes de 62,5 a 2.000 yg mL""
de CBA® (viabilidade celular de 53,59 a 17,82%), também com diferenga estatistica
em relagc&o ao controle celular. Aléem disso, esses resultados estdo de acordo com a
ISO 10993-5 (2009), que considera um tratamento citotdéxico quando a viabilidade
celular é reduzida em mais de 30%. Portanto, € possivel inferir que a nanoparticula
contendo o CBA® encapsulado foi mais citotoxica para a linhagem celular L929 que
0 Oleo in natura, achado que pode ser explicado pela maior possibilidade de
endocitose celular das nanoparticulas pelos fibroblastos com consequente liberagao
do dleo no interior das células levando a morte celular. De acordo com Azarnezhad e
colaboradores (2020), que realizaram uma extensa revisao de literatura sobre o perfil
toxicologico de nanoparticulas lipidicas, o principal mecanismo pelo qual
nanocarreadores carregados atingem o interior celular é através de endocitose e ndo

por atravessar as membranas celulares.
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Adicionalmente, as Clso foram calculadas e corroboram os resultados
apresentados anteriormente, uma vez que foram obtidos valores menores para o
CLN-OC (Clso de 132,02 ug mL™") quando comparado ao 6leo in natura (Clso de
1123,40 ug mL™"). Por se tratar de um trabalho que avaliou a citotoxicidade do CBA®
de maneira inédita, ndo foram encontrados registros na literatura dos valores de Clso
para esse 0leo, inviabilizando comparagées com condigdes de ensaio adotadas em
outros trabalhos.

Diante dos achados encontrados no presente estudo, vale ressaltar que,
apesar da citotoxicidade observada para o 6leo in natura e o CLN-OC, a mesma
ocorreu de maneira dose dependente, que € um comportamento esperado para o
ensaio de viabilidade celular in vitro, quando a amostra testada apresenta
citotoxicidade. E importante reforgar que existem no mercado produtos cosméticos
comerciais que possuem o0 6leo na sua composicado e vém sendo utilizados sem
relatos conhecidos de dano a pele, como balm facial e produtos para o cabelo
(shampoo, condicionador, mascara, ténico e 6leo reparador).

No que tange a nanoparticula com o 6leo encapsulado em especifico, alvo da
presente pesquisa para o desenvolvimento de férmulas cosméticas, o aumento na
citotoxicidade evidenciado pelo valor de Clso € esperado, pensando na diminui¢ao do
tamanho de particula que aumenta a interagdo com as células, porém nao inviabiliza
a utilizagdo desse sistema como insumo em preparacdes cosméticas. E necessario
levar em consideracgao alguns aspectos importantes na avaliagdo dos resultados de
citotoxicidade in vitro: (i) a translocagao dos resultados para uma condigéo in vivo,
que é bem mais complexa em termos de composi¢ao do tecido como um todo, (ii)
parametros farmacocinéticos das nanoparticulas no tecido, como por exemplo, o
mecanismo de liberacdo do 6leo nanoencapsulado e a dose efetiva do mesmo que
atinge cada camada da pele e cada tipo celular e (iii) a utilizagdo de um modelo de
cultura de células 2D com uma monocamada celular, que nao reflete a complexidade
estrutural, bioquimica e fisioldgica da pele como um todo.

Segundo Langhans (2018), os ensaios in vitro empregando células sao
essenciais no processo de triagem de novas substancias e uma alternativa aos
ensaios com animais, em conformidade com a politica dos 4 Rs. Entretanto, néo
necessariamente refletem o complexo microambiente celular encontrado em um
tecido, sendo a maior limitagdo da cultura de células 2D a auséncia de mimetismo da

interconexao entre as células e os componentes da matriz extracelular, como as
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proteinas, glicosaminoglicanas, proteoglicanas e fatores de crescimento. Tais
moléculas atuam nos processos de proliferacdo, diferenciagdo, migragao,
sobrevivéncia e sinalizacéo celular, além da organizacédo do citoesqueleto, podendo
influenciar na resposta das células as substancias testadas. De acordo com esse
autor, o modelo de cultura de células 3D aparece como uma alternativa a essas
limitacbes e mimetiza melhor as condi¢gdes do tecido in vivo, fornecendo resultados
mais proximos aos obtidos in vivo quando ocorre a translocacao do estudo.

Vale destacar ainda a importancia da realizagado de investigagbes futuras em
outras linhagens celulares, como os queratinécitos, que sdo as principais células
constituintes da epiderme, originando-se na camada basal. Eles produzem
queratinas e lipidios, que estao envolvidos na fungao barreira da epiderme (Hofmann
et al., 2023).

Por fim, os resultados obtidos no bioensaio frente a A. salina e no ensaio de
viabilidade celular em linhagem de fibroblastos murinos L929, trazem evidéncias
relacionadas a toxicidade aguda do o6leo CBA® na forma in natura e
nanoencapsulada. Tanto o 6leo quanto o nanocarreador apresentaram toxicidade
moderada frente ao microcrustaceo e foram citotoxicos para a linhagem celular L929
de maneira dose dependente. Tais informacbdes sado importantes no estudo de
desenvolvimento de cosméticos, dentro do conceito de predicao de toxicidade dos

insumos, empregando modelos alternativos ao animal.

5.4 DESENVOLVIMENTO DAS FORMULACOES COSMETICAS

No inicio do planejamento de desenvolvimento das formulas e pensando nos
cuidados com a pele negra, o foco foi dado para a hidratacdo. Nesse sentido e
baseando-se nas caracteristicas descritas na literatura para esse tipo de pele, foi
investigado qual atributo seria buscado nos produtos. Entdo, foi escolhido o
restabelecimento da funcao barreira do estrato cérneo por meio de cosméticos que
nao deixassem um residual oleoso, uma vez que a pele negra tende a ter uma maior
TEWL e maior oleosidade.

No mercado de cosméticos atual, diversas preparacées com a mistura de
oleos vegetais CBA® estdo disponiveis, porém nenhuma delas com esse insumo

nanoencapsulado, o que destaca o carater inovador das formulagdes desenvolvidas
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no presente estudo. A estratégia de trabalhar com Nanotecnologia advém da baixa
solubilidade desse 6leo em agua, inviabilizando o desenvolvimento das formulagdes
de interesse, fato que foi solucionado com a incorporagdo do 6leo nos
nanocarreadores. Ademais, € esperado que a nanoencapsulacao reflita em aumento
da estabilidade do CBA®, por se tratar de um o6leo vegetal e, portanto, passivel de
sofrer oxidacgao.

Somado ao exposto anteriormente, a utilizagdo de Oleos vegetais
nanoencapsulados permite o desenvolvimento de férmulas que promovam a
hidratacdo da pele com toque seco devido a base aquosa, sem a utilizacdo de
grandes concentragdes dos 6leos vegetais para atingir tal finalidade. Isso porque a
Nanotecnologia promove um aumento do efeito desejado utilizando uma
concentracdo menor do material de interesse.

De maneira complementar, o tipo de nanoparticula escolhida para o
desenvolvimento das férmulas também contribui para um efeito esperado de
hidratacao, devido a composicao lipidica, ressaltando a utilizagdo de duas fontes de
lipideos naturais: a manteiga de cupuagu e o CBA®. De acordo com Fleck e
Mackenzie (2012), a manteiga de cupuagu é um excelente emoliente que restaura a
elasticidade da pele enquanto fornece propriedades antioxidantes e hidratantes. Por
sua vez, os CLNs sdo conhecidos por aumentarem a hidratacdo através da
formagdo de um filme oclusivo na epiderme diminuindo a TEWL (Chauhan et al.,
2020).

Vale salientar que os 6leos vegetais escolhidos como insumos ativos para o
desenvolvimento das formulagdes sao conhecidos pelas suas propriedades anti-
inflamatérias, antimicrobianas (Campanholi et al., 2022; Purohit et al., 2021; Simaro
et al., 2020) e antioxidantes (Malik et al., 2023; Oliveira et al., 2016). Tais
propriedades somam atributos aos cosméticos obtidos, ja que a pele negra possui
uma tendéncia acnéica. As atividades antimicrobiana e anti-inflamatéria do dleo
resina de copaiba sao atribuidas aos sesquiterpenos e diterpenos (Leandro et al.,
2012). Para o oleo da semente de maracuja sao relatadas atividade antioxidante e
antimicrobiana relacionadas ao acido linoleico e flavonoides (Kawakami et al., 2021).
Adicionalmente, ndo foram encontrados relatos de agdo comedogénica para tais
insumos. E importante destacar também que a utilizacdo dos 6leos vegetais na

forma nanoencapsulada potencializa a sua acido oclusiva sem deixar um residual
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oleoso na pele, o que poderia acarretar uma maior obstru¢do dos poros,

favorecendo o aparecimento da acne.

5.4.1 Desenvolvimento da bruma e sérum faciais

Duas formas farmacéuticas cosméticas para aplicagao facial com base
aquosa e incorporadas com o CLN-OC foram obtidas (Figura 25). Conforme pode
ser visualizado na Figura 26, ambas apresentaram aspecto macroscopico

homogéneo, sem evidéncias de precipitacdo ou separagio de fases.

Figura 25 — Dispersao do carreador lipidico nanoestruturado e formulagoes

cosméticas desenvolvidas

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
A: Dispersao do carreador lipidico nanoestruturado. B: sérum facial com nanocarreador. C:
bruma facial com nanocarreador.

Figura 26 — Demonstragdao da homogeneidade das formulagdes preparadas

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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As caracteristicas organolépticas, assim como o pH, foram avaliados e os

resultados estao expressos na Tabela 14.

Tabela 14 — Resultados obtidos para as formulagcdes cosméticas desenvolvidas

Parametro Sérum Bruma
Aspecto Viscoso Liquido
Cor Branco opaco Branco opaco
Odor Inodor Inodor
pH 5,25 4,52

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Mediante a analise dos dados da Tabela 14 ¢é possivel verificar as
caracteristicas de cada formula, assim como os valores de pH compativel com o pH
da pele (4,0 a 6,0) (Proksch, 2018). O sérum é uma forma farmacéutica que deve
possuir uma certa viscosidade, pois ndo possui como caracteristica o aspecto
liquido. Ja a bruma, cuja finalidade é a aplicagcao através de um jato de spray, deve
ser liquida. Ambas as férmulas adquiriram a cor branco opaco possivelmente devido
a incorporacgao da dispersdo do CLN-OC, que possui a mesma cor (Figura 25 A).

Optou-se por nao trabalhar com fragrancias nessas preparagdes, com o
intuito de desenvolver férmulas minimalistas, seguindo a tendéncia do clean beauty.
Ambos os produtos possuem um total de 5 constituintes na sua férmula, ja incluindo
o veiculo (dgua destilada). Além do mais, a escolha das matérias-primas baseou-se
no conceito de formula vegana, de modo que nenhuma delas possui origem animal.

Um sistema conservante diferente daqueles comumente adotados
(parabenos) foi empregado, também seguindo uma tendéncia de produtos livre de
parabenos. O Optiphen® é um conservante liquido apresentado como fenoxietanol
em uma base emoliente de caprililglicol. Pode ser utilizado em uma extensa faixa de
pH e em diferentes preparacodes, tais como sistemas anidros, formulagcdes aquosas e
emulsbdes (Fagron, 2023). Gongalves (2024) avaliou a eficacia desse sistema
conservante em formulagdes labiais contendo CBA® apresentadas como esfoliante
labial, lip balm e gloss labial, que foram estudadas do ponto de vista microbiolégico
quanto a presenga de coliformes fecais e orais (Escherichia coli), Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa, além da contagem de microrganismos mesofilos
totais aerobios. De acordo com os resultados obtidos, essa autora demonstrou a
auséncia de patdégenos e amostras dentro do limite aceitavel para a contagem de

mesofilos totais.
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No que se tange a linha de cosméticos desenvolvidos, o sérum foi escolhido
como formulacgao principal para a hidratacdo devido a busca por esse tipo de forma
farmacéutica no mercado de cosméticos atual (Udapurkar; Sanap, 2023), sendo
conhecido como um concentrado de ativos para tratamento (Budiasih et al., 2018).
Consoante Vakhariya e colaboradores (2022) trata-se de uma formulagdo com
resposta e efeitos mais rapidos sobre a pele, promovendo intensa nutrigdo em
camadas profundas, sendo reconhecida pelo sensorial ndo pegajoso. Essa ultima
caracteristica vai ao encontro dos atributos buscados nos cosméticos do presente
estudo, justificando também a escolha dessa forma farmacéutica para a hidratagéo
da pele negra, que tende a ser mais oleosa.

A bruma facial foi proposta no intuito de preparar a pele para a aplicacdo do
sérum, por meio do borrifamento no rosto previamente limpo e seco, podendo ser
utilizada para a remogdo do excesso de 6leo. E uma preparagdo farmacéutica de
facil aplicagao e pode promover uma sensacao de refrescancia. Por ter alcool na sua
composi¢ao, seca rapidamente sobre a pele. Além disso, a utilizagdo da mistura dos
oleos de copaiba e maracuja (CBA®) soma atributos canabinoides-like a formulagao,
como a diminuigcdo da irritabilidade da pele. Essa propriedade néo foi analisada no

presente trabalho, mas pode ser alvo de investigagdes futuras.

5.4.2 Desenvolvimento do creme facial

O terceiro e ultimo produto da linha de cosméticos foi um creme facial
contendo os nanocarreadores CLN-OC. Essa forma farmacéutica foi a mais
desafiadora em termos de desenvolvimento farmacotécnico, sendo que diferentes
planejamentos de formulagao foram realizados. De forma resumida, os testes foram
iniciados com uma emulsao do tipo 6leo/agua (O/A) empregando o emulsionante
emulium® dolcea. Alguns rearranjos dessa formula foram realizados, porém o
produto obtido apresentava separacédo de fase (camada oleosa visivel a olho nu).
Entéo, optou-se por alterar o tipo de agente emulsionante para emulium® illustro,
apropriado para a obtengao de emulsao do tipo agua/oleo (A/O). Novamente, alguns
desenhos de formula foram realizados até a obteng¢ao da formulacédo apresentada no

presente estudo.
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Uma emulsdo pode ser definida como um sistema bifasico consistindo em
dois liquidos imisciveis, onde um deles (fase dispersa) é uniformemente dispersa
como glébulos pela segunda fase (fase continua). Por se tratar de um sistema
termodinamicamente instavel, um agente emulsionante € empregado para a
estabilizagdo do sistema (Khan et al., 2011).

Os emulsionantes sdo geralmente moléculas anfifilicas (presenga de grupos
hidrofilicos e hidrofébicos), tais como fosfolipideos, proteinas e polissacarideos
(McClements; Jafari, 2018). Nas emulsdes O/A, eles sao dissolvidos na fase aquosa
(embora nédo seja regra geral) e as fases aquosa e oleosa sdo misturadas em
agitadores de alto cisalhamento, o que leva a formagdo de uma emulsédo grosseira.
Essa emulsao inicial contém goticulas grandes (geralmente maior que 1 ym) que
sdo revestidas pelo emulsionante, sendo que as moléculas restantes dele ficam
dispersas na fase aquosa. Nos agitadores (métodos de energia alta), ocorre entdo a
acao de forgas disruptivas (cavitagao, turbuléncia e cisalhamento) que quebram as
goticulas maiores em menores, resultando na formagdo da emulsdo final
(McClements; Gumus, 2016).

O agente emulsionante escolhido para a obtengdo do creme facial com o
CLN-OC foi o emulium® illustro. E um emulsionante natural liquido a levemente
viscoso, nao ibnico, para emulsdées A/O criado principalmente para formulagdes
pigmentadas e aprovado pela COSMOS. A nomenclatura internacional (do inglés
International Nomenclature Cosmetic Ingredient) para esse insumo € Polyglyceryl-6
Polyhydroxystearate (and) Polyglyceryl-6 Polyricinoleate. Ele pode ser utilizado na
faixa de concentracao de 3 a 5% com a fase aquosa na propor¢ao de 30 a 70% em
um processo de fabricacdo da emulsdo a frio. Para uma melhor estabilizagdo da
formulacdo obtida com esse emulsionante, eletrolitos podem ser adicionados na fase
aquosa. Além disso, possui elevada compatibilidade com os 6leos de silicone e os
Oleos vegetais e sensorial fluido, leve e suave (Gattefossé, 2019). As emulsées A/O
sdo aquelas onde a agua € dispersa como glébulos na fase continua oleosa. Sao
conhecidas pela sua propriedade de hidratacdo da pele através do mecanismo de
formacgao de filme oclusivo no estrato cérneo, embora geralmente possuam uma
textura pegajosa, o que diminui a sua aceitabilidade cosmética (Khan et al., 2011).

A escolha do emulium® illustro foi direcionada pela sua compatibilidade com

formulagbées pigmentadas, a principal caracteristica do creme facial desenvolvido,
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além da propriedade sensorial agradavel, conferindo residual ndo pegajoso para a
formulagao obtida.

Como emolientes foram escolhidos: DUB® ININ, TACC e silicone Belsil® EG
6000. Os emolientes possuem natureza lipofilica e oferecem uma variedade de
atributos sensoriais quando aplicados na pele, podendo influenciar na aceitabilidade
do cosmético. Eles atuam reduzindo a TEWL e mantendo a hidratagado da pele. Em
emulsdes O/A sao geralmente utilizados entre 5-30%, podendo ser empregado em
maiores concentragdes em emulsdes A/O (Fabbron-Appas et al., 2021). Os ésteres
sdo os principais componentes dessa classe, apresentando diferentes estruturas
quimicas que impactam nas caracteristicas reologicas e de performance sensorial
das formulagdes, sendo que os emolientes compreendem ainda os hidrocarbonetos,
os alcoois graxos e os derivados de silicone (Chao et al., 2018).

O DUB® ININ (INCI Isononyl Isononanoate) € um éster emoliente modificador
de sensorial de cadeia curta. Ele possui toque ndo oleoso e ndo pegajoso e atua
aumentando a espalhabilidade da formulagédo (Alianza, 2023). Os triglicerideos do
acido caprico e caprilico € um emoliente constituido de ésteres dos acidos caprilico e
caprico encontrados naturalmente nos 6leos de palma e de coco (Sethi et al., 2016).
Ja o silicone Belsil® EG 6000 ¢ um emoliente derivado de silicone. Os derivados de
silicone lineares sdao amplamente utilizados em cosméticos devido a redugao da
pegajosidade gerando uma sensacédo de pele ndo oleosa e suave (Chao et al.,
2018). No caso do silicone Belsil® EG 6000, além da propriedade emoliente, auxilia
no espessamento e incorporagao de pigmentos.

A manteiga de cupuacgu (Theobroma grandiflorum) foi utilizada como agente
de consisténcia na emulsdo desenvolvida. Optou-se por trabalhar com essa
manteiga por ser o mesmo insumo natural utilizado na obtengcdo das nanoparticulas
lipidicas. Ademais, a manteiga de cupuagu, outro insumo proveniente da
biodiversidade brasileira, possui atributos suavizantes e hidratantes (Orduz-Diaz et
al., 2024).

Como reestruturante foi empregada a cera Megh®Care Sew 200, que é
composta por uma mistura de ésteres de alto peso molecular de origem vegetal,
sendo considerada substituta a cera de abelha. Além disso, possui similaridade de
composicdo e balanceamento quimico com a cera de abelha natural (Focus
Quimica, 2023). Portanto, uma vez que € uma matéria-prima de origem n&o animal,

ela foi escolhida no intuito de manter o atributo vegano para o creme facial.
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A emulsao A/O obtida apresentou caracteristica macroscépica homogénea e
auséncia de separacdo de fase. E importante salientar que a utilizagdo do agitador
do tipo Ultra turrax permitiu a formacdo adequada da emulsdo. Foi possivel
incorporar os nanocarreadores sem a ocorréncia de incompatibilidades. Na Figura
27 é apresentada a formulagdo cosmeética obtida previamente a incorporagao dos

pigmentos. O valor de pH encontrado para essa preparagao foi igual a 6,0.

Figura 27 — Creme facial (emulsao A/O) desenvolvido com os nanocarreadores

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os pigmentos utilizados se apresentaram na forma microencapsulada
(nomeadas como Deepercaps® e desenvolvidos pela Tagra Biotechnologies). As
Deepercaps® sdo microcapsulas de dupla camada polimérica compostas de 6xido de
zinco e um polimero a base de celulose. Possuem propriedades anfifilicas, podendo
ser empregada em diversos tipos de produtos numa faixa extensa de pH (2,0 a 12,0)
(Focus Quimica, 2022)

As microcapsulas foram adequadamente incorporadas na emulséo, fato que
foi atribuido a utilizacdo de agitador mecanico com aparato apropriado, o que
permitiu uma homogeneizagdo sem rompimento delas.

No ambito de desenvolvimento de cosméticos para a pele negra, um ponto
que foi levado em consideragado é a questao da busca por formulagdes que tenham
uma cobertura da pele sem deixar residuos brancos e aspecto acizentado. Nesse
sentido, as Deepercaps® aparecem como uma proposta interessante para esse
publico-alvo. Durante o atrito de aplicagédo na pele, os pigmentos microencapsulados
se rompem, gerando um efeito ludico, onde a cor aparece durante a aplicagdo. As

microesferas sao disponibilizadas em trés cores distintas que podem ser mescladas
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de maneiras diferentes, a fim de obter graus de tonalidade variados. S&o elas:
Deepercaps® yellow (6xido de ferro amarelo), red (6xido de ferro vermelho) e black

(6xido de ferro preto) (Figura 28).

Figura 28 — Microcapsulas Deepercaps® com pigmentos para a pele negra

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Apds a incorporagdo dos pigmentos, a emulsdo adquiriu coloragéo
diferenciada, porém sem rompimento das microcapsulas. Através da analise da
Figura 29 é possivel notar a tonalidade gerada quando o creme é friccionado contra
a folha de papel, simulando o rompimento das microcapsulas com consequente

liberagdo dos pigmentos na pele.

Figura 29 — Aspecto final do creme facial desenvolvido

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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O pH obtido para a formulagao final foi o mesmo (6,0), indicando que as
Deepercaps® ndo ocasionam impacto no pH do creme desenvolvido.

Quanto as caracteristicas organolépticas foi possivel notar um creme de
coloracdo levemente arroxeada, odor caracteristico da fragrancia empregada e
aspecto viscoso. No caso especifico do creme, uma fragréancia foi adicionada com o
intuito de atribuir atracdo sensorial para o produto, ja que ele também apresentou
uma coloragao diferenciada das demais férmulas desenvolvidas (bruma e sérum).

Pensando na proposicdo de cosméticos minimalistas, dentre os produtos
desenvolvidos, o creme foi aquele que utilizou o maior numero de ingredientes.
Alguns desenhos de formulagdo com menor numero de constituintes foram testados,
porém sem sucesso na fabricacdo da emulsdo. Entretanto, vale ressaltar a maior
complexidade farmacotécnica para a producdo desse tipo de forma farmacéutica,
quando comparada a bruma e ao sérum.

Assim, diante do exposto, trés formas farmacéuticas distintas foram
desenvolvidas: bruma, sérum e creme. Elas sao propostas como cosmeéticos
veganos para pele negra atraveés de atributos que podem contribuir para o cuidado
facial, considerando as peculiaridades descritas para esse tipo de pele. Esses
atributos sdo: a remogado do excesso de oleosidade (bruma), hidratagdo por
formacgao de filme oclusivo (sérum) e cobertura homogénea da pele sem residual
branco ou acizentado (creme). E necessario reforgar a necessidade de estudos
futuros que avaliem a emulsdo desenvolvida no presente trabalho quanto a

estabilidade e controle de qualidade fisico-quimico.

5.4.3 Estabilidade fisico-quimica das formulagées bruma e sérum

5.4.3.1 Avaliagéo da estabilidade preliminar

Os resultados obtidos no estudo de estabilidade preliminar das férmulas séo

apresentados nas Tabelas 15 e 16.
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Tabela 15 — Valores de pH antes e apds o teste de centrifugacao na estabilidade

preliminar
pH Sérum p-valor Bruma p-valor
Inicial 5,40 + 0,04 4,82 +0,11
Final 5,52 + 0,06 0,0701 510 + 0.15 0,0603

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
Os resultados sao expressos como média + DP.

Tabela 16 — Valores de pH antes e apds o teste de estresse térmico na estabilidade

preliminar
pH Sérum p-valor Bruma p-valor
Inicial 5,44 + 0,04 NA 4,92 £ 0,04 NA
Final (40°C) 5,53 + 0,04 0,0617 5,01 £ 0,05 0,0585
Final (50°C) 5,51 + 0,07 0,2318 5,07 + 0,10 0,0789

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
Os resultados sédo expressos como média + DP.
Nota: NA (N&o se aplica).

Através da analise das tabelas é possivel inferir que nao houve diferenca
estatistica significativa a 95% de confianga para as médias de pH obtidas antes e
apo6s o procedimento de centrifugagdo e aquecimento (40 e 50°C). Segundo Torres
e colaboradores (2019), a faixa de valores de pH em uma formulagao € indicativo de
estabilidade, uma vez que grandes variagcbes podem indicar a presenga de
impurezas, hidrélise e/ou decomposi¢cao dos constituintes, reforcando a importancia
da avaliagcao desse parametro.

Somado a analise do pH, ndo foram observadas alteragdes organolépticas,
bem como n&o ocorreram separagdes de fases ou precipitagcbes visiveis nas
condigdes de estresse avaliadas (Figuras 30 e 31). Assim, as férmulas mostraram-se
estaveis aos procedimentos realizados visando acelerar possiveis alteracdes fisico-
quimicas, atendendo um requisito importante na etapa de desenvolvimento de

produtos.
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Figura 30 — Formulagdes apos o teste de centrifugagao na estabilidade preliminar

-

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
A: bruma facial. B: sérum facial.
Nota: apenas 1 réplica é apresentada.

Figura 31 — Formulagbes apos o teste de estresse térmico na estabilidade preliminar

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
A: sérum facial. B: bruma facial.
Nota: apenas 1 réplica é apresentada.

5.4.3.2 Avaliagdo da estabilidade acelerada

Nos Graficos 3 A e 3 B sdo demonstrados os resultados para os valores de

pH ao longo de 90 dias do estudo de estabilidade acelerada para as formulagdes
bruma e sérum.
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Grafico 3 — Valores de pH para o estudo de estabilidade acelerada

A B
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A: bruma. B: sérum.

Consoante Udapurkar e Sanap (2023), o monitoramento do pH ao longo do
periodo do estudo de estabilidade € de suma importancia, uma vez que a pele
humana possui caracteristicas acidas que estdo relacionadas a sua microbiota
residente, sendo que alteragdes no pH implicam em condigdes como acne,
descamacao, secrecido excessiva de sebo, entre outras. E possivel observar através
da analise dos Graficos 3 A e 3 B que variagdes no pH foram observadas, porém
todas dentro da faixa de aplicagao que € compativel com a pele (4,0 a 6,0) (Proksch,
2018), com excecao do tempo de 24 horas e 7 dias para as amostras de bruma
deixadas em geladeira, que apresentaram uma queda no valor de pH abaixo de 4,0.
Contudo, esse valor voltou a aumentar a partir do tempo de 15 dias e se manteve
dentro da faixa desejada até os 90 dias finais de avaliacdo. De acordo com Blaak,
Wohlfart e Shurer (2011), a utilizagdo de uma emulsdo O/A com pH igual a 3,5 n&o
acarretou prejuizos para a pele. Pelo contrario, nesse estudo, os autores
demonstraram que o skin care com formulagdes de pH 3,5 a 4,0 forneceu beneficios
para a pele de idosos, melhorando a barreira epidérmica e a hidratagao.

Ainda para a avaliacdo do pH, ndo foram observadas alteragdes referentes ao
aumento ou diminuicdo de uma unidade de pH, com excec¢ao do tempo de 24 horas
para a bruma facial, onde o pH caiu de 4,60 + 0,01 para 3,50 + 0,03. Contudo,

conforme abordado anteriormente, esse comportamento nao foi observado ao longo
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de todo o periodo do estudo de estabilidade. Para todos os outros tempos de
avaliacdo da bruma e todos os tempos de analise do sérum nao foram observadas
variagbes de uma unidade de pH. Trata-se de um achado importante, pois
consoante preconizado pela farmacopeia americana United States Pharmacopeia
(USP) (USP, 2007), a mudanga de pH de uma unidade apenas pode diminuir a
estabilidade de um farmaco em solucdo. E esperado que, para a andlise pontual de
24 horas da bruma, alteracgdes significativas ndo tenham ocorrido no produto, ja que
o pH se manteve na faixa estabelecida ao longo do restante do estudo e n&o houve
alteragdes organolépticas.

No que tange as propriedades organolépticas, nao foram observadas
alteragbes no odor e aspecto, sendo que nos Quadros 3 e 4 sdo apresentados o0s
dados resultantes da avaliagdo da cor dos produtos ao longo dos 90 dias de

monitoramento.

Quadro 3 — Resultados obtidos para a analise do pardmetro organoléptico cor no

estudo de estabilidade acelerada para a bruma

Tempo (dias) Estufa Radiagao luminosa Geladeira

A1 A2 Az A2
0
1
7

15

30

60

90
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zzzzzzz>»
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zzzzzzzp®
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Szzzzzz
z2zZz2zZ2zZ2zZ22Z22Z
>222222Z2
2222222

*

I L

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
N: normal. LA: levemente alterado*. IM: intensamente modificado*.

Quadro 4 — Resultados obtidos para a analise do parametro organoléptico cor no

estudo de estabilidade acelerada para o sérum

Tempo (dias) Estufa Radiagao luminosa Geladeira

A1 A2 Az A1 Az As Aq Az Az

0 N N N N N N N N N

1 N N N N N N N N N

7 N N N N N N N N N

15 N N N N N N N N N

30 N N N N N N N N N

60 N N N N N N N N N

90 N N N IM* IM* LA* N N N

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
N: normal. LA: levemente alterado*. IM: intensamente modificado™.
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E possivel inferir que a Unica condicdo que forneceu alteragées significativas
para as férmulas avaliadas no parametro cor foi a exposi¢céo a radiagdo luminosa
(temperatura de 30 + 2°C), que originou uma mudanca da coloragdao para tom
amarelado em ambas as férmulas ao final do estudo (tempo de 90 dias), com uma
variagao de cor entre a triplicata das amostras. Ressalta-se que até o tempo de 60
dias, as amostras mantiveram-se estaveis, ou seja, sem alteragbes na cor. Além
disso, mediante a analise dos Graficos 3 A e 3 B, é possivel notar aumento nos
valores de pH para o ultimo tempo de avaliacdo de ambas as formulas, o que
possivelmente pode estar relacionado as alteragdes de cor dos produtos. Entretanto,
apesar do aumento observado, ambos se mantiveram na faixa de pH compativel
com a aplicagao tépica.

As Figuras 32 e 33 complementam as informagdes dos Quadros 3 e 4, onde
as imagens obtidas ao inicio e final do estudo de estabilidade s&o apresentadas,
utilizando as amostras armazenadas em temperatura ambiente e ao abrigo da luz

solar como padrdes de comparagao.

Figura 32 — Formulac&o sérum no inicio e 90 dias apds o estudo de estabilidade

acelerada

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
Nota: apenas 1 réplica é apresentada para cada condigao.
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Figura 33 — Formulagé&o bruma no inicio e 90 dias apds o estudo de estabilidade

acelerada

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
Nota: apenas 1 réplica é apresentada para cada condigao.

Uma hipdtese estabelecida para a alteracdo de cor das formulagdes na
condicdo de exposicdo a radiacdo seria a oxidagcao (foto-oxidagdo) e a ciséo
(fotolise) de ligagcbes covalentes presentes nos componentes das formulagdes,
quando expostos a radiagao UV (principalmente entre 290 e 320 nm), sendo mais
deletéria que a luz visivel (luz fluorescente), conforme abordado por Ferreira e
Brandao (2011). Isso vai ao encontro dos achados no estudo de estabilidade, onde
as amostras na camara de fotoestabilidade foram expostas ndo somente a luz
visivel, mas também a radiacdo UV, enquanto as amostras mantidas em
temperatura ambiente sob contato de luz visivel apenas, nao sofreram qualquer tipo
de alteragao ao longo dos 90 dias.

Uma outra hipotese para a alteracdo observada na cor seria uma possivel
perda de estabilidade do proprio CLN-OC quando exposto a condicdo de radiagao.
Nesse sentido, € importante destacar a necessidade de estudos na area de
estabilidade de nanoparticulas incorporadas em formulagdes, ja que metodologias
para tal finalidade ainda sao incipientes, em funcdo da complexidade para analisar
sistemas nanoparticulados nos produtos finais.

Por fim, reforca-se a necessidade de armazenamento de ambas as

formulagbes em frascos de vidro ambar e sob o abrigo da luz solar, consoante
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abordado pelo Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos da ANVISA (Brasil,
2004). Adicionalmente, os resultados obtidos reforcam a relevancia da realizagéo
dos estudos de estabilidade para conhecimento do comportamento dos produtos nas
diversas condigdes as quais os mesmos podem ser submetidos durante o seu

periodo de armazenamento.

5.4.4 Controle de qualidade fisico-quimico das formulagées bruma e sérum

Os resultados obtidos para as analises de controle de qualidade das

formulagdes bruma e sérum séo expressos na Tabela 17.

Tabela 17 — Resultados para a analise de controle de qualidade das formulagdes

Parametro Sérum Bruma
Aspecto Viscoso Liquido
Cor Branco opaco Branco opaco
Odor Inodor Inodor
pH 5,38 £ 0,05 4,67 + 0,06
Densidade (g cm™) 1,005 £ 0,000 0,985 + 0,000
Viscosidade (mPa s™) 29810 NA

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
mPa: miliPascal. NA: Nao se Aplica.

A determinagao dos caracteres organolépticos, pH, densidade e viscosidade
sao muito uteis na caracterizagdo de um produto acabado desenvolvido. Através da
analise da Tabela 17, € possivel verificar que o pH de ambas as formulagdes se
encontra adequado para a aplicagao tépica (4,0 a 6,0) (Proksch, 2018), assim como
as caracteristicas organolépticas estdo de acordo com aquelas obtidas para o
primeiro lote produzido na etapa inicial de desenvolvimento e estabilidade preliminar
(Tabela 14). Portanto, o segundo lote corroborou os resultados encontrados para o
primeiro.

A presenca de ar no produto pode interferir na estabilidade do mesmo,
alterando propriedades como cor e odor, com consequente impacto no prazo de
validade da formulagao (Silva et al., 2019). Os resultados de densidade encontrados
para ambas as formulagdes (préximo de 1,00 g cm3) evidenciam a auséncia de

incorporacdo de ar no processo de manipulacdo das formulas, sendo um requisito
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importante de qualidade dos produtos. De acordo com Silva e colaboradores (2019)
valores de densidade entre 0,95 e 1,05 g cm™ sdo adequados.

No que concerne ao parametro viscosidade, o valor encontrado para o sérum
facial contribuiu na caracterizacdo da formulacdo desenvolvida no presente estudo.
Conforme abordado por Tort e Karakucuk (2021), a viscosidade € um parametro
critico de otimizagao para formulagdes tépicas durante a etapa de desenvolvimento,
pois uma baixa viscosidade implica em um tempo de acéo curto na pele, enquanto
uma alta viscosidade pode gerar um sensorial indesejavel na pele.

Outro ponto importante é que as formulagdes do tipo sérum tendem a possuir
um comportamento pseudoplastico (ndo newtoniano) nos estudos de reologia, ou
seja, ocorre uma diminui¢ao da viscosidade com o0 aumento da taxa de cisalhamento
(Amnuaikit; Khakhong; Khongkow, 2019). De acordo Budiasih e colaboradores
(2018), esse € um comportamento encontrado na maioria dos produtos cosméticos,
como emulsbées, shampoos e suspensdes. Ainda segundo esses autores, a
viscosidade € uma medida do atrito interno do fluido, que é a resisténcia ao fluxo
quando uma camada de fluido € forcada a se mover sobre a outra, sendo
dependente do tamanho, forma e concentragdo das particulas suspensas e como
elas interagem com a fase continua (agua).

O sérum desenvolvido apresentou um bom comportamento de fluxo com
textura lisa e viscosidade adequada (29810 mPa s'). Nao foi encontrado na
literatura e nos guias da ANVISA um valor referéncia de viscosidade para esse tipo
de forma farmacéutica, com uma variedade de resultados descritos
(BuddhiwanHiwale; Pawar, 2023; Budiasih et al., 2018; Santos et al., 2021;
Sasidharan; Joseph; Junise, 2014; Surini; Mubarak; Ramadon, 2018). Dessa forma,
€ importante destacar que a viscosidade é um parametro caracteristico de cada
produto desenvolvido e, consoante trabalho de Tort e Karakucuk (2021), tem uma
relagdo importante com o tipo de polimero utilizado para o ajuste da viscosidade,
assim como a sua concentragdo e massa molecular.

Dentro desse contexto, o resultado obtido para a viscosidade demonstra que
a concentragdo otimizada de 1,3% para o agente gelificante escolhido (lecigel®)
conferiu uma viscosidade adequada para a formulagdo. Trata-se de uma mistura de
lecitina com o polimero acrilato de sodio, com as propriedades texturizantes e
espessantes do polimero acrescidas de propriedades emulsionantes provenientes

da lecitina. Ademais, trata-se de uma matéria-prima com propriedades
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multifuncionais, caracterizadas por um sensorial satisfatorio (toque suave, nao
pegajoso) e atributos de hidratagcdo através da formacgéo de filme oclusivo na pele
reduzindo a TEWL (Biotec, 2020).

5.4.5 Testes de performance in vitro da formulagao sérum facial

No Grafico 4, € apresentado o perfil de espalhabilidade da formulacéo
desenvolvida. Conforme Santos e colaboradores (2021), a espalhabilidade esta
relacionada a capacidade de uma formulagdo de se espalhar, quando submetida a
uma determinada forca de aplicagcado na pele e esta relacionada com a viscosidade.
Trata-se de uma caracteristica essencial de formas farmacéuticas topicas, pois esta

relacionada com a area de aplicagao no local de agao.

Grafico 4 — Perfil de espalhabilidade in vitro do sérum em modelo de placa lisa

4000 -
3000 -
2000 4

1000 -

Espalhabilidade (mm?)

0 50 100 150 200
Peso (g)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Mediante a analise do grafico observa-se que a formulagdo apresentou
aumento de espalhabilidade diretamente proporcional ao aumento da massa
aplicada, o que € um comportamento esperado in vivo, onde quanto maior a forca de
aplicagao no local desejado, maior a area de abrangéncia esperada para o produto.
Somado a isso, € possivel verificar que, para os ultimos dois pesos aplicados, a
mesma ja apresentou um comportamento tendendo a uma espalhabilidade
constante, ou seja, atingiu 0 maximo de area de abrangéncia pela metodologia in
vitro de placa lisa empregada.

O perfil de espalhabilidade obtido para a formulacdo desenvolvida vai ao

encontro das caracteristicas esperadas para esse tipo de forma farmacéutica, ja que
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0 consumidor espera que 0 sérum possua uma consisténcia nao muito fluida, mas
que permita a formagado de uma pelicula fina sobre a pele que seja rapidamente
absorvida. Consoante Romero (2017), esse tipo de comportamento esta ligado com
a reologia das formulagdes, onde a espalhabilidade esta relacionada a viscosidade,
mas também a forga e velocidade de cisalhamento.

Por fim, os achados desse teste in vitro evidenciam a boa espalhabilidade da
férmula desenvolvida, ja que foi possivel atingir uma area extensa (3420,245 +
146,541 mm?) mesmo para uma pequena quantidade de produto aplicada (0,15g do
sérum), o que sugere a obtengdo de uma area de aplicagcdo maior na pele com uma
forca de aplicagdo pequena utilizando uma baixa quantidade de produto,
caracteristicas satisfatorias para produtos de uso topico.

Quanto ao ensaio de oclusividade in vitro, os resultados obtidos para o

mesmo sao descritos no Grafico 5.
Grafico 5 — Comparacgao dos fatores de ocluséo obtidos para as amostras avaliadas

E3 Serum
= Serum NL-C

I I Bl Serum CLN-OC
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

NL-C: Nanoparticula Lipidica Controle. CLN-OC: Carreador Lipidico Nanoestruturado
contendo CBA®.

Fator de ocluséo (%)

Por intermédio da analise do Grafico 5 é possivel verificar que a formulacao
contendo os CLNs-OC apresentou um fator de oclusédo in vitro maximo de 58,00 £
1,64% em 48 horas, com um aumento expressivo entre 6 e 24 horas (de 45,58 +
3,72 para 57,41 £ 1,81), seguido por manutengdo do comportamento entre 24 e 48
horas. Ainda através da analise do grafico, pode-se notar que os componentes da
formulacdo possuem certa agao de oclusividade, possivelmente devido a presenca
do aditivo reologico (lecigel®), que pode formar uma fina pelicula durante a sua

aplicacdo na superficie do papel filtro. Todavia, esse fator de oclusao foi
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significativamente menor quando comparado aquele obtido para o sérum com os
CLNs-OC ao final de 48 horas (p = 0,0008).

Além do mais, a analise do grafico permite inferir que o fator de ocluséo
obtido para o sérum contendo os CLNs-OC ao longo do ensaio foi significativamente
maior que aquele obtido para o sérum com as nanoparticulas controle (NLs-C) (p =
0,0001 em 48 horas), o que sugere que a incorporagdo do CBA® ao sistema foi o
fator responsavel pelo incremento obtido na oclusividade. Ademais, com 6 horas de
ensaio para o serum com as NLs-C dificimente & possivel observar um fator de
oclusdo através da avaliagao do grafico, possivelmente porque o filme oclusivo ainda
nao havia se formado. Quanto a comparagao entre o sérum com as NLs-C e aquele
apenas com o0s excipientes, ndao foram observadas diferencas estatisticas
significativas ao final de 48 horas (p = 0,7563).

Pensando na aplicacdo tépica de nanoparticulas lipidicas, um interesse que
tem sido dado a elas é a sua capacidade oclusiva (Montenegro et al., 2017). Em
estudo realizado por Wissing e Muller (2002), que avaliaram o impacto do grau de
cristalinidade da matriz lipidica nas suas propriedades oclusivas, foram obtidas
formulagbées com fatores de ocluséo variando entre 10 e 45%, aproximadamente, ao
longo de 48 horas de ensaio. Outro estudo, conduzido pelo mesmo nucleo de
pesquisadores (Wissing; Lippacher; Muller, 2001), investigou além do grau de
cristalinidade, o tamanho de particula e a concentragdo de lipideo nas NLSs. De
maneira geral, através de ambos os trabalhos, esses autores demonstraram que o
fator de oclusdo aumenta com o aumento do grau de cristalinidade da matriz lipidica
e da concentracédo de lipideo solido e com a diminuicdo do tamanho de particula,
sendo que os melhores resultados foram obtidos para nanoparticulas com diametro
hidrodindmico médio de 200 nm. Ainda de acordo com eles, os principais meios de
se obter efeito oclusivo através de formulagcbes cosmeéticas € com a utilizacdo de
Oleos vegetais (propriedade hidrofébica) ou nanoparticulas (capacidade de formagéao
de filme na superficie da pele).

No presente trabalho, a analise dos resultados sugere que a presenga da
fracdo de lipideo liquido ou a composigao desta (uma mistura de 6leos vegetais) foi
o fator que exerceu maior influéncia sobre a obtengcao de um fator de oclusdo maior.
Isso porque é esperado que a NL-C tenha um grau de cristalinidade maior (pela
auséncia da fragao lipidica liquida) e apresenta um didmetro hidrodindmico médio

menor (101,5 + 0,3 nm), determinado por DLS. Contudo, um estudo realizado por
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Hamishehkar e colaboradores (2015), avaliando propriedades oclusivas in vitro e in
vivo de NLSs ndo encontrou uma relagao entre o tamanho de particula e os efeitos
oclusivos in vivo. Somado a isso, uma hipotese para o menor efeito oclusivo da NL-C
apesar da cristalinidade maior esperada € o menor conteudo lipidico como um todo,
ja que apresenta apenas a manteiga de cupuagu na composigao.

Vale destacar que nao foram realizados estudos de caracterizagao do estado
cristalino da NL-C e do CLN-OC, tais como Difracdo de Raio X e Calorimetria
Exploratéria Diferencial, sendo uma lacuna do presente trabalho e possivel alvo de
investigacdes futuras. Tais estudos fornecem informag¢des importantes sobre a
estrutura cristalina e o grau de cristalinidade de nanoparticulas e podem contribuir na
interpretacao dos resultados do teste de oclusividade.

Somado aos achados anteriores, Montenegro e colaboradores (2017)
demonstraram que a presencga do lipideo liquido ocasiona um aumento significativo
no fator de oclusdo ao comparar apenas o veiculo de uma formulagéo do tipo gel (F
cerca de 15%) com esse veiculo incorporado com nanoemulsdes (F cerca de 20%) e
CLNs (F cerca de 40%), embora o maior fator de oclusdo dessa pesquisa tenha sido
para o gel incorporado com NLSs (F em torno de 60%). Além do mais, esses autores
obtiveram uma correlacao linear entre os fatores de oclusao in vitro e hidratagao da
pele in vivo, sugerindo que a investigacao in vitro pelo método da oclusividade pode
gerar boas previsdes do efeito de hidratagao da pele in vivo.

Loo e colaboradores (2013) encontraram uma correlagdo entre o aumento da
hidratacdo da pele e a concentracdo do conteudo lipidico de CLNs com tamanho de
particula similar, resultados que vao ao encontro dos achados relatados na presente
pesquisa, onde o aumento da fragao lipidica no CLN-OC (CBA® além da manteiga
de cupuacgu) resultou em aumento significativo do fator de oclusdo da formulagéo
desenvolvida. Esses mesmos autores também demonstraram um fator de ocluséo
diretamente proporcional ao conteudo do lipideo solido, ou seja, quanto maior a
relacao lipideo sdlido/lipideo liquido nos CLNs, maior o fator de oclusao, resultados
que véo ao encontro do trabalho de Wissing e Muller (2002).

Outro estudo conduzido por Joukhadar e colaboradores (2024), avaliou a
propriedade oclusiva in vitro de CLNs incorporados em formulagdo de hidrogel e
obteve um valor proximo a 60% com 6 horas de experimento. Eles demonstraram
que antes de 6 horas nao houve diferenga estatistica significativa entre a formulagéo

branco (hidrogel sem os CLNs) e a formulagdo com os nanocarreadores,
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possivelmente pela presenga do acido hialurénico na composi¢ao do hidrogel que
contribuiu na retencdo da agua, mesmo sem a presenca dos CLNs. Entédo, apds 6
horas, foi observado a secagem da formulacdo e o efeito oclusivo foi atribuido a
monocamada formada pelos CLNs na superficie da membrana.

Portanto, os resultados obtidos in vitro sugerem um efeito de hidratagcdo da
formulacdo sérum devido a presenga dos carreadores lipidicos nanoestruturados
contendo CBA®, possivelmente através do mecanismo de formacao de filme oclusivo
sobre a pele, evitando a TEWL, com consequente restauracéo da fungao barreira.
Além disso, foi possivel obter essa propriedade hidratante com uma formulagdo com
sensorial agradavel (toque seco, ndo pegajoso, sem efeito oleoso), caracteristica
atribuida a presenga do 6leo nanoencapsulado nos CLNs. Por fim, todas essas
propriedades atendem aos requisitos exigidos para o cuidado da pele negra, que
tende a possuir uma maior TEWL e maior oleosidade.

Adicionalmente, € importante destacar que além da propriedade hidratante
atribuida aos CLNs-OC, os estudos in vitro conduzidos no presente trabalho
sugerem propriedade adicional antioxidante através dos resultados obtidos no
ensaio com o radical livre DPPH. Esse achado soma atributos aos CLNs-OC
desenvolvidos e incorporados em trés formas farmacéuticas diferentes, ao mesmo
tempo que vao ao encontro das tendéncias mercadoldgicas de busca por insumo

naturais com propriedades multifuncionais.
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6 CONCLUSAO

O CBA® apresentou composicéo fitoquimica diversa e rica em sesquiterpenos
na analise de caracterizagdo empregando CG-EM. Foi possivel obter um carreador
lipidico nanoestruturado de carater inovador contendo o referido insumo com
caracteristicas fisico-quimicas adequadas para aplicagcdo em formulagées topicas,
elevada eficiéncia de encapsulagao, morfologia esférica e estabilidade em geladeira
(4°C) por 90 dias.

Uma triagem de avaliagbes in vitro foi realizada tanto para o CBA® in natura
quanto para o CLN-OC empregando métodos alternativos ao modelo animal e
evidenciaram atividade antioxidante baixa para a nanoparticula desenvolvida, porém
presente e toxicidade aguda moderada no ensaio com A. salina. Ademais, o CLN-
OC demonstrou diminuicdo da viabilidade celular de fibroblastos murinos L929 de
maneira dose-dependente.

Nanocosmeéticos veganos com a proposta de cuidado facial da pele negra e
apresentados como bruma, sérum e creme foram obtidos. Apesar do desafio em
obter formulagbes utilizando um pequeno numero de ingredientes e baseadas em
Oleos vegetais, a bruma e o sérum foram capazes de se manterem estaveis por 90
dias em condicdo de abrigo da luz solar. Além disso, ambos atenderam aos
requisitos de controle de qualidade fisico-quimico exigidos pela legislacdo sanitaria
brasileira vigente.

O creme facial apresenta atributos interessantes no cuidado da pele negra,
uma vez que foi desenvolvido empregando pigmentos microencapsulados que sao
liberados durante o atrito de aplicacdo na pele e ndo deixam residuos brancos e
fundo acizentado nesse tipo de pele. Entretanto, estudos futuros que possam
realizar o controle de qualidade e a estabilidade fisico-quimica do creme, assim
como avaliar a sua performance in vitro, se mostram necessarios.

O sérum facial apresentou performance in vitro satisfatoria, sendo possivel
comprovar a hipotese de hidratacdo mediada pelos CLNs-OC. Dessa forma, sugere-
se que seja capaz de restabelecer in vivo a fungédo barreira do estrato cérneo da
pele negra por meio da redugao da TEWL, atributo importante para um cosmeético

destinado para esse tipo de pele, que tende a possuir maior TEWL.
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Por fim, o presente trabalho traz achados importantes, por se tratar do
primeiro relato de nanocosméticos veganos com a mistura dos oOleos vegetais de

copaiba e maracuja encapsulados em CLNSs.
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ANEXO A - Certificado de Analise do 6leo CBA®

Bielus

ingredientes
CERTIFICADO DE ANALISE

170

PRODUTO
DESCRICAO

BERACARE CBA
OLEO CANABINOIDE
COPAIFERA OFFICINALIS (BALSAM COPAIBA) RESIN,

INCI NAME {PCPC:I PASSIFLORA EDULIS SEED Pagina 1!'1
INCI NAME {COSlNG:I COPAIFERA OFFICINALIS RESIN, PASSIFLORA EDULIS SEED OIL
cODIGO BA35010B
LOTE J2135010
FAERICAGELO 14/10/2021
VALIDADE 14/10/2023

ltens Controlados Unidades Especificagbes Resultados
Aparéncia Visual Liquido viscoso De acordo
Cor Visual Amarelo claro De acordo
Odor - Caracteristico De acordo
Densidade g/cm? 0,900 - 0,920 0,906
indice de Refrag3o (20°C) - 1,400- 1,500 1,4946
indice de Acidez % 0-2 0,800
indice de Peréxido meqO,/kg 0-5 0,00
indice de lodo gl2/100g 170 - 200 178,25
indice de Saponificagio mgKOH/g 20-80 56,19
B-cariofileno % Min. 28 49,62
Alfa-humuleno % Min. 3,7 6,96
Acido Linoleico % Min. 5,5 7,01
Bactérias =100 <100 =10
Bolores e Leveduras <100 <100 <10

Estocagem

armazenagem, reduzindo shelf life do produto.

Armazenar em local fresco e arejado ao abrigo da luz, 3 temperatura constante,
preferencialmente ambiente. Trata-se de um produto natural, portanto pode sofrer
variacdo de suas caracteristicas fisico-quimicas se ndo cumpridas as orientacdes para




